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Abstract

Lymphocytes have the ability to recognize certain specific substances of tumor cells.
This process allows these lymphocytes recognize and eliminate tumor cells. However,
this process does not happen spontaneously with great efficiency, which limits the
natural immune response against tumors. The CD20 antigen is a B cell specific surface
molecule which expression includes the pre-B cell to the mature B cell stage.
Approximately 95% of B cell lymphoma and non-Hodgking on B cells in cases of
recurrence of lymphoma express CD20, despite repeated exposure to anti-CD20
monoclonal antibody. All these features make CD20 is an excellent tumor-associated
target for T cell-based therapy Cell therapy using genetically modified T cells to express
the chimeric antigen receptor (CAR) against a tumor associated antigen is an emerging
immunotherapeutic approach for variety of malignancies including leukemias and
lymphomas. This technology genetically modified lymphocytes by adding a surface
molecule (CAR) allowing the lymphocytes to recognize molecules on the surface of cells
independent of MHC tumor, making the most effective anti-tumor response. The CARs
are composed of an extracellular recognition unit, a transmembrane region and an
intracellular signaling domain. The CARs recognize the target antigen on tumor-surface
with high affinity, activating lymphocytes through endodomains signaling, as the T chain
and co-stimulatory domains. The CAR may be introduced into lymphocytes by lentiviral
vectors to promote continuous expression of the construct.

Goals

This project aims to build anti CD20 CAR that can be used in therapies against
malignancies of B cell

Specific Goals

1. To assess the efficiency of transduction with lentiviral vectors derived T lymphocytes
and T lymphocytes pluripotent cells.

2. To Draw primers for amplification.

3. The overlap Amplification (overlap extension PCR multistep) for mounting the CAR.



4. The Generation of T lymphocytes expressing anti-CD20 CARs
5. The Evaluation of activation of T cells transduced with CARs

6. The specificity assays of the generated CAR.

Implementation schedule

Specific Semesters

Goals 6 7 8 9 10 |11 |12

Researches:

Maristela Delgado Orellana Simone Kashima

Virginia Picango
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Introdugao

Os linfécitos possuem a capacidade de reconhecer certas substancias especificas
das células do tumor. Este processo permite a estes linfécitos reconhecer e eliminar
células tumorais. No entanto, este processo ndao acontece espontaneamente com
grande eficiéncia, o que limita a resposta imunoldgica natural contra tumores. O
antigeno CD20 de células B é uma molécula de superficie especifica cuja expressao
abrange as células pré-B até os estagios de células B maduras. Cerca de 95% de células
B de linfoma nao-Hodgking e nas células B nos casos de reincidéncia de linfoma,
expressam CD20, apesar da exposicao repetitiva ao anticorpo monoclonal anti-CD20.
Todas essas caracteristicas fazem CD20 um excelente alvo associado ao tumor para a
terapia baseada em células T. A terapia celular utilizando células T geneticamente
modificadas para expressar um receptor de antigeno quimérico (CAR) contra um
antigeno associado a tumor é uma abordagem imunoterapéutica emergente para uma
variedade de doengas malignas, incluindo linfomas e leucemias. Esta tecnologia que
modifica geneticamente os linfdcitos, adicionando uma molécula de superficie (CAR)
gue permite que os linfocitos reconhecam moléculas presentes na superficie das
células do tumor independente de MHC, tornando a resposta anti-tumoral mais
efetiva. Os CARs sdo compostos de uma unidade extracelular de reconhecimento, uma
regido transmembrana e um dominio intracelular de sinalizacdo. Os CARs reconhecem
o antigeno-alvo na superficie tumoral com alta afinidade, ativando os linfécitos através
de endodominios de sinalizagdo, como a cadeia { e de dominios coestimulatoérios. Os
CAR podem ser introduzidos nos linfocitos por vetores lentivirais para promover a
expressao permanente da construcgao.

Objetivo Geral

Este projeto visa a construgcdo de CAR anti CD20 que podera ser utilizados em
terapias contra doencas malignas de células B.

Metas

1- Auvaliar a eficiéncia de transdugéo com vetores lentivirais de linfocitos T e linfocitos
T derivados de de células pluripotentes.



2- Desenho de primers para amplificacdo.

3
do CAR.

4- Geracgdo de linfocitos T expressando CARs anti-CD20
5- Avaliagdo da ativagdo de células T transduzidas com os CARs

6- Ensaios de especificidade do CAR

Cronograma de execugdo referente a 6 anos de projeto

Amplificacéo por sobreposicio (PCR multistep overlap extension) para montagem

Semestres
Metas

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11

12

| | | W N| -
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