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(57) Resumo: COMPOSICOES E METODOS PARA INDUGAO
DA ATIVACAO DE CELULAS DENDRITICAS MONOCITICAS
IMATURAS. A presente invengéo refere-se a métodos para indugao do
amadurecimento de células dendriticas imaturas (DC) e para ativagéo
dessas células sem o uso de um agente de amadurecimento de célula
dendritica. A DC ativada pode ser usada para indugdo de uma
resposta de célula T especifica de antigeno. Os métodos da invengéo
podem também compreender a adicdo de um agente de
amadurecimento direcional, tal como interferon- gama, para induzir
uma influéncia a Th-1 e/ou Th-2 na resposta obtida. A presente
invengao prové também populagdes de célula dendritica uteis para
ativagdo e para indugdo de células T especificas de antigeno.
Similarmente, populagdes de célula T especificas de antigeno ativadas
e métodos para sua produgédo sao providos.



10

15

20

25

30

Relatdrio Descritivo da Patente de Invengao para "COMPOSI-
COES E METODOS PARA INDUGCAO DA ATIVAGCAO DE CELULAS DEN-

" DRITICAS MONOCITICAS IMATURAS".

Pedidos Relacionados

O presente pedido reivindica prioridade ao Pedido Provisério dos
Estados Unidos N2 60/748.885 depositado em 8 de dezembro de 2005, in-

corporado aqui a titulo de referéncia em sua totalidade.

- Antecedentes da Invencao

Células apresentando antigeno (APC) sao importantes na elici-
tacao de u,ma.resposta imune eficaz. Elas ndo s6 apresentam antigenos a
células T com receptdres de célula T antigeno-especificos, mas também
provéem 0s sinais necessarios para ativagdo de célula T. Esses sinais per-
manecem incompletamente definidos, mas envolvem uma variedade de mo-
léculas de superficie celular bem como citocinas ou fatores de crescimento.
Os fatores necessarios para a ativagao e polarizagdo de células T puras
podem ser diferentes daqueles requeridos para a reativacéo de células T de

memoria. A habilidade de APC em ambos apresentar antigenos e aplicar

- sinais para ativagdo de célula T é geralmente referida como uma funcdo de

célula acessério. Embora mondcitos e células B tenham sido mostrados ser
APC competentes, suas capacidades de apresentacdo de antigeno in vitro
parecem ser limitadas a reativagdo de células T previamente sensibilizadas‘. |
Entao, mondcitos e células B ndo sao capazes de ativar diretamente popula-
¢Oes de célula T funcionalmente puras ou nao-preparadas. Eles ndao sao
também capazes de aplicar sinais que possam polarizar uma resposta imune
induzida, ou uma resposta imune conforme ela é induzida.

Células dendn’tiéas (DCs) sao as célulaé apresentando antige-
nos profissionais do sistema imune que sdo acreditadas ser capazes de ati-

vacao de ambas células T puras e de meméria. Células dendriticas sao pro-

gressivamente preparadas ex vivo para uso em imunoterapia, particularmen-

te a imunoterapia de céncer. A preparagao de células dendriticas com pro-
priedades imunoestimuladoras 6timas requer uma compreensao e explora-

¢ao da biologia dessas células para cultura ex vivo. Vérios protocolos para a
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cultura dessas células foram descritos, com varias desvantagens atribuidas
a cada protocolo. Protocolos recentes incluem o uso de meio livre de soro e
o emprego de condigdes de amadurecimento que dao as propriedades imu-
noestimuladoras desejadas as células culturadas.

A ativagao de ceélulas dendriticas inicia 0 processo que converte
DCs, que sdo fenotipicamente similares as células Langerhans da pele, em
células apresentando antigeno, maduras, que podem migrar para 0s noés
linfaticos. Este processo resulta na perda gradual e progressiva da capaci-
dade de absorg@o de antigeno poderosa que caracteriza a célula dendritica
imatura, e na supra-regulagem de expressao de moléculas de superficie ce-
lular co-estimuladoras e varias citocinas. Varios estimulos podem iniciar o
amadurecimento de DCs. Este processo é complexo e pelo menos in vitro
pode levar até 48 horas para completar. Outra conseqliéncia de amadureci-
mento € uma mudanga nas propriedades migratdrias in vivo das células. Por
exemplo, amadurecimento induz varios receptores de quimiocina, incluindo
CCR?7, que direcionam as células para as regides de célula T de nds linfati-
cos de drenagem, onde as DCs maduras ativam células T contra o antigeno
apresentado sobre a superficie de DC no contexto de moléculas de MHC de
classe | e classe Il. Os termos "ativagao" e "maturagao" e "ativado" e "madu-
ro" descrevem o processo de indugdo e término da transigdo de uma DC
imatura (parcialmente caracterizada pela habilidade em ébsorver antigeno)
para uma DC madura (parcialrhente caracterizada pela habilidade em esti-
mular efetivamente de novo respostas de célula T). Os termos tipicamente
sao usados intercomutavelmente na técnica.

Protocolos de amadurecimento conhecidos sdo baseados no
ambiente in vivo que DCs sao acreditadas encontrar durante ou apds expo-
sicdo a antigenos. O melhor exemplo desta abordagem é o uso de meio
condicionado por monécito (MCM) como um meio de cultura celular. MCM é
gerado in vitro através de cultura de mondcitos e usado como uma fonte de
fatores de amadurecimento. (Vide, por exemplo, US 2002/0160430, incorpo-
rada aqui a titulo de referéncia). Os principais componentes de MCM res-

ponsaveis pelo amadurecimento sao relatados ser as citocinas
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(pré)inflamatorias Interleucina 1 beta (IL-1B), Interleucina 6 (IL-6) e fator alfa
de necrose de tumor (TNFa).

Amadurecimento de DCs entdao pode ser disparado por uma
grande quantidade de fatores diferentes que agem através de um hospedei-
ro de cursos de transdugédo de sinal. Conseqlientemente, ndo ha um Unico
curso ou resultado de amadurecimento, mas existe na realidade um universo

de estagios de DC madura, cada um com suas proprias caracteristicas fun-

- cionais distintas. Conceitualmente isso faz sentido porque as varias amea-

¢as ao corpo que o sistema imune deve responder sao diversas, requerendo
estratégias de ataque diferentes. Como um exemplo, enquanto infec¢do bac-
teriana é melhor tratada através de macréfagos ativados suplementados
com anticorpos espécificos, uma infecg¢ao viral € melhor atacada através de
células T citotéxicas que eficazmente matam células infectadas com virus. A
morte de células de céncer tipicamente envolve uma combinagdo de células
T citotdxicas, células assassinas naturais e anticorpos. ,
Amadurecimento in vitro de DCs pode entdo ser planejado para
induzir o sistema imune a favorecer um tipo de resposta imune sobre outro,
isto é, polarizar a resposta imune. Amadurecimento direcional de DCs des-
creve a nogdo de que o resultado do processo de amadurecimento dita o
tipo de resposta imune subsequente que resulta do tratamento com as DCs
maduras. Em sua forma mais simples, amadurecimento direcional resulta em
uma populagdo de DC que produz citocinas que direcionam uma resposta de
célula T polarizada a resposta tipo Th1 ou tipo Th2. DCs expressam até no-
ve receptores tipo Toll diferentes (TLR1 a TLR9), cada um dos quais pode
ser usado para disparar amadurecimento. Ndo surpreendentemente, intera-
¢ao de produtos bacterianos com TLR2 e TLR4 resulta em amadurecimento
direcional de DCs resultando em uma resposta polarizada mais apropriada
para lidar com infec¢bes bacterianas. Por outro lado, amadurecimento dispa-
rado através de TLF7 ou TLR9 parece resultar mais em uma resposta do
tipo antiviral. Como um exemplo adicional, adi¢ao de interferon-gama (IFN-y)
a maioria dos protocolos de amadurecimento resulta na produgao de inter-

leucina 12 pelas DCs maduras, que dita uma resposta tipo Th1. Por outro
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lado, inclusdo de prostaglandina E2 tem o efeito oposto.
| Fatores que podem ser usados no amadurecimento dirécional de
DCs ativadas podem ent&o incluir, por exemplo, Interleucina 1 beta (IL-1B),
Interleucina 6 (IL-6) e fator alfa de necrose de tumor (TNFa). Outros fatores
de amadurecimento incluem prostaglandina E2 (PGE2), poli-dIdC, peptideo
vasointestinal (VIP), lipopolissacarideo bacteriano (LPS), bem como mico-
bactérias ou componentes de micobactérias, tal como constituintes de pare-
de celular especificos. Fatores de amadurecimento adicionais incluem, por
exemplo, um composto imidazoquinolina, por exemplo, um composto imida-
zoquinolino-4-amina,  tal como 4-amino-2-etoximetil-a,a-dimetil-1H-
imidazol[4.5-c]quinolin-1-etanol (chamado R848) ou 1-(2-metilpropil)-1H-
imidazol[4,5-c]quinolin-4-amina e seus derivados (WO 00/47719, incorpora-
do aqui a titulo de referéncia em sua totalidade), um polirribonucleotideo de
filamento duplo sintético, por exemplo, poIi[l]:poIi[Cv(12)U], e similar, agonis-
tas de um receptor tipo Toll (TLR), tal como TLR3, TLR4, TLR7 e/ou TLR9,
uma sequéncia de &cidos nucléicos contendo motivos CpG nao-metilados
conhecidos por induzir 0 amadurecimento de DC, e similar. Ainda, uma
combinagao de qualquer um dos 'agentes acima pode ser usada na indugao
do amadurecimento de células precursoras dendriticas.
| Células dendriticas completamente maduras diferem qualitati-
vamente e quantitativamente de DCs imaturas. Uma vez completamente
maduras, as DCs expressam niveis mais altos de antigenos de classe | e
classe Il do MHC, e niveis mais altos de moléculas co-estimuladoras de cé-
lula T, isto €, CD80 e CD86. Essas mudangas aumentam a capacidade das
células dendriticas em ativar células T porque elas aumentam a densidade
do antigeno sobre a s'uperﬁcie da célula, bem como a magnitude do sinal de
ativacdo de célula T através dos semelhantes das moléculas co-
estimuladoras nas células T, por exemplo, CD28 e similar. Ainda, DCs ma-
duras produzem grandes quantidades de citocinas, 0 que estimula e polariza
resposta de célula T.
Métodos gerais para geragdo de DC ex vivo compreendem a

obtengdo de uma populagdo de célula enriquecida em células precursoras
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DC de um paciente e e}htéo diferenciacao daé células precursoras DC in vitro
em DCs maduras antes da introdugédo de volta no paciente. Alguns acreditam
que DCs devem ser terminalmente diferenciadas, ou elas vao desdiferenciar
de volta em mondcitos/macréfagos e perder muito de sua habilidade de imu-
nopotencializagdo. Amadurecimento ex vivo de DCs geradas a partir de mo-
nocitos foi realizado com sucesso com os métodos e agentes listados acima.
Tipicamente, para gerar células dendriticas (DC) imaturas, uma

- pessoa deve primeiro purificar ou enriquecer os precursores monociticos de

outros tipos de célula contaminantes. Isto é geralmente feito através de ade-
réncia dos precursores monociticos a -uma superficie plastica (poliestireno),
uma vei que os mondcitos tém uma tendéncia maior em grudar em plastico
do que outras células encontradas em, por exemplo, sangue periférico, tal
como linfécitos e células assassinas naturais (NK). Apds remover substanci-
almente as células contaminantes através de lavagem vigorosa, os mondci-
tos sao culturados com citocinas que convertem os precursores monociticos
em DC imatura ou diretamente em DC madura. Métodos para diferenciagéo
das células precursoras monociticas em DC imatura foram primeiro descritos
por Sallusto e Lanzavecchia (J. Exp. Med., 179:1109-1118, 1994, incorpora-
do aqui a titulo de referéncia), que usaram as citocinas GM-CSF e IL-4 para
induzir a diferenciagdo dos mondécitos em DC imatura. Embora esta combi-
nagdo de citocinas seja mais tipicamente usada, varias outras combinagdes
foram descritas para atingir o0s mesmos objetivos, tal como substituigdo de
IL-4 com IL-13 ou IL-15. O resultado final deste processo é uma célula "ve-
lada", que expressa moléculas co-estimuladoras de célula T, bem como al-
tos niveis de moléculas do complexo de histocompatibilidade principal
(MHC), mas ndo expressa rharcador de amadurecimento de célula dendritica
CD83. Essas células sdo similares as células Langerhans na pele, e sua
fungao fisiologica principal é capturar microorganismos invasores.

