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AS CELULAS T REGULADORAS (TREG) LIMITAM A AUTOIMUNIDADE MAS PODEM TAMBEM
ATENUAR A MAGNITUDE DE ANTI-PATOGENEOS E DA IMUNIDADE ANTI-TUMORAL. A
COMPREENSAO DO MECANISMO DE FUNCIONAMENTO DAS TREG E A MANIPULACAO
TERAPEUTICA DAS TREG IN VIVO REQUER A IDENTIFICACAO DE RECEPTORES SELECTIVOS
DESTAS CELULAS. A ANALISE COMPARATIVA DE ARRAYS DE EXPRESSAO GENICA A PARTIR
DE ANTIGENEOS ESPECIFICOS DAS CELULAS T CD4+, DIFERENCIANDO-SE EM
EFECTOR/MEMORIA OU EM UM FENOTIPO REGULADOR, REVELOU A EXPRESSAO SELECTIVA
DO TREG LAG-3 (CD223, UMA MOLECULA RELACIONADA COM CD4 QUE SE LIGA AO
COMPLEXO MHC CLASSE Il. A EXPRESSAO DE LAG-3 NAS CELULAS TREG CD4+
CORRELACIONA-SE COM A ACTIVIDADE SUPRESSORA DESTAS CELULAS IN VITRO, E A
EXPRESSAO ECTOPICA DE LAG-3 NAS CELULAS T CD4 CONFERE UMA ACTIVIDADE
SUPRESSORA SOBRE AS CELULAS T. ANTICORPOS CONTRA LAG-3 INIBEM ESTA SUPRESSAO
QUER IN VITRO, COMO IN VIVO. O LAG-3 MARCA POPULAGOES DE CELULAS T REGULADORAS
E CONTRIBUI PARA A SUA ATIVIDADE SUPRESSORA.



RESUMO

“REGULAGAO DE CELULAS T”

As células T reguladoras (Treg) limitam a autoimunidade
mas podem também atenuar a magnitude de anti-patogéneos e da
imunidade anti-tumoral. A compreensdao do mecanismo de
funcionamento das Treg e a manipulacdo terapéutica das Treg
in vivo requer a identificacdo de receptores selectivos
destas células. A andlise comparativa de arrays de expressao
génica a partir de antigéneos especificos das células T CD4+,
diferenciando-se em efector/meméria ou em um fendtipo
regulador, revelou a expressao gselectiva do Treg LAG-3
(CD223, uma molécula relacionada com CD4 gque se liga ao
complexo MHC classe II. A expressdao de LAG-3 nas células Treg
CD4+ correlaciona-se com a actividade supressora destas
células in vitro, e a expressao ectdpica de LAG-3 nas células
T CD4 confere uma actividade supressora sobre as células T.
Anticorpos contra LAG-3 inibem esta supressao quer in vitro,
como in vivo. O LAG-3 marca populagdes de células T

reguladoras e contribui para a sua atividade supressora.



DESCRIGAO

“REGULAGAO DE CELULAS T”

CAMPO DA INVENGAO

A presente invencdo diz respeito a métodos terapéuticos

e de triagem de féarmacos.

ANTECEDENTES DA INVENQAO

Vadrias doencas sao caracterizadas pelo desenvolvimento
de imunossupressao progressiva em um paciente. A presenca de
uma resposta imunitdria em pacientes com cancro tem sido
particularmente bem documentada. Doentes com cancro e ratos
portadores de tumores demonstraram ter varias fungdes
imunitdrias alteradas, tais como: diminuicao da
hipersensibilidade do tipo retardado, uma diminuicdo da
funcédo litica e da resposta proliferativa de linfécitos. S.
Broder et al., N. Engl. J. Ned, 299: 1281 (1978); Hersh, EM
et al., N. Engl. J. Med., 273: 1006 (1965); North and
BuARNuker, (1984). Muitas outras doencas ou intervencgdes sao
também caracterizadas pelo desenvolvimento de uma resposta
imunitdria deficiente. Por exemplo, a imunossupresséao
progressiva foil observada em pacientes com sindrome de
imunodeficiéncia adguirida (SIDA), sepsia, lepra, infeccgdes
por citomegalovirus, maldria e semelhantes, bem como com
tratamentos de quimio- e de radioterapia. 0Os mecanismos
responsadveis pela regulacdo negativa da resposta imunitaria,

no entanto, nao foram ainda completamente elucidados.

A resposta imunitdria ¢é um fendmeno complexo. Os

linfécitos T (células T) sao fundamentais para o



desenvolvimento de todas as reag¢des imunitdrias mediadas por
células. As células T auxiliares controlam e modulam o
desenvolvimento de respostas imunitédrias. As células T
citotdxicas sao células efetoras, gque desempenham um papel
importante em reaccgdes imunolégicas contra parasitas
intracelulares e virus, através da 1lise das células alvo
infectadas. As células T «citotdxicas, também tém sido
implicadas na proteccgao do organismo contra o desenvolvimento
de cancros através de um mecanismo de vigilédncia imunoldgica.
As células T reguladoras Dbloqueiam a inducdo e/ou a
actividade de células T auxiliares. As células-T em geral nao
reconhecem o antigénio livre, mas reconhecem-no na superficie
de outras células. Estas outras células podem ser células
especializadas apresentadoras de antigénios capazes de
estimular a divisao das células T ou podem ser células
infectadas viralmente dentro do corpo gque se tornam um alvo

para as células T citotédxicas.

As células T citotdxicas reconhecem, geralmente,
antigénios em associacdao com o Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC) de <classe I, produtos que sao
expressos em todas as células nucleadas. As células T
auxiliares, e a maioria das células T, que proliferam em
resposta ao antigénio in vitro, reconhecem o antigénio em
associacdao com produtos do MHC de classe II. 0Os produtos de
classe IT sao expressos a grande custo em células
apresentadoras de antigénios e em alguns linfdcitos. As
células T podem também ser divididas em duas subpopulacdes
principais com base nas suas glicoproteinas de membrana, tal
como definido com anticorpos monoclonais. O subconjunto de
células CD4+ que exprime uma glicoproteina de 62 kD,
reconhece geralmente o antigénio no contexto de antigénios da

classe 1II, enquanto qgue o subconjunto CD8+ expressa uma



glicoproteina de 76 kD e é restrito ao reconhecimento de

antigénios no contexto do MHC de classe I.

0 aumento da resposta imunitdria em animais
imunocomprometidos, por meio de perfusdes de linfocinas,
imunoterapia adoptiva, tem tido um sucesso varidvel e
limitado. Sdo0 necessdrios métodos para melhorar este tipo de
tratamento. Por exemplo, fornecer linfécitos, sangue e outras
perfusdes celulares aos pacientes imunodeficientes sob certas
condicdes. No entanto, acelerar e melhorar a reconstituicao
de uma populacdo de células T saudavel pode proporcionar um
aumento significativo dos Dbeneficios e a eficédcia de

tratamento para esses pacientes.

Algumas condig¢des podem resultar em uma actividade
deletéria das células T. Por exemplo, doencas inflamatdrias e
autoimunitdrias mediadas por células T sdo caracterizadas por
uma actividade deletéria de células T, na qual as células T
que reconhecem auto—-antigénios proliferam e atacam as células
que expressam esses antigénios. Outros exemplos incluem a
ocorréncia de rejeicdao de um enxerto mediada por células T do

hospedeiro e enxerto versus doenca do hospedeiro.

As terapias imunossupressoras existentes, disponiveis
para tratar estas condig¢des incluem a administracao de
compostos imunossupressores tais como: ciclosporina A, FK506
e rapamicina. No entanto, estas terapias nao sao inteiramente
eficazes e estdo associadas a efeitos secundarios adversos
significativos, tais como nefrotoxicidade, hepatotoxicidade,
hipertensdo, hirsutismo, e neurotoxicidade. Assim, terapias
adicionais, que podem suprimir de modo mais eficaz a
actividade das células T e com menos efeitos secunddrios séao

necessarias para tratar estas condicdes.



A homeostasia linfocitica ¢é um processo bioldgico
central que ¢ fortemente regulado. Tanchot, C. et al.,
Semin.Immunol. 9: 331-337 (1997); Marrack, P. et al.,
Nat.Immunol. 1: 107-111 (2000), C. D. Surh, C.D. e Sprent,
J., Microbes.Infect. 4: 51-56 (2002); Jameson, S.C.,
Nat.Rev.Immunol. 2: 547-556 (2002). Apesar do controlo
molecular deste processo ser pouco compreendido, as moléculas
envolvidas na mediacdo de duas vias de sinalizacdo, sao
consideradas essenciais. Pela primeira vez, o reconhecimento
de moléculas préprias do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) ¢é importante na manutencao da
homeostasia das células T ingénuas (“naive”) e funcao das
células T de memdéria. Takeda, S. et al., Immunity 5: 217-228

(1996); Tanchot, C. et al., Scilience 276:2057-2062 (1997).

Além do mencionado anteriormente, estudos recentes
demonstraram que a expressao do receptor das células T (TCR)
¢ necessdria para a sobrevivéncia continuada de células T
ingénuas. Polic, B. et al., Proc. 98: 8744-8749 (2001);
Labrecque, N. et al., Immunity .15: 71-82 (2001). Segundo, as
citocinas que sinalizam via a cadeia gama comum (yc) sSao
fundamentais para a sobrevivéncia e homeostasia de células T
ingénuas, especialmente a interleucina-7 (IL -7). Schluns,
K.S. et al., Nat.Immunol. 1: 426-432 (2000); Tan, J. T. et
al., Proc. 98: 8732-8737 (2001. Todas estas moléculas regulam
positivamente a homeostasia das células T. Em oposicao,
apenas o CTLA-4 e o TGF-B tém sido implicados na regulacéao
negativa da homeostasia das células T, embora ainda necessite
de confirmagdo através da transferéncia de células T para
hospedeiros linfopénicos ou andlise da expansdo neonatal.
Waterhouse, P. et al. , Science 270: 985-988 (1995); Tivol,
E.A. et al., Immunity 3: 541-547 (1995); Lucas , PJ et al.,



J. Exp. Med. 191: 1187-1196 (2000); Gorelik , L. e Flavell ,
RA, Immunity 12: 171-181 (2000).

A molécula LAG-3 é especialmente interessante devido a
sua estreita relacdo com o CD4. A LAG-3 tem uma organizacao
genémica semelhante ao CD4 e reside na mesma localizacgéo
cromossémica. Bruniquel, D. et al., Immunogenetics 47:. 96-98
(1997). A LAG-3 ¢é expressa em células CD4+ activadas e
linfécitos T CDO+ oaff e um subconjunto de células T yvO e
células NK. Baixeras, E. et al., J. Exp. Med. 176: 327-337
(1992); Triebel, F. et al., J. Exp. Med. 171: 1393-1405
(1990); Huard, B. et al., Immunogenetics. 39: 213-217 (1994);
Workman, CJ et al., Eur.J.Immunol. 32: 2255-2263 (2002). Tal
como o CD4, a LAG-3 liga-se a moléculas do MHC classe II, mas
com uma afinidade muito mais elevada. Huard, B. et al.,
Immunogenetics 39: 213-217 (1994) ; Huard, B. et al.
Eur.J.Immunol. 25: 2718-2721 (1995).

O transplante de células que expressam a LAG-3 na sua
superficie resulta na proteccdo contra a rejeicdo do enxerto

(Patente de invencado internacional WO 98/23748).

BREVE RESUMO DA INVENQAO

LA  presente invencdo ¢é definida nas reivindicagdes

anexas.

BREVE DESCRIGAO DAS FIGURAS

Figura 1A a 1E. As células T CD4+ especificas da HA
tornam-se tolerantes e desenvolvem a actividade das
células T reguladoras aquando da transferéncia adoptiva

para ratinhos transgénicos C3-HA™?, (Figura 1A) Ratinhos



transgénicos C3-HAhigh expressam altos niveis de HA em

varios compartimentos epiteliais, com o nivel mais elevado

expresso no epitélio pulmonar. Os receptores ou
destinatdrios C3-HAhigh morrem entre 4-7 dias apds a

transferéncia adoptiva de 2,5X106 células T CD4+
transgénicas para TCR especificas de HA (6.5), devido a
pneumonia associada com uma fase efectora transiente de
activacao que ocorre antes do desenvolvimento de um
fenétipo anérgico. A transferéncia de um numero inferior
de células T CD4+ 6.5 resulta numa patologia pulmonar
menos grave e os receptores C3-HAM" sobrevivem a
transferéncia. Células T 6.5 residuais tornam-se anérgicas
tal como definido pela sua incapacidade de ©produzir
interferdao y ou de proliferar para o antigénio HA 1in
vitro. 0Os ratinhos que receberam uma dose sub-letal de
células T 6.5 estdao protegidos contra a subsequente
perfusdo de 2.5%X10° células T ingénuas 6.5. Assim, as
células T toleradas inicialmente desenvolvem actividade
Treg gque suprime a pneumonia letal induzida por uma
segunda dose elevada de células T 6.5. (Figuras 1B a 1E)
Localizacdo de células T efetoras/memdéria vs. Supressao de
células T em ratinhos C3-HA"™9", As células T ingénuas (Thy
1.1+/1.2-) foram transferidas adoptivamente para
receptores C3-HAhigh (Thy 1.1-/1.2+), quer na auséncia
quer na presenga de células 6.5 anérgicas/Treg (Thy 1.1-
/1.2 +). Os bacos e o0s pulmdes foram retirados 3 dias apds
a transferéncia adoptiva e as células Thy 1.1+ foram
coradas por 1imunohistoquimica. Na auséncia de células T
reguladoras, as células T efetoras sdo distribuidas pelos
foliculos do bag¢o (Figura 1B) e infiltram os vasos
pulmonares (Figura 1C). Na presenca de células Treg, as
células T 6.5 especificas de HA suprimidas ficam

sequestradas na bainha linfatica peri-arteriolar do baco



(Figura 1D) e deixam de se infiltrar nos vasos pulmonares

(Figura 1B).

Figura 2RA-2C. A LAG-3 ¢é diferencialmente expressa entre
células T CD4+ anérgicas/Treg e efetoras/meméria e a
expressao da LAG-3 expressao em células T CD4+
anérgicas/Treg estd correlacionada com a expressdo de IL-
10. A expressdo diferencial foi verificada por andlise
génica em chip e foi confirmada por (Figura 2A) RT-PCR
quantitativo em tempo real. A expressdo diferencial de
LAG-3 em dias anteriores (dia 2 ao dia 4) estende-se até
30 dias apdés a transferéncia adoptiva. (Figura 2B) Os
niveis da proteina de superficie celular LAG-3 foram
analisados por coloracdo com anticorpos. 0s esplendcitos
foram recolhidos a partir de ratinhos C3-HAhigh, tipo
selvagem B10.D2 imunizados com Vac-HA, ou ratinhos wt
B10.D2 5 dias apds 1injecdao I.V. com esplendcitos 6.5+/-
Thyl.1l+/-, e preparados em uma suspensdao de célula unica.
Todas as amostras foram primeiramente incubadas com IgG de
rato total para bloquear o8 receptores Fc. As células
foram coradas com anticorpos especificos para TCR anti-
6.5-biotina+SA-APC, LAG-3-PE, ou o0s controlos de isotipo
correspondentes. As células foram duplamente fechadas na
populacdo total de linfdécitos e dos linfécitos 6.5
positivos. Controlo de isotipo-linha ponteada, Células
ingénuas—-1linha cinza claro, Células efetoras/memdéria-linha
cinza escura, células anérgicas/Treg-linha preta. (Figura
2C) A andlise de mualtiplas amostras de populacdes
anérgicas/Treg durante varios ensaios confirma uma
correlacdo directa entre o nivel de LAG-3 e o nivel de

mMARN de IL-10.



Figura 3A-3B. A LAG- 3 € expressa em células T reguladoras
induzidas, independentemente de CD25, e €& um marcador de
funcdo Treg. (Figura 3A) Células T 6.5 anérgicas/Treg a
partir de Dbacos de receptores C3-HAhigh 5 dias apds a
transferéncia foram coradas para a expressao de LAG-3 e a
expressao de CD25, e comparadas com os controlos de
isotipo. (Figura 3B) As células foram sorteadas em quatro
populacdes baseadas na coloracao da LAG-3 e do CD25 de
superficie: LAG-3highCD25high, LAG-3highCD2510ow, LAG-
31owCD25high e LAG-3lowCD25low. 1x105 de <cada um dos
diferentes subconjuntos de células foram adicionados como
supressores em um ensaio de supressdo in vitro com 1x104
células 6.5 CD4+ ingénuas como respondedoras. As células
LAG-31lowCD251low foram as menos supressivas. As células LAG-
3highCD25high, LAG-3highCD25low, e LAG-3lowCD25high sao
compardveils em termos de actividade supressiva, sendo que
as células LAG-3highCD25high duplamente positivas exibiram
a actividade mais supressiva. Este ¢é o resultado

representativo de trés experiéncias reprodutiveis.

