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RESUMO

“PURIFICACAO DE CELULAS ESPECIFICAS DE ANTIGENIO”

Foi desenvolvido um novo método para capturar, purificar e
expandir linfécitos T especificos de antigénio utilizando
esferas magnéticas revestidas com moléculas MHC classe I
recombinantes. Este método foi optimizado utilizando populacdes
homogéneas de células T naive purificadas a partir de murganhos
transgénicos para o receptor da célula 2C T (TCR). Estas células
T e o0s péptidos antigénicos relevantes foram capturados em
esferas revestidas com moléculas MHC classe I. A especificidade
de MHC e péptido foi confirmada através da wutilizacdo de
combinacdes de péptidos MHC irrelevantes. Foi medido um
enriquecimento de 800 a 1600 wvezes, utilizando células 2C T
misturadas com células T irrelevantes, com 1inicio desde uma
frequéncia de células 2C T de 1/3000. A mesma abordagem foi
utilizada para purificar células T CD8' especificas de antigénio
a partir de células T CD8' totais a partir de murganhos naive. As
células recuperadas podem ser expandidas e eliminar
especificamente células alvo 1in vitro; estas possuem também um
efeito significativo in vivo. E esperado que este processo seja
adequado para purificar e expandir in vitro células T assassinas
especificas de virus e tumores para utilizar em terapéutica

celular.



DESCRICAO

“PURIFICAGCAO DE CELULAS T ESPECIFICAS DE ANTIGENIO”

CAMPO DA INVENCAO

Esta invencdo ¢é formulada para um método para derivar
linhas de células T especificas de antigénio a partir de uma
populacdo heterogénea de linfécitos, incluindo populacdes de
linfécitos T totais de individuos naive. Este método ¢é baseado
num passo de enriquecimento para linfdécitos especificos de
antigénio por captura dos linfécitos T especificos de antigénio
num substrato revestido com complexos péptido-MHC antigénicos
que servem  Como ligandos para receptores especificos de
antigénios das células T, seguido por um passo de expansédo
utilizando superficies revestidas com complexos péptido-MHC

antigénicos.

ANTECEDENTES DA INVENGAO

As respostas imunitédrias especificas de antigénio sé&o
mediadas por 1linfécitos B e T efectores, egpecificos de
antigénio. Estas células originam a partir de, geralmente,
células precursoras em repouso de frequéncia reduzida a
expressando receptores para vVAarios antigénios representando o
reportdério completo e as quais, apds encontro com antigénios
especificos e com coestimulacdo apropriada, sSe tornam activas,

expandem-se e se diferenciam em células efectoras.



O desenvolvimento de terapia imunoldgica ex vivo para
alteracdes, tais como cancro ou infeccgdes virais, ¢é limitado
pela frequéncia reduzida de linfécitos precursores especificos
de antigénio. Por exemplo, as frequéncias do precursor de CTL
especifico de wvirus (CTLp) nos tecidos linfdides periféricos de
murganhos s&do geralmente mais reduzidas que 1/100000 - 1/1000000
(Lau et al., 1994: Hou et al., 1994). O isolamento de linfdécitos
especificos de antigénio por captura num suporte revestido por
antigénio foi descrito para as células B em repouso, do baco de
murganho especificas para TNP (Snow et al., 1983a). O processo
de isolamento envolveu um passo em roseta em gldébulos vermelhos
de cavalo sujeitos ao hapteno e permitiu a recuperacdo das
células B especificas para o hapteno com um grau de pureza de
40%. Esta técnica foi util para estudar as necessidades para a
activacdo (Stein et al., 1986), bem como o0s resultados de
sinalizacdo iniciais a seguir a activacdo (Snow et al., 1986;
Myers et al., 1987; Grupp et al., 1987; Noelle e Snow, 1990;
Gold e DeFranco, 1994). Contudo, isto ¢é uma situacdo muito
favoradvel devido a frequéncia relativamente elevada de células B
especificas para TNP (cerca de 1%) (Snow et al., 1983a). Nenhum
estudo foi referido até a data de activacdo de células B
utilizando células B especificas em repouso para outro antigénio
com frequéncia reduzida do precursor (Radbruch e Recktenwald,

1995).

A frequéncia reduzida de precursor também é& um problema com
células T. Adicionalmente, enquanto as células B reconhecem
directamente o antigénio, as células T reconhecem uma estrutura
complexa composta da combinacdo de um péptido antigénico ligado
a uma molécula do complexo major de histocompatibilidade (MHC).
A interaccdo TCR/Péptido-MHC possui uma afinidade reduzida a

moderada (intervalo de 107* - 1077 M: Matsui et al., 1991; Weber



et al., 1992; Sykulev et al., 1994a; Corr et al., 1994; Sykulev
et al., 1994b). Os anticorpos exibem habitualmente afinidades de
varias ordens de magnitude superiores e exploram a
multivaléncia. Estdo actualmente disponiveis novas técnicas de
isolamento de populacdes de células raras. Estas s&o baseadas na
seleccdo de células e/ou separacdo magnética (Bellone et al.,
1995; Radbruch and Recktenwald, 1995). Os ligandos recombinantes
para TCR estdo agora também disponiveis através da combinacdo de
moléculas MHC wvazias recombinantes (Jackson et al., 1992) e
péptidos antigénicos ligados a MHC (Engelhard, 1994; Ramensee et
al., 1995). Estes complexos péptido-MHC sintéticos podem ser
imobilizados em esferas para produzir ligandos multivalentes
para o TCR. Teoricamente, a multivaléncia deverd ajudar a
ultrapassar a afinidade reduzida. A interacgdo entre o TCR e o
complexo péptido-MHC imobilizado foi previamente demonstrada
conduzir ao estabelecimento de interaccdes estdveis em certos
sistemas in vitro. Em primeiro lugar, os antigénios MHC classe I
imobilizados em monocamadas de lipidos (Nakanashi et al., 1983)
ou em esferas do tamanho de células revestidas por lipidos (Kane
et al., 1988) sdo suficientes para causar a ligacdo de células T
citotdéxicas alogénicas clonadas (CTL). Em segundo lugar, um CTL
geneticamente compativel clonado liga-se a esferas revestidas
com MHC de um modo dependente de péptidos (Kane e Mescher, 1993;
Mescher, 1995) . Em terceiro lugar, um CTL geneticamente
compativel clonado pode formar agregados com células RMA-S, uma
linha celular gue expressa grandes quantidades de moléculas MHC
vazias, de um modo especifico para o péptido (De Bruijn et al.,
1992). Em dois destes relatdédrios, as interaccdes TCR-péptido-MHC
ndo foram o mediador primdrio da adesdo. Estas desempenharam,
pelo contrario um papel inicial nos eventos ©precoces de
agregacdo, presumidamente através de sinais de transducdo que

levaram & activacdo da adesido através de moléculas acessédrias. E



aqui descrito um método para isolar células T especificas de
antigénio utilizando moléculas MHC classe I purificadas a partir
de células de Drosophila melanogaster (Jackson et al., 1992)
imobilizadas em esferas magnéticas e carregadas com péptido.
Este substrato artificial para as células T & revestido com uma
elevada densidade de complexos péptido-MHC idénticos. 0
isolamento das células T foi optimizado utilizando populacdes de
células T naive purificadas a partir de murganhos transgénicos
para o 2C TCR (Sha et al., 1988). Foram identificados ligandos
de vérias afinidades e especificacdes para o 2C TCR (Sykulev et
al., 19%94a, b). As células 2C T poderiam ser adsorvidas em
esferas contendo complexos péptido-MHC que possuiam  uma
afinidade para o 2C TCR ta&o reduzida como 10™* M. A adsorcdo foi
restringida a MHC e especifica de péptidos uma vez que ocorreu
apenas com a combinacdes apropriadas de péptido-MHC reconhecidas
pelo 2C TCR. Adicionalmente, as células 2C T misturadas com
células T irrelevantes a partir de um animal naive podem ser
recuperadas utilizando este processo de adsorcdo. Esta técnica
foi utilizada com sucesso para recuperar células T especificas

de antigénio a partir de animais naive.