Variagoes neste método incluem métodos diferentes de purifica-
cdo de mondcitos, incluindo, por exemplo, filtragem de fluxo tangencial
(TFF), ou através de ligacdo de anticorpbs ligados a contas a moléculas de

superficie nos mondcitos. As contas com as células ligadas sao entédo con-
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centradas em uma coluna, ou uma superficie magnética, de modo que as
células contaminantes podem ser retiradas com lavagem, apds o que os
mondcitos s&o eluidos das contas. Em ainda outro método para se obter
precursores de células dendriticas, células expressando o marcador de célu-
la tronco CD34, ou de sangue (Patente U.S. No. 5.994.126, incorporada aqui
a titulo de referéncia) ou da medula éssea, sdo purificadas. Essas células
podem ser culturadas com a citocina essencial GM-CSF pafa diferenciar em
DC imatura. Essas DC aparentemente tém caracteristicas e propriedades
funcionais muito similares a DC imatura gerada de mondcitos.

DC imatura tem uma alta capacidade para absorver e processar
antigeno, mas tem uma habilidade limitada em iniciar respostas imunes. A
habilidade em iniciar uma resposta imune é adquirida pelo amadurecimento
da DC imatura. Este amadurecimento é também referido como ativando, ou
ativacdo da, DC. Este processo de amadurecimento é iniciado através de
contato com citocinas, produtos bacteriands ou componentes virais de indu-
¢ao de amadurecimento, e similar, conforme acima descrito.

Embora esses métodos sejam capazes de produzir DC madura,
existem desvantagens em usar fnoléculas»recombinantes e sobrenadantes
celulares para amadurecimento de DC. Essas incluem qualidade e rendi-
mento inconsistentes de lote para lote desses reagentes e a introdugéo de
quantidades grandes de proteinas exdégenas que podem competir com o an-
tigeno de interesse para tranéporte para o precursor de célula dendritica
monocitica para processamento. As proteinas exdégenas podem ser também
toxicas ou resultar em auto-imunidade se administradas a pacientes. Tais
reagentes podem ser também caros de produzir, tornando o custo de imuno-
terapia proibitivamente caro.

Breve Sumario

Os métodos e composicdes descritos aqui provéem a indugdo
de ativacao de células dendriticas (DC) imaturas e a preparacdo dessas cé-
lulas para uma resposta imune antigeno-especifica. Em um aspecto, é pro-
vido um método para produ¢éo de uma populagao de célula enriquecida em
células dendriticas ativadas através de contato das células dendriticas ima-
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turas com um substrato de cultura de tecido e um meio de cultura tendo um
agente de inducgao de diferenciagdo de célula dendritica sob condi¢cdes de
cultura adequadas para adesao das células dendriticas com o substrato de
cultura de tecido e para cultura in vitro das células dendriticas imaturas por
um periodo de tempo suficiente para formar uma populagao de célula enri-
quecida em células dendriticas ativadas. Nos métodos descritos nao é ne-
cessario adicionar um agente de amadurecimento de célula dendritica para
induzir a ativagéo da populagdo de célula dendritica. As células dendriticas |

imaturas podem ser contatadas com um antigeno predeterminado antes do,

durante ou apds o contato das células dendriticas imaturas com a superficie
de cultura de tecido. O antigeno predeterminado pode ser, por exemplo, um-
antigeno especifico de tumor, um antigeno associado a tumor, um antigeno
viral, um antigeno bacteriano, células de tumor, células bacterianas, células
recombinantes expressando um antigeno, um lisato de célula, uma prepara-
¢do de membrana, um antigeno recombinantemente produzido, um antigeno
de peptideo (por exemplo, um antigeno de peptideo sintético) ou um antige-
no isolado. Ainda, o antigeno pode ser ou um antigeno soluvel ou um anti-
geno em particula. Em uma modalidade particular o antigéno pode ser um
lisato de célula ou uma preparacdo de membrana derivada de um tumor de
paciente ou uma linhagem de célula de tumor.

Em certas modalidades, o método pode opcionalmente incluir a-
mda obtencdo de uma populagdo de célula enriquecida em precursores de
célula dendritica; e cultura dos precursores na presenca de um agente que
pode induzir diferenciagao das células precursoras de célula dendritica mono-
citica para formar uma populagao de células dendriticas imaturas. Agentes de
diferenciagao de célula dendritica adequados incluem, por exemplo, GM-CSF,
Interleucina 4, uma combinacdo de GM-CSF e Interleucina 4, ou GM-CSF e
Interleucina 13 ou Interleucina 15. Os precursores de célula dendritica mono-
citica podem ser obtidos como células isoladas de um individuo humano.

Em outro aspecto, um método para produgao de uma popuvlagéo
de célula enriquecida em células dendriticas ativadas é provido. O método
geralmente inclui proviééo de uma pdpulagéo de célula enriquecida em célu-
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las dendriticas imaturas; e contato das células dendriticas imaturas com um
substrato de cultura de tecido € um meio de cultura tendo um agente de in-
dugao de diferenciacdo de célula dendritica sob condi¢des de cultura ade-
quadas para adesdo das células dendriticas com o substrato de cultura de
tecido e para cultura in vitro das células dendriticas imaturas. As células sdo
culturadas por um periodo de tempo suficiente para formarem uma popula-
¢ao de célula enriquecida em células dendriticas maduras ativadas. A popu-
lagao de célula dendritica madura ativada resultante pode, quando adminis-
trada a um mamifero, produzir uma resposta imune especifica de antigeno
neste mamifero. A populagdo de célula dendritica imatura pode ser contata-
da com um antigeno predeterminado antes do, durante ou apds contato com
substrato de cultura de tecido sob condi¢gdes adequadas para adesdo. O an-
tigeno predeterminado pode ser, por exemplo, um antigeno especifico de

tumor, um antigeno associado a tumor, um antigeno viral, um antigeno bac-

- teriano, células de tumor, células bacterianas, células recombinantes ex-

pressando um antigeno, um lisato de célula, uma preparacdo de membrana,
um antigeno recombinantemente produzido, um antigeno de peptideo (isto
€, um peptideo sintético) ou um 'antigeno isolado. O antigeno pode ser ou.
um antigeno soluvel ou um antigeno em particula. Em uma modalidade par-
ticular o antigeno é um lisato de célula ou uma preparagao de membrana
derivada de um tumor de paciente ou uma linhagem de célula de tumor. Um
agente que pode direcionar o amadurecimento das DCs para influenciar a
resposta a uma Th1 e/ou uma resposta Th2, por exemplo, interferon-gama
(IFNy), pode ser também adicionado.

Em certas modalidades, 0 método pode opcionalmente incluir
ainda obtengao de precursores de célula dendritica monocitica; e cultura dos
precursores in vitro na presenga de um agente de diferenciagdo para formar
as células dendriticas imaturas. Agentes de diferenciagcdo adequados inclu-
em, por exemplo, GM-CSF, Interleucina 4, Interleucina 13, Interleucina 15 ou
combinagbes dos mesmos. Os precursores de célula dendritica monocitica
podem ser isolados de um individuo humano com necessidade de tratamen-

to ou de um individuo com histocompatibilidade comparada.
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Em ainda outro aspecto, composi¢des para ativagao de células T
sdo providas. As composi¢des podem incluir uma populagdo de célula den-
dritica ativada e amadurecida através de contato com um substrato de cultu-
ra de tecido e um agente de indugao de diferenciagao de célula dendritica
sob condigdes adequadas para adesdo das células dendriticas ao substrato
de cultura de tecido e para ativagdo; e um antigeno predeterminado. A popu-
lagéo de célula dendritica pode produzir uma resposta imune especifica de
antigeno similar aquela induzida por uma populagdo de célula dendritica ‘
madura produzida através de um método anterior. A populagdo de célula
dendritica € produzida através de isolamento de células dendriticas imaturas
de um rheio de cultura anterior e adicionadas _citocinas e contato das células
dendriticas imaturas isoladas com um substrato de cultura de tecido sob
condi¢cbes adequadas para adesao das DCs ao substrato de cultura de teci-
do sem a adicdo de um agente de amadurecimento de célula dendritica. As
células dendriticas quando do contato com o substrato de cultura de tecido
sob condicdes adequadas para adesdo de célula dendritica ao substrato de
cultura de tecido s@o disparadas para prosseguir a ativacdo e amadureci-
mento em células dendriticas maduras ativas. Antigeno soltvel ou em parti-
cula predeterminado adicionado o‘u}simultaneamente com as células dendri-
ticas imaturas ao substrato de cultura de tecido ou adicionado durante o pro-
cesso de maturagdo, isto é, apds ativacdo, mas antes do término de matura-
¢ao, pode ser absorvido e processado pelas células dendriticas e apresen-
tado no contexto dos receptores de superficie celular apropriados para estar
disponivel quando do contato com células T para induzir uma resposta imu-
ne especifica de antigeno.

