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RESUMO
ISOLAMENTO E IDENTIFICAQAO DE CELULAS T

A presente invencido refere-se a vacinas de células T
autdlogas melhoradas e métodos melhorados para a sua

producdo. A invencdo também & dirigida a ¢

a
a meétodos para

tratar doencas autoimunes, tais como esclerose multipla ou

artrite reumatdide utilizando vacinas

de células T
autdlogas. A invencdo € ainda dirigida ao diagnédstico de

doencas associadas a células T.
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DESCRIGAO
ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE CELULAS T

CAMPO DA INVENGAO

A presente invencdo refere-se, em geral, ao campo de
diagnéstico e tratamento de doenca autoimune, tal como
esclerose multipla (MS). Mais particularmente, diz respeito
ao isolamento de células T especificas de antigénio. Além
disso, a presente invencdo diz respeito a utilizacdo de
células T especificas de antigénio para o tratamento de
doenca autoimune, tal como MS.

ANTECEDENTES

Complexos de reconhecimento intercelular formados
pelos recetores de células T (TCR) em linfécitos T
citotdxicos ou células auxiliares T e complexos MHC/péptido
em células apresentadoras de antigénio (APC) sdo um
componente de reconhecimento comum num conjunto diverso de
encontros célula-célula que ativam células T tanto durante
o desenvolvimento do repertério de células T dentro de um
organismo individual (selecdo positiva; selecao negativa;
sobrevivéncia periférica) e durante o controlo (auxiliar T)
e estddios efetores (exterminadora T) de uma resposta imune
adaptativa.

Na resposta imune adaptativa, os antigénios séao
reconhecidos por moléculas hipervaridveis, tais como
anticorpos ou TCRs, que sao expressos com estruturas
suficientemente diversas para conseguirem reconhecer
qualquer antigénio. Anticorpos podem-se ligar a qualquer
parte da superficie de um antigénio. TCRs, contudo, estéo
restritos a ligacdo a péptidos curtos ligados a moléculas
de classe I ou classe II do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC) na superficie de APCs. 0
reconhecimento de TCR de um complexo péptido/MHC despoleta

ativacao (expansdo clonal) da célula T.
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TCRs sao heterodimeros compostos por duas cadeias que
podem ser off (alfa-beta) ou y® (gama-delta). A estrutura
dos TCRs ¢é muito semelhante a das imunoglobulinas (Ig).
Cada cadeia tem dois dominios extracelulares que sdo dobras
de imunoglobulina. O dominio amino-terminal ¢é altamente
varidavel e chamado o dominio wvaridvel (V). O dominio mais
proximo da membrana é o dominio constante (C). Estes dois
dominios sdo andlogos aos das imunoglobulinas e parecem-se
com fragmentos Fab. O dominio V de cada cadeia tem trés
regides determinantes de complementaridade (CDR). Préximo
da membrana, cada cadeia TCR tem uma curta sequéncia de
ligagcdo com um residuo de cisteina que forma uma ligacéo
dissulfido entre duas cadeias.

Os genes que codificam os heterodimeros off e yd sé6 séao
expressos na linhagem das células T. Os quatro loci TCR (a,
B, vy e O) tém uma organizacgdo germinativa muito semelhante
a da Ig. As cadeias o e y sé&o produzidas por re-arranjos
dos segmentos V e J, ao passo que as cadeias B e O séao
produzidas por re-arranjos dos segmentos V, D e J. Os
segmentos do gene para cadeias TCR estao localizados em
diferentes cromossomas, exceto o0s segmentos do gene da
cadeia 8 que estdo entre os segmentos do gene V e J da
cadeia o. A localizacao dos segmentos do gene da cadeia
tem uma significéncia: um re-arranjo produtivo dos
segmentos do gene da cadeia o deleta genes C da caeia &, de
modo que numa dada célula o heterodimero off ndo pode ser
co—-expresso com O recetor yd.

Em ratinhos, existem cerca de segmentos do gene 100 Vo
e 50 Ju e apenas um segmento Cua. A familia de genes de
cadeia d tem cerca de 10 V, 2 D e 2 J segmentos de gene. A
familia de genes de cadeia B tem 20-30 V segmentos e duas
repeticbes idénticas contendo 1 D@, 6 Jp e 1 Cp.
Finalmente, a familia de genes de cadeia vy contém 7 V e 3
repetigdes J-C diferentes. Em humanos a organizagdo é

semelhante a dos ratinhos, mas o numero de segmentos varia.
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Os re-arranjos dos segmentos de genes nas cadeilas o e
R é semelhante a dos Igs. A cadeia o, como a cadeia leve da
Ig é codificada pelos segmentos dos genes V, J e C. A
cadeia B, como a cadeia pesada da Ig, ¢é codificada pelos
segmentos dos genes V, D e J. 0Os re—-arranjos dos segmentos
de genes de uma cadeia resultam na Jjuncdo de VJ e 0s re-
arranjos da cadeia p resultam na Jjuncdo de VDJ. Apds
transcricdo dos genes re-arranjados, processamento do ARN e
translacdo as cadeias o e B sao expressas ligadas por uma
ligagdo dissulfido na membrana das células T.

Os segmentos do gene TCR sdo flanqueados pelo
reconhecimento de sequéncias sinal (RSS) contendo um
heptédmero e nonédmero com uma sequéncia interveniente ou de
12 nucleotideos (uma curva) ou 23 nucleotideos (duas
curvas). Como nas Igs, as enzimas codificadas por genes
ativadores de recombinacdo (RAG-1 e RAG-2) s&o responsaveis
pelos processos de recombinacgdo. RAGL/2 reconhece o RSS e
junta os segmentos V-J e V-D-J da mesma forma que os re-
arranjos da Ig. Em suma, estas enzimas cortam uma cadeia de
ADN entre o segmento do gene e o RSS e catalizam a formacéo
de um grampo na sequéncia codificadora. A seguéncia sinal é
subsequentemente excisada.

A juncgédo combinatdéria dos segmentos V e J nas cadeias
o e segmentos V, D e J nas cadeias [ produz um grande
numero de moléculas possiveis, criando, assim, uma
diversidade de TCRs. A diversidade também é conseguida nos
TCRs por juncdo alternativa dos segmentos dos genes. Por
oposicao a Ig, os segmentos dos genes [ e O podem ser
juntos de formas alternativas. Os segmentos dos genes
flanqueadores RSS nos segmentos dos genes [ e O podem gerar
VJ e VDJ na cadeia p e VJ, VDJ e VDDJ na cadeia o. Como no
caso da Ig, a diversidade também & produzida ©pela
variabilidade na juncgcao dos segmentos dos genes.

Lagos hipervaridveis do TCR, conhecidos como regides

determinantes de complementaridade (CDRs), reconhecem a
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superficie composta feita de uma molécula MHC e um péptido
ligado. Os lacos CDR2 de o e [ contactam apenas a molécula
MHC na superficie de APC, enquanto que os lacos CDRI e CDR3
contactam ambos o péptido e a molécula MHC. Comparado com
Ig, TCRs tém uma diversidade mais limitada na CDRI e CDR2.
Contudo, a diversidade dos lacos CDR3 em TCRs € maior do
que a da Ig, porgque os TCRs podem Jjuntar mais de um
segmento D conduzindo a diversidade de jung¢do aumentada.

Pensa-se que a patogénese de um nuUmero de doencgas
autoimunes €& causada por respostas de células T autoimunes
a auto—-antigénios presentes no organismo. Nem todas as
células T auto-reativas sao eliminadas no timo,
contrariando o paradigma de selecdo clonal. Agquelas células
T com TCRs para um espectro amplo de auto-antigénios
representa parte do repertdrio normal de células T e
circulam naturalmente na periferia. Nao ¢é claro porque
razdo as células T auto-reativas sdo permitidas, durante a
sua evolugédo, passarem por diferenciacdo no timo e serem
acomodadas na periferia. Ainda que o seu papel fisioldgico
ndo seja compreendido, estas <células T auto-reativas,
quando ativadas, apresentam um risco potencial na inducéo
de patologias autoimunes. Células T auto-reativas também
podem ser isoladas de individuos normais sem as
consequéncias das doencas autoimunes. Foi estabelecido que
o0 reconhecimento pelo antigénio da auto-reatividade por si
proprio nao é suficiente para mediar 0 processo
autodestrutivo. Um dos pré-requisitos para as células T
auto-reativas serem patogénicas ¢é que elas tém de ser
ativadas.

Células T auto-reativas estdo implicadas na patogénese
de doencas autoimunes, tais como esclerose multiplas (MS) e
artrite reumatdide (RA). A patogénese das células T auto-
reativas na MS é geralmente considerada como surgindo das
respostas das células T a antigénios de mielina, em

particular proteina basica da mielina (MBP). Observa-se que



EP2363710B1

as células T reativas a MBP passam por ativagdo in vivo e
ocorrem a uma frequéncia precursora mais elevada no sangue
e fluido cerebrospinal em pacientes com MS por oposicdo a
individuos controlo. Estas células T reativas a MBP
produzem citocinas Tyl, por exemplo, IL-2, TINF o e vy-
interferdo (IFNy), que facilitam a migracdo das células
inflamatdérias para o sistema nervoso central e exacerbam
respostas inflamatdrias destrutivas de mielina em MS.

