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RESUMO

"OBTENCAO DE CELULAS TR1 ESPECIFICAS PARA UM AUTO-ANTIGENIO
OU ANTIGENIO DE ALIMENTOS A PARTIR DE UMA POPULACAO DE PBMC

OU DE LEUCOCITOS"

A invencado refere-se a um método in vitro para a
obtencdo de uma populacdo de células Trl especificas para
um auto-antigénio ou um antigénio de alimentos a partir de
uma populacdo PBMC ou de leucdcitos, dgque compreende a
estimulacdo da populacdo PBMC ou de leucdcitos com o auto-
antigénio ou o antigénio de alimentos, e a recuperacdo da
populacdo de células Trl especificas para um auto-antigénio
ou um antigénio de alimentos a partir da populacdo de
células estimuladas. Preferentemente a populacdo de PBMC ou
de leucdcitos é reestimulada pelo menos uma vez com O MesSmo
antigénio apdbs o passo (1), na presenca de IL-2 e pelo
menos uma interleucina escolhida do grupo gue consiste em
IL-4 e IL-13. O método in vitro pode ainda compreender um
terceiro passo de expansdao da populacdo recuperada de
células Trl especificas para o antigénio, com vantagem
através do seu contacto com células de matriz celular
capazes de expressar factores necessédrios para a referida
expansdo. Preferentemente, as células de matriz celular séo

células de matriz celular de insecto recombinantes.
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DESCRICAO

"OBTENCAO DE CELULAS TR1 ESPECIFICAS PARA UM AUTO-ANTIGENIO
OU ANTIGENIO DE ALIMENTOS A PARTIR DE UMA POPULACAO DE PBMC

OU DE LEUCOCITOS"

A invencado refere-se a um método in vitro para a
obtencdo de uma populacdo de células Trl especificas para
um auto-antigénio ou um antigénio de alimentos a partir de
uma populacdo PBMC ou de leucdcitos, dgque compreende a
estimulacdo da populacdo PBMC ou de leucdcitos com o auto-
antigénio ou o antigénio de alimentos, e a recuperacdo da
populacdo de células Trl especificas para um auto-antigénio
ou um antigénio de alimentos a partir da populacdo de
células estimuladas. Preferentemente a populacdo de PBMC ou
de leucdcitos é reestimulada pelo menos uma vez com O MesSmo
antigénio apdbs o passo (1), na presenca de IL-2 e pelo
menos uma interleucina escolhida do grupo gue consiste em
IL-4 e IL-13. O método in vitro pode ainda compreender um
terceiro passo de expansdao da populacdo recuperada de
células Trl especificas para o antigénio, com vantagem
através do seu contacto com células de matriz celular
capazes de expressar factores necessédrios para a referida
expansdo. Preferentemente, as células de matriz celular séo

células de matriz celular de insecto recombinantes.

Entre as populacdes de células T, acumulam-se
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agora evidéncias para uma nova subpopulacdo de células T
com uma funcionalidade distinta, denominada células
reguladoras Trl ou células Trl. Os inventores mostraram que
as células T reguladoras 1 (Trl) poderiam ser utilizadas
para tratar doencas inflamatérias (ou seja, doencas de
Crohn (H. Groux et al. Nature 1997, 389, 737-742),
inflamacdo da pele (Foussat et al. 2003 J. Immunol. 171,
5018-5026), aterosclerose (Mallat et al. Circulation 2003,
108, 1232-1237) ou esclerose multipla (Barrat et al. 2002,
195, 603-616). Em todos estes modelos, mostrou-se dgque as
células Trl anti-inflamatérias eram direccionadas de um
antigénio especifico e que a administracdo daquele anti-
génio, preferencialmente no local da inflamacdo, foi neces-
sdria para estimular as células Trl para induzir as suas
funcdes anti-inflamatdérias. Deste modo, de modo a usar cé-
lulas Trl para tratar doencas humanas é necessario conse-
guir o isolamento de células Trl especificas para um anti-

génio. No entanto, verifica-se que isto é muito dificil.

O pedido de patente internacional WO 02/090357
ensina a preparacdo de células Trl através da estimulacéo
de células T CD4" com células L de ratinho transfectadas
com HLA-II DR1 e CD58 (LFA3), seleccionando células CD4+

CD25" e expandindo os clones na presenca de IL-2 e IL-4.

Os inventores também mostraram que as células Trl
expressam marcadores de superficie especificos e poderiam
ser caracterizadas pela co-expressdo dos marcadores CD3 e

CD4 assim como a expressao de CD49 e um elevado nivel de
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expressdo de CD18, e, quando apropriado, pela demonstracdo
de uma sobre-expressdo de genes dque codificam para as
proteinas CD4, PSGL-1, PECCAM-1 e alfaV/beta3 (ver o pedido
de patente internacional ©publicado com o numero WO

2005/000344) .

Surpreendentemente, o0s inventores observaram dque
as células Trl purificadas isoladas de sangue humano com
base na expressdo destes marcadores (e consequentemente
células Trl presentes numa populacdo de PBMC ou de
leucdcitos) proliferavam vigorosamente na resposta a
antigénios de alimentos ou auto-antigénios e a resposta
proliferativa destas células conseguia ser mantida através
do estimulo utilizando tanto IL-2 e IL-4 (IL refere-se a
interleucina) . Este potencial oferece uma vantagem
importante relativamente a técnica anterior, uma vez que de
acordo com o conhecimento comum de um perito na técnica,
foi anteriormente necessdrio primeiramente isolar células T
nativas especificas para um antigénio de uma populacédo de
PBMC, segundamente induzir a diferenciacdo de células Trl
especificas para um antigénio, enquanto dque ¢é agora
possivel obter células Trl especificas para um auto-
antigénio ou para um antigénio de alimentos directamente de
uma populacdo de PBMC (ou leucbdcitos). Na presente inven-
cdo, o método in vitro para obter uma populacdo de células
Trl especificas para um auto-antigénio ou um antigénio de
alimentos é simplificado, e a seguranca para o0s pacientes

aos quais estas células sdo administradas é acrescida, uma
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vez que estas <células ndo se alteraram em termos de

qualidade.

Consequentemente, o objecto da presente invencéo
é um método in vitro para a obtencdo de uma populacdo de
células Trl especificas para um auto-antigénio ou um
antigénio de alimentos a partir de uma populacdo de leucd-
citos ou uma populacdo de células sanguineas mononucleares
(PBMC), compreendendo o referido método:
1) estimular a populacdo PBMC ou de leucdcitos com o auto-
antigénio ou o antigénio de alimentos,
2) recuperar a populacdo de células Trl especificas para o
auto-antigénio ou o antigénio de alimentos da populacdo de
células estimuladas,
3) expandir a populacdo de células Trl especificas para o

antigénio recuperadas no passo (2) num meio de cultura Mp,

em que o referido passo de expansédo compreende:

a) cultivar a uma temperatura Tl num meio de cultura Mf,
células de matriz celular capazes de expressar os factores
do grupo (A) compreendendo

- um anticorpo anti-CD3 modificado, em que a modificacdo do
anticorpo anti-CD3 consiste na substituicdo do dominio
intracitoplasmatico anti-CD3 da cadeia pesada anti-CD3 com
um dominio transmembranar, sendo o referido anticorpo anti-
CD3 ancorado a membrana celular das células da matriz
celular e sendo susceptiveis de interagir com o complexo

proteico CD3/TCR das células T, ou uma variante daqueles,
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- as proteinas CD80 ou CD86, preferentemente a proteina
CD80, ancorada a membrana celular das células de matriz
celular, que é susceptivel de interagir com a proteina CD28
das células T, ou uma sua variante, e

- a proteina CD58 ancorada a membrana celular das células
da matriz celular, gque é susceptivel de interagir com a
proteina CD2 das células Trl, ou uma sua variante,

- IL-2 secretado pelas células da matriz celular, dque é
susceptivel de interagir com o receptor IL-2 das células
Trl, ou uma sua variante, e

- uma interleucina seleccionada de IL-4 ou interleucina 13
(IL-13), preferentemente I1L-4, sendo a referida
interleucina secretada pelas células da matriz celular e
sendo susceptivel de interagir com o receptor IL-4 das
células Trl, ou uma sua variante,

permitindo tal Tl a proliferacdo das referidas células de
matriz celular,

b) contactar as células da matriz celular obtidas no passo
(a) separadas ou ndo do seu meio de cultura Mf, com a
populacdo de células Trl especificas para o antigénio
contidas no meio de cultura Mp, em que o referido meio de
cultura Mp né&o contém inicialmente o referido dgrupo de
factores compreendendo de modo a obter uma mistura contendo
a populacdo de células Trl especificas para o antigénio,
células da matriz celular e o meio de cultura Mp,

c) cultivar a mistura obtida no passo (b) contendo os
factores do grupo que sdo expressos pelas células de matriz

celular no meio de cultura Mp, em que o referido passo (c)
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de cultivo é levado a cabo a uma temperatura T2 que & pelo
menos cerca de 35°C, tal que:

- a populacdo de células Trl especificas para o antigénio
prolifera, e

- as células da matriz celular nédo proliferam,

e em que a populacdo de células Trl especificas para o
antigénio é expandida,

d) recuperacdo da populacédo de células Trl especificas para

o antigénio expandida dagquele modo.

Leucdcitos abrangem varios tipos de células dque
se caracterizam pela sua importéncia, a sua distribuicdo, o
seu numero, a sua duracdo de vida e a sua potencialidade.
Estes tipos s&o os seguintes: os leucdcitos polinucleares
ou granulares, entre os quais se contam os leucbdcitos
eosinofilicos, neutrofilcios e basofilicos, e as células
mononucleares, ou células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs), dgue s&o grandes gldébulos brancos e
consistem nos tipos de c¢élulas do sistema imunitério
(linfécitos e mondbcitos). Os leucdHcitos ou as PBMCs podem
ser separadas do sangue periférico por gqualquer método
conhecido pelos peritos na técnica. Com vantagem, para a
separacéao das PBMCs, pode-se utilizar centrifugacéao,
preferentemente centrifugacdo com gradiente de densidade,
preferentemente centrifugacdo com dgradiente de densidade
descontinuo. Uma alternativa é a utilizacdo de anticorpos
monoclonais especificos. Em certas realizacdes, as PBMC sé&o
tipicamente isoladas a partir de produto sanguineo completo

por intermédio de Ficoll-Hypaque, utilizando procedimentos
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convencionais. Noutras realizacdes, as PBMCs sédo

recuperadas por intermédio de leucaferese.

O termo "antigénio"™ na expressdo "populacdo de
células Trl especificas para o antigénio" refere-se a um
péptido imunogénico. 0Os péptidos imunogénicos sdo péptidos
que se podem ligar a moléculas do complexo major de
histocompatibilidade (MHC) de um individuo e que sao
reconhecidas pelos receptores das células T do referido

individuo.

Os termos proteina, polipéptido, péptido
utilizados no presente pedido referem-se indiferentemente a
uma molécula formada pela unido de uma longa cadeia de

elementos mais pequenos, 0s aminoacidos.

O termo "antigénio de alimentos" refere-se a um
péptido imunogénico que vém de alimentos, tais como
antigénios de alimentos da seguinte lista ndo limitativa:
antigénios bovinos tais como lipocalina, S100 de ligacdo a
Ca, alfa-lactalbumina, beta-lactoglobulina, albumina de
soro bovina, 1munoglobulina ou caseinas. Antigénios de
alimentos podem ser também antigénios do salmdo atlantico,
tais como a parvalbumina, antigénios de galinha tais como
ovomucdie, ovalbumina, Ag22, conalbumina, lisozima ou
albumina de soro de galinha, antigénios de camarado, tais
como tropomiosina, antigénios do trigo tais como aglutinina
ou Oobmega-5 gliadina, antigénios do aipo, tais como

profilina do aipo, antigénios da cenoura tals como a
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profilina da cenoura, antigénios da macéa, tais como
taumatina, proteina de transferéncia de lipidos da macé,
profilina da macéd, antigénios da pera tais como profilina
de pera, isoflavona redutase, antigénios do abacate, tais
como a endogquitinase, antigénios do alperce, tais como a
proteina de transferéncia de lipidos do alperce, antigénios
do péssego, tais como proteina de transferéncia de lipidos
do péssego ou a profilina do péssego, antigénios da soja,

tais como HPS, profilina da soja ou (SAM22) PR-10 prot.

O termo "auto-antigénio" refere-se a um péptido
imunogénico derivado de uma proteina do referido individuo.
Pode ser, por via de exemplo, um auto-antigénio da seguinte
lista ndo limitativa: receptor acetilcolina, actina,
translocador nucleotidico da adenina, Pp-adrenoreceptor,
descarboxilase de L-aminoéacidos aromaticos, receptor
asiocaloglicoproteina, proteina de aumento do efeito
bactericida/permeabilidade (BP1i), receptor sensivel ao
calcio, enzima de clivagem da cadeia lateral do colesterol,
cadeia oy do colagénio de tipo IV, citocromo P450 2Do,
desmina, desmogleina-1, desmogleina-3, F-actina, GM-
ganglidésidos, glutamato descarboxilase, receptor glutamato,
ATPase H/K, 17-a-hidroxilase, 21-hidroxilase, IA-2
(ICAS12), insulina, receptor da insulina, factor intrinseco
do tipo 1, antigénio 1 associado a funcdo leucocitéria,
glicoproteina associada a mielina, proteina Dbéasica da
mielina, proteina oligodendrocitica da mielina, miosina,
P80-colina, complexo E2 da piruvato desidrogenase (PDC-E2),

simporte do iodeto de sbdio, S0X-10, proteina partilhada da
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tirdide e do musculo ocular, tiroglobulina, peroxidase da
tirdide, receptor da tirotropina, transglutaminase
tecidular, co-activador da transcricdo p’75, triptofano
hidroxilase, tirosinase, tirosina hidroxilase, ACTH,
aminocacil-tARN-histidil sintetase, cardiolipina, anidrase
carbébnica II, proteinas associadas ao centrdémero, ATPase
estimulada pelo nucleossoma dependente do ADN, fibrilarina,
fibronectina, glucose © fosfato isomerase, beta 2-glico-
proteina I, golgina (95, 97, 160, 180), proteinas de choque
térmico, proteina hemidesmossomal 180, histona H2A, HZ2B,
queratina, receptor IgE, proteina cinase Ku-ADN, nucleo-
proteina-Ku, fosfoproteina La, mieloperoxidase, proteinase
3, ARN polimerase I-III, proteina de reconhecimento de
sinal, topoisomerase I, tubulina, vimenscina, proteina
badsica oligodendrocitica associada a mielina (MOBP) ,
proteina proteolipidica, proteina especifica oligodendro-
citica (0OSP/Claudina 11) 3'-fosfodiesterase de nucledtido
ciclico (CNPase), antigénio BP 1 (BPAG!-e), transaldolase
(TAL), auto-antigénios da mitocdndria humana PDC-E2 (Novo 1
e 2), OGDC-E2 (Novo 3), e BCOADC-E2 (Novo 4), penfigdide
bolhoso (BO) 180, laminina 5 (LNb5), proteina "DEAD-box" 48

(DDX48) ou antigénio-2 associado a i1nsulinoma.

Antigénios tais como antigénios Dbacterianos ou
virais sdo excluidos da expressdo "auto-antigénio ou

antigénio de alimentos".

O auto-antigénio ou antigénio de alimentos, que é

principalmente composto por uma sequéncia de aminoéacidos,
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pode ser sintetizado pelas técnicas convencionais, tais
como o método Fmoc, se a sequéncia de aminoacidos for
conhecida, ou por tecnologias de  ADN recombinante
conhecidas (ver Sambrook et al. (Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2% Edicdo, Cold Spring Harbor Laboratory
Press (1989)). Alguns auto-antigénios ou antigénios de
alimentos sdo também comercialmente disponiveis (Sigma,
L'Isle d'Abeau, Franca). O auto-antigénio ou antigénio de

alimentos pode também ser extraido.

