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RESUMO
TESE DE DOUTORADO

Leonardo Chicaybam Peixoto

Introducéo: O uso de linfocitos T para o tratamento do cancer tem sido dificultado pela baixa
persisténcia das células infundidas e pela dificuldade de isolar e expandir linfocitos reativos
contra o tumor. A utilizagdo de receptores quiméricos de antigeno (CARs) permite evitar
alguns desses problemas. CARs redirecionam a especificidade dos linfocitos, reconhecendo o
antigeno alvo com alta afinidade, de modo MHC-independente e induzem a ativagdo destas
células através de dominios citoplasmaticos derivados de moléculas como CD3& ou 4-1BB.
No contexto da leucemia linféide aguda de precursores B, linfocitos redirecionados contra
CD19 (CAR 19BBz) sao usados clinicamente, visto que os blastos leucémicos expressam este
antigeno. No entanto, como o CD19 ¢ expresso por toda a linhagem B, isto pode acarretar
efeitos colaterais como a deplecdo de células B maduras sadias. Objetivo: Como as células
sadias expressam CD19 e CD20, nos propomos a criagdo de um CAR inibitorio que
reconhega o antigeno CD20, que quando utilizado em conjunto com o 19BBz, permita que o
sistema discrimine entre os blastos leucémicos e as células B maduras. Métodos: CARs anti-
CD20 20CTLA4, 20PD1, 20LAG3 e 20BTLA foram construidos contendo dominios de
sinalizacdo derivados de receptores inibitorios. Células Jurkat expressando o plasmideo
pGL4.30 — um sistema reporter de ativagdo que expressa a proteina luciferase sob o controle
de NFAT — foram geradas. Como células alvo utilizamos a linhagem K562 modificada para
expressar CD19 (K519), CD20 (K520) ou CD19 e CD20 (K5D). O sistema transposon
Sleeping Beauty foi usado para a modificacdo de linfocitos T primarios humanos. Resultados:
Células Jurkat expressando o 19BBz apresentaram alta atividade de luciferase quando co-
cultivadas com K519 ou K5D. No entanto, células Jurkat expressando 19BBz e um dos CARs
inibitérios apresentaram uma grande redu¢do na atividade de luciferase quando foram co-
cultivadas com as K5D, apesar de apresentarem alta atividade quando cultivadas com a K519,
com excecdo do CAR 20LAG3. Além disso, o CAR 20PD1 induziu uma diminui¢cdo do
marcador de ativagdo CD69 e da producdo de IL-2 em células Jurkat ativadas através do
19BBz. Em células T primarias humanas, o CAR 20PD1 nao foi capaz de inibir a proliferacao
e a atividade citotoxica induzida pelo 19BBz. O 20PD1 também ndo foi capaz de inibir o
CAR de primeira geragdo 19z, que ndo possui o dominio coestimulatorio derivado do 4-1BB,
mostrando que este dominio inibitorio ¢ ineficiente em nosso sistema. Conclusdes: CARs
20PD1 e 20BTLA tém atividade inibitoria em células Jurkat. No entanto, experimentos
adicionais sdo necessarios para avaliar a atividade de 20PD1 em células T humanas primarias.
Experimentos com CARs inibitorios adicionais (20BTLA, 20LAG3 e 20PD1LAG3) e podem
servir como uma alternativa ao CAR 20PD1 na constru¢do de um sistema de resposta
condicional. concondicional. CTLA-4 ¢ BTLA em linfocitos humanos primarios.
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Introduction: The use of adoptive transfer of T cells for the treatment of cancer is hampered
by low avidity and persistence of infused cells and the difficulty in isolating and expanding
antitumor lymphocytes. The use of chimeric antigen receptors (CARs) avoids some of these
problems. CARs consist of an antigen recognition unit (Fab fragment as scFv), a
transmembrane region and an intracellular activation domain. CARs redirect the specificity of
lymphocytes, recognizing the target antigen with high affinity and independently of MHC.
However, on target/off tumor responses due to target recognition in normal cells limits the
widespread application of this therapy. The CD19 antigen represents a good target for
elimination of B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia and lymphocytes expressing
anti-CD19 CARs (19BBz) are being used in the clinical setting. However, the expression of
CD19 as a pan-B marker can lead to undesired side effects such as depletion of mature B
cells. Objective: As mature B cells express both CD19 and CD20 antigens, we propose the
creation of an inhibitory anti-CD20 CAR, that when used in combination with 19BBz would
be able to discriminate between leukemic blasts and normal B cells. Methods: CARs
20CTLAA4, 20PD1, 20LAG3 and 20BTLA were constructed containing signaling domains
derived from inhibitory receptors. As a reporter system to test our hypothesis, Jurkat T cells
expressing the plasmid pGL4.30 - expressing luciferase controlled by a NFAT responsive
promoter - were generated. K562 cell line was used as target cells and modified to express
CD19 (K5-19), CD20 (K5-20) or CDI19 and CD20 (K5-19/20). The Sleeping Beauty
transposon was used to modify primary human T lymphocytes. Results: In coculture
experiments, Jurkat cells expressing 19BBz showed induction of luciferase activity when
cultured with K5-19 or K5-19/20. However, Jurkat expressing both activation and inhibitory
CARs showed inhibition of luciferase activity when incubated with K5-19/20 while
maintained high activity when cultured with K5-19 cells, with exception of 20LAGS3.
Furthermore, 20PD1 was able to inhibit the expression of the activation marker CD69 and IL-
2 production induced by 19BBz in Jurkat cells. In primary human T cells, the 20PD1 CAR
did not inhibit proliferation or cytotoxicity induced by 19BBz. The 20PD1 CAR was also
unable to inhibit the first generation 19z CAR, which lacks the 4-1BB coestimulatory
endodomain, showing that PD1-mediated inhibition in our system is inefficient. Conclusions:
CARs 20PD1 and 20BTLA have inhibitory activity in Jurkat T cells. However, additional
experiments are needed to evaluate the activity of 20PDI in primary human T cells.
Experiments with additional inhibitory CARs (20BTLA, 20LAG3 and 20PDI1LAG3) are
ongoing and can serve as an alternative to CAR 20PD1 in the construction of a conditional
response system.
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ADCC