Figura 4. Os anticorpos anti-LAG-3 blogqueiam a actividade
Treg in vitro. 0 anticorpo monoclonal anti-LAG-3
adicionado ao ensaio de supressao in vitro em uma
concentragdo de 2 mg/ml, inverte totalmente a supressédo da
proliferacao das células T CD4+ 6.5 ingénuas 1in vitro
pelas células CD4+ 6.5 supressoras em um racio de 0,04:1

de supressoras:respondedoras.

Figura 5A a 5C. O anticorpo anti-LAG-3 elimina a supressao
in vivo exercida pelas células Treg CD4+ 6.5, através da
inibicdo directa das células Treg. (Figura 5A) 0Os ratinhos
C3-HAhigh pré-tratados com 8 000 células T CD4+ 6.5

sobreviveram ao desafio subsequente com 2,5X106 de células



T CD4+ 6.5 administradas quatro dias apds o
estabelecimento da transferéncia inicial da populagédo Treg
(com proteccgao). Sem o pré-tratamento subletal, oS
receptores C3-HAhigh morrem 4-6 dias apds o desafio letal
(sem protecgdo). O anticorpo monoclonal anti-LAG-3 (200
pg) foi administrado I.V. aos ratinhos C3-HAhigh com a
dose letal de células T 6.5, 4 dias depois de terem sido
previamente tratados com 8 000 células T CD4+ 6.5 e outra
dose de 200 pg foi administrada 2 dias depois. Os ratinhos
tratados com o anticorpo anti-LAG-3 nado toleraram o
desafio letal subsequente (Protecao + aLAG-3) . Em
oposicdo, o tratamento com o anticorpo controlo de isotipo
de IgGl de rato nado conseguiu eliminar a supressadao in vivo
(Protecdao + RatIgGl). (Figuras 5B e 5C) O anti-LAG-3 mlb
ndo hiperativou as células T CD4+ 6.5 ingénuas na auséncia
de Treg. O0Os ratinhos C3-HAhigh receberam quer 2.5X105
(dose sub-letal; Fig.5B) quer 8X105 (letalidade parcial
entre 7 a 14 dias apds a transferéncia; Fig.5C) de células
T CD4+ 6.5 ingénuas em associacdo com o anticorpo anti-
LAG-3, o anticorpo controlo de rato, o anticorpo de IgGl,
ou sem anticorpo. Nao foi observada letalidade com as
perfusdes do anticorpo anti-LAG-3 em uma dose de 2.5x105,
enquanto que a letalidade na dose a 8x105 nao foi afectada

pelos anticorpos anti-LAG-3.

Figura 6A a 6D. Papel da LAG-3 em células T CD4+CD25+
naturais. (Figura 6A) Células T CD4+CD25+ naturais tém
maiores niveis de expressdao do mARN de LAG-3 em comparacao
com as suas células CD4+CD25- correspondentes. As células
T CD4+CD25+ e CD4+CD25- foram purificadas a partir de
nédulos linfaticos de BALB/c selvagem. As células T
CD4+CD25+, a populacdo documentada para conter as células

T reguladoras naturais, tém niveis significativamente mais
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elevados de ARN de CD25 e LAG-3, bem como para CTLA-4,
GITR e Foxp3, em comparagao com  as suas células
correspondentes CD4+CD25- (A expressao de cada mARN no
subconjunto de células CD4+CD25- foi normalizada para um
valor de 1). (Figura 6B) A coloracdo da LAG-3 a superficie
¢ negativa em células T naturais reguladoras CD4+CD25+,
bem como nas suas células CD4+CD25- correspondentes. No
entanto, a coloracdo intracelular para a LAG-3 revela uma
populacdao positiva de células CD4+CD254+, mas nao em
células T CD4+CD25-. (Figura 6C) As células T CD4+CD25+
separadas a partir dos ndédulos linfaticos the ratinhos
BALB/c foram utilizadas como supressoras e as células T
CD4+CD25- como respondedoras em um ensaio in vitro de
supressdo (rdcio de 0,04:1 de supressor:efetor), sendo os
anticorpos anti-CD3 (0,5 pg/ml) o estimulo das células T.
Os anticorpos anti-LAG-3 a concentragdo de 50 pg/ml em
revertem a supressao in vitro das células T regulatdrias
CD4+CD25+ naturais ao passo que o anticorpo de isotipo
controlo nao o faz. (Figura 6D) Apds o ensaio de supressao
em C, as células CD4+CD25+ (distintas das células efetoras
por marcagdao com Thyl.2) foram coradas com anti-LAG-3 ou o

anticorpo de isotipo controlo.

Figura 7. Expressao ectdpica do tipo selvagem, mas nao da
forma mutante de LAG-3 em células T CD4+ 6.5 deletadas de
Cd25 confere potente actividade reguladora in vitro. As
células T CD4+ 6.5 foram primeiramente suprimidas de
quaisquer Tregs CD25+ “natural” e, em seguida,
transduzidas com vectores retrovirais baseados em MSCV que
codificam a GFP apenas, a GFP + tipo selvagem de LAG-3 ou
GFP + um mutante LAG-3.Y73FACY que tem ligacao reduzida ao
MHC de <classe II, e nao pode mediar a sinalizacgdo a

jusante. Depois de um periodo de descanso de 10 dias,
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praticamente ndao se observou coloracao da LAG-3 enddgena
nas células GFP+ 6.5 transduzidas com os vectores MSCV-
LAG-3/GFP e MSCV-LAG-3.Y73FACY/GFP. As células GFP+ das
transdugdes com o MSCV-LAG-3/GFP e MSCV-LAG-3.Y73FACY/GFP
coraram intensamente com 0s anticorpos anti-LAG-3,
enquanto que as células transduzidas com MSCV-GFP exibiram
virtualmente nenhuma coloragdo da LAG-3. Separaram-se as
células GFP+ de cada grupo e misturaram-se em diferentes
proporgdes com APC, 5 ng/ml do péptido HA110-120 e células

CD4+CD25+ 6.5 ingénuas em um ensaio de proliferacao.

A Figura 8 mostra que a expressao ectdpica da LAG- 3 em um
clone de células T especificas para fogrina confere
proteccdo contra a diabetes apds co-transferéncia com
esplenécitos de ratinhos NOD. 10’ esplendécitos NOD pré-
diabéticos, foram transferidos sozinhos (em absoluto) ou
em associagcao com clone 4 de células T especificas para
fogrina (obtido a partir de John Hutton) transduzidas com
os vectores (MIG), LAG-3, ou um mutante com sinalizacéao
afectada, LAG-3K, em ratinhos NOD/SCID. Os ratinhos

NOD/SCID (5/grupo) foram monitorizados para diabetes.

DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENGAO

A LAG-3 ¢ uma molécula da superficie celular
relacionada com CD4, induzida por activacdo e que se liga ao
MHC de classe II com uma afinidade elevada. Verificou-se que
ratinhos velhos deficientes em LAG-3 tém o dobro de células T
CD4+ e CD8+ comparando com o0s controlos de tipo selvagem. As
células T deficientes em LAG-3 mostram maior expansao
homeostdtica em hospedeiros linfopénicos, a qual é dependente
da ligacdo da LAG-3 a moléculas do MHC de classe II. Tal foi

abolido pela expressao ectdpica da LAG-3 tipo selvagem, mas
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nao por um mutante com sinalizacéao afectada. Esta
desregulacadao da homeostasia das células T resulta na expansao
de maltiplos tipos de células. Os nossos dados sugerem que a
LAG-3 regula negativamente a homeostasia das células T CD4+ e
CD8+ e apresentam a LAG-3, tal como um alvo terapéutico para

acelerar o enxerto de células T apds transplante de medula.

O CD223, também conhecido como antigénio de linfécito
do gene 3 ou LAG-3, é uma proteina de superficie celular
semelhante a CD4 induzida por activacdo dque se liga a
moléculas de MHC de classe II com uma elevada afinidade.
Baixeras, E. et al., J. Exp. Med. Chem. 176: 327 (1992). Ver
Triebel, F., " Lag-3 (CD223)", Protein Reviews on the Web
(PROW) 3:15-18 (2002), no endereco URL: http tipo de arquivo,
www servidor hospedeiro, nome de dominio ncbi.nlm.gov,
diretério PROW, guia subdiretdério, o nome do documento
165481751_g.htm.; Triebel, F. et al. “LAG- 3, um novo gene de
activagao de linfécitos intimamente relacionado com CD4”, J.
Exp. Med. Chem. 171: 1393-1405 1990). Um ADN de ratinho
representativo e a sequéncia de aminocdcidos de CD223 é
apresentada como SEQ ID NOS: 1 e 2, respetivamente. Veja
também GenBank Cdédigo de Acesso X9113. Um DNA humano
representativo e a sequéncia de aminodcidos para CD223 &
apresentada como SEQ ID NOS: 3 e 4, respectivamente. Veja
também GenBank numero de acesso X51985. Estas sequéncias séao
derivadas de individuos 1nicos. Espera-se que existam
variacgdes alélicas na populacdao que diferem em menos do que
cerca de 5% das posicbdes. Tais wvariantes alélicas estéo
incluidas no &ambito do significado de CD223 de origem de

ratinho ou humana.

As células T reguladoras sao um subgrupo de células T,

que funcionam através da inibicdo das células T efetoras. As
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células T reguladoras sao CD223+ e normalmente sdo também
CD4+CD25+. As células T reguladoras desempenham um papel
central no equilibrio da tolerédncia autoimunitaria e
capacidade de resposta imunitdria. Tais células podem ser
isoladas a partir de células CD223 utilizando anticorpos e
técnicas de separacdo conhecidos na &area. Estas incluem, mas
nao estdao limitadas a: cromatografia de imunocafinidade, FACS,
imunoprecipitacgao, etc.. As células (CD223+ podem ser
administradas em pacientes com doenca autoimunitdria, alergia
ou asma. No caso de um paciente com doenca autoimunitdria as
células podem ser pré-activadas com o auto-antigénio. As
células CD223 podem ser igualmente transferidas para
pacientes com cancro, pacientes com infeccdo bacteriana ou

viral, ou pacientes com SIDA.

Uma andlise comparativa das matrizes de expressao
génica do antigénio especifico das células T CD4+
diferenciando-se quer em efectora/memdéria ou um fendtipo
regulador revelou a expressao especifica de Treg da LAG-3, um
homdélogo de CD4 que se liga ao MHC de classe II. As células T
CD4+ LAG-3high exibem uma actividade supressora in vitro e
anticorpos para LAG-3 inibem a supressdo tanto in vitro como
in vivo. Estes resultados identificam a LAG-3 como um
receptor ou co-receptor especifico Treg de modulacdao da
actividade supressora. A manipulacdo de células Treg por meio
de LAG-3 pode, portanto, ser wutilizada para melhorar a
imunoterapia de doencas autoimunitdrias, cancro e doencas
infecciosas, bem como melhorar o enxerto de linfdécitos em
condicgdes de perfusao de linfdécitos do doador, transplante de

medula éssea e de transferéncia adoptiva de células T.

A CD223 é uma molécula reguladora de superficie celular

especifica das células T que regula a funcao de células T
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reguladoras. A funcdo de um regulador de células T pode ser
melhorada através do reforco ou aumento da actividade de
CD223, ou pelo aumento do numero de células CD223+ em uma
populacao de células T. O reforgco da funcdo reguladora das
células T de um organismo pode ser utilizado para limitar a
resposta imunitdria das células T, em circunstédncias em que
essa resposta é indesejavel, tal como guando um sujeito sofre
de uma doenca autoimunitédria. Por outro lado, a funcgdo de um
regulador de células T pode ser inibida através da inibicao
da actividade da CD223 ou diminuindo o numero de células
CD223+ de uma populacdo de células T. A inibicado da funcéao de
células T reguladoras em um organismo pode ser utilizada para
melhorar a resposta imunitdria de células T em circunsténcias
em que essa resposta € desejavel, tal como em um doente que
sofre de <cancro, infeccao crénica, ou um receptor de

transplante de medula dssea.

Quando se trata um paciente com cancro com um agente
inibidor gque se liga a proteina CD223 ou ao mARN, pode-se co-
administrar facultativamente uma vacina anti-tumoral. Tais
vacinas podem ser dirigidas a antigénios isolados, ou a
grupos de antigénios ou para células tumorais inteiras. Pode
ser desejavel administrar o agente inibidor com agentes
quimioterdpicos. O tratamento com varios agentes nédo precisa
de ser efectuado com uma mistura de agentes, mas pode ser
feito utilizando as preparacdes farmacéuticas em separado. As
composicgdes nao necessitam de ser administradas ao mesmo
tempo, mas podem ser coordenadas para serem administradas a
um paciente durante o mesmo periodo de tratamento, ou seja,
dentro de uma semana, um més ou outro qgualquer periodo.
Assim, uma composicado que compreende dois componentes activos
pode ser reconstituida no corpo do paciente. Qualquer

tratamento anti-tumoral apropriado pode ser coordenado com 0S8
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tratamentos da presente invencdao orientados para CD223. Do
mesmo modo, aguando do tratamento de pacientes com infeccdes,
outros agentes anti-infecciosos podem ser coordenados com ©
tratamento da presente invencdo orientado para CD223. Tais
agentes podem ser pequenas moléculas de farmacos, vacinas,

anticorpos, etc..

O numero de células CD223+ de uma populacao de células
T pode ser modificado por meio de um anticorpo ou outro
agente que selectivamente se ligue a CD223. As células CD223+
representam uma populacao enriquecida de células T
reguladoras que podem ser introduzidas de volta para a fonte
original das células T ou noutro hospedeiro compativel para
melhorar a funcao das células T reguladoras.
Alternativamente, as células CD223 representam uma populacado
de células T deficiente em actividade de células T
reguladoras, que pode ser reintroduzida na fonte original das
células T ou em um outro hospedeiro compativel para inibir ou
reduzir a funcdo das células T reguladoras, enquanto retém a

actividade de células T em geral.

Quaisquer meios desejados, quer para aumentar quer para
diminuir (modulacdo) a actividade da CD223 pode ser utilizado
nos métodos da presente invencdo. Isto inclui a modulacao
directa da funcadao da proteina CD223, a modulacao da
transducdo do sinal da CD223, e a modulacao da expressao de
CD223 nas células T, gquer através da modulacdo da transcricao
quer da traducao, ou de ambas. Os processos qgque modulam
selectivamente a actividade da CD223 preferem-se mais do que
0os moduladores nao seletivos. Além disso, esses processos
inibitdérios que criam uma deficiéncia transitdria em CD223 em
uma populagdo de células T, que, em seguida, retornam aos

niveis normais de actividade da CD223 podem ser preferidos
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para o tratamento de uma deficiéncia temporadria de células T.
As células T transientemente afectadas podem ser utilizadas
para reconstituir uma populagdao diminuta de células T com
células T gque serdo geneticamente normais relativamente as
CD223. Esta deficiéncia temporaria nas células T ocorre, por
exemplo, em pacientes que recebem uma transferéncia de
células estaminais apds mioablacgdo. Modulacadao da actividade
da CD223 pode ser efectuada em células in vitro ou em animais
inteiros, in vivo. As células que sao tratadas in vitro podem
ser administradas a um paciente, quer a fonte original das
células individuais quer a um outro individuo nao

relacionado.

A fim de inibir a funcado de C(CD223, anticorpos contra
CD223 ou pequenas moléculas inibidoras podem ser utilizadas.
Anticorpos ou fragmentos de anticorpos, gue sdo Uteis para
este propdsito serdao agqueles que se podem ligar a CD223 e
blogueiam a sua funcdo. Tais anticorpos podem ser anticorpos
policlonais, anticorpos monoclonais (ver, por exemplo,
Workman, CJ et al. *“Phenotypic analysis of the murine CD4-
related glycoprotein, CD223 (LAG-3)"”, Eur. J. Immunol.
32:2255-2263 (2002)), anticorpos qguiméricos, anticorpos
humanizados, anticorpos de cadeia simples, moléculas de MHC

de classe II soluveis, fragmentos de anticorpos, etc..