Em outro aspec.to, uma populagdo de célula dendritica ativada,
isolada, é provida. A populagdo de célula inclui e é enriquecida em células
dendriticas monociticas ativadas maduras previamente contatadas com um
substrato de cultura de tecido e um agente de indugcao de diferenciacdo de
célula dendritica sob condi¢des condutoras para aderéncia das células den-
driticas com o substrato de cultura de tecido. As células dendriticas ativadas

resultantes podem absorver e processar antigeno e quando da cultura conti-
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nuada in vitro podem adquirir o fenétipo de superficie celular de uma célula
dendritica madura. A populagdo de célula pode incluir opcionalrhente um
antigeno predeterminado e/ou células T isoladas, tal como células T puras.
As células T podem estar opcionalmente presentes em uma preparagao de
linfocitos isolados. o

- Um método para produgéo de células T ativadas € também pro-
vido. O método geralmente inclui provisdao de uma populag¢do de célula enri-
quecida em células dendriticas imaturas isoladas; contato das células den-
driticas imaturas com um antigeno predeterminado e contato das células
dendriticas imaturas com um substrato de cultura de tecido e um agente de
indugdo de diferenciagdo de célula dendritica sob condigdes condutoras de
adesao das células dendriticas imaturas ao substrato de cultura de tecido.
As células sdo culturadas por um periodo de tempo suficiente para induzir
ativagdo das células dendriticas imaturas para formar células dendriticas
ativadas. As células dendriticas ativadas pbdem ser contatadas com células
T puras para formar células T especificas de antigeno ativadas. Antigenos
adequados podem incluir, por exemplo, um antigeno especifico de tumor,
um antigeno de associagdo a turhor, um antigeno viral, um antigeno bacteri-
ano, células de tumor, células bacterianas, células recombinantes expres-
sando um antigeno, um lisato de célula (incluindo lisato de célula de tumor),

uma preparacao de membrana, um antigeno recombinantemente produzido,

um antigeno de peptideo (por 'exemplo, um antigeno de peptideo sintético)
ou um antigeno isolado. O antigeno predeterminado pode ser ou um antige-
no soluvel ou um antigeno em particula. Um agente que pode direcionar o
amadurecimento das DCs para influenciar a resposta para Th1 e/ou uma
resposta Th2, por exefnplo, interferon-gama, pode ser também adicionado.

A populagao de célula enriquecida em células dendriticas imatu-
ras pode ser contatada simultaneamente com o antigeno predeterminado, e
0 substrato de cu‘ltura de tecido e o0 agente de indugao de diferenciacdo de
célula dendritica, ou as células podem ser contatadas com o antigeno prede-
terminado antes do, durante ou simultaneamente com, ou apds contato com

0 substrato de cultura de tecido e o agente de indugéo de diferenciacao de



10

15

20

25

30

11

célula dendritica. Em certas modalidades, o método pode incluir ainda ob-
tencdo de uma populagéo de célula enriquecida em precursores de célula
dendritica monocitica; e cultura dos precursores in vitro na presenca do a-
gente de indugédo de diferenciagdo de célula dendritica para induzir a forma-
¢do das células dendriticas imaturas. Agentes de indugéo de diferenciagao
adequados incluem, por exemplo, GM-CSF, Interleucina 4, Interleucina 13
ou Interleucina 15 ou combinag¢des dos mesmos. Os precursores de célula

- dendritica monocitica podem ser opcionalmente obtidos a partir de um indi-

viduo humano. Em uma modalidade particular, as células precursbras den-
driticas monociticas, células dendriticas imaturas e/ou células T sdo autolo-
gas umas as outras. |

As células T especificas de antigeno ativadas podem ser admi-
nistradas a um animal, particularmente um mamifero, com necessidade de
estimulacdo de uma resposta imune especifica de antigeno. Antigenos ade-
quados incluem, por exemplo, um antigeno especifico de tumor, um antige-
no associado a tumor, um antigeno viral, um antigeno bacteriano, células de
tumor, células bacterianas, células recombinantes expressando um antige-
no, um lisato de célula, uma preparagdao de membrana, um antigeno recom-
binantemente produzido, um antigeno de peptideo (por exemplo, um antige-
no de peptideo sintético) ou um antigeno isolado. Em uma modalidade parti-
cular o lisato de célula e/ou a preparagdo de membrana é derivado de um
tumor de paciente ou linhagem de célula de tumor. As células dendriticas
imaturas podem ser opcionalmente simultaneamente contatadas com o anti-
geno predeterminado, e um substrato de cultura de tecido, um agente de
inducdo de diferenciagdo de célula dendritica ou as células dendriticas ima-
turas podem ser contatadas’ com o antigeno predeterminado antes do conta-
to com o substrato de cultura de tecido limpo, sem uso, novo.

Em certas modalidades, 0 método pode ainda incluir isolamento
de precursores de célula dendritica do animal; e cultura dos precursores in
vitro na presenga de um agente de diferenciagédo para formar as células den-
driticas imaturas. O agente de diferenciagao pode ser, por exemplo, GM-CSF,
Interleucina 4, Interleucina 13, Interleucina 15 ou combinagtes dos mesmos.
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O precursor de célula dendritica monocitica, populacédo de célula
dendritica imatura e/ou células T podem ser autdlogos ao animal ou aloge-
néicas ao animal. Alternativamente, os precursores de célula dendritica mo-
nocitica, células dendriticas imaturas e/ou células T podem ter o mesmo ha-
plotipo de MHC que o animal ou compartilhar um marcador de MHC. Em
certas modalidades, o animal pode ser humano ou pode ser um animal néo-
humano.

Descricao Detalhada

A presente invengdo prové métodos para indugao ou disparo da
ativacao e do amadurecimento de populagdes de célula dendritica (DC) ima-
tura e para preparagao dessas popula¢des de célula para uma resposta i-
mune antigeno-especifica. As populagdes de célula dendritica imatura po-

dem ser obtidas de meios de preparacgao, incluindo, por exemplo, meio de

isolamento, meio de cultura e similar, e a populagao de célula enriquecida

em células dendriticas monociticas imaturas sdo contatadas com um subs-
trato de cultura de tecido e um agente de indugdo de diferenciagdo de célula
dendritica sob condi¢gées adequadas para adesdo das DCs ao substrato de
cultura de tecido sem a adi¢cao de um agente de amadurecimento de célula
dendritica. As células dendn’ticas imaturas podem ser contatadas com um
antigeno predeterminado sob condi¢Oes de cultura celular in vitro adequadas
para processamento e apresentacdo pelas DCs. Contato com o antigeno de
interesse pode ser durante, antes ou subsequiente ao inicio de ativacao. Al-
ternativamente, células dendriticas monociticas imaturas, ja expostas a anti-
geno (isto &, in vivo), podem ser obtidas e contatadas com um substrato de
cultura de tecido sob condigdes de cultura de célula similarmente adequa-
das. As células dendriticas maduras ativadas resultantes apresentam o anti-
geno de interesse e sdo preparadas para ativar células T em dire¢dao a uma
resposta especifica de antigeno. Dire¢ao da resposta, isto é, influenciar a
resposta em favor de respostas Th-1 ou Th-2 pode ser influenciada pela adi-
¢ao de um agente de amadurecimento direcional, tal como interferon-gama
(IFNy) e similar.

Em outro aspecto, uma populagdo de célula enriquecida em pre-
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cursores de célula dendritica monocitica pode ser obtida a partir de um indi-
viduo ou de um doador. A populacdo de célula pode ser contatada com um
agente de inducdo de diferenciagao de célula dendritica tal como, por exem-
plo, uma ou mais citocinas (por exemplo, mas nao limitado a, GM-CFS, e
combinagbes de GM-CSF e IL-4, GM-CSF ¢ IL-3, GM-CSF ¢ IL-15 e similar)
para se.obter células dendriticas imaturas. As células dendriticas imaturas

podem entao ser contatadas com um antigeno predeterminado, ou em com-

- binagdo com um substrato de cultura de tecido e um agente de inducéo de |

diferenciagao de célula dendritica, ou uma citocina ou outro agente de ama-
durecimento direcional, para ativar e/ou parcialmente amadurecer as células
dendn’tidas. As célulasvdendrl’ticas maduras podem ser usadas diretamente
para induzir uma resposta imune especifica de antigeno em um individuo ou
as células podem ser usadas para indugao de uma resposta imune especifi-
ca de antigeno em células T. Em certas modalidades, processamento de
antigeno de Classe-l do MHC é estimulado, que é util para elicitar uma res-
posta de CTL contra células mostrando o antigeno predeterminado. A dire-
¢ao da resposta induzida pode ser influenciada pela adicdo de um agente de
amadurecimento direcional, tal como interferon-gama. Conforme aqui usado,
um agente de amadurecimento direcional € um agente que pode afetar o
estado final das DCs maduras, mas néo induz amadurecimento de DC
quando usado sozinho. Por exemplo, um agente de amadurecimento dire-
cional pode polarizar o amadurecimento de uma populagédo de DC para favo-
recer uma resposta Th-1 versus uma Th-2, ou vice versa.

Células dendriticas sdo uma popula¢ao diversa de células apre-
sentando antigeno encontrada em uma variedade de tecidos linfides e nao-
linféides. (Vide Liu, Cell 106:259-262 (2001); Steinman, Ann. Rev. Immunol.,
9:271-296 (1991)). Células dendriticas incluem células dendriticas linféides
do bago, células Langerhans da epiderme e células veladas na circulagao
sanguinea. Coletivamente, células dendriticas sao classificadas como um
grupo baseado em sua morfologia, altos niveis de expressao de MHC-classe
Il de superficie e auséncia de certos outros marcadores de superficie ex-

pressos em células T, células B, mondcitos e células assassinas naturais.
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Em particular, células dendriticas derivadas de mondcito (também referidas
como células dendriticas monociticas) geralmente expressam CD11¢, CD80,
CD83, CD86 e sdo HLA-DR*, mas sao tipicamente, mas ndo sdo sempre,
CD14.

Em contraste, precursores célula dendritica monocitica (tipica-
mente mondcitos) sdo geralmente CD14" e expressam nenhum ou niveis
baixos de HLA-DR, CD83 e CD86. Precursores de célula dendritica monoci-
tica podem ser obtidos de qualquer tecido onde eles residam, particularmen-
te tecidos linféides tal como bago, medula 6ssea, nos linfaticos e timo. Pre-
cursores de célula dendritica monocitica podem ser obtidos do sistema circu-
latério. Sangue periférico € uma fonte prontamente acessivel de precursores
de célula dendritica monocitica. Sangue de corddo umbilical é outra fonte de
precursores de célula dendritica monocitica. Precursores de célula dendritica
monocitica podem ser obtidos de uma variedade de organismos onde uma
resposta imune pode ser elicitada. Tais organismos incluem animais, por
exemplo, incluindo seres humanos, e animais ndo-humanos, tais como pri-
matas, outros mamiferos (incluindo, mas nao limitado a, cachorros, gatos,
camundongos e ratos), aves (inc'luindo galinhas), bem como suas espécies
transgénicas. |

Em certas modalidades, a populacao de célula enriquecida em -
precursores de célula dendritica monocitica e/ou células dendriticas imaturas
pode ser obtida de um individuo saudavel ou, em alternativa, de um indivi-
duo com necessidade de imunoestimulagao, tal como, por exemplo, um pa-
ciente com cancer (por exemplo, cancer do cérebro, mama, ovario, pulmao,
préstata, colo e similar) ou outro individuo para o qual imunoestimulagao ce-
lular pode ser benéfica ou desejada (isto €, um individuo tendo uma infecgao
bacteriana ou viral e similar). Precursores de células dendriticas e/ou células
dendriticas imaturas podem ser também obtidos de um individuo saudavel
comparavel em HLA para administragcao a um individuo comparavel em HLA

com necessidade de imunoestimulagao.