Também se demonstrou que as células T reativas a
mielina estdo envolvidas na patogénese de encefalomielite
autoimune experimental (EAE) em animais, gque se parece a
MS. EAE pode ser induzida ativamente em animais suscetiveis
injetando proteinas mielina emulsionadas num adjuvante ou
passivamente injetando linhas de células T reativas a
mielina e clones derivados de animais sensibilizados a
mielina. Quando ativadas in vitro, sadoc precisos numeros
muito pequenos de células T reativas a mielina para induzir
EAE, enquanto que 100 vezes mais células T em descanso com
a mesma reatividade s&o incapazes de mediar EAE.

Demonstrou-se que EAE é prevenida e também tratada por
vacinagdo com células T reativas a mielina desativadas, um
procedimento designado vacinacgdo com células T (Ben-Nun et
al., Nature, 1981; 292: 60-61). A vacinacgdo com células T
induz respostas imunes reguladores compreendidas de células
T anti-idiotipicas e células T ergotipicas, que conduzem a
deplecdo de células T reativas a mielina. Ao depletar
células T reativas a mielina, sdo observados efeitos
terapéuticos na EAE e noutros modelos de doenga autoimune
experimental (Lider et al., Science, 1988; 239:820-822;
Lohse et al., Science, 1989; 244: 820-822).

Devido ao sucesso nos modelos de doenca autoimune, a
vacinacdo de células T avangou recentemente para ensaios
clinicos em pacientes com MS. Com base nos resultados em
modelos experimentais tais como EAE, ©pensa-se que a

deplecdo de células T auto-reativas pode melhorar o curso
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clinico de MS e outras doencas autoimunes.

Num ensaio clinico piloto, a vacinacdo com clones de
células T reativos a MBP autdlogos irradiados despoletaram
respostas de células T citoliticas CD8" que reconheceram
especificamente e lisaram células T reativas a MBP
circulantes (Zhang et al., Science, 1993; 261: 1451-1454,
Medaer et al.. Lancet 1995: 346:807-808). Trés inoculacgdes
subcutdneas com clones de células T reativos a MBP
irradiados resultaram na deplecdo de células T reativas a
MBP circulantes em pacientes com MS.

Num ensaio clinico preliminar, células T reativas a
MBP circulantes foram depletadas na recaida de pacientes
com MS remitentes e pacientes com MS progressiva secundéria
(Zhang et al., J Neurol., 2002; 249:212-8) wvacinando o0s
pacientes com trés injecdes subcutédneas de células T
reativas a MBP autdlogas irradiadas. A vacinagdo com
células T foi benéfica para cada grupo de pacientes
conforme medida pela taxa de reincidéncia, classificacédo de
escala de incapacidade expandida e atividade de lesdo MRI.
Contudo, houve uma tendéncia para uma progressdo acelerada
ap6és cerca de doze meses apds a ultima injecdo. A
significéncia da progresséao acelerada aparente é
desconhecida, mas pode estar associada com um declinio
gradual da imunidade induzida pela vacinacdo com células T
contra células T reativas a MBP. Em aproximadamente 10-12%
dos pacientes imunizados, células T reativas a MBP
reapareceram sensivelmente ao mesmo tempo que a Progressao
acelerada. Nalguns casos, as células T reativas a MBP que
reapareceram originaram-se de diferentes populag¢des clonais
que nao foram detetadas antes da vacinacdo, 0O gue sugere
que células T reativas a MBP podem passar por mudanga
clonal ou dispersdo de epitopo. A mudanca clonal de células
T reativas a MBP foil observada em estudos anteriores (Zhang
et al. 1995) e pode estar associada com o processo de

doenca em curso.
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Apesar da vacinacdo com células T ter sido demonstrada
ser eficaz para depletar células T reativas a mielina e
potencialmente benéfica para pacientes com MS, existem
varios problemas com o tratamento. O tratamento com vacina
com células T para cada paciente tem de ser
individualizado, porque os recetores das células T de
células T reativas a mielina sd8o altamente diversos e
variam entre diferentes pacientes com MS (Vandevyver et
al., Eur. J. Immunol., 1995; 25:958-968, Wucherpfennig et
al., J. Immunol., 1994; 152:5581-5592, Hong et al., J.
Immunol., 1999; 163:3530-3538).

Além de ser individualizado para cada paciente, séo
necessarias até 8 semanas para produzir uma dada vacina com
células T utilizando procedimentos atuais. A produgdo de
uma vacina com células T comega com o isolamento de células
mononucleares do fluido cerebrospinal (CSFMCs) ou sangue
periférico (PBMCs) de um paciente. As células mononucleares
isoladas s&o depois cultivadas com péptidos de mielina
durante 7-10 dias para ativar células T reativas a mielina.
As culturas sdo depois testadas em relagdo a proliferacéo
especifica a péptidos de mielina medindo a incorporagdo de
["H]-timidina na presenca de péptidos de mielina ao longo
de um periodo de 3 dias. As culturas que testam positivo
para proliferacdo especifica a sdo depois diluidas em série
para obter linhas de células T clonais ou diretamente
expandidas. As células s&do depois cultivadas até 6-8
semanas para expander as células T. Quando o produto da
vacina com células T final ¢é <clonal, as células T séao
homogéneas com um Unico padrdo de utilizacdo de gene VB-Df@-
JB. Normalmente, trés a seis das linhas de células clonais
sdo combinadas para produzir uma formulagdo heterogénea com
padrdes multiplos de utilizacgdo de gene VB-DR-JB. Quando o
produto da vacina com células T final é produzido por
expansdo direta, as células T sdo heterogéneas com mais de

um padrao de utilizacdo de gene VB-DB-JB.
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A natureza individualizada da vacinacg¢do com células T
e a cultura de células prolongada necessdria para producdo
de cada vacina tornam o tratamento caro e laborioso com as
metodologias atuais. O tempo adicional necessdrio para o
cultivo de células também cria um risco significativo de
contaminacao. Finalmente, a probabilidade de mudanca clonal
ou dispersdo de epitopo das células T reativas a mielina
pode requerer a produgao subsequente de uma vacina com
células T para cada paciente com um diferente padrao de
utilizacdo de gene VBR-DR-JPB.

Logo, existe uma necessidade de desenvolver métodos
melhorados de isolar células T com especificidade para
antigénios, tais como MBP, que possam ser utilizadas para
produzir vacinas com células T para o tratamento de
pacientes com doencas mediadas por células T, tais como MS.
Também existe uma necessidade de desenvolver métodos
melhorados para produzir vacinas com células T com um
padrdo heterogéneo de utilizagcdo de gene VR-DB-JR para
precaver a mudanca clonal de células T auto-reativas.

P. Stinissen et al. decrevem respostas de células T
gama-delta a células T activadas em paciente com
esclerose maltipla induzidas pela vacinagé&o com
células T (J. NEUROIMMUNOLOGY, Vol. 87, n.° 1-2, 1 de
julho de 1998, paginas 94-104).

P. Stinissen et al. descrevem a vacinacdo com clones
de células T autoreativas na esclerose multipla e
fornecem uma visdo geral de dados imunoldgicos e
clinicos (J. NEUROSCIENCE RESEARCH, Vol. 45, n.° 4,
15 de agosto de 1996, paginas 500-511).

J. Zhang et al. descrevem vacinagdes com células T e

aplicagdes clinicas em doencas autoimunes (J.
MOLECULAR MEDICINE, Vol. 74, n.° 11, 1996, péaginas
653-662) .

J. Zhang et al. descrevem a deplecao restringida por

MHC de c¢élulas T reativas para proteina bésica da
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mielina através da wvacinacdo com células T (SCIENCE,
vVol. 261, n.° 5127, 10 de setembro de 1993, péaginas
1451-1454) .

SUMARIO DA INVENGAO

O presente estd geralmente dirigido a métodos de
isolar células T especificas de antigénio e, mais
particularmente, células T especificas para auto-
antigénios. Os métodos para isolar uma ou mais células T
especificas para um antigénio de interesse geralmente
compreendem incubar uma amostra que compreende células T
obtidas de um paciente com dito antigénio ou um derivado do
mesmo; selecionar uma ou mais células T que expressam um ou
mais primeiros marcadores selecionados do grupo que
consiste em CD69, CD4, CD25, CD36 e HLADR; e um ou mais
segundos marcadores selecionados do grupo gque consiste em
IL-2, IFNg, TNFoa, IL5, IL-10 e IL-13.

Os métodos da divulgacao sdo particularmente Tuteis
para isolar células T auto-reativas que desempenham um
papel na patogénese de doencas autoimunes.

Os métodos da divulgacdo também permitem o diagndstico
de doenca auto—-imune bem como a monitorizacdo da progressao
da doengca e para a monitorizacdo da eficécia dos
tratamentos para a doenca.

Os métodos da invencdo também permitem a preparacdo de
vacinas com células T autdlogas para o tratamento de
doencas autoimunes relacionadas com células T.

