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RESUMO

"COMPOSIGOES PARA A PREPARACAO DE CELULAS DENDRITICAS

MADURAS"

A invencdo estd relacionada com um método para a
maturacdo in vitro de pelo menos uma célula dendritica
imatura, compreendendo a estimulacdo da referida célula
dendritica imatura com TNFa, IL-1B, IFNy, um agonista de
TLR7/8 e prostaglandina E2 (PG). Ainda, a invencdo esté
relacionada com uma composicdo compreendendo os referidos
factores assim como com células dendriticas maduras

produzidas pelo método do invento.
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DESCRICAO

"COMPOSIGOES PARA A PREPARAGCAO DE CELULAS DENDRITICAS

MADURAS"

A invencdo estd relacionada com novas composicdes
para a preparacdo de células dendriticas maduras, assim
como com métodos para a maturacdo in vitro de células
dendriticas imaturas e com usos terapéuticos das células

dendriticas obtidas pelo método da invencéo.

As células dendriticas (DCs) possuem um elevado
potencial como adjuvantes na inducdo de células assassinas
e células auxiliares especificas de tumor no doente
(Schuler G, Schuler-Thurner B, Steinman RM. The use of
dendritic cells in cancer immunotherapy. Curr Opin Immunol.
2003 Apr; 15(2): 138-47. Revisdo. Banchereau J, Palucka AK.
Dendritic cells as therapeutic vaccines against cancer. Nat
Rev Immunol. 2005 Apr; 5(4):296-306. Revisdo., Salcedo M,
Bercovici N, Taylor R, Vereecken P, Massicard S, Duriau D,
Vernel-Pauillac F, Boyer A, Baron-Bodo V, Mallard E,
Bartholeyns J, Goxe B, Latour N, Leroy S, Prigent D,
Martiat P, Sales F, Laporte M, Bruyns C, Romet-Lemonne JIL,
Abastado JP, Lehmann F, VeIu T. Vaccination of melanoma
patients using dendritic cells loaded with an allogeneic
tumor cell lysate. Cancer Immunol Immunother. 2005 Sep

27:1-11 [Epub ahead of print]).
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Para este fim, as células dendriticas maduras,
que foram maturadas in vitro a partir de células
dendriticas imaturas derivadas do doente, s&do expostas a
antigénios especificos de tumor e re-injectadas no corpo,
de preferéncia antes dos noédulos linfaticos ou nestes.
Dentro dos nédulos 1linfaticos as células dendriticas
interagem com células T naive, resultando em transducdo de
sinal activa durante a chamada sinapse 1imunoldgica e
subsequente proliferacdo de células T efectoras, as quais,
por sua vez, medeiam respostas anti-tumor, como seja
citotoxicidade (linfdécitos T citotdxicos = CTL), activacao
de macrédéfagos e reaccdes de hipersensibilidade do tipo
retardado. As DCs regulam polarizagcdes de células T
auxiliares (h) positivas para CD4. As células Thl, por
exemplo, suportam CTLs através da secrecdo de padrdes de
citocinas (e.g. Interferdo gama e IL-2, TNF-beta). Por
outro lado, as células Th2 induzem anticorpos assim como
eosindéfilos e desgranulacdo de mastdédcitos através de IL-4,
IL-5, IL-10 e IL-13 (Langenkamp A, Messi M, Lanzavecchia A,
Sallusto F. Kinetics of dendritic cell activation: impact
on priming of TH1, TH2 and nonpolarized T cells. Nat
Immunol. 2000 Oct; 1(4):311-6, O'Gara,A: Cytokines induce
the development of functionally heterogeneous T helper cell
subsets. Immunity 1998, 8: 275-283, Rengarajan J, Szabo SJ,
Glimcher LH. Transcriptional regulation of Thl/Th2
polarization. Immunol Today. 2000 Oct; 21(10):479-83.

Revisdo).
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Para a terapia «com <células dendriticas, é
essencial que esteja disponivel um numero suficiente de DCs
principais. Uma vez que, no doente, apenas 0,2% das células
brancas totais sdo células dendriticas, € necesséario ter um
método eficiente para a producdo in vitro de células

dendriticas maduras.

Na arte, foram propostos varios métodos para a
preparacdo de células dendriticas maduras partindo de
células mononucleadas do sangue periférico, mondcitos ou
outras células progenitoras mieldides (Jonuleit H, Kuhn U,
Muller G, Steinbrink K, Paragnik L, Schmitt E, Knop J, Enk
AH.: Pro-inflammatory cytokines and prostaglandins induce
maturation of potent immunostimulatory dendritic <cells
under fetal calf serum-free conditions. Eur J Immunol. 1997
Dec; 27(12):3135-42.), Mosca PJ, Hobeika AC, Clay TM, Nair
SK, Thomas EK, Morse MA, Lyerly HK. A subset of human
monocyte-derived dendritic cells expresses high levels of
interleukin-12 1in response to combined CD40 ligand and
interferon-gamma treatment. Blood. 2000 Nov 15;
96 (10) :3499-504, Mailliard RB, Wankowicz-Kalinska A, Cai Q,
Wesa A, Hilkens CM, Kapsenberg ML, Kirkwood JM, Storkus WJ,
Kalinski P.: alpha-type- 1 polarized dendritic cells: a
novel immunization tool with optimized CTL- inducing
activity. Cancer Res. 2004 Sep 1;64(17):5934-7, Napolitani
G, Rinaldi A, Bertoni F, Sallusto F, Lanzavecchia A.:
Selected Toll-1like receptor agonist combinations
synergistically trigger a T helper type 1 -polarizing

program in dendritic cells. Nat Immunol. 2005 Aug;
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6(8):769-76. Epub 2005 Jul 3. 2005 Aug; 6(8):769-76.2005,
Gautier G, Humbert M, Deauvieau F, Scuiller M, Hiscott J,
Bates EE, Trinchieri G, Caux C, Garrone P.: A type I
interferon autocrine-paracrine loop is involved in Toll-
like receptor-induced interleukin-12p70 secretion by
dendritic cells. J Exp Med. 2005 May 2; 201(9):1435-46.

2005) .

E aceite que a cultura de células mononucleadas
do sangue periférico, mondcitos ou outras células
progenitoras mieldides, com GM-CSF e IL-4 ou IL-3 resulta
na producdo de células dendriticas imaturas in vitro (Ahn
JS, Agrawal B. IL-4 is more effective than IL- 13 for in
vitro differentiation of dendritic cells from peripheral
blood mononuclear cells.Int Immunol. 2005 Oct; 17(10):1337-
46. Epub 2005 Sep 2). No entanto, até agora ndo existe um
método satisfatédrio para a maturacéo das células
dendriticas imaturas. Jonuleit H. et al. (1997, supra)
descreve tal processo de maturacdo usando uma composicédo
compreendendo NF-a, IL-I, IL-6 e prostaglandina E2 (PG) (o
chamado cocktail Jonuleit). As células dendriticas
produzidas através da incubacdo das células dendriticas
imaturas com esta composicdo mostram os marcadores de
superficie das células dendriticas maduras e podem ser
colhidas. No entanto, estas células ndo produzem IL-12p70
biologicamente activa, que é o factor mais importante para
a inducdo de células Thl nos ndéddulos linfaticos. Mailliard,
R. et al. descrevem uma composicdo compreendendo TNF-a,

IL-I, interferdo o, interferdo y e poli I:C (Mailliard, R.
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et al., 2004, supra). Contrariamente ao cocktail Jonuleit,
a 1ncubacdo das células dendriticas imaturas com este
denominado cocktail Kalinski resulta em células dendriticas
maduras (como demonstrado pelos respectivos marcadores de
superficie) que produzem IL-12p70. No entanto estas células
sdo muito aderentes ao fundo dos frascos de cultura e séo,
portanto, quase impossiveis de colher. E portanto muito
dificil, sendo impossivel, obter células dendriticas
maduras suficientes para a terapia de vacinacdo com este

método.

WO 00/47719 descreve um composto (R848) que é
proposto para a preparacdo de células dendriticas maduras.
Nas experiéncias descritas neste pedido, as células
dendriticas imaturas s&o estimuladas apenas com R848. No
entanto, R848 como uma Unica substdncia de maturacdo ndo é
capaz de conferir todas as caracteristicas adequadas para
as células dendriticas clinicas. Todas as experiéncias
foram realizadas com FCS (soro fetal de wvitela) e,
portanto, nao aplicéveis nas condicdes GMP (“good
manufacturing process”, processo de producdo bom) devido a
auséncia de soro fetal bovino ser crucial para um Processo

GMP.
Assim, mantém-se a necessidade de melhores
métodos para a preparacdo de células dendriticas maduras a

partir de células dendriticas imaturas.

A invencdo proporciona um método para a maturacéo
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in vitro de pelo menos uma célula dendritica imatura,
compreendendo a estimulacdo da referida célula dendritica
imatura com TNF-a, IL-1B, IFNy, um agonista de TLR7/8 e

prostaglandina E2 (PG).

A presente invencéo baseia-se no dado
surpreendente que a combinacdo de TNF-a, IL-1f3, IFNy, um
agonista de TLR7/8 e prostaglandina E2 (PG) é especialmente
adequada para a promocdo da maturacdo in vitro de células
dendriticas. Especialmente, e como demonstrado no Exemplo,
as células dendriticas maduras obtidas usando a referida
combinacdo surpreendentemente expressam IL-12p70 em quanti-
dades considerédveis e sdo admiravelmente faceis de colher,
0 que permite a obtencdo de células dendriticas maduras em
quantidades considerédveis. Tais populacdes de células
dendriticas maduras ndo puderam ser produzidas com oS
cocktails conhecidos na arte e, especialmente, nem com O
cocktail Jonuleit nem com o cocktail Kalinski, como

explicado atrés.

Na arte s&do conhecidas técnicas individuais para
a preparacdo de células dendriticas maduras, e.g. comecando
com células mononucleadas do sangue periférico humano,
mondécitos ou outras células progenitoras mieldides e a
partir das proéprias DCs imaturas, as guais foram
directamente isoladas a partir de sangue (Berger TG,
Strasser E, Smith R, Carste C, Schuler-Thurner B, Kaempgen
E, Schuler G. Efficient elutriation of monocytes within a

closed system (Elutra) for clinical-scale generation of
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dendritic cells. J Immunol Methods. 2005 Mar; 298(1 -2):061l-
72. Erratum in: J Immunol Methods. 2005 Aug; 303(1 -2):
152, Strasser EF, Berger TG, Weisbach V, Zimmermann R,
Ringwald J, Schuler-Thurner B, Zingsem J, Eckstein R.
Comparison of two apheresis systems for the collection of
CD 14+ cells intended to be used in dendritic cell culture.
Transfusion. 2003 Sep; 43(9): 1309- 16. Erratum in:
Transfusion. 2003 Oct;43(10):1502, Campbell JD, Piechaczek
C, Winkels G, Schwamborn E, Micheli D, Hennemann S, Schmitz
J.Isolation and generation of c¢linical-grade dendritic
cells using the CliniMACS system. Methods Mol. Med. 2005;
109:55-70, Dubsky P, Ueno H, Piqueras B, Connolly J,
Banchereau J, Palucka AK.Human dendritic cell subsets for

vaccination. J Clin Immunol. 2005 Nov; 25(6):551-72).