Precursores de Célula Dendritica e Células Dendriticas Imaturas
Métodos para isolamento de populagdes de célula enriquecidas
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em precursores de célula dendritica e células déndrfticas imaturas de varias
fontes, incluindo sangue e medula éssea, sdo conhecidos na técnica. Por
exemplo, populagdes de célula enriquecidas em precursores de célula den-
dritica e células dendriticas imaturas podem ser obtidas através da coleta de
sangue heparinizado, através de aférese ou leucaférese, através da prepa-
racdo de camadas de célula branca ("buffy coats"), rosetting, centrifugagao,
centrifugacao de gradiente de densidade (pof exemplo, usando FICOLL (tal
como FICOLL-PAQUE®), PERCOLL® (particulas de silica coloidal (15-30 mm _
de didmetro) revestidas com polivinilpirrolidona nao-dialisavel (PVP)), saca-
rose e similar), lise diferencial de células, filtragem e similar. Em certas mo-
dalidadés, uma popu,la’géo de leucécito pode_ ser preparada, tal como, por
exemplo, através de coleta de sangue de um individuo, desfibrinacao para
remover as plaquetas e lise das células sangut'néas vermelhas. Precursores
de célula dendritica e células dendriticas imaturas podem ser opcionalmente
enriquecidos em precursorés de célula dendritica monocitica através de, por
exemplo, centrifugagdo através de um material de gradiente de densidade,
tal como, por exemplo, um gradiente PERCOLL®.

Todas as populagdes enriquecidas em precursores de células
dendriticas e células dendriticas imaturas opcionalmente podem ser prepa-
radas em, por exemplo, um sistema asséptico, fechado. Conforme aqui usa-
do, o termo "sistema asséptico, fechado” ou "sistema fechado" refere-sé a
um. sistema onde exposi¢ao a ar nao-esterilizado, ambiente ou circulante ou
outras condi¢des nao-estéreis € minimizada ou eliminada. Sistemas fecha-
dos para obtengao de precursores de célula dendritica e células dendriticas
imaturas geralmente excluem centrifugagdo de gradiente de densidade em
tubos abertos na parte de ci'ma, transferéncia de células aberto ao ar, cultura
de células em placas de cultura de tecido ou frascos ndo-vedados e similar.
Em uma modalidade tipica, o sistema fechado permite transferéncia assépti-
ca dos precursores de célula dendritica e células dendriticas imaturas a par-
tir de um recipiente de coleta inicial para recipiente de cultura de tecido ve-
davel sem exposi¢éo a ar nao-esteril.

Em certas modalidades, precursores de céelula dendritica mono-
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citica sao obtidos através de aderéncia de mondcitos a um substrato de liga-
cdo de mondcito, conforme revelado no WO 03/010292, cuja descrigdo é
aqui incorporada a titulo de referéncia. Por exemplo, uma populagao de leu-
cocitos (por exemplo, isolados através de leucaférese) pode ser contatada
com um substrato de adesdo de precursor de célula dendritica monocitica.
Quando a populagdo de leucécitos é contatada com o substrato, os precur-
sores de célula dendritica monocitica na populagao de leucéeito de prefe-
réncia aderem ao substrato. Outros leucécitos (incluindo outros precursores
de célula dendritica potenciais) exibem afinidade de ligagcdo reduzida ao

substrato, deste modo permitindo que os precursores de célula dendritica

monocitica sejam de preferéncia enriquecidos na superficie do substrato.

Substratos adequados incluem, por exemplo, aqueles tendo uma
razéo de area de superficie para volume grande. Tais substratos podem ser,
por exemplo, um substrato em particula ou fibroso. Substratos em particula
adequados incluem, por exemplo, partl’culés de vidro, particulas de plastico,
particulas de plastico revestidas com vidro, particulas de poliestireno reves-
tidas com vidro e outras contas adequadas para absorgao de proteina. Subs-
tratos fibrosos adequados incluem tubos microcapilares e membrana micro-
vilosa. O substrato em particula ou fibroso geralmente permite que os pre-
cursores de célula dendritica monocitica aderidos sejam eluidos sem subs-
tancialmente reduzir a viabilidade das células aderidas. Um substrato em
particula ou fibroso pode ser substancialmente nao-poroso para facilitar elui-
¢ao de precursores de célula dendritica monocitica ou células dendriticas a
partir do substrato. Um substrato "substancialmente nao-poroso” é um subs-
trato onde pelo menos a maior parte dos pbros presentes no substrato é
menor do que as células para minimizar aprisionamento de células no subs-
trato.

Aderéncia dos precursores de célula dendritica monocitica aos
substratos pode ser opcionalmente aumentada através da adigdo de um
meio de ligagdo. Meios de ligagao adequados incluem meio de cultura de
precursor de célula dendritica monocitica (por exemplo, AIM-V®, RPMI 1640,
DMEM, X-VIVO 15% e similar) suplementado, individualmente ou em qual-
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quer combinagao, com, por exemplo, citocinas ‘(por exemplo, Fator de Esti-
mulacdo de Coldnia de Granulécito/Macréfago (GM-CSF), Interleucina 4 (IL-
4) ou Interleucina 13 (IL-13)), plasma sanguineo, soro (por exemplo, soro
humano, tal como soros autdlogos ou alogenéicos), proteinas purificadas, tal

como albumina de soro, cétions divalentes (por exemplo, ions de célcio e/ou

magnésio) e outras moléculas que auxiliam na aderéncia especifica de pre-

cursores de célula dendritica monocitica ao substrato, ou que previnem ade-
réncia de precursores de célula dendritica ndo-monocitica ao substrato. Em
certas modalidades, o plasma sangun’neo ou soro pode ser inativado com
calor. O plasma inativado cbm calor pode ser autélogo ou heterélogo aos
leucdcitos. | |

Seguindo aderéncia de precursores de célula dendritica monoci-
tica ao substrato, os leucécitos ndo-aderentes séo separados dos complexos
de precursor de célula dendritica monocitica/substrato. Quaisquer meios a-
dequados podem ser usados para separar as células nao-aderentes dos
complexos. Por exemplo, a mistura dos leucécitos ndo-aderentes e os com-
plexos pode ser deixada sedimentar, e os leucécitos de ndo-adesao e meios
decantados ou drenados. Alternativamente, a mistura pode ser centrifugada,
e o sobrenadante contendo os leucdcitos de ndo-aderéncia decantado ou

drenado dos complexos de pélete.

_ Em outro método, todés as populagdes enriquecidas em precur-
sores de célula dendritica monocitica podem ser obtidas a partir de uma po-
pulacdo de célula enriquecida em leucdcitos preparada através do uso de
um dispositivo de filtragem de fluxo tangencial. Um dispositi\)o de filtragem
de fluxo tangenéial util para obtengdo da populagao enriquecida em precur-
sores de célula dendritica monocitica pode compreender uma unidade re-
movedora tendo uma camara de fluxo cruzado, uma camara de filtrado e um
dispositivo disposto entre elas. (Vide WO 2004-000444 incorporado aqui a
titulo de referéncia em sua totalidade). O filtro esta em comunicacao fluida
em um lado, a superficie do retentato, com a camara de fluxo cruzado; e no
outro lado, a superficie do filtrado, com a camara do filtrado. A camara de

fluxo cruzado tem uma entrada adaptada para introduzir uma amostra de
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constituintes do sangue compreendendo leucécitos na camara de fluxo cru-
zado e paralela a superficie do retentato do filtro. Uma saida é também pro-
vida na cdmara de fluxo cruzado centralmente disposta em uma porgdo da
camara oposta a superficie do retentato do filtro. O filtrado adequado para

uso no dispositivo de filtragem tangencial tipicamente tem um tamanho de

poro médio variando de a partir de cerca de 1 a cerca de 10 microns. O filtro
pode ter um tamanho de poro médio de cerca de 3 a cerca de 7 microns. Um
meio para provisao de uma taxa de entrada predeterminada da amostra na
ehtrada da camara de fluxo cruzado e um dispositivo para controle de uma
taxa de filtragem de filtrado através do filtro e para a camara de filtrado pode
ser também incluido. O meio de controle de taxa de filtragem limita a taxa de
filtragem para menos do que a taxa de filtragem que nédo tem oposicao para
o filtro. A amostra compreendendo constituintes do sangue pode ser provida
por um dispositivo fonte tal como dispositivo de leucaférese ou um recipiente
compreendendo uma amostra coletada de um dispositivo de leucaférese.

Os precursores de célula dendritica podem ser culturados in vitro
ou ex vivo para diferenciagdo, amadurecimento e/ou expansao. (Conforme
aqui usado, células dendriticas imaturas isoladas, precursores de célula
dendritica, células T, e outras células, refere-se a células que, pela méao hu-
mana, existem fora de seu ambiente nativo, e ndo sdo entdo um produto da
natureza. Células isoladas podem existir em forma purificada, em forma se-
mi-purificada (por exemplo, uma populagao de célula enriquecida), ou em
um ambiente nao-nativo). Resumidamente, diferenciagao ex vivo tipicamente
envolve cultura de precursores de célula dendritica, ou populagdes de célu-
las tendo precursores de célula dendritica, na presenga de um ou mais a-
gentes de diferencia¢é@o de célula dendritica. Agentes de indugao de diferen-
ciacao adequados podem ser, por exemplo, mas nao limitados a, fatores de
crescimento celular (por exemplo, citocinas tal como (GM-CSF), Interleucina
4 (IL-4), Interleucina 13 (IL-13), Interleucina 15 (IL-15) e/ou combinagdes dos
mesmos). Em certas modalidades, os precursores de célula dendritica mo-
nocitica sdo induzidos para diferenciar de células dendriticas imaturas deri-

vadas de mondcito.
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Os precursores de célula dendriticé podem ser culturados e in-
duzidos para diferenciar sob condi¢des de cultura adequadas. Meios de cul-
tura de tecido adequados incluem, por exemplo, AIM-V®, RPMI 1640,
DMEM, X-VIVO 15® e similar. O meio de cultura de tecido pode ser suple-
mentado com soro, aminoacidos, vitaminas, citocinas, tal como GM-CSF
e/ou IL-4, IL-13 ou IL-15, cations divalentes e similar, para promover diferen-

ciagdo das células em células dendriticas imaturas. Em certas modalidades,

- 0s precursores de célula dendritica podem ser culturados in vitro em um |

meio livre de soro. Tais condigbes de cultura podem opcionalmente excluir
qUaisquer produtos derivados de animal. Uma combihagéo de citocina co-
mum em um meio de cultura de célula dendritica tipico compreende cerca de
500 unidades/ml cada de GM-CSF e IL-4. Precursores de célula dendritica,
quando diferenciados para formar células dendriticas imaturas, sao fenotipi-
camente similares a células Langerhans da pele. Células dendriticas imatu-
ras tipicamente sdao CD14 e CD11ct, expressam niveis baixos de CD86 e
CD83 e sdo capazes de capturar antigenos soluveis através de endocitose
especializada.