Os anticorpos gerados contra polipéptidos CD223 podem
ser obtidos por injeccgado directa dos polipéptidos CD223 em um
animal ou por administracdo de polipéptidos CD223 a um
animal, de preferéncia nao humano. O anticorpo obtido desta
forma ligar-se-a aos polipéptidos de CD223. Deste modo, mesmo
uma sequéncia codificando apenas um fragmento do polipéptido
de CD223 pode ser utilizada para gerar anticorpos que se

ligam a todo o CD223 polipéptido nativo.
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Para a preparacao de anticorpos monoclonais, qualquer
técnica que proporcione anticorpos produzidos por culturas
continuadas de linhas de células podem ser utilizados.
Exemplos incluem a técnica do hibridoma (Kohler e Milstein,
1975, Nature, 256:495-497), a técnica do trioma, a técnica do
hibridoma de células B humanas (Kozbor et al., 1983,
Immunology Today 4:72), e a técnica de hibridoma-EBV para
produzir anticorpos monoclonais humanos (Cole, et al., 1985,
em Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R Liss,

Inc., pp 77-96).

As técnicas descritas para a producdo de anticorpos de
cadeia Unica (Patente de 1invencao norte—americana No.
4 946 778) podem ser prontamente utilizadas para produzir
anticorpos de cadeia simples para polipéptidos CD223. Além
disso, 08 ratinhos transgénicos podem ser utilizados para
expressar anticorpos humanizados para polipéptidos

imunogénicos CD223.

Para aumentar ou activar a funcdo de CD223, qualqguer
agente que aumente o nivel de CD223 ou a actividade de CD223
existente nas células T pode ser utilizado. Tais agentes
podem ser identificados utilizando os ensaios de rastreio
descritos a seguir. 0s vectores de expressao que codificam
CD223 podem também ser administradas para aumentar a dosagem
de gene. O0Os vectores de expressaco podem ser vectores
plasmidicos ou vectores virais, tal como sado conhecidos na
drea. Qualquer vector pode ser escolhido pelo clinico para

propriedades especialmente desejaveis.

Composicdes que compreendem uma mistura de anticorpos
que se ligam especificamente a CD223 e uma vacina anti-cancro

podem ser produzidas in vitro. De preferéncia, a composicao é
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produzida sob condicgcdes que a torna adequada para utilizacao
como uma composicéo farmacéutica. As composicdes
farmacéuticas podem ser estéreis e isentas de pirogénios. Os
componentes da composicdo também podem ser administrados
separadamente a um paciente dentro de um periodo de tempo de
tal modo que eles estdo ambos dentro do corpo do paciente ao
mesmo tempo. Tal administracdo separada no tempo conduz a
formagdo de uma mistura de anticorpos e vacinas dentro do
corpo do paciente. Se o anticorpo e a vacina forem
administrados de uma forma separada no tempo, poderdo ser
fornecidos em conjunto num kit. Dentro do kit, os componentes
podem ser embalados ou acondicionados separadamente. Outros
componentes como excipientes, veiculos, outros moduladores ou
adjuvantes imunoldgicos, instrucdes para a administracao do
anticorpo e da vacina, e dispositivos para a injeccao também
podem ser fornecidos com o kit. As instrucgdes podem
disponibilizar-se em formato escrito, video ou formato de
audio, podem apresentar—-se em papel, meio eletrdnico, ou
mesmo como uma referéncia a uma outra fonte, tal como um

website ou um manual de referéncia.

Os anticorpos Cd223 podem ser utilizados para aumentar
a magnitude da resposta anti-cancro do paciente com cancro a
vacina anti-cancro. Eles também podem ser utilizados para
aumentar o numero de doentes que respondem favoravelmente ao
tratamento em uma populacdo de pacientes com cancro. Assim,
0s anticorpos podem ser utilizados para ultrapassar a
supressdo imunitdria encontrada em pacientes refratdrios para
vacinas contra o cancro. As vacinas contra o cancro podem ser
qualquer wuma conhecida na 4&rea, incluindo, mas né&o se
limitando a vacinas de células de tumores inteiros,
antigénios tumorais isolados ou polipeptideos compreendendo

um ou mais epitopos de antigénios tumorais.
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A expressao de CD223 nas células T pode ser modulada,
ao nivel da transcricdo ou da traducdo. 0Os agentes gue séo
capazes de tal modulacdo podem ser identificados utilizando

0s ensaios de rastreio descritos seguidamente.

A traducdao de mARN de CD223 pode ser inibida utilizando
ribozimas, moléculas anti-sentido, pequenas moléculas de ARN
de interferéncia (siARN; Veja Elbashir, SM et al., “Duplexes
of 2l-nuclcotide ARNs mediate ARN interference in cultured
mammalian cells”, Nature 411:494-498 (2001)) ou pequenas
moléculas inibidoras da presente invencadao que tém como alvo o
mARN de CD223. A tecnologia anti-sentido pode ser utilizada
para controlar a expressao do gene através de formacao de
hélice tripla ou ADN ou ARN anti-sentido, ambos os métodos
sdo baseados na ligacao de um polinucledétido a ADN ou ARN.
Por exemplo, a parte 5' codificante da sequéncia de
polinucledtido, que codifica para os polipéptidos maduros da
presente invencao, é utilizada para conceber um
oligonucledétido de ARN anti-sentido de cerca de 10 a 40 pares
de Dbases de comprimento. Um oligonucledétido de ADN &
projetado para ser complementar de uma regidao do gene
envolvida na transcricado (hélice tripla - Ver Lee et al.
Nucl. Acids Res., 6:3073 1979); Cooney et al., Science,
241:456 (1988), e Dervan et al., Science, 251: 1360 (1991)),
impedindo assim a transcricdao e a producao de C(CD223. O
oligonucledétido de ARN anti-sentido hibrida com o mARN in
vivo e bloqueia a traducao da molécula de mARN no polipéptido
CD223 (Antisense - Okano, J. Neurochem, 56:560 (1991);
Oligodeoxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene
Expression, CRC Press, Boca Raton, Fla (1988)) . Os
oligonucledétidos descritos antes podem também ser entregues a
células através de segmentos ou construcgdes (“constructs”) de

expressao anti-sentido de modo que o ARN anti-sentido ou ADN
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pode ser expresso in vivo para inibir a producdo de CD223.

Tais segmentos sdo bem conhecidos na a&rea ou arte.

Construcdes anti-sentido, oligonucledtidos anti-
sentido, segmentos de ARN de interferéncia ou moléculas de
S1ARN duplo de ARN podem ser utilizadas para interferir com a
expressao de CD223. Geralmente, pelo menos, 15, 17, 19 ou 21
nucledétidos do complemento CD223 da sequéncia de mARN sao
suficientes para uma molécula anti-sentido. Geralmente, pelo
menos, 19, 21, 22 ou 23 nucledtidos CD223 sdo suficientes
para uma molécula de ARN de interferéncia. De preferéncia,
uma molécula de ARN de interferéncia terd uma extremidade 3’
com dois nucledétidos. Se a molécula de ARN de interferéncia é
expressa em uma célula de um segmento, por exemplo a partir
de uma molécula de hairpin ou a partir de uma repeticao
invertida da sequéncia desejada de CD223, a maguinaria
celular enddgena ird criar as extremidades. As moléculas de
SiARN podem ser preparadas através de sintese quimica,
transcricdao in vitro, ou digestdo de dsARN longo por ARNse
ITTI ou Dicer. Estes podem ser introduzidos nas células por
transfeccao, eletroporacdao, ou por outros métodos conhecidos
na arte. Veja Hannon, GJ, 2002, RNA Interference, Nature 418:
244-251; Bernstein E et al., 2002, The rest is silence. RNA
7: 1509-1521; Hutvagner G et al., RNAi: Nature abhors a
double-strand. Curr. Opin. Genetics & Development 12: 225-
232; Brummelkamp de 2002, A system for stable expression of
short interfering RNAs in mammalian cells. Science 296:550-
553; Lee NS, Dohjima T, Bauer G, Li H, Li MJ, Ehsani A,
Salvaterra P, e Rossi, J. (2002). Expression of small
interfering RNAs targeted against HIV-1 rev transcripts in
human cells. Nature Biotechnol. 20:500-505; Miyagishi M, e
Taira K. (2002). U6-promoter—-driven SiARNs with four uridine

3’ overhangs efficiently suppress targeted gene expression in



21

mammalian cells. Nature Biotechnol. 20:497-500; Paddison PJ,
Caudy AA, Bernstein E, Hannon GJ, e Conklin DS. (2002). Short
hairpin RNAs (shRNAs) induce sequence-specific silencing in
mammalian cells Genes & Dev. 16:948-958 ; Paul CP , Good PD ,
Winer I, e Engelke DR . (2002). Effective expression of small
interfering RNA in human cells. Nature Biotechnol. 20:505-508
; Sui G, Soohoo C, affar EB , Gay F , Shi Y, Forrester WC, e
Shi Y.(2002). A DNA vector-based RNAi1 technology to suppress
gene expression in mammalian cells. Proc. Natl. Acad. Sci.
EUA 99 (6):5515-5520, Yu JY, DeRuiter SL, e Turner DL.
(2002). RNA interference by expression of short-interfering
RNAs and hairpin RNAs in mammalian cells. Proc. Natl. Acad.

Sci. EUA 99 (9):6047-6052.

Além dos moduladores conhecidos, moduladores de
actividade CD223 adicionais que s&o Uuteis nos métodos da
presente invencao podem ser identificados utilizando testes
de dois hibridos, abordagens bioguimicas convencionais, e
rastreio baseado em células, tailis como moléculas de rastreio
para candidatos com capacidade para se ligarem a CD223 ou de
rastreio para compostos que inibam a actividade de CD223 em
cultura de células. Como um exemplo, 0s presentes inventores
identificaram uma lisozima de ovVo de galinha (HEL),
especifica de 48-62, hibridoma 3A9 de células T restrito a H-
22" que ndo expressa CD223, mesmo apds a activacdo. A
expressado ectdépica do tipo selvagem, sem afetaccdo da
sinalizacdo, a CD223 reduziu significativamente a resposta a
IL-2 deste hibridoma de células T para o seu péptido
especifico. Isto fornece um sistema simples para ensaio in
vitro para triagem de moduladores de actividade da CD223.
Este ultimo método pode identificar agentes que interagem

diretamente com CD223 e a modulam, assim como agentes que
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modulam indirectamente a actividade da CD223, afectando um

passo na via de transducdo de sinal da CD223.

Os ensaios baseados em células que expressam CD223
empregues podem ter células que sao isoladas a partir de
mamiferos e que naturalmente expressam CD223.
Alternativamente, as células que foram geneticamente
modificadas para expressar CD223 podem ser utilizadas. De
preferéncia, as células geneticamente modificadas sao células
T.

Os agentes que modulam a atividade da CD223, modulando
a expressdo do gene CD223 podem ser identificados com base em
ensaios celulares de rastreio medindo gquantidades da proteina
CD223 nas células na presenca e na auséncia de agentes
candidatos. A proteina CD223 pode ser detectada e medida, por
exemplo, por citometria de fluxo utilizando os anticorpos
anti-CD223 monoclonais especificos. O mARN de CD223 também
pode ser detectado e medido utilizando técnicas conhecidas na
arte, incluindo, mas nao limitado a Northern blot, RT-PCR e

hibridizac¢ao de matriz.

Uma sequéncia alvo especialmente atil para a
identificagdo de moduladores de CD223 é o aminodcido padrao
KIEELE (SEQID NO: 5) na CD223 de dominio citoplasmatico, que
é essencial para a fungao de CD223, 1in vitro e in vivo. O0s
ensaios de rastreio para os agentes que se ligam a este
motivo irdo didentificar candidatos CD223 moduladores cuja
actividade como um inibidor ou activador de CD223 pode ser
ainda caracterizada por meio de testes adicionais, tais como
em ensaios celulares. Esse motivo (“motif”) pode estar
presente em um polipéptido que consiste em 50 ou menos
residuos de aminodcidos contiguos de CD223. Alternativamente,

o0 motivo pode estar contido dentro de uma proteina de fusao
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que compreende uma porgao de CD223 e toda ou uma porcao de
uma segunda (ndo-CD223) proteina. A segunda proteina pode ser
uma proteina natural ou pode ser um polipéptido sintético,
por exemplo, contendo uma tag de histidina, ou outra
caracteristica util do polipéptido. Os ensaios de ligacao
proteina-proteina sao bem conhecidos na arte e qualquer uma

das varias técnicas pode ser utilizada.

A CD223 pode ser processada pds—-traducado para produzir
uma forma soluvel da proteina. A forma soluvel compreende,
pelo menos, o0s residuos de aminodacidos 1-431 de CD223 de
ratinho, e, pelo menos, o0s residuos de aminodcido 1-440 de
CD223 humano. A cauda citoplasmatica estd ausente em todos os
casos. Todo ou parte do dominio transmembranar estd ausente.
Esta forma soluvel modula as respostas do MHC restrito a
classe II/células T CD4+. Assim, a forma soluvel, pode ser
atil para administracao aos pacientes de doencas
autoimunitarias, pacientes com alergias, asmaticos, ou
pacientes com cancro, por exemplo. A administracdo da forma
soluvel pode ser efetuada por qualquer dos meios
convenientes, incluindo administracao por perfusao, tépica,

ou intravenosa.

Inibidores de (CD223 podem ser administradas a um
organismo para aumentar o numero de células T no organismo.
Este método pode ser Gtil para o tratamento de organismos que
sofrem de condicgdes resultantes de uma reduzida populacao de
células T. Tais condigdes incluem as doencas resultantes de
imunodeficiéncia tais como a SIDA, assim como desordens que
envolvem invasdo celular indesejada ou do crescimento, tais
como a invasdao do organismo por microrganismos estranhos

(bactéria ou virus) ou o crescimento de tumor ou cancro.
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Tal deficiéncia de células T & também um perigo para oS
doentes gue receberam uma transferéncia de células estaminais
apods miocablacéao. As células T destes pacientes sao
comprometidas e deliberadamente um alvo para a destruicdo de
modo que, podem ser substituidas por células T de dadores
sauddveis. O processo de reconstituicdo de uma populacdo de
células T saudavel de uma transferéncia de células estaminais
pode levar varios meses, periodo durante o qual o paciente é
muito suscetivel a infecdes oportunistas que podem pdr a vida
em risco. Através da inibicdo da CD223 nas células T do dador
ou utilizando as células T do dador que foram selecionados ou
desenvolvidas para uma deficiéncia em CD223, a divisao de
células T €& aumentada e o processo de reconstituicdo de
células T pode ser acelerado e o periodo de deficiéncia em

células T pode ser reduzido.

Inibidores de CD223 podem também ser Uteis quando
administrados em associacdo com terapias convencionais para
tratar disturbios sensiveis a proliferacdo de células T. Por
exemplo, um  tumor, o qual ¢é uma doenca sensivel a
proliferacdo de células T, é convencionalmente tratado com um
agente gquimioterdpico que funciona matando as células que se
dividem rapidamente. Os inibidores de <CD223 da presente
invengao gquando administrados em conjunto com um agente
quimioterdpico aumentam o efeito tumoricida do agente
quimioterdpico, estimulando a proliferacdo de células T, para

aumentar a rejeicdo imunoldgica de células tumorais.

Activadores ou promotores da expressao de CD223 podem
ser administrados a um organismo, para diminuir o numero de
células T no organismo e, assim, diminuir a actividade
deletéria das células T. Este método pode ser util para o

tratamento de organismos que sofrem de condigdes resultantes
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de uma populacdo anormalmente elevada de células T ou a
atividade deletéria de células T, por exemplo, rejeicao de
enxerto mediada pelo apresentador de células T vs enxerto,
doengas autoimunitédrias e inflamatdérias tais como a artrite
reumatdéide, diabetes tipo 1, esclerose muscular, etc. O0s
métodos podem ser aplicados a qualquer organismo gue contenha
as células T que expressam CD223. Isto inclui, mas ndo esta
limitado a, qualquer mamifero e, em particular inclui humanos

e ratinhos.

Quando os métodos da presente invencao sao realizados
in vivo, a quantidade efectiva de CD223 moduladora utilizada
variard com o modulador especifico a ser wutilizado, a
situagdo especifica a ser tratada, a idade e condicgao fisica
do individuo a ser tratado, a gravidade da situacao clinica,
a duracdo do tratamento, a natureza da terapia simultdnea (se
houver), a via de administracdo especifica e factores
semelhantes dentro do conhecimento e experiéncia do
profissional de saude. Por exemplo, uma quantidade eficaz
pode depender do grau ao gqual um individuo tem niveis

anormalmente baixos de células T.