Preferentemente, a populacdo de células Trl
especificas para o auto-antigénio ou antigénio de alimentos

é obtido de uma populacdo PBMC.

Mais preferentemente, a populacdo de PBMC ou de
leucdcitos é reestimulada pelo menos uma vez com O mesSmo
antigénio apdés o passo (1), na presenca de interleucina-2
(IL-2) e pelo menos uma interleucina seleccionada do grupo
que consiste em 1interleucina-4 (IL-4) e interleucina-13

(IL-13).

A frequéncia da estimulacdo do auto-antigénio ou
antigénio de alimentos pode ser pelo menos uma vez,
preferentemente uma vez por semana, ao longo de algumas
semanas (geralmente cerca de trés), ou vVvarias vezes en
intervalos de <cinco a doze dias. Podem ser realizadas
estimulacdes multiplas através da permuta de uma porcdo do
sobrenadante da cultura com a mesma quantidade de meio de

cultura de PBMC ou leucbdcitos fresco contendo o antigénio.
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As IL-2 e IL-4 utilizadas para reestimular a populacdo de
PBRMC ou de leucbdcitos podem ser sintetizadas ou ser
interleucinas recombinantes e o perito na técnica tem larga
experiéncia nos métodos para a obtencéo de tais
interleucinas (ver por exemplo Sambrook et al. (Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2% Edicdo, Cold Spring Harbor
Laboratory Press (1989)). IL-2 e IL-4 podem ser adguiridas

de diferentes fontes, tais como R&D Systems e Peprotech.

Preferentemente, o auto-antigénio ou antigénio de

alimentos é um antigénio recombinante ou sintetizado.

Mais preferentemente, o antigénio de alimentos é
seleccionado de ovalbumina, caseina, proteina de soja,

fragmentos, variantes ou misturas daqueles.

O termo "variante" do auto-antigénio ou antigénio
de alimentos refere-se aqui a um antigénio que ¢é dguase
idéntico ao antigénio natural e que partilha a mesma
actividade bioldégica. A diferenca minima entre o antigénio
natural e a sua variante pode consistir por exemplo numa
substituicdo, delecdo e/ou adicdo de aminoadcido. Tails vari-
antes podem conter por exemplo substituicdes conservativas
de aminoadcidos nas gquails os residuos de aminoacidos séao
substituidos por residuos de aminodcidos com uma cadeia
lateral similar. Foram identificadas na técnica familias de
residuos de aminocdcidos com cadeias laterais similares,
incluindo cadeias laterais Dbésicas (por exemplo, lisina,

arginina, histidina), cadeias laterais acidicas (por
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exemplo, acido aspértico, &cido glutdmico), cadeias late-
rais polares néo carregadas (por exemplo, glicina,
asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cistei-
na), cadeias laterais ndo polares (por exemplo, alanina,
valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metio-
nina, triptofano), cadeias laterais com ramificacdo beta
(por exemplo, treonina, valina, isoleucina) e cadeias
laterais aromédticas (por exemplo, tirosina, fenilalanina,

triptofano, histidina).

Mais preferentemente, o antigénio de alimentos é
seleccionado da ovalbumina do ovo de galinha de sequéncia
SEQ ID NO®°23, caseina alfa S1 bovina de sequéncia SEQ 1ID
N°24, Dbeta-caseina bovina de sequéncia SEQ ID N°25, ou
sequéncias com pelo menos 70%, preferentemente 75, 77, 80,
82, 85, 87, 90, 92, 95, 96, 97, 98, 99 % de identidade com

uma das sequéncias SEQ ID N°23, SEQ ID NO°24 e SEQ ID N°25.

Noutra realizacdo preferida, o auto-antigénio é
seleccionado de insulina, proteina béasica da mielina, seus

fragmentos, variantes ou misturas.

A expressdo "estimular a populacdo de PBMC ou
leucdcitos com o auto-antigénio ou antigénio de alimento”
tal como aqui utilizado significa adicionar o antigénio a
populacdo de PBMC ou de leucédcitos e proceder a cultura
para reagir com as células T da referida populacdo de PBMC
ou de leucdcitos. Para produzir uma populacdo de células

Trl especificas para o auto-antigénio ou antigénio de
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alimentos, a populacdo de PBMC ou de 1leucbdcitos é
contactada com um antigénio de acordo com a presente
invencdo numa forma adequada para desencadear um sinal de
activacdo priméria nas células T da referida populacdo de
PBRMC ou de leucdcitos, ou seja o antigénio é apresentado a
populacdo de PBMC ou de leucbdcitos de tal modo que é
desencadeado um sinal das células T através do complexo
CD3/TCR. Por exemplo, o antigénio pode ser apresentado as
PBMCs ou aos leucdecitos numa forma soluvel (seja
directamente para formar complexos com as moléculas MHC
expressas pelas PBMCs ou pelos leucbdcitos ou o antigénio
pode ser acoplado seja a uma forma soluvel, uma forma
polimérica ou uma formal ligada a uma superficie (pléstico,

.) das moléculas MHC) ou por uma célula apresentadora de
antigénio (APC) em conjunto com uma molécula MHC. Uma
células apresentadora de antigénios (APC), tal como uma
célula B, um macrdéfago, um mondécito, uma célula dentritica,
uma célula de Langerhans, ou outra célula que apresente o
antigénio as células T da referida populacdo de PBMC ou de
leucdcitos, pode ser incubada com as PBMCs ou com oOsS
leucdcitos na presenca do antigénio (por exemplo um
antigénio soluvel) de tal modo Como as células
apresentadoras de antigénios apresentam o antigénio as
PBMCs ou aos leucoécitos. Alternativamente, uma as APCs
podem ser pré-incubadas com o antigénio antes de serem
adicionadas aos PBMCs ou leucdcitos. Alternativamente, uma
célula dque expressa o auto-antigénio ou o antigénio de
alimentos pode ser incubado com a populacdo de PBMC ou de

leucbdbcitos. Preferentemente, o estimulo da populacdo de
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PBRMC ou de leucbdcitos é levado a cabo nos pocgos de uma
microplaca, um frasco de cultura celular ou um saco de
cultura celular. O0s meios de cultura de PBMCs ou de
leucdcitos que podem ser utilizados sdo muito Dbem
conhecidos por um perito na técnica: por exemplo, as PBMCs
ou o0s leucdcitos podem ser estimulados num meio RPMI

suplementado com soro humano ou com X-vivo 15 (Cambrex).

Com vantagem, a populacdo de PBMC estimulada no
passo (1) contém de 0,01x10° a 100x10° células/mL,
preferentemente de O,2x106 a 5x10° células/mL, mais
preferentemente de O,lxlO6 a 3x10° células/mL, ainda mais
preferentemente de O,5xlO6 a 2,5x106 células/mL, e

preferivelmente de 10° a 2x10° células/mL.

Mais vantajosamente, o auto-antigénio ou antigé-
nio de alimento utilizado para estimular a populacdo de
PBMC no passo (1) estd numa forma soluvel de 0,1 npg/mL a 5

mg/mlL, preferentemente de 1 a 200 pg/mL.

No entanto, o perito na técnica sabe dque a
quantidades especifica do auto-antigénio ou antigénio de
alimento utilizado para estimular uma populacdo de PBMC ou
de leucédcitos depende do auto-antigénio ou antigénio de

alimento que é utilizado.

Noutra realizacdo particular, a populacdo de PBMC
ou de leucdcitos é incubada, antes da estimulacdo no passo

(1), com um marcador fluorescente da divisdo celular de
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modo a determinar, por citofluorimetria, gque guando a
intensidade de fluorescéncia da populacéao celular
estimulada é pelo menos duas vezes inferior a intensidade
de fluorescéncia da populacdo de PBMC ou de leucdédcitos, a
divisdo celular ocorreu na referida populacdo celular, e
que a referida populacdo celular que é recuperada no passo
(2) é& a populacdo celular Trl especifica para o antigénio.
Tal método, que permite monitorizar a divisdo celular
utilizando marcadores de fluorescéncia, ¢é bem conhecido
pelo perito na técnica e é muito bem apropriado para
utilizacdo no passo (2) de recuperacdo da populacdo de
células Trl especificas para o antigénio, uma vez dJue a
populacdo celular estimulada cuja intensidade de fluores-
céncia é pelo menos duas vezes inferior a intensidade de
fluorescéncia da populacdo de PBMC ou de leucbdcitos,
compreende a populacdo de células Trl especificas para ao
auto-antigénio ou para o antigénio de alimento. Com
vantagem, a populacdo celular estimulada cuja intensidade
de fluorescéncia é pelo menos duas vezes inferior a
intensidade de fluorescéncia da populacdo de PBMC ou de
leucdcitos é a populacdo de células Trl especificas para ao

auto-antigénio ou para o antigénio de alimento.

Preferentemente, o marcador de fluorescéncia da
divisdo celular ¢é o marcador éster carboxifluoresceina
diacetato de succinimidilo (CFSE), o marcador diacetato do
dcido carboxilico verde oregon 488 (Carboxi-DFFDA SE) ou o

marcador PKH26 (derivado do descobridor, Paul Karl, Horan,
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PKH) , estando todos, entre outros, comercialmente

disponiveis através da Invitrogen.

0O passo (2) da recuperacao da populacao celular
Trl especifica para o auto-antigénio ou o antigénio contra
alimentos, pode ser conduzido por varios métodos bem
conhecidos por um perito na técnica. Por exemplo, as
células Trl podem ser identificadas e/ou purificadas por
Elisa, citometria de fluxo, cromatografia de imunoafinidade
com anticorpos marcados dirigidos contra os referidos

marcadores de células Trl, por exemplo com:

anti-CD4 conjugado com APC (RPA-T4) - Becton Dickinson (APC
para aloficocianina)

anti-CD3 conjugado com PC5 (UCHT-1) - Catalag (PC5 para
ficoeritrina-cianina 5)

anti-CD18 conjugado com PE (6.7) - Becton Dickinson (PE
para ficoeritrina)

anti-CD4%b conjugado com FITC (AK-7) - Becton Dickinson ou
anti-CD49b humano de rato marcado com PE (12F1-H6) (FITC
para floresceina-isotiocianato).

S&o agora bem conhecidos marcadores especificos para
células Trl pelo perito na técnica, e sédo suficientemente
descritos no pedido de patente internacional WO

2005/000344.

Assim, numa realizacdo preferida, a populacdo de
células Trl especificas para o antigénio é recuperada no

passo (2) por citofluorometria utilizando anticorpos com
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marcacdo de fluorescéncia dirigidos <contra proteinas
presentes na superficie das células da referida populacéao

de células Trl especificas para o antigénio.

Também podem ser utilizados testes ELISA e
coloracédo intracelular para medir a expressdo de IL-4, IL-
10 e IFN-y e para identificar as células Trl através do seu
perfil de expressdao de <citocinas. Tais métodos sao
geralmente utilizados pelo perito na técnica. Por exemplo,
0 sobrenadante obtido apds o passo (1) da estimulacédo pode
ser contactado com os anticorpos marcados com NIP dirigidos
contra a expressdo de IL-4, IL-10 e IFN-y (NIP para acetil
de (4-hidroxi-5-iodo-3-nitrofenilo) (NIP)), seguido do
anticorpo anti-NIP marcado com peroxidase e adicdo de ABTS
(ABTS para 2,2'-azino-de(3-etil-benztiazolina-6-sulfonato)
(da R&D Systems, Minneapolis, MN, e Chiron Corp.

Emmeryville, CA).

Preferentemente, a populacdo de células Trl
especificas para o antigénio é recuperada no passo (2)
através de uma técnica de clonagem, tal como com vantagem
por diluicdo limite. Tailis métodos sdo bem conhecidos pelo
perito na técnica e ndo serdo mais apresentados na presente

descricéao.

Deve-se considerar que estes métodos de
recuperacdo da populacdo de células Trl especificas para o
antigénio podem ser utilizados isoladamente ou em

combinacdo. Por exemplo, o "método CFSE" pode ser utilizado
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em combinacdo com a citofluorometria ou com técnicas de
clonagem por diluicdo limite. Também é possivel utilizar a

citofluorometria seguida de uma técnica de clonagem.

A populacédo de PBMC ou leucdcitos é preferente-
mente uma populacdo de mamiferos. Pode ser um mamifero
humano assim como ndo humano (cdo, gato, ratinho, rato,
animais de interesse agricola tais como gado e aves,
etc...). Mais preferentemente, a populacdo de PBMC ou de

leucdcitos & uma populacdo humana.

O meio de cultura Mp pode ser de qualquer tipo,
desde que seja apropriado para a referida populacdo de
células Trl especificas para o antigénio, e serd facilmente
seleccionado por um perito na técnica (meio de Schneider,

meio sem soro,...).

No presente pedido, os termos "expansao", "proli-
feracdo", "crescimento" podem ser utilizados intermutavel-
mente e referem-se ao numero crescente de células numa
populacdo celular. Preferentemente, a populacdo de células
Trl especificas para o antigénio é expandida exponencial-

mente.

Com vantagem, O Ppasso (3) de expansdo da
populacdo de células Trl especificas para o antigénio
consiste no contacto da referida populacdo de células com
esferas CD3+CD28 (por exemplo adquiridas da Dynal, Oslo,

Noruega) na presenca de IL-2 e IL-4.
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A razado [células da matriz celular : populacédo de
células Trl especificas para o antigénio] é indiferente
quando se adicionam as células da matriz celular a
populacdo de células Trl especificas para o antigénio

(passo (b)). Com vantagem, esta razao pode ser [1l:1].

As células de matriz celular podem ser de
qualquer tipo, desde que nédo proliferem a temperatura de
cultura da populacdo de células Trl especificas para o

antigénio T,, que é pelo menos cerca de 35°C.

A expressdo "pelo menos cerca de 35°C" significa
que a temperatura pode variar de 0,1°C abaixo de 35°C (de
34,9°C a 35°C). O perito na técnica estd de qualquer modo

ciente de tais variacdes minimas de temperatura.

O perito na técnica que tem vasta experiéncia em
cultura celular, conhece condicdes especificas a serem
usadas, em particular as temperaturas de cultura o6ptimas T:
e T, de cada populacdo de matriz celular e populacdo de
células Trl especificas para o antigénio. O meio de cultura
Mf pode ser de qualquer tipo, desde que seja apropriado
para o referido tipo de célula de matriz celular, e sera
facilmente seleccionado pelo perito na técnica (meio de

Schneider, ...).

Deve ser considerado que o passo (b) colocando as

células de matriz celular em contacto com a populacado de
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células Trl especificas para o antigénio, e o passo (c) de
cultura da mistura a uma temperatura T,, sd&o em dgeral
passos simultaneos: antes do contacto, as células de matriz
celular e a populacdo de células Trl especificas para o
antigénio sdo cultivadas separadamente, respectivamente uma
a temperatura T; no meio de cultura Mf e a outra a
temperatura T, no meio de cultura Mp. Depois, as células de
matriz celular "isoladamente” ou o meio de cultura Mf
contendo as células de matriz celular sdo/é colocado em
contacto com a populacdo de células Trl especificas para o
antigénio que estd presente no seu meio de cultura Mp e que
estd a ser cultivada a temperatura T.. Consequentemente, as
células de matriz celular passam imediatamente da tempera-
tura T; para a temperatura T, e cessam a proliferacdo, ao
invés da populacdo de células Trl especificas para o
antigénio, que é expandida gracas ao grupo de factores que

sdo expressos pelas células de matriz celular.

E possivel manter durante um periodo de tempo
prolongado o crescimento exponencial in vitro da populacdo
de células Trl especificas para o antigénio, tal como pelo
menos dois ou trés meses, através de se voltar a contactar
as células de matriz celular regularmente, por exemplo,
todas as semanas, com a referida populacdo de células Trl

especificas para o antigénio.

