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RESUMO
USO DE IL-7 E IL-15 PARA A MODIFICACAO GENETICA DE

LINFOCITOS T DA MEMORIA

E descrito um método in vitro para a obtencdo de uma
variedade geneticamente modificada de populacdo de células

T de memdria.

Também sdo divulgados os usos das células assim obtidas.



DESCRICAO

USO DE IL-7 E IL-15 PARA A MODIFICACAO GENETICA DE
LINFOCITOS T DA MEMORIA

INTRODUGCAO

O repertdrio de antigeno (Ag) especifico de células T ¢é
fortemente regulado ©por mecanismos homeostaticos que
asseguram a sua persisténcia e funcionalidade, mesmo na
auséncia do antigeno. Apds o encontro Ag, as células T
ingénuas sofrem uma expansdo clonal réapida e diferenciada
em células T efectoras (1, 2). A vida util das células T
efectoras é limitada pela morte celular, que pode ocorrer
apbs mais encontros Ag (morte celular induzida por
activacdo) ou devido a falta de factores de sobrevivéncia.
Durante uma resposta imune, as células T da membdria também
sdo geradas. As células T da membria podem sobreviver ao
longo da vida, proporcionando assim uma proteccdo duradoura
contra o chamamento de patdgenos (3). As frequéncias dos
antigenos especificos das células T da memdria na maioria
das amostras bioldgicas permanecem, porém, abaixo do limite
de deteccdo de coloracdo de tetramero Ag/MHC (Complexo
Principal de Histocompatibilidade) e os ensaios funcionais,
tais como coloracdo de citocinas intracelulares ELISpot (4,
5). Células T CD4' Ag especificas em particular, sdo na
sua maioria indetectédveis ex vivo e, portanto, analisadas

apbs varias rondas de expansdo de células T guiadas por Ag
in vitro. A re-estimulacdo in vitro, no entanto, &
susceptivel de favorecer a diferenciacdo terminal das
células, prejudicando a sua sobrevivéncia a longo prazo.
Como consequéncia, as células T re-estimuladas in vitro Ag
também podem exibir um fendtipo ndo representativo na

totalidade do que o encontrado in wvivo. Por estas razdes



estratégias alternativas para melhorar a deteccdo ex vVvivo
de células T Ag especificas sdo necessérias para melhor
caracterizar as respostas imunes em curso, e avaliar a
imunocompeténcia de pacientes com disturbios relacionados

com o sistema imunoldgico.

Varios estudos tém mostrado que o estabelecimento e a
manutencdo da membdéria das células T sao controlados por
células associadas (complexo Ag/MHC) e sinais de
acclionamento soluveis (citocinas) (3, o, 7). 0
desencadeamento da TCR por auto e ndo auto complexos Ag/MHC
regula a transicdo do ingénuo para as células de memdéria, a
sobrevivéncia e a proliferacdo das células de memodria. @)
tanque de linfbécitos de membdbria &, possivelmente, altamente
heterogéneo. Recentemente, dois tipos de células T da
memdéria foram identificados: células T efectoras da meméria
(CD4A45RA-CCR7, CD62L) e células T da membdria central, que
sdo células negativas CD45RA caracterizadas pela expresséo
de CCR7 e C(CD62L, duas moléculas necessarias para a
localizacdo em éareas de células T de oO6rgdos linfdides
secundarios. Com a estimulacdo antigénica, as células T da
memdéria central produzem baixos niveis de citocinas
efectoras, tais como IL-4 e IFN-y, mas altos niveis de IL-
2, que é capaz de sustentar a sua répida e consistente
proliferacéo. Apdbs o0 encontro antigeno as células T da
memdria central T sofrem: 1) Proliferacdo, resultando num
processo auto-regenerativo, visando aumentar o seu tanqgque,
e 2) diferenciacdo, resultando na geracdo de células T
efectoras da memdéria, que sado caracterizadas por um baixo
potencial proliferativo, mas sdo capazes de migrar para o0s
tecidos nédo-linfdides inflamados e mediar a fase efectora
da resposta imune (8). A retirada de Ag é fundamental para

evitar a estimulacdo excessiva TCR e a morte celular
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induzida por activacdo, e para a geracdo de células T de
membdria central. A homeostase de células T apropriada é
assegurada por citocinas firmemente regulando a
proliferacdo, sobrevivéncia e apoptose de linfdécitos T
humanos e murinos. Entre os factores sollveis da cadeia v
comum de ligacdo de citocinas tais como IL-2, IL-4, IL-7,
IL-9, 1IL-15 e 1IL-21 promovem a sobrevivéncia celular e
proliferacdo homeostatica (2). Em particular, IL-2
sustenta tanto a proliferacdo de células T e apoptose no
encontro antigeno. A TCR bem como sinais de controlo de
proliferacdo e sobrevivéncia das células 1ingénuas e de
meméria (7, 9-14) gerados por IL-7. Na auséncia de
compromisso TCR, a IL-7 torna as células ingénuas maduras
humanas e células T CD4' da memdéria menos susceptiveis a
morte celular induzida por Fas (15). Além disso, por
induzir a sobre-regulacdo de Bcl-2 favorece a transicédo de
células T GD4' Ag experientes para as células de meméria em
repouso (9, 11). Finalmente, IL-I5, combina uma actividade
anti-apoptética com um efeito consistente na promocdo da
proliferacdo de células T ingénuas e de memdria (16). Por
estas razdes, a cadeia y comum de ligacdo de citocinas tem
sido previamente usada em combinacdo com expansdo de
células guiadas por Ag para a manutencdo 1in vVvitro e
expansdo de de linhas de células T Ag especificas. Em
alguma insténcia cadeia de y comum de ligacdo de citocinas
também foram utilizadas para melhorar a deteccdo de células

T Ag especificas.

Varios documentos (44-49) divulgam a activacéo de
linfécitos com baCD3/CD28 e a sua exposicdo a IL-2 e/ou IL-

7 dentro do contexto de transducdo de células T.



DESCRICAO DA INVENCAO

Modelo 3. Esta invencdo baseia-se no conceito de que as
células da memdéria central, sobre o desencadeamento de TCR
na presenca de co-estimulacdo e cultura com gama-citocinas,
podem-se expandir in vitro e ser geneticamente modificadas

por um vector viral, mantendo seu fendtipo funcional.

Acredita-se que a terapia celular com linfécitos T tem um
enorme potencial para curar o cancro, infeccdes, imuno-
deficiéncias e auto-imunidade. Além disso, pode ser usado
para modular as respostas imunoldgicas que ocorrem no
contexto do transplante. A modificacdo genética &
destinada a ampliar o intervalo terapéutico de linfdécitos
T, aumentando a sua eficdcia e/ou limitando a sua
toxicidade. Isto é conseguido através da transferéncia de
genes que codificam para o0s novos receptores, os produtos
biologicamente activos, resisténcia e factores de controlo.
Os factores de controlo devem fornecer
eliminacdo/inativacdo selectiva in vivo em células de genes
modificados se se segue um efeito tdxico/indesejado. A
terapia do gene suicida no contexto do transplante de
células hematopoiéticas alogénicas (allo-HCT) é o exemplo
mais claro de como a modificacdo genética de células-T com
um factor de controlo atinge um beneficio terapéutico. Em
allo-HCT, o reconhecimento imunoldégico dos antigenos do
hospedeiro por doador das células-T é uma "faca de dois
gumes", levando a efeitos benéficos especificos: células T
1) mediar um efeito antitumoral directo (enxerto-versus-
leucemia GVL); 2) promover o enxerto de precursores
hematopoiéticos; 3) fornecer um sistema imune intacto a
pacientes transplantados, permitindo assim a diminuir a

incidéncia e a gravidade das infeccdes pds-transplante.
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Infelizmente as células T do doador podem também reagir
contra tecidos do hospedeiro saudéavel, levando assim ao
risco da doenca do enxerto-versus-hospedeiro (GvHD) (20).
A modificacdo genética de células-T com um vector
retroviral expressando o Herpes Simplex Virus timidina-
quinase do gene suicida (TK) confere sensibilidade
selectiva para o pré-fadrmaco ganciclovir (GCV) . Em
pacientes, a infusdo de linfécitos TK' e a administracao
subsequente de GCV resultou numa modulacdo de tempo da
reactividade anti-hospedeiro para a preservacéao dos
beneficios das células T, e um controlo selectivo de GvVvHD

(21-23) .