Quando administradas, as preparacdes farmacéuticas da
presente invencdo sdo aplicadas em guantidades aceitdveis sob
o ponto de vista farmacéutico e em composicgdes aceitdveils sob
o ponto de vista farmacéutico. Estas preparacdes podem conter
habitualmente um sal, agentes tampao, conservantes, veiculos
compativeis, e facultativamente outros agentes terapéuticos.
Quando utilizados em medicina, os sals devem ser aceitdveils
sob o ponto de vista farmacéutico, embora sais ndo aceitdaveis
sob o ponto de vista farmacéutico possam ser convenientemente
utilizados para preparar sais seus derivados aceitdveis sob o

ponto de vista farmacéutico e nado serem excluidos do ambito
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da presente invencdo. Tals sails aceitdveis sob os pontos de
vista farmacéutico e farmacoldgico incluem, mas sem cardacter
imitativo, os sais preparados a partir dos 4dcidos seguintes:
cloridrico, bromidrico, sulfurico, nitrico, fosférico,
maleico, acético, salicilico, citrico, fdérmico, maldnico,
sucinico, e outros similares. Além disso, 0s sals aceitdveis
sob o ponto de vista farmacéutico podem ser preparados como
sals de metais alcalinos ou alcalino-terrosos, tais como

sédio, potédssio ou sais de calcio.

Moduladores de CD223 podem associar-se, eventualmente,
com um veiculo aceitdvel em farmdcia. A expressao *“veiculo

aceitavel sob o ponto de vista farmacéutico” tal como é aqui

utilizado, significa um ou mais diluente(s) (“filler”,
“diluentt” “encapsulating substances”) sélido(s) ou
ligquido(s) compativel (eis) que sao apropriados para
administrar ao homem. O termo “veiculo” significa um

componente orgdnico ou inorgédnico, natural ou de sintese, com
o qual o componente activo se associa para facilitar a
administracadao. Os componentes das composicgdes farmacéuticas
sdo também capazes de se misturarem com as moléculas da
presente invencdo, e uns com 08 outros, de uma maneira tal
que nao ha interaccdo capaz de prejudicar realmente a

eficdcia farmacéutica desejada.

As composicdes farmacéuticas podem conter agentes de
tamponamento adequados, incluindo: um sal de &acido acético;
um sal de &dcido citrico; um sal de acido bdérico; e um sal de
dcido fosfdérico. As composicdes farmacéuticas podem também
conter, eventualmente, conservantes adequados, tais como:

cloreto de benzalcdnio, clorobutanol, parabenos e timerosal.
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As composicdes apropriadas para administracao
parentérica sdo adequadamente compostas por uma preparacao
aquosa estéril do agente anti-inflamatério, que é
preferencialmente isotdénica com o sangue do receptor. Esta
preparacgdao aquosa pode ser formulada de acordo com métodos
conhecidos usando agentes dispersantes ou molhantes e agentes
de suspensado adequados. A preparacgdo injectdvel estéril pode
também apresentar-se sob a forma de uma solugao ou suspensao
injectdvel estéril em um diluente ou solvente nao tdéxico
aceitdavel para administracdo parentérica, por exemplo, como
uma solucgdo em 1,3-butanodiol. Entre os veiculos e solventes
aceitdveis que se podem utilizar encontram-se a agua, solucao
de Ringer, e solugdo isoténica de cloreto de sddio. Além
disso, os &éleos nao volateils, estéreis, sao tradicionalmente
utilizados como um solvente ou meio de suspensdao. Para este
fim pode utilizar-se qualquer &éleo nado volatil suave
incluindo mono- ou diglicéridos de sintese. Além do mais,
dacidos gordos tais como &cido oleico podem ser utilizados na
preparacdo de 1injectédveis. As formulagdes dos veiculos
apropriadas para administragdo oral, subcutédnea, intravenosa,
intramuscular, etc. podem encontrar-se em Remington’s

Pharmaceutical Sciences; Mack Publishing Co., Easton, Pa.

Estdo disponiveis véarias vias de administracgdo. O modo
especifico escolhido dependerd, naturalmente, do farmaco
escolhido, da gravidade da situacdo a ser tratada e da
dosagem necessaria para a eficédcia terapéutica. Os métodos da
invencdo, de um modo geral, podem ser praticados com recurso
a qualquer modo de administracdo qgue seja aceitavel sob o
ponto de vista médico, significando qualquer modo gue produza
niveis eficazes dos compostos activos sem causar efeitos
adversos 1naceitdveis sob o ponto de wvista clinico. Tais

modos de administracdo incluem as vias oral, rectal, tépica,
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nasal, intradérmica, ou parentérica. O termo “parentérica”
inclui subcuténea, intravenosa, intramuscular, ou perfuséao.
As vias intravenosa ou intramuscular nado sao especialmente
adequadas para terapia a longo prazo e profilaxia. Elas
podem, no entanto, ser preferidas em situacdes de emergéncia.
A administracdo oral serd preferida devido a conveniéncia

para o paciente, bem como ao programa de dosagem.

As composicdes farmacéuticas podem ser convenientemente
apresentadas sob a forma de dosagem unitdria e podem ser
preparadas por qualgquer um dos métodos bem conhecidos na arte
farmacéutica. Todos os métodos incluem a fase de manutencéo
do agente activo em associagdao com um veiculo composto por um
ou mais componentes acessérios. Em geral, as composigdes sao
preparadas associando uniformemente e intimamente o agente
activo com um veiculo ligquido, um veiculo sdélido finamente
dividido, ou ambos, e depoilis, se necessario, moldando o

produto.

As composicdes adequadas para administracdo oral podem
ser apresentadas como unidades distintas, tais como céapsulas,
comprimidos, pastilhas, cada uma contendo uma gquantidade pré-
determinada do agente activo. Outras composicgdes incluem
suspensdes em liquidos aquosos ou ligquidos né&o aquosos tais

como um xarope, elixir ou uma emulséo.

Outros sistemas de administracdo podem incluir sistemas
de libertacdo em um determinado periodo, de 1libertacao
retardada ou de libertacao continua [ (constante)
“sustained”]. Tais sistemas podem evitar repetidas
administracdes do agente activo, aumentando a conveniéncia
para o ©paciente e o médico. Muitos tipos de formas

farmacéuticas de libertacéao estao disponiveis e sao
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conhecidos dos peritos na especialidade. Estes, incluem
sistemas de base polimérica tais como poli(lactido-
glicolido), copolioxalatos, policaprolactonas,
poliesteramidas, poliortoésteres, acido poli-hidroxibutirico,
e polianidridos. Microcéapsulas dos polimeros antecedentes
contendo farmacos estdo descritas em, por exemplo, Patente
norte—-americana No.5 075 109. Sistemas de administracao
incluem também sistemas nado poliméricos que sao: lipidos
incluindo esterdis como o colesterol, ésteres de colesterol e
dacidos gordos ou gorduras neutras, tals como mono—-, di -e
triglicéridos; sistemas de libertacdo a base de hidrogeles;
sistemas a base de sisléastico; sistemas a base de péptidos;
revestimentos cerosos; comprimidos fabricados utilizando
aglutinantes convencionais e excipientes; implantes
parcialmente fundidos; e similares. 0Os exemplos especificos
incluem, mas ndo estdao limitados a: (a) sistemas de erosdao em
que o agente anti-inflamatdério estd acondicionado sob uma
forma no interior de uma matriz tais como agueles descritos
nas Patentes de invencdo norte-americanas N°s 4 452 775,
4 667 014, 4 748 034 e 5 239 660 e (b) sistemas de difusdao em que
um componente activo se difunde a uma velocidade controlada a
partir de um polimero tal como descrito nas Patentes de
invengdo norte—-americanas N°s 3 832 253 e 3 854 480. Mais ainda,
sistemas de administracdo por bomba com hardware integrado
podem ser utilizados, alguns dos dquais sao adaptados para

implantagao.

A utilizacdo de um implante de libertacdo continua
[ (constante) “sustained”] a longo prazo podera ser
particularmente adequada para o tratamento de condicgdes
crénicas. A libertacdo a longo prazo, agqui utilizada,
significa que o implante ¢é construido e organizado para

administrar concentracdes terapéuticas do componente activo
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durante pelo menos 30 dias, e preferencialmente 60 dias.
Implantes de libertacgao continua [(constante) “sustained”] a
longo prazo sao bem conhecidos dos especialistas na matéria e

incluem alguns dos sistemas de libertacgdo descritos antes.

EXEMPLOS

Exemplo 1l-Regulacgao Negativa da Homeostasia Celular pela LAG-

3.(CDh223)

0 exemplo seguinte mostra que a LAG-3 (CD223) regula
negativamente a homeostasia celular das células T CD4+ e
CD8+, apoiando a sua identificacdo como um novo alvo
terapéutico para acelerar o enxerto de células T apds

transplante de medula &ssea.

Os ratinhos tipo selvagem C57BL/6 tém um numero
constante de células T off+ entre as 4-52 semanas de idade.
Como anteriormente referido, ratinhos jovens LAG-3" com 4
semanas de idade tém um numero de células T normal. Miyazaki,
T. et al., Science 272:405-408 (1996). Em contraste, o numero
de células T aBf+ em ratinhos LAG-3/  aumenta progressivamente
a partir dos 3 meses de idade, para numeros ~2 vezes
superiores quando comparados com os ratinhos tipo selvagem.
Esta diferenca € altamente significativa, dada a regulacéao
homeostadtica controlada do nuUmero de células T of+
evidenciado pelo desvio padrdo muito baixo. Ambas as células
CD4+ e CD8+ foram aumentadas em ratinhos LAG—B’FQ mas O racio
CD4:CD8 permaneceu 1inalterado. Do mesmo modo, ratinhos LAG-
377 transgénicos para o TCR OT-II (ovalbumina especifica para
339-326, restritos em H-23°) aumentaram o numero de células T
CD4+ Vo2 em comparacdo com ratinhos controlo tipo selvagem

transgénicos para OT-II, no entanto estas diferencas foram
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evidentes as 5 semanas de idade. Aproximadamente 20% das
células T ap+ e das células NK CD49b+ expressam
constitutivamente a LAG-3 em ratinhos tipo selvagem (Workman,
CJ et al., FEur. J. Immunol 32:2255-2263 (2002)), e esta
expressao aumentou, também, significativamente em ratinhos
LAG-37/". Surpreendentemente, varios outros tipos de células
tais como as células B B220+, Gr-1' granuldécitos e Mac-1"
macréfagos, sendo gue nenhuma destas expressa LAG-3, também
viram os niveis de LAG-37" aumentados em comparagcao com oS
ratinhos controlo. O aumento no numero de células observado
em ratinhos LAG-37/" foi consistente com um aumento de ~50% do
nimero células BrdU' in vivo. E importante notar que a
diferenca no numero de células observadas entre ratinhos LAG-
377 e de tipo selvagem foi altamente consistente e
reprodutivel. A auséncia de LAG-3 nao parece ter qgualquer
efeito significativo sobre o fendtipo da superficie celular
de células T em ratinhos LAG-3/ . Estes dados suportam a
ideia de que a LAG-3 regula o numero de células T em ratinhos

e, indiretamente afecta os numeros de leucdcitos em geral.

Para determinar se a LAG-3 influencia a expansao
homeostadtica das células T em um ambiente linfopénico,
células T puras foram transferidas adoptivamente ©para
ratinhos RAG/, que carecem de células T e B, e o numero de
células T no bago foi determinado 15 dias pds—-transferéncia.
Houve um aumento de 2,8 vezes no numero de células T LAG-37/"
em comparacgao com 0 controlo de tipo selvagem.
Surpreendentemente, apenas uma pequena percentagem das
células T do tipo selvagem expressa a LAG-3, apesar do efeito
evidente que a auséncia da LAG-3 tem sobre a expansao das
células T. Infere—-se gue uma expressao breve e transitdria de
LAG-3 pode ser suficiente para ela exercer o seu efeito sobre

as células em divisdo. O aumento da expansadao de células T
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CD4+ e CD8+ foi observado o que demonstra que ambos os tipos
de células foram igualmente afectados pela auséncia de LAG-3.
Curiosamente, houve também um aumento de duas vezes no numero
de células off derivadas do hospedeiro nos receptores de LAG-

/*. Este aumento foi

377 em comparacao com as células T LAG-3
consistente com o aumento do numero de macrdéfagos e de
granuldécitos observado em ratinhos LAG-3"/" nao manipulados.
Para garantir que o aumento da expansao das células T LAG-37/~
observado nos ratinhos RAG/™ & independente da especificidade
do antigénio, foram utilizadas células T purificadas a partir
de OVA [Ovalbumina 257-264 especifica, restrita em H-2K";
Hoggquist, KA et al., Cell 76: 17-27 (1994)] e em ratinhos OT-
IT transgénicos [ovalbumina 326-339 especifica, restrita em
H-2K”; Barnden, MJ et al., Immunol. Cell Biol. 76: 34-40
(1998)]. Células T OT-II CD4+ Va2' tipo selvagem expandem-se
mal em ratinhos RAG#*, de acordo com trabalhos anteriores que
indicam que estas células mostram pouca expansdo homeostatica
em hospedeiros linfopénicos. Ernst, B. et al., Immunity 11:
173-181 (1999). Em oposicao, esta limitacdo ndo se aplica as
células T de ratinhos LAG-3/" OT-II transgénicos, que se
expandem energicamente em hospedeiros linfopénicos em numeros
que foram mais de 3,2 vezes superiores aos das células T do
tipo selvagem aos 15 dias apds a transferéncia. Do mesmo
modo, o numero de células T LAG-3/  CD8+ Va2 OVA transgénicas
recuperadas de ratinhos RAG-1"7" foi 4 vezes mais elevado do
que em células T OVA de controlo de tipo selvagem.
Notavelmente, esta diferenca persistiu por, pelo menos, um
més apds a transferéncia. Estes dados demonstram uma vez mais
que tanto as células T CD4+ como as células T CD8+ sao
igualmente afectadas pela perda da LAG-3. Para avaliar a
importédncia da ligacdo da LAG-3 a moléculas de MHC classe 11,
células T LAG-3/ e células T OVA transgénicas T de tipo

selvagem foram transferidas para ratinhos sem moléculas de
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MHC classe I e moléculas de classe 1II (BZmﬂ”xH—ZAM%F). Os
dados mostram claramente que o aumento de expansao das
células T LAG-3/" é anulado na auséncia de moléculas de MHC

de classe II, demonstrando a importdncia desta interaccéo.

Ratinhos LAG-3"/" ou receptores adoptivos de células T
LAG-37/" tém numeros aumentados de células que sao normalmente
negativas para a LAG-3, tais como as células B e o0s
macréfagos. Este facto suporta a ideia de que uma alteracao
no controlo da homeostasia das células T, devido a auséncia
da LAG-3, modifica diretamente o controlo de outros tipos de
células de leucédcitos. Para testar diretamente esta hipdtese,
as células B foram co-transferidas com células T LAG-3/ ou
células T do tipo selvagem em ratinhos RAG/ . Utilizdmos
ainda esta abordagem para avaliar as func¢des contraditdrias
de moléculas de MHC de classe II na regulacdao da homeostasia
de células T. Estudos anteriores demonstraram claramente que
a expansdo homeostdtica e a sobrevivéncia a longo prazo das
células T CD4+ requerem uma interacdo periddica com moléculas
MHC de classe II. Takeda, S. et al., Immunity 5: 217-228
(1996); Rooke, R., et al., Immunity 7:123-134 (1997). Por
outro lado, é possivel que a interaccdo entre a LAG-3 e as
moléculas de MHC de classe II tenham o efeito oposto. Como
verificado anteriormente, houve um aumento de 3,0 vezes no
numero de células T LAG-37" em comparacgcao com as células T
controlo de tipo selvagem quando transferidas com células B
de MHC classe II /. No entanto, na presenca de células B do
tipo selvagem, a diferenca entre as células T LAG-3/ e as
células T LAG-3""" aumentou 4,9 vezes. O aumento do numero de
células T LAG-3/" é provavelmente devido a um aumento da
interacgcdo MHC:TCR, potenciando, assim, a expansao. Em
contraste, as células T LAG-3"" seriam submetidas a um

controlo homeostdatico quer positivo (através da interaccéo
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MHC:TCR) quer negativo (pela interaccdao MHC:LAG-3), o que

resulta na expansdo compardvel de células T de tipo selvagem.