O documento CA-A-2069541 revela a inducdo de uma resposta
de linfécitos T especifica de antigénio numa cultura de
linfécitos T. A inducdo da resposta € alcancada carregando oS
veiculos apresentadores de antigénio gque transportam moléculas
MHC com um péptido de ligacdo ao MHC imunogénico da célula T

derivado de antigénio.

A. Stryhn et al., (1994) Eur. J. Immunol. 24:1404-1409
revelam o painel de hibridomas de c¢élulas T MHC classe I

especificos de antigénio que foi utilizado para examinar a



capacidade dos complexos péptido-classe I para estimular células

T.

K.P. Kane et al., (1993) J. Immunol 150:4788-4797 revelam a
activacdo de CDH dependente da adesdo de linfécitos T
citotdéxicos e a desgranulacdo através de complexos péptido-
antigénio classe I. A activacdo do CTL necessita do envolvimento

de ambos o TCR e o co-receptor CDS.

O documento WO 96/05287 revela um método para o isolamento
de células T a partir do sangue periférico utilizando complexos

de antigénio MHC.

O documento EP 0814838, que ¢é da técnica anterior apenas
para os fins de avaliacdo da novidade, revela um antigénio
apresentando sistema e método para activar as células T. Uma
forma de realizacdo da invencdo é a matriz contendo proteinas
apresentadoras de antigénio sintético. A matriz pode ser

utilizada para activar células T CD8' para se tornar citotdxica.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencdo proporciona um método para o isolamento
e expansdo em cultura de linfdécitos T especificos de antigénio a
partir de uma populacdo heterogénea de linfécitos. A presente
invencdo também proporciona um método para preparar uma
populacdo de linfécitos T especificos de antigénio de um doente
para tratamento da doenca ou estados do doente. Esta invencéo
proporciona uma matriz contendo péptidos Classe I vazios que séo
funcionais na qual os péptidos Classe I vazios podem aceitar e

ligar uma variedade de antigénios. Estas matrizes podem ser



preparadas para conter gquantidades especificas predeterminadas
de um ou mais antigénios. Tais matrizes sdo Uteis para uma
variedade de fins incluindo, mas ndo limitada a, utilizar nos

métodos da presente invencéo.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1, Painéis A, B, C e D: Andlise da ligacdo de L¢
biotinilado as esferas magnéticas revestidas com avidina

utilizando citometria de fluxo.

O painel A apresenta uma curva de resposta a dose dos
valores de fluorescéncia médios de esferas incubadas com
quantidades crescentes de L9, posteriormente coradas com
anticorpo anti-L® 30.5.7 marcado com fluoresceina. O painel B
apresenta histogramas de fluorescéncia verde (FL1) de esferas
magnéticas revestidas com avidina n&do marcadas. O painel C
apresenta histogramas de fluorescéncia verde (FL1) de esferas
magnéticas revestidas com avidina apds incubacdo com 3 pg de L°
biotinilado/10° esferas; a coloracdo foi realizada utilizando
anticorpo anti-L® 30.5.7 marcado com fluoresceina. O painel D
apresenta histogramas de fluorescéncia verde (FL1) de esferas
magnéticas revestidas com avidina apés incubacdo com 3 pg de L°
biotinilado/10° esferas; a coloracdo foi realizada utilizando

anticorpo anti-L% 30.5.7 marcado com fluoresceina.

Figura 2, Painéis A, B, C, D, E e F: Avaliacdo da formacéo

do complexo de célula 2C T-esfera revestido com L% na presenca de

péptidos antigénicos utilizando grafico de pontos de
fluorescéncia verde (FL1) versus vermelha (FL2). As células
foram coradas de verde com fluoresceina; as esferas foram



coradas de vermelho com ficoeritrina. As esferas magnéticas sé&o
autofluorescentes; a compensacdo foi seleccionada de modo a que
as esferas coradas com ficoeritrina apresentem a mesma
intensidade de fluorescéncia verde como as esferas ndo coradas.
O painel A apresenta as esferas isoladas. O painel B apresenta
as células 2C T isoladas. O painel C apresenta esferas
revestidas com L% e células 2C T incubadas na presenca de QL9. O
painel D apresenta esferas revestidas com L% e células 2C T
incubadas na presenca de p2Ca. O painel E apresenta esferas
revestidas com L% e células 2C T incubadas na presenca de SL9. O
painel F apresenta esferas revestidas com L% e células 2C T

incubadas na presenca do péptido LCMV.

Figura 3, Painéis A, B, C, D, E, F, G e H: Avaliacdo da
formacdo do complexo célula 2C T-esfera revestido com MHC na
presenca de péptidos antigénicos utilizando graficos de pontos
por varrimento lateral (SSC) ou varrimento frontal (FSC). Painel
A: apresenta as extremidades das regides contendo as células, as
esferas e os complexos célula-esferas. O painel B apresenta as
esferas isoladas. O painel C apresenta as células 2C T isoladas.
O painel D apresenta esferas revestidas com L% e células 2C T
incubadas na presenca de QL9. O painel E apresenta esferas
revestidas com L% e células 2C T incubadas na presenca de p2Ca.
F: esferas revestidas com L% e células 2C T incubadas na presenca
do péptido LCMV. O painel G apresenta esferas revestidas com K™
e células 2C T incubadas na presenca de dEV-8. O painel H

Kbm3

apresenta esferas revestidas com e células 2C T incubadas na

presenca de EI.

Figura 4, Painéis A, B e C: efeito de varios parametros na
adsorcdo de células 2C T nas esferas magnéticas revestidas com

MHC. O painel A apresenta a dependéncia do tempo: as células 2C



T purificadas foram misturadas com esferas revestidas com MHC e
péptido e incubadas a temperatura ambiente durante varios
periodos de tempo; a ligacéo das células foi, entéo,
quantificada por citometria de fluxo. O painel B apresenta a
dependéncia da temperatura: foram misturadas células 2C T
purificadas com esferas revestida com MHC e péptido e incubadas
a vVvarias temperaturas e durante varios periodos de tempo; a
ligacdo das células foi entdo quantificada por citometria de
fluxo. O painel C apresenta dependéncia de CD8: foram misturadas
células 2C T purificadas ou células T CD8 2C purificadas com
esferas revestidas com MHC e péptido, e incubadas a temperatura
ambiente durante 3 horas; a ligacdo das células foi, entédo,

quantificada por citometria de fluxo.

Figura 5 Painéis A, B, C, D e E: enriquecimento em células
2C T utilizando captura em esferas magnéticas revestidas com
K™, iniciando-se com uma mistura de células 2C T e células T
CD8" a uma proporcdo de 1:3000. O painel A apresenta o histograma
de fluorescéncia verde (FL1) das células 2C T marcadas com
fluoresceina. O painel B apresenta o histograma de fluorescéncia
verde (FL1) das células T CD8' purificadas a partir de murganho
C57BL/6. O painel C apresenta o histograma de fluorescéncia
verde (FL1) das células 2C T, purificadas, marcadas com
fluoresceina, misturadas com células T CD8" de murganho C57BL/6 a
uma proporcdo de 1:3000. O painel D apresenta o histograma de
fluorescéncia verde (FL1) das células eluidas apds incubacdo com

Kbm3

esferas magnéticas revestidas com na presenca de dEV-8. O

painel E apresenta o histograma de fluorescéncia verde (FL1) das

células eluidas apds incubacdo com esferas magnéticas revestidas

Kbm3

com na presenca de EI1.



Figura 6: actividade funcional de CTL in vitro, derivada de
murganhos C57BL/6 naive utilizando adsorcédo em esferas
magnéticas revestidas com K°-OVA-8 ou K°-VSV-8. As células T
cultivadas foram testadas quanto a citotoxicidade pelo ensaio de
libertacdo de crémio como indicado no Exemplo 4. As células EL4
foram utilizadas como alvos. 0Os péptidos foram utilizados a uma

concentracdo final de 1 pM.