Os métodos para a preparacdo da vacina envolvem
geralmente o isolamento de células T especificas de
antigénio, conforme descrito anteriormente, seguido,
opcionalmente, de etapas de cultivo subsequentes que
permite a expansdo da populacdo de células T especificas de
antigénio isoladas.

A invengdo também estd dirigida a vacinas com células
T e composigbes farmacéuticas que compreendem células T

especificas de antigénio isoladas utilizando os métodos da
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invencgéao.

Os métodos da divulgacdo também sdo Uteis para a
caracterizacdo de recetores de células T e dos seus acidos
nucleicos codificantes.

BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS

A Figura 1 demonstra a identificacdo por FACS de

células que expressam CD69 e yIFN (topo) e CD69 e TNF«

(baixo) num paciente com esclerose multipla antes da

estimulacéo (esquerda), apods estimulacéo com 0OS

residuos 83-99 de MBP (meio) e apds estimulacdo com os
residuos 83-99 de MBP (direita).

A Figura 2 demonstra a identificacdo por FACS de

células que expressam CD69 e yIFN (topo) e CD69 e TNFa

(baixo) num paciente controlo saudavel antes da

estimulacéo (esquerda), apods estimulacéo com 0OS

residuos 83-99 de MBP (meio) e apds estimulacdo com os
residuos 83-99 de MBP (direita).

DESCRICAO DETALHADA

1. Definicgdes

Para auxiliar no entendimento da presente invencéo,
sdo definidos a seguir varios termos.

"Auto-antigénio" ou "auto-antigénio", conforme
utilizado aqui, refere-se a um antigénio ou epitopo que &
nativo do mamifero que ¢é imunogénico em dito mamifero é
conservado nessa espécie de mamifero e que pode estar
envolvido na patogénese de doenca autoimune.

"CD," "grupo de diferenciacao” ou "determinante
comum", conforme utilizado aqui, refere-se a moléculas da
superficie celular reconhecidas pelos anticorpos. A
expressdo de algumas CDs & especifica para células de uma
linhagem particular ou via de maturacdo e a expressao de
outras varia de acordo com o estado de ativacdo, posicao ou
diferenciacdo das mesmas células.

"Derivado de" ou "um derivado do mesmo," no context de

sequéncias nucleotidicas significa que a sequéncia

10
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nucleotidica ndo estd limitada a sequéncia especifica
descrita, mas também inclui variagdes nessa sequéncia, que
podem incluir adicgdes, delecdes, substituicdes ou
modificacdes de nucleotideos na medida em que as variacdes
a sequéncia descrita retenham a capacidade de hibridizar em

condigbes de estringéncia moderadas a altas com O

complemento da sequéncia descrita. No contexto de
sequéncias peptidicas ou polipeptidicas, "derivado de" ou
"um derivado do mesmo” significa que o péptido ou

polipeptideo ndo estd limitado a sequéncia especifica
descrita, mas também inclui variacgdes nessa sequéncia, que
podem incluir adicgdes, delecdes, substituicdes ou
modificacdes de aminodcidos na medida em que as variacdes
na sequéncia litada retenham a capacidade de despoletar uma
resposta imune a sequéncia descrita.

"Imunogénico,"™ quando wutilizado para descrever um
péptido ou polipeptideo, significa gque o péptido ou
polipeptideo € capaz de induzir uma resposta imune, seja
mediada por células T, anticorpo ou ambos.

"Doenga relacionada com imunidade"™ significa uma
doencga na qual o sistema imune estd envolvido na patogénse
da doenca. Um subconjunto de doencas relacionadas com
imunidade sdo as doengas autoimunes. As doencas autoimunes
incluem, mas nao se limitam a, artrite reumatdide,
miastenia grave, esclerose multipla, psoriase, lupus
eritematoso sistémico, tiroidite autoimune (tiroidite de
Hashimoto), doenca de Graves, doenca inflamatéria
intetsinal, uveoretinite autoimune, polimiosite e certos
tipos de diabetes. Com vista a presente revelacdo, alguém
habilitado na arte pode prontamente perceber outras doencas
autoimunes trataveis ©pelas composicbes e métodos da
presente invencgao.

"PCR" significa a reacdo em cadeia da polimerase, por
exemplo, conforme geralmente descrita na Patente U.S. N.° 4
683 202 (emitida em 28 de julho de 1987 para Mullis). PCR é

11
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uma técnica de amplificacdo em que oligonucleotideos
selecionados, ou iniciadores, podem ser hibridizados com
moldes de &cidos nucleicos na presenca de um agente de
polimerizagdo (tal como uma polimerase de ADN ou ARN) e
nucleotideo de trifosfatos, pelo que podem ser formados
produtos de extensdo a partir dos iniciadores. Estes
produtos podem depois ser desnaturados e utilizados como
moldes numa reacdo de ciclagem que amplifica o numero e
quantidade de 4cidos nucleicos existentes que podem
facilitar a sua subsequente detecdo. Sado conhecidas uma
variedade de técnicas de PCR na arte e podem ser utilizadas
em ligagdo com a revelacdao aqui.

Um "péptido"™ ou "polipeptideo" & uma sequéncia ligada
de aminodcidos e pode ser natural, sintético ou uma
modificagdo ou combinac&o de natural e sintético.

"Iniciador™" significa um oligonucleotideo, seja
natural, sintético ou uma modificacdo do mesmo, capaz de
agir como um ponto de iniciacdo de sintese nucleotidica
suficientemente complementar a uma sequéncia nucleotidica
especifica numa molécula molde.

"Sonda" significa um oligonucleotideo, seja natural,
sintético ou uma modificacdo do mesmo, capaz de ligar
especificamente a uma sintese nucleotidica suficientemente
complementar.

"Doenga mediada por células T" significa uma doenga
gue surge como um resultado das células T reconhecerem
auto—-antigénios.

"Tratamento" ou "tratar," quando se refere a protecédo
de um animal de uma doenca, significa prevenir, suprimir,
reprimir ou eliminar completamente a doenga. Prevenir a
doenca envolve administrar uma composicdo da presente
invengcdo a um animal antes do despoletar da doenca.
Suprimir a doencga envolve administrar uma composicdo da
presente invencdo a um animal apds indugcdo da doenca, mas

antes do seu aparecimento <c¢linico. Reprimir a doenga
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envolve administrar uma composicdo da presente invencdo a
um animal apds o aparecimento clinico da doenca.

2. Isolamentos de células T especificas de antigénio

a. Isolamento de células T especificas de antigénio
monoclonais

Células T podem ser ativadas e expandidas na cultura
de células por incubacgdo com um alvo antigénico e células
apresentadoras de antigénio. Uma vez ativadas, as células T
passam por uma cascada complexa de sinalizacdo celular que
conduz a transcrigdo e expressdo de muitos produtos
génicos. A invencdo descrita aqui tira partido de produtos
génicos especificos para células T ativadas ©para a
identificagdo e isolamento de células T com especificidade
de antigénio desejada.

Num primeiro aspeto, a ©presente divulgacdo estéa
dirigida a um método para isolar uma célula T que &
especifica por um antigénio de interesse. Uma amostra que
compreende células T é incubada com um antigénio
particular, que causa a ativacdo de uma célula T especifica
por um antigénio de interesse. A amostra pode ser incubada
com o antigénio durante 1 a 7 dias. A amostra também pode
ser incubada com o antigénio durante menos de 1 dia. A
amostra também pode ser incubada com o antigénio durante
menos de 16 horas. A amostra também pode ser incubada com o
antigénio durante menos de 12 horas. A amostra também pode
ser incubada com o antigénio durante menos de 8 horas. A
amostra também pode ser incubada com o antigénio durante
menos de 4 horas. A amostra também pode ser incubada com o
antigénio durante menos de 2 hors.

Uma célula T especifica por um antigénio de interesse
pode depois ser isolada selecionando células T que
expressam produtos génicos de células T ativadas, conforme
descrito anteriormente. Subconjuntos de células T ativadas
podem ser isoladas selecionando células T com produtos

génicos especificos de subconjunto ou marcadores de
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superficie celular (por exemplo, CD4 vs. CDS8).

O antigénio de interesse inclui proteina bésica de
mielina (MBP), proteina proteoclipidica (PLP), glicoproteina
oligodendrécito-mielina (MOG) ou um fragmento da mesma. O
antigénio de interesse também pode ser um fragmento
imunodominante incluindo, mas nado limitado a, residuos 83-
99 ou residuo 151-170 de MBP. O antigénio de interesse
também pode ser uma combinacgdo de dois ou mais antigénios
individuais de interesse.

O antigénio ou um derivado do mesmo, utilizado para
ativar as células T pode ser qualguer imunogene que € capaz
de despoletar uma resposta imune ao antigénio de interesse.
0O antigénio ativador pode ser o antigénio de interesse, ou
um derivado do mesmo. O antigénio ativador pode ser MBP,
PLP, MOG ou um fragmento e/ou derivado do mesmo. O
antigénio ativador também pode ser um fragmento
imunodominante incluindo, mas ndo limitado am residuos 83-
99 o residuo 151-170 de MBP ou um fragmento e/ou derivado
do mesmo. O antigénio ativador também pode ser uma
combinacgado de dois ou mais antigénios ativadores
individuais. O antigénio ativador pode ser utlizado uma ou
mais vezes para ativar células T especificas por um
antigénio de interesse.