Na presencga de células T de tipo selvagem, © numero de
células B recuperadas do baco 7 dias apds a transferéncia foi
idéntico ao dos ratinhos que receberam apenas as células B.
Em oposicgao, houve um aumento de 2,7 vezes no numero de
células B recuperadas de receptores de células T LAG-37/7, ©
que providencia uma demonstracdo directa de que o aumento do
numero de células B foi devido a “desregulacao” de células T
LAG-37/". Curiosamente, verificou-se um aumento no numero de
células B MHC de classe II na presenca de células T do tipo
selvagem em comparagdo com o0s ratinhos que receberam apenas
as células B. Tal suporta a ideia de que a auséncia ‘local’
da interaccdao LAG-3:MHC de classe II pode resultar no aumento
da expansdo de células B devido a desregulacdo transitdéria de
células T do tipo selvagem, embora os ratinhos RAG /™
receptores tenham macréfagos MHC de classe II' e células
dendriticas no baco. Outra hipdétese é que a ligacao das
moléculas de MHC de classe II pela LAG-3 fornece um sinal de
regulacgdo negativa as células B, impedindo assim a expanséao.
Embora esta hipdtese seja aceitdvel para as células B, néo
explica o aumento dos numeros de células de MHC de classe 1T,
tais como 0s granulécitos, em ratinhos LAG-37/". Uma
possibilidade, que estd a ser investigada, € que a expansao
desregulada de células T LAG-3/ origina a sua producdo de
citocinas gque induzem uma ampla expansdao de muitos tipos de

células.

A influéncia da expressdao de LAG-3 na expansao
homeostdtica em ratinhos linfopénicos ndo estd limitada a
células T ingénuas. A transferéncia de antigénios expostos a

células T memdria OT-II resultou, também na expansao
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substancialmente acelerada de LAG-3/ em comparagao com as
células T nas células controlo de tipo selvagem [7,2 vezes
mais]. Foil importante verificar que a LAG-3 foi diretamente
responsavel por essa expansdo das células T “desreguladas” e
ndo um gene intimamente ligado que foi interrompido pela
estratégia de marcacdo original. Assim, as células T LAG-3/~
OT-II foram transduzidas com retrovirus com base em virus de
células estaminais de ratinho (MSCV) que continham quer LAG-3
de tipo selvagem quer um mutante com sinalizacdo afectada, a
LAG-3.AK". Workman, C.J. et al., Eur. J. Immunol. 32: 2255-
2263 (2002). O vector também continha um local de entrada
interno ribossomal (IRES) e uma cassete da proteina verde
fluorescente (GFP) para facilitar a andlise das células
transduzidas. Persons, D.A. et al., Blood 90:1777-1786
(1997). As células T LAG-3/ e células T LAG-3+/+ OT-II
também foram transduzidas com um vector “vazio”/GFP controlo.
As células transduzidas foram transferidas para receptores
RAG-17" e o numero de células T OT-II recuperadas 15 dias
pdés—-transferéncia determinado. Tal como esperado, o controlo
de células T LAG-3/  GFP expandiu-se mais do que as células
GFP do tipo selvagem [2,8 vezes mais]. A expressao ectédpica
de LAG-3 reduziu o numero de células T OT-II a um nivel
comparavel ao do controlo de tipo selvagem, enquanto que a
expressao do mutante LAG-3 com sinalizacgdo afectada nado teve
nenhum efeito sobre a expansdo homeostdtica. Estes dados
demonstram que a LAG-3 & directamente responsavel pelos

efeitos observados.

Os nossos dados mostram claramente gque a LAG-3 regula
negativamente a expansdo homeostédtica das células T. Os dados
apoiam, também, a ideia de que as células T podem contribuir
para a homeostasia de muitos tipos celulares. Apesar do

efeito evidente que a auséncia de LAG-3 tem no numero de
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células T em ratinhos knockout e na expansao de células T em
ratinhos linfopénicos, € notdvel qgue apenas uma percentagem
muito pequena de células T expresse LAG-3. Curiosamente, a
expressdo ectdpica da LAG-3 em todas as células T nado tem um
efeito maior sobre a expansdo homeostdtica que o nivel baixo
da expressdo transitéria de LAG-3 visto em células do tipo
selvagem. Tal sugere gque o limiar para a sinalizacao deLAG-3
pode ser muito baixo, e gue pode haver outros fatores que
limitem o efeito da sinalizacdo de LAG-3. Identificar af(s)
molécula(s) de sinalizacdao a jusante que interage(m) com a
LAG-3 e a determinacdao do mecanismo através do qual a LAG-3
regula a expansdo homeostdtica serd claramente um importante

foco de pesquisa futura.

Uma observacao surpreendente foi o aumento do numero de
células gue nao expressam a LAG-3, tais como as células B e
macrdéfagos. Experiéncias de co-transferéncia demonstraram
claramente que a auséncia de LAG-3 nas células T foi
responsavel pelo aumento observado de outros tipos de
células. Tal facto pode dever—-se a uma proteina da superficie
celular ou soluvel que ou é induzida pela sinalizacdao de LAG-
3 gue limita o numero e/ou a expansdo de outros tipos de
células ou produzidas devido a auséncia de regulagdo negativa
pela LAG-3, que limita o numero e/ou a expansao de outros
tipos de células. A natureza exacta desta expansdao e o0 seu

papel fisioldgico ainda nao foram determinados.

Os pacientes que recebem medula 6ssea ou doses elevadas
de transplantes de células estaminais sdo especialmente
susceptiveis a infecg¢des nos primeiros 4-6 meses, devido a
baixa taxa de reconstituicdo de linfdcitos. O nosso estudo
suporta a ideia de que a LAG-3 é um alvo terapéutico vidvel e

que o bloqueio da expressao ou da funcdo da LAG-3 ira
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acelerar o enxerto de células T e significativamente reduzir

essa janela de susceptibilidade.

Exemplo 2-Materiais e Métodos

Este exemplo fornece os métodos experimentais e

materiais para o exemplo 1.

Ratinhos: Foram utilizados os seguintes ratinhos: LAG-
37/° [provenientes de Yueh-Hsiu Chen, Stanford University,
Palo Alto, CA, com autorizacado de Christophe Benoist e Diane
Mathis, Joslin Diabetes Center, Boston, MA; Miyazaki, T. et
al., Science 272: 405-408 (1996)]; C57BL/6J [Jackson Labs,
Bar Harbor, ME]; B6.PL-Thyl®/Cy (Thyl.l congénico) [Jackson
Labs]; RAG-1"/" [Jackson Labs, Bar Harbor, ME; Mombaerts, P.
et al., Cell 68: 869-877 (1992)]; MHC de classe T17/°
[providenciado por Peter Doherty, St. Jude Children’s
Research Hospital, Memphis, TN; Grusby, M.J. et al., Science
253:1417-1420 (1991)]; MHC de classe I/ /II/ [Taconic,
Germantown, NY; Grusby, M.J. et al., Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A
90:3913-3917 (1993)1; ratinhos OT-II TCR transgénicos
[providenciados por Stephen Schoenberger, La Jolla Institute
for Allergy and Immunology, La Jolla, CA, com autorizacao de
William Heath, Walter e Eliza Hall Institute, Parkville,
Victoria Australia; Barnden, M.J. et al., Immunol. Cell Biol.
76: 34-40 (1998)] e ratinhos OT-I (OVA) TCR transgénicos
[Jackson Labs; Hogquist, K.A. %', Cell 76: 17-27 (1994)]. A
andlise de microssatélites em uma série de genomas demonstrou
que 97% dos 88 marcadores genéticos testados para ratinhos
LAG-3/" foram gerados a partir de ratinhos B6 (Charles River
Laboratories, Troy, NY) . LAG—B#’, MHC de classe Il#f,
colénias OT-I.LAG-3/" e OT-II.LAG-3/" foram mantidas em St.

Jude Animal Resource Center. Todos o0s ensaios com animais
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foram feitos em um servico SPF creditado pela AAALAC, segundo
normas nacionais, estatais e institucionais. 0Os protocolos

animais foram aprovados por St. Jude IACUC.

Segmentos (“constructs’) de LAG-3 e a transducgao

retroviral: os segmentos de LAG-3 foram produzidos por PCR
recombinante como descrito (Vignali, DAA e KM Vignali, J.
Immunol 162:1431-1439 (1999)). O LAG-3.WT e LAG-3.AKM (LAG-3,
com uma delecdo do motivo conservado KIEELE na cauda
citoplasmatica) foram descritos (Workman, CJ et al., J.
Immunol. 169: 5392-5395 (2002)). Os segmentos de LAG-3 foram
clonados em um vector retroviral (MSCV) de virus de células
estaminais de ratinho, que contém um local de entrada
ribossémica interno (IRES) e proteina fluorescente verde
(GFP), e retrovirus produzido como descrito (Persons, DA et
al., Blood 90: 1777-1786 (1997); Persons, DA et al., Blood
Cells Mol Dis 24: 167-182 (1998)). As linhas celulares
produtoras de retrovirais foram geradas por transducéo
repetida de células GPE+86 (7-10 vezes) até se obter um
titulo wviral superior a 10°/ml apés 24 h (Markowitz, D. et

al., J. Virol 62: 1120-1124 (1988)).

Citometria de fluxo: As suspensdes de células isoladas

prepararam-se a partir de Dbagos de RBC e lisaram-se com
solucdao de Gey. Os esplendcitos foram corados primeiramente
com Fc Block, anti-CD16/CD32 (2.4G2) (BD PharMingen, San
Diego, CA) durante 10 min em gelo. As células foram entao
coradas com 0S seguintes marcadores de superficie celular
utilizando varios anticorpos conjugados a partir de BD-
PharMingen: off TCR + (H-57-597), Va2 (B20.1), yd TCR (GL3),
Cb4 (RM4-4), CD8a (53-6,7), CD45R/B220 (RA3-6B2), CDllb/Macl
(M1/70), Gr-1 (RB6-8C5), CD44 (IM7), CD25/IL2R (7D4), CD69
(H1.2F3) e células CD244.2/NK (2B4). A expressdo de LAG-3 foi
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avaliada com um ratinho biotinilado anti-LAG-3 mAb (C9BTW,
IgGlk;. Workman, CJ et al., Eur. J..Immunol. 32: 2255-2263
(2002)) ou o mesmo anticorpo obtido como um conjugado de PE
(BD PharMingen). As células foram em seguida analisadas por

citometria de fluxo (Becton Dickinson, San José, CA).

Incorporacdo de Bromodeoxiuridina: As 5, 16, 28 e 52

semanas de idade, ratinhos LAG-3 /%, LAG-37/7, OTII.LAG-3"" e
OTII.LAG-3/  receberam BrdU (Sigma, St. Louils, MO) na agua de
beber durante 8 dias (0,8mg/ml). Os ratinhos foram depois
sacrificados por inalacdao de CO, e o8 bacos removidos. A
coloragao para a incorporagédo de BrdU foi realizada como
descrito (Flynn, KJ et al., Proc Natl Acad Sci EUA 96:8597-
8602 (1999)). Resumidamente, os esplendcitos de LAG-37" e de
LAG-3"" foram corados para a expressdo de TCRaB, CD4, CD8 e
B220. Os esplenécitos de OTII.LAG-3+/+ e OTII.LAG-3/  foram
corados para a expressao de Vo2 e CD4 (PharMingen). As
células foram entdo fixadas com 1,2 ml de etanol a 95%
arrefecido em gelo durante 30 min em gelo. As células foram
lavadas e permeabilizadas com PBS + 1 % de paraformaldeido +
0,01 % de Tween 20 durante 1h a temperatura ambiente. As
células foram entdo lavadas e incubadas com 50 KU de ADNase
(stigma) em 0,15M de NaCl + 4,2 mm MgCl, pH 5,0, durante 10
min a 37 °C. O BrdU foi detectado através da adicao de anti-
BrdU-FITC (Becton Dickinson) durante 30 min a temperatura

ambiente e entdo analisado por citometria de fluxo.

Experiéncias de transferéncia adoptiva: as células T

e/ou células B de esplendécitos foram separadas positivamente
por FACS ou separadas negativamente pela separacgdo com contas
magnéticas (MACS) . Para as ©purificacgdes de FACS, 0s
esplenécitos foram corados para a expressao de TCRhh, CD4 e

CD8 e classificados por seleccao positiva em MoFlow
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(Cytomation, Ft. Collins, CO). Para a purificacdo negativa de
MACS, 0os esplendécitos foram corados com PE-anti-B220
acoplado, o anti- Grl anti-Macl, anti-TBR119 (eritrdcitos),
anti-CD244.2 (células NK) e anti-CD8 (negativo para a
purificacdao de células T OTII transgénicas). As células foram
entdo incubadas com contas magnéticas acopladas com ©
anticorpo anti-PE (Miltenyi Biotech, Auburn, CA) e a seguir
separadas negativamente em uma autoMACS (Miltenyi Biotech,
Auburn, CA) para 90-95% de pureza. Em alguns ensaios, as
células T foram marcadas com éster succinimidilico de
diacetato de carboxifluoresceina (CFSE). As células foram
lavadas duas vezes com PBS, ressuspensas em PBS com 0.1% de
BSA a 1x10’ células/ml e incubadas com CFSE 5 mM durante
10min a 37 °C. As células foram lavadas duas vezes com PBS
suplementado com 0,1% BSA. As células T purificadas por CFSE
ou marcadas com radioisétopos (5x10° ou 1x10’) e, em alguns
casos, células B (5x10°) foram injectadas intravenosamente em

ratinhos RAG-1"7" ou 1.1" (B6.PL).

Transdugao retroviral de células T normais: bagos de

ratinhos OTII.LAG-3"" e OTII.LAG3 /" foram removidos e
suspensdes de células individuais preparadas a 2:5x10°
células/ml. Os esplendécitos foram activados com o péptido OVA
326-339 [10 pM] em cultura durante dois dias. Os esplendcitos
activados foram entdo incubados com uma monocamada de células
produtoras de retrovirais GFP, de LAG-3.WT/GFP ou LAG-
3.AKM/GFP durante 2 dias na presenca de polibreno. As células
foram deixadas em repouso durante 10 dias e separadas pela
expressdao de Voa2'/CD4'/GFP' por FACS. As células foram
deixadas a repousar durante mais dois dias e, em seguida,
5x10° células foram injectadas em ratinhos RAG/ através da
veia caudal. Quinze dias apds a transferéncia, os ratinhos

foram sacrificados por inalacdo de CO; e 0s bacos removidos.



41

Os esplendcitos foram corados e analisados por citometria de

fluxo.

Exemplo 3-Células Treg induzidas com potente actividade

regulatéria

De modo a identificarem-se moléculas especificas de
Treg, foi realizada uma andlise da expressdo diferencial de
genes de antigenos especificos das células T diferenciando-as
em células efetoras/meméria em resposta a infecgdo wviral ou
células Treg mediante interacadao com antigénio cognato como um
auto-antigénio. Esta andlise revelou que o gene LAG-3 foi
selectivamente regulado positivamente nas células Treg. O
papel fisioldgico da LAG-3, um homdlogo de ligacdo de CD4 MHC
de classe II, ainda ndo fol totalmente elucidado. Varios
estudos in vitro sugerem que a LAG-3 pode ter uma funcao de
regulacao negativa (Hannier et al., 1998, Huard et al., 1994;
Workman et al., 2002a; Workman et al., 2002b). Demonstra-se
aqui gque a expressao membranar de LAG-3 marca selectivamente
as células Treg independentemente de CD25 e que a LAG-3
modula tanto in vitro como in vivo a actividade supressora

das células Treg.

Para o estudo das diferencas entre as células T
efetoras/meméria e a 1inducdo de tolerédncia, utilizédmos a
transferéncia adoptiva do receptor de células T (TCR) de
células T CD4+ transgénicas (clone 6.5) especifico para um
antigénio modelo da hemaglutinina (HA). Em ratinhos tipo
selvagem infectados com o virus vaccinia recombinante que
expressa HA (Vac—-HA), células T CD4+ 6.5 especificas de HA
adoptivamente transferidas diferenciam-se em células
efetoras/meméria apds contacto com HA. A resposta de

meméria/efetora € caracterizada por uma fase tipica de
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expansao/contracdo e o desenvolvimento de marcadores de
meméria. Quando removidas do animal adotivamente transferido,
essas células efetoras/memdéria sado hiper-respondedoras a HA
in vitro relativamente as células T CD4+ 6.5 tal como
ensaiado através do antigénio especifico da resposta
proliferativa e producdo de interferdo-y. Esta resposta de
membéria persiste por meses apds a transferéncia adoptiva. Em
contraste, a transferéncia adoptiva de células T CD4+ 6.5 em
ratinhos transgénicos C3-HA, qgue expressam HA em multiplos
tecidos epiteliais, resulta em tolerdncia (Adler et al.,
2000, Adler et al., 1998). Semelhante a resposta
efetora/meméria héd uma fase rdpida de expansdo/activacéo
caracterizada por uma proliferacdo e expressao de citocinas
efetoras, tais como interferdo-y. No entanto, apds a fase de
activacgcao, a populacao de células T especificas de HA
contraem e as células residuais 6.5 ndo conseguem produzir
interferdao-y ou proliferar in vitro mediante a estimulacdo do
antigénio, 4-7 dias apds a transferéncia adoptiva (Adler et
al., 2000, Huang et al., 2003). A extincdo da capacidade de
produgdo de linfocinas tais como a IL-2 e y-interferdo e a
proliferacao em resposta ao antigénio representa a definicao

operacional padrdo do fendtipo anérgico.