Mais vantajosamente, as células de matriz celular
morrem durante o passo (c) devido a temperatura T, que Jjéa

ndao ¢é apropriada para a cultura de células de matriz
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celular. Mais vantajosamente, os fragmentos da membrana
celular das células de matriz celular que resultam da morte

destas células sdo eliminados no passo (d).

Apbs um periodo suficiente de cultura da
populacdo de células Trl especificas para o antigénio no
passo (c) tal como preferentemente varias horas, o meio de
cultura Mp obtido é composto por uma mistura da populacédo
de células Trl especificas para o antigénio, células de
matriz celular vidveis e opcionalmente fragmentos da
membrana celular das células de matriz celular, e a
populacdo de células Trl especificas para o antigénio
expandida tem de ser recuperada no pPasso (d) . Tal
recuperacdo pode ser realizada através da separacdo da
populacdo de células Trl especificas para o antigénio das
células de matriz celular viavelis e opcionalmente dos
referidos fragmentos da membrana celular utilizando
qualquer método de separacdo apropriado bem conhecido pelo
perito na técnica, tal como por exemplo citometria de fluxo
utilizando um ligando marcado especifico capaz de se ligar
a superficie das células de matriz celular ou uma proteina
de superficie celular da populacdo de células Trl
especificas para o antigénio. Podem também ser utilizados
outros métodos, tais como métodos de lavagem e/ou centri-
fugacdo tais como centrifugacdo com gradiente de densidade
utilizando meio de separacdo como Ficoll®, sendo tal
centrifugacdo um meio apropriado para eliminar fragmentos

da membrana celular.
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Deve notar-se que a eliminacdo dos fragmentos da
membrana celular das células de matriz celular nédo ¢é
obrigatéria mas recomendada, especialmente quando se
pretende administrar a populacdo de células Trl especificas
para o antigénio expandida a mamiferos. De outro modo,

existe um risco que a referida populacdo de células Trl

especificas para o antigénio expandida esteja contaminada.

Com vantagem, o grupo de factores compreende
factores ancorados a membrana celular das células de matriz
celular e factores secretados pelas referidas células de
matriz celular. Mails vantajosamente, 0s factores do
referido grupo 1interagem com proteinas de superficie
celular da populacdo de células Trl especificas para o

antigénio a ser expandida.

Quando as células de matriz celular sao
cultivadas no passo (a), expressam alguns factores do grupo
na superficie da sua membrana celular e alguns outros
factores no meio de cultura Mf. No passo (b) de contacto,
os "factores de membrana" j& estdo ancorados a membrana das
células de matriz celular, mas os "factores secretados"
podem ser eliminados se as células de matriz celular séao
previamente removidos do seu meio de cultura Mf. De
qualquer modo, ambos os "factores de membrana" e 0s
"factores secretados" sdo expressos pelas células de matriz
celular no passo (c), mesmo se as células de matriz celular
j& ndo proliferam, e até a morte das referidas células de

matriz celular. E mesmo possivel que os "factores de
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membrana" ancorados aos fragmentos de membrana celular das
células de matriz celular mortas ainda desempenhem um papel
na producdo da populacdo de células Trl especificas para o

antigénio.

A populacdo de células Trl especificas para o
antigénio que ¢é expandida tem proteinas de superficie
celular que estdo implicadas nos sinais celulares que
permitem a sua expansdo. Tais proteinas de superficie
celular sdo activadas gracas a ligandos especificos, ou
factores, que s&@o proporcionados na presente invencédo pelas
células de matriz celular: as células de matriz celular
expressam o grupo de factores que permitem a expansdo da
populacdo de células Trl especificas para o antigénio. O
perito na técnica conhece quais os factores especificos que
tém de ser expressos pelas células de matriz celular de tal
modo que estes factores interagem com uma proteina de
superficie celular da populacdo de células Trl especificas

para o antigénio.

Ainda mais preferentemente, as células de matriz
celular sdo células recombinantes e contém Acidos nucleicos
heterdlogos que codificam para os factores do referido

grupo.

As expressdes "célula recombinante" ou "célula de
matriz celular recombinante" referem-se a introducdo nas
referidas células de 4&cidos nucleicos heterdlogos que

codificam para os factores do grupo. Tal introducdo engloba
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uma variedade de técnicas uUteis para a introducédo de &acidos
nucleicos em células de matriz celular incluindo electropo-
racdo, precipitacdo por fosfato de célcio, tratamento com
DEAE-dextrano, 1lipofeccdo, microinjeccdo e infeccdo com
vectores virais. Tails métodos adequados sdo muito bem
conhecidos pelo perito, e podem ser encontrados por exemplo
em Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
2a Edicdo, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)). Os
acidos nucleicos a serem 1introduzidos podem ser, por
exemplo, ADN englobando os genes dque codificam para os
factores susceptiveis de interagir com as proteinas de
superficie celular da populacdo de células Trl especificas
para o antigénio a ser expandida, fragmentos de ADN
genbémico, cadeia de ARN no sentido directo ou vectores de
expressdo recombinantes contendo ADNc contendo tais genes.
Os &cidos nucleicos heterdlogos podem codificar para o
comprimento total dos factores ou alternativamente podem
codificar para seus fragmentos peptidicos que sdo
suficientes para permitir a producdo da populacdo de
células Trl especificas para o antigénio de acordo com a
presente 1invencdo, quando introduzidos nas células de
matriz celular. Os &acidos nucleicos podem codificar para os
ligandos naturais (proteinas co-estimuladores) das
proteinas de superficie celular da populacdo de células Trl
especificas para o antigénio, ou seus fragmentos, ou formas
modificadas dos ligandos ou de seus fragmentos. A invencéo
pretende incluir a utilizacdo de fragmentos, mutantes, ou
variantes (por exemplo, formas modificadas) dos factores

que retém a capacidade de aumentar a expansdo da populacéo
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de células Trl especificas para o antigénio. Uma "variante”
de um factor significa uma proteina que partilha uma
homologia significativa com o ligando natural e que esta
implicada na expansdo da populacdo de células Trl
especificas para o antigénio. Os termos biologicamente
activa ou forma biologicamente activa de uma proteina
incluem formas de factores que s&o capazes de resultar na
expansdo da populacdo de células Trl especificas para o
antigénio. Um perito na técnica pode seleccionar tais
variantes de factores com base na sua capacidade de
aumentar a expansdo celular através da introducédo de acidos
nucleicos dque codificam para os factores nas células de
matriz celular. A capacidade de uma variante ou factor
especifico em aumentar a expansdo de uma populacdo de
células Trl especificas para o antigénio pode ser
facilmente determinada, por exemplo, através da comparacio
das células de matriz celular recombinantes com as células
de matriz celular ndo recombinantes através de qualquer
teste ou método conhecido. Além disso, sera apreciado pelos
peritos na técnica que alteracdes na sequéncia priméaria de
aminoacidos dos factores irdo provavelmente ser toleradas
sem diminuir de forma significativa a capacidade das
proteinas em permitir a expansdo da populacdo de células
Trl especificas para o antigénio. Deste modo, variantes dos
factores que tém substituicdes, delecdes e/ou adicdes de
aminodcidos em comparacdo com as sequéncias de aminoéacidos
que ocorrem naturalmente de factores nativos comparaveis,
que ainda retenham a actividade funcional das formas

naturais dos factores tais como aqui descritos sdo também
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abrangidos pela invencdo. Tais variantes podem conter por
exemplo substituicdes de aminoadcidos conservativas (ver

acima) .

Os &cidos nucleicos estdo numa forma adequada
para a expressao de factores contendo a referida forma a
totalidade das sequéncias codificantes e de regulacéo
necessarias para a transcricdo e a traducdo de um gene, que
pode 1incluir um promotor, um "enhancer" e um sinal de
poliadenilacdo, e opcionalmente uma sequéncia necesséaria
para o transporte do factor para a superficie das células
de matriz celular, incluindo uma sequéncia sinal na
extremidade N. As sequéncias de regulacdo podem também ser
seleccionadas para proporcionar transcricdo constitutiva ou
indutivel. A expressdao do factor a superficie da célula de
matriz celular pode ser confirmada por coloracdo das
células por imunofluorescéncia. Por exemplo, as células
podem ser coradas com um anticorpo monoclonal com marcacao
fluorescente reactivo contra a molécula co-estimuladora ou
com um receptor soluvel com marcacdo fluorescente que se
liga ao factor. O perito na técnica, dgque conhece muito bem
os factores a serem expressos pelas células de matriz
celular, também conhece anticorpos monoclonais apropriados
que reconhecem factores expressos pelas células de matriz
celular. Alternativamente, proteinas ligando soluveis
marcadas que se ligam aos factores podem ser utilizadas
para detectar a sua expressdo a superficie da célula de
matriz celular. As técnicas e dispositivos utilizados para

a deteccdo de células coradas por imunofluorescéncia séao
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bem conhecidas pelo perito na técnica; preferentemente
utiliza-se para deteccdo um selector de células activado

por fluorescéncia (FACS).

Quando o é&cido nucleico que codifica para um
factor estd funcionalmente ligado a elementos de regulacéo,
¢ tipicamente transportado num vector, incluindo por
exemplo plasmideos e virus. Assim, um acido nucleico
compreendendo uma sequéncia nucleotidica que codifica para
um factor da presente invencdo ligado funcionalmente a
elementos de controlo de regulacdo, é também aqui referido
como um "vector de expressdo". Serdo escolhidos vectores de
expressdo em relacdo ao tipo de célula de matriz celular a
ser transformada. Por exemplo, quando as células de matriz
celular sdo células de matriz celular de insecto de
drosdfila, vectores constitutivos de drosdfila disponiveis
para a expressdo de proteinas nas células de 1insecto
cultivadas incluem a série pAc (Smith et al., (1983) Mol.
Cell BRiol. 3: 2156-2165) a série pVL (Lucklow, V.A., e

Summers, M.D., (1989) Virology 170:31-39).

Além disso, é preferido que as células de matriz
celular gque ndo tenham qualquer molécula do complexo major
de histocompatibilidade (MHC) de classe intrinseca I e/ou
IT a sua superficie. Significa que estas células néao
expressam naturalmente moléculas MHC, a ndo ser que tenham
sido geneticamente transformadas. A auséncia destas
moléculas MHC de classe intrinseca I e/ou II a superficie

das células de matriz celular é crucial para evitar uma
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resposta alogénica entre as células de matriz celular e a
populacdo de células Trl especificas para o antigénio. Como
resultado, as células de matriz celular da presente
invencdo podem ser utilizadas para expandir uma populacéao
de células Trl especificas para o antigénio de qualquer

dador num curto periodo de tempo.

Numa realizacdo mais particular, as células de
matriz celular sdo limpas do seu meio de cultura Mf no

passo (b).

Preferentemente, as células de matriz celular séo

células de matriz celular de insecto, com T; inferior a T,.

Pode-se utilizar qualgquer célula de matriz
celular de insecto apropriada na presente invencido, desde
que cumpra com as condicdes acima mencionadas. Podem ser
por exemplo células de matriz celular da linha Sf9 (entre
outros, depositada na ATCC com o numero CRL 1711 ou na DSMZ
com o nUmero ACC 125, e comercializada pela BD Biosciences
Pharmingen, EUA), Sf21 (entre outros, depositada na DSMZ
com o numero ACC 119, e também comercializada pela BD
Biosciences Pharmingen, EUA) ou S2. Preferentemente, as
células de matriz celular de insecto sdo da linha celular
S2 de droséfila. A linha celular S2 de drosdéfila é bem
conhecida pelo perito na técnica, e fol revelada de forma
abrangente na técnica anterior. A 1linha celular S2 de
dros6fila estda disponivel comercialmente (Invitrogen,

Franca, etc...), e foi depositada em particular na coleccéo
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Alema de microrganismos e culturas celulares DSMZ
("Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen")
com o nuUmero ACC 130, e revelada em Schneider, J Embryol
Exp Morphol, 27:1972, 353; foi também depositada na
coleccdo de culturas tipo Americana ATCC com o nuUmero CRL
1963. Preferentemente, as células de matriz celular sdo da
linha S2 de células de drosdéfila depositadas a 25 de Marco
de 2005 na Coleccdo Nacional de Culturas de Microrganismos

(CNCM, Instituto Pasteur, Paris) sob o nUmero I-3407.

Uma grande vantagem proporcionada pela utilizacéo
de células de matriz celular de insecto quando se pretende
expandir uma populacdo de células de mamifero, e aqui uma
populacdo de células Trl especificas para um antigénio, é
que (1) as células de matriz celular e as células de
mamifero ndo proliferam a mesma temperatura (T: é inferior
a T, e T, & pelo menos cerca de 35°C), e (2) os virus de
mamifero ndo proliferam em células de matriz celular de
insecto, evitando deste modo possiveis contaminacdes da
populacdo de células Trl especificas para um antigénio a

partir das células de matriz celular.

Mais preferentemente, o meio de cultura Mp é um
meio de cultura sem soro. Preferem-se meios 1isentos de
qualquer contaminante bioldgico, tais como meios de cultura
sem SOro comercialmente disponiveis (XVIVO-15 da
BioWhittaker, Walkersville, MD; meio AIM V da Invitrogen,

etc...).
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Mais preferentemente, o meio de cultura Mf é um
meio de cultura sem soro. Preferem-se meios isentos de
qualgquer contaminante bioldégico, tais como por exemplo
meios de cultura sem soro comercialmente disponiveis (meio
de Schneider sem soro comercializado por BioWhittaker,
Walkersville, MD GIBCO® meio de cultura para células de
insecto sem  SOro tal como SFM comercializado por
Invitrogen, ou Insectagro® meio sem soro comercializado por
Krackeler Scientific Inc., EUA, etc...) de modo a evitar a

contaminacdo subsequente da populacdo de células P.

Mais vantajosamente, as células de matriz celular
sdo células de matriz celular recombinantes que expressam O
grupo de factores recombinantes que interactuam com as
seguintes proteinas de superficie celular da populacdo de
células Trl especifica ao antigénio a ser expandida:
- o complexo proteico CD3/TCR,
- a proteina CD28,
- a proteina CD2,
- o0 receptor interleucina-2 (IL-2), e

- 0 receptor interleucina-4 (IL-4).

De facto, para a expansdo da populacdo de células
Trl especifica ao antigénio, ¢é necesséario o estimulo do
complexo TCR/CD3 (TCR para receptor de célula T e CD para
antigénio de diferenciacdo celular) para fornecer um sina
de activacdo primério numa célula T. Um anticorpo
monoclonal anti-CD3 pode ser utilizado para activar uma

populacdo de células T através do complexo TCR/CD3, com
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vantagem um anticorpo anti-CD3, em gque a modificacdo do
anticorpo anti-CD3 consiste na substituicdo do dominio
intracitoplasmédtico com um dominio transmembranar, de tal
modo que o referido anticorpo anti-CD3 modificado wvai
ancorar a membrana celular das células de matriz celular e

interactua com o complexo proteico CD3/TCR das células T.