O sucesso da terapia de células T e da terapia genética de
células T depende da capacidade das células T ©para
proliferar e sobreviver a longo prazo 1In vVvivo. Para
atingir esse objectivo, as células T precisam de abrigar
correctamente 6rgdos linfdides secundérios, onde o encontro
apropriado com o antigeno ocorre e induz as células T a
adquirir funcdes efectoras. E cada vez mais reconhecido
que estes atributos tendem a segregar em estdgios iniciais
de diferenciacdo de células T maduras e, em particular no
compartimento da memdbéria central. Modificacdo genética com
vectores virais pode afectar a fisiologia das células T.
Em particular, na modificacdo genética através dos vectores
retrovirais (RV) exige a proliferacdo celular. Esta é
actualmente conseguida pela activacéo com estimulos
policlonais e cultura na presenca de doses elevadas de IL-2
humana recombinante. 0s autores descobriram gue o gene
modificado dos linfécitos T humanos gerado com  0OS
protocolos actuais, ou seja, a activacdo com anticorpos
anti-CD3 soluveis e cultura na presenca de IL-2, séao

principalmente as células efectoras da membria, que



prontamente exibem funcdes efectoras in vitro, mas dJue
enxertam mal em hospeceiros imunodeficientes condicionados.
Uma vez dque a expansdo e persisténcia de células T humanas
& um pré-requisito fundamental para uma terapia genética
eficaz baseada em células T, a presente invencdo fornece um
método de cultura de células T e transducdo capaz de gerar
células T da membdbria central geneticamente modificadas.

Para este efeito, os autores combinaram:

- a activacdo de células T com granulos conjugados com

anticorpos anti-CD3 e anti-CD28

- cultura com IL-7 e IL-15 em doses baixas

- transducdo com um vector retroviral.

Os resultados indicam que a producdo de linfdécitos
geneticamente modificados com grénulos na presenca de IL-7
e IL-15 é& wviadvel e dque estas células tém uma relacédo
fisiolégica CD4/CD8 e um fendtipo funcional de memdria
central, conforme definido pela 1) auséncia de expressédo
CD45RA e presenca de expressdao CD62L, 1ii) uma co-expressao
de moléculas CD27 e CD28 e 1ii) a producdo de IL-2 na

auséncia de IFN-y e/ou IL-4.

Além disso, os autores observaram que células T da memdéria
central geneticamente modificadas infundidas em hospedeiros
imunodeficientes condicionados 1) enxertam e expandem em
niveis significativamente mais elevados do que em células T
efectoras de membdria geneticamente modificadas e 1i) séo

mais potentes do gque os linfécitos efectores da memdria



geneticamente modificados a induzir uma resposta imune aos

antigenos do hospedeiro.

Estes resultados demonstram que 1linfbécitos da memdria
central recombinantes totalmente funcionais podem ser

obtidos e explorados para a cura de doencas humanas.

Na presente invencéo, linfécitos da memdédria central
recombinantes totalmente funcionais significa células T da
membdria central com potencial de sobrevivéncia a longo
prazo, capazes de abrigar os 6rgdos linfdéides periféricos,
e de se diferenciar em células ecfetoras do reencontro do

antigeno in vivo.

O objeto da invencdo é um método in vitro para a obtencéao
de uma populacdo de células T de membdbria geneticamente

modificada, compreendendo as etapas de:

a) activar 1linfécitos com pelo menos dois anticorpos de
activacdo especificos agonistas do receptor em gque um dos
linfécitos de activacdo dos anticorpos agonistas do
receptor é especifico para o polipeptideo CD3 e o outro
linfécito de activacdo dos anticorpos agonistas do receptor

& especifico para CD28

b) expor linfdécitos activados para uma quantidade efectiva
de pelo menos IL-7 e IL-15, capaz de expandir

selectivamente populacdes de células T de memdria;

c) 1nserir e expressar um dJgene exdgeno por meio de um

vector apropriado para as células obtidas em b).
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De preferéncia, as populacdes de células T de memdria
compreendem CD4" e/ou CD8" e/ou y3 e/ou populacdes de

células T NKT.

Linfécitos preferiveis sdo derivados de uma amostra
biolbégica pertencentes ao grupo de: sangue e outras
amostras liquidas de origem bioldgica, amostras de tecido
s6lido, culturas de tecidos de células derivadas, e o0s
descendentes dos mesmos, células 1isoladas de amostras
bioldgicas como por exemplo PBMCs. De preferéncia, os
linfécitos especificos de activacdo do agonista do receptor
sdo conjugados com suportes de imitacdo de célula, mais de
preferéncia os suportes de imitacdo de célula sdo esferas

paramagnéticas.

Numa modalidade preferida o vector é um vector viral.

Numa modalidade preferida o gene exdgeno codifica para um
gene suicida, e/ou um gene marcador e/ou uma molécula
biologicamente activa, e/ou um receptor, e/ou um factor
solivel retido na célula ou libertado fora da célula, e/ou

um gene que confere resisténcia a um pré-farmaco.

A 1invencdo serd agora descrita por meio de exemplos néo

limitativos, fazendo referéncia as seguintes figuras:

FIGURA 27. Activacio com grianulos conjugados com
anticorpos anti-CD3 e anti-CD28 (ba CD3/CD28) e cultura com

IL-7 e IL-15 promovendo a expansido de células T e gerando
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eficientemente linfécitos humanos geneticamente modificados
com uma relacdo preservada CD4/CD8. 5x10° PBMC foram
estimulados ou com aCD3 e cultivados com IL-2 ou com
baCD3/CD28 e cultivados com IL-7 e IL-15. No dia 14, as
células foram contadas por exclusdo de tripano azul. (A)
S&do relatadas médias de expansdo de células T nas duas
condicdes de estimulacgdo e de cultura (n = 4 doadores). 48
e 72 h apbds a simulacdo inicial, as células foram
transduzidas pelo vector retroviral SFCMM3. No dia 6, as
células geneticamente modificadas foram quantificadas por
citometria de fluxo apds coloracdo com anticorpos anti-
LNGFR. (B) Sdo relatadas médias de eficiéncia de
transducdo (em %) nas duas condicdes de estimulacdo e de
cultura (n = 4 doadores). No dia 14, as células foram
analisadas por citometria de fluxo para a expressdao ALNGFR
e para a expressao de CD4 e CDS. (C) Sdo relatadas médias
da relacdo CD4/CD8 em células geneticamente modificadas

geradas com os dois protocolos relatados (n = 4 doadores).

FIGURA 28. Activagdo com baCD3/CD28 e cultura com IL-7 e
IL-15 gerando 1linfécitos humanos TK com fendétipo de
meméria central. No dia 14, células TK' geradas com aCD3 e
cultivadas com IL-2 ou geradas com baCD3/CD28 e cultivadas
com IL-7 e IL-15 foram analisadas para o fendtipo de
membdria. Depols do chaveamento para a expressdo ALNGFR, as
células foram analisadas por citometria de fluxo para a co-
expressdao CD4LRA e CD62L. Sdo relatadas médias da
distribuicido relativa (eixo vy, %) dos CD45RA'CD62L' (barras
pretas), CD45RACD62L° (barras cinza escuro), CD45RA CD62L~
(barras cinza claro) ou CD45RA'CD62L° (barras brancas) para
(A) para células CD4' e (B) para células CD8' obtidas a
partir de n = 4 doadores. As células também foram
analisadas por citometria de fluxo para a co-expressdo CD27

e CD28. Sdo relatadas médias da distribuicdo relativa



oe

(eixo vy, ) de CD28°CD27" (barras pretas), CD28CD27"
(barras cinza escuro), CD28 CD27 (barras cinza claro) ou
CD2S'CD27  (barras brancas) para (C) células CD4" e (D)

células CD8" obtidas a partir de n = 4 doadores.

FIGURA 29. Linfécitos humanos TK' de meméria central sdo
células ndo-polarizadas. No dia 14, células TK' geradas
com aCD3 e cultivadas com IL-2 ou geradas com baCD3/CD28 e

cultivadas com IL-7 e 1IL-15 foram analisadas para a

producdo de citocinas. Depois do chaveamento para a
expressao ALNGFR, as células foram analisadas por
citometria de fluxo para a producdo de IFN-y e IL-4. S&o

relatadas médias da distribuicdo relativa (eixo vy, %) de IL-
4+IFN—y7 (barras brancas), IL—4+IFN—\/+ (barras cinza) ou IL-
4 IFN-y (barras pretas) para (A) células CD4" e (B) células
CcD8™

FIGURA  30. Activacdo com granulos conjugados com
anticorpos anti-CD3 e anti-CD28 e cultura com IL-7+/-IL-15
ou IL-2 promovendo a expansdao de células T e gerando
eficientemente linfécitos humanos geneticamente modificados
com uma relacdo preservada CD4/CD8. PBMC foram estimulados
ou com granulos conjugados com anti-CD3 e anti-CD28
(chamado "B") e cultivados sem citocinas, IL-7+ IL-15, IL-2
ou IL-7, ou foram estimulados com anti-CD3 soluvel e
cultivados com IL-2. 48 e 72 h apdés o estimulo inicial, as
células foram transduzidas pelo vector retroviral SFCMM3.
A) No dia 6, as células geneticamente modificadas foram
quantificadas por citometria de fluxo apds coloracdo com
anticorpos anti-LNGFR. S&do relatadas médias de eficiéncia
de transducdo (em %) em condicdes diferentes de estimulacéao
e de cultura. B) No dia 10, as células foram analisadas
por citometria de fluxo para a expressdao ALNGFR e para a
expressdao de CD4 e CDS8. Sdo relatadas médias de relacéao

CD4/CD8 em células geneticamente modificadas geradas com os
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diferentes protocolos. C) No dia © e 9, as células foram
contadas por exclusdo de tripano azul. Sdo relatadas

médias de expansdo de células T em condicdes diferentes de

estimulacdo e de cultura (n = 5 doadores). * = P <0,05**x =
p <0,01.
FIGURA 31. Activacdo com granulos conjugados com

anticorpos anti-CD3 e anti-CD28 e cultura com IL-7 +/- IL-
15 ou IL-2 gerando 1linfécitos humanos transduzidos com
fenétipo de meméria central. No dia 10 linfécitos
transduzidos gerados tanto com grénulos conjugados com anti
CD3 e aNTI-CD28 e cultivados sem citocinas, IL-7+ IL-15,
IL-2 ou IL-7, ou estimulados com anti-CD3 soluvel e
cultivados com IL-2 foram analisados para fendtipo de
membdria. As células foram analisadas por citometria de
fluxo para a co-expressadao CD45RA e CD62L. Médias da
distribuicdo relativa (eixo y, %) de CD45RA'CD62L" (células

ingénuas), CD45RACD62L" (células de memdria central),
CD45RA CD62L (células efectoras de memoéria) ou
CD45RA'CD62L° (efectores terminalmente diferenciados) sé&o
relatados em células CD3+ALNGFR+. (n = 6 doadores). * =P

<0,05** = p <0,01.