AICD

AIDS

APC

CAR

CD

CDC

CDR

CLP

CMP

CsA

DC

DECH

DLI

DNA

EAE

EBV

ECL

LISTA DE ABREVIATURAS

Citotoxicidade celular dependente de anticorpo (antibody-dependent
cellular citotoxicity)

Morte celular induzida por ativacdo (activation induced cell death)
Sindrome da imunodeficiéncia adquirida (acquired immunodeficiency
syndrome)

Célula apresentadora de antigeno (antigen presenting cell)

Receptor quimérico de antigeno (chimeric antigen receptor)

Cluster designation

Citotoxicidade dependente de complemento (complement-dependent
cytotoxicity)

Regido determinante de complementariedade (complementarity
determining regions)

Progenitor linféide comum (common lymphoid progenitor)
Progenitor mieldide comum (common myeloid progenitor)
Ciclosporina A

Célula dendritica (dendritic cell)

Doenga enxerto contra hospedeiro

Infusdo de linfécitos do doador (donor lymphocyte infusion)

Acido desoxirribonucléico

Encefalomielite autoimune experimental

Virus Epstein-Barr

Enxerto contra a leucemia



GFP Proteina verde fluorescente (green fluorescent protein)

HIV Virus da imunodeficiéncia humana (human immunodeficiency virus)
HLA Antigeno leucocitario humano (human leukocyte antigen)

HPV Virus do papiloma humano (human papilloma virus)

HSC Célula tronco hematopoiética (hematopoietic stem cell)

IFN Interferon

ITAM Motivos ativadores baseados em tirosina dos imunoreceptores

(immunoreceptor tyrosine-based activation motif)

ITIM Motivos inibitorios baseados em tirosina dos imunoreceptores
(immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif)

ITSM Motivos de troca baseados em tirosina dos imunoreceptores

(immunoreceptor tyrosine-based switch motif)

LLA Leucemia linféide aguda

mHAgs Antigenos de histocompatibilidade menor (minor histocompatibility
antigens)

MHC Complexo principal de histocompatibilidade (major histocompatibility
complex)

MLV Virus da leucemia murina Moloney (Moloney murine leukemia virus)

NK Assassino natural (natural killer)

PBMC Célula mononuclear de sangue periférico (peripheral blood mononuclear
cell)

PBS Salina tamponada com fosfato (phosphate buffered saline)

PCR Reagdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction)

PMA Forbol miristato acetato (phorbol miristate acetate)

RNA Acido ribonucléico

RT Transcrigdo reversa (reverse transcription)



scFv

SOE

TAA

TCR

TIL

TNF

TPH

TSA

Fragmento varidvel de cadeia Unica (single chain variable fragment)
Splicing by overlapping extension

Antigeno associado ao tumor (tumor-associated antigen)

Receptor de célula T (T cell receptor)

Linfocito infiltrante do tumor (tumor-infiltranting lymphocyte)
Fator de necrose tumoral (tumor necrosis factor)

Transplante de precursores hematopoiéticos

Antigeno especifico do tumor (tumor-specific antigen)

Xi



LISTA DE TABELAS

Tabela 3.1: Lista de anticorpos utilizados para fenotipagem dos linfocitos T e linhagens 37

Xii



LISTA DE FIGURAS
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Figura 1.2: Gréafico ilustrando a evolucdo das taxas de respostas objetivas em pacientes com
melanoma metastatico apds tratamento com imunoterapias. ACT = transferéncia adotiva de
linfocitos; NMA = regime ndo mieloablativo; TBI= irradiagdo de corpo total. Adaptado de

(ROSENBERG; DUDLEY, 2009).

Figura 1.3: Esquema descrevendo a estrutura do CAR. Do lado direito estdo descritas as
potenciais vantagens de cada regido do receptor. Adaptado de (CHICAYBAM; SODRE;
BONAMINO, 2011)

Figura 1.4: Esquema mostrando os receptores da familia CD28 e TNF. Enquanto a familia
TNF (B) apresenta apenas receptores coestimulatorios, a familia CD28 (A) possui receptores
coestimulatorios e inibitorios. A: adaptado de (PARRY; RILEY; WARD, 2007); B: adaptado
de (WATTS, 2005).

Figura 1.5: Esquema ilustrando as principais vias ativadas por CD28. O dominio
citoplasmatico desta molécula apresenta um motivo YMNM capaz de ser fosforilado,
provavelmente pelas cinases Lck ou Fyn. Este motivo fosforilado é capaz de recrutar
proteinas que contenham o dominio SH2, como a PI3K e o adaptador GRB2. A via de PI3K
produz mediadores lipidicos como PIP3, que induz a co-localizacdo na face interna da
membrana plasmatica das cinases PDK-1 e PKB-Akt através da interagdo com os dominios
de homologia a pleckstrina (PH) presentes nestas proteinas. PDK-1 fosforila e ativa PKB-
Akt, que possui um papel crucial na produgdo de IL-2 e [FN-y. Essa via também apresenta
um importante efeito antiapoptotico, induzindo a expressdo de Bcl-xL (ndo mostrado).