Tipicamente, em métodos anteriores, as células dendriticas ima-
turas sdo amadurecidas in vitro ou ex vivo para formarem células dendriticas
maduras antes da administracdo a um paciente ou antes do contato com
células T. Nesses métodos, um agente de amadurecimento d_e célula dendri-
tica é adicionado a cultura in vitro compreendendo as células dendriticas
imaturas ou antes do ou com um antigeno predeterminado. Quando da ma-
turacédo, as DCs gradualmente e progressivamente perdem a habilidade em
absorver antigeno e elas tipicamente mostram expressao supra-regulada de
moléculas de superficie de Célula co-estimuladoras e varias citocinas. Espe-
cificamente, DC madura expressa niveis mais altos de ahtigenos de classes
| e Il do MHC do que as células dendriticas imaturas, e as células dendriticas
maduras sdo geralmente identificadas como sendo CD80*, CD83*, CD86" e
CD14'. Expressdo do MCH maior leva a um aumento em densidade de anti-
geno sobre a superficie de DC, enquanto supra-regulagem de moléculas co-
estimuladoras CD80 e 'CD86 reforca ‘o sinal de ativagao de célula T através
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dos correspondentes das moléculas co-estimuladoras, tal como CD28, nas
células T. '

Diferente dos métodos anteriores, ativagdo das células dendriti-
cas imaturas no método da presente invengéo é iniciada ou disparada atra-
vés de contato de células dendriticas imaturas isoladas com um substrato de
cultura de tecido e um agente de indugéo de diferenciagdo de célula dendri-
tica sob condigbes adequadas para aderéncia da célula dendritica & superfi-
cie de cultura de tecido. Em um método tipico da presente invengéo, ativa-
¢cdo é conseguida sem a adicdo de um agente de maturagdo. As células
dendriticas imaturas sdo removidas de um substrato de cultura anterior ou
meios de purificagdo e isoladas dos meios de cultura anteriores. As células
dendriticas imaturas isoladas sdo entdo contadas e congeladas para uso
posterior combinadas com meios de cultura sem fatores de amadurecimento
de célula dendritica adicionados para o restante do processo. Em um méto-
do alternativo, um agente de amadurecimento direcional pode ser adicionado
durante ativagdo para influenciar as células dendriticas de modo que elas
podem polarizar uma resposta de célula T para uma resposta Th-1 ou Th-2.
Como um exemplo, mas nao como uma limitagcdo aos agentes que podem
ser usados, interferon-gama pode ser adicionado para influenciar a resposta
de célula T em direcdo a uma resposta Th-1. Interferon-gama adicionado a
precursores de célula dendritica monocitica de DCs imaturas em si ndo in-
duz diferenciagéo e/ou amadurecimento de DC.

Substratos de cultura de tecido Uteis nos métodos da presente
inven¢do podem compreender uma cavidade, frasco, garrafa, bolsa ou qual-
quer matriz usada em um biorreator para cultura de tecido, tal como fibra,
contas, placas e similar. Tipicamente, substratos de cultura de tecido com-
preendem plasticos, tal como poliestireno, Teflon® (politetrafluoretileno, PT-
FE) e similar. Esses substratos de cultura de tecido freqientemente usados
para cultura ex vivo de células dendriticas para imunoterapia compreendem
frascos, bolsas ou fragées celulares que sao compreendidas de camadas de
plastico empilhadas multiplas de cultura de tecido, e similar.

As células dendritica.s imaturas isoladas podem ser culturadas e
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amadurecidas em condigdes de cultura de amadurecimento 'adequadas.
Meios de cultura de tecido adequados incluem AIM-V®, RPMI 1640, DMEM,
X-VIVO 15% e similar. Os meios de cultura de tecido podem ser suplementa-
dos com aminoécidos, vitaminas, citocinas, soro humano, por exemplo, cer-
ca de 1% a cerca de 10% de soro AB humano, cétions divalentes e similar,
para'promover amadurecimento das células.

Amadurecimento ou ativagdo de células dendriticas pode ser

- monitorado através de métodos conhecidos na técnica. Marcadores de su-

perficie celular podem ser detectados em ensaios conhecidos a técnica, tal -

. como citometria de fluxo, imunoistoquimica e similar. As células podem ser

também monitoradas guanto a produgao de citocina (por exemplo, através
de ELISA, FACS ou outro imunoensaio). Em uma populagéo de DC ativada
de acordo com a presente invengao, células podem ser também ehsaiadas
quanto ao aparecimento de marcadores de sUperficie_ celular tipicos CD83,
CD86 e HLA-DR. Alguns desses antigenos tal como CD83 sdo expressos a-

"penas em DCs maduras, enquanto a expressdo de outros é significantemehte

supra-regulada quando do amadurecimento. DCs maduras também perdem a
habilidade em absorver antigeno através de pinocitose, que pode ser analisa-
da através da absorcdo de ensaios conhecidos a um versado na técnica. Pre-
cursores de célula dendritica, células dendriticas imaturas e células dendriti-
cas maduras, ou preparadas ou ndo-preparadas, com antigenos podem ser
criopreservadas para uso em uma ocasiao posterior. Métodos para criopre-
servagao sao bem-conhecidos na técnica. Vide, por exemplo, Patente U.S.
5.788.963 incorporada aqui a titulo de referéncia em sua totalidade.
Antigenos

As células dendriticas ativadas, maduras, de acordo com a pre-
sente invengdo podem apresentar antigenos para células T. Células dendri-
ticas ativadas, maduras, podem ser formadas através de contato de células
dendriticas imaturas com um antigeno predeterminado ou durante ou subse-
quente a ativagdo. Alternativamente, células dendriticas imaturas que 'jé fo-
ram contatadas com antigeno (por exemplo, in vivo antes do isolamento)

podem ser contatadas com o substrato de cultura de tecido e um agente de
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inducao de diferenciagdo de célula dendritica para produzir células dendriti-
cas maduras ativadas para indugdo de resposta de célula T citotéxiéa.

Antigenos predeterminados adequados podem incluir qualquer
antigeno para o qual ativacdo de célula T é desejada. Tais antigenos podem
incluir, por exemplo, antigenos bacterianos, antigenos especificos de tumor
ou associados a tumor (por exemplo, células integrais, lisato de célula de
tumor, por exemplo, lisato de glioblastoma, células de tumor de préstata, ou
ovario, mama, colo, cérebro, melanoma ou pulmao e similar), antigehos iso-
lados de tumores, proteinas de fusdo, lipossomas e similar, antigenos virais
e qualquer_outro antigeno ou fragmento de antigeno, por exemplo, um anti-
geno de peptideo ou polipeptideo. Em certas modalidades, o antigeno pode
ser, por exemplo, mas ndo limitado a, antigeno de membrana especifico da
prostata (PSMA), fosfatase acida prostatica (PAP) ou antigeno especifico da
prostata (PSA). (Vide, por exemplo, Pepsidero e outros, Cancer Res.,
40:2428-32 (1980); McCormack e outros, Uro/ogy 45:729-44 (1995)). O anti-
geno pode ser também uma célula bacteriana, lisato bacteriano, fragmento
de membrana de um lisato celular ou qualquer outra fonte conhecida na téc-
nica. O antigeno pode ser exprésso ou produzido recombinantemente, ou
até mesmo quimicamente sintetizado. O antigeno recombinante pode ser
também expresso na superficie de uma célula hospedeira (por exemplo, cé-
lulas de bactéria, levedura, inseto, vertebrado ou mamifero), pode estar pre-
sente em um lisato ou pode ser purificado a partir do lisato. O antigeno pode
ser ou um antigeno sélido ou um antigeno em particula.

Antigeno pode também estar presente em uma amostra de um
individuo. Por exemplo, uma amostra de tecido de uma condigdo hiperproli-
ferativa ou outra em ljm individuo pode ser usada como uma fonte de anti-
geno. Tal amostra pode ser obtida, por exemplo, através de bidpsia ou atra-
vés de ressecgao cirurgica. Tal antigeno pode ser usado, por exemplo, como
um lisato ou como uma preparagao isolada. Alternativamente uma prepara-
¢do de membrana de células de um individuo (por exemplo, um paciente
com cancer) ou uma linhagem de célula estabelecida pode ser também usa-

da como um antigeno ou fonte de antigeno.
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Em uma modalidade exemplar, um lisato de célula de tUmor gli-
oblastoma recuperada de espécimes cirurgicos pode ser usado como uma
fonte de antigeno. Por exemplo, uma 'amostra do tumor do proprio paciente
de cancer, obtida na bidpsia ou em ressec¢ao cirurgica, pode ser usada dire-
tamente para apresentar antigeno a células dendriticas ou para prover um
lisato de célula para apresentagao de antigeno. Alternativamente, uma pre-

paracéo de membrana de células de tumor de um paciente de cancer pode

- ser usada. A célula de tumor pode ser células de tumor glioblastoma, présta-

ta, pulmao, ovariano, mama, colo, cérebro, melanoma ou qualquer outro tipo.
Lisatos e préparagées de membrana podem ser preparados a partir de célu-
las de tumor isoladas através de métodos bem-conhecidos na técnica.

Em uma modalidade, os precursores de célula dendritica mono-
citica podem ser isolados em um substrato, eluidos do substrato e transferi-
dos para um biorreator, ou outro sistema fechado, tal como uma bolsa de
cultura de tecido. Bolsas de cultura de tecido adequadas incluem, por exem-
plo, recipientes de culfura STERICELL (Nexell Therapeutics Inc.) ou bolsas
de cultura TEFLON (American Fluorseal Corp.) e similar. O sistema fechado
pode ter qualquer tamanho de volume adequado, como sera compreendido
por aqueles versados na técnica. Volumes adequados incluem, por exemplo,
de a partir de cerca de 0,01 litro a cerca de 5 litros ou cerca de 0,01 litro a
cerca de 0,05 litro, embora volumes maiores € menores sejam possiveis e
estejam dentro do escopo da presente invengao.

Os precursores de célula dendritica monocitica podem ser tam-
bém culturados no substrato. Por exemplo, os precursores de célula dendri-
tica monocitica no substrato podem ser culturados em um biorreator (incluin-
do um fermentador) ou recipientes de cultura de tecido, tal como frascos,
bolsas ou placas de cultura de tecido. Os frascos, bolsas ou placas de cultura
de tecido podem ter qualquer tamanho ou volume adequado, como sera com-
preendido pelo versado. Um biorreator tipicamente tem um volume de a partir
de cerca de 0,01 a cerca de 5 litros, ou cerca de 0,01 a cerca de 0,05 litro,
embora volumes maiores e menores sejam possiveis e estejam dentro do es-

copo da presente invengdo. Tipicamente, 0 biorreator usado para cultura de
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precursores de célula dendritica monocitica terdo um volume de cerca de 0,01
a cerca de 0,1 litro. O biorreator pode ser inoculado com qualquer quéntidade
adequada de precursores de célula dendritica monocitica, tal como, por e-
xemplo, de a partir de cerca de 10° células a cerca de 5 x 10° células por milili-
tro de substrato. Os precursores de célula dendritica monocitica no substrato
podem ser também culturados em um sistema asséptico, fechado.