FIGURA 32 Cinética de expressio de receptor B IL-2/15
(CD122) nao dependendo do processo de activagao, cultura e
transdug¢do. Nos dias 0, 2, 4, 9 e 13, depoils da estimulacéo
inicial, linfécitos transduzidos gerados tanto com granulos
conjugados com anti-CD3 e anti-CD28 e cultivados sem
citocinas, IL-7+4 IL-15, IL-2 ou IL-7, ou estimulados com
anti-CD3 soluvel e cultivados com IL-2 foram analisados

para a expressdo de CD122. A % de células CD3+ (nos dias
0, 2 e 4) e de células transduzidas (nos dias 9 e 13)
expressam CD122 em diferentes pontos temporais é relatada

em A) células CD8+ e B) células CD4+. (n = 4 doadores).
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FIGURA 33 Activacdo com granulos conjugados com anticorpos
anti-CD3 e anti-CD28 e cultivados com IL-7 +/- IL-15 ou IL-
2 promovendo a expressado intensa e prolongada do receptor a
IL-2 (CD25) em linfécitos transduzidos. Nos dias 0, 2, 4, 9
e 13, apds a estimulacdo inicial, linfdécitos transduzidos
gerados tanto com gréanulos conjugados com anti-CD3 e anti-
CD28 e cultivados sem nocitocinas, IL-7+ IL-15, IL-2 ou IL-
7, ou estimulados com anti-CD3 soluvel e cultivados com IL-
2 foram analisados para a expressdo de CD25. A % de
células CD3+ (nos dias 0, 2 e 4) e de células transduzidas
(nos dias 9 e 13) expressando CD25 em diferentes pontos
temporais é relatada em A) células CD8+ e B) células CD4+.

(n = 4 doadores). * = P <0,05** = p <0,01.

FIGURA 34 Activagdo com granulos conjugados com anticorpos
anti-CD3 e anti-CD28 e cultivados com IL-7 promovendo a
expressao intensa e prolongada de receptor a IL-7 (CD127)
em linfbécitos transduzidos. Nos dias 0, 2, 4, 9 e 13, apds
a estimulacdo inicial, 1linfécitos transduzidos gerados
tanto com grénulos conjugados com anti-CD3 e anti-CD28 e
cultivados sem citocinas, IL-7+ IL-15, IL-2 ou IL-7, ou
estimulados com anti-CD3 soluvel e cultivadois com IL-2
foram analisados para a expressao de CD127. A % de células
CD3+ (nos dias 0, 2 e 4) e de células transduzidas (nos
dias 9 e 13) expressam CD127 em diferentes pontos temporais

é relatada em A) células CD8+ e B) células CD4+. (n = 4

doadores). * = P <0,05** = p <0,01.

FIGURA 35 Activacdo com granulos conjugados com anticorpos
anti-CD3 e anti-CD28 e cultivados com IL-7 preservandio um
potencial de alta alorreactividade proliferativa e baixa
sensibilidade a sinais de apoptose em células transduzidas.
Células T transduzidas geradas tanto com granulos
conjugados com anti-CD3 e anti-CD28 e cultivados com IL-7 e

IL-2, ou por activacdo com anti-CD3 soluvel e cultivados em
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IL-2 foram coradas com CFSE no dia 9, apbds a estimulacéo
inicial, e foram co-cultivados com PBMCs alogénicos
irradiados. Linfécitos do sangue periférico nao-
manipulados (PBL) dos mesmos doadores foram corados com
CFSE, co-cultivados com OS mesmos PBMCs alogénicos
irradiados e utilizados como controlo. Apbs 7 dias as
células foram contadas, marcadas com To-pro3, e analisadas
por FACS para avaliar a percentagem de divisdo e/ou morte
das células. A) Percentagem de células em diviséo. B)
Numero total de células a morrer. A activacdo induzindo a
morte celular foi calculada com células em divisdo (parte
inferior dos histogramas a Dbranco) e a morte por
negligéncia foi calculada nas células ndo-divididas (parte
superior dos histogramas a preto). * = P <0,05** = p

<0,01.

FIGURA 36 Capacidade de auto-renovacdo das células da
membéria central geneticamente modificadas geradas com
granulos conjugados com anticorpos anti-CD3 e anti-CD28 e
cultivadas com IL-7, apds o estimulo alogénico.
A) As células tratadas como descrito na figura 35 foram
analisadas para a expressdao de CCR7 e IL-7RA 7 dias apds o
MLR se ter iniciado. A percentagem de células em diviséo
CCR7+ (painel superior) e IL-7RA+ (painel inferior) &
mostrada no quadrante superior esquerdo. B) As células
foram entéo re-desafiadas in vitro com  OS mesmos
estimuladores alogénicos, seguindo as mesmas condicdes de
cultura utilizadas na primeira estimulacéo. E mostrada a
percentagem de células em divisdo apdés a segunda

estimulacéao

Figura 37. Linfécitos transduzidos gerados com granulos de
anticorpos CD3/CD28 rapidamente enxertandos em ratos
NOD/scid

Ratos NOD/SCID foram condicionados e transplantados com
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pele humana, infundidos iv com 20x10° de 1linfécitos
transduzidos gerados com granulos CD3/CD28 e cultivados com
IL7 ou 1IL2, ou com OKT3 e cultivados com IL-2. O
quimerismo humano foi avaliado semanalmente por citometria
de fluxo apds coloracdo para CD3 humano e rato CD45. Os

quadrantes e percentagens foram definidos de acordo com a

coloracdo de isétipo de controlo. Foi mostrada a cinética
do guimerismo humano (n = 4 doadores).
Figura 38. Linfécitos transduzidos gerados com granulos

CD3/CD28 e cultivados com IL-7 induzindo GvHD xenogénica

grave em ratos NOD/scid

Ratos NOD/scid foram condicionados e transplantados com
pele humana, infundidos iv com 20x10° de 1linfécitos
transduzidos gerados com granulos CD3/CD28 e cultivados com
IL7 ou IL2, ou com OKT3 e cultivados com IL-2. Os ratos
foram monitorizados para GVHD xenogénica de acordo com 1) a
perda de Wight. 2) pontuacédo clinica de GvHD (descrito no
material e métodos). Controlos: animais gque ndo receberam

infusdes de linfdécitos,

Figura 39. Linfécitos transduzidas gerados com granulos
CD3/CD28 e cultivados com IL-7 induzindo GvHD alogénico

grave em ratos NOD/scid

Trés semanas apdés a infusdo de células T humanas, os ratos
NOD/scid foram sacrificados e pele humana fol removida
bilateralmente. Todas as bidpsias foram posteriormente
analisadas cegamente por patologistas através de
ematossilina-eosina (EE) e coloracado CD3 anti-humana

(hCD3) . Sé&o relatadas seccdes representativas.
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Materiais e Métodos

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica do Instituto Cientifico San Raffaele e realizados de

acordo com suas directrizes.

Citometria de fluxo

Onde indicado as células foram coradas a superficie com
anti-CD4 ou anti-CD8 mAb, e anti-CD44, anti-CD127, anti-
CD25, anti-CD132 e anti-CD62L mAbs (todos da PharMingen
excepto o anti-CD127 Ab, clone AT7R34, da Bioscience), e
coradas, permeabilizadas e coradas adicionalmente com anti-

Bcl-2 mAb de acordo com as instrucdes do fabricante.