Adaptado de (RUDD; SCHNEIDER, 2003).

Figura 1.6: Esquema apresentando os principais efeitos da estimulacdo via 4-1BB. Estes
efeitos sdo decorrentes da sinalizagdo via TRAF2, que em ultima analise ativa AKT, NFkB e

AP-1. Adaptado de (CROFT, 2003).
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Figura 1.7: Esquema da ontogenia da linhagem B, apresentando os principais marcadores

expressos nas diferentes etapas de diferenciagdo. Adaptado de PUI; EVANS, 2006.

Figura 1.8: Representacdo esquematica dos mecanismos de ag¢do dos receptores inibitorios da
familia CD28. Esses receptores sdo capazes de suprimir a proliferacdo e secrecdo de
citocinas por meio do recrutamento de fosfatases como SHP-1 e SHP-2, que inibem a
ativagdo de proteinas-chave (por exemplo, PI3K) da via de sinalizagdo do TCR. Adaptado de
(MURPHY; NELSON; SEDY, 2006).

Figura 1.9: Esquema demonstrando o principio da eventual terapia utilizando o
sistema de CARs ativadores/inibitorios. As células T sdo modificadas ex vivo, expandidas e
infundidas. Estas células migram para o sitio da doenga, onde encontram células B normais e
malignas. As células T reconhecem as células B normais, mas ndo se tornam ativadas
devido a expressdo de CD20 pela célula alvo, que interage com o CAR inibitorio. Ja a
cé¢lula B maligna nao expressa CD20, tornando-se alvo da célula T infundida pois apenas o
receptor de ativagdo (anti- CD19) ¢ ligado. Adaptado de (SADELAIN; RIVIERE;
BRENTIJENS, 2003).

Figura 3.1: Esquema experimental utilizado para a modificagdo genética e expansao de

linfocitos primarios humanos.

Figura 3.2: Estratégia de gating seguida no experimento de lise. Os gafes seguem a

hierarquia {Viaveis [GFP (CD20)]}.
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Figura 4.1: Otimizagdo da eletroporacdo em PBMCs humanos. (A) PBMC de dois doadores
saudaveis foram eletroporados usando 7 diferentes tampdes e 4ug de plasmideo pT2-GFP. A
viabilidade celular e a expressdo da GFP foram analisadas apds 24 horas por citometria de
fluxo. A viabilidade foi avaliada por citometria de fluxo através do perfil de FSC/SSC e foi
normalizada em relagdo as células eletroporadas sem plasmideo (mock; considerado 100%).
Os valores mostrados sdo a média de dois doadores em triplicata e estdo mostrados como
meédia £+ desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA One Way e
Tukey pos-teste (¥ = P, 0,05). (B) Graficos representativos da expressdo de GFP (pT2-GFP;
4ug) 24 horas apos a eletroporagdo com tampdao 1SM. Os numeros representam a
percentagem de células no gafe. Linha cinza = controle negativo; linha preta = células
eletroporadas com pT2-GFP. (C) Linfocitos eletroporados foram corados para CD4 ¢ CDS8
24h apo6s a eletroporagdo com tampdo 1SM e 4ug plasmideo pT2-GFP. Os dados sdo

representativos de dois doadores. Os numeros representam a percentagem de células no gate.

Figura 4.2: Expressdo de longo prazo de GFP apos eletroporagdo com o tampao 1SM.
PBMCs de dois doadores foram eletroporados com 4ug de pT2-GFP utilizando-se o tampao
ISM. Apoés 24h as células foram ativadas com anti-CD3/anti-CD28 e a expressdo foi

avaliada por citometria de fluxo.

Figura 4.3: Eletroporacdo da linhagem Jurkat. (A) Células Jurkat foram eletroporadas com
4ug do plasmideo pT2-GFP utilizando-se um dos 7 tampdes. Viabilidade e expressdo de GFP
foram avaliadas por citometria de fluxo apds 24h. A viabilidade foi avaliada por citometria
de fluxo através do perfil de FSC/SSC e ¢ expressa como % do controle eletroporados sem
plasmideo (mock; considerado 100%). A analise estatistica foi realizada através de ANOVA
e teste de Tukey (*: P=0,05). (B) Cé¢lulas Jurkat foram eletroporadas com tampao 3P. A
viabilidade celular e expressdo GFP foram observados até d+20. Os valores nesta figura sao
a média de dois experimentos independentes realizados em triplicata e sdo mostrados como
meédia + desvio padrdo. Os dados foram analisados pelo teste t de Student ndo parado; P =

0,05 (*); P = 0,01 (**).

Figura 4.4: Anélise da atividade de luciferase em células Jurkat apos 8h de incubag@o com as
células alvo na proporcao 1:1 ou PMA+Ionomicina (P+I). O grafico mostra a média média +

desvio padrao e ¢ representativo de dois experimentos realizados em triplicata.
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Figura 4.5: PBMCs de um doador foram eletroporadas com 20ug de pT3-20z e 0,5ug de
SB100x usando o tampao 1SM e no dia seguinte as células foram estimuladas com L388
irradiadas. (A) A expressio do CAR foi avaliada até o d+30 por citometria de fluxo
utilizando-se um anticorpo anti-Fab (linha vermelha = células eletroporadas sem plasmideo —
mock — marcadas com anti-Fab; linha preta = linfocitos eletroporados com 20z). (B) Dados
da expressao do 20z até o d+30, resumindo os dados do painel A. (C) Cinética de expansao
das células mock (Neg) ou 20z+ apos estimulo com L388. (D) Os linfocitos expandidos
foram utilizados em diferentes razdes efetora/alvo (E/A) em ensaio de lise contra as células

da linhagem Nalm-6 GFP+ CD20+.