A intensidade 1inicial da fase efetora in vivo em
ratinhos C3-HA, qgue precede a inducdo de toleréancia, ¢é
proporcional para o numero de células T CD4+ 6.5 transferidas
adoptivamente, bem como o nivel de expressao do antigénio de
HA em ratinhos recetores. Assim, ratinhos C3-HA™" toleram a
transferéncia de 2,5X106 células T CD4+ 6.5 bastante bem, mas
ratinhos C3-HA™?", que tém a expressdo de HA 1 000 vezes
superior que nos ratos C3-HA'™", morrem entre 4-7 dias apds a

transferéncia de 2,5%X10° células T CD4+ 6.5 (Fig.lA). A causa

de morte é vasculite pulmonar letal devido a infiltracao de
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células T CD4+ 6.5 transgénicas no pulmao, onde a expressao
de HA €& mais elevada. A transferéncia adoptiva de menos de
2,5x10° células T CD4+ 6.5 em ratinhos C3-HA™ provoca
vasculite pulmonar de menor gravidade e os destinatdrios
sobrevivem (Fig.lA) (Huang et al., 2003). Curiosamente,
células T CD4+ 6.5 transferidas a uma dose subletal adquirem
um fendétipo regulatdério, uma vez que sao capazes de proteger
08 ratinhos da morte apds perfusdo subsequente de que seria
uma dose letal de células T CD4+ 6.5 em ratinhos C3-HAP
desprotegidos. Esta funcéao de regulacao in vivo é
extremamente potente, visto que a transferéncia de tao poucas
quanto 8 000 células (0,3% da dose letal) protege
completamente os animais da morte apds perfusado subsequente
de 2,5X10° células T CD4+ 6.5 ingénuas. Esta proteccdo &
observada logo em 4 dias apds a transferéncia inicial e
permanece ativa até 6 meses (Fig.lA). Deplecdo de células T
CD4+, mas nao células T CD8+, antes da transferéncia adoptiva
elimina totalmente o efeito protector, definindo assim o
fendétipo Treg das células T CD4+ 6.5 clonotipicas

anergizadas.

A supressao da pneumonia letal ¢é acompanhada por uma
acumulacado das células T 6.5 (Treg) nos pulmdes e uma reducao
drédstica do numero de infiltracdo de células T efetoras da
segunda perfusao. Em vez de se acumularem nos pulmdes, como
ocorre na auséncia de células T reguladoras, as células T
efetoras acumulam-se na bainha peri-arteriolar linfética do
baco (Fig.1B). Outra evidéncia de que as células anérgicas
tém funcdo Treg vem da constatacdao de que estas células
inibem a activagdo de células T CD8+ citotdxicas especificas
de HA in vivo (dados nao apresentados). A eliminacao de
células T CD25+ antes da primeira transferéncia adoptiva

(proteccao) ndo afecta o desenvolvimento de células T
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reguladoras capazes de proteger o0s animais de uma estimulacao
letal subsequente com células T 6.5. Assim, & provavel que o
fenétipo Treg das células T iniciais tenha sido adguirido
apés a transferéncia adoptiva em vez de ser consequéncia das
células Treg naturais entre a populacdo adoptivamente
transferida. Estes resultados sao altamente concordantes com
0s resultados publicados por Von Boehmer e colegas, due
demonstram que células T CD4+ 6.5 se tornaram tolerantes apds
a transferéncia em ratinhos transgénicos que expressam HA no
compartimento de células B, exibem de facto funcdo Treg

(Jooss et al., 2001).

Exemplo 4-2A LAG-3 ¢é diferencialmente expressa em células Treg

induzidas

Com o intuito de identificar genes associados com o
fenétipo anérgico/Treg no nosso Sistema 1in vivo, foi
realizada a andlise em chip Affymetrix em células T CD4+ 6.5
apds a transferéncia adoptiva em recipientes nao-transgénicos
seguida de imunizacdo por Vac-HA para gerar células T de
meméria/efetoras ou, apds a transferéncia em ratinhos C3-
HA™Y"  para gerar células anérgicas/Treg. Células T 6.5
congénicas Thyl.l(+)Thyl.2(-)foram purificadas a partir de
tipo selvagem Thyl.1l(-)Thyl.2(+) infectadas com Vac-HA

bigh  (anérgicas/Treq)

(efetoras/memdéria) ou destinatdrios C3HA
através de um procedimento de isolamento sequencial com
coluna MACS de deplecao de células T CD8+4+, células B e
células T Thyl.2(+), seguindo-se a separagdo por citometria
de fluxo para grau de pureza >95%. Este protocolo evita a
utilizacdo de anticorpos especificos de TCR e de co-receptor

de CD4, que poderiam potencialmente alterar o padrao de

expressdo génica dependente de TCR ou de CD4.
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O ARN foi 4isolado a partir de células T CD4+ 6.5
ingénuas como amostra do dia 0 e isolado a partir de células
T CD4+ 6.5 nos dia 2, 3 e 4 de pds—-transferéncia adoptiva
para analise em chip. 0Os genes que foram diferencialmente
expressos entre as populacdes anérgicas/Treg e as populacdes
efetoras/meméria foram ordenados de acordo com um algoritmo
gue resumiu a sua expressao diferencial a partir de 0-4 dias.
Um numero surpreendentemente elevado de genes foi activado
selectivamente em populacdes anérgicas/Treg mesmo nos
instantes iniciais de pds-transferéncia adoptiva. Muitos
destes genes ESTs representados sem funcao conhecida. Entre
0s genes que foram previamente identificados, a LAG-3 estava
entre o0s mais diferencialmente expressos em populacdes
anérgicas/Treg em relacdo as populacgdes efetoras/memdéria.
Este resultado foil subsequentemente validado por andlise de
RT-PCR com um LAG-3 par de oligonucledtidos sonda para varios
periodos de tempo até 1 més apds a transferéncia adoptiva.
Apds um aumento minimo inicial nas células efetoras/meméria,
a expressdo de LAG-3 retorna a linha de base, 20 dias pds-
transferéncia adoptiva. Em um contraste flagrante, a
expressao de LAG-3 aumenta 20-50 vezes nos primeiros 5 dias
entre populacdes de células anérgicas/Treg e permanece
elevada ao longo da andlise nas 4 semanas subsequentes
(Fig.2A). Por outro lado, os niveis de FoxP3, e GITR e CTLA-4
apresentaram aumentos modestos (1,5-4 vezes) que foram
semelhantes em ambas as células de memdéria/efetoras e nas
células anérgicas/Treg induzidas durante os primeiros 4-5

dias (dados nado apresentados).

A expressdao de LAG-3 na superficie celular em
populacdes de células T CD4+ 6.5 anérgicas/Treg relativamente
a células T CD4+ 6.5 efetoras/memdéria foi analisada com um

anticorpo monoclonal anti-LAG-3 (Workman et al., 2002b) (fig.



46

2B) . Apesar dos niveils muito reduzidos da coloracgdo de LAG-3
nas células efetoras/memdéria, uma proporcdo significativa de
células anérgicas/Treg de ratinhos C3-HA™®" transgénicos
exibe niveils moderados a elevados de LAG-3, correlacionando-
se com o0s resultados de expressao génica. Como IL-10 &
comummente associada com a diferenciagdo e a funcgdo de Treg
(Moore et al., 2001), analisdmos os niveils enddgenos de mARN
de IL-10 e a sua correlacao com os niveis de mARN de LAG-3 em
subconjuntos de células T CD4+ a partir de ratinhos C3-HAM
(células T CD4+ 6.5 anérgicas/Treg). A andlise de amostras
maltiplas de populagdes anérgicas/Treg durante varios ensaios
revelou uma correlagdo entre o nivel de mARN de LAG-3 e o

nivel de mARN de IL-10 com um coeficiente de correlacdao (R2)

de 0,87 (Fig.2C).

Exemplo 5-2A LAG-3 € necesséaria para a fungdo maxima de Treg

A expressdao de LAG-3 na superficie celular em
populacdes de células T CD4+ 6.5 anérgicas/Treg fol analisada
utilizando anticorpos anti-LAG-3 e anticorpos monoclonais
anti-CD25, de forma coordenada. Apesar de proporgdes
semelhantes de efetoras/memdéria e anérgicas/Treg as células
expressam CD25 (dados nao apresentado), a expressao de LAG-3,
e de CD25 em células anérgicas/Treg nado estava completamente
concordante (Fig.3A). Posto isto, separamos as células em
populacdes LAG-3™9"cp25™9", LAG-3™9"CD25'", LAG-3"cD25"", e
LAG-3'°"CD25'" e analisdmos a sua actividade regulatéria em um
ensaio padrao de supressao in vitro. A supressao in vitro de
respostas proliferativas, entre células T CD4+ 6.5 ingénuas
revelou que a populacdo LAG-3"9"cp25™%" exibiu a maior
actividade supressora, a populacdo de LAG-3'°"CD25'" teve a
menor enquanto que, a actividade supressora das células LAG-

3hehep2siov o LAG-3'°"CD25'°Y eram compardveis (Figura 3B).
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Estes resultados sugerem Jue, dentre as células Treg
induzidas, a associacdo de LAG-3 e de CD25 pode seleccionar

células Treg com a maior actividade supressora.

Para melhor avaliar o papel directo de LAG-3 na
regulacao da supressao por células Treg induzidas,
determinou-se primeiramente se o0s anticorpos anti-LAG-3
podiam bloquear a capacidade de células que expressam LAG-3
de suprimirem in vitro as respostas proliferativas de células
T especificas para HA ingénuas. Os anticorpos anti-LAG-3 em
uma concentracdo de 2pg/ml inibem a supressao pelas células T
Treg CD4+ 6.5 no sistema de ensaio in vitro (Figura 4).
Durante o periodo de ensaio de 2 dias, os anticorpos anti-
LAG-3 nao afectaram as respostas proliferativas das células T
6.5 estimuladas na auséncia de Treg, confirmando-se que o
efeito de anticorpos anti-LAG-3 era de facto sobre as células
Treg e nao sobre as células efetoras (dados nao
apresentados). A capacidade dos anticorpos anti-LAG-3 para
bloquear in vitro a supressdao por células Treg demonstra que
a LAG-3 nao é simplesmente um marcador selectivo de Treg, mas

¢ também uma molécula que modula a actividade Treg.

Exemplo 6-2A LAG € necessaria para a actividade induzida por

Treg in vivo

Avaliamos, de seguida, o papel da LAG-3 na modulacdo da
funcdo Treg 1in vivo, determinando se a administracao de
anticorpos anti-LAG-3 podem bloguear a supressdao de pneumonia
letal por Tregs em ratinhos C3-HA™9"., 0Os ratinhos C3-HA"®"
foram pré-tratados com 8 000 células T CD4+ 6.5 (dose
subletal), e de seguida por uma dose de 6.5 2,5X10° células T
CD4+ ingénuas 4 dias apds a primeira transferéncia. Como

descrito antes, nesta fase as Tregs Jja se desenvolveram. Um
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anticorpo anti-LAG-3 (200 ug) foi administrado i.v.
juntamente com a subsequente estimulacdo com 2,5X10° células
6.5 e outras de 200 ug foram administradas 2 dias mais tarde.
Este tratamento com o anticorpo elimina totalmente in vivo a
actividade supressora das células Treg e o0s ratinhos morreram
em um periodo de tempo compardvel aos ratinhos C3-HA™M®
letalmente estimulados sem protecgdo do pré-tratamento sub-
letal com 6.5. Por outro lado, os ratinhos tratados com Treg
estabelecidas e tratadas com o anticorpo de controlo de
isotipo (IgGl de rato) ou sem anticorpo sobreviveram ao
estimulo subsequente com 2,5X10° células T 6.5 ingénuas
(Figura 5A) . Embora estes resultados sugiram que o0s
anticorpos anti-LAG-3 Dbloqueiam a actividade Treg in vivo,
uma possibilidade alternativa formal foi a de que, ao invés
de inibirem directamente as células Treg, os anticorpos anti-
LAG-3 hiperactivam as células T na populacdo estimulada de
tal forma que eles conseguem ultrapassar 0S efeitos
inibitérios das Tregs. Para descartar esta possibilidade,
questiondmos se a administracdo in vivo de anticorpos anti-
LAG-3, juntamente com uma dose de apenas células T 6.5 abaixo
do limiar de letalidade iria provocar letalidade na auséncia
de uma populacao Treg preestabelecida. Por conseguinte,
administrdmos 2,5x10° células T 6.5 (a dose maxima que nao
provoque letalidade) ou 8,0x10° células T 6.5 (cerca de 50%
de letalidade entre 7 a 14 dias apds a transferéncia) em
ratinhos C3-HAM?" em conjunto com anticorpos anti-LAG-3 ou
anticorpos de controlo de isotipo. A Figura 5B mostra que o
tratamento com anti-LAG-3 ndo igualou a dose letal de 2,5x10°
de células T 6.5 nem aumentou a letalidade parcial da dose de
8,0x10° de células T 6.5. Portanto, o efeito dos anticorpos
anti-LAG-3 no ensaio representado da Figura b5A teve como

objetivo a inibicdo direta das células Treg.
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Exemplo 7-A LAG-3 & expressa pelas células Treg naturais e é

necessaria para a actividade supressora

Considerados em conjunto, estes dados confirmam um
papel importante ©para a LAG-3 na mediacdao da funcgao
supressora de Treg induzidas. Tendo em conta que a relacao
entre Treg induzidas e Treg naturais ainda nao é claro, é de
interesse verificar se LAG-3 & expressa selectivamente em
células T CD4+ CD25+ de ratinhos de tipo selvagem. O mARN de
LAG-3 (juntamente com o mARN de CTLA-4, FoxP3 e GITR) §&,
expresso selectivamente em células CD4+ CD25+ em comparacao
com as células CD4+ CD25- (Fig.6A). Apesar desta constatacao
ser reprodutivel, nao conseguimos detectar LAG-3 na
superficie em ambas as células CD4+ CD25+ ou CD4+ CD25- por
coloragcao com anticorpos. No entanto, a coloragcao com
anticorpo em células permeabilizadas indicou claramente que
10-20% das células CD4+ CD25+ expressam reservas
intracelulares de LAG-3. A coloracadao de contraste de células
permeabilizadas CD4+ CD25- demonstra a inexisténcia de uma
populagcdo LAG-3+ (Figura 6B). Estes resultados sugerem que
pelo menos algumas Tregs naturais possuem reservas
intracelulares de LAG-3, gue podem ser rapidamente recrutadas
para a superficie da célula apds contacto com o antigénio
cognato e posteriormente mediar a supressédo. Enquanto as Treg
naturais estao contidas dentro da populacdo de células T CD4
e sao definidas pelas CD25, é possivel que as células Treg
reais sejam aquelas que expressam intracelularmente LAG-3.
Para avaliar directamente o papel de LAG-3 na funcao
reguladora natural das Tregs, questiondmos se o0s anticorpos
anti-LAG-3 poderiam inibir in vitro a supressdao mediada pelas
células T CD4+4+ CD25+ purificadas. A Figura 6C demonstra que
0s anticorpos anti- LAG-3 bloqueiam realmente a supressao

mediada pelas células T CD4+ CD25+ purificadas, o que sugere
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que a LAG-3 desempenha um papel na supressdao mediada pelas
Treg naturais e induzidas. A coloragao das células CD4+
CD25+, no final do ensaio de supressao in vitro revelou que
cerca de 20% expressam niveis elevados de LAG-3 na sua
superficie, apoiando a nogao de que a LAG-3 intracelular ¢é
mobilizada para a superficie sob circunstédncias em que o TCR

estd ocupado e medeia a actividade reguladora (Figura 6D).