Activagdo, cultura, e transducdo retroviral de células T

humanas

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram
isoladas por gradiente de separacdo Lymphoprep de fraccdes
de sangue de doadores saudaveils obtidos apds consentimento
informado (Fresenius, Oslo, Noruega). PBMNC foi cultivado
em meio RPM11640 (GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD) ,
suplementado com antibidéticos de glutamina e com 10% de FBS
inactivado pelo calor (Bio-Whittaker 1Ité&lia, Milano,
Italy). PBMC foi semeado em placas de 6 pocos (1x10°/ml) e
activado com anti-aCD3 (OKT3  30ng/ml, OrthoBRiotech.
Raritan, NJ) ou grédnulos para-magnéticos baCD3/CD28 (3:1

gradnulos/células T) (Dynabeads, Dynal Biotcch, ou Xcyte.
Therapies Inc., Seattle WA, EUA, Invitrogen). As células T
foram enriquecidas por baCD3/CD28 antes da cultura. As
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células activadas com aCD3 foram cultivadas com IL-2

recombinante humano a 600 UI/ml (Chiron, Emeryville, CA).

As células activadas com baCD3/CD28 foram cultivadas: 1.
Na auséncia de citocinas; 2. com IL-7 recombinante humano

na concentracdo minima de 5 ng/ml (Peprotech, London, UK);

3. com IL-7 recombinante humano e A-15 ambos na
concentracdo minima de 5 ng/ml cada. (Peprotech, London,
UK) No dia 2 e 3, as células foram transduzidas com o

sobrenadante retroviral SFCMM3 por espinoculacdo a 2400 rpm
por 2h a 37°C com 8ug/ml de polibrene (Sigma, St Louis,
MO) . O vector retroviral SFCMM3 codifica para o gene
suicida TK sob o promotor LTR e para uma forma truncada do
receptor de baixa afinidade para o factor de crescimento
neural (ALNGFR) sob o promotor SV40 (27). O sobrenadante
retroviral foi fornecido por Molmed s.p.a. No dia 6, apds a
activacdo de <células T, células do tamanho de gréanulos
usadas para a estimulacdo foram removidas das células T, de
acordo com instrucdes do fabricante. Em algumas
experiéncias, no dia 7 apds a activacdo de células T, os

linfécitos transduzidos foram positivamente seleccionados

de acordo com o protocolo que se segue (protocolo
intitulado: imuneseleccéo positiva de linfécitos
transduzidos) .

As células foram cultivadas até 14 dias. No dia 14, as

vezes de expansdo foram calculadas multiplicando-se a
percentagem de células LNGFR' determinada por citometria de
fluxo com a contagem de azul de tripano. O meio e as
citocinas foram substituidos, de acordo com o protocolo

inicial, a cada 3-4 dias. Em pontos temporais
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seleccionados, as vezes de expansao foram calculadas
multiplicando-se a percentagem de células ALNGFR'
determinada pela citometria de fluxo com a contagem de azul

de tripano.

Imuneselecgdo positiva de linfécitos transduzidos.

No dia 7 apbs a activacdo de células T, os linfécitos
transduzidos foram positivamente seleccionados. Como as
células transduzidas expressam ALNGFr na sua superficie,
foram utilizados anticorpos anti-LNGFr cobertos com
granulos magnéticos para separar os linfécitos transduzidos

e ndo-transduzidos.

As células foram recolhidas a partir de placas em tubos,
lavadas (1500 rpm, 10 min. A temperatura ambiente-RT) e
ressuspensas em W78 numa concentracdo final de 5x10°/ml.
Foi entdo adicionado anticorpo anti-LNGFr 20.1 a suspensao
de células (1 g/20x10° e as células foram colocadas para
girar a 10 rpm por 30 min a temperatura ambiente. As
células T foram lavadas uma vez e ressuspensas em WB em
25%10°/ml. Foi entdo adicionado Dynabeads M-450 Sheep
anti-rato IgG (5x10° granulos/10° células positivas) e as
células foram colocadas para girar a 10 rpm por 30' a
temperatura ambiente. As células transduzidas foram entéo
magneticamente seleccionadas. Para esta finalidade, os
tubos foram colocados perto do iman por 3 min e a fraccéao
negativa foi descartado. Este procedimento foi repetido
por um total de trés vezes. Finalmente, a fraccédo de
células ligadas aos granulos fol removida do iman, lavada e
ressuspendida em meio fresco com a mistura de citocinas

apropriadas a uma concentracdo de 1x10° células/ml.
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Citometria de fluxo de células T transduzidas

A citometria de fluxo foi wutilizada para anédlise do
fendtipo de superficie, eficiéncia de transducdo, ciclo
celular e producdo de citocinas. Foram wutilizados os
anticorpos seguintes (PharMingen): FITC conjugado mAb para
CD4 humano, CD8, CD45RA, CD27 e IFN-vy, (PE) conjugado com
mAb para CD4 humano, CD8, LNGFR, CD62L, CCD28 e 1IL-4,
proteina peridinina clorofila-a (PerCP) conjugado com mAb
para rato CD45 (Lyb.1l), e alofococianina (APC) conjugada
com mAb CD3 humano. As amostras foram executadas através de
um citdémetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson,
Mountain View, CA), apds controlo fluorocromo do isdtipo
combinado conjugado com o mAb corado irrelevante e os dados
foram analisados usando Software CellQuest (Becton

Dickinson) .

Os anticorpos conjugados de fluorocromo CD127, CDl122, CCR7,
e para o rato CD45 (PharMingen, San Diego, CA, EUA) também

foram utilizados para corar os linfdécitos

Producg¢do de citocinas

Para a determinacdo da producdo de citocinas, as células
foram semeadas em placas de 24 ©pocos (1x10°/ml) e
estimuladas com b50ng/ml de PMA (estigma) e 1ug/ml de
ionomicina (Sigma). Apbs 4h, foi adicionado brefeldin A
(Sigma) por 2h adicionais (10pg/ml). As células foram entéo
coradas com o marcador anti-superficie de anticorpos
conjugados com fluorocromo apropriado e fixadas com 1% de
par-formaldeido a 4°C por 10 min. A coloracdo intracelular
foi realizada com os anticorpos de fluorocromo anti-

citocina apropriados apbds incubacdo por 20 min a
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temperatura ambiente em PBS 2% de FBS contendo 0,05% de

saponina (Sigma) .

Ensaio de diluicdo CFSE e reaccgdo mista de linfécitos (MLR)

Andlise de alorreactividade de células T foil realizada no
dia 10 apds a cultura inicial de linfécitos. As células T
transduzidas foram marcadas com CFSE no dia 10, e depois
cultivadas com PBMCs alogénicos irradiados. O CFSE
consiste numa molécula de fluoresceina contendo um grupo
éster funcional succinimidil e duas metades de acetato. O
CFSE difunde-se livremente nas células e esterases
intracelulares unindo os grupos acetato e convertendo-os
num corante de membrana fluorescente impermeante. 0
corante ndo é transferido para as células adjacentes. 0
CFSE é retido pela célula no citoplasma e nado afecta
adversamente a funcdo celular. Durante cada ronda de
divisdo celular, a intensidade relativa do corante diminui

pela metade.

Procedimento de coloracidao CFSE:

As células foram lavadas duas vezes em PBS (na auséncia de
soro) e ajustadas para 2x107/ml. O CFSE foi diluido a 1 M
em PBS e misturado com a suspensdo de células numa relacao
de 1:1. As células foram centrifugadas rapidamente, e
misturadas por 8 min. a temperatura ambiente. O FBS foi
entdo adicionado na proporcdo 1:1 e 1 minuto depois as
células foram centrifugadas a 2000 rpm por 2 min. 0
sobrenadante foi descartado, as células lavadas duas vezes

com uma solucdo contendo 10% FBS (PBS ou meio).

19



MLR

No final do procedimento, as células T transduzidas coradas
por CFSE (respostas) foram colocadas em cultura em placas
de 24 pocos com 2000 cGy de PBMCs alogénicos irradiados
(estimuladores) na proporcdo de 1:1. Nao foram adicionadas
citocinas a cultura de células. As células T transduzidas
coradas por CFSE colocadas em cultura na auséncia de
estimuladores foram utilizadas como controlo negativo. As
células colocadas em cultura com o anticorpo anti-CD3

soluveis foram utilizadas como controlo positivo.

Leituras

Em pontos de tempo seleccionados apds a estimulacdo, as
amostras de células foram recolhidas e <coradas com
marcadores anti-superficie de anticorpos monoclonais
conjugados de fluorocromo. Imediatamente antes da
aguisicdo FACS, 1 pl de solucdo To-Pro-3 foil adicionada a
cada amostra FACS. A To-Pro-3 é um corante vermelho escuro
intercalando ADN, detectavel em fluorescéncia 4, que
oferece a possibilidade de co-corar células com anticorpos
conjugados FITC, PE e APC. A sua funcdo é revelar a

fraccdo de células mortas.

Analise in vivo

Ratos com defeitos imunoldgicos na adaptacdo (scid, genes

de recombinacéo activada /7

bem como no compartimento
inato (NOD, cadeia comum yfk) sdo comummente usados para
estudar a Dbiologia dos 1linfécitos humanos 1in vivo.