Figura 4.6: Expressdo dos diferentes CARs na linhagem Jurkat 4.30 ap6s purificagdo por
sorting. As células foram eletroporadas utilizando-se o tampdo 3P e os plasmideos
codificando os CARs indicados. Os CARs foram detectados por citometria de fluxo
utilizando os anticorpos anti-myc conjugado a Alexa488 (A488) (para detec¢do do 19BBz) e
anti-Fab conjugado a biotina revelado com uma estreptavidina-PECy5 (para detec¢do dos
CARs anto-CD20).

Figura 4.7: Ensaio de luciferase utilizando células Jurkat expressando diferentes
combinagdes de CARs. Células Jurkat (10°) foram incubadas na propor¢do de 1:1 com as
células alvo por 8h. Apos este periodo as células foram lisadas ¢ a atividade de luciferase foi
avaliada utilizando-se um luminometro. O grafico representa a média + desvio padrdo de 3
experimentos independentes realizados em duplicata. As condicoes K519 e K5D nao
apresentaram diferenca significativa em nenhuma das condi¢des apos analise dos dados

utilizando-se ANOVA (um fator) e teste de multiplas comparacdes de Tukey.

Figura 4.8: Andlise por citometria de fluxo do marcador de ativagdo CD69 24h apos a co-
incubacdo das células Jurkat expressando diferentes combinagdes de CARs com as células
alvo. A propor¢ao de Jurkat:alvo foi de 1:1. O grafico representa a média + desvio padrido de
3 experimentos realizados em duplicata. As condicdes K519 ¢ K5D ndo apresentaram
diferenga significativa em nenhuma das condi¢cdes apo6s analise dos dados utilizando-se

ANOVA (um fator) e teste de multiplas comparagdes de Tukey.
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Figura 4.9: A produgio da citocina IL-2 foi avaliada por ELISA apds 24h de co-cultura entre
as células Jurkat e as células alvo na proporcdo de 1:1. O grafico representa a média =+ desvio
padrdo de 3 experimentos realizados em duplicata. As condi¢cdes K519 e K5D ndo
apresentaram diferenca significativa em nenhuma das condi¢des apo6s analise dos dados

utilizando-se ANOVA (um fator) e teste de multiplas comparacdes de Tukey.

Figura 4.10: Fenotipagem da linhagem L388. Células da linhagem L388 foram marcadas
com anticorpos para deteccdo das proteinas de membrana CD80, CD86 (moléculas
coestimulatorias), MHC classe I, PDL1 (ligante do receptor PD-1), CD19 e CD20
(marcadores de células B) e analisadas por citometria de fluxo. Os nimeros em negrito

representam os percentuais de células dentro dos gates.

Figura 4.11: Graficos mostrando o fenotipo dos linfocitos T obtidos apos 13 dias de
expansdo com L388 para o doador 3. Em (A) foi determinada a composi¢ao de T (CD3+),
NK (CD3-CD56+) e NKT (CD3+CD56+) nas células expandidas. O valor obtido para CD4+
e CD8+ esta contido dentro da populacdo de linfocitos T CD3+. Em (B) e (C) estdo
mostradas as subpopulagdes de linfocito T de memoria para CD4+ e CD8+, respectivamente.
MC = memoria central (CCR7+ CD62L+); ME = memoéria efetora (CCR7+ CD62Lneg);

linfocitos efetores foram determinados como CCR7neg CD62Lneg.

Figura 4.12: Grafico representativo da expressdo dos CARs apo6s 20 dias de expans@o usando
como estimulo a linhagem L388. As células foram marcadas utilizando-se os anticorpos anti-
myc (19BBz) e/ou anti-Fab (20PD1) e analisadas por citometria de fluxo. Os quadrados
coloridos nos painéis do meio ilustram as cores utilizadas para identificar as trés diferentes
subpopulagdes da condigdo 19BBz 20PDI1 nos resultados descritos nesta tese: linfocitos

19BBz+ (azul), 20PD1+ (vermelho) e 19BBz+ 20PD1+ (verde).

Figura 4.13: Expressdo dos CARs nas condi¢des 19BBz ¢ 19BBz 20PD1 ao longo do ciclo
de expansdo apods estimulo com L388. (A) e (B) s@o dois doadores distintos (doador 1 e 2,
respectivamente). As células foram marcadas utilizando-se os anticorpos anti-myc (19BBz)

e/ou anti-Fab (20PD1) e analisadas por citometria de fluxo em diferentes tempos.
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Figura 4.14: Expressao dos CARs ao longo da cultura para o doador 3, com os linfocitos
expressando apenas um CAR representados em (A), expressando 19z+20PD1 em (B) e
19BBz+20PD1 em (C). As células foram marcadas utilizando-se os anticorpos anti-myc

(19BBz) e/ou anti-Fab (20PD1) e analisadas por citometria de fluxo em diferentes tempos.

Figura 4.15: Expressao dos CARs ao longo da cultura para o doador 4, com os linfocitos
expressando apenas um CAR representados em (A), expressando 19z 20PD1 em (B) e
19BBz 20PD1 em (C). As células foram marcadas utilizando-se os anticorpos anti-myc

(19BBz) e/ou anti-Fab (20PD1) e analisadas por citometria de fluxo em diferentes tempos.