Exemplo 8-A expressao ectdpica de LAG-3 confere actividade

regulatéria

Os ensaios de blogqueio nas Figuras 5 e 6 sugerem que a
LAG-3 é necessaria para a funcdo maxima das Treg. Para melhor
validar esta conclusao, realizou-se uma sSérie ensaios de
transducado para determinar se a expressao ectdépica da LAG-3
nas células T confere a actividade reguladora. Para estas
experiéncias, células T CD4+ 6.5 foram primeiramente
depletadas de quaisquer Tregs CD25+ “naturais” e transduzidas
com vetores retrovirais baseados em MSCV que codificam a GFP
apenas, a GFP + LAG-3 tipo selvagem ou GFP + um mutante LAG-
3.Y73FACY qgue reduziu substancialmente afinidade por MHC de
classe II e nao pode mediar a sinalizacdo a jusante (Workman
et al., 2002a). Depois de um periodo de repouso de 10 dias,
ndo foi observada coloracdo enddégena de LAG-3 em células T
CD4+ 6.5 GFP+ transduzidas com o vector de MSCV-GFP, no
entanto observaram-se niveis elevados de coloragao LAG-3 em
células 6.5 GFP+ transduzidas com o MSCV-LAG-3/GFP e vectores
MSCV-LAG-3.Y73FACY/GFP. As células GFP+ de cada grupo foram
seleccionadas e misturadas em diferentes proporgdes com a
APC, o péptido HAM'?? ¢ células CD4+CD25- 6.5 em um ensaio
de proliferacdao. Como mostrado na Figura 7, as células 6.5
que expressam a LAG-3 de tipo selvagem suprimem fortemente a

proliferacao de células 6.5 ingénuas, enquanto gue nao se
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observou supressdao com o controlo de células 6.5 GFP
transduzidas ou células que expressam o mutante de LAG-
3.Y73FACY nao funcional. A proliferacao encontrava-se
aumentada nos dois ultimos grupos, uma vez que as prdprias
células 6.5 GFP e LAG-3.Y73FACY transduzidas proliferam além
do ensaio com células 6.5 ingénuas. As células T LAG-3 do
tipo selvagem transduzidas demonstraram, de facto, uma
redug¢ado significativa das respostas proliferativas além de
inibirem a proliferacdao das células 6.5 nao-transduzidas.
Estes resultados fornecem evidéncias diretas que confirmam o
papel funcional da LAG-3 na supressao. Curiosamente, a
transdugdo de LAG-3 nao induziu outros genes associados com
as Tregs, incluindo Foxp3, CD25, CD103 e GITR (dados nao
apresentados). Este resultado, juntamente com a falta de
expressao diferencial significativa destes genes entre as
células T 6.5 diferenciadas em fendtipos efetoras/memdria vs
anérgicas/Treg, sugere dque a LAG-3 pode mediar uma via
distinta da funcao das células T independente da regulacao da

via de Foxp3.

Exemplo 9-Discussao

Estes resultados identificam a LAG-3, tal como uma
molécula da superficie <celular selectivamente regulada
positivamente em células Treg gque podem estar directamente
envolvidas na mediacdo da funcdo das Treg. Tendo em conta os
muitos sistemas em que a actividade das Treg naturais e
induzidas foi definida, resta determinar se a LAG-3 & um
marcador de Treg “universal” ou se marca selectivamente
apenas determinados subconjuntos Treg. 08 nossos resultados
sugerem que, para além de Treg CD4+ induzidas, as células

LAG-3 tém um papel na mediacdo de supressao por células Treg

CD4+CD25+ naturais. Além disso, outros dados experimentais
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demonstram um papel para a LAG-3 na regulacao da expansao de
linfécitos homeostatico por Treg natural (Workman e Vignali,
anexos ao artigo). A descoberta de gue a expressao de LAG-3 é
significativamente maior entre células T CD4+CD25+ de
ratinhos de tipo selvagem sugere que pode desempenhar um
papel na funcado das Treg naturais, bem como na das induzidas.
Como sugerido pelos ensaios na Figura 3, a associacao da LAG-
3 e CD25 pode definir subconjuntos de Treg com actividade
supressora mails potente. Nao propomos que a LAG-3 seja um
“marcador de linhagem” para Treg por sSer expressa em niveis
varidveis, que se correlacionam com a magnitude da actividade
reguladora em ensaios in vitro. Na verdade, nado €& claro gue
as Treg representam uma linhagem estdvel ou um estado de
diferenciacdo capaz de promover a tolerédncia de forma
celularmente nao autdnoma (von Boehmer, 2003). Diferentes
mecanismos foram definidos para a funcdo Treg em sistemas
diferentes (revisto em Shevach, 2002). Células LAG-3M9"
produzem maiores quantidades de IL -10 e exibem actividade
aumentada de supressao in vitro, mas o papel da IL -10 na
mediacdo da funcao supressora no nosso sistema continua por
determinar. Os anticorpos para LAG-3 inibem a actividade
supressora de células Treg, tanto in vitro como in vivo. Como
tal, propomos que a LAG-3 €& um receptor especifico de Treg ou
co-receptor que modula a actividade supressora deste

subconjunto de células T.

Varios estudos sugeriram um papel inibitdério
celularmente autdénomo para a LAG- 3 (Huard et al., 1994,
Workman et al., 2002b), contudo estudos iniciails com ratinhos
KO para LAG-3 nao conseguiram descobrir qualquer evidéncia de
auto—-imunidade ostensiva ou de hiper—-imunidade (Miyazaki et
al., 1996). Dada o papel por ndbdbs proposto para a LAG-3 na

funcdo das Treg, espera-se que ratinhos LAG-3 KO exibam



53

autoimunidade de sistema multiplo (ou seja, semelhante ao
Knockout para Foxp3 ou ratinhos scurfy), o gue nao foi
avaliado nestes ratinhos. No entanto, tratam-se de defeitos
claros nas células T reguladoras presentes nos ratinhos LAG-3
Knockout, tais como um defeito na regulacao da homeostasia
celular (Workman e Vignali, anexo ao artigo). Encontramo-nos
a reexaminar os ratinhos mais velhos LAG-3 Knockout para a
verificacdo de uma evidéncia mais sutil da autoimunidade de
inicio tardio, como foi observada em ratinhos PD-1 Knockout
(Nishimura et al., 1999; Nishimura et al., 2001). E também
concebivel que outros mecanismos reguladores pudessem ter
sido reforcados nestes ratinhos para compensar a perda da

expressao de LAG-3.

Por ser expressa em niveis mais elevados em células
Treg, a LAG-3 fornece um excelente alvo potencial para a
manipulacdo selectiva da actividade Treg para tratamento de
cancro e doencas autoimunitdrias. O CD25, o marcador padrao
de preferéncia para Treg, ¢ induzido em niveis elevados em
células activadas, sendo um componente fundamental do
complexo receptor da IL-2. O facto de aparentemente as
células T CD4+ CD25+ serem enriquecidas em actividade Tregs
nao & por o CD25 ser especifico para a funcdo Treg, mas sim
porque as células Treg sao cronicamente estimuladas por
contacto continuado com o auto-antigénio disponivel na
periferia. Mais recentemente, o recetor TNF membro da super-
familia de 18 moléculas (também chamado GITR) demonstrou
estar regulado positivamente em células Treg. Mais ainda, os
anticorpos para GITR tém sido descritos para inibicao da
actividade de Treg tanto in vivo como in vitro. No entanto, o
GITR ¢é igualmente regulado ©positivamente em células T
activadas e, portanto, aparentemente, nao é mais selectivo

como marcador para células Treg gque o CD25 (McHugh et al.,
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2002; Shimizu et al., 2002). Por outro lado, existem véarios
estudos que mostram que as populacdes de células CD4+CD25-
podem suprimir certas fungdes imunitdrias (Annacker et al.,
2001; Apostolou et al., 2002; Curotto de Lafaille et al.,
2001; Graca et al., 2002; Shimizu e Moriizumi, 2003; Stephens
e Mason, 2000). No entanto, a descoberta de que as células
CD25™9LAG-3"9" exibem maior actividade supressora sugere que
0os anticorpos contra ambas estas moléculas de superficie
celular podem ser utilizadas para manipular coordenadamente a

actividade Treg.

Os nossos dados demonstram que a LAG-3 € necessaria
para a actividade supressora maxima de ambas as células Treg
naturais e induzidas. No entanto, sera suficiente? Até agora,
a uUnica molécula que mostra conferir actividade reguladora

nas células T activadas é a Foxp3 (Fontenot et al., 2003,

Hori et al., 2003). Essencialmente demonstrdamos aqui que a
expressao ectdpica da LAG-3, mas nao um mutante
funcionalmente afectado, em células T CD4+ também pode

conferir uma actividade reguladora.

Outra questao fundamental ¢é saber se as células Treg
suprimem a reactividade dos linfécitos nas células efetoras
CD4+ e CD8+ através interaccgdes T-T directas ou através de
intermédios DC. A identificacdo de expressao selectiva e
funcional de Treg da LAG-3, uma molécula de ligacdo ao MHC de
classe II, devera proporcionar uma nova pista na dissecacéo
de mecanismos e manipulacdo da funcdo das Treg para doencgas

nas quais estas células desempenham um papel importante.

Exemplo 10-Procedimentos Experimentais

Ratinhos Transgénicos
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Os ratinhos C3-HA transgénicos foram ©previamente
descritos (Adler et al., 2000, Adler et al., 1998). Em suma,
0 gene da hemaglutinina (HA) derivado do virus da gripe
A/PR/8/34 (estirpe Mount Sinai) foi colocado sob o controlo
do promotor C3 (1) de rato. Duas linhas fundadoras foram
estabelecidas no plano de fundo genético B10.D2. Estas duas
linhas fundadoras, C3-HA™9 e C3-HA'™Y, que contém 30-50 e 3
cépias do transgene, respetivamente, expressam o mARN hibrido
de C3-HA, no mesmo conjunto de tecidos nao linfdides,
incluindo o pulmdo e a proéstata. Enquanto a diferenca na
expressdo total da proteina HA entre C3-HAM?" e C3-HA'™ nio
foi medida directamente, no pulmdo e na prdstata, onde os
niveis de expressdo sao mais elevados, a diferenca € cerca de
1 000 vezes superior, como mostrado pelo ensaio bioldgico de
libertacdao de citocinas por hibridomas induzidas em extractos

de tecidos.

A linha de ratinhos transgénicos TCR 6.5, gue expressa
um TCR que reconhece um epitopo restrito a I-E°-HA
(110SFERFEIFPKE120; SEQ ID NO: 7) (generosamente cedida pelo
Dr. Harald von Boehmer, Universidade de Harvar, Boston, MA),
foili retrocruzada nove geracdes com o fundo genético B 10.D2.
O outro ratinho TCR transgénico linhagem Clone-4, que
expressa um TCR que reconhece um epitopo HA restrito a K
(518IYSTVASSL526; SEQ ID NO: 8) (generosamente fornecido pela
Dra. Linda Sherman, Scripps Research Institute, La Jolla,
CA), foi também retrocruzada mais de 9 geracgdes no fundo
genético Thyl.1/1.1 B10.D2. Atendendo a gque nenhum anticorpo
clonotipico estd disponivel para a linhagem Clone-4 TCR, Thy
1.1 foi utilizado como marcador substituto. Apds a
transferéncia adoptiva em receptores Thyl.2/1.2, é possivel
supor que todas as células T CD8+ Thyl.l+ expressam o TCR

clonotipico especifico para HA como gquase todas as células T
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CD8+ maduras em ratinhos clone-4 que reconhece diretamente o

epitopo HA restrito a K% (Morgan et al., 1996).

Os ratinhos transgénicos utilizados nos ensaios tinham
entre 8 a 24 semanas. Todas as experiéncias envolvendo a
utilizacédo de ratinhos foram realizadas de acordo com o0s
protocolos aprovados pelo Animal Care and Use Committee de

Johns Hopkins University School of Medicine.

Transferéncia adoptiva

Células T CD4+ ou CD8+ clonotipicas foram preparadas a
partir de bacos e de ganglios linfaticos reunidos de ratinhos
6.5 ou clone-4 transgénicos. A percentagem clonotipica foi
determinada por andlise de citometria de fluxo. O marcador de
activacao CD44 foi analisado para garantir que estas células
clonotipicas né&o estavam activadas em ratinhos doadores e
eram de fendtipo ingénuo. Depois de trés lavagens com HBSS,
um numero adequado de células foi ressuspenso em 0,2 ml de

HBSS para injecdo i.v. na veia da cauda.

Imuno-histoquimica

Os tecidos foram recolhidos a partir de ratinhos trés
dias apds a transferéncia adoptiva. O tecido foi fixado em
ImmunoHistoFix (A Phase sprI, Bélgica) durante 3 dias a 4 °C
e, em seguida, incorporado em ImmunoHistoWax (A Phase sprI,
Bélgica). Coraram-se cortes seriados utilizando o mAb anti-
Thyl.1l marcado com biotina (PharMingen, San Diego, CA). O kit
ABC Vectastain (Vector, Burlingame, CA) e NovaRed (Vector)
foram utilizados. Os cortes foram contrastados com
hematoxilina QS (Vector). Os cortes foram analisados com

cédmara Nikon Eclipse E800. O processamento final de imagem
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foi realizado com recurso ao Adobe PhotoShop (Mountain View,

CA) .

Enrigquecimento e purificagdo de células T CD4+ 6.5 activadas

(“primed”) in vivo

Com quer indugdo de moléculas efetoras/memdéria quer de
tolerédncia in vivo apds a transferéncia adoptiva, a
percentagem de células T CD4+ 6.5 clonotipicas em bacos de
ratinhos receptores & de apenas 0,2% a 5%. O enriquecimento
deliberado e a purificacdao sao acgdes obrigatdrias para a
obtencdo de suficientes células T CD4+ clonotipicas para
estudos posteriores, como por andlise genética em chip
Affymetrix. Doadores de células T 6.5 foram cruzados para com
um fundo genético Thyl.l(+)Thyl.2(-), o que permitiu um enri-
quecimento em dois passos e procedimentos de purificacido apds
a transferéncia adoptiva em recipientes Thyl.1l(-)/Thyl.2(+).
As células T CD4+ 6.5 foram enriquecidas utilizando
primeiramente os anticorpos anti-CD8 biotinilados (Ly-2, 53-
6.7), anti-B220 (RA3-6B2), e anti-Thyl.2(30-H12) (todos
adquiridos da BD Biosciences PharMingen, San Diego, CA) e
microgrédnulos esféricos de streptovidina MACS e coluna de
separacao MACS LS (Miltenyi Biotech, Auburn , CA), para
remover as células T CD8+, as células B e as células T
receptoras ( Thy 1.2+). Uma vez gque as células T CD4+ e CD8+
sdo as unicas que tém Thyl.1l, e porque as células T CD8+
haviam sido depletadas durante o enriquecimento, de
classificacéao para Thyl.l células (+) utilizando um
classificador de células FACSVantage SE (BD Biosciences)
resultou em uma populacdo de células T CD4+ 6.5 altamente
pura (95%). Esta técnica evita o uso de anticorpos

especificos de TCR e de anticorpos especificos do co-recetor
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de CD4 que poderiam potencialmente alterar os padrdes de

expressao genética dependentes de TCR ou de CDA4.

Andlise genética em chip

As células separadas sofreram cisalhamento em colunas
Qiashredder (Qiagen, Valencia CA), seguidas de isolamento
total de ARN utilizando o kit RNeasy (Qiagen). O cADN foi
sintetizado utilizando o kit Superscript Choice (Gibco/BRL) e
um primer T7-DT purificado por HPLC (Proligo, Boulder, CO). A
sonda de CcARN biotinilado foi preparada utilizando o kit
BioArray RNA Transcript de ENZO (Affymetrix, Santa Clara,
CA). Os chips de genes de murino Ul74A, B e C foram
hibridados e analisados de acordo com protocolos padrao de

Affymetrix.

Ranking da expressdo diferencial de genes em células T CD4+
entre indugdo anérgica/Treg e indugdo de moléculas

efetoras/memdria

O mARN foi preparado a partir de células T CD4+ 6.5
clenotipicas ingénuas e anérgicas/Treg e efetoras/memdria
durante varios dias apds os quails, a transferéncia adoptiva
foi analisada por andlise genética em chip Affymetrix. A
expressdo diferencial de genes entre inducdo anérgica/Treg e
indugcdo de moléculas efetoras/meméria foi classificada pela
“disténcia”. A distancia foi definida como a soma das
diferencas absolutas entre a expressdo de células T anérgicas
e células T efetoras/memdéria no dia 2 (|dl|), dia 3 (|d2]), e
no dia 4 (|d3|) apds a transferéncia adoptiva, dividido pelo

valor de células T CD4+ ingénuas (n) para a normalizacéao.
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Anticorpos e coloracdo

Foram utilizados os seguintes anticorpos. Anti-LAG-3
(C9B7W, de PharMingen) (Workman et al., 2002Db) ou PE
conjugado ou purificado, anti-CD25 (7D4, de PharMingen), quer
purificado ou conjugado com FITC, e anti-GITR (poli-anticorpo
clonal adguirido a R&D Systems). Para a coloragao da
superficie celular para LAG-3 e C(CD25, esplendécitos de
ratinhos 6.5+/-Thyl.l+/- trasngénicos foram isolados e
enriquecidos para CD4+ utilizando um kit de isolamento por
seleccdo negativa de CD4+ (Miltenyi Biotec). Aproximadamente
2,5x10° células 6.5 clonotipicas, como determinado por
citometria de fluxo (16% do total de células CD4+) foram
ressuspensas em HBSS e injectadas na veia da cauda em 137
(C3-HA high) ou B10.D2 tipo selvagem. Tratou-se um grupo de
ratinhos B10.D2 com 5x10° Vac-HA, enquanto o outro grupo foi
deixado sem tratamento para controlo ingénuo. 0Os esplendcitos
e o0s génglios inguinais e 1linfaticos axilares foram
recolhidos <c¢inco dias mais tarde, e preparados como uma
suspensao de células unicas. As RBCs foram lisadas com tampao
de lise ACK. As células foram imediatamente bloqueadas com 5
ug de IgG completa de rato (Sigma) durante 15 minutos antes
da coloracao com os anticorpos anti-6.5 TCR-biotina + S -APC,
LAG-3-PE, e CD25-FITC, ou 0s controlos de isotipo
correspondentes. Todos o0s reagentes de coloracao, excepto o
anti-6.5-biotina foram adguiridos a Pharmingen (San Diego,
CA) . Depoils de uma curta incubacao, as amostras foram lavadas
uma vez em PBS+1% de FBS e lidas em um aparelho FACScalibur

(BD, San Jose, CA).