Utilizamos ratos NOD/scid para testar a actividade dos
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linfécitos da memdéria central geneticamente modificados in
vivo. Foram obtidos ratos do sexo feminino de seis a oito
semanas de idade NOD/scid de Charles-River Italia (Calco,
Itdlia). O protocolo experimental foi aprovado pelo comité
interno para estudos com animais do nosso Instituto
(Institutional Animal Care and Use Comittee [IACUC]). Os

ratos foram tratados de acordo com os seguintes protocolos:

Modelo da doenca xenogénica enxerto-versus-hospedeiro

Foram obtidos ratos NOD/scid fémeas de 6-8 semanas de idade
a partir de Charles-River 1Itélia (Calco, Ité&lia). Uma
semana antes da infusdo, os ratos foram transferidos dos
isoladores de fluxo laminar para gaiolas normais e mantidos
sob condicgdes livres de patdgenos especificas recebendo
dgua estéril e granulos irradiadas ad libitum. Um dia antes
da experiéncia, os ratos receberam 1 mg de anticorpo
monoclonal de bloqueio anti-rato IL-2Rp ip para neutralizar
a actividade NK residual. O anticorpo anti-IL2Rp foi
produzido como descrito a partir do hibridoma TMB-1
gentilmente cedido pelo Prof. Tanaka (Osaka University,
Japao) . No dia 0, os ratos receberam irradiacdo corporal
total com uma dose unica de 350 c¢cGy (irradiacdoc gama a
partir de um acelerador linear) e foram imediatamente
infundidos com PBL 1inalterado ou 1linfdcitos humanos
transduzidos com o vector retroviral SFCMM3 (28). O PBL
inalterado foi obtido a partir de PBMC apds o esgotamento
dos mondécitos contaminantes, células B- e NK- com o kit de
isolamento de células T Pan (Miltenyi, Bergisch Gladbach,
Alemanha) . As células foram ressuspendidas em 500ul de
meio X-VIVOQO1l5 e infundidas i.p. Os ratos foram
monitorizados para GvHD por meio do céalculo da perda de

peso. Os ratos moribundos foram sacrificados por razdes
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éticas. O guimerismo humano foi determinado semanalmente
por citometria de fluxo apds a sangria da veia da cauda. O
quimerismo  humano foi calculado da seguinte forma:

gquimerismo humano (%) = [huCD3"/ (huCD3" + mCD45") x 100.

Analise de GvHD xenogénico

Na semana 1, 2 e 3 apds a infusdo de células T, os ratos
foram pesados e avaliados dquanto a GvHD xenogénica de
acordo com a seguinte pontuacdo: perda de peso (0 para
perda de peso <10%, 1 para 10%-25%, 2 para> 25 %),
arqueamento (0-2), actividade (0-2), textura da pele (0-2),
e integridade da pele (0-2), o indice maximo de 10. A perda
de peso também foil estimada como uma varidvel independente,
uma vez que fol considerado o critério mais objcetivo

(Tabela 1).

Tabela 1. Avaliag¢do de GvHD-xeno clinico em ratos

infundidos com células T humanas

Critérios Grau O Grau 1 Grau 2

Postura Normal Arqueada apenas em Arqueamento severo

repouso prejudicando o movimento

Textura da pele Normal Enrugamento ligeiro a Enrugamento

moderado severo/tratamento escasso
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Modelo GvHD alogénico

No modelo GVHD alogénico, os ratos foram transplantados com
pele humana e infundidos com linfécitos alogénicos
geneticamente modificados para avaliar a sua capacidade de
alojar a pele humana e mediar uma reaccdo GVH alogénica.
Uma semana antes do transplante, oS ratos foram
transferidos dos isoladores de fluxo laminar para gaiolas
normais e mantidos sob condicbes 1livres de patdgenos
especificas recebendo adgua estéril e granulos irradiados ad
libitum. Cerca de trés semanas antes da infusdo de células
T humanas, o0s ratos sdo anestesiados com 12-18 mg de
Avertin/rato por via intraperitoneal. Eles foram, entao,
depilados na parte traseira, e fol realizada bilateralmente
uma incisdo horizontal da pele no dorso do animal. A bolsa
subcutidnea foi entédo aberta, e fol introduzido um pequeno
pedaco de epiderme abdominal humana (privada de gordura e
tecido conjuntivo dérmico). No final do procedimento, a
ferida foi suturada. Como a temperatura ratos diminui
progressivamente durante a operacdo, os animais foram
colocados numa caixa aquecida por cerca de 30 min. e

finalmente transferidos para as suas gaiolas.

Infusdo de células T humanas.

Para facilitar o enxerto de 1linfdocitos humanos em ratos
NOD/scid, 1inactivou-se funcionalmente células NK com um
receptor [ de anticorpos IL-2 anti-rato (TMB-1) antes da
transferéncia de linfbcitos. O anticorpo foi produzido a
partir do hibridoma TMB-1 gentilmente cedido pelo Prof.
Tanaka (Osaka University, Japao). No dia 0, os ratos
receberam irradiacdo corporal total com uma dose Unica de

300 cGy (irradiacédo y a partir de um acelerador linear), os
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animais foram entdo ponderados e imediatamente infundidos
com linfécitos humanos transduzidos que haviam sido
colhidos no dia 9, apds a estimulacdo inicial. As células
foram injectadas por via intravenosa em 250 pl de solucéo

salina.

Anilise do enxerto de células T

Na semana 1, 2 e 3 apds a infusdo de células T, foram
retirados cerca de 300 ml de sangue/rato a partir de uma
pequena incisdo na veia da cauda e recolhido em tubos
contendo heparina. As células vermelhas do sangue foram
lisadas com uma exposicdo a ACK por 3 min. e coradas para
andlise citofluorimétrica como descrito no paragrafo
intitulado "coloracdo para marcadores de superficie e

andlise citofluorimétrica™.

Analise ou GvHd alogeico.

Na semana 3 apds a infusdo de células T, ou antes, em caso
de GVHD grave, os ratos foram sacrificados e os dois
pedacos de pele humana retirados bilateralmente, e fixados
em formalina, a pele embebida em parafina foili cortada com 4
um de espessura e corados com hematoxilina e eosina para
avaliacdo morfoldégica. A avaliacdo imunohistoquimica para
a presenca de linfécitos T humanos foil realizada com o
anticorpo monoclonal anti-CD3 humano (Dako, Glostrup,
Dinamarca) na diluicdo 1:100, por meio do método do
complexo peroxidase avidina/biotina usando um Immunostainer
Dako automatizado. A reaccdo de coloracdo fol revelada

pelo método cromébgeno de tetrahidrocloreto e os cortes
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foram contrastados com hematoxilina. As fotos foram

tiradas com uma AxioCam Zeiss HRC.

Andlises estatisticas

Para cada variavel —considerada neste estudo, foram
calculados a mediana média e o desvio padréo. Todas as
analises estatisticas foram realizadas utilizando o)
Microsoft Excel 2003 (Microsoft, Redmond, WA) e as suas
inclusdes na forma Statcel2 (OMS publicar, Saitama, Japéo).
Foi realizado o Teste de Scheffe F, apds a andlise de
variancia (ANOVA) para dados paramétricos, e foi realizado
o teste de Mann-Whitney U seguinte ao teste de Kruskal-

Wallis para dados ndo-paramétricos.

Resultados e Discussio

Geracdo de células T humanas da memdbria central

geneticamente modificadas

A proliferacdo celular ¢é necessaria para a transducéo
retroviral de linfécitos T. Os autores activaram PBMC com
aCD3 ou baCD3/CD28. As células foram activadas com
baCD3/CD28 e cultivadas com IL-7 e IL-15 ou com aCD3 e
cultivadas com IL-2 (Figura 27A). As células foram
transduzidas no dia 2, por espinoculacdo, com o vector
retroviral SFCMM3. A transducdo foli realizada ao mesmo
tempo, e seguindo o mesmo protocolo. A activacao com
baCD3/CD28 na presenca de IL-7 e 1IL-15 promoveu uma
expansdao maior de células T (Figura 27A) e levou a uma
maior eficiéncia de transducdo do que a activacdo com aCD3

na presenca de IL-2 (Figura 27B). Além disso, no final do
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periodo de cultura, a relacdo fisioldégica CD4/CD8 foi
analisada e encontrada ser melhor mantida em células
transduzidas activadas com baCD3/CD28 e cultivadas com IL-7
e IL-1 do que com células activadas com aCD3 e cultivadas

com IL-2 (Figura 27C).

Activacgao policlonal necessaria para a transdugao
retroviral de linfécitos T enriquecidos para as células de

memdria.