Além disso, algumas proteinas na superficie das
células T, indiferentemente denominadas "moléculas de co-
estimulacdo" ou "co-estimuladores™, foram implicadas na
regulacdo da transicdo de uma célula T guiescente para
transformacdo bléastica, e subsequente proliferacéo e
diferenciacdo. Assim, além do sinal de activacdo primario
proporcionado através do complexo TCR/CD3, a inducdo de
respostas de células T requer um segundo sinal de co-
estimulacdo. Cré-se que uma molécula de co-estimulacédo ou
acessoéria, CD28, inicia ou regula uma via de transducdo de
sinal que ¢é distinta daquelas estimuladas pelo complexo
TCR. O factor que interactua com a proteina CD28 presente &
superficie das células Trl especificas para o antigénio e
que é expresso pelas células de matriz celular, pode ser um
anticorpo monoclonal anti-CD28 ou um seu fragmento capaz de
ligacdo cruzada com a molécula CD28; em tal caso, a
modificacdo do anticorpo monoclonal anti-CD28 pode ser
considerada através da adicdo de um dominio transmembranar
de modo que val ancorar a superficie celular das células de
matriz celular. Preferentemente, o ligando natural para
CD28 é utilizado em vez do anticorpo monoclonal anti-CD28,

o0 que equivale a dizer por exemplo um membro da familia B7
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de proteinas, tais como proteinas B7-1 (CD80) e B7-2
(CD86) . Outra molécula co-estimuladora, CD2, estd implicada
nos sinails que permitem a expansdo da populacdo de células
Trl especifica para um antigénio. Do mesmo modo, o factor
expresso pelas células de matriz celular que interage com
CD2 pode ser um anticorpo monoclonal anti-CD2 ou um seu
fragmento capaz de ligacdo cruzada com a moléculas CD2; a
modificacdo do anticorpo monoclonal anti-CD2 pode ser
considerada através da adicdo de um dominio transmembranar
para ancorar a superficie celular das células de matriz
celular. Preferentemente, o ligando natural para CD2 &
utilizado em vez do anticorpo monoclonal anti-CD2, ou seja
a proteina CD58. Além dos factores que sdo ancorados a
membrana celular das células de matriz celular, sdo também
necessarios factores que sédo secretados, tais como
interleucinas, para a expansdo da populacdo de células Trl
especifica para um antigénio. Entre estas interleucinas
estdo IL-2, que interage com o receptor IL-2 presente a
superficie das células Trl especificas para um antigénio, e
quer IL-4 ou IL-13, que interagem com o receptor IL-4 das

células Trl especificas para um antigénio.

Consequentemente, O grupo (A) dos factores
recombinantes compreende:
- um anticorpo anti-CD3 modificado, em que a modificacédo do
anticorpo anti-CD3 consiste na substituicdo do dominio
intracitoplasméatico anti-CD3 da cadeia pesada de anti-CD3
por um dominio transmembranar, sendo o referido anticorpo

anti-CD3 ancorado a membrana celular das células de matriz
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celular e sendo susceptivel de interagir com o complexo
proteico CD3/TCR das células T, ou uma sua variante.

- a proteina CD80 ou CD86, preferentemente a proteina CD8O,
ancorada a membrana celular das células de matriz celular,
que ¢é susceptivel de interagir com a proteina CD28 das
células T, ou uma sua variante, e

- a proteina CD58 ancorada a membrana celular das células
de matriz celular, que ¢é susceptivel de interagir com a
proteina CD2 das células Trl, ou uma sua variante,

- IL-2 secretada pelas células de matriz celular, dque é
susceptivel de interagir com o receptor IL-2 das células
Trl, ou uma sua variante, e

- uma interleucina seleccionada do grupo que compreende IL-
4 e interleucina 13 (IL-13), preferentemente IL-4, sendo a
referida interleucina secretada pelas células de matriz
celular e sendo susceptivel de interagir com o receptor IL-

4 das células Trl, ou uma sSua variante.

Preferentemente, o dominio transmembranar que
substitui o dominio intracitoplasmdtico da cadeia pesada do
anticorpo anti-CD3 é o dominio transmembranar do factor de

crescimento derivado de plaquetas (PDGF).

Os factores gue sdo expressos pelas células de
matriz celular podem ser de qualquer origem.
Preferentemente, sdo da mesma origem qgue aqueles da
populacdo de PBMC ou de leucdcitos da qual se obtém a
populacdo de células Trl especifica para um antigénio. Mais

vantajosamente, a populacdo de PBMC ou de leucdcitos €& uma
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populacdo humana. Mais preferentemente, os factores do

referido grupo s&o de origem humana.

Preferentemente, a cadeia leve do anticorpo anti-
CD3 modificado é codificada pelo &cido nucleico heterdlogo
de sequéncia SEQ ID N°1, ou qualquer &acido nucleico com
pelo menos 70% de identidade com SEQ ID N°1, e em due a
cadeia pesada do anticorpo anti-CD3 modificado é codificada
pelo &acido nucleico de sequéncia SEQ ID N°2, ou qualquer
dcido nucleico com pelo menos 70% de identidade com SEQ ID

N°2.

Mais preferentemente, a proteina CD80 é
codificada pelo &acido nucleico heterdlogo de sequéncia SEQ
ID N°3, ou qualgquer &cido nucleico com pelo menos 70% de

identidade com SEQ ID N°3.

Vantajosamente, a proteina CD86 é codificada pelo
acido nucleico heterdlogo de sequéncia SEQ ID N°4, ou
qualgquer &cido nucleico com pelo menos 70% de identidade

com SEQ ID N°4,.

Ainda mais preferentemente, a proteina CD58 &
codificada pelo &acido nucleico heterdlogo de sequéncia SEQ
ID N°6, ou qualgquer &cido nucleico com pelo menos 70% de

identidade com SEQ ID N°6.

Numa realizacdo preferida, a IL-2 é codificada

pelo acido nucleico heterdélogo de sequéncia SEQ ID N°5, ou
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qualquer é&cido nucleico com pelo menos 70% de identidade

com SEQ ID N°5.

Vantajosamente, a IL-4 ¢é codificada pelo é&cido
nucleico heterdélogo de sequéncia SEQ ID N°7, ou qualquer
acido nucleico com pelo menos 70% de identidade com SEQ ID

N°7.

Mais vantajosamente, a IL-13 é codificada pelo
dcido nucleico heterdélogo de sequéncia SEQ ID N°8, ou
qualquer é&cido nucleico com pelo menos 70% de identidade

com SEQ ID N°8.

A expressdo "molécula de &cido nucleico com pelo
menos 70% de identidade com SEQ ID No. X" refere-se a
qualquer sequéncia que tem pelo menos 70, 75, 80, 85, 90,95

ou 99% de identidade com a referida sequéncia SEQ ID No. X.

Geralmente, apdbds wvarias horas de cultura a
populacdo de células Trl especificas para o antigénio a ser
expandida tal como 12 horas, preferentemente apbds 24 horas
de cultura, mails preferentemente 48 horas, ndo existem
quaisquer células de matriz celular vidveis no meio de
cultura Mp. Com vantagem, a populacdo de células Trl
especificas para o antigénio é recuperada quando todas as
células de matriz celular estdo mortas, o que permite
primeiramente obter uma populacdo de células Trl especifi-
cas para o antigénio expandida maior, e segundamente

recuperar rapidamente e facilmente a populacdo de células
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Trl especificas para o antigénio através da eliminacdo dos
fragmentos de membrana celular das células de matriz
celular, por exemplo, por métodos de lavagem e/ou por
centrifugacdo por gradiente de densidade, tal como

apresentado acima.

Assim, numa realizacdo preferida, a populacido de
células Trl especificas para o antigénio assim expandida é
recuperada no passo (d) apds se ter cultivado a populacéo
de células Trl especificas para o antigénio no passo (c)

durante pelo menos 12 horas, preferentemente 24 horas.

Por percentagem de identidade entre dois acidos
nucleicos (ou sequéncias de 4acido nucleico) ou duas
sequéncias proteicas na presente invencdo, significa uma
percentagem de nucledtidos ou aminocacidos idénticos entre
duas sequéncias a comparar, obtidas apbés o melhor
alinhamento; esta percentagem é puramente estatistica e as
diferencas entre as duas sequéncias sao distribuidas
aleatoriamente e ao longo da totalidade do seu comprimento.
O melhor alinhamento ou alinhamento éptimo é o alinhamento
correspondente a percentagem mais elevada de identidade
entre duas sequéncias a comparar, a qual é calculada tal
como aqui de seguida. As comparacdes de sequéncias entre
dois é&cidos nucleicos ou duas sequéncias proteicas séao
geralmente levadas a cabo através da comparacdo destas
sequéncias apds o seu alinhamento 6éptimo, sendo a referida
comparacdo realizada para um segmento ou para uma "Jjanela

de comparacédo", para i1dentificar e comparar regides locais
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de similaridade de sequéncia. O alinhamento Optimo de
sequéncias para a comparacdo pode ser realizado manualmente
ou por intermédio do algoritmo de homologia local de Smith
e Waterman (1981) (Ad. App. Math. 2: 482), por intermédio
do algoritmo de homologia local de Neddleman e Wunsch
(1970) (J. Mol. Biol. 48: 443), por intermédio do método de
investigacdo de similaridade de Pearson e Lipman (1988)
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444), por intermédio de
programas de computador utilizando estes algoritmos (GAP,
BESTFIT, FASTA e TFASTA no Wisconsin Genetics Software
Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison,
WI). A percentagem de identidade entre duas sequéncias de
adcidos nucleicos ou duas sequéncias proteicas é determinada
através da comparacdo destas duas sequéncias alinhadas de
um modo Optimo com uma "janela de comparacdo" em cuja
regido da sequéncia de acido nucleico ou sequéncia proteica
para comparar pode compreender adigdes ou delecdes
relativamente a sequéncia de referéncia para um alinhamento
Optimo entre estas duas sequéncias. A percentagem de
identidade é calculada através da determinacdo do numero de
posicdes para as dquais o nucledtido ou o aminoadcido é
idéntica entre as duas sequéncias, dividindo este numero de
posicdes idénticas pelo numero total de posicgdes na "janela
de comparacédo" e multiplicando o resultado obtido por 100,
para obter a percentagem de identidade entre estas duas

sequéncias.

O passo (3) de expansdo da populacdo de células

Trl especificas para o antigénio de acordo com a presente
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invencdo utilizando células de matriz celular, oferece as
seguintes vantagens:

- O sistema de expansdo de células de matriz celular ¢é
capaz de manter o crescimento exponencial da populacdo de
células Trl especificas para o antigénio durante pelo menos
dois ou trés meses in vitro,

- As células de matriz celular ndo tém moléculas MHC de
classe I e II para evitar resposta alogénica,

- As células de matriz celular sdo isentas de micoplasma,

- As células de matriz celular sé&o capazes de crescer bem
utilizando meio de sem soro,

- As células de matriz celular ndo precisam de ser
irradiadas,

- As células de matriz celular ndo permitem a expansido de
virus animais, e

- A populacdo de células Trl especificas para o antigénio
expandida ¢é muito bem caracterizada para efeitos de

injeccéo.

A presente invencdo é ainda descrita nas figuras

e exemplos seguintes.
LEGENDAS DAS FIGURAS
Figura 1: Células Trl cCD4'cD18P**'""tecp49b* proliferam em

resposta aos antigénios de alimentos e ndo tém memdéria para

os antigénios.

A) Células T purificadas CD4+ (barras cinzentas),

células Trl CD4+CD18brightCD49b+ (barras brancas) e células
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T de membébria CD4+CD45RO+CD49%b- foram estimuladas com o
toxbide tetédnico (10 pg/ML), PPD (20 pg/mL) ou anti-
CD3+antiCD28 mAb (10 pg/mL) na presenca de mondcitos
purificados autdlogos. A proliferacdo foi analisada por
incorporacdo de timidina ao dia 5. B) A mesma populacdo dque
em A foili estimulada com ovalbumina (OVA, 20 ug/mL), Caseina
(20 pg/mL) ou uma mistura de proteinas de soja (Soja) a 50
ng/mL) . Os resultados representam a resposta proliferativa

média de 10 pacientes diferentes.

Figura 2: Células T CD4'CD18"**'"@**°cD49b* proliferam com

antigénios de alimentos e ndo com antigénios de vacina.

Células T CD4" ou CD4'CD45RO'CD49b purificadas ou
CD4°CD187CD49b" foram marcadas com CFSE e estimuladas com o
antigénio diferente tal como indicado, seja um antigénio de
vacina (PPD, derivado proteico purificado: tuberculina, TT:
toxbide tetédnico) ou antigénio de alimento (OVA: ovalbu-
mina, Caseina ou proteina de Soja). Apds 8 dias, as células
foram analisadas por citofluorometria, e a percentagem de
células divididas foil analisada pela expressdo decrescente
de CFSE. A percentagem de células CFSEP*™* ¢ indicada em

cada quadrante.
Figura 3: Células T proliferativas CD4' especificas para um
antigénio de alimento tém um fendétipo de perfil de citocina

Trl

Marcaram-se células T CD4" com CFSE e estimu-
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laram-se com a vacina indicada (PPD, TT) ou antigénio de
alimento (OVA, Soja, Caseina). Purificaram-se células T
CD4" CFSE"***° e foram reestimuladas com um mAb anti-CD3 e
anti-CD28, e apobs 48 horas 0s sobrenadantes foram
analisados ©por ELISA para medir as dquantidades das
citocinas indicadas. As células T CD4" proliferativas
especificas para o antigénio de alimento apresentaram um
fendtipo Trl com um nivel de secrecdo IL-10%'*° IL-4 IFN-
g”/", IL-5"", IL-27, enquanto que células T especificas para
o antigénio com membébria apresentaram um fendtipo Thl com

elevada secrecdo de IFN-y.

Figura 4: Células T CD4'cp18"**!'"@"tecD49b* proliferam para
auto-antigénio e as células especificas para o auto-

antigénio apresentaram um fenétipo de citocina Trl

Células T CD4" ou CD4'CD45RO'CD49b purificadas ou
CD4°CD187CD49b" foram marcadas com CFSE e estimuladas com um
auto-antigénio (MBP: proteina bésica da mielina) ou
insulina conforme indicado. Apbds 8 dias, as células foram
analisadas por citofluorometria, e a percentagem de células
divididas foil analisada pela expressdao decrescente de CFSE.
A percentagem de células CFSEP** & indicada em cada
quadrante. A células T CFSEP* foram purificadas e
reestimuladas com mAb anti-CD3 e anti-CD28, e apds 48 horas
0s sobrenadantes foram analisados por ELISA para medir as
quantidades das citocinas indicadas. células T CD4"

proliferativas especificas para o) auto-antigénio
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apresentaram um fenétipo Trl com niveis de secrecdo IL10%™

IL-4 IFN-y”/", IL-5"", IL-2 .
Figura 5: Células Trl podem ser observadas em pacientes que
sofrem de doengas autoimunes ou alérgicas para o antigénio

testado

Células T CD4" ou CD4'CD45RO'CD49b  purificadas ou
CD4'CD18"CD49b" foram isoladas de um paciente que sofre de
esclerose multipla (MS) ou alergia a caseina, conforme
indicado, marcadas com CFSE e estimuladas com um auto-
antigénio (MBP: proteina basica da mielina) ou caseina ou
derivado proteico purificado de Mycobacterium tuberculosos
(PPD) como controlo positivo conforme indicado. Apds 8
dias, as células foram analisadas por citofluorometria, e a
percentagem de células divididas foi analisada pela
expressdo decrescente de CFSE. A percentagem de células
CFSEP®**° ¢ indicada em cada quadrante. A células T CFSEP®*°
foram purificadas e reestimuladas com mAb anti-CD3 e anti-
CD28, e apbds 48 horas os sobrenadantes foram analisados por

ELISA para medir as quantidades das citocinas indicadas.

Figura 6: Células Trl especificas para um antigénio de
alimentos ndo proliferaram em resposta exclusiva a IL-2 mas

proliferaram vigorosamente em resposta a IL-2 e IL-4.

As células cD4” foram marcadas com CFSE,
estimuladas com os antigénios indicados e purificadas tal

como na Figura 3. As células purificadas foram entéo
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expandidas na presenca de apenas IL-2 (1 pg/mL) ou IL-2 e
IL-4 (1 npg/mL e 500 ng/mL, respectivamente). O numero de
células sob as diferentes condicdes fol entdo medido e
representado em relacdo ao numero de dias apds iniciacéo.
Células T com membébria para o antigénio proliferaram em
resposta a IL-2 e a combinacdo de IL-2 e IL-4, engquanto que
as células Trl especificas para o antigénio de alimento
proliferaram apenas contra a combinacdo das citocinas IL-2

e IL-4.