Os precursores de célula dendritica monocitica sdo culturados e
diferenciados para se obter células dendriticas imaturas. Meios de cuitura de
tecido adequados incluem AIM-V, RPMI 1640, DMEM, X-VIVO 15 e similar.
O meio de cultura de técido.»pode ser suplementado com aminoacidos, vitami-
nas, citocinas, tal como fator de estimulacao dé colénia de granuléci-
to/macréfago (GM-CSF) e/ou interleucina 4 (IL-4), interleucina 7 (IL-7) ou in--

terleucina 13 (IL-13), céations divalentes e similar, para promover diferenciagao

- de precursores de célula dendritica monocitica em células dendriticas imatu-

ras. Uma combinagdo de citocina tipica é cerca de 500 unidades/ml de cada
um de GM-CSF e IL-4. Tipicamente, se os precursores de célula dendritica
monocitica forem culturados no substrato o nimero de células dendriticas
maduras recuperadas como as cé‘IuIas nao-aderidas da superficie do substra-

to séo principalmente células dendriticas maduras. Os precursores de célula

-dendritica monocitica podem ser culturados por qualquer tempo adequado.

Em certas modalidades, tempos de cultura adequados para a
diferenciagdo de precursores em células imaturas pode ser cerca de 4 a cer-
ca de 7 dias. A diferenciagdo de células dendriticas imaturas a partir dos
precursores pode ser monitorada através de métodos conhecidos daqueles
versados na técnica, tal como através do monitoramente da presenga ou
auséncia de marcadores de superficie celular, tal como CD14, CD11c,
CD83, CD86, HLA-DR, com anticorpo monoclonal marcado. O fenétipo das
células dendriticas pode ser também determinado através da anélise de pa-
drées de expressdo de gene através de métodos bem-conhecidos na técni-

.ca. Um fendtipo de superficie celular tipico para células dendriticas imaturas

seria CD14',CD1 1c*, CD83, CD86 e HLA-DR*. Células dendriticas imaturas

podem ser também culturadas em meio de cultura de tecido apropriado para
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expandir a populagdo de célula e/ou manter as células dendriticas imaturas
em um estado para diferenciagdo ou absorgao, processamento e apresenta-
¢édo adicionais de antigeno. Por exemplo, células dendriticas imaturas po-
dem ser mantidas e/ou expandidas na presenca de GM-CSF e IL-4.

Células dendriticas imaturas podem ser preferidas para algumas
aplicagdes porque elas retém a habilidade em processar novo antigeno. (Vi-
de, por exemplo, Koch e outros, J. Immunol. 155:93-100 (1995)). Erﬁ con-

- traste, células dendriticas maduras (por exemplo, CD14,CD11c¢*, CD83",

CD86" e HLA-DR), aquelas que foram expostas a e processam antigeno e
a condigéesvde amadurecimento adequadas, perderam tipicamente a habili-
dade erh processar efic‘ientemente novos antigenos. Células dendriticas ma-
duras podem ser contatadas com peptideos que sdo capazes de se ligar a
moléculas de classe | do MHC e/ou classe Il do MHC para apresentagao
sobre a superficie celular. ,

Durante a cultura, células dendriticas imaturas podem ser opcio-
nalmente expostas a um antigeno predeterminado. Antigenos predetermina-
dos adequados podem incluir como acima qualquer antigeno para o qual
ativagao de célula T é desejada. Em uma modalidade, células dendriticas
imaturas sao culturadas na presenga de um lisato de célula de tumor, tal
como um lisato de célula de tumor glioblastoma, préstata, pulmao, ovario,
mama, colo, cérebro, melamina, e similar, para imunoterapia de cancer e/ou
inibicdo de crescimento de tumor. Outros antigenos podem incluir, por e-
xemplo, antigenos bacterianos e virais, células de tumor, membranas de cé-
lula de tumor purificadas, antigenos especificos de tumor ou associados a
tumor (por exemplo, antigenos isolados de tumores, proteinas de fusdo, li-
possomas e similar), célulés bacterianas, antigeno bacteriano, particulas
virais, antigenos virais e qualquer outro antigeno. Ainda, um antigeno pode
ser expresso na superficie de uma célula hospedeiro transformada ou trans-
fectada expressando o antigeno, ou uma membrana purificada ou um lisato
de célula de uma célula transfectada ou transformada expressando o anti-
geno de interesse. _

Seguindo contato com o antigeno, tal como lisato de célula de
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tumor, as células podem ser culturadas por qualquer tempo para permitir
absorgéo e processamento de antigeno, para expandir a populagédo de célu-
las dendriticas especificas de antigeno e similar. Células dendriticas imaturas
podem ser também amadurecidas em células dendriticas ativadas que apre-
sentam antigeno no contexto de moléculas de classe | do MHC ou classe Il do
MHC. Tal amadurecimento pode ser realizado, por exemplo, através de cultu-
ra em um substrato de cultura de tecido e com um agente de inducéo de dife-
renciagao de célula dendritica sob condi¢gdes condutoras para adesao de célu-
la dendritica ao substrato de cultura de tecido na auséncia.de outros agentes
de amadurecimento conhecidos. Tipicamente, o agente de indugéao de dife-
rencia¢do de célula dendritica € GM-CSF e IL-4, IL-13 ou IL-15 e similar.

De acordo com outro aspecto, células dendriticas podem ser
expostas a um antigeno predeterminado e um agente de amadurecimento
direcional. Um agente de amadurecimento direcional nao, quando usado so-
zinho, induz a diferenciagao de células precursoras dendriticas monociticas
ou induz a amadurecimento de células dendriticas imaturas, mas tipicamente
quando combinado com um processo de ativagao direciona 0 amadurecimen-
to das DCs em direcao a células q'ue podem-induzir uma resposta Th-1 ou Th-
2. Interferon-gama € um exemplo de um agente que pode induzir a influéncia
da resposta de célula T induzida em dire¢do a uma resposta Th-1.

Em outra modalidade da presente invengao, células dendriticas
imaturas expostas a um antigeno predeterminado podem ser usadas para
ativar células T in vitro contra um antigeno. As células dendriticas podem ser
usadas imediatamente apds exposigéo a antigeno para estimular células T.
Alternativamente, células dendriticas podem ser mantidas na presenca de
uma combinacgao de citocina (por exemplo, GM-CSF e IL-4) antes da exposi-
¢ao a antigeno e células T, ou as células dendriticas podem ser criopreser-
vadas através de métodos bem-conhecidos na técnica para uso em um mo-
mento posterior. Em uma modalidade especifica, células dendriticas huma-
nas sao usadas para estimular células T humanas.

Células T ou um subconjunto de células T podem ser obtidos de
varios tecidos linféides para uso em células respondedoras. Tais tecidos in-
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cluem, mas nao estdo limitados ao, bago, nés Iinféticos e sangue periférico.
As células T isoladas ou purificadas podem ser co-culturadas com células
dendriticas expostas ao antigeno predeterminado como uma populacédo de
célula T mista ou como um subconjunto de célula T purificada.

Por exemplo, células T CD8* podem ser co-culturadas com célu-

las dendriticas expostas a antigeno para elicitar uma reposta CTL antigeno-

especifica. Ainda, eliminacdo precoce de células T CD4* pode prevenir o

- crescimento excessivo de células CD4* em uma cultura mista de ambas cé-

lulas T CD8" e CD4*. Purificagdo celular pode ser conseguida através de
selegdo positiva ou negativa incluindo, mas néo limitade ao uso de anticor-
pos direcionados a CD2, CD3, CD4, CD6 e/ou CDS.

Alternativamente, populagbes mistas de células T CD4* e CD8*
podem ser co-culturadas com células dendriticas para elicitar uma resposta
especifica para um antigeno compreendendo ambos uma reposta imune
citotoxica e T auxiliar. Em certas modalidades, células T CD8" ou CD4" ati-
vadas podem ser geradas de acordo com o método da presente invengao.
Tipicamente, células dendriticas preparadas, maduras, usadas para gerar as
células T polarizadas, reativas a antigeno, sao singenéicas ao individuo ao
qual elas devem ser administradas (por exemplo, sdo obtidas do individuo).
Alternativamente, células dendriticas tendo 0 mesmo haplotipo de HLA que o
individuo recipiente podem ser preparadas in vitro usando células nao-
cancerosas (por exemplo, células normais) de um doador comparavel. Em
uma modalidade especifica, células T reativas a antigeno, incluindo células
CTL e auxiliares Th-1, sao expandidas in vitro como uma fonte de células
para imunoestimulacgao.

Administracéo in vivo de Pobulacées de Célula

Em outro aspecto da invengdo sdo providos métodos para admi-
nistracdo de células dendriticas preparadas, maduras, ou células T ativadas,
por exemplo, polarizadas, ou uma populagao de célula contendo tais células,
a um individuo com necessidade de imunoestimulagdo. Tais populagcdes de

célula podem incluir ambas populagdes de célula dendritica ativada, madura

. e/ou populagbes de célula T ativadas, por exemplo, polarizadas. Em certas
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modalidades, tais métodos sado realizados através da obtencédo de precurso-
res de célula dendritica ou células dendriticas imaturas, diferenciagéo e a-
madurecimento dessas células através de contato com um substrato de cul-
tura de tecido, um agente de indugéo de diferenciacao de célula dendritica e
antigeno predeterminado para formar uma populagdo de célula dendritica
ativada madura preparada para induzir uma resposta de célula T especifica
de antigeno. As células dendriticas imaturas podem ser contatadas com o
antigeno antes da, durante ou seguindo ativacao. Células dendriticas madu-
ras ou ativadas podem ser administradas diretamente a um individuo com
necessidade de imunoestimulagao.

Em uma modalidade relacionada, as células dendriticas ativadas
ou maduras podem ser contatadas com linfécitos de um individuo para esti-
mular células T dentro de uma populagéo de linfécito. Os linfécitos polariza-
dos, ativados, opcionalmente seguido pela expansao clonal em cultura de
célula de células T CD4* e/ou CD8" reativas a antigeno, podem ser adminis-
trados a um individuo com necessidade de imunoestimulagdo. Em certas
modalidades, células T polarizadas, ativadas, sdo autélogas ao individuo.

Em outra modalidade; as células dendriticas, células T e o indivi-
duo recipiente tém 0 mesmo haplotipo do MHC (HLA). Métodos de determina-
¢ao de haplotipo de HLA de um individuo sé@o conhecidos na técnica. Em uma
modalidade relacionada, as células dendriticas e/ou células T sao alogénicas
ao individuo recipiente. Por exe'mplo, as celulas dendriticas podem ser alogé-
nicas para as células T e o recipiente, que tém o mesmo haplotipo do MHC
(HLA). As células alogénicas sao tipicamente comparadas em pelo menos um
alelo de MHC (por exemplo, compartilhando pelo menos um, mas nao todos
os alelos de MHC). Em uma modalidade menos tipica, as células dendriticas,
células T e os individuos recipientes sdo todos alogenéicos com relagdo uns
aos outros, mas todos tém pelo menos um alelo de MHC em comum.