Figura 7: actividade funcional de CTL in vitro derivada de
murganho BALB/c naive utilizando adsorcdo em esferas magnéticas
revestidas com L°-LCMV. As células T cultivadas foram testadas in
vitro quanto a toxicidade por ensaio de libertacdo de crdémio
como indicado no Exemplo 4. Foram utilizados como alvos RMA-S
expressando L% (painel A), BALB/c CL-7 (painel B), MC57 (painel
C) ou YAC-1 (painel D). Foram utilizados péptidos a uma

concentracdo final de 1 uM.

Figura 8: actividade funcional de CTL derivada de BALB/c de
murganho naive utilizando adsorcdo em esferas magnéticas
revestidas com L% LCMV. A actividade in vivo em murganhos
infectados agudamente com LCMV foi ensaiada como indicado no
Exemplo 4. Foram injectados murganhos BALB/c infectados com LCMV
com 10’ de CTL anti-LCMV NP 118-126 ao dia 1, enquanto 4
murganhos BALB/c receberam apenas PBS. Como um controlo, foram
utilizados murganhos LCMV-C57BL/6 quer com 10’ de CTL anti-LCMV
NP 118-126 ou PBRS.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invencdo proporciona um novo método para derivar

linhas de células T especificas de antigénio a partir de



populacdes de células misturadas, incluindo células T totais a
partir de individuos naive. Derivar linhas de células T in vitro
a partir de populacdes de células T naive coloca varios tipos de
problemas: primeiro, as frequéncias do precursor sdo tipicamente
muito reduzidas, frequentemente inferiores que 107°; segundo, as
células T naive possuem necessidades especiais para activacéo,
necessitando geralmente de estimulo mais forte do que as células

T previamente activadas.

O método da presente invencdo compreende dois passos: um
passo de isolamento para enriquecer a preparacido de células em
células T especificas de antigénio, e um passo de expansdo 1in
vitro para derivar 1linhas celulares especificas a partir da
preparacdo de células enriquecida. E rapidamente evidente para
0s especialistas na técnica gque esses passos podem  ser
repetidos, como desejado. O passo de isolamento de células T
especificas de antigénio utiliza substratos revestidos com MHC,
que apds incubacdo com péptido antigénico e células T, aumenta o
isolamento de células T especificas para o complexo péptido-MHC
antigénico. Seréd rapidamente evidente para os especialistas na
técnica que uma larga variedade de moléculas MHC s&o apropriadas
para utilizar no método da presente invencdo, incluindo, mas né&o
estando limitado a, proteinas MHC cléssicas e né&do cléssicas de
qualgquer mamifero ou espécies de aves, sendo preferidas as
proteinas HLA humanas e murina H-2. Serd também rapidamente
evidente para os especialistas na técnica gque as moléculas MHC a
partir de uma variedade de fontes s&do apropriadas para utilizar
na presente invencdo, incluindo, mas nédo estando limitadas a,
MHC derivado de fontes ocorrendo naturalmente e a partir de
fontes recombinantes tais <como proteinas MHC expressas em
bactérias, células de insectos ou células de mamiferos, sendo

preferidas as células de insectos. Adicionalmente, seréa

10



rapidamente evidente para o0s especialistas na técnica gue uma
larga variedade de substratos revestidos com MHC sdo apropriados
para utilizar na presente invencdo, incluindo, mas n&do estando
limitado a, esferas de vidro, esferas de latex, e esferas
magnéticas, sendo preferidas as esferas magnéticas. Finalmente,
serd rapidamente evidente para os especialistas na técnica que
uma larga variedade de processos podem ser utilizados para ligar
moléculas MHC em substratos para utilizar no método da presente
invencdo, incluindo, mas estando ndo limitado a, adsorcéo
passiva, utilizacdo de ligandos cruzados, biotinilacdo de
moléculas MHC para adsorcdo no substrato revestido com avidina,
introducédo de um sitio de reconhecimento através de modificacéo
genética de moléculas MHC ou utilizacéao do sitio de
reconhecimento natural para adsorcdo no substrato revestido com
anticorpo, sendo preferidos a avidina-biotina e reconhecimento

por anticorpo.

Para estabelecer o ©processo, a combinacdo de varios
recursos foi utilizada: primeiro, foram utilizadas moléculas de
MHC recombinantes produzidas em células de Drosophila
melanogaster (Jackson et al., 1992), que permitiu a utilizacédo
de proteina de MHC carregada homogeneamente com o mesmo péptido;
segundo, foram utilizadas células T naive purificadas a partir
de nédulos linfaticos de murganhos transgénicos para o 2C TCR
(Sha et al., 1988), estas células expressam homogeneamente o
mesmo TCR ao mesmo nivel. Isto permitiu a andlise a um nivel
celular Unico. Também foram utilizados varios complexos péptido-
MHC diferentes cujas afinidades para o 2C TCR foram recentemente
determinadas (Sykulev et al., 1994a, b). Isto torna possivel
pesquisar o processo utilizando complexos com varias afinidades.
As moléculas MHC classe I que foram utilizadas incluiram L%, K° e

K™ . Uma vez que o clone de células T citotbébxicas 2C foi

11



derivado a partir de murganhos BALB.B (H-2°) (Sha et al., 1988),
LY e K™ sdo elementos de restricdo alogénicos para o 2C TCR
enquanto que K° é geneticamente compativel. Foram utilizados LY,
K° e K™  Dbiotinilados imobilizados em esferas magnéticas
revestidas com avidina. As células 2C T foram adsorvidas em tais
esferas na presenca de varios péptidos antigénicos. A adsorcéo
foi observada na presenca de complexos péptido-MHC com uma
afinidade para o 2C TCR num intervalo 107*-10"" M, utilizando LS,
K™ ou K° como elemento de restricdo. Finalmente a adsorcdo foi

especifica, uma vez que o0s péptidos de controlo n&do causaram

interaccdo entre esferas revestidas com MHC e células 2C T.

As caracteristicas de adsorcdo das células T nas esferas
revestidas com MHC foram estudadas posteriormente: a adsorcédo
esteve dependente do tempo, estabilizando num patamar entre 1 a
4 horas quando realizada a temperatura ambiente. A adsorcédo
comecou a decrescer para além desse tempo, o que pode reflectir
a iniciacdo de um processo de desadesdo. A adsorcdo foi também
dependente da temperatura: foi ligeiramente inferior a 37 °C do
que a temperatura ambiente para 3 dos complexos péptido-MHC
examinados, e foi ainda dramaticamente mais reduzida do gque a
temperatura ambiente para um outro. Isto é devido ao decréscimo
na estabilidade das moléculas MHC a uma temperatura superior. A
adsorcdo a 4 °C foil bastante inferior do qgque a temperatura
ambiente a qual foi provavelmente uma consequéncia das mudancas
na fluidez da membrana celular a temperatura reduzida que reduz
as associacdes moleculares. Adicionalmente, alguns resultados de
sinalizacdo, gque ocorrem apenas a uma temperatura mais elevada,
podem contribuir para adsorcdo, como indicado num relatédrio
prévio acerca do papel da CD8 na adesdo induzida pela interaccéo
TCR-antigénio (Kane e Mescher, 1993). De um modo interessante, a

dependéncia de CD8 da formacdo do complexo célula-esfera variou
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de acordo com o antigénio wutilizado. De entre os péptidos
testados, o0s mais dependentes de CD8 foram p2Ca e dEV-8, que
foram isolados como ocorrendo naturalmente a superficie das
células apresentando o antigénio; QL9 e SIYR, que ndo foram
encontrados na superficie da célula, foram independentes de CDS.
Em qualquer caso, a dependéncia de CD8 na captura das células T
em esferas revestidas com MHC nao foi completamente
correlacionada com a afinidade do TCR ao ligando. Finalmente, a
captura ndo foi completamente correlacionada com a afinidade do
TCR ao ligando, uma vez que foi observada consistentemente a
captura com K@ -dEV-8 (1,8x10* M'), K°-SIYR (3,1x10° M) ou K”™-
SIYR (3,4x10* M%), mas ndo com L%-p2Ca-A3 (2x10° M) ou K°-dEV-8
(1,2x10* M'). A captura foi observada ou ndo com L%-SL9 (1,4x10"
M1'), de acordo com as séries de L1°. Isto é consistente com a
previsdo de que conhecendo a afinidade de um unico TCR para um
dado complexo péptido-MHC ndo ¢é provavelmente suficiente para
fazer previsdes acerca das interacgdes ao nivel da célula total
(Agrawal e Linderman, 19906) . E adiantado que as esferas
revestidas com MHC serdo Uteis como sondas para estudar as

regras do reconhecimento do antigénio através das células T.