Figura 7: Células Trl especificas para o antigénio
expandidas com IL-2 e IL-4 mantém o seu perfil de citocinas

apés a expanséio

As diferentes populacdes de células T especificas
para o antigénio tais como obtidas na Figura 5 foram
estimuladas com mAb CD3 e CD28 e o seu perfil de citocinas
fol determinado por ELISA nos sobrenadantes recolhidos 48
horas apds estimulacdo. As células T especificas para PPD e
TT mantiveram o seu perfil de citocinas Thl apds expanséao
apenas com IL-2, enquanto que a adicdo de IL4- induziu a
secrecdo de IL-4 nestas células tal como esperado. Pelo
contrario, «células Trl especificas para antigénios de
alimentos mantiveram o seu perfil de citocinas mesmo apds

expansao na presenca de IL-2 e IL-4.

Figura 8: Andlise da expressdo de proteina humana na linha

celular S2.

Andlise de citometria de fluxo a duas cores das
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cadeias pesada e leve de OKT3 e expressdo CD80 e CD58 em

células parental (S2) ou de fébrica celular (CF).

Figura 9: Esquema de CF modificada em interacgdo com uma

célula Trl cD4*

As células S2 foram transfectadas com um mAb
anti-CD3 ligado a membrana para envolver o complexo
TCR/CD3, CD80 e CD58 na adicdo de alguns sinais co-
estimuladores através da interaccdo com as moléculas CD28 e
CD2, respectivamente, e IL-2 e 1IL-4 para induzir o

crescimento celular.

Figura 10: Proliferagcdo de células T induzidas pela linha

celular CF.

A proliferacdo de PBLs policlonais, células T
CD4", 1linhas celulares Trl (L1 e L2) ou clones Trl (Cl e
C2) estimulados com a fébrica celular foi medida por
incorporacdo de [3H]timidina entre os dias 3 e 4 de
cultura. As células T foram estimuladas com células CF tal
como indicado, na auséncia de citocinas exdgenas. As t2 h,
as células foram pulsadas com [3H]timidina e incubadas
durante mais 18 h antes da recolha. Os valores de contagens
por minuto sdo apresentadas como média e erro padrdo da

média de culturas em triplicado.
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Figura 1l1l: Crescimento prolongado de células Trl humanas

policlonais primdrias estimuladas com fabrica celular.

As células Trl foram estimuladas com esferas
CD3/28 mais IL-2 e IL-4 exdbdgenas, células CF' gue expressam
OKT3, CD80 e CD58 mas ndo IL-2 e IL-4 na presenca de IL-2 e
IL-4, ou com O sistema de fébrica celular completo sem
qualquer adicédo exdgena. As células T foram estimuladas com

células CF nos dias 0, 10, e 20 de cultura.

Figura 12: Pureza das células T apds co-cultura com a linha

celular CF.

Avaliou-se a pureza das células T e apds esti-
mulacdo com a linha celular CF através da coloracdo para a
expressdo de CD3, CD4 durante os primeiros sete dias de
cultura. A seleccdo da anédlise com base no tamanho das
células/detritos ndo foi wutilizada nesta experiéncia de
modo a representar todas as células na cultura. As células
viadveils sdo indicadas através da restricdo da anadlise com
base em iodeto de propidio de modo a excluir células
mortas. Os resultados sao representativos de >10

experiéncias diferentes, cada uma com um dador diferente.

Figura 13: Destino da linha celular CF apés co-cultura com

células T

O destino das <células estimuladoras CF foi

avaliado através da coloracdo para a expressdo de CD4 e
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OKT3H durante os primeiros sete dias de cultura. A seleccéo
da andlise com base no tamanho das células/detritos ndo foi
utilizada nesta experiéncia de modo a representar todas as
células na cultura. As células viavels s&do 1indicadas
através da restricdo da anadlise com base em iodeto de
propidio de modo a excluir células mortas. Os resultados
sdo representativos de >10 experiéncias diferentes, cada

uma com um dador diferente.

Figura 14: Representacao esquematica do protocolo

experimental utilizado.

Figura 15: Isolamento da clones Trl especificos para OVA.

Estimulou-se PBL corado com CFSE com OVA, e
corados com CD4 CD49b e CD18. Seleccionaram-se para analise
células CD4'CD49b'CD18P**" e foram seleccionadas células
CFSE. As células seleccionadas foram clonadas para gerar o
clone 1 e o clone 2, a populacdo em bruto foi estimulada
com OVA e corada com IL-1 e IFN-y revelando um fendtipo

Trl.

Figura 16: Anadlise de proliferagdo prolongada de clones Trl

Foram entdo estimulados dois clones com a fébrica
celular irradiada. ©Os numeros de células totais séo
apresentados numa representacdo semi-logaritmica do numero

de células vs. dias em cultura.
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Figura 17: Perfil de citocinas de <clones T 1 e 2
especificos para OVA apdés expansdo da fabrica celular

durante 70 dias.

Mediram-se citocinas nos sobrenadantes dos clones
estimulados com OVA e mondécitos irradiados autdlogos. A
supressdo especifica para antigénio foi também examinada
através de um teste de migracdo nos pocos. Estimularam-se
PBLs autbdlogos com mAb anti-CD3 no fundo do poco, e
adicionaram-se no topo do cesto nenhumas células, células T
CD4 controlo e os dois clones e estimulou-se com anti-CD3 e
mondécitos irradiados autdlogos para células CD4 ou OVA e
mondécitos autdlogos irradiados para os dois clones Trl. A
totalidade do protocolo é representativo de dez

experiéncias, cada uma de diferentes dadores.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1: OBTEN(;AO IN VITRO DE UMA POPULAQAO DE CELULAS
TR1 ESPECIFICA PARA O AUTO-ANTIGENIO OU ANTIGENIO DE
ALIMENTOS A PARTIR DE UMA POPULAQAO PBMC POR ESTIMULAQAO
COM O AUTO—ANTIGENIO ou O ANTIGENIO DE ALIMENTO

1.1 Materiais e métodos

Purificagdo celular e citometria de fluxo

Recuperaram-se células mononucleares de sangue

periférico (PBMC) a partir da camada leuco-plagquetaria de
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dadores saudaveis apds centrifugacdo num gradiente de
Ficoll. Purificaram-se linfécitos T CD4" a partir de PBMC
ap6s remocdo de células CD11lb" (OKM1-95), CD20° (1F5C9), e
CD8+ (G42-8) ©por seleccdo negativa utilizando esferas
Dynabeads revestidas com anticorpos de cabra anti-ratinho
(Dynal, Oslo, Noruega). Os mondbcitos foram purificados por
aderéncia apds cultura de PBMC durante 1 hora a 37°C em
meio RPMI suplementado com 20% de FCS. Mais de 90% das
células aderentes recuperadas eram mondécitos CD14'. Os
linfbécitos T CD4" foram separados em células T
CD49b*CD18"* ™ ou CD49b'CD45RO" apbds coloracdo das células
com anticorpos fluorescentes e separadas num equipamento
FACS vantage ©SE, Beckton Dickinson, Le Pont de C(Claix,
Franca) . Utilizaram-se 0s seguintes anticorpos para
citometria de fluxo: FITC, CD4 de ratinho anti-humano
marcado com APC ou PC5 (RPA-T4), CD3 de ratinho anti-humano
marcado com PC5 (UCHT1), CD4% de ratinho anti-humano
marcado com PE (12F1-H6), CDl4 de ratinho anti-humano
marcado com FITC (M5-E2), CD18 de ratinho anti-humano
marcado com PE ou PCH (6.7), CD25 de ratinho anti-humano
marcado com PE (M-A251), HLA-DR de ratinho anti-humano
marcado com PE (G46-6), CD69 de ratinho anti-humano marcado
com PE (FN50), CD45RO anti-humano FITC (UCHL-1). Todos os
anticorpos foram adgquiridos junto da BD-Pharmingen (Le Pont

de Claix, Franca).

Cultura celular

Para a deteccdo de linfécitos T especificos para
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o antigénio CD47, coraram-se PBMCs (10 milh&es de
células/mL) ou com 0,2 UM de CFSE ou com 2,5 uM de PKH26
(Molecular Probes, Leiden, Holanda) durante 5 minutos a
37°C em PBS 1x. Apds duas lavagens em PBS 1x, as populacdes
celulares foram incubadas a 2 milhdes/mL em meio RPMI
suplementado com 5% de soro humano AB na presenca ou
auséncia de 200 pg/mL de Ovalbumina de galinha, 200 pg/mL
de Caseina bovina, 200 npg/mL de Insulina humana (Sigma,
L'Isle d'Abeau, Franca), 50 nug/mL de toxbdide Teténico
(Lederie, Pearl River, Nova Iorque) e 2 pg/mL de Derivado
Proteico Purificado (PPD) de Mycobacterium tuberculosis
(Staten serum Institute, Dinamarca) ou 50 pg/mL de MBP
(Sigma, L'Isle d'Abeau, Franca). Apds 9 dias de cultura, as
células foram coradas com CD4 de ratinho anti-humano
marcado com PC5 e analisadas por citometria de fluxo. Foram
também seleccionadas células T CD49b*CcD1gPr+the ou
CD49b'CD45RO", coradas com 0,2 pM de CFSE ou 2,5 pM de
PKH26 e cultivada a 2 milhdes/mL na presenca de 4x10°

mondécitos autdlogos e na presenca de antigénios.

Selecgdo e expansdo de células especificas para antigénio

Apds 10 dias de cultura, seleccionaram-se células
T especificas para o antigénio CD4'CFSEP***° ou CD4'PKH26P*°
num equipamento FACS vantage SE (Beckton Dickinson) e foram
expandidas com PBMCs autbdlogas irradiadas na presenca de
antigénios, em meio X-vivo 15 (Biowittaker, Emerainville,

Franca) suplementado com 10 ng/mL de IL4 e 5 ng/mL de IL2.



PE1739166 - 49 -

Detecgdo de citocinas

A producdo de citocinas foil detectada por ELISA
que foram realizados em sobrenadantes de populacdes de
células humanas (2 milhdes/mL) cultivadas durante 48 horas
em meio RPMI suplementado com 10% de FCS (Life
Technologies, Cergy Pontoise, Franca) e estimuladas com 10
ng/mL de anti-CD3 revestido (UCHT1) e 1 pg/mL de anti-CD28
soluvel (CD28.2). 0Os anticorpos utilizados foram anticorpos
de captura anti-IL10 (JES3-9D7), anti-IL4 (8D4), anti-IL2
(17H12), anti-IL5 (39D10) e anti-IFNy (A35) e anticorpos de
deteccdo marcados com NIP anti-IL10 (JES3-12D8), anti-IL4
(MP4-25D2), anti-IL2 (B33-2), anti-IL5 (5A10) e anti-IFNy
(B27) seguidos pela adicdo de anticorpo anti-NIP marcado

com peroxidase e de ABTS. IL10, IL4 e IFNy foram da R&D

systems (Minneapolis, MN) , IL2 foi da Chiron corp
(Emmeryville, CA) . Todos os anticorpos foram da BD
pharmingen.

Medigdo da proliferagdo

Para avaliar a proliferacdo, as populacdes de células T (1
milh&o de células/mL) foram estimuladas in vitro com PBMCs
autdlogas irradiadas e antigénios especificos em RPMI
suplementado com 10% de FCS a 37°C na presenca das
citocinas indicadas. A proliferacdo de células T foi

avaliada pela enumeracdo das células vivas.
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Métodos para isolar células Trl especificas para um

antigénio

Os 1inventores desenharam métodos para isolar
populacdes e clones de células Trl especificas para um

antigénio.

O primeiro método assenta na incorporacdo de CFSE
ou qualquer corante similar (PHK). As células sdo marcadas
com CFSE e estimuladas com um antigénio de alimento (na
gama de 0,1 ng/mL a 5 mg/mL), apds 9 a 10 dias, as células
sdo seleccionadas por citofluorometria e mantidas com
esferas CD3+CD28 e IL-2+IL-4. De modo a remover dqualsquer
outras células que poderiam nao ter proliferado
significativamente sob estas condig¢des de cultura, as
células poderiam também ser clonadas a uma célula por pPocgo
e o0s diferentes clones analisados para especificidade e

secrecdo de citocina.

O segundo método assenta na expressdo a super-
ficie celular de marcadores de activacdo ou proliferacéao.
As PBMCs sao estimuladas com auto-antigénios ou antigénios
de alimento e as células estimuladas com o antigénio séo
purificadas por anticorpos dirigidos contra anti-CD69,
anti-CD25 ou quaisquer marcadores de activacdo ou de
proliferacdo. As células purificadas sdo entdo mantidas com
estimulos CD3+CD28 e IL-2+ 1IL-4. Alternativamente as
células podem ser mantidas com células de matriz celular e

estimulo CD3/CD28, na presenca de IL-2 e IL-4. As células
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purificadas poderiam também ser clonadas a uma célula por

poco por seleccdo por FACS ou diluicdo limite.

O terceiro método baseia-se no enriquecimento da
populacéo proliferativa apbds estimulacéo com auto-
antigénios ou antigénios de alimento. As PBMCs sao
estimuladas com ovalbumina (ou qualgquer outro antigénio de
alimento) e apdés uma semana as células sdo de novo
estimuladas com o mesmo antigénio na presenca de IL-2 e IL-
4. A combinacdo foi 6ptima, mas pode ser utilizada qualquer
combinacdo ou periodo de tempo. A populacdo enriquecida foi
entdo clonada por diluicdo limite (mas poderia ser
utilizada qualquer outra técnica de clonagem). Os clones
foram entdo multiplicados por estimulacdo com células de
matriz celular anti-CD3, CD28 e IL-2 e IL-4. Os clones em
proliferacdo foram entdo analisados para especificidade e
secrecdo de citocinas utilizando ovalbumina apresentadas

por PBMCs irradiadas autdlogas.

1.2 Resultados

As células Trl CD4'CD3'CD49b'CD18°**'"° proliferam em resposta

a antigénios de alimentos e ndo a antigénios de vacina

Quando os inventores purificaram células Trl
CD4"CcD3'cD49b*cD18P*° observaram que estas células néo
proliferam em resposta a antigénios de membéria tal como o
toxbide teténico de PPD, ao contradrio da populacéo

reciproca (Fig 1A). Também testaram a capacidade das
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células Trl CD4'CD3'CD49b'CD18P***"° proliferarem com antigé-
nios de alimentos. Tal como apresentado anteriormente, foi
apenas observada uma resposta proliferativa muito minima
relativamente a linha de base quando a populacdo total de
células T CD3'CD4" foi estimulada com antigénios de
alimentos (Ovalbumina, caseina, proteina de soja ou imuno-
globulinas bovinas). No entanto, observaram uma resposta
proliferativa vigorosa nas populacdes de células Trl
CD4°CcD3'cD49b*cD18P***°  purificadas, enguanto que ndo se
observou qualquer proliferacdo na populacdo de memdria

reciproca (Fig 1B).

Deste modo, utilizaram uma técnica mais sensivel
com 1incorporacdo de CFSE, e observaram gue as células Trl
ndo proliferavam com antigénios de memdbdria, mas apresen-
tavam uma resposta proliferativa significativa a antigénios
de alimentos, tais como ovalbumina, caseina ou proteinas de
soja. Pelo contrario, a populacdo reciproca de células T
CD4" ndo apresentou qualquer resposta proliferativa aos
antigénios de alimentos mas proliferou vigorosamente com 0s

antigénios de membéria (TT e PPD ) (Fig 2).

As células T CD4'CD3'CD49b*'CD18""*!"° esgpecificas para uma

antigénio de alimento tém um perfil de citocina Trl.