De acordo com uma modalidade, as células T sdo obtidas a par-
tir do mesmo individuo a partir do qual as células dendriticas imaturas foram
obtidas. Ap6s amadurecimento e polarizagao in vitro, as células T autdlogas

sd@o administradas ao individuo para provocar -e/ou aumentar uma resposta
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imune existente. Por exemplo, células T podem sef administradas, através
de infusdo intravenosa, por exemplo, em doses de cerca de 10® a cerca de
10° células/m? de area de superficie do corpo (vide, por exemplo, Ridell e
outros, Science 257:238-241 (1992), incorporada aqui a titulo de referéncia).
Infusédo pode ser repetida em intervalos desejados, por exemplo, mensal-
mente. Os recipientes podem ser monitorados durante e apés infusbes de
célula T quanto a qualquer evidéncia de efeitos adversos. »

De acordo com outra modalidade, células dendriticas amadure-
cidas através de contato com um substrato de cultura de tecido limpo sem
uso, novo, de acordo com a presente invencdo podem ser injetadas direta-
mente em um tumor, o‘u outro tecido contendo um antigeno alvo. Tais célu-
las parcialmente maduras podem absorver um antigeno e apresentar este
antigeno a células T in vivo. |

Exemplos
Os exemplos que seguem sao providos meramente como ilustra-

“tivo de varios aspectos da invencdo e ndo devem ser considerados limitar a

inven¢ao de modo algum.
Exemplo 1: Amadurecimento de Precursores de Célula Dendritica Monociti-

ca através de Contato com um Substrato de Cultura de Tecido

Neste exemplo, precursores de célula dendritica monocitica em
uma populacdo de célula enriquecida em precursores sdo diferenciados para
formar células dendriticas imaturas na presengca de GM-CSF e IL-4. As célu-
las dendriticas imaturas sdo coletadas de um sistema de cultura de tecido,
lavadas, contadas e combinadas com um antigeno predeterminado em recipi-
ente de cultura de tecido limpo, novo. As células sdo culturadas na presenca
de um antigeno soluvel ou e'm particula predeterminado sob condigdes tipicas
para manutencdo de célula dendritica, meios de cultura de célula dendritica
tipicos suplementados com GM-CSF e IL-4. Nenhum agente de amadureci-
mento de célula dendritica € adicionado ao meio. As células dendriticas sédo
determinadas ter amadurecido sem a adi¢cao do agente de amadurecimento
de célula dendritica através da determinagdo da presenca de marcadores de

superficie celular caracteristicos de células dendriticas maduras.
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Resumidamente, DCs imaturas sao preparadas contatando mo-
nécitos de sangue periférico com plastico na presenca de meios OpﬁMEM®
(Gibco-BRL) suplementado com 1% de plasma humano. Mondcitos néo-
ligados podem ser removidos através de lavagem. Os mondécitos ligados po-
dem ser culturados em meios X-VIVO 15® na presenga de 500 Unidades de
GM-CSF e 500 unidades de IL-4 por mililitro por cerca de 6 a 7 dias.

As DCs imaturas sdo coletadas através de enxague e as células
sao lavadas com meios de cultura. Células sao contadas e as DCs lavadas
sdo0 combinadas com um lisato de célula de tumor de, por exemplo, um glio-
blastoma cirurgicamehte removido do paciente para receber tratamento. As
DCs e lisato nos meios de cultura com GM-CSF e IL-4, conforme acima, e
sdo adicionados a um novo prato de cultura de tecido sem uso, limpo, novo,
e culturados por cerca de 12 a cerca de 20 horas. Em uma modalidade al-
ternativa interferon-gama pode ser adicionado péra induzir uma resposta
aumentada para Th-1. |

As DCs ativadas sdo coletadas, lavadas e preparadas para admi-
nistragdo ao paciente. Uma amostra das DCs ativadas é usada para testar o
fendtipo das células através de mércag:éo com anticorpo especifico para cada.
CD14, CD83, CD86 e HLA-DR. As células marcadas sdo analisadas através
de citometria de fluxo para determinar seu fenétipo. As DCs ativadas mostram
pouca ou nenhum CD14, sado positivas para CD83 e expressam niveis altos
de CD86 e HLA-DR como seria‘esperado para células dendriticas maduras.

A porgéo restante das DCs ativadas é administrada ao -paciente
em quantidades de a partir de 1 x 10° células a 1 x 10" células por injecéo.
Indugédo de uma resposta imune especifica de antigeno é avaliada medindo
as respostas de célulé T através de andlise de tetramero de MHC e/ou res-
postas de anticorpo ao antigeno através de ELISA.

Exemplo 2: Determinacéo de Fendtipo de Superficie Celular de Células Pre-

cursoras de Célula Dendritica Monocitica Ativada Sem um Agente de Ama-
durecimento
Neste exemplo mondcitos foram purificados através de adeséo a

um recipiente de cultura de tecido plastico, coletados e lavados e ressus-
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pensos em um novo recipiente de cultura de teCido por um periodo de cultu-
ra adicional. A expressao de superficie de célula do marcador de célula den-
dritica madura CD83 foi determinada.

Para gerar DC imatura, mondcitos foram purificados através de

adesao a plastico e culturados por cerca de 7 dias em um meio de cultura de

célula dendritica com GM-CSF e IL-4, e 1% de soro AB humano. Apds cerca

de 7 dias, as células, que estavam quase todas flutuando livres no meio, fo-
ram coletadas e postas em placa novamente em frascos de cultura de tecido ‘
de poliestireno limpo, sem uso, com meio de cultura de célula dendritica com
GM-CSF e IL-4 e cerca de 1% de soro AB humano. Observagao visual das
células postas em placa novamente sob um microscépio invertido revelou
que a maioria das células era firmemente aderente & superficie de cultura de
tecido. Vinte e quatro horas ap6s a serem postas em placa novamente, as

células mostraram indug@do de marcador de DC CD83. A tabela que segue

apresenta tingimento de CD83 nas varias amostras de mondcitos isolados.
Amostra : % de CD83" |
56,7
47,6

41

21

15,4
24,1
40,5
19,6
20,5
19,4
17,9
11,6
12,5
23,6
17,1
13,8

I o |m im0 (W
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Exemplo 3. Uso Clinico de Células Dendriticas Ativadas Sem_Agente de
Amadurecimento '

Neste exemplo a seguranga e a eficacia de uma composicéo de
célula dendritica obtida a partir de um paciente multiforme de glioblastoma
ativada sem um agente de diferenciagdo de célula dendritica e contatada
com um lisato de tumor preparado a partir do paciente foram testadas.

O lisato de tumor foi preparado a partir de tecido de tumor que
sofreu ressecgé@o cirurgicamente. Tecido de tumor isolado foi moido e posto
em um recipiente com uma solugao tampao contendo colagenase péra dis-
sociar o tecido. Esta mistura foi deixada da noite-para o dia em temperatura
ambiente. Seguindo filtragem da digestdo de tecido de garantia, células de
tumor liberadas foram centrifugadas em um pélete. O pélete de célula foi

suspenso em um pequeno volume de RPMI 1640 e submetido a trés ciclos

de congelamento-descongelamento. Apds congelamento-descongelamento,

o lisato de tumor foi purificado através de centrifugacao e o sobrenadante
contendo proteina foi filtrado através de um filtro de 0,22 micron para esteri-
lizagao.

Uma populacdo de célula enriquecida em precursores de célula
dendritica monocitica foi preparada através de purificacdo de um produto de
leucaférese em um gradiente FICOLL seguido por aderéncia a plastico. As
células aderentes eram precursoras de célula-dendritica monocitica cultura-
dos sob condicdes de cultura de célula dendritica padrdao por sete dias em
RPMI 1640 suplementado com soro humano AB a 10% e 500 U/ml de cada
um de hGM-CSF e hiL-4.

Apéds sete dias as células dendriticas imaturas diferenciadas fo-
ram coletadas, Iavadés e ou congeladas para uso posterior ou misturadas
com lisato de tumor de paciente e postas em placa novamente em um frasco
de cultura de tecido fresco na presencga de 1% a 10% de soro AB humano e
500 U/ml de cada um de hGM-CSF e IL-4. A concentracao final de DC era
0,5 a 2 milhdes células/ml (tipicamente 1 x 10° células/ml) e a concentracao
final de lisato de tumor era 10 a 1000 }pI/mI (tipicamente 100 pg/ml).

No primeiro teste descrito pacientes receberam células dendriti-



10

15

33

cas contatadas com lisato de tumor derivado de células de tumor culturadas
autdlogas. O estudo. era um estudo de escalada de dose onde trés individuos
receberam 1 x 10° DCs, trés individuos receberam 5 x 10° DCs e seis indivi-
duos receberam 10 x 10° DCs. Respostas imunes foram avaliadas medindo
hipersensibilidade do tipo retardada (respostas DTH), respostas de célula T
citotéxicas (CTL) e através da determinacdo da presenga de linfécitos infiltran-

tes durante reoperagdo em casos de recorréncia de doenga. Cada um dos

- ensaios mede aspectos diferentes da resposta imune induzida. Uma resposta ,

DTH é tipicamente evidéncia de atividade de célula T auxiliar (Th), enquanto
resposta de CTL mede se a resposta induzida levou a células T com a capa-
cidade d'e matar células de tumor. Células T infiltrantes detectadas no tumor
quando da reagao medem se as células T ativadas tém a habilidade em mi-
grar para o local do tumor para matar células de tumor in situ.

‘Tabela 2. Sumario de Respostas Imunes — primeiro teste de fase |

N2 do|Dose de DC (n?|Aumento do|Aumento da|Células T Intra-
pacien- |de célu-| Teste de Pele |Atividade de [tumorais (ha
te las/injecao) " {de DTH CTL Periférica | reoperacao)?

1 1x10° Positivo Positivo_ e+t

2 1x10° Negativo Negativo -

3 1x10° Positivo Positivo +++

4 5x 10° Negativo Positivo ++

5 5x 10° Positivo Positivo n.a.

6 5x 10° Negativo Positivo n.a.

7 10 x 10° Negativo Negativo

8 10 x 10° Negativo Negativo ++

9 10 x 10° Positivo Positivo -+

10 10 x 10° Negativo Negativo n.a.

11 10 x 10° Negativo Negativo n.a.