Para pesquisar a adequacdo desta técnica para recuperar uma
populacdo de precursores CTL especificos de antigénio de
frequéncia reduzida, foi tentado recuperar células 2C T
misturadas com células T irrelevantes a partir de um animal
naive. Foi demonstrado que o processo da presente invencéao
permitiu a purificacdo de células T especificas de antigénio em
cerca de 800 a 1600 vezes num passo de purificacdo, com inicio
numa frequéncia de células 2C T t&o reduzida como 0,03%. A
recuperacdo das células foi cerca de 50% ao utilizar complexos
péptido-MHC de reduzida afinidade para o 2C TCR tal como
K™ -dEV-8 e K°-SIYR, e alcancou 90-100% com a elevada afinidade
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do complexo L°-QL9. A pureza final das células 2C T foi 47,6 *
2,1% ao wutilizar K°, o elemento de restricdo geneticamente
compativel para o 2C TCR, e 24,8 * 6,9% ao utilizar L%, um
elemento de restricdo alogénico. Isto sugere que esta diferenca
pode estar relacionada devido as células T anti-L% alogénicas
serem capturadas utilizando esferas revestidas com L%. Isto
significaria gque algumas células n&o-2C eluidas a partir das
esferas foram especificamente capturadas. Considerados em
conjunto, estes resultados demonstraram que este método foi
apropriado para purificar precursores de células T de frequéncia
reduzida a partir de um animal naive, incluindo células cujo TCR

teria uma afinidade reduzida para o complexo péptido-MHC.

Foi também demonstrado que o processo de isolamento da
presente invencdo, quando utilizado em combinacdo com um novo
passo de expansdo de células T in vitro, foi utilizével para
enriquecer em precursores CTL a partir de murganhos naive. O
passo de expansdo das células foi baseado na cultura de células
isoladas em placas de cultura de tecidos revestidas com
complexos péptido-MHC e anticorpo anti-CD28. Serd rapidamente
evidente para os especialistas na técnica que outras moléculas
co-estimuladoras sdo apropriadas para utilizar no método da
presente invencéo, incluindo, mas ndo estando limitado a,
anticorpo anti-CD28, outros ligandos de CD28 tais como B7-1 e
B7-2, ou ligandos ou anticorpos para outras moléculas co-
estimuladoras de células T tais como 1integrinas e outras
moléculas de adesdo de células, ou citocinas tais como
interleucina-2 ou interleucina-4, ou qualquer sua combinacdo. E
notadvel que outros protocolos de expansdo cléssicos, incluindo
estimulacdo com concanavalina A ou com anticorpo anti-TCR, né&o

permitiriam que CTL especifico de antigénio fosse derivado a
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partir de populacgdes de linfdcitos naive. Isto é provavelmente
devido as células nédo estarem 100% puras apds o isolamento e
assim necessitam que seja recuperada alguma estimulacéo
especifica. Adicionalmente, ¢é necessaria uma elevada densidade
de ligandos homogéneos para activar as células T ndo iniciadas,
que ¢é proporcionada pelo método da presente invencdo, bem como
pela utilizacdo de células de 1insecto expressando MHC como
células apresentando antigénio (Cai et al., 1996), mas néo
através da utilizacdo de células apresentando antigénio cléssico
que apresentam uma populacdo heterogénea de antigénios na sua
superficie. Adicionalmente, este sistema de expansido totalmente
sintético da presente invencdo nédo necessita da utilizacdo de
células apresentando antigénio exdgeno, o que elimina potenciais
complicacdes tais como contaminacdo ou iniciacdo cruzada. De um
modo interessante, ndo foi necessédrio destacar células a partir
das esferas magnéticas revestidas com MHC wutilizadas para
isolamento anterior a expansdo, o que reduz o tempo de
manipulacdo. Contudo, se desejado, os linfdécitos T especificos
de antigénio podem ser eluidos ou removidos a partir do
substrato para cultura ou para outros propdsitos. Os linfdcitos
T podem ser eluidos wutilizando wuma variedade de técnicas
conhecidas para os especialistas na técnica, tal como incubacéo
prolongada e/ou adicdo de um anticorpo anti-MHC. Utilizando este
método, CTL especifico do virus LCM pode ser derivado de
murganhos BALB/c ndo infectados utilizando esferas magnéticas
revestidas com L% e péptido da nucleoproteina LCMV. 0
enriquecimento ocorreu certamente uma vez que foram especificas
de antigénio pelo menos uma célula em 10° células recuperadas,
quando comparado com uma frequéncia do precursor de menos do que
107° num animal naive (Oechen et al. 1992, Lau et al., 1994).
Adicionalmente, células T CD8" totais, n&do separadas, do mesmo

animal, cultivadas nas mesmas condicdes, ndo produziram a mesma

15



actividade CTL egspecifica. Finalmente, a actividade CTL
especifica foi medida apds apenas uma reestimulacdo, que indica
fortemente uma elevada frequéncia do precursor de células T
especifico a seguir ao processo de enriquecimento. Foi também
utilizado o processo de enriquecimento da presente invencdo para
recuperar CTL especifico de OVA-8 bem como CTL especifico de
VSV-8 a partir de murganhos C57BL/6. O enriquecimento foi
especifico uma vez que nenhum CTL especifico de V3V-8 pode ser
cultivado a partir de <células capturadas utilizando esferas
revestidas com K°-OVA-8, e nenhum CTL especifico de OVA-8 pode
ser cultivado a partir de células capturadas utilizando esferas
revestidas com K°-VSV-8. A frequéncia do precursor de CTL de CTL
especifico de OVA-8 na populacdo enriquecida apdbds captura com
esferas revestidas com K°-OVA-8 foi aproximadamente de 1/3500.
Assim, o) enriquecimento ocorreu certamente desde que a
frequéncia do precursor para CTL anti-OVA-8 em murganhos C57BRL/6
naive seja 1/30000 (Dillion et al., 1994) . Contudo, 0
enriquecimento pareceu ser mais reduzido do que o esperado a
partir das experiéncias utilizando células 2C T (Tabela 1II).
Isto ndo ¢é surpreendente porque as medig¢des com células 2C T
reflectem directamente a capacidade do passo de enriquecimento,
uma vez que, nas experiéncias com inicio a partir de células T
CD8%, o enriquecimento foi provavelmente subestimado: algumas
células CD8' podem ter sido capturadas e expandidas sem exibirem
uma actividade citotdéxica, ou poderiam ter sido capturadas mas
ndo crescerem em cultura, ou poderiam ter tido uma interaccédo
muito fraca com as esferas revestidas com MHC para serem
“capturaveis”. E provével que a captura torne as células T né&o
reactivas porque as células 2C T podem ser expandidas em CTL

apds captura.
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A separacdo magnética provou ser o método de escolha para
purificar populacdes de células raras. Estas incluem células
sanguineas progenitoras hemopoiéticas periféricas humanas

(purificacdo desde 0,18% a 54,4%, enriquecimento de 300 vezes,

>39% de recuperacdo) (Kato e Radbruch, 1993), explosdo no sangue
periférico humano de unidades formadoras de eritrdides

(purificacdo desde 0,04% a 56,6%, 1400 vezes de enriquecimento,
13% de recuperacédo) (Sawada et al., 1990), e linfdécitos B qgue
expressam IgA; no sangue periférico (purificacdo desde 0,1-1,5%
até 80%, até 80% de recuperacdo) (Irsch et al., 1994). O método
da presente invencdo para o enriquecimento das células T
especificas de antigénio ¢é substancialmente melhor que estes
métodos, como avaliado pelos numeros de enriquecimento e
recuperacdo. Isto é especialmente significativo desde que os
métodos de purificacdo anteriormente mencionados utilizarem
anticorpos como ligandos para as células especificas; os
anticorpos possuem afinidades para os antigénios que s&o muito
superiores que aquelas para os complexos péptido-MHC para TCR. O
método da presente invencdo é Util também para a purificacdo de
células através de outros ligandos de reduzida afinidade para as
moléculas da superficie celular, ligandos de reduzida afinidade
significando moléculas que possuem uma afinidade reduzida demais
para permanecer ligada estavelmente a superficie celular quando
utilizada na forma soltvel. Em contraste, os ligandos de elevada
afinidade, tais como anticorpos, permanecem ligados estavelmente

na superficie celular quando utilizados na forma soluvel.