Utilizando a técnica de incorporacdo CFSE (Figura
3), os inventores isolaram por FACS as células prolifera-
tivas CFSEP** e analisaram o seu perfil de citocina

através de um estimulo policlonal (mAbs antiCD3+CD28).
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Estas experiéncias mostraram que células especificas para
OVA, Caseina, e soja tém um perfil de citocinas Trl
secretando em niveis elevados IL-10, algum IFN-y, alguma
IL-5 e nenhuma IL-2 e IL-4 como previamente descrito (Groux
et al. Nature 1997). Pelo contréario, as células especificas
para TT ou PPD apresentavam um fendétipo Thl que secretava

principalmente IFN-y, como esperado.

As células Trl sdo também especificas para auto-antigénios

Utilizando a técnica de CFSE, os inventores
também analisaram a resposta proliferativa das diferentes
populacdes de células T CD4" aos auto-antigénios tais como
MBP (proteina bésica da mielina) ou insulina. De modo
similar aos antigénios de alimentos, ndo se observou
qualquer ou nenhuma resposta proliferativa na globalidade
da populacdo CD4" (como referido) ou na populacdo de
memdéria CD49b" (CD45ROT) . Surpreendentemente, observou-se
uma resposta de proliferacdo vigorosa quando se estimularam
células Trl CD4°CD3'CD49b*CD18P**'"° purificadas com insulina
ou MBP. Além disso, estas células especificas para MBP ou
insulina apresentavam um perfil de citocinas trl com

elevada secrecdo de IL-10 (Fig 4).

Podem ser isoladas células trl em pacientes que sofram de

auto-imunidade ou alergia ao antigénio testado

Uma vez que auto-antigenes e antigenes de alimen-

tos foram associados a doencas, respectivamente, autoimunes
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ou alérgicas, os 1inventores analisaram a presenca de
células T proliferativas na populacdo de células T
CD4°CD3'CD49b*CcD18P*° purificada de pacientes que sofrem de
MS (com uma doenca autoimune direccionada contra um
componente da mielina tal como MBP) ou pacientes com
alergia a caseina. Tal como 1ilustrado na Figura 5,
observaram que, como esperado, a estimulacdo com MBP ou com
Caseina induz a proliferacdo em CD4'CD3'CD45R0'CD49b  num
paciente que sofra, respectivamente, de esclerose multipla
ou alergia a caseina. A reestimulacéo das células
proliferativas mostrou gue como esperado estas células
apresentavam um perfil de citocinas Thl no caso de células
de um paciente que sofre de MS estimulado com MBO, e um
perfil de citocinas Th2 em resposta a Caseina no caso do
paciente alérgico. ©No entanto, 1inesperadamente, também
observaram uma proliferacdo na populacdo de células Trl
CD4'CD37CD49b CD18"***"° tal como num controlo normal mos-
trando que células Trl especificas para um auto-antigénio
ou antigénio de alimentos também poderia ser observadas em
pacientes que sofrem de auto-imunidade ou alergia ao

antigénio testado (Fig 5).

A combinagdo de IL-2 e IL-4 é necessaria para manter a

proliferagdo de células Trl especifica para o Ag.

Apesar das células Trl (células
CD4'CD3'CD49b'CcD18P***"°) proliferarem em resposta a auto-
antigénios ou antigénios de alimentos, aquela proliferacéo

ndo conseguiu ser mantida através da adicdo de apenas IL-2
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(Fig 6) em contraste com a proliferacdo de células T
especificas para TT e PPD (Fig 6). Surpreendentemente, os
inventores descobriram que a adicdo combinada de IL-2 e IL-
4 permitiu a manutencdo da resposta proliferativa dos
células Trl especificas para o auto-antigénio ou para

antigénios de alimentos (Fig 7).

EXEMPLO 2: EXPANSAO DA POPULAGAO DE CELULAS TRl ESPECIFICA

PARA ANTIGENIOS OBTIDA UTILIZANDO CELULAS DE MATRIZ CELULAR

2.1 Protocolo experimental

Anticorpos marcados

Para seleccdo de esferas:

Esferas utilizadas:
- «MagCellect Ferrofluid, Streptavidin» (R&D)

- «Sheep anti-Rat beads» (Dako)

Para CD80: CD80 de ratinho-anti-humano biotinilado (B7-1),
clone L307.4 (BD Biosciences Pharmingen)

Para OKT3: Cadeia 1leve de IgK de rato anti-ratinho
purificado, clone 187.1 (BD Biosciences Pharmingen)

Para seleccdo por FACS e marcadores de seleccdo usuais

Para CD80 : CD80-PE (ficoeritrina) ou FITC (fluoresceina
isotiocianato) de ratinho-anti-humano, c¢lone L307.4 (BD
Biosciences Pharmingen)

Para CDb8: CD58-PE ou PECy5 (ficoeritrina-cianina b5) de
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ratinho-anti-humano (LFA-3) Clone 1C3 (BD Biosciences
Pharmingen)

Para OKT3

- Cadeia pesada: 1gG2a anti-ratinho biotinilado, clone R19-
15 + Estreptavidina-FITC ou Estreptavidina-PE ou Estrepta-
vidina-PECy5 (BD Biosciences Pharmingen)

- Cadeia leve: cadeia leve de IgK de rato-anti-ratinho
purificada, «c¢lone 187.1 (BD BRiosciences Pharmingen) +

Coelho-anti-Rato-FITC (Dako)

Iniciadores de amplificagdes

OKT3-L FWD:

5'-ATGCGGATCCATGGATTTTCAAGTGCAG-3"' (SEQ ID N° 9)
OKT3-L REV:

5'"-ATGCGAATTCCTAACACTCATTCCTGTTG-3"' (SEQ ID N° 10)

iniciador OKT3H1 cadeia pesada varidvel (571 pb):

HSPAT1 FWD:

5'- ATG CCC GCG GGG TAC CCA CTG AAA ACT CTG ACT CAA C
- 3' (SEQ ID N° 11)

OKT3 H2/3 REV:

5'- ACT GGA CAG GGA TCC AGA GTT C - 3' (SEQ ID N° 12)

iniciador OKT3H2 cadeia pesada CH1-CH3 (850 pb).

OKT3 H3/5 FWD:

5'- GAA CTC TGG ATC CCT GTC CAG TG -3' (SEQ ID N° 13)

OKT3 H3/3 REV:
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5'- ATG CGA ATT CTT TAC CCG GAG TCC GGG AGA AGC TC -3'

(SEQ ID N° 14)

iniciador pdgf receptor do factor de crescimento derivado

de plaquetas, beta (151pb)

PDGFR 5 FWD:

5'- ATG CGA ATT CGC TGT GGG CCA GGA CAC GCA G - 3
(SEQ ID N° 15)

PDGFR 3 REV:

5'- ATG CGG GCC CAA GCT TCT AAC GTG GCT TCT TCT GCC
AAA G-3' (SEQ ID N° 16)

IL-2 FWD:

5'- ATGCGGATCCATGTACAGGATGCAACTCCT - 3' (SEQ ID N° 17)

IL-2 REV:

5 '- ATGCGAATTCTCAAGTCAGTGTTGAGATGA - 3' (SEQ ID N°
18)

LFA3 EWD:

5'- ATGCTGGATCCATGGTTGCTGGGAGCGACGC - 3' (SEQ ID N°
19)

LFA3 REV:

5'- ATGCTAAGCTTTCAATTGGAGTTGGTTCTGT - 3' (SEQ ID N°
20)

IL-4 FWD:

5'- ATGCGGATCCATGGGTCTCACCTCCCAACT - 3' (SEQ ID N° 21)

IL-4 REV:

5'- ATGCAAGCTTTCAGCTCGAACACTTTGAAT - 3' (SEQ ID N° 22)
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Clonagem e construgao da fabrica celular

Clonaram-se CD80, IL-2, IL-4 e CD58 humanos de
linfbécitos T de sangue periférico (PBLs) obtidos de um
dador saudavel no vector pAC (Invitrogen) utilizando o
promotor da actina de insecto (Chung e Keller, Mol Cell
Biol. 1990 Dez; 10(12): 6172-80; Chung e Keller, Mol Cell
Biol. 1990 Jan; 10(1): 206-10) e transfectou-se por
electroporacédo (electroporador Biorad, EUA) em células S52
da linha celular S2 depositada a 25 de Marco de 2005 na
CNCM sob o numero I-3407. De modo similar, as cadeias
pesada e leve de OKT3 (Kung et al, Science. 1979 Out 19;
206(4416): 347) foram clonadas a partir das células de
hibridoma OKT3 (ATCC CRL 8001; Manassas, Virginia, EUA) no
vector pAC e transfectadas para as células S2 antes de
FACS. De modo a obter mAb anti-CD3 ligado a membrana,
removeu-se a extremidade 3' da cadeia pesada e substituiu-
se pela parte transmembranar do gene do factor de
crescimento derivado de plagquetas (PDGF) de células CF', ou
seja, células que expressam hCD80, hCD58 e o anticorpo
monoclonal (mAb) anti-CD3 e CF, ou seja células due
expressam hCD8O, hCD58, hIL-2 hIL-4 e o anticorpo
monoclonal (mAb) anti-CD3, foram isoladas por seleccédo ce-
lular activada por fluorescéncia FACS utilizando anticorpos
tal como descrito acima. Ndo se utilizou qualquer marcador
de seleccédo e seleccionaram-se células gque foram trans-
fectadas de forma estédvel por cloracdo FACS. As células

seleccionadas foram clonadas e ©para cada ciclo de
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transfeccdo e seleccdo, foili seleccionado o clone mais

eficiente para a estimulacdo das células Trl.

Preparagido de linfécitos T CD4' e cultura de células S2

Obtiveram-se 1linfécitos de sangue ©periférico
fresco por centrifugacdo em Ficoll hypaque e as células T
CD4" foram purificadas por seleccdo negativa utilizando o
anticorpo anti-CD8 (Beckton Dickinson). Todas as culturas
foram mantidas em X-vivo sem adicdo de soro (BioWhittaker,
Wlersville, MD). Adicionou-se IL-2 humana (Chiron Therapeu-
tics, Emeryville, CA) a 20 UI/mL onde indicado, utilizou-se
hIL-4 a 1 nug/mL (para comparacdo da vantagem bioldgica
obtida quando as células de matriz celular expressam as
interleucinas com os resultados obtidos quando se adicionam
interleucinas recombinantes no meio de cultura). As células

S2 foram mantidas em meio SFM sem soro (Gibco).

Citometria de fluxo e selecgdo por FACS

As células foram coradas com anticorpos a 4°C, e

analisadas num equipamento FACSCalibur (BD BioSciences,

Mountain View, CA) e selecionadas com o sistema FACStar.

2.2 Resultados

Construcdo de aAPCs

Para testar a hipdtese de que as células Trl tém
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requisitos de co-estimulacdo distintos para o crescimento
de longo prazo, os inventores desenharam um sistema baseado
em células que poderia ser manipulado geneticamente para
expressar diferentes moléculas e citocinas co-estimuladoras
além dos estimulos cléssicos CD3/CD28. Escolheram células
52 dado que ndo expressam proteinas HLA humanas que iriam
promover respostas alogénicas, e nao poderiam ser
contaminadas por virus humanos (Fig. 8). Além disso, a
eventual introducdo de células de matriz celular irradiadas
na préatica clinica pode ser evitada uma vez dgue estas
células que crescem a 27°C sdo facilmente mortas a 37°C e
sdo  propagadas num meio sem  sSOro. Os inventores
transfectaram e depois clonaram as células S2 gque expressam
o CD80 humano, o CD58 humano e as duas cadeias de um mAb
anti-hCD3 para permitir o estimulo de células Trl humanas
(CF') (Fig. 8). De modo similar, geraram a linha CF (Figs.
8, 9) através da transfeccdo das células CF' com cADN de
IL-4 humano e IL2. As culturas foram iniciadas através da
adicdo de células CF a células T CD4" frescas preparadas

através de seleccdo negativa (ver Protocolo Experimental).

A linha celular CF activa eficientemente as células T CD4'

policlonais e as células Trl

A fabrica celular foi testada relativamente a sua
capacidade de estimular a activacdo inicial e proliferacéo
de células T CD4" primarias assim como linhas de células
Trl ou clones de células trl. As diferentes células T

purificadas foram estimuladas com a fabrica celular numa
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razdo 1/1. 0Os 1inventores descobriram que a velocidade
inicial de crescimento das células T estimuladas com a
fadbrica celular era equivalente, tal como avaliado pela
incorporacdo de [3H]timidina (Fig. 10) com um ligeiro
aumento de resposta proliferativa das células Trl em
relacdo a outras células T CD4'. Os inventores confirmaram
esta observacdo através da marcacdo de células T frescas
com éster carboxifluoresceina diacetato de succinimidilo
(CFSE) e monitorizando a divisdo celular durante os
primeiros cinco dias de cultura (dados nédo apresentados).
Também descobriram gque o sistema baseado em células era
mais eficiente do que as esferas CD3/28 para a inducdo da
proliferacdo e da divisao celular das células T CD4' (dados
ndo apresentados). Nido se observou proliferacdo quando a
fabrica celular, ou as células T CD4" eram incubadas
separadamente (Fig. 10 e dados ndo apresentados). Assim, os
requisitos para os ciclos 1niciais de proliferacdo de
células T CD4" foram ainda mais satisfatérios com a fabrica
celular em comparacdo com a estimulacdo CD3/CD28 propor-

cionada no contexto de esferas de poliestireno.

A linha celular CF permite a expansdo prolongada de células

Trl humanas

De seguida, os inventores determinaram se a
fabrica celular era suficiente para manter a propagacio
prolongada de células Trl (Fig. 11). As células Trl foram
estimuladas com CF que secreta hIL-2 e IL-4, com CF' que

ndo secreta citocinas mas com a adicdo de <citocinas
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exbgenas e esferas CD3/28 com citocinas exdgenas. As
células estimuladas com esferas CD3/28 ndo proliferaram
apdés a segunda estimulacdo, em concordéncia com estudos
anteriores. Similarmente, as células Trl estimuladas com
CF' no contexto de IL-2 e IL-4 adicionadas exogenamente
entraram numa fase de patamar da curva de crescimento ao
fim de duas ou trés semanas de cultura, e ndo ocorreu
qualquer crescimento liquido de células apds a reestimu-
lacdo. Pelo contrario, gquando as culturas de células Trl
foram estimuladas com a fédbrica celular, permaneceram em
crescimento exponencial mesmo apds uma terceira estimu-
lacdo. Este aumento da proliferacédo de 1longo prazo foi
reprodutivel, uma vez que o aumento médio no numero total
de células T foi 810 vezes superior em culturas estimuladas
com a fébrica celular do gque em culturas estimuladas com

esferas CD3/28 em seis experiéncias independentes.

A anadlise fenotipica das culturas mostrou um
enriquecimento progressivo para células T CD3+CD+ apds
estimulacdo com a fébrica celular (Fig. 12). As células 352
desapareceram rapidamente da cultura celular, tal como
evidenciado por uma incapacidade em detectar as células que
expressam o mAb anti-CD3 por citometria de fluxo apds sete
dias (Fig. 13); esta descoberta foi confirmada em
experiéncias em larga escala e também por RT-PCR para genes
de droséfila (dados nado apresentados). Assim, a cultura
mista de células T e fébrica de células origina uma

populacdo pura de células T no periodo de uma semana.
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Propagagdo eficiente de células Trl especificas para um

antigénio pela fabrica de células

A imunoterapia com células Trl iréd provavelmente
necessitar de células com funcdes reguladoras especificas
para o antigénio. Para determinar se a fébrica celular
poderia ser usada para expandir Trl especificas para o
antigénio, os inventores usaram-nas para cultivar clones
Trl especificos para OVA durante 10 semanas (Fig. 14). Um
exemplo de dois clones diferentes é ilustrado pela
experiéncia que fol realizada com centenas de diferentes
clones de células especificas para auto-antigénios ou
antigénios de alimentos. PBLs de um individuo normal foram
marcados com CFSE para seguir a divisdo celular e as
células foram estimuladas com ovalbumina (20 pg/mL) durante
7 dias. As células foram entdo coradas com CD4, CD18 e
CD49%b para seleccionar células Trl dgue sobre-expressam
estes marcadores e seleccionaram-se células especificas
para OVA de acordo com a diminuicdo na marcacdo CFSE devido
a divisdo da célula especifica para o antigénio (Fig. 15).
Para controlar o seu fendétipo, a globalidade de uma
populacdo seleccionada foil estimulada com OVA e a producdo
de citocinas foil analisada por intermédio de coloracéao
intracitoplasmatica que revelou uma populacdo Trl tipica
(Fig. 15). Apds a clonagem, as células foram estimuladas
com a fébrica celular (Fig. 16). Todas as células foram
reestimuladas com a fabrica celular a intervalos de 10

dias. Nado se proporcionou estimulacdo OVA especifica
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durante a cultura. Obtiveram-se curvas de crescimento
exponenciais para ambos os clones durante varios meses. A
célula Trl especifica para um antigénio resultou em 1,5x10°
células apds um més e meio de cultura, um numero de células
suficiente para imunoterapia. A capacidade proliferativa
substancial das células Trl dque subsiste apbds 30 dias de
cultura sugere qgue estas Trl poderia ter um potencial de

enxerto de longo prazo apds transferéncia adoptiva.