Assim, na arte, sdo conhecidas técnicas bésicas
tais como periodos de incubacdo, meios usados, etc., para a
producdo de células dendriticas maduras a partir de células
dendriticas imaturas. A presente invencdo estad relacionada
com uma nova combinacdo de factores a serem usados no
contexto destas técnicas conhecidas. O método da presente
invencdo pode, portanto, ser facilmente realizado pelos
familiarizados com a arte, simplesmente através da execucédo
de métodos conhecidos, mas usando a combinacdo de factores
atrés identificada, durante a incubacéao de células
dendriticas imaturas, de forma a obter células dendriticas

maduras.

Ainda, uma vez que cada um dos componentes
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individuais Jj& foi individualmente wusando na arte, os
familiarizados com a arte podem facilmente determinar qual
a concentracdo em que cada factor deverd ser usado. Ainda,
os familiarizados com a arte serdo capazes de adaptar a
concentracido individual de um determinado factor dependendo
das composicdes do meio de cultura celular, especialmente

dos factores de crescimento e componentes do Soro.

Como orientacdo geral, TNF-a e IL- 1P deverdo ser
usados em concentracdes entre 1 ng/ml e 50 ng/ml, mais de
preferéncia entre 5 ng/ml e 40 ng/ml, e ainda mais de
preferéncia a 10 ng/ml. PG devera ser usada em
concentracdes de 50 ng/ml a 5000 ng/ml, de preferéncia de
50 ng/ml a 1000 ng/ml, ainda mais de preferéncia entre 50
ng/ml e 500 ng/ml ou a 100 ng/ml ou 250 ng/ml. IFNy devera
ser usado numa concentracdo entre 500 U/ml e 10000 U/ml, de
preferéncia entre 1000 e 5000 U/ml, e mais de preferéncia a
1000 ou a 5000 U/ml. Finalmente, o agonista de TLR7/8, de
preferéncia R848, deverad ser usado numa concentracdo entre
0,2 e 5 pg/ml, de preferéncia 0,5 pg/ml a 2 pg/ml, mais de

preferéncia 1 ug/ml.

De acordo com o invento, as células dendriticas
imaturas sdo cultivadas com as combinacdes de factores
acima. Isto pode ser realizado através da adicdo dos
factores ao meio de cultura. Como alternativa, o meio de
cultura em gque as células dendriticas imaturas foram
crescidas ¢é substituido por um meio Jj& contendo o©s

factores. Numa outra realizacdo, as substédncias atréas
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referidas sdo parte de uma composicdo adicionada ao meio de

cultura da referida célula dendritica imatura.

O referido meio de cultura pode ser de qualqguer
tipo, 1i.e. pode conter ou ndo soro humano, pode ser
suplementado com ou Sem qualisquer outros suplementos
animais, como sejam proteinas, aminodcidos ou antibidticos.
Numa realizacdo preferida, o meio é produzido e usado em

condicdes GMP.

Apbs o periodo de maturacdo estar completo, as
DCs podem ser colhidas pipetando para cima e para baixo,
agitando (manualmente ou mecanicamente) e lavando com
solucdo salina, componentes do meio (e.g. RPMI) ou meio
completo sem citocinas. As células podem ser colhidas, cen-
trifugadas e as citocinas podem ser removidas por lavagem

através de uma ou mais ressuspensdes das DCs sedimentadas.

As células dendriticas imaturas podem ainda ser
tratadas com um ligando TLR3, de preferéncia Poli I:C, e.qg.
numa concentracdo entre 10 e 50 ng/ml, de preferéncia 20
ng/ml. O ligando TLR3 pode ser adicionado separadamente as
células ou pode ser parte da composicdo compreendendo todos

os outros factores.

Numa realizacdo preferida do invento, o referido
agonista de TLR7/8 ¢ um composto modificador da resposta
imune do tipo imidazoquinilona, mais de preferéncia 4-

amino-2-etoximetil-o, oa-dimetil-1H-imidazol[4,5-
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clguinolina-l-etanol (R848). A producdo de tais compostos
estd descrita detalhadamente em WO 00/47719. No entanto,
também podem ser usados outros agonistas de TLR7/8 tais
como imiquimod (R837), o andlogo da guanina loxoribina,
agonistas de TLR7/8 como sejam RNAs de cadeia simples dque
se ligam a TLR7/8, e.g. sspoliU e ssRNA40 ou combinacdes de

agonistas de TLR7/8.

Numa outra realizacéo preferida, a célula
dendritica imatura usada como material de partida do método
do invento é uma célula dendritica imatura derivada de
monbécitos. De preferéncia, sdo usados o0s progenitores
monociticos obtidos a partir do sangue periférico ou
leucaferese e enriquecidos por centrifugacdo em gradiente
de densidade, elutriacdo ou simplesmente técnicas de

aderéncia a pléstico.

Como alternativa, é também possivel obter células
progenitores monociticas a partir de células progenitoras
positivas para CD34 através da diferenciacdo in vitro para
células positivas para CD14, e.g. com FLT3L, SCF, TPO, IL-3

e/ou IL-6.

De preferéncia, a referida célula dendritica
imatura é obtida através de incubacéao de células
mononucleadas de sangue periférico humano, mondcitos ou
outras células progenitoras mieldides com GM-CSEF e IL-4 ou
IL-13. Como j& discutido atrés, métodos correspondentes sédo
conhecidos na arte. Ainda, tais métodos estdo descritos no

Exemplo.
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Pode ser wusado qualgquer meio adequado ©para
condicionamento fisioldgico de células de mamifero e.qg.
contendo aminodcidos, factores de crescimento, fonte de
carbono, sistema tampdo ou certos sais convencionais. A
cultura de células pode ser realizada a 37°C, de acordo com

a composicdo do meio em determinadas composicdes de CO».

Ainda, as DCs imaturas podem ser obtidas
directamente a partir de sangue periférico, e.g. através de

leucaferese.

Numa realizacdo especialmente preferida, a célula
dendritica imatura ¢ de origem humana, ainda que outras
situacdes, e.g. pesquisa cientifica ou aplicacgdes em
medicina veterindria, possam ser susceptiveis do uso de

células dendriticas imaturas com origem em mamiferos.

Consequentemente, uma outra realizacdo preferida,

o método do invento compreende 0s seguintes passos:

a) preparacdo de células mononucleadas a partir de sangue
periférico,

b) incubacdo das células mononucleadas do passo a) com GM-
CSF e IL-4 ou IL-13,

c) 1incubacdo das <células obtidas no passo b) com um
cocktail compreendendo TNFa, IL-1B, IFNy, um agonista de
TLR7/8, prostaglandina E2 (PG) e, facultativamente, um
agonista de TLR3, de preferéncia poli I:C e

d) colheita da célula ou células dendriticas maduras.
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No passo a), as células mononucleadas podem ser
obtidas por leucaferese a partir de sangue periférico.
Ainda, as células mononucleadas podem ser isoladas através
de separacdo magnética ou por FACS, elutriacdo ou aderéncia
a plastico ou centrifugacdo em gradiente de densidade (e.qg.

metrizamida) .

De preferéncia, a incubacdo no passo b) leva 1 a
9, de preferéncia 2 a 9, mais de preferéncia 2 a 6 dias. No
entanto, é também possivel separar 0s pPassos a) ou b) caso
se use DCs imaturas isoladas de fresco a partir de sangue
periférico/leucaferese. Ainda, ¢é possivel que o passo b)
dure apenas horas e possa ser realizado em combinacdo com o

passo c).

A incubacdo no passo c¢) pode durar 12 horas a 72

horas, de preferéncia 24 horas ou 20 horas.

Como discutido atréds, os familiarizados com a
drea serdo capazes de adaptar estes periodos de incubacéo

caso seja necessario.

A incubacdo das células dendriticas imaturas e a

colheita foram j& descritas atrés.

Numa outra realizacdo preferida do invento, a
célula ou células dendriticas maduras e/ou sdo ainda

expostas in vitro a um ou mais antigénios. A exposicédo das
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células maduras aos referidos antigénios é descrita mais

detalhadamente abaixo.

De preferéncia, o) referido antigénio ou
antigénios s&do supostos induzirem a maturacdo de células T

efectoras dentro dos ndédulos linféticos.

Mais de preferéncia, e também descrito abaixo, a
referida exposicdo € realizada através de incubacdo da
célula ou células dendriticas maduras a pelo menos um
péptido do referido antigénio ou através de transfeccdo da
célula ou células dendriticas com RNA ou DNA codificador de

antigénios.

O invento ainda estd relacionado com uma
populacdo de células dendriticas maduras, obtida através do
método do invento, em que a célula dendritica imatura é de
origem humana e em que TNFa é usado numa concentracdo de 1
ng/ml a 50 ng/ml, IL-1f ¢é wusado numa concentracdo de 1
ng/ml a 50 ng/ml, IFNy é usado numa concentracdao de 500
U/ml a 1000 U/ml, o agonista de TLR7/8 ¢ wusado numa
concentracdo de 0,2 pg a 5 upg/ml, PGE2 ¢ wusado numa
concentracdo de 50 ng/ml a 5000 ng/ml e o agonista de TLR3

é¢ usado numa concentracdo de 10 ng/ml a 50 ng/ml.

Como discutido atréds, as células dendriticas
maduras obtidas pelo método da invencdo produz guantidades
considerédveis de IL-12p70 e s&o féceis de colher. Estes

efeitos combinados ndo foram observados com o cocktail
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Jonuleit ou Kalinski na experiéncia aqui apresentada (ver

Exemplo) .

Como demonstrado nos Exemplos e especialmente nas
Figuras 7 e 8, a populacdo de células dendriticas maduras
do invento ¢é capaz de estimular a producdo de interferdo
gama em células assassinas naturais (Figura 8) assim como

em células T especificas de péptidos (Figura 7).

Consequentemente, as células dendriticas obtidas
pelo método do invento sdo especialmente adequadas no
contexto de activacdo de células T in vivo, de modo a
tratar doencas em que tal activacdo de células T seja
necesséaria. Conseqguentemente, num outro aspecto, o presente
invento também estd relacionado com uma composSicéo
farmacéutica compreendendo a populacdo de células den-
driticas maduras. Ainda, o invento também estd relacionado
com a populacdo de células dendriticas maduras para usar no
tratamento de uma doenca seleccionada do grupo consistindo
em doencas tumorais e doencas infecciosas (e.g. provocadas

por virus, bactérias, bactérias intracelulares ou fungos).