De um modo interessante, embora seja possivel a marcacéo
fluorescente das células T especificas de antigénio (Altman et
al., 1996), a seleccdo de células por citometria de fluxo
poderia ndo ser um substituto para a separacdo magnética porque

0s precursores das células T sdo habitualmente raros demais para
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serem detectdvels na citometria de fluxo, e a velocidade de
andlise e seleccdo permanece um factor limitante. Em contraste,
a separacdo magnética pode ser utilizada para separar populacdes
raras de células T especificas de antigénio, bem como para
seleccionar rapidamente grandes numeros de células. Estas
caracteristicas tornam o isolamento magnético um processo
atractivo para derivar células T especificas de antigénio para

utilizacdo clinica.

Em conclusdo, este é o primeiro relato de um método de
purificacdo de células T especificas de antigénio que &
aplicavel a individuos naive. Foi demonstrado que este pode ser
aplicado a véarias moléculas MHC diferentes e a uma variedade de
péptidos. O método da presente invencdo ¢é utilizavel numa
variedade de situacdes, incluindo, mas ndo estando limitado &,
utilizacédo para derivar linhas celulares de células T
citotdéxicas especificas de virus ou tumor a partir de sangue
periférico humano. As células derivadas utilizando o método da
presente invencdo sdo elas prdprias Uteis para uma variedade de
propdésitos incluindo, mas ndo estando limitadas a, expansdo em
cultura e reinfusdo num doente, andlise de diagndstico, e outras

aplicacdes terapéuticas.
Sdo proporcionados os Exemplos seguintes para o propdsito

de ilustrar a presente invencdo sem, contudo, limitar o ambito

da presente invencdo para o0s seguintes exemplos.
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EXEMPLO 1

Ligacdo de moléculas MHC classe I biotiniladas em esferas

magnéticas revestidas com avidina

K™ foram

As moléculas MHC classe I soluveis 19 K° e
expressas em células de Drosophila melanogaster (Jackson et al.,
1992) e purificadas como anteriormente descrito (Sykulev et al.,
1994a). A Dbiotinilacdo foi realizada wutilizando biotina-BMCC
(Pierce, Rockford, IL) de acordo com as instrucdes do

fabricante.

Foram revestidos Dynabeads M500 (Dynal, Lake Sucess, NY)
com neutravidina (Pierce, Rockford, IL), e subsequentemente
incubados com moléculas MHC classe I biotiniladas diluidas em
PBS contendo FCS a 3% durante 2 horas a 4 °C sob agitacdo suave.
As esferas foram depois lavadas 3 vezes em DMEM contendo FCS a
10% e incubadas durante 1 hora com péptido a 20 pM. As esferas

foram entdo lavadas imediatamente para a adsorcdo das células.

Foi utilizado L% biotinilado como um modelo de teste para
estudar a ligacdo do MHC <classe I Dbiotinilado com esferas
magnéticas revestidas com avidina. Foram incubadas com esferas
varias quantidades desta molécula. As esferas foram entéo
coradas utilizando uma conformacdo marcada com fluoresceina
sensivel ao anticorpo monoclonal anti-L® 30.5.7. A ligacdo de L°
foi avaliada por anédlise de citometria de fluxo. O valor médio
de fluorescéncia aumentou linearmente com a quantidade de L¢
entre 0 a 1,5 npg de L% / 10° esferas, e alcancou um patamar a
3 ug de 1% /10° esferas como apresentado na Figura 1A. A
quantidade necessédria de L® para alcancar a saturacdo foi a mesma

com vVarias séries de esferas e de 1% biotinilado. Para
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quantificar o numero de moléculas MHC imobilizadas por esfera,
foram medidas as concentracdes de moléculas de MHC classe I em
solucdo antes e depois da ligacdo wutilizando um ensaio
imunolégico de fase sélida como se segue: moléculas LY de MHC
classe I foram adsorvidas em 6,8 pm de esferas de sulfato de
latex de polistireno (Interfacial Dynamics Corporation,
Portland, OR) que foram revestidas com 28-14-8S anti-L® (ATCC,
Rockville, MD); as esferas foram entdo coradas utilizando anti L¢
30-5-7 marcado com fluoresceina; os valores de fluorescéncia
média (MFV) foram medidos por citometria de fluxo. Uma curva de
referéncia foi estabelecida com concentracdes conhecidas de 1° e
foi tracado MFV versus as concentracdes. Verificou-se ser de
1,23 + 0,10x10° moléculas por esfera a quantidade do L°
imobilizado em condigdes de saturacéo. Os histogramas de
fluorescéncia apresentam a fluorescéncia das esferas né&o coradas
(Figura 1B) e das esferas adsorvidas com quantidades em
saturacdo de L% (Figura 1C). A ligacdo ocorreu através da
interaccdo avidina-biotina uma vez que as moléculas né&o
biotiniladas n&o se ligam as esferas (Figura 1D). As esferas

Kbm3

revestidas com K° e foram preparadas e testadas utilizando a

mesma técnica. A saturacdo foi alcancada, utilizando o mesmo

intervalo de concentracdes como para L°.

EXEMPLO 2

Captura de células T especificas de antigénio em esferas

magnéticas revestidas com MHC classe 1 na presenca de péptidos

antigénicos

Murganhos e linhas celulares. Os murganhos BALB/c (H-2%) e

C57BL/6 (H-2°) foram da Harlan Sprague Dawley (San Diego, CA). Os
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murganhos transgénicos 2C (Sha et al., 1988) cresceram no
biotério R. W. Johnson P. R. I. Todos os murganhos foram
mantidos sob condicdes especificas livres de patogénicos. As
células RMA.S expressando LY (cai e Spent, 1996), e as células
EL4 (H-2°, obtidas da ATCC, Rockville, MD) foram utilizadas como
células alvo nos ensaios CTL. O hibridoma IB2 anti-clonotipico

foi descrito previamente (Kranz et al., 1994).

Purificacdo de células T CD8" a partir de murganhos normais

A purificacdo foi realizada a 4 °C sob condigdes estéreis.
Os ndédulos linfédticos inguinais, axilares, cervicais, iliacos e
mesentéricos de murganho foram dissecados e separados numa Unica
suspensdo celular. As esferas magnéticas revestidas com avidina
(Dynal, Lake Success, NY) foram revestidas com Ig de cabra
anti-murganho biotinilada (Southern Biotechnology, Birmingham,
AL) e, depois, incubadas com a suspensdo de células para
adsorver células qgque expressam Ig. As células ndo adsorvidas
foram, entdo, incubadas com 2 pg/mL H129.19 (anti-CD4, Gibco
BRL, Gaithersburg, MD), 1 pg/mL AF6-120.1 (anti-I-A°, Pharmingen,
San Diego, CA), 1 ng/mL KH74 (anti-I-A", Pharmingen, San Diego,
CA) e 1 ng/mL 34-5-3 (anti-I-A%", Pharmingen, San Diego, CA)
para murganhos com fundo de H-2°; ou com 2 pg/mL de H129.19 e 1
pg/mL de 34-5-3 para murganhos com um fundo de H-2%. As células
foram entdo lavadas 3 vezes e foram eliminadas por adsorcdo em
esferas magnéticas revestidas com Ig de ovelha anti-rato (Dynal,
Lake Success, NY) as células expressando CD4 e MHC classe II. A
pureza alcancou 90 a 94% de células CD8' como avaliado por

coloracdo dos anticorpos e citometria de fluxo.
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Purificagdo de «células 2C T a partir de murganhos

transgénicos 2C

Foram purificadas células 2C T de ndédulos linfaticos de
murganho de acordo com o processo anteriormente descrito. As
células purificadas foram 97-98% reactivas com o anticorpo 1B2
anti-clonotipico. Adicionalmente, também podem ser preparadas
células CD8 (CD47) removendo as células CD8" com o anticorpo
anti-CD8a 53-6.7 (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD) e esferas

magnéticas revestidas com Ig anti-rato de ovelha.