As células T podem estar presentes em gqualquer amostra
que compreende células mononucleares. A amostra pode ser
isolada a partir do sangue periférico ou fluido
cerebrospinal de um paciente com MS ou a partir de um
fluido sinuvial de um paciente com RA. Células T de
pacientes com outras doengas autoimunes podem ser isocladas
de forma semelhante a partir de sangue periférico e/ou
tecidos envolvidos com a doenca. As células mononucleares
podem ser enriquecidas na amostra utilizando técnicas de
centrifugacdo conhecidas dagqueles na arte incluindo, mas
ndo limitadas a, gradientes Ficoll®. Células T também podem

ser enriquecidas na amostra utilizando selecao positiva,
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selecdo negativa ou uma combinacdo das mesmas para
expressido de produtos génicos de células T.

O produto génico para identificar ou selecionar
negativamente células T ativadas pode ser um marcador de
superficie celular ou citocina ou uma combinacdo dos
mesmos. Marcadores de superficie celular para identificar
células T ativadas incluem, mas nado se limitam a, CD69,
Cbh4, CD8, CD25, HLA-DR, CD28 e CD134. CD69 € um marcador de
ativador precoce encontrado em linfécitos B e T, células NK
e granuldcitos. CD25 é um recetor IL-2 e é um marcador para
células T ativadas e células B. CD4 é um co-recetor TCR e é
um marcador para timdécitos, células T de tipo Tyl e T2,
monécitos e macrdfagos. CD8 & também um co-recetor TCR e é
um marcador para células T citotdxicos. CD134 & expressa
apenas em células T CD4" ativadas.

Marcadores de superficie celular para selecionar
negativamente células T ativadas incluem, mas nédo se
limitam a, CD36, CD40 e CD44. CD28 age como uma via de
ativacdo de células T estimuladoras independente da via do
recetor de células T e & expresso em células CD4" e CD8".
CD36 €& uma glicoproteina de membrana e € um marcador para
plaguetas, mondécitos e células endoteliais. CD40 é um
marcador para células B, macréfagos e células dendriticas.
Ch44 ¢é um marcador para macréfagos e outras células
fagociticas. Subconjuntos de células T podem ser isolados
utilizando selecgcao positiva, selecdo negativa ou uma
combinacdo das mesmas para expressido de produtos génicos da
superficie celular de células T auxiliares ou células T
citotdxicas (por exemplo, CD4 vs. CDS8).

Citocinas para identificar células T incluem, mas néo
se limitam a, citocinas produzidas por células T de tipo
Tyl (resposta mediada pela célula) e células T de tipo T2
(resposta de anticorpo). Citocinas para identificar células
T de tipo Tyl ativadas incluem, mas ndo se limitam a, IL-2,

interferdo gama (yIFN) e fator de necrose de tecido alfa
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(TNFo) . Citocinas para identificar células T de tipo Ta2
ativadas incluem, mas ndo se limitam a, IL-4, IL-5, IL-10 e
IL-13. Subconjuntos de células T também podem ser isolados
utilizando selecdo positiva, selecdo negativa ou uma
combinagdo das mesmas para expressao de produtos de genes
de citocinas de células T auxiliares ou células T
citotdxicas (por exemplo, VIFN vs. IL4).

Uma célula T de tipo Tyl ativada especifica por um
antigénio de interesse ©pode ser isolada identificando
células que expressam CD69, CD4, CD25, IL-2, IFNy, TNFa ou
uma combinag¢do dos mesmos. Uma célula T de tipo Tyl ativada
especifica por um antigénio de interesse também pode ser
isolada identificando células que expressam CD69 e CD4
juntos com IFNy ou TNFa. Uma célula T de tipo Ty2 ativada
especifica por um antigénio de interesse também pode ser
isolada identificando células que expressam CD69, CD4, IL-
4, IL- 5, IL-10, IL-13 ou uma combinagdo dos mesmos. Uma
combinacdo de uma célula T de tipo Tyl ativada e uma célula
T de tipo Ty2 especifica por um antigénio de interesse pode
ser isolada identificando células que expressam CD69, CD4,
CDh25, 1IL-2, 1IFNy, TNFa ou uma combinacdo dos mesmos e
células qgue expressam CD69, CD4, I1L-4, IL-5, IL-10, IL-13
ou uma combinacdo dos mesmos.

Os produtos génicos utilizados para selecdo positiva
ou negativa de células T ativadas podem ser identificados
por técnicas imunosselecdo conhecidas dagqueles na arte que
utilizam anticorpos incluindo, mas nao limitadas a,
classificacdo de células ativadas por fluorescéncia (FACS),
classificacéo de células magnética, panning e
cromatografia. A imunosselecdo de dois ou mais marcadores
em células T ativadas pode ser realizada numa ou em mais
etapas, em qgue cada etapa seleciona positiva ou
negativamente um ou mais marcadores. Quando a imunosselecdao
de dois ou mais marcadores €& realizada numa etapa

utilizando FACS, os dois ou mais anticorpos diferentes
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podem ser rotulados com diferentes fluordforos.

A  classificacdo de células magnética pode ser
realizada utilizando micropérolas super—-paramagnéticas
compostas de 6xido de ferro e um revestimento de
polissacarideo Preferencialmente as micropérolas podem ter
aproximadamente 50 nandmetros de didmetro e ter um volume
de cerca de um milionésimo o de uma célula de mamifero
tipica. As micropérolas sdo preferencialmente pequenas o
suficiente para permanecerem em suspensao coloidal que
permite ligacgao rapida, eficiente a antigénios da
superficie celular. As micropérolas preferencilamente néo
interferem com citometria de fluxo, s&o biodegradidveis e
tém efeitos insignificantes nas fungdes celulares. A
ligagdo do anticorpo as micropérolas pode ser direta ou
indireta, através de um segundo anticorpo a um ligando, tal
como fluoresceina.

O anticorpo pode ser das classes IgG, IgM, IgA, IgD e
IgE ou fragmentos ou derivados dos mesmos, incluindo Fab,
F(ab’),;, Fd e anticorpos de cadeia simples, diacorpos,
anticorpos bispecificos, anticorpos bifuncionais e
derivados dos mesmos. O anticorpo pode ser um anticorpo
monoclonal, anticorpo policlonal, anticorpo purificado de
afinidade ou misturas dos mesmos que exibe especificidade
de ligacdo suficiente por um epitopo de um produto génico
especifico para células T ativadas ou uma sequéncia
derivada dele. O anticorpo também pode ser uma anticorpo
quimérico.

O anticorpo pode ser derivado pela anexacdo de uma ou
mais fracdes gquimicas, peptidicas ou polipeptidicas
conhecidas na arte que permitem a identificacdo e/ou
selecdo de células T ativadas as quais o anticorpo ¢é
ligado. O anticorpo pode ser conjugado com uma fracéo
quimica, tal como um corante fluorescente. Uma célula T
ativada ligada por um anticorpo rotulado fluorescentemente

pode ser isolada utilizando técnicas incluindo, mas néao
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limitadas a, classificacdo de células ativadas por
fluorescéncia (FACS). O anticorpo também pode ser conjugado
com uma particula magnética, tal como uma micropérola
paramagnética (Miltenyi Biotec, Alemanha). Uma célula T
ativada ligada por um anticorpo rotulado magneticamente
pode ser isolado utilizando técnicas incluindo, mas ndao
limitadas a, classificacgdo de células magnética.

Para produtos génicos expressos na superficie celular,
o anticorpo pode ligar diretamente ao produto génico e pode
ser utilizado para selecdo celular. Para produtos génicos
na superficie celular expressos a baixas concentracgdes,
podem ser utilizados lipossomas magnetofluorescentes
(Scheffold, et al. Nature Med 6:107-110, 2000) para selecgéao
celular. A Dbaixos niveis de expressdo, o0s anticorpos
rotulados fluorescentemente convencionais podem nao ser
sensiveis o suficiente para detetar a presenca do produto
génico expresso na superficie celular. Lipossomas contendo
fluordforos podem ser conjugados a anticorpos com a
especificidade de interesse, permitindo, assim, a detecdo
do produto génico expresso na superficie celular.

Para produtos génicos intracelulares, tais como
citocinas, o anticorpo pode ser utilizado apds
permeabilizar as células. Em alternativa, para evitar matar
as células por permeabilizacéo, o) produto génico
intracelular se é basicamente segregado da célula pode ser
detetado a medida que ¢é segregado pela membrana celular
utilizando um anticorpo "catch"™ na superficie celular. O
anticorpo catch ©pode ser um anticorpo duplo que é
especifico para dois antigénios diferentes: (i) o produto
génico segregado de interesse e (ii) uma proteina de
superficie celular. A proteina de superficie celular pode
ser qualquer marcador de superficie presente em células T,
em particular, ou linfécitos em geral (por exemplo, CD45).
O anticorpo catch pode primeiro 1ligar a proteina de

superficie celular e depois 1ligar ao produto génico
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intracelular de interesse a medida que ¢é segregado pela
membrana, retendo, assim, o produto génico na superficie da
célula. Um anticorpo rotulado especifico para o produto
génico capturado pode depois ser utilizado para ligar ao
produto génico capturado, que permite a selecdo da célula T
ativada (Manz, et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:1921-
1925, 1995).