Numa realizacdo preferida, a referida populacédo
de células dendriticas imaturas ¢é obtida através de um
método do invento em que as células sdo incubadas também
com poli I:C. Como indicado atrés, tais células dendriticas
sdo especialmente capazes de estimularem células NK e sé&o
tdo potentes como as células incubadas de acordo com o©
invento sem poli I:C na estimulacdo de células T

especificas de péptidos.
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De preferéncia, para o tratamento das doencas
acima, as células dendriticas s&o carregadas in vitro com
antigénios supostos induzirem a maturacdo de células T
efectoras dentro dos nédulos linfaticos. Tais técnicas sé&o
conhecidas na arte (Dieckmann D, Schultz ES, Ring B, Chames
P, Held G, Hoogenboom HR, Schuler G.Optimizing the
exogenous antigen loading of monocyte- derived dendritic
cells. Int Immunol. 2005 May; 17(5):621-35. Epub 2005 Apr
11, Kikuchi T, Akasaki Y, Abe T, Fukuda T, Saotome H, Ryan
JL, Kufe DW, Ohno T. Vaccination of glioma patients with
fusions of dendritic and glioma cells and recombinant human
interleukin 12. J Immunother. 2004 Nov-Dec; 27(6):452-9,
Gong J, Koido S, Kato Y, Tanaka Y, Chen D, Jonas A,
Galinsky I, DeAngelo D, Avigan D, Kufe D, Stone R.Induction
of anti-leukemic cytotoxic T lymphocytes by fusion of
patient-derived dendritic cells with autologous
myeloblasts. Leuk Res. 2004 Dec; 28(12):1303-12, Grunebach
F, Kayser K, Week MM, Muller MR, Appel S, Brossart
P.Cotransfection of dendritic cells with RNA coding for
HER-2/neu and 4- IBBL increases the induction of tumor
antigen specific cytotoxic T lymphocytes. Cancer Gene Ther.
2005 Sep; 12(9):749- 56, Kyte JA, Kvalheim G, Aamdal S,
Saeboe-Larssen S, Gaudernack G. Preclinical full- scale
evaluation of dendritic cells transfected with autologous
tumor-mRNA for melanoma vaccination. Cancer Gene Ther. 2005
Jun; 12(6):579-91, Navabi H, Croston D, Hobot J, Clayton A,
Zitvogel L, Jasani B, Bailey- Wood R, Wilson K, Tabi Z,

Mason MD, Adams M.Preparation of human ovarian cancer
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ascites-derived exosomes for a clinical trial. Blood Cells
MoI Dis. 2005 Sep-Oct; 35(2): 149-52, Escudier B, Dorval T,
Chaput N, Andre F, Caby MP, Novault S, Flament C,
Leboulaire C, Borg C, Amigorena S, Boccaccio C, Bonnerot C,
Dhellin O, Movassagh M, Piperno S, Robert C, Serra V,
Valente N, Le Pecq JB, Spatz A, Lantz O, Tursz T, Angevin
E, Zitvogel L. Vaccination of metastatic melanoma patients
with autologous dendritic cell (DC) derived-exosomes:
results of thefirst phase I clinical trial. J Transl Med.
2005 Mar 2; 3(l): 10, Kawamura K, Kadowaki N, Suzuki R,
Udagawa S, Kasaoka S, Utoguchi N, Kitawaki T, Sugimoto N,
Okada N, Maruyama K, Uchiyama T.Dendritic <cells that
endocytosed antigen-containing IgG-liposomes elicit
effective antitumor immunity. J Immunother. 2006 Mar- Apr;
29(2): 165-74, Griffiocen M, Borghi M, Schrier PI, Osanto S,
Schadendorf D.Analysis of T-cell responses in metastatic
melanoma patients vaccinated with dendritic cells pulsed
with tumor lysates. Cancer Immunol Immunother. 2004 Aug;
53(8):715-22. Epub 2004 Mar 3, Su Z, Dannull J, Yang BK,
Dahm P, Coleman D, Yancey D, Sichi S, Niedzwiecki D,
Boczkowski D, Gilboa E, Vieweg J. Telomerase mRNA-
transfected dendritic cells stimulate antigen-specific CD8+
and CD4+ T cell responses 1in patients with metastatic

prostate cancer. J Immunol. 2005 Mar 15; 174(6):3798-807).

O carregamento das células dendriticas com o0s
respectivos antigénios poderé ser por deslocamento
competitivo dos péptidos em solucdo da fenda de ligacédo de

MHC  ou, para antigénios mais complexos, como sejam
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proteinas e lisados de tumores originais ou lisados de
linhas celulares tumorais, através de fagocitose por DCs
imaturas e processamento correcto. 0Os métodos de trans-
feccdo (lipofeccédo, electroporacdo ou simplesmente incuba-
cdo dos éacidos nucleicos nus) sdo igualmente exequiveis e
introduzem &acidos nucleicos, tais como plasmideos codifi-
cadores de antigénios, RNA dos mesmos ou DNA e especial-
mente RNA dos tumores originais ou linhas celulares tumo-
rais nas DCs. Podera também haver outras combinacdes anti-
génicas com moléculas MHC originais, tais como fragmentos
de membranas ou exossomas para usar como fontes de

antigénios de qualquer tipo.

Como indicado atréds, a populacdo de células
dendriticas maduras pode ser administrada directamente ao
organismo para produzir células T activas contra um tipo de
célula seleccionado, e.g. cancerosa. A administracdo destas
células, frequentemente com veiculos aceitédveis em termos
farmacéuticos, ¢ através de qualquer uma das vias normal-
mente usadas para a introducdo de uma célula em contacto

ultimo com sangue de mamifero ou células de tecidos.

Formulacdes adequadas para administracdo paren-
térica, como seja, por exemplo, através das vias intra-
articular (nas articulacdes), intravenosa, intramuscular,
intradérmica, intraperitoneal e subcuténea (de preferéncia
intradérmica ou subcutdnea) e veiculos incluem solucdes
aquosas isotébdénicas para injeccdo, que podem conter anti-

oxidantes, tampdes, bacteriostdticos e solutos que tornam a
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formulacdo isotdnica relativamente ao sangue do recipiente
a que se destina, e suspensdes agquosas € nao aquosas es-
téreis que podem incluir agentes de suspensdo, solubili-
zantes, agentes espessantes, estabilizadores e preserva-
tivos. A administracdo intravenosa ou intraperitoneal & o
método preferido de administracéo para as células

dendriticas da invencédo.

A dose de células dendriticas administradas a um
doente, no contexto da presente invencdo deverd ser
suficiente para efectuar uma resposta terapéutica benéfica
no doente ao longo do tempo ou para inibir o crescimento de
células cancerosas ou para inibir a infeccdo. Assim, as
células sdo administradas a um doente numa guantidade
suficiente para induzir uma resposta CTL eficaz contra o
virus ou antigénio tumoral e/ou aliviar, reduzir, curar ou
pelo menos parcialmente parar os sintomas e/ou complicacdes
da doenca ou infeccdo. Uma quantidade adequada para
conseguir isto é definida como uma “dose eficaz em termos
terapéuticos”. A dose serd determinada pela actividade da
célula dendritica produzida e pela condicdo do doente,
assim como pelo peso ou area da superficie corporal do
doente a ser tratado. O tamanho da dose também seréa
determinado pela existéncia, natureza e grau de dquaisquer
efeitos secunddrios adversos que acompanham a administracéo
de uma célula particular num doente particular. Na
determinacdo da quantidade eficaz da célula a ser
administrada no tratamento ou profilaxia de doencas tais

como cancro (e.g. melanoma metastico, cancro da prdstata,
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etc.), o médico necessita de avaliar os niveis circulantes
no plasma, a toxicidade de CTLs, a progressdo da doenca e a
inducdo de resposta imune contra qualquer tipo celular

introduzido.

Antes da infusdo, sdo obtidas amostras de sangue
e guardadas para andlise. De um modo geral, pelo menos 104
a 10° e tipicamente, entre 108 e 101° células sdo infundidas
intravenosamente ou intraperitonealmente num doente de 70
kg ao longo de 60-120 minutos. De preferéncia, sdo usados
numeros de células de pelo menos 107/ponto de vacinacdo. As
injeccdes podem ser, e.g., repetidas 4 vezes com intervalos
de 2 semanas e deverdo ser dadas, de preferéncia, perto dos
nédulos linfaticos através de injeccgdes intradérmicas ou
subcutdneas. As injeccdes de reforco podem ser dadas apds
uma pausa de 4 semanas. Sinais vitais e saturacdo de
oxigénio  por oximetria de pulso sé&o estreitamente
monitorizados. As amostras de sangue sdo colhidas 5 minutos
e 1 hora apdés infusdo e guardadas para analise. A infusédo
de células ¢é repetida sensivelmente todos 08 meses num
total de 10-12 tratamentos num periodo de um ano. Apds o
primeiro tratamento, as infusdes podem ser feitas numa base
de ambulatdério segundo o critério do médico. Se a re-
infuséao for administrada a um  doente externo, o
participante é monitorizado durante pelo menos 4 horas apds

a terapia.

Para administracéo, as células da presente

invencéao podem ser administradas numa velocidade
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determinada pelo LD-50 (ou outra medida de toxicidade) do
tipo celular e pelos efeitos secunddrios do tipo celular a
varias concentracdes, em funcdo da massa e saude global do
doente. As células desta invencdo podem suplementar outros
tratamentos de uma condicdo através de terapia convencional
conhecida, incluindo agentes citotdxicos, andlogos de
nucledétidos e modificadores da resposta bioldgica. De forma
semelhante, os modificadores da resposta bioldgica séo
facultativamente adicionados para tratamento através das
células dendriticas. Por exemplo, as células Sdo
facultativamente administradas com um adjuvante, uma

citocina como seja GM- CSF, IL- 12 ou IL-2 ou com KLH.

Como indicado atréds, o invento também estéa
relacionado com o uso combinado de TNF-a, IL-1B, IFNy, um
agonista de TLR7/8, prostaglandina E2 (PG) e,
facultativamente, um agonista de TLR3, de preferéncia poli
I:C para a preparacdo de pelo menos uma célula dendritica
madura. Ainda, o invento também estd relacionado com uma
composicdo compreendendo TNF-o, IL-1B, IFNy, um agonista de
TLR7/8, prostaglandina E2 (PG) e, facultativamente, um
agonista de TLR3, de preferéncia poli 1I:C. Conforme
indicado acima, em ambos os casos, de preferéncia, o
referido agonista de TLR7/8 é um composto modificador da
resposta 1imune tipo 1imidazoquinilona, de preferéncia 4-
amino-2-ethoximetil-a,oa-dimetil-1H-imidazol[4,5c]gquinoli-

na-l-etanol (R848).
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Breve descrig¢do das Figuras

Figura 1:

Geracdo de células dendriticas (DCs) maturadas de

forma diferente

A. Recuperacdo de DCs colhidas apds cultura de
células primarias (6 dias de diferenciacdo + 24 h de
maturacdo) calculada nas células totais semeadas (células
mononucleadas) ou mondcitos positivos para CD14 detectados
através de contagem manual numa camara Neubauer e anédlise
FACS (CD14). A viabilidade detectada devido a incorporacéo
quantitativa de 7AAD medida em FL-3 de FACScalibur. A linha
a tracejado indica niveis de DCs maduras com o cocktail

Jonuleit padrdo de referéncia.

B. Expresséo na superficie de moléculas
especificas de DC para DCs apds cultura primaria de DCs. A
expressdo baixa de CD14 comparativamente com a expressédo
elevada da molécula CD83 especifica de DC indica um
estatuto maduro de DCs, como detectado por analise FACS
(percentagem de todas as células sem separacdo, aquisicéo

de 1000 células no total).

C. Expressdo na superficie de moléculas co-
estimuladoras, CD80 e CD86, apds cultura primaria de DCs,
detectada por anédlise FACS. Expressdo do receptor de

guimiocina 7 (CCR7=CD197) como indicacdo do potencial
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migratdério de DCs para os ndédulos linfaticos. A percentagem
de positivos foi detectada de acordo com a sobreposicdo com

o anticorpo controlo de isotipo.

DCl = Jonuleit = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml)

+ IL-6 (15 ng/ml) + Prostaglandina E2 (=PGE2, 1000 ng/ml)
DC2 = Kalinski = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml)
+ IFN alfa (3000UI/ml) + IFN gama (1000 UI/ml) + poli I:C

(20 ng/ml)

DC3 = TNF-alfa (10ng/ml) + IL-1 beta (10ng/ml) + PGE2 (100

ng/ml) + IFN gama (1000 UI/ml) + R848 (1 pg/ml)

DC4 = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml) + PGE2
(250 ng/ml) + IFN gama (5000 UI/ml) + R848 (1 pg/ml)

DC5 = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml) + PGE2

(250 ng/ml) + IFN gama 5000UI/ml) + R848 (1 pg/ml) + poli

I:C (20 ng/ml)

Figura 2:

Estabilidade da maturagcdo (teste da remogdo por

lavagem) de DCs maturadas de forma diferente

Removeram-se citocinas de DCs por lavagem e estas
foram cultivadas mais 40 h apds a maturacdo em meio de

cultura de DCs apenas com soro e gentamicina.
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A. Viabilidade das DCs maturadas de forma

diferente apbds lavagem e deteccdo da incorporacdo de 7AAD.