Figura 4.16: Expressdo dos CARs ao longo da cultura para o doador 5, com os linfocitos
expressando apenas um CAR representados em (A), expressando 19BBz 20PD1 em (B),
19BBz 20PD1mut em (C) e 19BBz 20trunc em (D). As células foram marcadas utilizando-se
os anticorpos anti-myc (19BBz) e/ou anti-Fab (20PD1) e analisadas por citometria de fluxo

em diferentes tempos.

Figura 4.17: Impacto da expressdo de 20PD1 sobre a produgdo de IFNy e exposi¢do de PS.
(A) Linfocitos produtores de IFNy foram identificados por citometria de fluxo apds 6h de
incubagdo com as células alvo Nalm-6 CD20 (Nalm20) ou L388. Monensina foi adicionada
apos 2h do inicio da co-cultura. (B) Exposicdo de PS detectada utilizando-se AnexinaV —
FITC apos co-cultura com as células alvo indicadas por 6h. Em ambos os experimentos as
células alvo foram excluidas da andlise utilizando-se um anticorpo anti-CD19 FITC,
permitindo a analise apenas nas células CD19 negativas (linfocitos T). A tabela mostra o

percentual de células CAR+ no dia de ambos os ensaios.

Figura 4.18: Avaliagdo da expressdo de GFP e CD20 na linhagem Nalm-6 GFP+. Em (A)
estdo mostradas as células Nalm-6 GFP, com 87,3% de expressdo desta proteina. Em (B) as
células Nalm-6 GFP foram transduzidas com o vetor lentiviral EF1a-CD20 e avaliadas 1

semana depois. A proteina CD20 foi detectada utilizando-se um anticorpo anti-CD20 APC.
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Figura 4.19: Resultado do ensaio de citotoxicidade dos doadores 1 (A, B) ¢ 2 (C, D)
realizado no fim do 2 ciclo (d29). No grafico (A) e (C) esta mostrada a lise total das células
Nalm-6 GFP CD20 e no (B) e (D) a fracao de células CD20+ ap6s a incubagdo de 4h com os
linfocitos T em diferentes razdes E/A. O percentual de células alvo sobreviventes apds as 4h
de incubacdo foi determinado por citometria de fluxo. A lise total foi determinada através da
formula [100-(percentual de células GFP obtido/percentual de células GFP esperado)x100].
A razdo de células CD20+ na cultura foi determinada através da formula [percentual de
células GFP+CD20+ na condig¢@o com linfocitos/percentual de células GFP+CD20+ no pogo

contendo apenas células alvo].

Figura 4.20: Resultado do ensaio de citotoxicidade do doador 4 (A ¢ B) ¢ 5 (C e D) realizado
no fim do 2 ciclo (d20 e d23 respectivamente). No grafico A e C estd mostrada a lise total
das células Nalm-6 GFP CD20 e no B e D a frag¢do de células CD20+ apds a incubagéo de 4h
com os linfocitos T em diferentes razdes E/A. O percentual de células alvo sobreviventes
apos as 4h de incubagdo foi determinado por citometria de fluxo. A lise total foi determinada
através da formula [100-(percentual de células GFP obtido/percentual de células GFP
esperado)x100]. A razdo de células CD20+ na cultura foi determinada através da formula
[percentual de células GFP+CD20+ na condigdo com linfocitos/percentual de células

GFP+CD20+ no pogo contendo apenas células alvo].

Figura 4.21: Resultado do ensaio de citotoxicidade do doador 5 realizado no fim do 1 ciclo
(d25). No grafico A esta mostrada a lise total das células Nalm-6 GFP CD20 ¢ no B a fracdo
de células CD20+ apo6s a incubagdo de 4h com os linfocitos T em diferentes razdes E/A. O
percentual de células alvo sobreviventes apds as 4h de incubacdo foi determinado por
citometria de fluxo. A lise total foi determinada através da formula [100-(percentual de
células GFP obtido/percentual de células GFP esperado)x100]. A razdo de células CD20+ na
cultura foi determinada através da formula [percentual de células GFP+CD20+ na condigdo

com linfocitos/percentual de células GFP+CD20+ no poco contendo apenas células alvo].
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Figura 4.22: Grafico representativo da expressao dos CARs 19BBz e 20PDI utilizando
diferentes massas de plasmideo. Painel da esquerda: Neg (controle negativo eletroporado
sem plasmideo); painel do meio: 10ug de cada plasmideo; painel da direita: 18ug do 19BBz e
2ug do 20PD1. Esta analise foi realizada no d25, mesmo dia do experimento da figura 4.21.
As células foram marcadas utilizando-se os anticorpos anti-myc (19BBz) e/ou anti-Fab

(20PD1) e analisadas por citometria de fluxo.

Figura 4.23: Comparagdo entre a utilizagdo de um anticorpo anti-CD20 ou corante eFluor
670 para identificacdo e analise da fragdo CD20+. Os linfocitos expressando as diferentes
combinagdes de CARs foram incubados na propor¢ao de 3:1 com as células alvo Nalm-
6/Nalm-6 CD20+ e incubadas por 4h. A razdo mostrada refere-se ao percentual de células
CD20+ identificadas através do anticorpo anti-CD20 APC (método anti-CD20) ou através do

corante eFluor 670 (método eFluor).
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1) Introducio