Certas formas de citocinas também s&o encontradas
expressas a baixa concentracdo na superficie celular. Por
exemplo, VIFN ¢é exibido a uma Dbaixa concentracdo a
superficie celular com cinética semelhante a dos de
expressao de VIFN intracelular (Assenmacher, et al. Eur J.
Immunol, 199¢, 26:263-267). Para formas de citocinas
expressas a superficie celular, anticorpos rotulados
fluorescentemente convencionais ou lipossomas contendo
fluordforos podem ser utilizados para detetar a citocina de
interesse. Alguém com habilitag¢&o comum na arte reconhecera
outras técnicas para detetar e selecionar produtos génicos
extracelulares e intracelulares especificos para células T
ativadas.

As células T podem ser enriquecidas em pelo menos 90%
do sangue inteiro. As células T também podem ser
enriquecidas em pelo menos 95% do sangue inteiro. As
células T também podem ser enriquecidas em pelo menos 98%
do sangue inteiro. As células T também podem ser isoladas
em pelo menos 99,5% do sangue inteiro.

b. Células T especificas de antigénio monoclonal isoladas

Num segundo aspeto, a célula T especifica para um
antigénio de interesse ¢é isolada através do método do
primeiro aspeto.

c. Isolamento de células T especificas de antigénio
policlonal

Num terceiro aspeto, a presente divulgacdo € dirigida
a um método para isolar células T gque sdo especificas para

um ou mais antigénios, de interesse. Uma amostra que
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compreende células T é incubada com um ou mais antigénios
que causam a ativacdo de células T especificas para um ou
mais antigénios. Células T especificas para um ou mais
antigénios podem depois ser isoladas.

As células T podem ter um padrdo heterogéneo de
utilizacdo de genes VR-DR-JP que expressam diferentes TCRs
que sd&o cada especificos por um antigénio de interesse. As
células T podem ter um padrdo heterogéneo de utilizacdo de
genes VB-DR-JB que expressam diferentes TCRs que sao
especificos por mais de um antigénio de interesse. Conforme
descrito anteriormente, as células T que compreendem um
padrdo heterogéneo de utilizacdo de genes VR-DR-JB podem
ser utilizadas para formular uma vacina de células T
policlonais que pode prevenir o epitopo de dispersar em
pacientes vacinados.

d. Células T especificas de antigénio policlonal isoladas

Num quarto aspeto, as células T especificas por um ou
mais antigénios de interesse isolados pelo método do
terceiro aspeto.

3. Quantificar o numero de células T especificas de
antigénio

Num quinto aspeto, um  método de determinar a
frequéncia relativa de células T especificas por um ou mais
antigénios de interesse numa amostra determinando o numero
de células T isoladas pelo método do primeiro ou terceiro
aspetos.

4. Diagnosticar uma doeng¢a autoimune

Num sexto aspeto, um paciente com uma doenc¢a autoimune
pode ser diagnosticado obtendo uma amostra de um paciente e
isolando células T auto-reativas pelo método do primeiro ou
terceiro aspetos. A doencga autoimune pode ser diagnosticada
comparando o nivel de células T auto-reativas num paciente
com um controlo. O nivel de células T auto-reativas pode

ser determinado de acordo com o método do gquinto aspeto.
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5. Monitorizar o progresso de uma doenca autoimune

Num sétimo aspeto, uma doenca autoimune ode ser
monitorizada determinando a frequéncia de células T auto-
reativas numa amostra de um paciente <com uma doencga
autoimune de acordo com o quinto aspeto. A severidade dos
sintomas da doenca autoimune pode correlacionar com ©
numero de células T auto-reativas. Além disso, um aumento
no numero de células T auto-reativas na amostra pode ser
utilizado como uma 1indicacgcdo para aplicar tratamentos
pretendidos para minimizar a severidade dos sintomas e/ou
tratar a doencga antes dos sintomas aparecerem.

6. Produzir uma vacina para o tratamento de uma doenga
autoimune

Num oitavo aspeto da presente invencé@o, pode ser
produzida uma composigdo para tratar uma doenca autoimune
dsativando células T auto-reativas que foram isoladas (e
opcionalmente expandidas em cultura conforme descrito aqui)
pelo método do primeiro ou terceiro aspetos. As células T
auto-reativas podem ser desativadas utilizando um numero de
técnicas conhecidas daqueles na arte incluindo, mas néo
limitadas a, inativacdo quimica ou irradiacdo. As células T
auto-reativas podem ser preservadas antes ou depois da
inativagdo wutilizando um numero de técnicas conhecidas
daqueles na arte incluindo, mas nao limitadas a,
criopreservacao. Conforme descrito a seguir, a composicédo
pode ser utilizada como uma vacina para depletar células T
auto-reativas em pacientes autoimunes.

A composicdo pode ser uma composicdo farmacéutica, que
pode ser produzida utilizando métodos bem conhecidos na
arte. Composicgdes farmacéuticas utilizadas como
terapéuticas pré-clinicas e <clinicas no tratamento de
doenca ou distuUrbios podem ser produzidas por aqueles com
habilitacgao, empregando principios de diagnéstico e
tratamento aceites. Tais principios sdo conhecidos na arte

e sado apresentados, por exemplo, em Braunwald et al.,
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editores, Harrison’s Principles of Internal Medicine, 11°@
Edig¢do, McGraw-Hill, editor, Nova Iorque, N.Y. (1987). A
composicdo farmacéutica pode ser administrada a qualquer
animal que possa experimentar os efeitos benéficos da
composicdo. Animais que recebem a composicdo farmacéutica
podem ser humanos ou outros mamiferos.

a. Vacina

Num nono aspeto, a presente invencdo ¢ desenhada para
uma composicdo produzida pelo método do oitavo aspeto da
presente invencdo. A composigcdo pode ser uma vacina, que
pode ser utilizada para depletar células T auto-reativas em
pacientes autoimunes.

7. Tratamento de uma doenca autoimune

Num décimo aspeto, uma doenga autoimune pode ser
tratada em pacientes com células T auto-reativas
administrando uma composicdo de acordo com o nono aspeto da
presente invencédo. A composigcdo pode ser uma vacina, que
pode conduzir a deplecdo de células T auto-reativas no
paciente.

Uma vacina pode compreender células T auto-reativas
compreendendo padrdes homogéneos ("monoclonal™) ou
heterogéneos ("policlonal") de utilizacdo de genes VB-DfB-
JB. Estudos clinicos indicam que pacientes autoimunes que
recebem vacinacdo com células T monoclonais autdlogas podem
mostrar um declinio gradual na imunidade contra células T
reativas a mielina. Nalguns casos, as células T auto-
reativas que reaparecem podem-se originar de diferentes
populagdes clonais, o que sugere que as células T reativas
a mielina podem sofrer mudanga clonal ou dispersao de
epitopo potencialmente associado com o processo de doencga
em curso. Mudanca clonal ou disperséo de epitopo pode ser
um problema em doencas autoimunes mediadas por células T
auto-reativas. Uma vacina que compreende células T auto-
reativas policlonais capazes de depletar multiplas

populacdes de células T auto-reativas pode evitar problemas
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com mudanc¢a clonal ou dispersédo de epitopo.

A composicdo pode ser uma composicdo farmacéutica, que
¢ administrada por gquaisquer meios que atingem o seu fim
pretendido. Por exemplo, a administracdo pode ser pelas
vias parentérica, subcuténea, intravenosa, intraarterial,
intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, transdérmica,
transmucosal, intracerebral, intratecal ou
intraventricular. Em alternativa, ou concorrentemente, a
administracdo pode ser pela via oral. As composicdes
farmacéuticas podem ser administradas por via parentérica
por injecdo bdlus ou por perfusdo gradual ao longo do
tempo.

A dosagem administrada pode ser dependente da idade,
sexo, estado de saude e peso do recetor, tipo de tratamento
concorrente, se algum, frequéncia do trtamento e da
natureza do efeito desejado. Os intervalos da dose para a
administracdo das composicdes farmacéuticas podem ser
grandes o suficiente para produzir o efeito desejado, pelo
que, por exemplo, células T auto-reativas sé&o depletadas,
conforme medido pelo sétimo aspeto, é atingido e a doenca
autoimune ¢é significativamente prevenido, suprimido ou
tratado. As doses podem ndo ser tao grandes para causar
efeitos secundarios adversos, tals como reacgdes cruzadas
indesejadas, imunossupressao generalizada, reagdes
anafilaticas e afins.

As composicdes farmacéuticas podem compreender
adicionalmente veiculos farmaceuticamente aceitéveis
adequados compreendendo excipientes e auxiliares qgque podem
facilitar o ©processamento das composigdes ativas em
preparacgdes gue podem ser utilizadas farmaceuticamente.
Aditivos para as composicdes farmacéuticas podem incluir a
inclusdao de um adjuvante, tal como alume, guitosano ou
outros adjuvantes conhecidos na arte. (Ver, por exemplo,
Warren et al., Ann. Rev. Immunol. 4:369-388 (1986); Chedid,
L., Feder. Proc. 45:2531-2560 (1986) . As composicdes
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farmacéuticas também podem ainda compreender lipossomas
para potenciar a entrega ou bioatividade utilizando métodos
e compostos conhecidos na arte.