B. Expressdo na superficie de CD14 com baixa
inducdo comparativamente com niveis de expressdo elevados

de CD83 apds remocdo por lavagem.

C. Expressdo de moléculas co-estimuladoras CD80 e

CD86 e CCR7 apds remocdo por lavagem.

DC1l = Jonuleit = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml)

+ IL-6 (15 ng/ml) + Prostaglandina E2 (=PGE2, 1000 ng/ml)

DC2 = Kalinski = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml)
+ IFN alfa (3000 UI/ml) + IFN gama (1000UI/ml) + poli I:C

(20 ng/ml)

DC3 = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml) + PGE2

(100 ng/ml) + IFN gama (1000 UI/ml) + R848 (1 pg/ml)

DC4 = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml) + PGE2

(250 ng/ml) + IFN gama (5000 UI/ml) + R848 (1 pg/ml)

DC5 = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml) + PGE2
(250 ng/ml) + IFN gama 5000 UI/ml) + R848 (1 pg/ml) + poli
I:C (20 ng/ml)
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Figura 3:

Criopreservacdo de DCs maturadas de forma

diferente

DCs foram congeladas e guardadas na fase gasosa

de azoto liquido e analisadas apds descongelacéo.

A. Viabilidade das DCs maturadas de forma dife-
rente apds remocdo por lavagem e deteccdo da incorporacdo

de T7AAD.

B. Expressdo na superficie de CDl14 com baixa
inducdo comparativamente com niveis de expressdo elevados

de CD83 apds congelacéo.

C. Expressdo de moléculas co-estimuladoras CD80 e

CD86 e CCR7 apdbds congelacédo.

DC1l = Jonuleit = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml)
+ IL-6 (15 ng/ml) + Prostaglandina E2 (=PGE2, 1000 ng/ml)

DC2 = Kalinski = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml)
+ IFN alfa (3000 UI/ml) + IFN gama (1000UI/ml) + poli I:C
(20 ng/ml)

DC3 = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml) + PGE2
(100 ng/ml) + IFN gama (1000 UI/ml) + R848 (1 pg/ml)
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DC4 = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml) + PGE2
(250 ng/ml) + IFN gama (5000 UI/ml) + R848 (1 pg/ml)

DC5 = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml) + PGE2

(250 ng/ml) + IFN gama 5000 UI/ml) + R848 (1 pg/ml) + poli

I:C (20 ng/ml)

Figura 4:

Andlises da capacidade alostimuladora de DCs

maturadas de formas diferentes numa reaccdo de linfdbcitos

mistos

A. Controlo funcional da capacidade proliferativa

de células T autdlogas: células T apenas em meio, células T

estimuladas com uma terceira parte (=cinco dadores de MNC
misturados) (l0e5/alvéolo irradiadas com 4000 rad,
proporcao de 1:1 de células estimuladoras:células

responsivas), células T + IL-2 (5 UI/ml) e PHA 10 ng/ml
durante 68h, células T estimuladas com 50 UI/ml IL-2.
Numeros de células T 10e5/alvéolo. Cocultura durante 7
dias, proliferacdo medida através da incorporacdo de 3H-
timidina nas Ultimas 24 h. Todos os valores foram

calculados a partir de cinco alvéolos repetidos.

B. Controlo funcional da capacidade proliferativa

de um exemplo de célula T responsiva alogénica.

C. Controlo negativo da proliferacdo das DCs
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maturada de diferentes formas irradiadas (4000 rad)
(10ed/alvéolo, de acordo com o numero de células do ensaio,

proporcdo 1:10, DCs:células responsivas)

D. Proliferacédo de células T autdlogas
estimuladas por diferentes DCs maduras (numeros de DCs
10e4/alvéolo, numeros de células T 10eb, proporcdo 1:10,

DCs:células responsivas)

E. Proliferacdo de um exemplo de células T
responsivas alogénicas estimuladas por diferentes DCs
maduras (numeros de DCs 10e4d4/alvéolo, numeros de células T

10e5, proporcdo 1:10, DCs:células responsivas).

F. Sumédrio dos dados de proliferacdo de trés
células T responsivas independentes comparativamente com
células T autdlogas estimuladas por DCs maturadas de

diferentes formas.

DC1l = Jonuleit = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml)

+ IL-6 (15 ng/ml) + Prostaglandina E2 (=PGE2, 1000 ng/ml)

DC2 = Kalinski = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml)
+ IFN alfa (3000 UI/ml) + IFN gama (1000UI/ml) + poli I:C
(20 ng/ml)

DC3 = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml) + PGE2
(100 ng/ml) + IFN gama (1000 UI/ml) + R848 (1 pg/ml)
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DC4 = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml) + PGE2
(250 ng/ml) + IFN gama (5000 UI/ml) + R848 (1 pg/ml)

DC5 = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml) + PGE2
(250 ng/ml) + IFN gama 5000 UI/ml) + R848 (1 pg/ml) + poli
I:C (20 ng/ml)

Figura 5.

Produc¢do de IL-12p70 e IL-10 por DCs maturadas

através da utilizacdo de diferentes cocktails

DCs imaturas foram cultivadas com diferentes
cocktails de maturacdo e as quantidades de IL12p70 e IL-10
foram determinadas através de ELISA convencional. As barras
a cheio indicam IL-12p70 e as Dbarras brancas 1IL-10,

respectivamente.

A: Meio sobrenadante de culturas primédrias com

maturacido apds 7 dias;

B: Meio sobrenadante de culturas de DCs maturadas
lavadas e fibroblastos transfectados com CD40L apds um
periodo de cocultura de 24 hrs, representando um ensaio de

sinal 3 como descrito em Materiais e Métodos.

C. Os quocientes de IL12p70/1IL-10 foram
determinados para as populacgdes de DCs maturadas em
diferentes cocktails, baseados nos valores de pg/ml do

ensaio sinal-3.
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Para o calculo foi assumido que IL-12p70 e IL-10
possuem teoricamente igual potencial bioldgico. 0Os circulos
a cheio indicam um quociente positivo entre 0 e 3, 5, as
linhas a ponteado representam diferencas acentuadas de DCs
maturadas com cocktail Jonuleit ou Kalinski relativamente a

secrecdo de IL-12p70.

DC1l = Jonuleit = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml)
+ IL-6 (15 ng/ml) + Prostaglandina E2 (=PGE2, 1000 ng/ml)

DC2 = Kalinski = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml)
+ IFN alfa (3000 UI/ml) + IFN gama (1000UI/ml) + poli I:C
(20 ng/ml)

DC3 = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml) + PGE2
(100 ng/ml) + IFN gama (1000 UI/ml) + R848 (1 pg/ml)

DC4 = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml) + PGE2
(250 ng/ml) + IFN gama (5000 UI/ml) + R848 (1 pg/ml)

DC5 = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml) + PGE2
(250 ng/ml) + IFN gama 5000 UI/ml) + R848 (1 pg/ml) + poli
I:C (20 ng/ml)

Figura 6: Expressdo de EGFP em DCs transfectadas

com RNA transcrito in vitro codificador de EGFP

As sobreposicdes dos histogramas de citometria de

fluxo mostram DCs maduras com RNA de EGFP transfectado
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(curvas a cheio) 24 h apds electroporacdo e correspondentes
DCs ndo transfectadas (curvas vazias) como controlos
negativos. As DCs foram maturadas nos quatro cocktails
indicados, o RNA foi introduzido por electroporacdo, as DCs
voltaram para o0s meios respectivos contendo cocktails de
maturacdo e foram colhidas para citometria de fluxo 24 h
mais tarde. O0Os numeros indicam as percentagens de DCs
positivas para EGFP e as suas intensidades médias de
fluorescéncia. Estes dados sdo representativos de duas

experiéncias com medicdes as 24 e 48 horas.

DCl = Jonuleit = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml)
+ IL-6 (15 ng/ml) + Prostaglandina E2 (=PGE2, 1000 ng/ml)

DC2 = Kalinski = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml)
+ IFN alfa (3000 UI/ml) + IFN gama (1000UI/ml) + poli I:C
(20 ng/ml)

DC4 = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml) + PGE2
(250 ng/ml) + IFN gama (5000 UI/ml) + R848 (1 pg/ml)

DC5 = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml) + PGE2
(250 ng/ml) + IFN gama 5000 UI/ml) + R848 (1 pg/ml) + poli
I:C (20 ng/ml)

Figura 7: Resposta de linfécitos autdélogos de um
dador positivo HLA-A*0201 que respondem a DCs pulsadas com

péptido viral

As respostas de células T foram avaliadas numa
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experiéncia de IFNy-ELISPOT usando linfécitos (fraccdo 3 de
Elutra enriquecida em células T = 54,76% células positivas
para CD3) que foram primeiro activados durante 7 dias com
DCs maduras pulsadas com péptidos e depois novamente
estimulados durante 24 h com mondcitos mais péptidos CEF.
Para as andlises ELISPOT, 4 x103 1linfécitos autdlogos
activados in vitro foram estimulados com 2 x 10° mondbcitos
juntamente com um conjunto de cinco péptidos CEF. A média *
DP foi calculada para alvéolos em triplicado. Nota: Devido
a recuperacdes insuficientes, os linfdécitos activados pelas

células DC2 ndo foram incluidos no ensaio.

DC1l = Jonuleit = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml)

+ IL-6 (15 ng/ml) + Prostaglandina E2 (=PGE2, 1000 ng/ml)

DC2 = Kalinski = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml)
+ IFN alfa (3000 UI/ml) + IFN gama (1000UI/ml) + poli I:C

(20 ng/ml)

DC3 = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml) + PGE2
(100 ng/ml) + IFN gama (1000 UI/ml) + R848 (1 pg/ml)

DC4 = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml) + PGE2
(250 ng/ml) + IFN gama (5000 UI/ml) + R848 (1 pg/ml)

DC5 = TNF-alfa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml) + PGE2
(250 ng/ml) + IFN gama 5000 UI/ml) + R848 (1 pg/ml) + poli
I:C (20 ng/ml)
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Figura 8: Resposta de interferdo gama de

linfécitos autdlogos estimulados com DCs maduras

Os 1linfécitos de um dador HLA-A*0201 foram
estimulados com DCs autdlogos maturados usando o cocktail
Jonuleit, o cocktail Kalinski e trés novos cocktails aqui

descritos.

Linfécitos de sangue periférico (PBLs) foram
separados através de elutriacdo estando contidos na fraccéo
3, em que 54,8% das células eram linfécitos T positivos
para CD3 e 17,7% células positivas para CD56, o dque &
caracteristico das células assassinas naturais (NK). (A) Os
PBLs da fracgcdo 3 da elutriacdo foram directamente
incubados com as diferentes populacdes de DCs maturadas
usando os diferentes cocktails e a sua secrecdo de
interferdo gama (IFN-gama) foi medida as 24 h num ensaio

ELISPOT convencional.