12 10 x 10° Negativo Negativo n.a.

dclassificadas através de avaliacdo semi-subjetiva de numeros de linfécitos
infiltrantes.

n.a., ndo-aplicavel porque nenhuma cirurgia foi-realizada.
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O segundo teste era.também um estudo de escalada de dose,
com quatro individuos recebendo 1 x 10° DC por injecéo, seis indivu’duos re-
cebendo 5 x 10° DC por injecéo e seis individuos recebendo 10 x 108 DC por
injecao. Neste estudo, lisato de tumor era derivado de tumor que sofreu res-
secgdo de cada paciente particular e o lisato foi-contatado com DC derivada
deste paciente. Respostas imunes foram avaliadas através de tingimento de
tetramero para células T D8* especificas de antigeno épés vacinagao e atra-
vés da determinagdo da presenga de células T intratumorais infiltrantes na
reoperagéo; se aplicavel. Tipicamente, reoperacao foi apenas realizada apés
a recorréncia de doenga. Treze dos pacientes tinham glioblastoma multifor-
me (GBM) recém-diagnosticado, dois tinham GBM recorrente e um tinha um
oligoastrocitoma de Grau lll recorrente. '

Avaliagao da resposta imune através de tingimento de tetramero
para células T antigeno-especificas permite a determinagéo da presenca de,
e para a quantificagdo dos niveis de, células T em circulagdo que expressam
o receptor de célula T especifico para um dado antigeno. Tais células T, se
também expressando CD8, sdo presumidas ser representativas de popula-
¢des de CTL contra esses antigénos. Os antigenos selecionados para este
estudo eram antigenos de tumor conhecidos que tinham sido mostrados a-
través de métodos histolégicos estar presentes no tumor que_sofreu ressec-
¢do originalmente. Reatividade foi testada para antigenoé éééociados a tu-
mor incluindo Gp100 (antigend de tumor associado a melanoma, também
encontrado em GBM), Trp-2 (proteina 2 relacionada a tiroinase), Her-2 (um
receptor de tirbsina cinase relacionado a receptor de fator de crescimento
epidermal) e CMV (citomegalovirus) usando métodos padrao.

Tingimentb de tetramero para células T CD8" especificas de an-
tigeno foi tentado em sete pacientes, e uma reatividade positiva foi detecta-
da em cinco. Dos cinco pacientes reativos, dois tinham sido imunizados com
1 x 10° CD e trés tinham sido imunizados com 10 x 10® DC. Esses resulta-
dos indicam que as DCs amadurecidas através dos métodos da presente
invencao eram capazes de induzir uma resposta imune na maioria dos paci-

entes. Na maioria dos casos esta resposta incluia uma resposta de célula T
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citotoxica especifica de antigeno.

Os exemplos anteriores sao providos para ilustrar, mas nao limi-
tar, o escopo das invengdes reivindicadas. Outras variantes das invencdes
serdo prontamente aparentes équéles de habilidade comum na técnica e
compreendidas pelas reivindicacdes apensas. Todas as publicac¢des, paten-
tes, pedidos de patente e outras referéncias citadas aqui e sGo também in-

corporadas a titulo de referéncia em sua totalidade.
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REIVINDICACOES

1. Método para produgdo de uma populagéo de célula compre-
endendo uma populag@o enriquecida de células dendriticas ativadas com-
preendendo: contato de uma populagdo de célula compreendendo uma po-
pulagdo enriquecida de células dendriticas imaturas com um substrato de
cultura de tecido e um meio de cultura tendo uma agente de diferenciacdo
de célula dendritica sob condigbes adequadas para adesdo das células den-
driticas imaturas com o substrato de cultura de tecido e para cultura in vitro
das células dendriticas por um periodo de tempo suficiente para amadureci-
mento das células dendriticas ativadas.

2. Método de acordo com a reivindicagédo 1, em que um antigeno
predeterminado é contatado com a populagdo de célula antes do, simuitdneo
ao ou subsequente a contato com o substrato de cultura de tecido.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 2, em que o antigeno
predeterminado € um antigeno especifico de tumor, um antigeno associado
a tumor, um antigeno viral, um antigeno bacteriano, células de tumor, células
bacterianas, células recombinantes expressando um antigeno, um lisato de
célula, uma preparagdo de merhbrana, um antigeno recombinantemente
produzido, um peptideo ou um antigeno isolado.

4. Método de acordo com a reivindicagao 3, em que o lisato de
célula ou preparagao de rhembrana € obtido de um tumor cerebral, um tumor
de préstata, um tecido de préstata, um tumor ovariano, um tumor de mama,
um tecido de mama, uma populagdo de célula leucémica, um tumor de pul-
mao, um melanoma, um tumor de bexiga ou uma linhagem de célula de tu-
mor. ’

5. Método de acordo com a reivindicagdo 4, em que o tumor
cerebral é glioblastoma multiforme ou um oligoastrocitoma.

6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
5, em que o agente de diferencia¢do de célula dendritica € GM-CSF, IL-4, IL-
13, IL-15 ou uma combinagdo dos mesmos.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

6, em que as células dendriticas imaturas sdo derivadas de uma populagcado
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de célula enriquecida em precursores de céIUIa dendritica monocitica.

8. Método de acordo com a reivindicacéo 7, em que a populagéo
de célula enriquecida em precursores de célula dendritica monocitica é con-
tatada com um agente de indugdo de diferenciagéo de célula dendritica.

9. Método de acordo com a reivindicagao 8, em que o agente de
inducéo de diferenciagao de célula dendritica € GM-CSF, IL-4, IL-13 ou IL-15
e suas combinacdes. o |

10. Método de acordo com as reivindicacdes 7 a 9, em que os
precursores de ceélula dendritica monocitica sdo de um paciente ou de um
individuo comparavel em HLA. |

11. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 3 a-
9, em que as células de tumor e as células dendriticas sdo de um paciente.

12. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a
11, em que as células dendriticas imaturas séo contatadas mais com um
agente de amadurecimento direcional. '

13. Método de acordo com a reivindicagdo 12, em que o agente
de amadurecimento direcional é interferon-gama.

14. Método para ativagdo de células dendriticas imaturas com-
preendendo contato das células dendriticas imaturas com um substrato de
cultura de tecido e um agente de indugéo de diferenciagdo de célula dendri-
tica sob condi¢bes adequadas para cultura in vitro de células dendriticas i-
maturas e para adesao das células dendriticas imaturas ao substrato de cul-
tura de tecido.

15. Método de acordo com a reivindicagao 14, compreendendo
ainda contato das células dendriticas imaturas com um antigeno predetermi-
nado antes do, simultdneo éo ou subsequente a contato das células dendri-
ticas imaturas com o substrato de cultura de tecido.

16. Método de acordo com a reivindicagao 15, em que o antige-
no predeterminado € um antigeno especifico de tumor, um antigeno associ-
ado a tumor, um antigeno viral, um antigeno bacteriano, células de tUmor,
células bacterianas, células recombinantes expressando um antigeno, um

lisato de célula, uma preparagdo de membrana, um antigeno recombinante-
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mente produzido, um peptideo ou um antigeno isolado.

17. Método de acordo com a reivindicagao 16, em qué ‘o lisato
de celula ou preparagdo de membrana é derivado de tecido de tumor ou li-
nhagem de célula de tumor.

18. Método de acordo com a reivindicagdo 17, em que o tecido
de tumor ou linhagem de célula de tumor é obtido de 'um tumor cerebral, um
tumor de prostata, um tumor ovariano, um tumor de mamla, um tumor de
pulm&o, um melanoma, um tumor de bexiga ou uma populagao de célula
leucémica.

19. Método.de acordo com a reivindicagdo 18, em que o tumor
cerebral é glioblastoma multiforme ou um oligoastrocitoma.

20. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 14
a 19, em que o agente de indugdo de diferenciacdo de célula dendritica é
GM-CSF, IL-4, IL-13, IL-15 ou suas combinagdes.

21. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 14
a 20, em que as células dendriticas imaturas sdo contatadas mais com um
agente de amadurecimento direcional.

22, Método de acordo com a reivindicagdo 21, em que o agente
de amadurecimento direcional é interferon-gama..
| 23. Método de ativagdo de células T compreendendo:

contato das células T com uma populagao de célula dendr'itica
amadurecida através de contato com um substrato de cultura de tecido e um
agente de indugéo de diferencia¢do de célula dendritica sob condi¢des con-
dutoras para adesao de células dendriticas imaturas ao substrato de cultura
de tecido; e

um antl'geho predeterminado.

24. Método para produgdo de células T especificas de antigeno
ativadas compreendendo:

contato de células dendriticas imaturas isoladas com um antige-
no predeterminado;

contato das células dendriticas imaturas isoladas com um subs-

trato de cultura de tecido e um agente de indugéo de diferencia¢ao de célula
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dendritica sob condi¢cdes condutoras para adesédo das células dendriticas
imaturas ao substrato de cultura de tecido para ativar as células dendriticas
imaturas; e

contato das células dendriticas ativadas com células T puras
para formar células T especificas de antigeno ativadas. ,

25. Método de acordo com a reivindicagdo 24, em que o antige-

no predeterminado é um antigeno especifico de tumor, um antigeno associ-

- ado a tumor, um antigeno viral, um antigeno bacteriano, células de tumor,

células bacterianas, células recombinantes expressando um antigeno, um
lisato de célula, uma preparacdo de membrana, um antigeno recombinante-
mente produzido, um ahtl’geno de peptideo ou um antigeno isolado.

26. Método de acordo com a reivindicagdo 25, em que o lisato
de célula ou preparacdo de membrana é obtido de um tumor cerebral, um
tumor de prostata, um tecido de préstata, um tumor ovariano, uma popula-
cao de celula leucémica, um tumor de pulmdo, um tumor de mama ou um
tumor de bexiga. |

27. Método de acordo com a reivindicagdo 26, em que o tumor
cerebral é glioblastoma multiforme ou um oligoastrocitoma.

28. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 24
a 27 compreendendo ainda uma primeira etapa:

_ cultura dos precursores de célula dendritica monocitica na pre-
sehg:a de um agente de indugdao de diferenciacdo para formar as células
dendriticas imaturas.

29. Método de acordo com a reivindicagado 28, em que o agente
de indugéo de diferenciagao € GM-CSF, Interleucina 4, uma combinagao de
GM-CSF e Interleucina 4 ouvlnterleucina 13.

30. Método de acordo com as reivindicagdes 28 e 29, em que os
precursores de célula dendritica monocitica sdo isolados de um individuo
humano.

31. Metodo de acordo com a reivindicagao 30, em que as células

dendritica imaturas e células T sao autélogas umas as outras.
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RESUMO '
Patente de Invengdo: "COMPOSIGOES E METODOS PARA INDUCAO DA
ATIVAGCAO DE CELULAS DENDRITICAS MONOCITICAS IMATURAS".

A presente invengao refere-se a métodos para indugéo do ama-
durecimento de células dendriticas imaturas (DC) e para ativagdo dessas.
células sem o uso de um agente de amadurecimento de célula dendritica.
A DC ativada pode ser usada para indugdo de uma resposté de célula T es-
pecifica de antigeno. Os métodos da invengdo podem também compreender
a adicao de um agente de amadurecimento direcional, tal como interferon-
gama, para induzir urha influéncia a Th-1 e/ou Th-2 na resposta obtida. A
presente invengédo prové também populagdes de célula dendritica Uteis para
ativagao e bara indugéo de células T especificas de antigeno. Similarmente,
populagdes de célula T especificas de antigeno ativadas e métodos para sua

produgdo sao providos.
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