1.1) Tratamento atual de cancer

Segundo as estimativas do Instituto Nacional de Céncer (INCA), em 2014-2015
ocorrerdo mais de 570.000 novos casos de cancer no Brasil. Esta doenca ¢ decorrente de um
processo de transformacg@o, ou tumorigénese, das células normais de um individuo. Estas
células transformadas adquirem vantagens seletivas sobre as células normais através de uma
série de eventos genéticos e epigenéticos que incluem mutagdes no DNA, mudangas na
expressdo de genes e, em muitos casos, perda de quantidade significativa de material
genético. De modo geral, as células cancerosas possuem capacidade de proliferagdo ilimitada
e de evadir os mecanismos de apoptose, além de serem insensiveis aos sinais anti-
proliferativos fisiologicos (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Os tratamentos atuais para os
diversos tipos de cancer baseiam-se principalmente em cirurgia, radioterapia e quimioterapia,
terapias pouco especificas e que acarretam efeitos colaterais graves para o paciente. Além
disso, as taxas de cura alcancadas com estes tratamentos sdo muito variaveis. Mais
recentemente, o desenvolvimento de areas como biologia molecular e bioquimica estrutural
permitiu a elucidacdo de diversas vias importantes para o processo oncogénico. Isto
possibilitou o desenvolvimento racional de drogas, como os inibidores de tirosina cinases,
desenhadas para se ligarem especificamente em determinada molécula e inibir a sua atividade.
No entanto, a maioria dos pacientes eventualmente desenvolve resisténcia, causada pela
amplificacdo do gene da proteina cinase ou pela selecdo de um clone que possui mutagdes
secundarias na proteina alvo ou mesmo pela ativacdo de vias alternativas de sinalizacao,
sendo uma terapia incapaz de curar a doenga.

Nos ultimos anos o grande avango na compreensdo da biologia do cancer permitiu o
desenvolvimento de novas drogas e novos regimes de tratamento, além de proporcionar
melhorias no diagndstico. Ainda assim, com as terapias atuais empregadas na clinica, 30% a
40% dos pacientes morrem da doenga. Com isso torna-se evidente a necessidade do
desenvolvimento de novas terapias, de preferéncia direcionadas especificamente contra o
tumor, visando a diminui¢cdo dos efeitos colaterais e 0 aumento da taxa de sobrevivéncia e da

qualidade de vida do paciente.



1.2) Relacao entre os linfocitos T e o cancer

1.2.1: Linfocito T e suas subpopulacdes

Os linfocitos T sdo pertencentes ao sistema imune adaptativo, sendo as células efetoras
da imunidade celular. A geracdo destas células tem inicio na medula Ossea, através do
processo de hematopoiese. Durante este processo, a célula tronco hematopoiética gera dois
precursores que vao dar origem a linhagem mieldide ou linféide: o progenitor mieldide
comum (CMP) e o progenitor linféide comum (CLP) (DOULATOV et al., 2012). O CLP por
sua vez gera precursores comprometidos com a diferenciagdo de linfocitos T, que migram
para o timo, gerando as células T maduras. Durante a passagem pelo timo o locus génico do
receptor da célula T (TCR) sofre rearranjos, gerando TCRs com a diversidade necessaria para
o reconhecimento de praticamente qualquer antigeno. Além disso, este repertorio recém
formado ¢ moldado pelos mecanismos de selegdo positiva e negativa, que vao eliminar as
células com alta capacidade de reconhecer o complexo antigeno-MHC (complexo principal de
histocompatibilidade) e também as incapazes de reconhecé-lo (KLEIN et al., 2014).

As células T maduras se dividem em duas grandes populacdes: os linfocitos CD8+ e
CD4+. Os linfocitos CD8+ efetores sdo células com funcdo citotoxica, sendo diretamente
responsaveis pela eliminacdo da célula alvo através da liberagdo de perforinas e granzimas.
Estes linfocitos, apds encontro com o antigeno, podem gerar duas populagdes de células de
memoria capazes de responder rapidamente ao reestimulo (CHANG; WHERRY;
GOLDRATH, 2014). Os linfécitos de memoria central sdo definidos pela presenca na
membrana das moléculas CD45R0O, CD62L ¢ CCR7 e, apesar de possuirem uma grande
capacidade de proliferagdo ¢ migragdo para o linfonodo, ndo possuem capacidade efetora
imediata. Os linfocitos de memoria efetora sio CD45RO+ e negativos para CD62L ¢ CCR7.
Apresentam atividade efetora imediata, mas pouca capacidade de proliferagcdo. Os linfocitos
CD4+, apos reconhecimento do antigeno e ativag@o, produzem citocinas que sdo capazes de
modular atividade de outras células, como linfécitos CD8+, macrofagos e células B. Também
podem gerar células de memoria central e efetora. Além disso, estas células podem se
diferenciar em quatro subpopulacdes com diferentes fenodtipos e funcdes (DE OBALDIA;
BHANDOOLA, 2015). A populagdo Thl produz citocinas como IFN-y, IL-2 e TNF-q, tendo
um papel crucial na resposta contra virus e patdégenos intracelulares, além de aumentar a
funcdo das células CD8+. A populag@o Th2 estd envolvida em processos de alergia, ativagéo
de eosinofilos e células B através da producdo de citocinas como IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10. A

populacdo Th17 € caracterizada pela produgao de altos niveis de IL17A e IL17F, além de IL-9
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e IL-21. Esta populagdo esta envolvida na defesa contra organismos extracelulares, respostas
autoimunes e recrutamento de neutrdfilos para os sitios de inflamacdo. Ja as células T
reguladoras (Treg) estdo envolvidas na regulagdo e supressdo de linfocitos através da
produgio de citocinas como IL-10 e TGF-B. E importante frisar que tanto as subpopulagdes
CD4+ quanto as CD8+ ndo sdo estaticas e possuem uma alta plasticidade, permitindo a
interconversdo de fenotipos e fungdes mediante estimulos ainda ndo totalmente identificados

(NAKAYAMADA et al., 2012; COSMI et al., 2014).