DC1l = Jonuleit = TNFa (10 ng/ml) + IL-1f (10 ng/ml) + IL-6
(15 ng/ml) + Prostaglandina E2 (=PGE2; 1000 ng/ml)

DC2 = Kalinski = TNFa (10 ng/ml) + IL-1 beta (10 ng/ml) +
IFNa (3000 UI/ml) + IFNy (1000UI/ml) + poli I:C (20 ng/ml)

DC3 = TNFa (10 ng/ml) + IL-1f8 (10 ng/ml) + PGE2 (100 ng/ml)
+ IFNy (1000 UI/ml) + R848 (1 pg/ml)

DC4 = TNFa (10 ng/ml) + IL-1f (10 ng/ml) + PGE2 (250 ng/ml)
+ IFNy (5000 UI/ml) + R848 (1 pg/ml)
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DC5 = TNFa(10 ng/ml) + IL-1B (10 ng/ml) + PGE2 (250 ng/ml)

+ IFNy (5000 UI/ml) + R848 (1 pg/ml) + poli I:C (20 ng/ml).

Exemplo

0O exemplo gue se segue representa a descricdo de

uma experiéncia como um exemplo representativo de pelo

menos trés experiéncias independentes, realizadas usando

células de diferentes dadores.

l. Material e Métodos

Leucaferese e elutriacdo

Para se obter mondécitos como uma populacdo de
células progenitoras para a geracdo de células dendriticas
humanas, usédmos um sistema fechado de elutriacdo através de

ELUTRA (Gambro BCT, Lakewood, USA).

Apbs consentimento informado, dadores saudaveis
ndo mobilizados foram sujeitos a 180 minutos de leucaferese
com o separador de células COBE Spectra (Gambro BCT, Inc.
Lakewood, USA.) usando um programa MNC modificado (V6.1): o
factor de separacdo foi estabelecido a 700 com uma
velocidade de colheita de 0,8 ml/min e um hematdcrito alvo
de apenas 1-2%. As células do sangue resultantes foram
analisadas através do contador automadtico de sangue ACT Dif

(Beckman Coulter, Krefeld, Germany) para estabelecer as



PE2004807 - 33 -

condicdes do sistema ELUTRA. Os produtos de leucaferese
foram processados através de ELUTRA (Gambro BCT, Lakewood,
USA) de acordo com as instrucdes do fabricante, através de
um método de elutriacdo centrifuga de contrafluxo usando
uma velocidade de rotor fixa (2400 rpm) e ajuste gradual,
controlado por computador, da velocidade do meio, seguido
de colheita fora do rotor. Assim, preparou-se 5000 ml de
tampdo de corrida contendo solucdo salina tamponada de
HANKs (Biochrom, Berlin, Germany) com 1% de albumina sérica
humana (Octalbine®, Octapharma, Langen, Germany) . 0
processo ELUTRA resultou em cinco fraccdes, com
enriquecimento em mondcitos na fraccdo fora do rotor. A
composicédo celular das fraccdes foi caracterizada através
do contador automético do sangue ACT Diff (Beckman Coulter,

Krefeld, Germany) e anédlise FACS.

Anadlise por FACS das fraccbes ELUTRA

As células do produto de leucaferese original e
das cinco fraccgdes ELUTRA foram incubadas durante 30
minutos com 0s seguintes anticorpos monoclonais conjugados
com isotiocianato de fluoresceina (FITC) e ficoeritrina
(PE): controlos isotipo de IgG (clone X-40) anti-CD 14-
FITC (clone: M®P9), anti-CD 19-FITC (clone: 4G7), anti-HLA-
DR-FITC (clone: L243) (BD Biosciences, Heidelberg, Germany)
e anti-CD3-PE (clone UCHT1l), anti-CD56-PE (C5.9), anti-CD
16-PE (clone: DJl1 30c), e como um controlo adicional CD14-
PE (TUK4) (Dako Diagnostics, Hamburg, Germany) e anti-CD67-

FITC (clone: 80H3) (Immunotech, Marseille, France). As
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células foram lavadas e ressuspensas em PBS + 2% soro fetal
bovino (Biochrom, Berlin, Germany) . A analise por
citometria de fluxo foi realizada num dispositivo FACS
Calibur usando o programa Cellquest Pro (BD Biosciences,

Heidelberg, Germany).

Geracdo de células dendriticas imaturas derivadas

de monécitos a partir de mondécitos elutriados

As células da fraccdo fora do rotor ou a
subsequentemente designada fraccéo 5 foram usadas
directamente para a geracdo de DCs se as células positivas
para CD14 representassem mais de 60% de todas as células
detectadas por andlise FACS. As células da fraccdo 5 foram
colhidas a partir do saco de colheita ELUTRA e lavadas uma
vez com PBS+0,5% de soro humano e semeadas a 35x10¢/frasco
de cultura celular de 175 cm? (NUNC, Wiesbaden, Germany) em
35 ml de meio DC contendo RPMI 1640 com teor de endotoxina
muito baixo (Biochrom, Berlin, Germany), 1,5% de soro
humano (lote de individuos do sexo masculino AB positivos)
(Blood Bank, University of Tuebingen, Germany) e 10 ug/ml
de Gentamicina (Biochrom, Berlin, Germany) e cultivadas
durante seis dias a 37°C, 5% CO2 numa atmosfera huimida. Nos
dias 1, 3 e 6 as culturas celulares foram suplementadas com
100 ng/ml de GM-CSF (Leukine® by Berlex, Richmond, USA) e
20 ng/ml de IL-4 humana recombinante (R&D Systems,

Wiesbaden, Germany) em 7 ml de meio DC fresco por frasco.
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Maturacdo de células dendriticas

Os processos de maturacdo foram induzidos através
da adicdo de diferentes combinacdes de citocinas e outros
reagentes, como indicado, a DCs 1imaturas no dia ©6
juntamente com mais 7 ml de meio DC fresco aqui definido

por frasco:

Cocktail Jonuleit: 10 ng/ml TNF-o, 10 ng/ml IL-1-fB, 15

ng/ml IL-6 (R&D Systems, Wiesbaden, Germany) e 1 ug/ml
prostaglandina E2 (Minprostin®, Pharmacia/Pfizer, Erlangen,

Germany) ,

Cocktail Kalinski: 1 Ong/ml TNF-o, 10 ng/ml IL-1-B (R&D

Systems, Wiesbaden, Germany), 3000 UI/ml IFNa (Roferon A®,
Roche, Welwyn Garden City, England), 1000 UI/ml IFNy
(ImukinR, Boehringer Ingelheim, Ingelheim, Germany) e 20
ng/ml de RNA de cadeia dupla (poli 1I:C, InVivogen,

Toulouse, France).

Novo cocktail 1: 10 ng/ml TNF-a 10 ng/ml IL-1-B (R&D

Systems, Wiesbaden, Germany), 5000 UI/ml IFNy (Imukin®,
Boehringer Ingelheim, Ingelheim, Germany), 1 ng/ml R848

(InVivogen, Toulouse, France) e 250 ng/ml prostaglandina E2

Como uma variacdo do cocktail 1, usadmos 0S mesmos
componentes, excepto a concentracdo de IFNy ser reduzida

para 1000 UI/ml e a prostaglandina E2 para 100 ng/ml.
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Novo cocktail 2: semelhante ao cocktail 1 mais 20 ng/ml de

RNA de cadeia dupla (poli I: C, 1InVivogen, Toulouse,
France). Como controlo, um frasco recebeu apenas 7 ml de
apenas meio fresco e serviu como DCs imaturas (dados néo

apresentados) .

Colheita das células dendriticas

Apds incubacdo das DCs com cocktails de maturacéio
durante 24 h, as células foram colhidas através de duas
lavagens com PBS + 0,5% de soro humano com agitacéo
ligeira, as células foram contadas numa céamara Neubauer e

preparadas para as analises.

Anadlise por citometria de fluxo (FACS)

Fenotipagem de DC:

As DCs foram marcadas com oS seguintes anticorpos
monoclonais de murganho conjugados com fluorescéncia com
especificidades para os controlos de isotipo (clone X-40),
cbl4 (FITC, M®P9), CD19 (FITC, clone: 4G7), CD86 (FITC,
clone: 2331 FUN-I), CD80 (PE, clone: L307.4) (BD Biosci-
ences, Heidelberg, Germany) e CD209 (PE, clone: DCN46)
(Pharmingen, San Diego, USA) e CD3 (FITC, clone: UCHTL1),
CD56 (FITC, clone: Ch.9a), CDla (FITC, <clone: NAl/34)
(Dako, Hamburg, Germany) e HLA-DR (PE, clone: B8.12.2, CD40
(PE, clone: mAb89, CD83 (PE, clone: HB1 5a) (Immunotech,

Marseille, France). A coloracdo de CCR7 foi realizada com
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um hibridoma de rato BLR-2 (clone 8E8) (E.Kremmer, GSF)
comparativamente com o controlo de isotipo para IgG2a do
hibridoma EBNA-A2 (clone R3) através de incubacdo das DCs
em sobrenadante de cultura durante 60 minutos e seguido de
lavagem e deteccdo com anticorpo secundario de murganho
contra IgG de rato conjugado com cianina 5 (Jackson Immuno,

West Grove, USA).

Para testar a vitalidade, as DCs foram sedimen-
tadas e ressuspensas durante 20 minutos em 7-amino-
actinomicina D (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany) em
concentracgdes finais de 10 pg/ml em PBS + 2% de soro fetal
bovino. Apdbs lavagem, as células foram analisadas no

terceiro canal da mégquina FACS Calibur.

Validacdo da estabilidade da maturacdo (Teste de

remogdo por lavagem)

DCs maturadas colhidas e lavadas foram novamente
semeadas a 2,5 - 3 x 109/9m1 de meio DC fresco, sem
quaisquer citocinas, em frascos de cultura celular de 25cm?
(NUNC, Wiesbaden, Germany). Apds aproximadamente 44 h, as

DCs foram colhidas e fenotipadas por anédlise FACS.

Ensaio do sinal 3

AS DCs foram cocultivadas com células que simulam
células T como anteriormente descrito (Kalinski, 2004).

Resumidamente, DCs maturadas colhidas e lavadas foram



PE2004807 - 38 -

novamente semeadas em placas de 96 alvéolos, em concen-
tracdes de 2 x 10%/alvéolo, e incubadas Jjuntamente com
fibroblastos de murganho estavelmente transfectados com
CD40L humano (Garrone P, Neidhardt EM, Garcia E, Galibert
L, wvan Kooten CC, Banchereau J. Fas ligation induces
apoptosis of CD40-activated human B lymphocytes. JExp Med.
1995 Nov 1;182(5):1265-73) em concentracdes de 5 x
104/alvéolo. Para controlar a proliferacdo de cada popula-
cdo celular individual, foram testadas DCs sem adicdes e
fibroblastos CD40L em meio convencional. Apdés 24 h, as
placas foram centrifugadas e os sobrenadantes de 8 alvéolos
replicados foram reunidos para analise de IL-10 e IL-12p70

através de ELISA.