Formulagdes adequadas para administracdo parentérica
incluem solug¢des aquosas das células T auto-reativas
desativadas, por exemplo, sais soluveis em agua em solucgdo
aquosa. Além disso, podem ser administradas suspensdes
oleosas compreendendo células T auto-reativas desativadas.
Solventes ou veiculos lipofilicos adequados incluem &leos
gordos, por exemplo, déleo de sésamo ou ésteres de Aacidos
gordos sintéticos, por exemplo, oleato de etilo ou
triglicerideos. Suspensdes de injecdo aquosas podem conter
substancias que aumentam a viscosidade da suspenséao
incluem, por exemplo, carboximetilcelulose de sddio,
sorbitol e/ou dextrano. A suspensdo também pode conter
estabilizadores.

As células T auto-reativas desativadas podem ser
formuladas utilizando veiculos parentéricos
farmaceuticamente aceitaveis convencionais para
administracdo por injecdo. Estes veiculos podem ser nao
téxicos e terapéuticos e um numero de formulacgdes séo
apresentadas em Pharmaceutical Sciences de Remington,
(supra). Exemplos ndo limitantes de excipientes sé&o &agua,
solucdo salina, solucdo de Ringer, solucdo de dextrose e
solucao de sal equilibrada de Hank. Composicdes
farmacéuticas também podem conter pequenas quantidades de
aditivos, tais como substidncias que mantém a isotonicidade,
pH fisioldgico e estabilidade.

As células T auto-reativas desativadas podem ser
formuladas a concentracgdes de células totais incluindo de
cerca de 5x10° células/ml a cerca de 1x10° células/ml. Doses
preferidas das células T auto-reativas desativadas para
utilizacd@&o na prevencdo, supressao ou tratamento de uma
doenca autoimune pode estar no intervalo de cerca de 2x10°

células a cerca de 9x10’ células.

24



EP2363710B1

8. Determinacdo do repertdério de TCR

Num décimo primeiro aspeto, um método de determinar o
repertdério de &cidos nucleicos que codificam um ou mais
recetores de células T, ou uma porc¢gdo dos mesmos, num
paciente autoimune amplificando Acidos nucleicos que
codificam um ou mais recetores de células T de células T
isoladas pelos primeiro ou terceiro aspetos., em gque dita
amplificagdo é realizada utilizando um par de iniciadores.
O primeiro iniciador do par de iniciadores pode ser um
oligonucleotideo de <cerca de 15 a 30 nucleotideos de
comprimento que hibridiza com um &cido nucleico que
compreende a regido variavel do gene TCR. O segundo
iniciador do par de iniciadores pode ser um
oligonucleotideo de cerca de 15 a 30 nucleotideos de
cmprimento gque hibridiza com um &cido nucleico que
compreende a regido constante do gene TCR. O par de
iniciadores pode ser utilizado para amplificar um &cido
nucleico que hibridiza com a regido VPp-DR-JB do gene TCR.

Acidos nucleicos que codificam um ou mais recetores de
células T de células T (a "Sequéncia Alvo") ou um fragmento
dos mesmos podem ser amplificados a partir de uma amostra
pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando
qualguer técnicas de PCR particular ou equipamento
conhecido na arte. Por exemplo, a amplificacdo por PCR pode
seguir um procedimento em gque a mistura de reacgdo é
preparada que contém o0s seguintes ingredientes: 5 pL 10xPCR
tampao II (100 mM Tris-HC1l, pH 8,3, 500 mM KCl), 3 pL 25 mM
MgCl2, 1 pL 10 mM dNTP mix, 0,3 pL Tag polimerase (5 U/uLl)
(AmpliTag Gold, Perkin Elmer, Norwalk, Conn.), 30 pmol de
um primeiro iniciador, 30 pmol de um segundo iniciador e 1
BnL de amostra de ADN. A polimerase pode ser estavel a
temperaturas de pelo menos 95°C, tem uma processividade de
50-60 e tem uma taxa de extensdo superior a 50 nucleotideos
por minuto.

A reacdo PCR pode ser realizada com um perfil de
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amplificacdo de 1 min a 95°C (desnaturacgdo), 20 seg a 56°C
(emparelhamento) e 40 seg a 72°C (extensédo) durante um
total de 40 ciclos. Antes do primeiro ciclo comegar, a
mistura da reacao pode sofrer uma desnaturacdo inicial
durante um periodo de cerca de 5 min a 15 min. Da mesma
forma, depois da conclusdao do ciclo final, a mistura da
reacdo pode sofrer uma extensdo final durante um periodo de
cerca de 5 min a 10 min. Certas reagdes de PCR podem
funcionar com tao poucos ciclos quantos 15 a 20 ciclos ou
tantos quantos 50 ciclos. Dependendo da reacdao de PCR
especifica, podem ser utilizados tempos de incubacdo mais
longos ou mais curtos e temperaturas mais altas ou mais
baixas para cada etapa do perfil de amplificacéo.

A amostra que compreende a Sequéncia Alvo pode ser um
acido nucleico, tal como ADN gendémico, ADNc, ADN
previamente amplificado por PCR ou qualquer outra forma de
ADN. A amostra pode ser isolada, diretamente ou
indiretamente, a partir de qualquer tecido animal ou humano
que compreende células T, tal como células mononucleares do
sangue periférico (PBMC). O ADN gendémico pode ser isolado
diretamente a partir de um tecido que compreende células T.
O ADNc pode ser 1isolado i1indiretamente por transcricgao
reversa de ARNm diretamente isolado de um tecido que
compreende células T.

A capacidade para detetar a Sequéncia Alvo pode ser
potenciada isolando a amostra de ADN indiretamente por
amplificagdo de ADN gendmico, ADNc ou qualquer outra forma
de ADN, por uma reacdo de PCR em duas etapas. Por exemplo,
pode ser realizada uma primeira reacdo de amplificacdo por
PCR para amplificar um fragmento preliminar que € maior do
que, e compreende, um fragmento ao qual os primeiro e
segundo iniciadores sdo capazes de se ligarem seletivamente
em cadeias opostas. Uma segunda reacdo de amplificagdo por
PCR pode depois ser realizada utilizando o fragmento

preliminar como um molde com o©os primeiro e segundo
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iniciadores, para amplificar um fragmento que compreende a
Sequéncia Alvo. Se algum dos primeiro e segundo iniciadores
¢ utilizado na primeira reacdo de PCR para amplificar o
fragmento preliminar, a segunda reacdo de PCR & "semi-
anichada." Se nenhum dos primeiro e segundo iniciadores &
utilizado na primeira reagdo de PCR para amplificar o
fragmento preliminar, a segunda reacdo de PCR é "anichada."

Numa reacdo de PCR em duas etapas exemplar, um ou mais
4dcidos nucleicos que codificam um ou mais recetores de
células T de células T podem ser amplificados realizando
uma primeira reacdo de PCR utlizando um primeiro iniciador
preliminar gue emparelha com a regidao VB do gene TCR e um
segundo iniciador preliminar gque emparelha com a regiédo
gene CP do gene TCR que amplifica um fragmento preliminar
que estende de VP pela juncdo VR-DR-JB até CR, seguida por
uma segunda reacao de PCR que pode ser anichada ou semi-
anichada. A luz da presente revelacdo, o artesdo habilitado
serd capaz de selecionar iniciadores e condigdes de reacéo
apropriados para amplificacdo por PCR da Sequéncia Alvo.

Apds amplificagcdo da Sequéncia Alvo, o produto
amplificado pode ser detetado por um namero de
procedimentos. Por exemplo, uma aliquota do produto de
amplificacdo pode ser carregada para um gel de eletroforese
ao qual um campo elétrico € aplicado para separar as
moléculas de ADN por tamanho. Noutro método, uma aliquota
do produto de amplificacdo pode ser carregada para um gel
corado com SYBR verde, brometo de etidio ou outra molécula
que se ligard ao ADN e emitird um sinal detetavel. Um gel
seco pode conter um oligonucleotideo rotulado que hibridiza
com a Sequéncia Alvo, a partir da qual pode ser tirada uma
autoradiografia expondo o gel a filme.