Para determinar se a especificidade ao antigénio
das populacdes expandidas fol mantida durante a cultura, as
células foram estimuladas com OVA (Fig. 17). Apds um més e
meio de cultura, as células foram estimuladas com OVA e
APCs autdlogos e analisou-se a secrecdo de citocina.
Observou-se um perfil tipico trl para os dois diferentes

clones analisados.

Para determinar a funcdo efectora das células Trl
cultivadas, a funcdo supressora especifica para o antigénio
foi testada num teste tipico de migracdo em pogos (Fig. 17
e dados ndo apresentados). Ambos o0s clones apresentavam um
efeito supressor Trl tipico nas outras células presentes. A
supressdo fol devida a secrecdo de IL-10 e TGF-B tal como
ilustrado pela utilizacdo de anticorpos de blogqueio (néo
apresentado). N&o se obteve supressdo na auséncia da
estimulacdo com OVA (dados ndo apresentados). Obtiveram-se
resultados semelhantes com diferentes dadores e diferentes

clones Trl (dados ndo apresentados).
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale

<120> Obtencdo de células

antigénio de alimentos a partir de wuma populacdo de PBMC
leucdcitos

<130> D23177

<1l60> 25

<170> PatentIn versdo 3.3

<210> 1

<211> 708

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Sequéncia de &cido nucleico que codifica para OKT3-L
<400> 1

atggattttc aagtgcagat tttcagcttc ctgctaatca gtgectcagt cataatatcc
agaggacaaa ttgttctcac ccagtctcca gcaatcatgt ctgcatctcc aggggagaag
gtcaccatga cctgcagtgc cagctcaagt gtaagttaca tgaactggta ccagcagaag
tcaggcacct cccccaaaag atggatttat gacacatcca aactggecttc tggagtcect
gctcacttca ggggcagtgg gtctgggacc tcttactctc tcacaatcag cggcatggag
gctgaagatg ctgccactta ttactgccag cagtggagta gtaacccatt cacgttcecgge
tcggggacaa agttggaaat aaaccgggct gatactgcac caactgtatc catcttccca
ccatccagtg agcagttaac atctggaggt gcctcagtcg tgtgcttctt gaacaacttc
taccccaaag acatcaatgt caagtggaag attgatggeca gtgaacgaca aaatggcgtc
ctgaacagtt ggactgatca ggacagcaaa gacagcacct acagcatgag cagcaccctce
acgttgacca aggacgagta tgaacgacat aacagctata cctgtgaggc cactcacaag
acatcaactt cacccattgt caagagcttc aacaggaatg agtgttag

<210> 2

<211> 1560

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Sequéncia de &4cido nucleico que codifica para OKT3-H
<400> 2

atggaaaggc actggatctt tctactcctg ttgtcagtaz ctgraggtgt ccactcccag
gtccagetge agcagtcigyg ggctgaactg gcaagacctg gggectcagt gaagatgtec
tgcaaggett ctggcetacac ctttactagg tacacgatge actgggtaaa acagaggect
ggacagggtec tggaatggat tggatacatt aatcctagec gtggttatac taattacaat
cagaagttca aggacaaggc cacattgact acagacaaat cctccagecac ageoctacatg
caactgagea goctgacatce tgaggactct gcagtctatt actgtgcaag atattatgat
gatcattact gecttgacta ctggggccaa ggcaccacte tcacagtctc ctcagccaaa
acaacagccc catcggtcta Lcecactggooe coctgtgltgtg gagatacaac tggcetcecteg
gtgactectag gatgectagt caagggttat ttccctgage cagtgacctt gacctggaac
tctggateceo tgtcecagtgg tgtgcecacace ticcoccagetg tcoctgeagte tgacctetac
accctcagea getcagtgac tgtaacctcg agcacctgge ccagecagte catcacctgo
aatgtggoee acceggeaaq cagceaccaaq gtggacaaga aaatitgagec cagagggocog
acaatcaage cctgtectee atgcaaatge cgagcaccera acctctiggyg tggaccatce
gtcttcatet tccctccaaa gatcaaggat gtactcatga tctecctgag ccccatagte
acatgtgtgg tggtggatgt gagcgaggat gacccagatg tccagatcaqg ctggtttgtg
aacaacgtgy aagtacacac agctcagaca caaacccata gagaggatta caacagtact

Trl especificas para um auto-antigénio ou

ou de

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
708

60
120
180
240
300
360
420
480
54Q
600
660
720
780
840
200
960
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ctcegggtgg
aaatgcaagg
aaagggtcag
aagaaacagq
gagtggacca
tctgatggtt
agaaatagct
agcttctece
gtggtgcecac
gtgctcacca

<210> 3
<211> 867
<212> ADN
<213> Homo

<220>

tcagtgcect
tcaacaacaa
taagagctco
tcactctgac
acaacgggaa
cttacttcat
actcectgtte
ggactccggd
actecttgec
tcatectcecet

sapiens

ccccatocag
agacctcccea
acaggtatat
ctgeatggte
aacagagcta
gtacagcaag
agtggtccac
taaagaattc
ctttaaggtyg
tatcatccre

caccaggact
gcgcccatcyg
gtcettgcectc
acagacttca
aactacaayga
ctgagagtgg
gagggtctge
gctgtgggee
gtggtgacct
atcatgeottt

ggatgagtgg
agagaaccat
caccagaaqga
tqectgaaga
acactgaacc
aaaagaagaa
acaatcacca
aggacacgca
cagccatcct
ggcagaagaa

caaggagtte
ctcaaaaccc
agagatgact
catttacgty
agtcctagac
ctgggtggaa
cacgactaag
ggaggtcatc
ggccctggty
gccacgttag

<223> Sequéncia de &cido nucleico que codifica para CD8O

<400> 3

atgggccaca
cagctcttgg
gaagtgaaag
caaactcgca
atgaatatat
attgtgatcc
tatgaaaaag
gacttcccta
atttgctcaa
gaattaaatg
agcagcaaac
ggacatttaa
gataacctgc
tgctgectga
agaagggaaa

<210> 4

<211> 990
<212> ADN
<213> Homo

<220>

cacggaggca
tgctggctgg
aagtggcaac
tctactggceca
ggcccgagta
tggctctgeg
acgctttcaa
cacctagtat
cctctggagg
ccatcaacac
tggattccaa
gagtgaatca
tcccatectg
cctactgcectt
gtgtacgeccce

sapiens

gggaacatca
tctttetcac
gctgtectgt
aaaggagaag
caagaaccgg
cccatctgac
gcgggaacac
atctgacttt
trtttccagag
aacagtttcc
tatgacaacc
gaccttcaac
ggccattacc
tgccccaaga
tgtataa

ccatccaagt
ttctgttcag
ggtcacaatg
aaaatggtgc
accatctttg
gagggcacat
ctggctgaag
gaaattccaa
cctcacctct
caagatcctg
aaccacagct
tggaatacaa
ttaatctcag
tgcagagaga

gtccatacct
gtgttatcca
tttctgttga
tgactatgat
atatcactaa
acgagtgtgt
tgacgttatc
cttctaatat
cctggttgga
aaactgagct
tcatgtgtct
ccaagcaaga
taaatggaat
gaaggaggaa

caatttcttt
cgtgaccaag
agagctggca
gtctggggac
taacctctcc
tgttctgaag
agtcaaagct
tagaaggata
aaatggagaa
ctatgctgtt
catcaagtat
gcattttcct
ttttgtgata
tgagagattg

<223> Sequéncia de 4cido nucleico que codifica para CD86

<400> 4

atggatcccce
tctggtgcetg
caatttgcaa
gaaaacttgg
aagtatatgg
cagatcaagg
attcgcatcc
atagtaccaa
cacggttacce
gagtatgatg
atcagcttgt
gaaactgaca
ccteeccecag
atggttttcet

agtgcactat
ctcctcectgaa
actctcaaaa
ttctgaatga
gccgcacaag
acaagggctt
accagatgaa
tttctaatat
cagaacctaa
gtattatgca
ctgtttcatt
agacgcggct
accacattcc
gtctaattct

gggactgagt
gattcaagct
ccaaagcctyg
ggtatactta
ttttgattcg
gtatcaatgt
ttctgaactg
aacagaaaat
gaagatgagt
gaaatctcaa
ccctgatgtt
tttatcttca
ttggattaca
atggaaatgg

aacattctct
tatttcaatg
agtgagctag
ggcaaagaga
gacagttgga
atcatccatc
tcagtgcttg
gtgtacataa
gttttgctaa
gataatgtca
acgagcaata
cctttcteta
gctgtacttc
aagaagaaga

ttgtgatggce
agactgcaga
tagtattttg
aatttgacag
ccctgagact
acaaaaagcc
ctaacttcag
atttgacctg
gaaccaagaa
cagaactgta
tgaccatctt
tagagcttga
caacagttat
agcggcecctcg

cttecctgete
cctgccatge
gcaggaccag
tgttcattce
tcacaatctt
cacaggaatg
tcaacctgaa
ctcatctata
ttcaactatc
cgacgtttcc
ctgtattctg
ggaccctcag
tatatgtgtg
caactcttat

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
15640

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
180
840
867

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
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aaatgtggaa
atccatatac
tcatgcgaca

<210> 5
<211> 462
<212> ADN
<213> Homo

<220>

ccaacacaat ggagagggaa gagagtgaac agaccaagaa aagagaaaaa
ctgaaagatc tgatgaagcce cagcegtgttt ttaaaagttic gaagacatct

aaagtgatac

sapiens

atgtttttaa

<223> Sequéncia de &acido nucleico que codifica para IL2

<400> 5

atgtacagga
gcacctactt
ttacagatga
acatttaagt
gaagaactca
agacccaqqg
acaacattca
tggattacct

<210> 6
<211> 753
<212> ADN
<213> Homo

<220>

<223> Sequéncia de &acido nucleico que codifica para CD58

<400> ©

atggttgctg
cactgctttg
gtaactttcc
gataaagttg
gtttatttag
gatgagtatg
cttgagtctce
caatgcatga
tgtcctatgg
cttccacaaa
attttgacaa
ataccattag
gacagaaaac

<210> 7
<211> 462
<212> ADN
<213> Homo

<220>

tgcaactcct
caagttctac
ttttgaatgyg
tttacatgcc
aacctctgga
acttaatcag
tgtgtgaata
tttgtcaaag

sapiens

ggagcgacge
gtttcatcag
atgtaccaag
cagaactgga
acactgtgtc
aaatggaatc
ttececatctcce
taccagagca
agcaatgtaa
aaatacagtg
cctgtatcce
cagtaattac
cagacagaac

sapiens

gtcttgcatt
aaagaaaaca
aattaataat
caagaaggcc
ggaagtgcta
caatatcaac
tgctgatgag
catcatctca

ggggcgggec
ctgtttttcc
caatgtgcct
aaattctgaa
aggtagcctc
gccaaatatt
cacactaact
ttacaacagc
acgtaactca
tactcttagc
aagcagcggt
aacatgtatt
caactccaat

gcactaagtc
cagctacaac
tacaagaatc
acagaactga
aatttagctce
gtaatagttc
acagcaacca
acactgactt

ctgggggtcce
caacaaatat

ttaaaagagg
ttcagagctt
actatctaca
actgatacca
tgtgcattga
catcgaggac
accagtatat
aatccattat
cattcaagac
gtgctgtata
tga

ttgcacttgt
tggagcattt
ccaaactcac
aacatcttca
aaagcaaaaa
tggaactaaa
ttgtagaatt
ga

tcagcgtggt
atggtgttgt
tcctatggaa
tctecatcttt
acttaacatc
tgaagttctt
ctaatggaag
ttataatgta
attttaagat
ttaatacaac
acagatatgce
tgaatggtat

cacaaacagt
actgctggat
caggatgctc
gtgtctagaa
ctttcactta
gggatctgaa
tctgaacaga

(LFA3)

ctgcctgctg
gtatgggaat
aaaacaaaag
taaaaataqg
atcagatgaa
tetttatgtg
cattgaagtc
ctcatgggat
ggaaaatgat
atcatcaatc
acttataccc
tctgaaatgt

<223> Sequéncia de &acido nucleico que codifica para IL4

<400> 7

atgggtctca
tttgtccacy
ctcacagage
aagaacacaa

cctcccaact
gacacaagliy
agaagactct
ctgagaagga

gctteceocct ctgttettcee
cgatatcacc ttacaggaga
gtgcaccgag titgaccgtaa
aaccttctgc agggetgoga

tgctagcatg tgccggcaac
tcatcaaaac titgaacage
cagacatctt tgctygcectcco
ctgtgecteceg gcagitctac

900
960
990

60
120
180
240
300
360
420
462

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
753

60
120
180
240
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agccaccatg
aagcagctga
aattcctgte
aagacgatca

<210> 8
<211> 441
<212> ADN
<213> Homo

<220>

agaaggacac
tccgattcecet
ctgtgaagga
tgagagagaa

sapiens

- 68 -

tcgctgectg ggtgcgactg cacagcagtt ccacaggcac
gaaacggctc gacaggaacc tctggggcect ggcgggcettg
agccaaccag agtacgttgg aaaacttctt ggaaaggcta
atattcaaag tgttcgagct ga

<223> Sequéncia de &4cido nucleico que codifica para IL13

<400> 8

atgcatccgce
acggtcattg
acagccctca
ctctgecaatg
ctggaatccce
agcggattet
accaaaatcg
cgcgagggac

<210> 9
<211> 28
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 9

tcectcaatcce
ctctcacttg
gggagctcat
gcagcatggt
tgatcaacgt
gcccgcacaa
aggtggccca
agttcaactg

tctectgttg
ccttggegge
tgaggagctg
atggagcatc
gtcaggctgce
ggtctcagcect
gtttgtaaag
a

Sequéncia artificial

Iniciador sintético

atgcggatcc atggattttc aagtgcag

<210>
<211>
<212>

10
29
ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223>

<400> 10

Iniciador sintético

atgcgaattc ctaacactca ttcctgttg

<210> 11
<211> 37
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223>

<400> 11

atgcccgegg ggtacccact gaaaactctg actcaac

Iniciador sintético

gcactgggce
tttgcctecce
gtcaacatca
aacctgacag
agtgccatcg
gggcagtttt
gacctgctct

28

29

tcatggecqgcet
caqggccctgt
cccagaacca
ctggcatgta
agaagaccca
ccagcttgca
tacatttaaa

37

tttgttgace
gcctecectct
gaaggctccg
ctgtgcagce
gaggatgctg
tgtccgagac
gaaacttttt

300
360
420
462

60
120
180
240
300
360
420
441
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<210> 12

<211> 22

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Iniciador sintético

<400> 12
actggacagg gatccagagt tc 22

<210> 13

<211> 23

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Iniciador sintético

<400> 13
gaactctgga tccctgtcca gtg 23

<210> 14

<211> 35

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Iniciador sintético

<400> 14
atgcgaattc tttacccgga gtccgggaga agctc

<210> 15

<211> 31

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Iniciador sintético

<400> 15
atgcgaattc gctgtgggcc aggacacgca g 31

<210> 16

<211> 40

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Iniciador sintético

<400> 16

35

atgcgggccce aagcttctaa cgtggcttet tctgceccaaag

<210> 17

40
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<211> 30
<212> ADN
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Iniciador sintético

<400> 17
atgcggatcc atgtacagga tgcaactcct 30

<210> 18

<211> 30

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Iniciador sintético

<400> 18
atgcgaattc tcaagtcagt gttgagatga 30

<210> 19

<211> 31

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Iniciador sintético

<400> 19
atgctggatc catggttgct gggagcgacg c 31

<210> 20

<211> 31

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Iniciador sintético

<400> 20
atgctaagct ttcaattgga gttggttctg t 31

<210> 21

<211> 30

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Iniciador sintético

<400> 21
atgcggatcc atgggtctca cctcccaact 30

<210> 22
<211> 30



PE1739166

<212> ADN
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Iniciador sintético

<400> 22
atgcaagctt tcagctcgaa cactttgaat

<210> 23

<211> 386

<212> PRT

<213> Gallus sp.