ELISA (IL-12p70/IL-10)

A secrecdo de IL-12p70 e de 1IL-10, por DCs
durante o processo de maturacdo (DCs primdrias) e DCs
dentro do ensaio de Sinal 3, foil detectada através de ELISA
quantitativa convencional. ELISA foi realizada usando o duo
de anticorpos pré-testado para deteccdo de IL-12p70 e IL-10
(R&D Systems, Wiesbaden, Germany) de acordo com as instru-
cbes do fabricante. A reaccdo de substrato colorimétrico
com tetrametilbenzidina e H;0; foi medida apds paragem com
H3:POs a 450 nm e correcgdo do comprimento de onda para 620
nm e analisado com o programa Easy fit (SLT, Crailsheim,

Germany) .
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Criopreservacdo de células dendriticas

Apbs colheita e lavagem, 20-15 x 10° DCs foram
colhidas em 0,5 ml de albumina sérica humana a 20%
(Octalbine®, Octapharma, Langen, Germany) e misturadas
suavemente com 0,5 ml (quantidades iguais) de solucédo de
congelacdo preparada de fresco contendo 10% de glucose
Braun, Melsungen, Germany), 20 % DMSO (CryoSURE®, WAK-
Chemie, Dessau-Thornau, Germany) em 20% de albumina sérica
humana. Os criotubos (NUNC, Wiesbaden, Germany) foram
guardados durante a noite a -80°C e transferidos para a

fase gasosa de um contentor de azoto liquido.

Reaccdo de linfécitos mistos

DCs foram maturadas in vitro como indicado,
lavadas 2 vezes em PBS + 0,5% de soro humano, irradiadas
com 40Gy e semeadas em microplacas de 96 alvéolos de fundo
redondo a 1x10%4/alvéolo Nunc, Wiesbaden, Germany) em RPMI
1640 + 1,5% de soro humano. As células criopreservadas da
fraccdo 3, apds o procedimento ELUTRA a partir de
diferentes dadores, foram wusadas como fonte de células
responsivas e semeadas a 1 x 10°/alvéolo para as DCs de

dadores alogénicos.

Como controlo para a activacdo de células T via
MHC foram usadas diferentes células terceiras partes como
se segue: uma mistura de MNCs de 5 dadores independentes

obtidos a partir de camadas leucoplaquetéarias apds
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irradicacdo por 40Gy foi usada como células estimuladoras.
O potencial inespecifico geral das <células T ©para
proliferar foi controlado através da incubacdo de células
responsivas com IL-2 Proleukin® by Chiron, Emeryville, USA)
a 50UI/ml e fito-hemaglutinina a 10upg/ml (Sigma-Aldrich,

Deisenhofen, Germany).

Apbs 6 dias, as células foram pulsadas com 0,5
nCi/alvéolo de SH-timidina (Amersham-Pharmacia, Freiburg,
Germany) e a incorporacdo de S3H-timidina foi determinada
apés 24 h wusando um dispositivo de contador [ (Wallac,

Freiburg, Germany).

Transfeccdo de DCs com EGFP-RNA

EGFP-RNA foi produzido in vitro e electroporado
em DCs maduras as 24 h, como descrito anteriormente (Nair,
S. K., Boczkowski, D., Morse, M., dimming, R. L, Lyerly, H.
K. and Gilboa, E. (1998) . Induction of primary
carcinoembryonic antigen (CEA) -specific cytotoxic T
lymphocytes in vitro using human dendritic cells
transfected with RNA. Nat Biotechnol. 16:364-369,
Javorovic, M., Pohla, H., Frankenberger, B., Wolfel, T. and
Schendel, DJ. (2005). RNA transfer by electroporation into
mature dendritic cells leading to reactivation of effector-
memory cytotoxic T lymphocytes: a quantitative analysis.
Mol Ther. 12: 734-743), com excepcdo de cada cuvete de
electroporacdo de 0,4 cm conter um volume total de 300 ul,

incluindo 8 nung de EGFP-RNA e 3 x10% DCs. Apds
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electroporacédo, as DCs voltaram para o seu meio de
maturacdo original e foram incubadas numa placa de 24
alvéolos a 37°C e 5% COz durante 24 ou 48 h antes da

andlise por citometria de fluxo.

Ensaio ELISPOT da activacdo de células T

especificas de virus

Para activacdo, os 1linfdécitos da fraccdo 3 de
ELUTRA foram semeados a 1 x 10° células/alvéolo com 1 x 10°
DCs expostas a péptido viral em placas de 24 alvéolos, em
meio RPMI 1640 com 10% de soro humano; 30 UI/ml de IL-2 foi
adicionado em d3 e os linfécitos colhidos em d7. Os
péptidos de 1ligacdo a HLA-A*0201 incluiram: CMVpp65495-503
(NLVPMVATV), EBV-BMLFlzs0-288 (GLCTLVAML), proteina Mlss-¢s da
gripe (GILGFVFTL) ou o conjunto CEF (PANATecs GmbH,
Tuebingen, Germany) contendo dois péptidos adicionais, EBV-
LMP-2426-434 (CLGGLLTMV) e RNA-polimerase do virus da gripe
PAse-s4 (FMYSDFHFI). As células T activadas 1in vitro e
mondécitos autdlogos mais péptidos CEF foram incubados em
meio RPMI 1640 contendo L-glutamina 2 mM, piruvato de sdédio
1 mM, penicilina/estreptomicina (100 U/ml), 10% de soro AB
humano (BioWhittaker, Venders, Belgium) e 20 UI/ml de IL-2
a 37°C, com 5% COz, durante 24 h. A anédlise IFNy-ELISPOT
fol realizada como descrito (Becker, C., et. al. (2001).
Adoptive tumor therapy with T lymphocytes enriched through
an IFNy capture assay. Nat Med. 7: 1159-1162, Pohla, H., et
al. (2000) . Allogeneic vaccination for renal cell

carcinoma: Development and monitoring. Bone Marrow
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Transplant. 25: 83-87), com a excepcdo das placas de PVDF
pré-revestidas com anticorpo (Mabtech AB, Nacka, Sweden) e
estreptavidina-fosfatase alcalina e uma solucéo de
substrato pronta a usar BCIP/NBT-plus (Mabtetch) serem
usados na deteccdo. As manchas foram contadas usando o
sistema de leitura AID RLR0O3 com o programa 3.2.3 (AID

Autoimmun Diagnostika GmbH, Strassberg, Germany).

2. Resultados e discusséao

Cultura primdria de DCs

A fraccdo5 de ELUTRA do exemplo descrito (DC034)
continha: 80,6% células positivas para CD14 e o0s seguintes
contaminantes, 2,89% células positivas para CD3, 2,2% para
CDbe6, 1,47% para CD19 e 7,7% para CD67 e era portanto

adequada para gerar células dendriticas.

A recuperacdo mais elevada de células dendri-
ticas, baseado nas células totalis semeadas assim como nos
mondécitos (células positivas para CD14), foi encontrada
usando o <cocktail Jonuleit, enquanto a mais baixa foi
encontrada usando o cocktail Kalinski (Figura 1A). Numeros
de células baixos representam fraca capacidade de colheita
das DCs sem usar raspadores de células ou digestdo enzimi-
tica. Este resultado representa uma grande desvantagem do
cocktail Kalinski no nosso sistema que deve ser devida a um
grau mais elevado de aderéncia e elongacdo fina dos veios

dendriticos das DCs maturadas com este cocktail. A
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viabilidade das células dendriticas colhidas determinada
por coloracdo com 7AAD mostrou mais de 97% de células vivas
usando o cocktail Jonuleit, enquanto as células maturadas
com o cocktail Kalinski atingiram apenas 79,5%, 0 nosso

novo cocktail variou entre estes dois valores (Figura 1A4).

A expressdo de moléculas co-estimuladoras, tipo
CD80 e CD86, reflectiu a presenca de células apresentadoras
de antigénio, particularmente células dendriticas. A Figura
1B mostra um elevado nivel de expressdo destas moléculas em
todas as DCs maturadas com diferentes cocktails. CD14 é uma
molécula monocitica, mas sob a influéncia de GM-CSFEF/IL-4 e
cocktails de maturacdo desaparece rapidamente das super-
ficies das células dendriticas. Aqui, mostramos que as DCs
geradas com todos os cocktails perdem a expressdo de CD14,
como evidéncia clara de uma diferenciacdo na direccdo de
DCs em vez da diferenciacdo também possivel na direccdo dos

macréfagos.

CD83, por outro lado, serve como o0 marcador mais
importante para indicar o estatuto de maturacgdo das DCs. A
expressdo de CD83, em combinacdo com a expressdo dquase
indetectédvel de CDl14, demonstrou que nas cinco populacbes
de DCs maturadas, as células eram de identidade DC e

altamente maduras (Figura 1B).

O receptor de guimiocinas 7 (CD197) indica um
potencial migratério de DCs no sentido dos nddulos

linfaticos Jjuntamente com gradientes de quimiocinas de



PE2004807 - 44 -

CCL19 e CCL121 dentro das vénulas endoteliais. Todas as
populacdes de DCs diferencialmente maturadas expressaram

CCR7 em niveis elevados (Figura 1C).

DCs apés remocdo das citocinas de maturacdo

(teste da remog¢do por lavagem)

A estabilidade do estatuto de maturacdo ¢é uma
caracteristica importante de DCs aplicaveis em clinica,
devido aos doentes com doencas malignas frequentemente
mostrarem titulos séricos elevados de citocinas inibidoras
(e.g., IL-10, TGF-beta, IL-6). Estas <citocinas podem
influenciar as DCs injectadas revertendo-as para um
estatuto imaturo e tornando o sistema imune do doente

tolerante aos antigénios tumorais usados como vacina.

Para testar se o0g novos cocktails induziam
maturacdo estdvel, testédmos moléculas marcadoras de DCs
importantes apds remocdo por lavagem de todas as citocinas
e incubacdo das DCs pelo menos 40 h apds nova sementeira em
apenas meio. Encontrou-se viabilidade substancialmente mais
baixa em DCs maturadas com o cocktail Kalinski (Figura 2A3).
A figura 2A mostra, como esperavamos, que a viabilidade é
perdida ao longo do tempo, devido as DCs estarem exaustas e
as células nessas condicgbes, apds mais de 60 h apds
incubacdo com cocktail de maturacdo, deixarem de ser
adequadas para terapia. Apenas por motivos de ensaio
testdmos a expressdo na superficie de certas moléculas,

tipo re-inducdo de (CD14, qgque indicaria uma reversdo para
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DCs imaturas. Como a Figura 2B mostra, as cinco DCs
maturadas de forma diferente expressam niveis muito baixos
(menos de 1%) de CDl4 ao mesmo tempo que mantém niveis
elevados do marcador de maturacdo de DCs CD83. Novamente as
DCs maturadas com o cocktail Kalinski, mostraram valores de
CD83 ligeiramente mais baixos que as DCs maturadas com o0s

outros cocktails.

A Figura 2C mostrou estabilidade dos niveis de
expressédo elevados de moléculas co-estimuladoras, CD80 e
CD86, e de manutencdo do potencial migratdério através da

expressdo de CCR7.

DCs apoés congelagcdo e descongelacgdo

Neste passo, procurdmos um método para a geracgdo
de um nUmero elevado de DCs que foram entdo criopreser-

vadas.

Pode-se conceber congelar mondcitos ou, em
alternativa, congelar DCs totalmente maduras, mesmo apds a
exposicdo a antigénios. A Figura 3 mostra os marcadores de
viabilidade e maturacdo das DCs maturadas de forma
diferente apds o procedimento de congelacdo, armazenamento
dentro da fase gasosa do azoto liquido e descongelacdo. E
aceitdvel uma viabilidade acima dos 80%, que se obtém para
as DCs maturadas com Jonuleit e com 0S8 nNOSSOS NOVOS
cocktails (Figura 3A), mas ndo para as DCs maturadas com

Kalinski e com o cocktail 5 (ambos contendo poli I:C). Os
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marcadores de DCs CD83 e CCR7 foram expressos em niveis
elevados e apenas numeros muito baixos de células CD14
foram detectados em todas as populacdes de DCs

descongeladas (Figura 3B e C).