1.2.2: Imunovigildncia e imunoedicao

O papel do sistema imune e, principalmente dos linfécitos T, no desenvolvimento
tumoral foi um topico de grande discussdo durante décadas. Em 1967, Burnet prop0s a teoria
da imunovigilancia, onde o sistema imune atuaria como uma sentinela, reconhecendo e
eliminando células tumorais recentemente transformadas (BURNET, 1967). No entanto,
recentemente um vasto nimero de trabalhos demonstrou que a imunovigilancia era apenas
uma parte do processo, € que o sistema imune participa ndo apenas da inibicdo de tumores
iniciais mas também molda o crescimento dos tumores do ponto de vista imunoldgico e
eventualmente favorece seu desenvolvimento (SCHREIBER; OLD; SMYTH, 2011). Esse
processo dindmico e aparentemente paradoxal foi denominado de imunoedi¢do e segue uma
linha de evolugdo composta de trés fases: eliminagdo, equilibrio e escape. A fase de
eliminacdo ¢ caracterizada pela destruicdo dos tumores iniciais, € a maior incidéncia de
tumores em animais imunodeficientes ¢ uma forte evidéncia deste processo in vivo
(SHANKARAN et al., 2001). Outra evidéncia de um estudo recente demonstra que a
hiperploidia, um processo comum durante as fases iniciais da carcinogénese e caracterizado
pelo ganho de cromossomos, induz uma resposta de estresse do reticulo endoplasmatico. Esta
resposta resulta exposicdo da proteina calreticulina na superficie da celular, um sinal do tipo
“eat me” (ou seja, sinalizag@o para fagocitose da célula expondo calreticulina) e no aumento
da imunogenicidade tumoral, levando a eliminago destas células (SENOVILLA et al., 2012).
Em humanos, a maior incidéncia de tumores em pacientes que sofreram transplante de 6rgaos,
e por isso usam medicamentos imunosupressores (por exemplo, ciclosporina), apoia a
existéncia dessa fase (SHEIL; DISNEY; MATHEW, 1997; OPELZ; DOHLER, 2004;
ANDRES, 2005).

Na fase de equilibrio, as células neoplésicas que sobreviveram a eliminacdo inicial
ficam em estado de dorméncia e s@o ao longo do tempo moldadas pelo sistema imune devido

aos constantes ataques dos linfocitos. Esta ¢ a fase menos compreendida, em grande parte
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devido a dificuldade de estabelecer modelos animais que reflitam esta situagdo, e sua
existéncia € suportada basicamente por observagdes clinicas, onde orgdos transplantados
contendo lesdes neoplasicas ndo detectadas (presumidamente por estarem em equilibrio com o
doador) culminaram no desenvolvimento da doenca no 6rgdo um avez que este se encontre
enxertado no receptor imunodeprimido (MACKIE; REID; JUNOR, 2003; STRAUSS;
THOMAS, 2010). Estudos demonstraram que a manutengdo do equilibrio ¢ dependente de
linfocitos T CD4+ Thl e a evolugdo para a fase de escape ¢ dependente do processo de edigdo
(KOEBEL et al., 2007). Esta fase pode durar anos (MACKIE; REID; JUNOR, 2003) e uma
maior propor¢do de linfocitos CD8 e NK quando comparado aos linfocitos NKT e T
reguladores pode estar associado com a manuteng@o desta fase (WU et al., 2013).

O processo de transformacdo celular faz com que a célula tumoral tenha uma alta
instabilidade genomica, possuindo uma maior propensdo ao actimulo de mutagdes e
aberracdes cromossOmicas. Na fase de escape, a constante pressdo do sistema imune aliada a
esta enorme heterogeneidade tumoral faz com que variantes ou clones tumorais capazes de
evitar o reconhecimento e/ou a destrui¢do pelos linfocitos T sejam selecionados, culminando
no desenvolvimento da doengca (MATSUSHITA et al., 2012). Diversos mecanismos de escape
existem, tanto a nivel da célula tumoral quanto ao nivel do microambiente tumoral. Com
relacdo a célula tumoral, um dos mecanismos mais frequentes ¢ a perda de antigenos alvo
reconhecidos pelo sistema imune, seja de forma direta (silenciamento epigenético, alteracdo
do quadro de leitura devido a delegdes/insergdes, etc) ou indireta (diminuigcdo da expressdo de
MHC de classe I, desregulacdo da maquinaria de processamento e apresentacdo de antigenos
etc). Ja ao nivel de microambiente, o escape geralmente é resultado de mecanismos
imunosupressores induzidos pelo tumor, como a secre¢do dos fatores TGF-f, VEGF e IDO.
Outra camada de subversdo do sistema imunoldgico pode derivar do recrutamento de células
com fungdes imunomodulatorias para o microambiente tumoral, atuando como efetoras da
imunosupressdo, como as T CD4+ reguladoras (Tregs) e as células mieloides supressoras
(HANAHAN; COUSSENS, 2012). As Tregs atuam através da secrecao de IL-10 e/ou TGF-f,
além do consumo e deplegao da IL-2 do meio, uma citocina crucial para a fungao de linfocitos
T citotoxicos. As células mieldides supressoras atuam de maneira similar, produzindo TGF-f3
e depletando os aminoacidos essenciais arginina, triptofano e cisteina, além de induzir a
diferenciagdo de linfocitos T efetores em Tregs.