Para determinar a distribuicdo relativa de subconjuntos de
membdédria em células T humanas transduzidas com o vector
retroviral, 0os autores analisaram a co-expressdo de
CD45RA/CD62L. No dia 14, células T transduzidas activadas
com aCD3 e cultivadas com IL-2 foram principalmente CD45RA-
CD62L ' isto é, «células de memdéria efectoras. Pelo
contréario, células T transduzidas CD4" activadas com
baCD3/CD28 e cultivadas com IL-7 e IL-15 foram altamente
enriquecidas para CD45RA-CD62L"" isto &, células de meméria
central (Figura 28 A). Un enriquecimento de células de
memdéria central CD45RACD62LY, no caso de células activadas
por baCD3/CD28 e cultivadas com IL-7 e IL-15 também foi
observado para células CD8 transduzidas (Figura 28B). Para
melhor definir o fendétipo de memdria, analisadmos também a
co-expressdo de CD28/CD27. Enquanto para células CD4"
transduzidas ndo houve diferenca na distribuicdo relativa
dos subconjuntos entre as duas condicdes (Figura 28C), para
células CD8" transduzidas, a activacdo com baCD3/CD28 e
cultura com IL-7 e IL-15 favoreceu as células T CD28'CD27’

(Figura 28D).
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Correlacdo funcional das células T humanas de meméria

central geneticamente modificadas

Os linfécitos T humanos centrais e efectores de memdria,
conforme identificado pelo fendtipo de superficie, diferem
na capacidade de produzir citocinas efectoras. ©No dia 14,
0s autores re-estimularam as duas populacdes de células T
geneticamente modificadas e analisaram-nas para a producao
de citocinas. As células T CD4' estimuladas com aCD3] e
cultivadas com IL-2 produziram eficientemente o protdtipo

da citocina IFN-y efectora.

Em agudo contraste, a maioria das células T CD4"
estimuladgs com baCD3/CD28, IL-7 e IL-15 foram células né&o-
polarizadas e nem produziram IFN-y, nem IL-4 (Figura 29A).
Um resultado similar foi obtido com células T CD8' (Figura

29B) .

Potencial de GvHd em células T humanas de memdria central

geneticamente modificadas

Modelos de xenoenxerto diferentes tém sido propostos para

estudar a GvHd induzida por linfdécitos humanos.

Para avaliar a reactividade relativa anti-hospedeira dos
dois genes suicidas modificados da membria central e
efectora de linfdécitos T humano in vivo, essas populacdes
foram injectadas em ratos NOD/scid condicionados com
irradiacdo ndo-letal e anti-NK. Os ratos de controlo foram
infundidos com PBL humano purificado singeneico. Os

autores observaram que os linfécitos da memdédria central
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geneticamente modificados foram mais eficientes na enxerto
do que os seus contrapartes de meméria efectora (quimerismo
humano na semana 1: Faixa de 0,45% em média 6,2-1,1 para as
células de membdéria efectora geneticamente modificadas vs
média de 4, faixa de 5% 4,1-5,2 para as células de memdria
central geneticamente modificadas, Tabela 2. 5 de 6 ratos
infundidos com células T de memdéria efectora geneticamente
modificadas apresentaram uma diminuicdo do quimerismo
humano apdés a semana 1 e ndo apresentaram GvHD. Por outro
lado, quimerismo humano persistente fol observado na
maioria dos ratos infundidos com células T de memdbria
central suicidas geneticamente modificadas e 4 ratos de 6

desenvolveram GvHd grave.

Tabela 2. Doen¢a de enxerto e enxerto-versus-hospedeiro

PBL Células TK' de Células TK' de
meméria efectora memdéria central
Quimerismo humano 3,6 (2.5-5) 0,45 (0.2-1,1) 4,5 (4,1-5,2)
em % (faixa)*®
Incidéncia de 6/6 1/6 4/6

GVvHD®

®*média (intervalo) na semana 1 apds a infuséo

P definido como perda de peso> 10% do peso corporal inicial

Geracéio de células T humanas de memdria central

geneticamente modificadas

Para determinar os requisitos minimos para obter um numero
células T humanas de membria central geneticamente
modificadas adequados para aplicacéao clinica, foram
comparados as seguintes cinco condicgdes de transducdo de

células T:

28



1. anticorpos anti-CD3 soluveis (OKT-3)+ altas doses de

interleucina 2 (600 Ul/ml);

2.células anti CD3/CD28 do tamanho de granulos sem gualguer

citocina;

3.células anti CD3/CD28 do tamanho de gréanulos + doses

baixas de IL-2 (200 UI/ml);

4. células anti CD3/CD28 do tamanho de gréanulos + doses

baixas de IL-7 (5 ng/ml);

5.células anti CD3/CD28 do tamanho de granulos + doses

baixas de IL-7 (5 ng/ml) + doses baixas de IL-15 (5 ng/ml).

As células foram transduzidas e cultivadas seguindo os
protocolos descritos em materiais e métodos. Essas

experiéncias produziram os seguintes resultados:

1. Activacdo com granulos anti CD3/CD28 permitindo maior

eficiéncia de transducdo do que a activacdo com

anticorpos anti-CD3 soluveis.

Como mostrado na figura 30A a eficiéncia da transducao
retroviral foi significativamente maior apds a estimulacéo
com células de tamanho grénulos magnéticos que apds a
estimulacdo com o anticorpo anti-CD3 soluvel. Este
resultado foi independente do uso de citocinas na mistura

de cultura.
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2. Activacdo com gréanulos CD3/CD28 seguido pela cultura na

presenca de citocinas (IL2. IL7 + IL15 ou IL7) preserva

a relacédo fisioldbgica CD4/CDS8 nos linfécitos T

transduzidos.

Para avaliar a capacidade dos nossos protocolos de
transducdo em preservar a relacdo fisioldgica CD4/CDS8,
analisédmos a relacdo de células CD4/CD8 transduzidas
produzidas por diferentes protocolos, 10 dias apds a
estimulacdo inicial, como mostrado na figura 30B. Apenas a
estimulacdo com gréanulos magnéticos seguido pela cultura de
citocinas (IL2, IL7 ou IL7 + IL15) manteve uma relacdo
fisioldgica nas células T CD4/CD8 transduzidas, enquanto a
média das proporcdes CD4/CD8 observadas com condicgdes de

outra cultura ndo excedeu 1/1.

3. Activacdo com granulos CD3/CD28 seguido pela cultura na

presenca de citocinas (IL2. IL7 + IL15 ou IL7) induz uma

taxa de proliferacdo significativamente maior das

células transduzidas do que em condicdes de outra

cultura.

O protocolo de transferéncia genética ex Vvivo para
aplicacédo clinica, deve cumprir com os critérios relevantes
relacionados com a viabilidade: uma das dquestdes de
viabilidade importantes na traducéao clinica de uma
abordagem de terapia genética relaciona-se com numero e
expansdo celular in vitro. Como mostrado na figura 30C,
uma diferenca estatisticamente significativa foi observada
no numero de células obtidas entre as células geneticamente
modificadas estimuladas com granulos e cultivadas com as
citocinas, em comparacdo com as outras condicdes (apenas
granulos e OKT3+IL-2). Estes resultados mostram dgque o0s
linfécitos transduzidos obtidos com grénulos conjugados

anti-CD3/CD28 e cultivados com IL-7, IL-7 + IL-15 ou IL-2
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expandiram-se rapidamente in vitro para numeros adequados

para aplicacédo clinica.

4. Activacdo com granulos anti CD3/CD28 gera principalmente

linfécitos de memdéria central transduzidos CD8" e CD4"

Investigamos o imunofendétipo de células transduzidas
obtidos por diferentes condicdes de cultura através de
coloracado FACS para CD3, CD4, CD8, CD45RA e CD62L 10 dias
apbs a estimulacdo inicial. Observou-se que uma fraccéo
muito elevada (cerca de 80%) de ambas as células T CD8" e
CD4", que tinham sido estimuladas com granulos anti
CD3/CD28, foi CD45RA CD62L": este padrdo corresponde a
linfécitos T de memdéria central. Pelo contrério, células T
estimuladas com OKT3 mostraram 60% de células T de memdria
efectora CD8" e 45% CD4" (CD45RA-CD62L-) versus 30% de
linfécitos TK' de meméria central CD8" e 50% CD4" (Fig.

31).

Expressdao do receptor de cadeia y durante a cultura de

linfécitos transduzidos

As expressdes de citocinas receptoras sdo reguladas
firmemente durante a estimulacdo das células T. Analiséamos
a cinética da expressdo dos receptores de citocinas de
cadeia vy durante diferentes culturas de células T e
protocolos de transducéao, como medida de funcdes das
células T e potencial. Para esta finalidade, foi realizada
uma analise apds a coloracdo citofluorimétrica de células
transduzidas com anticorpos marcados com fluorcromo para
CD122 (receptor IL-2/15 de cadeia B comum), CD25 (IL-2
receptor de cadeia «) e CD 127 (IL-7 receptor de cadeia o )

em diferentes pontos temporais apds a primeira estimulacéo.
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1. Expressio de receptor IL-2/15 de cadeia P (CD122) ndo

muda entre os diferentes protocolos de transducao

Durante o curso da resposta imunoldégica expressdo do
receptor B IL-2/IL-15 aumenta apbds a activacdo das células
T e depois diminui para um nivel intermedidrio de expresséo

que é mantida durante toda a fase de membdria celular (13).