Capacidade alo-estimuladora de DCs

Para testar as capacidades funcionais de DCs,
usamos uma reaccdo de linfdécitos mistos com DCs como
células estimuladoras contra células T alogénicas. Para
controlar capacidades vitais das células T, testédmos a
inducdo de proliferacdo contra um nUmero maximo de
diferentes moléculas MHC (terceira parte = 5 dadores de MNC
mistos), um estimulo mitogénico (PHA) e a citocina
estimuladora de células T IL-2. A Figura 4 mostra estes
controlos para as células T autdlogas (4A) e um exemplo de
células T alogeneicas responsivas (4B). A Figura 4C mostra
DCs irradiadas sem quaisquer células responsivas e
verificou-se que o ensaio apenas determinou a proliferacédo
pelas células responsivas. A Figura 4D indica baixa inducéo
de células T autdlogas comparativamente com um individuo

responsivo alogénico (Figura 4E).

Na Figura 4F, resumimos a proliferacdo de 3
células T responsivas alogénicas independentes apbds
coincubacéo com DCs maturadas de forma diferente
comparativamente com células T autdlogas dos dadores de
DCs. Como esperado a partir das diferencas de MHC entre as

3 células T responsivas respectivas e DCs observamos uma
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elevada capacidade estimuladora. Novamente, DCs maturadas
com cocktail Kalinski falharam em mostrar niveis de
estimulacdo comparaveis com as outras DCs maturadas, oS
quais podem ser devidos a viabilidade mais baixa e uma
maior percentagem de células a morrer durante o proce-

dimento do ensaio.

IL-12p70 e IL-10 libertadas por DCs

Durante 0s processos de diferenciacéo e
maturacdo, as DCs secretam citocinas para o sobrenadante de
cultura. A Figura 5A mostra a secrecdo de IL-12p70 (barras
a cheio) e IL-10 (barras brancas) biologicamente activas
pelas culturas de DCs primadrias. As DCs maturadas com o
cocktail Jonuleit ndo secretam quantidades detectéiveis de
IL-12p70, enquanto o cocktail Kalinski assim como 0s nossos
novos cocktails induziram IL-12p70 nas gamas de ng/ml.
Estes resultados indicam uma capacidade da composicdo para
induzir a producdo de citocinas em DCs. Na Figura 5B, ¢é
visivel que, apbdés simulacdo do encontro de DCs com
potenciais células T dentro dos ndédulos linfaticos através
do ligando CD40, ¢é ainda possivel voltar a induzir IL-12p70
a partir de DCs maturadas no cocktail Kalinski e em menor

grau também usando os nossos novos cocktails.

IL-10, como potencial citocina Th2, contra-regula
a polarizacdo de Thl. Para ter este efeito em conta,
calculéamos 0s valores destas citocinas reguladoras

importantes como tendo teoricamente igual potencial
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bioldégico e determindmos um quociente de IL-12p70/IL-10. A
Figura 5C representa resultados que mostram que o cocktail
Kalinski ¢é superior ao Jonuleit, tal como descrito na
literatura, mas 0sS nossos novos coktails também revelaram
quocientes positivos para a nova inducdo por IL-12 apds 24
h de ligacédo de CD40 e assim secretam mais IL-12p70 que DCs

maturadas com o cocktail Jonuleit.

Para resumir os resultados, divulgamos aqui uma
nova combinacdo de substidncias, incluindo um ligando TLR7/8
e outras citocinas e suplementos, que ¢ capaz de induzir a
maturacdo total de DCs e induzir capacidades reguladoras
Thl nestas células. Comparativamente com a maturacdo de DCs
com o cocktail de Jonuleit, o0s nossos cocktails também
mostraram elevadas viabilidades celulares apds colheita e
congelacéo, elevados niveis de maturacdo através da
expressdo de CD83, moléculas co-estimuladoras e potencial
migratdério através da expressdo de CCR7 assim como
estabilidade da maturacéo. Ao contradrio do cocktail
Jonuleit, o nosso cocktail é capaz de induzir a secrecdo de
IL-12p70 pela cultura primadria assim como apds simulacdo da
interaccdo de células T através da ligacdo de CD40. As DCs
maduras geradas com © nosso novo cocktail combinam as
melhores caracteristicas do cocktail Jonuleit para além de
ganharem capacidades indutoras de Thl através de IL-12p70.
Contrariamente as DCs obtidas apds maturacdo com o cocktail
Kalinski, o nosso novo cocktail resulta em DCs com secrecdo
de IL-12p70 sem o impacto negativo da perda de numeros
celulares causada por processos de morte celular prolon-

gados.
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Os nossos procedimentos para gerar células den-
driticas humanas estdo em conformidade com as regula-
mentacdes das boas préaticas de producdo (GMP) e portanto
sdo Uteis para aplicacdo clinica para Jgerar vacinas, as
quais promovem a polarizacdo Thl das células T efectoras

contra estruturas antigénicas tumorais.

Expressdo de proteina apds transferéncia de RNA

para DCs por electroporagéo

Varias fontes de antigénios foram consideradas
para usar em vacinas contra tumores baseadas em DCs. O RNA
¢ um candidato atraente para oferecer proteinas totais em
DCs para processamento e apresentacdo, ultrapassando assim
a necessidade de conhecer péptidos de ligacdo a MHC
especificos. Para testar a capacidade das DCs ©para
expressarem proteina apds exposicdo a RNA transcrito 1in
vitro, analisé&mos a expressdo de EGFP através de citometria
de fluxo apds transferéncia do correspondente RNA. As
células DC3 ndo foram incluidas devido ao cocktail 3 ser
idéntico ao cocktail 4, excepto as quantidades mais
reduzidas de IFNy e PGE2 (ver, e.g., legenda da fig. 1).
Encontrou-se anteriormente que a expressdo de EGFP atingia
um pico 12-24 h apds transfeccdo de células DCl1 com RNA e a
expressdo era estavel durante 48 h (Javorovic, M., Pohla,
H., Frankenberger, B., Wolfel, T. and Schendel, D.J.
(2005). RNA transfer by electroporation into mature
dendritic cells leading to reactivation of effector-memory

cytotoxic T lymphocytes: a quantitative analysis. Mol.
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Ther. 12: 734- 743), portanto, as percentagens de células
positivas para EGFP e intensidades médias de fluorescéncia
(MFI) foram medidas 24 e 48 h apds electroporacido. Células
DC1 e DC4 expressavam EGFP enquanto as células DC2 néo
expressavam EGFP e as células DC5 ndo expressavam (Fig. 0)
ou expressavam niveis muito baixos de EGFP (dados né&o
apresentados). O ligando TLR3, poli (I:C), estava presente
no cocktail Kalinski e no cocktail 5 (células DC2 e DC5,
respectivamente) mas ndo existia no cocktail Junoleit
(células DCl) e no cocktail 4 (células DC4). O cocktail
Kalinski também continha IFNa, o qual ndo estava presente
em qualquer outro cocktail. E interessante termos
encontrado na literatura que DCs maturadas apenas com IFNa
também falhavam a expressdo da ©proteina EGEFP apbs
transferéncia de RNA (Frankenberger, B., et al. (2005).
Cell-based vaccines for metastatic renal cell carcinoma:
genetically-engineered tumor <cells and monocyte-derived

dendritic cells. World J Urol. 3:166-174).

Indugdo da secregdo de IFNy pelas células T com

DCs pulsadas com péptidos

Devido as células DC5 ndo puderem ser carregadas
com RNA, a sua capacidade para apresentar péptidos foi
testada como uma alternativa (Fig. 7). Linfécitos autdlogos
da fraccdo ELUTRA 3 de um dador positivo para HLA-A*0201
foram estimulados durante 7 dias com DCs pulsadas com
péptidos maturadas nos cocktails 3-5 comparativamente com o
cocktrail Jonuleit. As células foram entdo re-estimuladas

durante 24 h com mondécitos autdlogos mais péptidos CEF e
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analisadas num ensaio IFNy-ELISPOT. Foram encontradas
respostas especificas de péptidos com todas as populacdes
de DCs, demonstrando que as células DC5H podiam apresentar

péptidos para activacdo de células T.

Assim, encontrdmos que a presenca de poli (I:C)
nos cocktails de maturacdo evitavam que as DCs fossem
capazes de expressar proteinas apds carregamento com RNA
exbgeno, presumivelmente através de mecanismos de activacédo
de TLR3 para proteger as células do RNA estranho (Kato et
al., (2006) Differential roles of MDA5 and RIG-I helicases
in the recognition of RNA viruses. Nature 441: 101-105).
Assim, DCs maturadas em meio Kalinski ou cocktail 5 néo
podem ser usadas para vacinas baseadas em RNA, se bem que
ambos sejam adequados para usar com péptidos, como aqui se
mostra para o cocktail 5 e anteriormente publicado para o
cocktail Kalinski (Mailliard, R. B. et al. (2004). alpha-
type- 1 polarized dendritic cells: a novel immunization
tool with optimized CTL- inducing activity. Cancer Res. 64:
5934-5937). Pelo contrédrio, os cocktails 3 e 4 seriam bem
adequados para a geracdo de DCs produtoras de IL-12p70
usando péptidos ou RNA como fontes de antigénios associados

a tumores para desenvolvimento de vacinas contra o cancro.

Resposta de interferdo gama de linfécitos autéd-

logos estimulados com DCs maduras

Os linfécitos de um dador HLA-A*(0201 foram

estimulados com DCs autdlogos maturados usando o cocktail
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Jonuleit, o cocktail Kalinski e trés novos cocktails

descritos na patente.

Linfécitos do sangue periférico (PBLs) foram
separados por elutriacdo estando contidos na fraccdo 3, em
que 54,8% das células eram linfécitos T positivos para CD3
e 17,7% células positivas para CD56, que ¢é caracteristico
das células assassinas naturais (NK). Os PBLs na fraccédo 3
da elutriacéao foram directamente incubados com as
diferentes populacdes de DCs maturadas usando diferentes
cocktails e a sua secrecdo de interferdo gama (IFN-gama)

foi medida, apdbdés 24 h, num ensaio de ELISPOT convencional.

Para anélise por ELISPOT, PBLs da fraccdo 3
ELUTRA foram semeados em 50 upl por alvéolo em triplicados
em placas de PVDF pré-revestidas com anticorpo (Mabtech AB,
Nacka, Sweden),seguindo-se incubacdo das placas durante 2
h, a 37°C, em meio de cultura RPMI 1640 suplementado com L-

glutmaina 2 mM, piruvato de sédio 1 mM, penici-

AC

lina/estreptomicina (100 U/ml) e 10% de soro humano AB
(BioWhittaker, Verviers, Belgium) para bloquear a ligacéo
inespecifica. O anticorpo de captura foi o clone especifico
de IFNy 1-DIK (Mabtech). As populacdes de DCs foram
cuidadosamente adicionadas aos alvéolos. Para avaliacdo do
fundo, as DCs e os linfécitos foram semeados sozinhos. O
volume total de cultura foi 150 pl e as placas foram
incubadas numa incubadora com atmosfera humida, a 37°C, com
5% COz durante 24 h. Apds remocdo das células e lavagem

extensiva com PBS/0,5% Tween20, a incubacdo com o anticorpo
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de deteccdo Dbiotinilado, clone 7-B6-1 (Mabtech) e a
revelacdo das manchas foram realizadas como anteriormente
descrito (1,2), com a excepcdo de serem usadas estrepta-
vidina-fosfatase alcalina e a solucdo de substrato pronta a
usar BCIP/NBT-plus. As manchas foram contadas usando o
sistema de leitura AID ELR0O3 com o programa informatico

3.2.3(AID Autoimmun Diagnostika GmbH, Strassberg, Germany).