Péptidos

Os péptidos ligados a L% e K° utilizados nestes estudos
foram sintetizados nos aparelhos da Applied Biosystem 430A e
431A através do método de sintese de péptidos em fase sdlida de

referéncia (quimica tBoc). As sequéncias dos péptidos foram como

se segue:
QL9: QLSPFPFDL [SEQ.ID.N®:1]
p2Ca: LSPFPFDL [SEQ.ID.N°:2]
SLY: SPFPFDLLL [SEQ.ID.N®:3]
p2Ca-A3: LSAFPFDL [SEQ.ID.N°:4]
dev-8: EQYKFYSV [SEQ.ID.N°:5]
STIYR: SIYRYYGL [SEQ.ID.N°:6]
LCMV: RPQASGVYM [SEQ.ID.N°:7]
MCMV : YPHFMPTNL [SEQ.ID.N°:8]
OVA-8: SIINFEKL [SEQ.ID.N°:9]
VSV-8: RGYVYQGL [SEQ.ID.N°:10]
ET: EIINFEKL [SEQ.ID.N°:11]
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Adsorcdo de células 2C T em esferas magnéticas revestidas

com MHC

Para testar a capacidade das esferas revestidas com MHC
classe I para capturar células T especificas de antigénio, foram

K™ ou K°, e

utilizadas esferas magnéticas revestidas com LY,
células T purificadas a partir de murganhos transgénicos 2C TCR.
O 2C TCR foi extensivamente caracterizado e foram referidos
varios péptidos antigénicos, reconhecidos com varias afinidades
em associacdo com LY (Tabela I) (Sykulev et al., 1994 a, b). Para
além disso, K™ e K® foram recentemente demonstrados servir como
elementos de restricdo para o 2C TCR em associacdo com o0s
péptidos dEV-8 e SIYR (Tallquist e Pease, 1995; Ukada et al.,
1996; Tallquist et al., 1996). Foi recentemente determinado que
as afinidades dos complexos K™ -dEV-8 e K°-SIYR para o 2C TCR
foram 1,8x10* M’ e 3,1x10° M* respectivamente. A ndo ser qgue

mencionado em contréario, foram revestidas esferas com

quantidades saturadas de moléculas L4, K™ ou K biotiniladas.

As células foram suspensas com esferas para alcancar uma
concentracdo final de 10’ esferas/mL. As concentracdes das
células foram 10°/mL nas Figuras 2, 3 e 4, e 10"/mL nas Figuras
5 6 e 7. 0Os péptidos foram adicionados a uma concentracdo de
20 pM. A adsorcdo foi realizada sob agitacdo suave para as
duracdes de tempo e sob as temperaturas indicadas no texto. As
células adsorvidas as esferas foram depois contadas no
microscdépio. Em casos onde uma roseta definitiva (3 esferas ou
mais por célula) ndo foi observada, a ligacdo foi testada por
extraindo a pequenos togques na lamela. Apds incubacdo a
temperatura ambiente na presenca do péptido QL9 de elevada
afinidade, péptido p2Ca de afinidade intermédia, e péptido SL9

de afinidade reduzida, a maioria das células 2C T ligaram-se a
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esferas revestidas com L9, como avaliado por examinacéao
microscédpica apds 4 horas de incubacédo (Tabela I). Foram obtidos
resultados semelhantes (60-80% das c¢élulas capturadas) em 5
experiéncias independentes. A ligacdo da célula foi especifica
desde que ndo ocorra na presenca de complexos LY-LCMV e L%-MCMV

ndo reactivos para 2C.

A adsorcdo foi também gquantificada por citometria de fluxo
utilizando um FACSscan® (Becton Dickinson & Co., Mountain View,
CA) registando gréficos de pontos quer de fluorescéncia verde
versus vermelha, ou graficos de pontos de varrimento frontal
versus lateral. Para aceder a formacdo do complexo célula-esfera
utilizando graficos de pontos de fluorescéncia verde versus
vermelha, as esferas foram marcadas a vermelho com ficoeritrina
(Figura 2A: esferas isoladas) e as células foram marcadas em
verde com NHS-fluoresceina (Pierce, Rockford, IL) (Figura 2B:
células isoladas). A formacdo do complexo célula-esfera foi
avaliada pelo aparecimento de resultados verdes (G) e vermelhos
(R). A percentagem de células complexadas as esferas, foi
calculada como a proporcdo RG/G+RG, em que G ¢ o numero de
resultados no quadrante inferior direito e RG é o numero de
resultados no quadrante superior direito. Foi verificado que nos
tais gréficos de pontos fluorescentes verdes versus vermelhos
(Figura 2), a formacéo de complexos célula-esfera foi
francamente aparente na presenca dos péptidos antigénicos QL9
(Figura 2C), p2Ca (Figura 2D) e SL9 (Figura 2E), com mais de 85%
das células alterando-se para um valor elevado de fluorescéncia
vermelha. Alguns resultados com cor vermelha e verde (2,2%)
foram detectados na amostra incubada com um péptido de controlo
(LCMV) (Figura 2F). Isto foi devido mais provavelmente a
adsorcdo ndo-especifica de uma pequena quantidade de fragmentos

de células marcados com fluoresceina as esferas.

24



Os graficos de pontos de varrimento lateral versus frontal
foram também Uteis para esta quantificacdo, devido ao facto que
as células (Figura 3C) e as esferas (Figura 3B) possuiam
varrimentos laterais e frontais muito diferentes, que tornou
facil de delinear regides claramente distintas (Figura 3A3)
contendo as populacdes de resultados apresentando células e
esferas respectivamente. 0 aparecimento de uma populacéado
adicional com resultados com um varrimento frontal superior do
que as esferas e um varrimento lateral superior do que as
células, reflectiu a formacdo do complexo célula-esfera; isto
permitiu definir a regido do complexo, distinta das regides da
célula e esfera. A percentagem das células adsorvidas as esferas
foi calculada como a proporcdo CO/CO+CE, em que CO foi o ntumero
de resultados na regido do complexo e CE era o numero de
resultados na regido da célula. Tais medicdes de varrimento
frontal versus lateral demonstraram adsorcdo esgpecifica de
antigénio das células 2C T as esferas: na experiéncia
apresentada na Figura 3, 91,0% e 78,9% das <células foram
adsorvidas a esferas revestidas com L% na presenca de QL9 (Figura
3D) e p2Ca (Figura 3E) respectivamente e 63,8% das células foram

adsorvidas a esferas revestidas com K™

na presenca de dEV-8
(Figura 3G) e 75,7% das células foram adsorvidas a esferas
revestidas com K° na presenca de SIYR (ndo apresentado) apds 4
horas de incubacdo. Varias populacdes, que diferiram pelos seus
valores de varrimento lateral, foram visiveis na regido do
complexo; estes apresentavam provavelmente complexos contendo
numeros diferentes de esferas. Foram verificados na regido do
complexo na presenca de complexos L°-LCMV ndo reactivo a 2C
(Figura 3F), K"™-E1 (Figura 3H) e K°-El, respectivamente 2,6%,

1,1% e 0,2% de resultados.