Ensaio de supressdo 1in vitro para células T 6.5 reguladoras

induzidas
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1X10* células T CD4+ 6.5 ingénuas purificadas
(respondedoras) e 1x10° esplenécitos B10.D2 singénicos
irradiados com a dose 3000-rad (células apresentadoras de
antigénios) misturaram-se com diferentes numeros de células T
CD4+ 6.5 supressoras e incubaram-se em placas de cultura de
tecidos de fundo redondo com 96 pogos com 10 pg/ml de péptido
HA de classe II (l10SFERFEIFPKE120; SEQ NO: 7) em 200 pl de
meio de CTL. Quarenta e oito a 72 horas mais tarde, as
culturas foram pulsadas com 1 uCi de °H-timidina e incubaram-
se por mais 16 horas antes da colheita com um sistema
automatico de colheita de células (“Packard Micromate cell
havester”). A determinacdo da guantidade de contagens da
radioactividade incorporada foi realizada com um contador de
cintilagdes (Packard Matrix 96 direct beta counter) (Packard

Biosciences, Meriden, CT).

Ensaio de supressdo 1in vitro para células T reguladoras

naturais

Ratinhos BALB/c de tipo selvagem foram utilizados para
ensaios de Treg naturais. 5%x10% células T CD4+CD25-
seleccionadas por citometria de fluxo (respondedoras) e 5x10°
esplendécitos de BALB/c irradiados com 3000-rad (células
apresentadoras de antigenos) misturaram-se com nuUmeros
diferentes de células T CD4+CD25+ supressoras por citometria
de fluxo e incubadas em placas de cultura de tecidos de 96
pocos de fundo redondo com 0,5 pg/ml de anticorpo anti-CD3,
em 200 pl de meio CTL. Quarenta e oito a 72 horas mais tarde,
as culturas foram pulsadas com 1 pCi de JH-timidina e
incubadas durante mais 16 horas antes da recolha com um
sistema automdatico de colheita de células Micromate Packard.
A determinacdao da quantidade de contagens da radioactividade

incorporada foil realizada com um contador de cintilacgdes
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(Packard Matrix 96 direct beta counter) (Packard Biosciences,

Meriden, CT).

Andlise quantitativa por PCR em Tempo Real

As células T CD4+ seleccionadas foram imediatamente
utilizadas para a extracao de ARN utilizando o reagente
Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA). A transcricado reversa foi
realizada com Superscript First Strand Synthesis System
(Invitrogen, Carlsbad, Ch) . Os niveis de cADN foram
analisadaos por PCR quantitativa em tempo real, com o sistema
de Tagman (Applied Biosystems, Foster City, CA). Cada amostra
foi analisada em duplicado ou triplicado para o gene alvo,
juntamente com o rARN 18S como referéncia interna em 25 pl de
volume reaccional final, utilizando o Tagman Universal PCR
Master Mix e o sistema de deteccdo de sequéncia ABI Prism
7700. Os reagentes reaccionais pré-preparados (PDARs) foram
fornecidos por Applied Biosystems para deteccdo de IL-10 e de
IL-2. Os conjuntos de par de primers e sonda foram desenhados
utilizando o software Primer Express e, em seguida,
sintetizados através de Applied Biosystems para LAG-3, CD25,
GITR e IFN-y. O conjunto de primers e de sonda utilizado para
Foxp3 encontrou-se citado na literatura (S4). As frequéncias
de mARN relativas determinaram-se por normalizacdo em relacao
ao ARN 18S do controlo interno. Resumidamente, normalizou-se
cada conjunto de amostras utilizando a diferenga de os ciclos
de limiar (Ct) entre o gene alvo e o ARN 18S: ACtsample
(Ctsampie — Ctigs). A amostra de calibragao foi designada como a
amostra com a mais elevada ACt em cada conjunto de ensaio
(ACt calipration) - As frequéncias relativas de mARN foram
calculadas como 2"*°" onde AACt = (ACtcalipration - ACtgampie) - OS
conjuntos de primers e de sonda utilizados s&ao: a LAG-3

Primer 5'- TCA ACA ACC AGA CAG TGG CCA- 3'(SEQ ID NO: 9
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) /Primer 5'- GCA TCC CCT GGT GAA GGT C-3'(SEQ 1ID NO:
10) /Sonda 5'-6FAM- CAC ACT CCC ATC CCG CCG C - TAMRA -3' (SEQ
ID NO: 11); CD25 Primer 5' -TGT ACC ATIG AGG CAC CCG TC- 3
'"(SEQ ID NO: 12/Primer 5' - TTA GGA TGG TGC CGT TICT TGT -3
'"(SEQ ID NO: 13)/Sonda 5'- 6FAM -CCA ATG CAT TCA AAG CCA TICT
CCC CC~ TAMRA -3 ' (SEQ ID NO : 14); GITR Primer 5' -TCC GGT
CCT GTIG TTG GTG -3 '(SEQ ID NO: 15)/Primer 5' - AAC AGT CTIG
CAG TGA CCG TCA 3 '(SEQ ID NO: 16 )/Sonda 5'- 6FAM -CAT GGG
CAC CTIT CTC CGC AGG T- TAMRA -3 ' (SEQ ID NO : 17); IFN- y
Primer 5'- TGA CAT AAG CCT AGA TCT AAG GAA AAT C -3 '(SEQ ID
NO: 18 )/Primer 5' - TGG CTC TGC AGG ATT TTC ATG -3 '(SEQ ID
NO : 19)/Sonda 5'- 6FAM - TCA CCA TTT TCC TGC CAG TTC CTC
CAG- TAMRA -3 ' (SEQ ID NO : 20); Foxp3 Prime 5'- CCC AGG AAA
GAC AGC AAC CTT -3 '(SEQ ID NO: 21)/Prime 5' - TTIC TCA CAA
CCA GCG CAC TTG -3' (SEQ ID NO: 22)/Sonda : 5'—- 6FAM - ATC
CTA CAC ACT GCT GCG AAA TGG AGT C -3 '"(SEQ ID NO: 23).

Segmentos (“constructs”) de LAG-3 e linhas celulares

produtoras retrovirais

Os segmentos de LAG-3 foram produzidos com recurso a
PCR recombinante, como descrito (Vignali e Vignali, 1999). O
LAG-3.WT e o mutante funcionalmente nulo LAG-3.Y73F.ACY (LAG-
3 sem cauda citoplasmdtica com uma mutacdo pontual que reduz
muito a capacidade da LAG-3 se ligar ao MHC de classe II) tém
sido descritos (Workman et al., 2002a). Os segmentos de LAG-3
foram clonados em um vector retroviral baseado em virus de
células estaminais de murino (MSCV), gque contém um local
interno de entrada ribossomal (IRES) e proteina fluorescente
verde (GFP). A GFP e o retrovirus prepararam-se como descrito
(Persons et al., 1997; Persons et al., 1998). As 1linhas
celulares produtoras retrovirais foram geradas por transducgao

repetida de células GPE+86 (~7-10 vezes) até se obter um
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titulo viral superior a 10°/ml apds 24 h (Markowitz et al.,

1988) .

Transdugdo retroviral de células T CD4+/CD25- e ensaio de

supressdo in vitro

Os esplenécitos de ratinhos 6.5 foram corados com
anticorpos biotinados anti-B220, anti-Grl, anti-Macl, anti-
Terl1l9, anti-CD49b, anti-CD8 e anti-CD25 (PharMingen, San
Diego, CA). As células foram incubadas com esferas magnéticas
acopladas a estreptavidina e separadas negativamente em
autoMACS (Miltenyi Biotech, Auburn CA) até 90-95% de pureza
de células T CD4+/CD25. As células T CD4+/CD25 purificadas
foram activadas por ligacdo em placa a anti-CD3 (2Cl1l) e
anti-CD28 (35.71). Nos dias 2 e 3 pds—-estimulacao, as células
T activadas (4x10° células/ml) foram transduzidas por rotacédo
(“spin’”) (90min, 3000 rpm) com sobrenadante viral proveniente
apenas do vector, linha celular produtora LAG-3.WI/GFP ou
GPE+86 LAG-3.Y73F.ACY/GFP retroviral descrita antes mais IL-2
e polibreno (6 npg/ml). As células foram deixadas em repouso
durante 10 dias e depoils separadas no maximo ~30-35% células

T GFP+/Thyl.2".

Para o ensaio de supressao in vitro, as células T GFP+
purificadas foram colocadas em cultura (diluicdes duplas a
partir de 2,5x10% com 2,5x10* de células T CD4+/CD25-6.5
(purificadas por AutoMACS negativas), 5x10° esplenécitos
irradiados (3000 rads) e 5ug/ml HA110-120 em uma placa de 96
pocos de fundo redondo. As células foram cultivadas durante
72 horas e pulsadas as uUltimas 7-8 h em cultura com 1 uCi de

[3H]—timidina/pogo (Du Pont, Wilmington, DE).
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Exemplo 11

A CD223 é clivada a partir da superficie da célula e
libertada sob uma forma soluvel (sLAG-3). Sao geradas
quantidades significativas de células T activadas in vitro.
(5 pg/ml) e sédo também encontradas no soro de ratinhos (80
ng/ml) . E provdvel que tenham sido geradas por uma protease
da superficie celular. Detectou-se sLGA-3 por Western Blot. A
clivagem ocorre na regiao transmembranar (por exemplo,
aminodcidos 442-466 na SEQ ID NO: 2) ou na regiao do conector
(por exemplo, aminodacidos 432-441 na SEQ ID NO: 2) qgue

imediatamente antecede a amino-terminal.

Exemplo 12

Como demonstrado antes, a LAG-3 ndo sb é necessaria
para a funcdo maxima das células T reguladoras (Treg) mas
também é suficiente. Por outras palavras, a expressao de LAG-
3 individualmente ¢é suficiente para converter células a
partir de células T -efetoras activadas em células T

reguladoras.

A seguir quisemos determinar se as células que
expressam a LAG-3 ectopicamente poderdo também exibir funcao
reguladora in vivo e se estardo protegidas em um cendrio de
doenca. Questionamos se a expressiao ectdpica de LAG-3 em
células T especificas de auto-antigénios poderiam proteger
ratinhos da diabetes tipo 1. Neste sistema experimental, os
esplendécitos de ratinhos NOD propensos a diabetes foram
transferidos adoptivamente para ratinhos NOD-SCID, que
carecem de linfdécitos. Todos os ratinhos desenvolvem diabetes
dentro de 3 meses. A nossa andlise preliminar sugere que O

aparecimento da diabetes induzida por esplendécitos NOD &
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impedido por células T especificas da fogrina transduzidas
com a LAG-3, mas nao um mutante de sinalizacdo afectada ou o
controlo GFP. Estes dados suportam a ideia de utilizacao da
expressao ectoépica de células T especificas de auto-
antigénios com LAG-3 como uma nova terapéutica para o
tratamento de muitas doencas autoimunitdarias, asma e

alergias.
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REIVINDICAGOES

Composicdao que consiste em:

anticorpos dque se ligam especificamente a C(CD223 e
blogqueiam a sua capacidade de funcionamento; e

uma vacina anti-cancro composta por antigénios tumorais
isolados ou polipéptidos isolados compreendendo um ou

mais epitopos de antigénios tumorais.

Composicdo de acordo com a reivindicacao 1., que se

apresenta sob a forma de uma composicao farmacéutica.

Composicao de acordo com a reivindicagdo 1., na qual os

anticorpos sao anticorpos monoclonais.

Kit (“estojo”) composto por:

anticorpos que se ligam especificamente a CD223 e
bloqueiam a sua capacidade de funcionamento; e

uma vacina anti-cancro que compreende antigénios
tumorais isolados ou polipéptidos isolados compreendendo

um ou mais epitopos de antigénios tumorais.

Kit de acordo <com a reivindicacadao 4., em que O0S
referidos anticorpos e a referida vacina se apresentam

em recipientes separados.

Kit de acordo com a reivindicacao 4., que inclui ainda
as instrucdes para a administracao dos componentes desse

kit a um paciente com cancro.



10.

Anticorpo que se liga especificamente a CD223 e bloqueia
a sua capacidade de funcionamento e vacina anti-cancro
composta por antigénios tumorais isolados ou
polipéptidos isolados compreendendo um ou mais epitopos
de antigénios tumorais para utilizacado no tratamento de

cancro.

Anticorpo que se liga especificamente a CD223 e bloqueia
a sua capacidade de funcionamento e vacina anti-cancro
composta por antigénios tumorais isolados ou
polipéptidos isolados compreendendo um ou mais epitopos
de antigénios tumorais para utilizacdo no tratamento de
cancro em um paciente com células T reguladoras que

suprimem a resposta imunitdria a uma vacina anti-cancro.

Anticorpo e vacina anti-cancro para utilizacdo de acordo

com a reivindicacdo 8., em que o anticorpo € monoclonal.

Agente inibidor da proteina CD223 ou do mARN de CD223

escolhido entre:

um anticorpo que se liga especificamente & proteina
CD223 e Dblogueia a sua capacidade de funcionamento; um
oligonucledétido anti-sentido que se liga especificamente
ao MARN de CD223; uma ribozima que se liga
especificamente ao mARN de CD223; uma molécula de ARN de
interferéncia que se liga especificamente ao mARN de
CD223; e um segmento (“construct”) anti-sentido que
codifica o referido oligonucledtido anti-sentido, e uma
vacina anti-cancro composta por antigénios tumorais
isolados ou polipéptidos isolados compreendendo um ou

mais epitopos de antigénios tumorais,



11.

12.

13.

14.

15.

16.

para utilizacdo no tratamento do cancro em um mamifero
através do aumento do numero de células T nesse

mamifero.

Agente inibidor para utilizacdo de acordo com a
reivindicacao 10., em gque o agente inibidor & um
anticorpo que se liga especificamente a proteina CD223 e

blogqueia a sua capacidade de funcionamento.

Agente inibidor para utilizagdo de acordo com a
reivindicacao 10., em que o agente inibidor ¢é um
segmento (“construct”) anti-sentido que expressa uma
molécula de ARN anti-sentido que é complementar de pelo

menos 7 nucledtidos do mARN de CD223.

Agente inibidor para utilizagdo de acordo com a
reivindicacao 10., em que o agente inibidor ¢é um
oligonucledtido anti-sentido que é complementar de pelo

menos 7 nucledtidos do mARN de CD223.

Agente inibidor para utilizacdo de acordo com a
reivindicacao 10., em gue o agente inibidor ¢é uma

ribozima que se liga especificamente ao mARN de CD223.

Agente inibidor para utilizacdo de acordo com a
reivindicacado 10., em que o agente inibidor € uma
molécula de ARN de interferéncia a qual se 1liga

especificamente ao mARN de CD223.

Agente inibidor para utilizagao de acordo com a
reivindicacao 10., em que o mamifero é um paciente com

cancro.



17.

18.

19.

Agente inibidor para utilizacdo de acordo com a
reivindicacao 10., em que o agente inibidor €& para
administracdo com uma populagdo de células T especificas

do tumor.

Agente inibidor para utilizagcdo de acordo com a
reivindicagao 10., em que o agente inibidor & para

administracdo com um farmaco quimioterdpico anti-cancro.

Agente inibidor para utilizagcdo de acordo com a
reivindicacdao 10., em qgque o agente inibidor ¢é para

administragdao com anticorpos anti-cancro.

Lisboa, 12 de Novembro de 2013.
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