A Figura 32 mostra a cinética de expressdo de CD122 em
linfécitos transduzidos durante 13 dias de cultura. Nés
ndo observamos diferencas entre os c¢inco protocolos em
termos de expressdo de CDI122 em células T cultivadas. Em
todos os casos, as células T e, em particular as células
CD4", CD 122 sobre-regulado apds a activacdo, atingiram um
pico por volta do dia 4, gquando gquase 100% de células
geneticamente modificadas expressaram a molécula. As
células, entdo, lentamente desregularam a expressdo CD122,
atingindo o mesmo nivel de expressdo observado antes da
estimulacdo 13 dias apds o inicio da cultura de células T,

quando as células haviam chegado ao estado de repouso.

2. Estimulacdo com granulos CD3/CD28 promove uma expressio

intensa e prolongada de receptor a IL-2 em células T

transduzidas

O receptor olIL-2 (CD25) ¢é um marcador de activacao
relevante para linfécitos T. Em condicdes fisioldgicas, as
células T ingénuas ndo expressam CD25, no entanto, a sua
expressdao é regulada rapidamente por activacdo de células T
e, geralmente, diminui antes do pico da resposta

proliferativa.
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Em células transduzidas activadas por granulos,
independentemente de condicdes de cultura subsequente, a
citometria de fluxo mostrou que no dia 2 apds a estimulacéo
a maioria das células T sofreu um aumento significativo de
expressao de receptor o IL-2. Pelo contréario, apenas 40%
das células transduzidas activadas com OKT3 soluvel sobre-
regularam o receptor (figura 33), sugerindo que a mailoria
das células T ndo foram adequadamente activadas com este
procedimento de estimulacéo. Fnquanto o CD25 é expresso,
as células T podem proliferar para IL-2, participando,
assim, activamente da resposta imune. Em células
transduzidas produzidas apds a activacdo com gréanulos, a
expressdo de CD25 manteve-se elevada na maioria das células
até ao dia 13. Pelo contréario, as células gque sobre-
regularam CD25 apds estimulacdo com o anticorpo anti-CD3
soluvel atingiram um pico de expressido dois dias mais tarde
do que células activadas com grénulos e entdo rapidamente

para baixaram a regulacdo da molécula CD25.

3. Células transduzidas activadas com granulos anti-

CD3/CD28 + IL-7 mostram a expressio maxima do receptor «

IL-7, um marcador de longa sobrevivéncia de células T de

memdria

Em condicdes fisioldgicas, o receptor o IL-7 (CD127) ¢é
constituidamente expresso por células T ingénuas. A sua
expressdo ¢é sub-regulada pela activacdo de células T (de
forma especular em relacao ao CD25) e tal sub-regulacéo
pode promover a morte celular. Por outro lado, a expressao
de CD127 aumenta a medida que a resposta imune prossegue,
atingindo altos niveis nas células T de memdéria. IL-7 & um
factor potente para a sobrevivéncia de 1linfécitos T de

membdria: o rastreio do receptor por IL7 T promove a
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sobrevivéncia e proliferacdo celular e protege as células
da apoptose através de diferentes wvias de sinalizacéo

intracelular. Analisdmos a cinética de expressdo CD127 nas

nossas células transduzidas. O receptor o IL-7 passou por
uma profunda sub-regulacao apods a estimulacéo
(aproximadamente entre o dia 1 e o dia 6). Do dia 7, a sua

expressdo aumentou progressivamente e, curiosamente, foi
observada uma diferenca significativa na proporcdo de
células transduzidas CD127+ obtidas com grénulos CD3/CD28 e
IL-7 em comparacdo com todas as outras condicdes (Figura
34). Do dia 9, mais de 80% de ambas as células CD8" e CD4"
TK', que haviam sido estimuladas com células do tamanho de
granulos e IL-7, foram positivas para o receptor o IL-7.
Isto sugere que o IL-7 é responsdvel pela manutencdo de
altos niveis de expressdo de CD127 na maioria das células T
apbs a activacdo, proporcionando assim uma vantagem de
sobrevivéncia a longo prazo exclusiva para as células

transduzidas.

Linfécitos transduzidos gerados com grianulos + IL-7 tendo

maior potencial alorreactivo

A partir dos resultados anteriormente apresentados,
verifica-se que a activacdo com granulos magnéticos anti-
CD3/CD28 e o efeito adjuvante de citocinas (IL-7, em
particular) sdo factores importantes para a geracdo de
linfbécitos T transduzidos de membdria central, com um

potencial de sobrevivéncia alto.

O nosso objectivo seguinte fol verificar se esses
linfécitos T transduzidos CM eram realmente capazes de

provocar uma resposta imune potente e eficaz. Respondemos
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a esta questao in vitro, estimulando as células
transduzidas com antigenos alogénicos e obtivemos os

seguintes resultados:

1. Linfécitos transduzidos gerados com granulos + IL-7

tendo maior potencial proliferativo quando estimulados

com um antigeno alogénico.

Células T tTransduzidas geradas com cada uma das cinco
condicdes foram coradas com CFSE e co-cultivados com
PBMCs alogénicos irradiados. Depois de uma semana
contdmos o numero de células e analisamos a diluicéo
CFSE por FACS para avaliar a percentagem de células em
divisao. Como mostrado na figura 35A, encontrdmos uma
diferenca estatisticamente significativa entre 1IL-7,
contendo as condicdes e os outros protocolos. Em
células T CD3" e CD8': Na verdade, uma alta percentagem
(40%) de células transduzidas geradas com dJréanulos
CD3/CD28+ IL-7 tinha-se dividido em 1 semana apds a
estimulacdo alogénica. Pelo contrédrio, apenas 20% dos
células transduzidas geradas com OKT3 se tinham dividido

nas mesmas condicdes de cultura.

2. Linfécitos transduzidas gerados com granulos + IL-7

tendo menor sensibilidade para a morte.

A fim de manter a homeostase dos linfécitos T, a
activacdo macica de células T em resposta a um desafio
alogénico é geralmente seguida por um extenso programa
de apoptose, IL-2 sendo o principal interveniente na
assim chamada "morte induzida por activacdo celular",
(AICD) . Mecanismos para neutralizar a AICD sao
necessarios para o desenvolvimento de uma memdria
imunolégica eficiente e de 1longa duracdo apds as

respostas imunes primarias. Para investigar a
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sensibilidade das células transduzidas a AICD, coramos
nés linfécitos CFSE' alo-estimulados com To-Pro 3, um
corante fluorescente, que se liga selectivamente a
células mortas. Foi calculado o numero de células
mortas em populacdes de células transduzidas divididas e
ndo divididas, a fim de avaliar, respectivamente, a
activacdo da morte celular induzida e a morte por
negligéncia (35B  figura). As células transduzidas
cultivadas em IL2 (independente do sinal de activacédo)
demonstraram ser altamente sensiveis a AICD e a morte
por negligéncia. Pelo contrario, as células
transduzidas geradas com granulos CD3/CD28+ IL-7
apresentaram a menor mortalidade, comparéavel a dos
linfécitos inalterados. Esta observacdo pode estar
relacionada com a expressdo persistente de CD127 numa
alta proporcdo (33% de CD8'" e 52% de CD4") de linfécitos
geneticamente modificados gerados com granulos CD3/CD28
e IL-7. De acordo com esta observacdo, os linfdécitos
transduzidos gerados com granulos CD3/CD28 e IL-2, que
demonstraram ser altamente sensiveis a morte celular,
mostraram a menor proporcgdo de células gue expressanm
células CD127" (30%). As parcelas de FACS na figura 36A
mostram um exemplo representativo de deteccdo de CD127
em linfécitos T transduzidos corados com CEFSE 10 dias

apbs a estimulacdo alogénica.

Linfécitos transduzidos gerados com granulos + IL-7

preservando um fenbdtipo de membria central, apds o

estimulo alogénico.

A MMemdbédria 1imunoldgica é assegurada por uma capacidade
de auto-renovacdo de células de memdria, gue, no
reencontro com o antigeno, se dividem e geram ambos oS
efectores, capazes de eliminar directamente o patdgeno,

e células de membdria, capazes de proteger o hospedeiro a
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longo prazo. Para verificar se os linfécitos de memdria
central, geneticamente modificados tinham essa
capacidade de auto-renovacdo, analisdmos a expressdo de
CCR7 (um marcador de células de memdria central) sobre

as células coradas com CFSE, no dia 10 apbs o estimulo

alogénico. Como mostrado na figura 36A, o0s nossos dados
mostram que 59% dos linfécitos CD3’ geneticamente

modificados gerados com granulos CD3/CD28 e IL-7, dque
tinham sofrido pelo menos uma divisdo, foram positivos
para a expressdo CCR7. Pelo contrario, apenas 17% dos
linfécitos CD3' geneticamente modificados gerados com
OKT3 expressaram CCR7. A cultura na presenca de IL-7
era essencial para preservar a capacidade de auto-
renovacado dos linfécitos de memdbria central, uma vez que
apenas 36% dos linfécitos CD3' geneticamente modificados
gerados com granulos CD3/CD28 e IL-2 mantiveram a
expressdo de CCR7 apds o estimulo alogénico. De acordo
com este resultado, quando as células foram re-
desafiadas in vitro com 0S mMesmos estimuladores
alogénicos, seguindo as mesmas condig¢gdes de cultura
utilizadas na primeira estimulacdo, mais de 70% das
células transduzidas geradas com gréanulos CD3/CD28 e IL-
7 e apenas 50 % de células transduzidas geradas com OKT3

proliferaram na semana seguinte (figura 36B).