25



Foi utilizada andlise ©por citometria de fluxo ©para
quantificar a influéncia de varios pardmetros na formacdo do
complexo célula-esfera. A ligacdo das células as esferas esteve
dependente do tempo. A ligacdo foi detectéavel apds 5 min de
incubacdo, aumentou subsequentemente para alcancar um patamar
entre 1 e 4 horas, e diminuiu notavelmente apds 6 horas (Figura
47A). As cinéticas da adsorcdo foram notavelmente paralelas para
varios complexos péptido-MHC. A ligacdo foi também dependente da
temperatura, como é mostrado na Figura 4B. A 4 °C, apenas uma
pequena percentagem de células foi capturada nas esferas, mesmo
apds incubacdo prolongada. A adsorcdo a temperatura ambiente foi
muito similar & adsorcdo a 37 °C com a excepcao de L°-p2Ca, para
o qual os niveis de ligacdo a 37 °C foram cerca de 25% dos
valores medidos a temperatura ambiente, consistente com a
incapacidade de p2Ca estabilizar L a 37 °C (Cai e Sprent, 1996).
Finalmente, a captura da célula dependente de CD8 variou com ©O
complexo péptido-MHC: por exemplo, as capturas de L°-QL9 e
K™ -SIYR foram largamente independentes de CD8, enquanto qgue Lo~

p2Ca e K"™-dEV-8 exibiram dependéncia de CD8 (Figura 4C).

EXEMPLO 3

Recuperacédo de células T especificas de antigénio

misturadas com células T irrelevantes

As frequéncias do precursor das células T num animal naive
sdo tipicamente <reduzidas. Foi verificado gue as esferas
magnéticas eram apropriadas em outros sistemas para enriquecer
as populacdes de células de frequéncia reduzida (Sawada et al.,
1990; Kato e Radbruch, 1993). Para avaliar se as esferas

magnéticas revestidas com MHC classe I poderiam ser utilizadas
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para o enriquecimento do precursor das células T, foram
misturadas células 2C T marcadas com fluoresceina com células T
CD8" purificadas a partir de murganhos naive C57BL/6. Apds
incubacdo com esferas magnéticas revestidas com MHC na presenca
de péptido, as células adsorvidas foram eluidas e contadas, e a
percentagem de células 2C T foi determinada por citometria de
fluxo. Na experiéncia apresentada na Figura 5, as células 2C T
ndo foram detectéveis na frequéncia inicial de 0,03%. Na

adsorcdo seguinte utilizando esferas revestidas com K™

e
péptido dEV-8 foi observado um pico conclusivo de fluorescéncia
verde, exibindo a mesma intensidade que a populacdo original de
células 2C T coradas com fluoresceina. Este pico representou
65,1% das células eluidas. Nenhum pico foi observado quando foi
utilizado um péptido de controlo em vez de dEV-8. Foi alcancado
um enriquecimento de 800-1600 vezes em células 2C T em
experiéncias comparaveis utilizando esferas revestidas com 3
diferentes complexos péptido-MHC (tabela II). Em todos os casos,
as células ndo fluorescentes na populacdo eluida representaram

apenas uma reduzida fraccdo da populacdo de células inicial

(~0,2%) .

EXEMPLO 4

Isolamento e expansdo 1in vitro de CTL especifico de

antigénio de murganhos naive

Citotoxicidade mediada por célula in vitro

Foram utilizadas como células alvo, células RMA.S
expressando L%  células EL4 (H-2), células MC57 (H-2")

infectadas com LCMV Armstrong (48 h.; multiplicidade de
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infeccdo: 1 PFU por célula) ou células CL-7 (H-2% de BALB/c
infectadas com LCMV Armstrong (48 h.; multiplicidade de
infeccdo: 1 PFU por célula). As células alvo foram carregadas
com 100 pCi de NagﬂCrO4 (New England Nuclear, Wilmington, DE) por
10° células a 37 °C durante 60 min, na presenca de FCS a 20%.
Estas foram lavadas trés vezes e divididas em aliquotas em
placas de 96 pocos com 4000 a 10000 células por poco. Os
péptidos e células efectoras foram entdo adicionadas. O volume
final foi de 200 wnL/poco. As placas foram incubadas a 37 °C
durante 5 horas. Foram recolhidos cem uL de sobrenadante e
contados num contador gama. A percentagem de lise especifica foi
calculada como reportado previamente (Wunderlich e Shearer,

1991).

Ensaio in vivo para a actividade de CTL

Os murganhos receptores foram injectados no dia 0 com 2x10°
PFU de LCMV Armstrong i.v. e transferidos adoptivamente i.v. com
as células no dia 1. No dia 2, os murganhos foram sacrificados,
e 08 Dbacos foram ensaiados quanto aos titulos de wvirus
infecciosos por placa de ensaio em células Vero como
anteriormente descrito (Byrne e Oldstone, 1984). 0Os titulos de
virus foram expressos como unidades formadoras de placas por

grama de tecido (pfu/g).

Cultura celular

As células adsorvidas nas esferas foram recuperadas lavando
as esferas 3 vezes como DMEM contendo FCS a 10%, e depois

cultivadas em placas de 96 pocos revestidas com a molécula de
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MHC classe I e anticorpo anti-CD28 na presenca de péptido a
10 pM; estas condicdes sdo suficientes para activar as células
2C T em repouso. As placas de pocos de fundo planos foram
utilizadas para assegurar que cada célula esteja em contacto com
as moléculas estimuladoras imobilizadas. Apds 2 dias de cultura
a 37 °C sob atmosfera humida contendo CO, a 8%, metade do volume
de meio foi substituido por meio fresco contendo 20% de
sobrenadante da cultura de esplendcitos de rato activados por
concanavalina A (sobrenadante conld). Apds 8-12 dias, as células
foram reestimuladas com células do baco pulsadas com péptido a 1
1M, e cultivadas na presenca de sobrenadante de conA a 10% e

TGFB, a 2 ng/mL (Lee e Rich, 1991; Zhang et al., 1995).

Criagdo de linhas de CTL especificas de antigénio a partir
de células T de murganhos naive utilizando adsorg¢do em esferas
magnéticas revestidas com MHC; especificidade do antigénio do

passo de isolamento

Para investigar se o método de captura seria aplicavel para
isolar células T especificas de antigénio a partir de um animal
naive, foram incubadas duas aliquotas de células T CD8"
purificadas a partir de ndédulos linféticos de murganhos C57BL/6
(haplotipo H-2°) com esferas magnéticas revestidas com K° na
presenca quer do péptido OVA-8 (aliguota 1) ou do péptido VSV-8
(aligquota 2) durante 4 horas a temperatura ambiente. Apds 3
lavagens, as células foram colocadas em cultura em 12 pocos de
uma placa de 96 pocos revestida com K° e mAb anti-CD28, na
presenca do péptido OVA-8 ou V3SV-8 a 10 uM. As culturas foram
processadas como indicado no paragrafo anterior. O crescimento
celular foi wvisivel apds 7 dias nos pocos contendo células

adsorvidas. As células foram reestimuladas ao dia 9 em células

29



de alimentacdo, e testadas quanto a actividade citotdxica ao dia
18. As células da aliquota 1 cultivadas com OVA-8 apresentaram
actividade especifica de CTL para o péptido OVA-8 (Figura 6A), e
as células da aliquota 2 cultivadas com VSV-8 apresentaram
actividade especifica de CTL para VSV-38 (Figura 6C). Os
controlos foram proporcionados por combinacdo reversa: as
células capturadas wutilizando ©péptido OVA-8 ndo continham
precursores de CTL anti-V3V-8 detectéveis, uma vez que estes néo
criaram CTL anti-V3SV-8 quando VSV-8 foi wutilizado em vez de
OVA-8 para os activar na cultura (Figura 6B); de um modo
similar, as células capturadas utilizando péptido VSV-8 né&o

continham precursores de CTL anti-OVA-8 (Figura 6D).

Para obter uma estimativa das frequéncias de CTLp apds
enriquecimento, repetiu-se a experiéncia de enriquecimento
utilizando esferas revestidas com K° e péptido OVA-8. Numa
experiéncia representativa, as 12000 células que foram
recuperadas por adsorcdo para esferas magnéticas revestidas com
K°-OVA-8 foram divididas em aliquotas e cultivadas separadamente
em 12 pocos de placas de 96 pocos imediatamente apds captura. Os
CTL especificos foram recuperados a partir de células capturadas
cultivadas em 3 pocos, indicando que a frequéncia do precursor
apbés captura fol aproximadamente de 1/3500. Foram obtidos

resultados semelhantes em trés experiéncias independentes.