Os seguintes exemplos sdo incluidos para demonstrar as
formas de realizacdo preferidas. Deve ser apreciado pelos
peritos na especialidade que as técnicas divulgadas nos

exemplos qgue se seguem representam técnicas descobertas
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pelo inventor como funcionndo bem na prédtica da invencao, e
podem, portanto, ser consideradas como constituindo modos
preferidos para a sua pratica.
EXEMPLO 1
Isolamento de células T reativas a mielina para vacinacgéo
com células T
1. Preparacdo de PBMC e a estimulacdo primaria

Espécimes de sangue frescos de pacientes com MS e
pacientes controlo foram processados dentro do intervalo de
2 horas apds a colheita. Em alternativa, podem ser obtidas
células mononucleares a partir do fluido cerebrospinal
(CSFMCs) de pacientes com MS. Foram isoladas células
mononucleares de sangue periférico (PBMCs) a partir do
sangue inteiro pelo método de separacdo por gradiente de
Ficoll convencional. Especificamente, o sangue heparinizado
foi diluido com solucdo de sal equilibrada de Flanks
(FIBSS) (1:1 sangue/FIBSS) e deois lentamente deitado sobre
a solugéao Ficoll-hypaque num tubo de centrifuga e
centrifugado durante 20 minutos a 1800 rpm, 18°C a 25°C,
sem pausa. PBMCs foram depois lavados adicionando excesso
de FIBSS e centrifugados a 1700 rpm durante 10 minutos a
18°C a 25°C. PBMCs purificados foram lavados trés vezes em
meio RPM11640 por centrifugacao e ressuspensos
subsequentemente em meio AIM V (Gibco, Grand Island, N.Y.).
O numero de células foi contado e as células foram
colocadas em placas de cultura com fundo em U com 96 pogos
a uma densidade de 200,000 células/pogo. Todas as placas
foram rotuladas com numero do paciente e 1iniciais do
paciente. As células foram incubadas a 37°C na presenca de
péptidos sintéticos listados no Quadro 1 correspondendo as
regides imunodominantes conhecidas das trés proteinas de
mielina, proteina Dbésica de mielina (MBP) , proteina
proteolipidica (PLP) e glicoproteina oligodendrdécito-
mielina (MOG) a uma concentracdo de 20 ug/ml. As placas

foram colocadas numa incubadora de COs a 37°C e
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inspecionadas visualmente todos os dias. As células foram
cultivadas durante 7-10 dias sem alteracdo do meio de
cultura para crescerem seletivamente células T especificas
de antigénio.

Quadro 1 - Péptidos ativadores

Péptidos antigénio mielina [Sequéncias de

aminodcidos
proteina basica de SEQ. ID
mielina, péptido-1 (MBP-I) ENPWHEFFKNIVTPRTP N.° 1
proteina basica de|SKIFKLGGRDSRSGSPMARR [SEQ. ID
mielina, péptido-2 (MBP-2) N.° 2
proteina proteolipidica,|LFGGCGHEALTGTEKLIETY |SEQ. ID
péptido-3 (PLP-3) N.° 3
proteina proteolipidica, SEQ. ID
péptido-4 (PLP-4) WITTCQSIAFPSKTSASIGSL [|N.° 4
glicoproteina GQFRVIGPRHPIRALVG SEQ. ID
oligodendrécito-mielina, N.° 5
péptido-6 (MOG-6)
glicoproteina EVELPCRISPGKNATGMEVGW [SEQ. ID
oligodendrécito-mielina, N.° 6
péptido-7 (MOG-7)

2. Identificagdo e selegdo de células T especificas de
antigénio

As células descritas anteriormente sao depois
selecionadas para a expressao de produtos génicos
indicativos de células T ativadas. Ver Seccao 2 (a)
anterior. Um Reagente Catch Citocina (Miltenyi Biotec)
(conforme descrito anteriormente) é utilizado para detetar
a citocina intracelular vyIFN ou TNFa quando basicamente
excretado da célula. Em suma, o Reagente Catch Citocina
(tipicamente um anticorpo bi-especifico que se liga a ambos
marcador de <célula T ativada e citocina segregada) ¢é
incubado primeiro com as células a 4-8° C para se ligar a
molécula CD45 nas superficies celulares ou noutro marcador
de superficie de célula T ativada, tal como CD69. As
células com o Reagente Catch Citocina ligado sdo depois
incubadas a 37° C durante 45 minutos para permitir o VIFN

ou TNFoa dentro da célula de também se ligarem ao Reagente
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Catch Citocina, a medida que a citocina € segregada de
dentro da célula durante este periodo de incubagdo. YIFN ou
TNFo, agora ligados a superficie celular pelo Reagente
Catch Citocina que ¢é depois detetado utilizando um
anticorpo especifico para citocina de interesse conjugado
com fluordforo PE.

As moléculas de superficie celular CD4 e CD69, séao
detetadas utilizando anticorpos conjugados a diferentes
fluoréforos. A populacgdo de células CD4" é selecionada
primeiro por portamento e depois, dentro desta populacgao,
as células coradas "duplo-positivas"™ (CD69 e yIFN ou CD69 e
TNFo) sao separadas por FACS e recolhidas asseticamente.

As células T reativas a mielina isoladas sé&o depois
expandidas diretamente estimulando com rllL-2, PFIA, anti-
CD3 ou outros mitogénios das células T gerais na presencga
de PBMCs autélogos irradiados durante 7-10 dias. Linhas de
células T reativas a mielina sdo propagadas em cultura até
o numero de células total atingir aproximadamente 20
milhoes.

EXEMPLO 2
Diagnéstico de MS

Dois a 100 ml de sangue foram recolhidos do paciente e
um ou mais péptidos sintéticos sdo adicionados direamente
ao sangue inteiro para preparar, ou estimular, oS
linfécitos T. Os péptidos correspondem as regides
imunodominantes conhecidas das trés proteinas de mielina,
proteina béadsica de mielina (MBP), proteina proteolipidica
(PLP) e glicoproteina oligodendrdécito-mielina (MOG). O
sangue ¢é incubado com os péptidos durante 1 a 7 dias para
ativar as células T especificas de mielina. No final deste
periodo de preparacdo de antigénio, as células sdo re-
desafiadas com antigénios num curto ensaio de
reestimulacao.

Células T ativadas por péptido de mielina séo

detetadas permeabilizando a membrana celular com uma
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solucdo detergente, lavando as células, depois incubando
com um ou mais anticorpos corantes para detatar moléculas
CD4 ou CD69 na superficie celular ou VyIFN ou TINFx
intracelularmente. Os anticorpos corantes sao conjugados a
diferentes fluordéforos para que fluorescam a diferentes
comprimentos de onda quando excitados por um laser
nandémetro 488 por andlise FASC. A populacido de células CD4"
T é selecionada primeiro utilizando as células CD4' para
portamento e depois dentro desta populacdo, as células que
sdo 1imunorreativas com ambos anticorpos (CD69 e VyIFN ou
CD69 e TNFwa) sao identificadas. Tem-se demonstrado que esta
populagdo de células T reativas a mielina "duplo-positivas™"
aumenta significativamente em ©pacientes com esclerose
maltipla (MS) quando comparado com controlos sauddveis num
estudo semelhante (Figura 1, paciente com MS, Figura 2,
controlo saudavel). Utilizando este método, o numero de
células T reativas a mielina que circulam no sangue de um
paciente pode ser determiando antes, durante e depois do
tratamento para determinar o efeito de uma terapéutica MS
na populagdo de células T auto-reativas. O ponto final pode
ser determinado ou como a percentagem de células coradas
duplo-positivas ou como o numero absoluto de células
coradas duplo-positivas.
EXEMPLO 3
Diagnéstico de MS utilizando 1lipossomas conjugados com
anticorpo

E obtido sangue inteiro de um paciente e estimulado
com um ou mails péptidos sintéticos, conforme descrito no
Exemplo 2. O sangue ¢ incubado com os péptidos durante 3 a
16 horas para ativar células T especificas de mielina. No
final deste periodo de preparacdo do antigénio, as células
podem ser re-desafiadas com antigénios num curto ensaio de
reestimulacao antes de corar com lipossomas
magnetofluorescentes conjugados com anticorpos contra IFNy,

TNFo ou uma combinacdo dos mesmos. As células também sao
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coradas com um anticorpo para CD4 e/ou CD69. As células T
reativas a mielina coradas sao detetadas conforme descrito
no Exemplo 2.
EXEMPLO 4
Determinacdo do repertdrio clonal de TCR

O repertdédrio clonal do recetor de células T (TCR)
representado numa populacgdo de células pode ser analisado
isolando a populacdo de células coradas duplo-positivas por
classificacdo cellular, conforme descrito nos Exemplo 2 e
Exemplo 3. O ADN ¢é extraido das células isoladas e
utilizado para realizar ensaios de reacdo em cadeia da
polimerase quantitativos (PCR) utilizando iniciadores
oligonucleotideos especificos para 25 familias de gene da
cadeia beta (VR) varidvel de TCR conhecidas. Este
procedimento produz 1informacdo sobre a distribuigcdo da
utilizagcdo de gene TCR VB e indica a clonalidade das
populagdes de células T patogénicas. Este método também
pode ser wutilizado para determinar se estd a ocorrer
mudanca clonal ou epitdépica da populagcdo de células T
reativas a mielina num paciente com MS.
EXEMPLO 5
A deplegdo de células T reativas a mielina por vacinacgéo
com células T