Para activacdo, os linfécitos da fraccdo 3 ELUTRA
foram semeados a 1 x 10° células/alvéolo com 1 x 10° DCs
carregadas com péptido em placas de 24 alvéolos, em meio
RPMI 1640 com 10% de soro humano; 30 UI/ml de IL-2 foram
adicionadas em d3 e os linfécitos colhidos em d7. Os
péptidos de ligacdo a HLA-A*0201 incluiram: CMVpp65495-503
(NLVPMVATV), EBV-BMLF1280-288 (GLCTLVAML), proteina Ml do
virus da gripe 58-66 (GILGFVFETL) ou o lote de CEF (PANATecs
GmbH, Tuebingen, Germany) contendo dois outros péptidos,
EBV-ILMP-2426-434 (CLGGLLTMV) e RNA polimerase do virus da
gripe PA46-54 (FMYSDFHFI). As células T activadas in vitro
e os mondbécitos autdlogos com ou sem péptidos CEF foram
incubados em meio RPMI 1640 contendo L-glutamina 2 mM,
piruvato de sédio 1 mM, penicilina/estreptomicina (100
UI/ml), 10% soro humano AB (BioWhitaker, Verviers, Belgium)
e 20 UI/ml IL-2 a 37°C com 5% COz durante 24 h. A andlise
por IFNy-ELISPOT foi «realizada como descrito (Becker,
C.,et. al. (2001) . Adoptive tumor  therapy with T
lymphocytes enriched through an IFNy capture assay. Nat Med
7 1159-1162; Pohla, H., et al. (2000) . Allogeneic

vaccination for renal <cell carcinoma: Development and
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monitoring. Bone Marrow Transplant. 25: 83-87), com
excepcdo de serem usadas na deteccdo placas de PVDF pré-
revestidas com anticorpo e estreptavidina-fosfatase
alcalina e a solucdo de substrato pronta a usar BCIP/NBT-
plus (Mabtech). As manchas foram contadas usando o sistema
de leitura AID ELRO3 com o programa informatico 3.2.3 (AID

Autoimmun Diagnostika GmbH, Strassberg, Germany).

As células produtoras de interferéo gama
dominantes detectadas neste ponto de tempo precoce (ver
Figura 8) s&o células NK activadas, contrariamente as
experiéncias acima, onde as respostas representam as
células T especificas de péptidos estimuladas pelas DCs
durante o periodo de activacdo de 7d (ver Figura 7). Esta
andlise demonstrou que a activacdo de células NK era
estimulada cerca de trés vezes usando DCs maturadas no
cocktail DC5, comparativamente com os cocktails DC1l, DC3 e

DC4.

Em conjunto, estes estudos mostram gque as DCs e,
particularmente, as do cocktail 5 s&o capazes de activar as
células assassinas naturais (Figura 8) assim como re-
estimular eficazmente as células T efectoras especificas de
péptido que reconhecem epitopos derivados de citome-

galovirus, virus Epstein-Barr e virus da gripe.

3. Resumo do exemplo

Vacinas baseadas em células dendriticas (DC)
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frequentemente utilizam DCs derivadas de mondcitos
maturadas com um cocktail de citocinas (Jonuleit) de IL-1
B, TNFoa, IL-6 e prostaglandina E2 (PG). Para obter DCs que
dirigem as células T para resposta Thl, pensdmos em
cocktails que originam DCs que produzem IL-12p70 biologi-
camente activa. Apds elutriacdo dos produtos de aferese por
ELUTRA, cultivédmos mondécitos enriquecidos com GM-CSF e IL-4
durante 6 dias em meio GMP com soro humano. As DCs imaturas
foram maturadas durante 24 h com varios cocktails, contendo
ligandos TLR7/8 com ou sem poli I:C e interferdo vy, PG, IL-
1B e TNFa. As DCs maturadas expressavam >80% CD83, CD86,
CD80 e HLA-DR, CD40, >60% CD209 (dados ndo apresentados),
<2% CD14 e >60% de CCR7 receptor das quimiocinas residentes
nos noéddulos linfaticos. As Dcs mativeram a totalidade da
maturidade e expressaram marcadores de superficie tipicos
apdés criopreservacdo e apds remocdo das citocinas por

lavagem e continuacdo da cultura durante 44 h.

IL-12p70 e IL-10 estavam presentes nos sobre-
nadantes de DCs maturadas com os cocktails contendo os
ligandos TLR7/8. Um cocktail de IFNy, IL-1B, TNFa, PG e o
ligando de TLR7/8 R848 deram DCs que secretavam IL-12p70
apds colheita e 24 de cocultura com fibroblastos
transfectados com CD40L, simulando o encontro com células T
nos nédulos linfaticos. Calculédmos as gquantidades relativas
de IL-12p70 versus IL-10 e encontramos que as nossas DCs
revelavam apenas um quociente ligeiramente inferior de IL-
12 relativamente a IL-10 como descrito por Kalinski (IL-

1B, TNFa, IFNa, IFNB, poli I:C).
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A funcionalidade das DCs maturadas com 0S NoOSSOS
novos cocktails foi testada através da cultura de
linfécitos mistos e ensaios de ELISPOT. As nossas DCs
induziram alo-respostas e estimularam as células T
especificas de antigénios virais de forma comparavel as Dcs

geradas pelo cocktail Jonuleit (dados n&do apresentados).

Resumindo, este novo cocktail para maturacdo de
DCs combina caracteristicas de boa colheita, recuperacdes
razoaveis, estabilidade dos marcadores de maturacdo e
capacidade de inducdo de Thl com procedimentos GMP

necessarios as vacinas de DCs de elevada qualidade.

Lisboa, 21 de abril de 2015
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REIVINDICACOES

1. Um método para a maturacdo in vitro de pelo
menos uma célula dendritica imatura, compreendendo a
estimulacdo da referida célula dendritica imatura com
TNFo, IL- 1B, IFNy, um agonista de TLR7/8 e prostaglandina

E2 (PG).

2. O método da reivindicacdo 1, compreendendo
ainda a estimulacdo da referida célula dendritica imatura

com um agonista de TLR3, de preferéncia poli I:C.

3. O método de qualgquer uma das reivindicacdes
1 ou 2, em que as referidas substdncias sdo parte de uma
composicdo adicionada ao meio de cultura da referida célula

dendritica imatura.

4, 0O método de qualgquer uma das reivindicacdes
1 a 3, em que o referido agonista de TLR7/8 é um composto
modificador da resposta imune tipo imidazogquinilona, de
preferéncia em que o referido composto modificador da
resposta imune tipo imidazoquinilona é 4-amino-etoximetil-

a,o-dimetil-1H-imidazol[4,5-c]lquinolina-1-etanol (R848).

5. O método de qualgquer uma das reivindicacdes
1 a 4, em que a referida célula dendritica imatura € uma
célula dendritica imatura derivada de mondcito, de
preferéncia derivada de células mononucleadas do sangue

periférico humano, mondbcitos, outras células progenitoras
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mieldides ou a partir de células progenitoras CD34 através
de diferenciacdo in vitro para células positivas para CD14
ou em qgue a referida célula dendritica imatura ¢é obtida

directamente a partir de sangue periférico.

6. O método de qualgquer uma das reivindicacdes
1 a 5, em que a célula dendritica imatura é obtida através
da incubacdo de células mononucleadas de sangue periférico,
mondécitos ou outras células progenitoras mieldides com GM-

CSF e IL-4 ou IL-13.

7. 0O método de qualguer uma das reivindicacdes
1 a 6, em que a célula dendritica imatura ¢é de origem

humana.

8. O método de qualquer uma das reivindicacdes

1 a 7, compreendendo 0s seguintes passos:

a) preparacéao de células mononucleadas de sangue
periférico, de preferéncia em que as referidas células
mononucleadas sdo obtidas através de leucoferese de sangue
periférico,

b) incubacdo das células mononucleadas do passo a) com GM-
CSF e IL-4 ou IL-13, de preferéncia em que a referida
incubacdo tem a duracdo de 1 a 9, de preferéncia 2 a 9,
mais de preferéncia 2 a 6 dias,

c) incubacdo das <células obtidas no passo b) com um
cocktais compreendendo TNFa, IL- 1B, IFNy, um agonista de
TLR7/8, prostaglandina E2 (PG) e, facultativamente, um

agonista de TLR3, de preferéncia poli I:C, de preferéncia
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em que a referida incubacdo tem a duracdo de 12 h a 72 h,
de preferéncia 20 h ou 24 h e

d) colheita da célula ou células dendriticas maduras.

9. O método de qualquer uma das reivindicacbes
1 a 8, em que célula(s) dendritica(s) madura(s) é/sdo ainda
carregada(s) in vitro com um ou mais antigénios, de
preferéncia em que o referido antigénio ou antigénios sé&o
supostos induzir a maturacdo de células T efectoras dentro
dos nédulos 1linfaticos, mais de preferéncia em que o
referido carregamento ¢é realizado através da incubacéo
da(s) células dendritica(s) imatura(s) com pelo menos um
péptido do referido antigénio ou através da transfeccédo
da(s) células dendritica(s) com RNA ou DNA codificador de

antigénio.

10. Uma populacdo de células dendriticas madu-
ras, obtida através do método de qualguer uma das reivin-
dicacdes 1 a 6, 8 ou 9, em gque a célula dendritica imatura
é de origem humana e em que TNFa ¢ usado numa concentracdo
de 1 ng/ml a 50 ng/ml, IL-1B é usada numa concentracdo de 1
ng/ml a 50 ng/ml, IFNy ¢é usado numa concentracdo de 500
U/ml a 1000 U/ml, o agonista de TLR7/8 ¢ wusado numa
concentracdo de 0,2 upg/ml a 5 npg/ml, PGE2 ¢ usado numa
concentracdo de 50 ng/ml a 5000 ng/ml e o agonista de TLR3

¢ usado numa concentracdo de 10 ng/ml a 50 ng/ml.

11. Uma composicdo farmacéutica compreendendo a
populacdo de células dendriticas imaturas da reivindicacédo

10.
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12. A populacdo de células dendriticas maduras
da reivindicacdo 10 para usar no tratamento de uma doenca
seleccionada do grupo consistindo em doencas tumorais e

doencas infecciosas.

13. 0 uso combinado in vitro de TNFa, IL- 1,
IFNy, um agonista de TLR7/8, prostaglandina E2 (PG) e,
facultativamente, um agonista de TLR3, de preferéncia poli
I:C, para a preparacdo de pelo menos uma célula dendritica

madura.

14. O uso da reivindicacédo 13, em que o referido
agonista de TLR7/8 ¢ um composto modificador da resposta
imune tipo imidazoquinilona, de preferéncia 4-amino-
etoximetil-o,oa-dimetil-1H-imidazol[4,5-c]quinolina-1-

etanol (R848).

15. Uma composicdo compreendendo TNFa, IL- 1,
IFNy, um agonista de TLR7/8, prostaglandina E2 (PG) e,
facultativamente, um agonista de TLR3, de preferéncia poli
I:C, de preferéncia em que o referido agonista de TLR7/8 ¢é
um composto modificador da resposta imune tipo imidazo-
quinilona, de preferéncia 4-amino-etoximetil-o,da-dimetil-

1H-imidazol[4,5-c]quinolina-1-etanol (R848).

Lisboa, 21 de abril de 2015
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