<220>

<223> Ovalbumina de ovo de Galinha

<400> 23
Met Gly Ser Ile Gly Ala Ala Ser
1 5

Lys Glu Leu Lys Val His His Ala
20

Ile Ala Ile Met Ser Ala Leu Ala
35 40

Ser Thr Arg Thr Gln Ile Asn Lys
50 55

Gly Phe Gly Asp Ser Ile Glu Ala
His Ser Ser Leu Arg Asp Ile Leu
85

Val Tyr Ser Phe Ser Leu Ala Ser
100

Pro Ile Leu Pro Glu Tyr Leu Gln
115 120

Gly Leu Glu Pro Ile Asn Phe Gln
130 ’ 135

Leu Ile Asn Ser Trp Val Glu Ser
145 150

Val Leu Gln Pro Ser Ser Val Asp
165

Asn Ala Ile Val Phe Lys Gly Leu
180

Asp Thr Gln Ala Met Pro Phe Arg
195 200

Val Gln Met Met Tyr Gln Ile Gly
210 215

Met

Asn

25

Met

Val

Gln

Asn

Arg

105

Cys

Thr

Gln

Ser

Trp

185

Val

Leu

30

Glu

10

Glu

Val

Val

Cys

Gln

90

Leu

Val

Ala

Thr

Gln

170

Glu

Thr

Phe

Phe

Asn

Tyr

Arg

Gly

75

Ile

Tyr

Lys

Ala

Asn

155

Thr

Lys

Glu

Arg

Cys

Ile

Leu

Phe

60

Thr

Thr

Ala

Glu

Asp

140

Gly

Ala

Ala

Gln

Val
220

Phe

Phe

Gly

45

Asp

Ser

Lys

Glu

Leu

125

Gln

Ile

Met

Phe

Glu

205

Ala

Asp

Tyr

30

Ala

Lys

Val

Pro

Glu

110

Tyr

Ala

Ile

Val

Lys

190

Ser

Ser

vVal

15

Cys

Lys

Leu

Asn

Asn

95

Arg

Arg

Arg

Arg

Leu

175

Asp

Lys

Met

Phe

Pro

Asp

Pro

Val

80

Asp

Tyr

Gly

Glu

Asn

160

Val

Glu

Pro

Ala
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Ser Glu Lys Met Lys Ile Leu
225 230

Ser Met Leu Val Leu Leu Pro
245

Glu Ser Ile Ile Asn Phe Glu
260

Val Met Glu Glu Arg Lys Ile
275

Glu Glu Lys Tyr Asn Leu Thr
290 295

Asp Val Phe Ser Ser Ser Ala
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REIVINDICACOES

1. Un método in vitro para a obtencdo de uma
populacdo de células Trl especificas para um auto-antigénio
ou antigénio de alimentos a partir de uma populacdo de
leucdcitos ou uma populacdo de células mononucleares de
sangue periférico (PBRMC), compreendendo o referido método:
1) estimular a populacdo de PBMCs ou de leucbdbcitos com o
auto-antigénio ou antigénio de alimentos,

2) recuperar a populacdo Trl especifica para o auto-
antigénio ou antigénio de alimentos da populacdo de células
estimuladas,

3) expandir a populacdo Trl especifica para o antigénio
recuperada no passo (2) num meio de cultura Mp,

em que o referido passo de expansédo compreende:

a) cultivar a uma temperatura Tl num meio de cultura Mf,
células de matriz celular capazes de expressar os factores
do grupo (A) compreendendo:

- um anticorpo anti-CD3 modificado, em que a modificacédo do
anticorpo anti-CD3 consiste na substituicdo do dominio
intracitoplasmatico anti-CD3 da cadeia pesada anti-CD3 com
um dominio transmembranar, sendo o referido anticorpo anti-
CD3 ancorado a membrana celular das células da matriz
celular e sendo susceptiveis de interagir com o complexo
proteico CD3/TCR das células T, ou uma variante daqueles,

- as proteinas CD80 ou CD86, preferentemente a proteina

CD80, ancorada a membrana celular das células de matriz
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celular, que é susceptivel de interagir com a proteina CD28
das células T, ou uma sua variante, e

- a proteina CD58 ancorada a membrana celular das células
da matriz celular, gque é susceptivel de interagir com a
proteina CD2 das células Trl, ou uma sua variante,

- IL-2 secretado pelas células da matriz celular, dJue &
susceptivel de interagir com o receptor IL-2 das células
Trl, ou uma sua variante, e

- uma interleucina seleccionada de IL-4 ou interleucina 13
(IL-13), preferentemente I1.-4, sendo a referida
interleucina secretada pelas células da matriz celular e
sendo susceptivel de interagir com o receptor IL-4 das
células Tril,

permitindo tal Tl a proliferacdo das referidas células de
matriz celular,

b) contactar as células da matriz celular obtidas no passo
(a) separadas ou ndo do seu meio de cultura Mf, com a
populacdo de <células Trl especificas para o antigénio
contidas no meio de cultura Mp, em que o referido meio de
cultura Mp ndo contém inicialmente o referido grupo (A) de
factores de modo a obter uma mistura contendo a populacéao
de células Trl especificas para o antigénio, células da
matriz celular e o meio de cultura Mp,

c) cultivar a mistura obtida no passo (b), contendo os
factores do grupo (A) gque sdo expressos pelas células de
matriz celular no meio de cultura Mp, em que o referido
passo (c) de cultivo é levado a cabo a uma temperatura T2

que é pelo menos cerca de 35°C, tal que:
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- a populacdo de células Trl especificas para o antigénio
prolifera, e

- as células da matriz celular né&o proliferam,

e em gue a populacdo de células Trl especificas para o
antigénio é expandida,

d) recuperacdo da populacdo de células Trl especificas para

o antigénio assim expandida.

2. O método da reivindicacdo 1, caracterizado
pela populacdo de células Trl especificas para o auto-
antigénio e o antigénio de alimentos ser obtida de uma

populacao PBMC.

3. 0 método da reivindicacéao 1 ou 2,
caracterizado pela populacdo de PBMC ou leucdcitos ser
reestimulada pelo menos uma vez com o mesmo antigénio apds
o passo (1), na presenca de interleucina-2 (IL-2) e pelo
menos uma interleucina seleccionada de interleucina-4 (IL-

4) ou interleucina-13 (IL-13).

4. O método de qualquer uma das reivindicacdes
1 a 3, caracterizado pelo auto-antigénio ou antigénio de

alimento ser um antigénio recombinante ou sintetizado.

5. O método de qualquer uma das reivindicacdes
1 a 4, caracterizado pelo antigénio de alimentos ser
seleccionado de ovalbumina, caseina, proteina de soja, seus

fragmentos, variantes ou misturas.



PE1739166 -4 -

o. O método da reivindicacdo 5, caracterizado
pelo antigénio de alimentos ser seleccionado de ovalbumina
do ovo da galinha de sequéncia SEQ ID N°23,, alfa S1-
caseina Dbovina de sequéncia SEQ ID N°24, Dbeta-caseina
bovina de sequéncia SEQ ID N°25, ou sequéncias com pelo
menos 70% de identidade com uma das sequéncias SEQ ID N°23,

SEQ ID N°24 e SEQ ID N°25.

7. O método de qualquer uma das reivindicacdes
1 a 4, caracterizado pelo auto-antigénio ser seleccionado
da insulina, proteina bésica da mielina, seus fragmentos,

variantes ou misturas.

8. O método de qualgquer uma das reivindicacdes
2 a 7, caracterizado pela populacdo PBMC estimulada no
passo (1) conter de 0,01x10° a 100x10° células/mL, prefe-

rentemente de 10° a 2x10° células/mL.

9. O método da reivindicacdo 8, caracterizado
pelo auto-antigénio ou antigénio de alimento utilizado para
estimulacdo da populacdo de PBMC no passo (1) estar numa
forma soluvel de 0,1 pg/mL a 5 mg/mlL, preferentemente de 1

a 2000 pg/mL.

10. O método de qualquer uma das reivindicacdes
1 a 9, caracterizado pela populacdo de PBMC ou de
leucdcitos ser incubada, antes da estimulacdo no passo (1),
com um marcador fluorescente da divisédo celular que permite

determinar, por citofluorometria, que gquando a intensidade
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de fluorescéncia da populacido de células estimulada é pelo
menos duas vezes inferior a intensidade de fluorescéncia da
populacdo PBMC ou de leucdcitos, que ocorreu diviséao
celular na referida populacdo de células estimuladas, e dque
a referida populacdo de <células estimuladas que ¢é
recuperada no passo (2) compreende a populacdo de células

Trl especifica para o antigénio.

11. O método da reivindicacdo 10, caracterizado
pelo marcador fluorescente da divisdo celular ser o
marcador éster carboxifluoresceina diacetato de succinimi-
dilo (CFSE), o marcador diacetato do é&cido carboxilico

verde oregon 488 (Carboxi-DFFDA SE) ou o marcador PKH26.

12. O método de qualquer uma das reivindicacdes
1 a 11, caracterizado pela populacdo de células Trl
especificas para o antigénio ser recuperada no passo (2)
por citofluorometria utilizando anticorpos marcados com
fluorescéncia direccionados contra proteinas presentes a
superficie das células da referida populacdo de células Trl

especificas para o antigénio.

13. O método de qualquer uma das reivindicacdes
1 a 12, caracterizado pela populacdo de células Trl
especificas para o antigénio ser recuperada no passo (2)
por uma técnica de clonagem, tal como vantajosamente pela

diluicdo limite.

14. O método de qualquer uma das reivindicacdes
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1 a 13, caracterizado pela populacdo de PBMC ou de

leucdcitos ser uma populacdo humana.

15. O método de gqualquer uma das reivindicacdes
1 a 14, caracterizado pelas células de matriz celular

morrerem durante o passo (cC).

16. O método de qualquer uma das reivindicacdes
1 a 15, caracterizado por no passo (d) os fragmentos da
membrana celular das células de matriz celular que resultam

da morte das referidas células sdo eliminados.

17. O método de qualquer uma das reivindicacdes
1 a 16, caracterizado pelas células de matriz celular serem
células recombinantes e contém &cidos nucleicos heterdlogos

que codificam para os factores do grupo (A).

18. O método de qualquer uma das reivindicacdes
1 a 17, caracterizado pelas células de matriz celular néao
terem gualquer molécula intrinseca do complexo major de
histocompatibilidade (MHC) de <c¢lasse I e/ou II & sua

superficie.

19. O método de qualquer uma das reivindicacdes
1 a 18, caracterizado por no passo (b) as células de matriz

celular serem limpas do seu meio de cultura Mf.

20. O método de qualquer uma das reivindicacdes

1 a 19, caracterizado pelas células de matriz celular serem



PE1739166 -7 -

células de matriz celular de insecto, sendo Tl inferior a

T2.

21. O método da reivindicacdo 20, caracterizado
pelas células de matriz celular de insecto serem da linha
celular S2 de dros6fila depositada em 25 de Marco de 2005
na National Collection of Micro-organisms Cultures (CNCM)

sob a designacédo 1-3407.

22. 0 método de qualgquer uma das reivindicacdes
1 a 21, caracterizado pelo meio de cultura Mp é um meio de

cultura sem soro.

23. 0O método de qualgquer uma das reivindicacdes
1 a 22, caracterizado pelo meio de cultura Mf é um meio de

cultura sem soro.

24. 0O método de qualquer uma das reivindicacdes
1 a 23, caracterizado pelo dominio transmembranar que
substitui o dominio intracitoplasmdtico da cadeia pesada do
anticorpo anti-CD3 ser o dominio transmembranar do factor

de crescimento derivado das plaquetas (PDGF).

25. 0O método de qualquer uma das reivindicacdes
1 a 24, caracterizado pelos factores do grupo (A) serem de

origem humana.

26. 0O método de qualquer uma das reivindicacdes

1 a 25, caracterizado pela cadeia leve do anticorpo
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modificado anti-CD3 ser codificado por um &cido nucleico
heterdlogo de sequéncia SEQ ID N°1, ou gqualquer &cido
nucleico com pelo menos 70% de identidade com a SEQ ID N°1,
e em que a cadeia pesada do anticorpo anti-CD3 modificado
ser codificada pela sequéncia de &acido nucleico heterdlogo
de SEQ ID N°2, ou qualquer acido nucleico com pelo menos

70% de identidade com SEQ ID N°2.

27. 0O método de qualquer uma das reivindicacdes
1 a 26, caracterizado pela proteina CD80 ser codificada
pelo &4cido nucleico heterdlogo de sequéncia SEQ ID N°3, ou
qualquer &acido nucleico com pelo menos 70% de identidade

com SEQ ID N°3.

28. O método de qualquer uma das reivindicacdes
1 a 27, caracterizado pela proteina CD86 ser codificada
pelo &cido nucleico heterdlogo de sequéncia SEQ ID N°4, ou
qualquer acido nucleico com pelo menos 70% de identidade

com SEQ ID N°4.

29. 0O método de qualquer uma das reivindicacdes
1 a 28, caracterizado pela proteina CD58 ser codificada
pelo acido nucleico heterdélogo de sequéncia SEQ ID N°6, ou
qualquer &acido nucleico com pelo menos 70% de identidade

com SEQ ID N°o6.

30. O método de qualgquer uma das reivindicacdes
1 a 29, caracterizado por IL-2 ser codificada pelo &cido

nucleico heterdélogo de sequéncia SEQ ID N°5, ou qualquer
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dcido nucleico com pelo menos 70% de identidade com SEQ ID

N°5.

31. O método de qualgquer uma das reivindicacdes
1 a 30, caracterizado por IL-4 ser codificada pelo &cido
nucleico heterdélogo de sequéncia SEQ ID N°7, ou qualquer
4dcido nucleico com pelo menos 70% de identidade com SEQ ID

N°T7.

32. O método de qualgquer uma das reivindicacdes
1 a 31, caracterizado por IL-13 ser codificada pelo &cido
nucleico heterdlogo de sequéncia SEQ ID N°8, ou qualquer
dcido nucleico com pelo menos 70% de identidade com SEQ ID

N°8.

33. O método de qualgquer uma das reivindicacdes
1 a 32, caracterizado pela populacdo de células Trl assim
expandida ser recuperada no passo (d) apds se cultivar a
populacdo de células Trl especificas para um antigénio no
passo (c) durante pelo menos 12 horas, com vantagem 24

horas.

Lisboa, 14 de Setembro de 2011
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