Pacientes com (RR)-MS reincidente-remitente e (SP)-MS
progressiva secunddria receberam trés inje¢des subcuténeas
de clones de células T reativas a mielina autdlogas
irradiadas isolados por expansao direta, com trés injecgbes
adicionais 4, 12 e 20 semanas depois. Os pacientes foram
monitorizados em relacdo a alteragbes na fregquéncia
precursora de células T reativas a mielina, taxa de
reincidéncia, classificacdo do estado de incapacidade
expandida (EDSS) e atividades de lesdo MRI durante um
periodo de 24 meses. Os resultados foram comparados com
valores pré-vacinagdo de uma maneira auto-emparelhada. Além

disso, os dados clinicos dos bracos com placebo de RR-MS no
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ensaio clinico beta-interferdo-la (Jacobs et al., 1996) e
SP-MS num estudo beta-IFN-1b recente (Grupo de Estudo
Europeu, Lancet, 352:1491-1497 (1998)) foram incluidos para
providenciar dados de  histdria natural de MS para
comparacdo. A frequéncia das células T ou nédo foi detetada
ou declinou substancialmente apds vacinacdo a semana 20. Os
resultados confirmaram deplecdo de células T reativas a
mielina por vacinagdo com células T em pacientes com MS.
EXEMPLO 6
Vacinacdo de paciente com MS utilizando células T reativas
a mielina autdlogas

O protocolo de vacinacgcdo é semelhante ao utilizado em
estudos clinicos prévios (Zhang et al., 1993, Medaer et
al., 1995). Em suma, clones de células T reativas a mielina
preparados de acordo com o Exemplo 1 sdo ativadas com
fitohemaglutinina (PHA) (4 ug/ml) na presengca de PBMCs
irradiados como uma fonte de células acessédrias. As células
sdo depois cultivadas durante 10 dias em meio RPMI 1640
suplementado com 10% soro AB humana desativado por calor e
100 unidades por mL de rlL-2. Células T reativas a mielina
ativadas sdo subsequentemente lavadas trés vezes com
solucdo salina estéril para remover PHA residual, rllL-2 e
residuos das células e finalmente ressuspensas em 2 ml de
solucdo salina. Apds irradiacdo (10,000 rads, e fonte),
as células sao injetadas subcutaneamente em dois bragos (1
ml/braco). O numero de células T utilizadas para vacinacéo
oscila entre 40 x 10° a 80 x 10° células por injecdo e sao
escolhidas por uma extrapolacdo de doses de células T
eficazes em animais experimentais com base nas &reas de
superficie de pele relativas (Ben-Nun et al., 1981). Cada
paciente recebe duas 1njegdes subcuténeas seguidas de
injegdes repetidas as semanas 4, 12 e 20.

Os pacientes sao depois observadas em relagdao ao
inicio do despoletar da progressao confirmada da

incapacidade, EDSS, taxa de reincidéncia e atividades de
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lesdo MRI. Os resultados sdo comparados com O CUrso pPré-
tratamento do prdéprio paciente, bem como com os bracos com
placebo de dois ensaios clinicos recentes em pacientes RR-
MS e SP-MS que servem como uma estimative da histdéria
natural de MS (Jacobs et al., 1996), Grupo de Estudo
Europeu, 1998). O tempo para progressao & determinado por
um aumento de pelo menos 1,0 no EDSS (Poser et al., 1983)
persistindo por pelo menos 2 meses. Exageros no estudo séao
definidos pelo aparecimento de novos sintomas neuroldgicos
ou pioria de sintomas neuroldgicas pré-existentes que duram
por pelo menos 48 horas, acompanhados pela mudanca objetiva
no exame neuroldgico (pioria de pelo menos 0,5 pontos no
EDSS) . Os pacientes sdo instruidos para reportarem eventos
entre as visitas regulares agendadas e sdo examinados por
um neurologista se os sintomas sugerem uma exacerbacdo.
Avaliagdes de segurancga incluiram eventos adversos, sinais
vitais e exams fisicos durante as visitas periddicas. As
diferengas nas variaveis clinicas nos pacientes do estudo
antes e depois da vacinagdo com células T sdo analisadas
utilizando o teste de soma de rangos de Wilcoxon.
EXEMPLO 7
Alteragdo do curso clinico de MS apds vacinagédo

Os pacientes receberam vacinag¢gdes com células T
preparadas de acordo com o Exemplo 1 sem efeitos adversos.
Os declinios médios de EDSS em pacientes com RR-MS por um
periodo de 24 meses apds vacinacdo. Por comparacdo, existe
um aumento do EDSS médio em 0,61 na histdria natural de RR-
MS (n=56) ao longo do mesmo periodo de observacgdo, como
foir eportado num ensaio conduzido utilizando ensaio beta-
IFN-la (Jacobs et al., 1996). Além disso, a proporcdo dos
pacientes que permaneceram com EDSS inalterado ou melhorado
é superior do que a dos da histéria natural de MS. Poucos,
se alguns, pacientes no grupo RR-MS tratado progride para
além um EDSS de 2,0 em 24 meses quando comparado com 18% de

pacientes na histéria natural de MS.
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Na coorte SP-MS, EDSS médio prograde mais lentamente
ao longo de um periodo de 24 meses quando comparado com
+0,6 registado na histdéria natural de SP-MS (Grupo de
Estudo Europeu, Lancet 1998; 352:1491-1497). Além disso, a
estimative do tempo até a progressdo confirmada utilizando
o método de Kaplan-Meier mostra atraso consideravel guando
comparado com a histdéria natural de pacientes com MS (20%
progressdo em 12 meses para RR-MS e 9 meses para SP-MS)
(Jacobs et al., Ann. Neurol, 1996; 39:285-294, Grupo de
Estudo Europeu, 1998).
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<210> 1

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1) ..(17)

<223> aminoédcidos 110 a 126 de proteina badsica de mielina
humana

<400> 1

Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro Arg Thr
1 5 10 15

Pre

<210> 2

<211> 20

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1) ..(20)

<223> aminoédcidos 167 a 186 de proteina bédsica de mielina
humana

<400> 2

Ser Lys Ile Phe Lys Leu Gly Gly Brg Asp Ser Arg Ser Gly Ser Pro
1 5 10 15

Met Ala Arg Arg
20
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<210> 3

<211> 20

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1) ..(20)

<223> aminoéacidos 31 a 50 de proteina proteolipidica de

mielina humana

<400> 3

Leu Phe Cys Gly Cys Gly His Glu Ala Leu Thr Gly Thr Glu Lys Leu
1 5 10 15

Ile Glu Thr Tyr
20

<210> 4

<211> 20

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1) ..(20)

<223> aminodcidos 181 a 200 de proteina proteolipidica de

mielina humana

<400> 4

]
Trp Thr Thr Cys Gln Ser Ile Ala Phe Pro Ser Lys Thr Ser Ala Ser
1 5 10 15

Ile Gly Ser Leu
20
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<210> 5

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1) ..(17)

<223> aminoédcidos 1 a 17 de glicoproteina oligodendrécito-—

mielina humana

<400> 5

Gly Gln Phe Arg Val Ile Gly Pro Arg His Pro Ile Arg Ala Leu Val
1 5 10 15

Gly

<210> 6

<211> 21

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(21)

<223> aminodcidos 18 a 38 de glicoproteina oligodendrdcito-

mielina humana

<400> 6

Glu Val Glu Leu Pro Cys Arg Ile Ser Pro Gly Lys Asn Ala Thr Gly
1 5 10 15

Met Glu Val Gly Trp
20
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REIVINDICAGOES

1. Uma vacina de células T autdéloga compreendendo células

T inativadas que séo especificas para as SEQ ID NOS: 1-6.

2. A vacina da reivindicacao 1, em que a vacina consiste

em células T que sido especificas para as SEQ ID NOS: 1-6.

3. Um método de fabrico da vacina da reivindicacgdo 1 para
o tratamento de esclerose multipla, que compreende:
(a) incubar uma amostra que compreende células T
isoladas a partir de um paciente a ser tratado com a
vacina na ©presenga de antigénios associados @ a
esclerose multipla ou derivados da mesma; em que OS
derivados retém a capacidade para induzir uma
resposta imunitdria aos antigénios associados a
esclerose multipla; e
(b) inactivar as células de (a),
em que 0s varios antigénios associados esclerose
compreendem SEQ ID NOS: 1-6.

4. 0O método da reivindicacdo 3, em gue uma ou mais
células T de (b) sdo selecionadas a partir das células de
(a) e em que as células T de (b) expressam um ou mais
primeiros marcadores selecionados a partir do grupo que
consiste em CD69, CD4, CD8, CD25 e HLADR e um ou mais
segundos marcadores selecionados a partir do grupo que
consiste em IL-2, UIFN, TNFo, IL-5, IL-10 e IL-13.

5. O método da reivindicacdo 3, em gue o0s Varios
antigénios associados a esclerose miltipla consistem nas
SEQ ID NOS: 1-6.

6. 0O método da reivindicacdo 3, em qgue a amostra

compreende células T do sangue periférico.
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7. 0O método da reivindicacdo 3, em que a amostra

compreende células T do fluido cerebrospinal.

3. 0 método da reivindicacdo 3, em que a inativacédo das

células em (b) é por irradiacdo ou tratamento quimico.

9. A vacina de qualquer uma das reivindicagbdes 1 a 2,
para utilizacdo num método de tratamento de um paciente com

esclerose multipla.
10. Utilizacéao da vacina de qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 2, para o fabrico de um medicamento para

0 tratamento de esclerose multipla.

Lisboa, 19 de Agosto de 2015
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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