Linfécitos transduzidos gerados com grianulos + IL-7 tendo

maior potencial alorreactivo in vivo

Para avaliar a eficédcia células T transduzidas da memdbria
central in vivo, fol estabelecido um novo modelo quimérico,
com base em ratos NOD/Scid transplantados com pele humana.
Com base nos resultados obtidos in vitro, decidimos

investigar a poténcia de 1linfbocitos de memdria central
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geneticamente modificados gerados com granulos CD3/CD28 +
IL-7, grdnulos CD3/CD28 + IL-2 e para comparar a actividade
funcional dessas células com linfécitos de memdria
efectores geneticamente modificados, gerados com OKT-3 e
IL-2, e actualmente utilizados em ensaios clinicos. Apds a
infusdo de células transduzidas, a reactividade xenogénica
de células T foi determinada pela observacdo clinica,
enquanto a GVHD alogénica foi avaliada histotogicamente e
correlacionada com a anadlise da infiltracdo da pele humana
por células transduzidas. Os resultados desses estudos

estdo resumidos abaixo:

Células geneticamente modificadas geradas com CD3/CD28 e

IL-7 rapidamente enxertadas em ratos NOD/Scid

transplantados com pele

O numero de linfécitos T humanas no sangue periférico dos
ratos aumentou da semana 1 para a semana 2 apds a infusédo.
As células transduzidas geradas com gradnulos enxertaram em
maior medida do que as células transduzidas geradas com
OKT-3. A diferenca foil mais evidente na segunda semana

apbs a infusado de células T (Fig 37).

Activacdo com grinulos CD3/CD28 e estimulacdo IL-7 conferem

as células transduzidas a mais elevada reactividade contra

os antigenos xXenogénicos. A GvHD Xenogénica foi

monitorizada de acordo com um resultado clinico descrito em

material e métodos e medindo a perda de peso.

Os ratos NOD/Scid infundidos perderam progressivamente o
seu peso e alguns deles morreram de GvHD xenogénica ou

foram sacrificados por razdes éticas. As células T mais
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xeno-reactivas foram aqueles estimulados com grénulos anti-
CD3/CD28 e cultivadas com IL-7, seguido por células
transduzidas gerados com granulos CD3/CD28 e IL-2. A
estimulacédo com anticorpos anti CD3 soluveis n&o gerou
células T fortemente xeno-reactivas, como  OS ratos
infundidos com esses linfdécitos ndo mostraram nem uma perda
significativa de peso corporal, nem o surgimento de outros

sinais xeno-GvHd clinicos (Fig. 38).

Activacido com gridnulos CD3/CD28 e estimulacdo IL-7 conferem

as células transduzidas a mais alta reactividade contra

antigenos alogénicos

O nosso modelo quimérico de ©pele humana NOD/Scid,
consistindo em ratos NOD/Scid, que foram submetidos a
transplante de pele, através da insercédo de dois pedacos de
epiderme humana abdominal em duas bolsas subcuténeas nas
costas do rato e que posteriormente foram infundidos por
via intravenosa com células geneticamente modificadas. 0
transplante de pele humana permite investigar a
reactividade das células T contra antigenos alogénicos, por
estudos histolégicos. A pele humana transplantada contém,
de facto, n&do s6 células epidérmicas e do estroma, mas
também algumas células apresentando antigenos, gque séao
capazes de atrair linfécitos circulantes e, possivelmente,
promover a sua activacéo. Trés semanas apds a infusdo de
células T humanas, os ratos quiméricos NOD/Scid foram
sacrificados e removida a pele humana bilateralmente.
Todas as bidépsias foram posteriormente analisadas cegamente
por patologistas através de coloracdo ematossilina-eosina
(EE) e anti CD3 humano. Observamos uma grande infiltracéao
de células T humanas no contexto da pele humana, apenas em

ratos que tinham sido infundidos com "grédnulos + IL-7" que
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estimularam os linfécitos T. Em condicdes "OKT-3" o nivel
de infiltracdo de células T do tecido, se houvesse, foi
claramente de reposicéo. A Figura 39 mostra exemplos

representativos desses resultados.

Concluséao

Embora seja dgeralmente reconhecido que as células T
desempenham um papel central na geracdo de imunidade a
patdégenos, a tumores, e imuno-deficiéncias e doencas auto-
imunes, tem sido dificil uséd-las como marcadores de
diagnéstico e progndéstico da imunocompeténcia em humanos.
Além disso, as técnicas adequadas para a expanséao
linfécitos de membdria intermediaria e central nao

polarizada poli-funcional estdo em falta.

Os resultados descritos neste relatdédrio identificam novas

condicdes de cultura que:

A) permitem a acumulacdo Ag-independente de células T de

memdéria em preparado Iin vVivo;

B) a expansdo guiada de 1linfécitos de membdbria central,
apesar da estimulacdo policlonal de 1linfécitos e da

manipulacdo genética.

Resultados indicam que IL-7 e IL-15 podem ser usados para
enriquecer amostras bioldgicas, tais como LN periférico,
sangue e tumor para preparados Ag in vivo (tumor/patdgenos
/alérgenos/proéprios antigenos) especificos para células T

CD4" ou CD8". Quando comparado com IL-2, IL-7 mantém
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melhor o fendétipo de linfécitos originais e representacdo e
favorece melhor a sobrevivéncia de todos os subconjuntos de
linfécitos T, permitindo a deteccdo e expansdo de

linfécitos T de memdéria CD4' raros.

A capacidade de enumerar células T Ag-especificas CD4" ou
CD8" no contexto da infeccdo viral crénica, doenca auto-
imune, vacinacdo ou imunoterapia proporcionaria uma medida
directa para a imunocompeténcia do paciente ou doenca e
auxiliaria os médicos na escolha da terapia mais adequada.
Além disso, a possibilidade de enriquecer células T de
memdéria in vivo, sem alterar o seu fendétipo pode melhorar a
sua caracterizacdo, bem como a sua exploracdo para a
resposta 1imune nas estratégias de imunoterapia adoptiva.
Finalmente, as células T de membdria central geneticamente
modificadas pode ser obtida mediante activacdo CD3/CD28 e
cultura com as citocinas homeostéaticas. Quando infundidas
em hospedeiros imunodeficientes condicionados as células T
de memdria central geneticamente modificadas 1) enxertam e
expandem em niveis significativamente mais elevados do que
as células T de memdria efectora geneticamente modificadas
e 1i) sdo mais potentes do que os linfécitos de memdbdria
efectora geneticamente modificados a induzem uma resposta

imune para o hospedeiro e antigenos alogénicos.

Estes resultados demonstram que 1linfbécitos de memdria
central geneticamente modificados totalmente funcionais
podem ser obtidos e explorados para a cura de doencas

humanas.
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REIVINDICACOES

Método 1in vitro para a obtencdo de uma variedade de
populacéao de células T de memdria geneticamente
modificadas, compreendendo as etapas de:

a) activacdo de linfécitos com pelo menos dois
anticorpos de activacdo agonista do receptor especificos
no qual um dos anticorpos de activacdo de agonista do
receptor dos linfdécitos é especifico para o polipeptideo
CD3 e os outros anticorpos de activacdo de agonista do
receptor dos linfécitos é especifico para o anticorpo
CD28;

b)exposicdo dos linfécitos activados a uma gquantidade
efectiva de pelo menos IL-7 e IL-15, capaz de expandir

selectivamente populacdes de células T de memdria;

c)insercdo e expressdao de um gene exdgeno por meio de um

vector apropriado para as células obtidas em Db).

Método in vitro da reivindicacdo 1 em que as ditas
populacdes de células T de memdbdria compreendem

populacdes de células CD4" e/ou CD8" e/ou y8 e/ou NKT T.

Método in vitro das reivindicacgbes 1 ou 2 em gque oS
ditos linfécitos sé&o derivados de uma amostra bioldgica
pertencente ao grupo de: sangue e outras amostras
liquidas de origem bioldégica, amostras de tecido sdélido,
culturas de tecidos de células derivadas, e o0s
descendentes dos mesmos, células isoladas a partir de

amostras bioldgicas.

Método 1in vitro das reivindicacbes 1 a 3 em gque o

agonista de activacéo do receptor de linfécitos



5.

6.

7.

especificos é conjugado para suportes de imitacdo de

células.

Método in vitro das reivindicacdes 1 a 4 em dque o
suporte de imitacéo de células sédo granulos

paramagnéticos.

Método in vitro das reivindicacbes 1 a 5 em gque o vector

é um vector viral.

Método in vitro das reivindicacbes 1 a 6 em gue O gene
exdgeno codifica para um gene suicida, e/ou um gene
marcador e/ou uma molécula biologicamente activa, e/ou
um receptor, e/ou um factor soluvel retida na célula ou
libertado para fora da célula, e/ou um gene que confere

resisténcia a um pré-farmaco.
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