Criagdo de CTL anti-CMV a partir de células T de murganho

naive; actividade anti-viral in vitro e in vivo

Foi derivado CTL anti-CMV incubando 10’ de células T CD8"
purificadas a partir de nédulos linféaticos de murganho BALB/c

(haplotipo H-2%) em conjunto com esferas magnéticas revestidas
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com L° na presenca do péptido LCMV durante 4 horas a temperatura
ambiente. Apdés 3 lavagens, foram recuperadas cerca de 10° células
e colocadas em cultura, em 12 pocos de uma placa de 96 pocos
revestida com L% e mAb anti-CD28, na presenca do péptido LCMV a
10 puM. As células foram cultivadas como indicado no paragrafo
anterior. Como apresentado na Figura TA, foram obtidos
linfécitos T citotdxicos (CTL) especificos para o péptido LCMV.
As células também eliminaram os alvos infectados com LCMV do
haplotipo H-2%, embora apresentando apenas uma actividade de
fundo contra os alvos ndo infectados (Figura 7B). Estiveram
também presentes uma actividade anti-alotipica (Figura 7C) bem
como alguma actividade de NK/LAK (Figura 7D). Todas as células
expressaram CD8, como avaliado por citometria de fluxo. O ensaio
in vivo demonstrou que as células foram capazes de reduzir
marcadamente os titulos de virus em murganhos BALB/c (H-2%
agudamente infectados com LCMV (Figura 8). Esta reducdo foi
especifica de MHC uma vez que ndo foi observada reducédo
significativa dos titulos de virus em murganhos C57/BL6 (H-2°) a

seguir a injeccédo de CTL.
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TABELA I:

Captura de células 2C T em esferas magnéticas revestidas
com L° na presenca de varios péptidos como avaliado por

examinagdo microscépica

Péptido | ¢ de Células Afinidade do 2C Afinidade do
capturadas TCR para o péptido para

péptido L° 7 (M)
(M)

QL9 87% 10 2x10

p2Ca 83% 2x10° 4x10°

SL9 77% 1,4x10° 4x10’

MCMV <1% <10’ 2x10°
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TABELA II:

Recolha de células 2C T misturadas com células T CD8" de

murganhos B6 naive por adsorgdo em esferas magnéticas revestidas

com MHC classe 1

Molécula Péptido ¢ de células 2C § de células 2C Enriquecimento Recuperac¢do Niumero de
MHC T antes do T depois do de células 2C das células experiéncias
enriquecimento enriquecimento T 2C T

i QL9 0,03% 24,8 £ 6,9 % 828 + 230 90,8 £ 14,0 % 3
vezes

K™ dEV-8 0,03% 50,9 £ 14,2 % 1697 £ 473 47,7 £ 1,7 % 2
vezes

K® SIYR 0,03% 47,6 + 2,1 & 1588 + 71 56,8 + 0,6 % 2
vezes

Lisboa, 5 de Janeiro de 2007
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REIVINDICACOES

1. Método para enriquecimento de linfécitos T especificos de

antigénio compreendendo os passos de:

(a)

(b)

colocar em contacto uma populacdo heterogénea de
linfécitos T especificos de antigénio com um substrato
para capturar antigénios, o referido substrato

compreendendo:

(1) um suporte possuindo na sua superficie uma
populacdo homogénea de moléculas MCH classe I
vazias imobilizadas, em que as referidas
moléculas de Classe I sdo capazes de se ligar a
um ou mais antigénios, e as referidas moléculas

K™ ou 19,

de Classe I s&do as moléculas
expressas a partir de uma linha celular de

Drosophila recombinante; e

(11) uma esfera;

a qual foram ligados um ou mais antigénios, durante um
periodo de tempo suficiente para permitir que
interajam os linfécitos T especificos de antigénio com

o substrato; e

eluir os antigénios especificos de 1linfécitos T a
partir do substrato para proporcionar uma populacéio

enriquecida de linfécitos T especificos de antigénio.



Método da reivindicacdo 1 em que a referida esfera & uma

esfera magnética.

Método da reivindicacdo 1 ou 2 em que um ou mais antigénios

sdo péptidos.

Lisboa, 5 de Janeiro de 2007



1/20

FIG. 1A

150

100

FLUORESCENCIA
MEDIA

50

| I B | | ! L1
0 3 6 9 12

ug DE Ld/ 106 ESFERAS

FiIG. 1B

2000

1600-
1200
CONTAGENS

800-

400-

100 0! 102 103 104
FL1-ALTURA



2/20

FIG. 1C

2000
1
1600
1200-
CONTAGENS ]

800

400-

0} -

109 101 102 109
FL1-ALTURA

FIG. 1D

2000

1600

1200 -
CONTAGENS :

800

400-

LR §

S—
102 103
FL1-ALTURA

100 101



CONTAGENS 102-3

0 o _
0%
100 107 102 103 104

FL1-ALTURA

FIG. 2B

] 0,
CONTAGENS 102.= 1.2%

j 98.8%

- o.
3

p * N

] | N

4 Wi, :':‘j. .
;o Isbeme 3 ¢

100 - T .v YT ey :'.'.:.v-v."[‘ ‘; :M';F"—;—Pﬁ—w—rwrtr
100 107 102 102 104
FL1-ALTURA




4/20

FIG. 2C

1041

4

105,

FL2 - ALTURA 102

10 1_ . ;
100‘ Tt qm
10 10 102 103 104
FL1-ALTURA
FIG. 2D
104
10°.

FL2 - ALTURA 10%]

1 13.2%
107 |
10 0 b | L B S S 4 "‘v'l:-‘i:‘:.:.-‘. “

FL1-ALTURA



104
103

FL2 - ALTURA 102

107,

Rd
a"Sv'_"' 9
..- 4 . 1
] " r"*
n*’ G E
:'-‘ 1: ::_'. <
"' L .-. [N
t
~* -
S 88.4%
11.6%
) :' .- -
IR TR I
AR T
SR TteR
L 'I"' v '-T—'_'I‘l T

100

109

107

T
LRSS
102
FL1-ALTURA

102

FIG. 2F

FL2 - ALTURA 102.

E
P

2.2%

107,

e
.1
p

109

.
.
ot

PR JOL R T L

LR .e !_‘ -® '.'
Lt et ® PR X ¢
. .
DL R * P e
.. . 9P .

. B O

oo Mo
-,

10°

: :. . - . Y .
JENETRLI .04" .
PRI, ...‘#4

o
102
FL1-ALTURA




6/20

FIG. 3A

250 -
200 -
150 - COMPLEXOS
FSC-ALTURA 1
100 CELULAS ;
50
) ESFERAS
015 7 2 3 4
10 10 10 10 10
SSC - ALTURA
FIG. 3B
250 4
200 -
150 4
FSC-ALTURA ]
100
]
50 1 o :‘-{ 3
] 1‘03‘3»*“-'- --J‘!
0 S — —rrrrT——
109 107 102 10° 104

SSC - ALTURA



7/20

FIG. 3C

250 A

200 -

-

o
-t

150 -
FSC - ALTURA :
100 -

50

-

-

0

109

L] LS LELJ ""l L L
107
SSC -ALTURA

rverveg

102

FIG. 3D

LA EARS |

10

3'

250

-

]
200 ]

-

150 -
FSC-ALTURA 1

-

100 -

50

-
-
-

0

109

T rrrereg

107

——rrrr—
102

Ty

SSC - ALTURA




8/20

FiIG. 3E

250

200

TN A B |

-4

150 -
FSC - ALTURA
100 h Ve

50 .. '..-.-w:. .

0 d———rrrr——rrrrr—
109 107 102
SSC - ALTURA

rrovreeeg L4 VY Sy yrIvY

103 104

FIG. 3F

250 A

-
-

200 3

-

150 -

FSC-ALTURA .
100 - :
- -
50 A 4
: :‘ T .",,_'_;.
0 LA IUT" L] T"V[ v

109 101 102
SSC - ALTURA



9/20

FIG. 3G
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FIG. 4A
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FIG, 4B
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FIG. 4C
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FIG. 5A
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FIG. 5C
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FIG. 6C | FiG. 6D
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