Uma das maiores evidéncias de que o processo de imunoedi¢do ocorre em humanos
foi a demonstracdo de que a composicdo do infiltrado linfocitdrio pode predizer a
sobrevivéncia de pacientes com diversos tipos de céncer, sendo a presenca de linfocitos T

CD8+ e a presenca de citocinas como IFN-y e TNF-a correlacionados com um melhor
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resultado clinico (MAHMOUD et al., 2011; FRIDMAN et al., 2012). Além da composigio,
diversos trabalhos mostraram que outras caracteristicas do infiltrado, como densidade, tipo e
localizag@o sdo capazes de predizer a evolugdo clinica da doenga com maior acuracia do que
os métodos patologicos de estadiamento do tumor, formando o chamado “Immunoscore”
(ANGELL; GALON, 2013; GALON et al., 2006, 2014). Estes resultados demonstram que o
sistema imune, especialmente os linfécitos T, possuem um importante papel tanto na inibi¢ao

quanto na progressao do cancer através do reconhecimento direto das células tumorais.

1.2.3: Padrio de expressdo de antigenos tumorais

O sistema imune mantém um diverso repertorio de células T com alta avidez para um
antigeno externo, enquanto limita a atividade de células que reconhecem antigenos proprios.
O processo de imunoedi¢do implica no reconhecimento de antigenos tumorais para a posterior
inducdo de uma resposta contra a célula neoplasica. Estes antigenos tumorais podem ser
divididos em duas categorias bésicas: antigenos especificos do tumor (TSA) e antigenos
associados ao tumor (TAA). TSAs sdo geralmente imunogénicos visto que sdo derivados de
virus associados a tumores humanos, como o EBV e o HPV. A ocorréncia aumentada de
tumores induzidos por virus em pacientes imunocomprometidos sugere que a expressiao
destes antigenos pelas células transformadas promove uma resposta antitumoral, atuando
como alvos em terapias profilaticas baseadas em linfocitos T para EBV ja aplicadas em
clinica (HESLOP et al., 2009).

Outra classe de TSAs sdo os antigenos unicos, resultado de mutagdes somaticas
ocorridas durante o processo de tumorigénese (PARMIANI et al., 2007). Essas mutagoes
podem alterar o processamento pelo proteassomo e gerar novos epitopos para serem
apresentados ou podem alterar a estrutura de um epitopo ja existente, levando ao
reconhecimento do tumor pelos linfocitos T (SAVAGE, 2014). Muitas destas mutagdes
ocorrem em genes cruciais para o fendtipo maligno, como RAS ou CDK4, sendo alvos
atrativos para a imunoterapia, pois seriam resistentes a selecdo de variantes. No entanto,
enquanto algumas mutacdes sdo encontradas em varios tumores, freqiientemente elas sdo
unicamente encontradas nos tumores na qual elas foram identificadas, e novas mutacdes
podem ser geradas durante a progressdo da doenga. Este fato cria a necessidade de avaliar o
conjunto de mutagdes do tumor ao nivel individual e além disso determinar quais mutagdes
sdo reconhecidas pelos linfocitos e induzem uma resposta efetora, tarefa que se tornou
possivel apenas recentemente devido as metodologias de sequenciamento de DNA de nova

geracdo. Trabalhos recentes usando esta tecnologia identificaram novos TSAs em diversos
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pacientes e estes antigenos eram capazes de ser reconhecidos pelos linfocitos infiltrantes do
mesmo tumor (ROBBINS et al., 2013; VAN ROOIJ et al., 2013; LU et al., 2014).

TAAs sdo antigenos proprios, ndo mutados, derivados de proteinas expressas pelos
tumores e pelo tecido normal, e constituem a grande maioria dos antigenos tumorais. TAAs
podem ser caracterizados pelo seu padrao de express@o como antigenos tecido-especificos ou
antigenos ubiquamente expressos (KESSLER; MELIEF, 2007). Os antigenos de
cancer/testiculo (MAGE, BAGE, NY-ESO-1) sdo importantes exemplos de antigenos tecido-
especificos. Esses antigenos sdo normalmente expressos nos testiculos e placenta, mas sdo
reativados em células tumorais. O baixo nivel de expressdo de MHC nestes tecidos impede o
reconhecimento destes antigenos pelo sistema imune, tornando-os alvos atrativos para a
imunoterapia. Outro exemplo sdo os antigenos de diferenciagdo, presentes tanto no tecido
tumoral quanto no tecido normal do qual o tumor se originou, mas ndo em outros tecidos. Os
antigenos deste tipo mais estudados sdo os relacionados ao melanoma, como o gp100, Mart-
1/Melan-A, pMel-17. J& os antigenos ubiquamente expressos sdo encontrados na maioria dos
tecidos normais, mas estdo freqilentemente superexpressos nas células transformadas, como
hTERT, survivina e PRAME. A superexpressdo destes antigenos aumenta a quantidade de
peptideos apresentados pelas moléculas de MHC na superficie celular, aumentando também o

reconhecimento da célula tumoral pela célula T.

1.3) Imunoterapia como nova op¢ao de tratamento

1.3.1: Histérico

Devido as diversas evidéncias de reconhecimento e eliminagdo tumoral por parte dos
linfocitos T no processo de imunoedi¢do tumoral, muitos trabalhos comecgaram a explorar
estas propriedades como uma nova abordagem de tratamento, formando assim a base tedrica
para o surgimento da imunoterapia celular do cancer. A imunoterapia do cancer ¢ uma nova
area de estudo que emprega componentes do sistema imune, como anticorpos, células
dendriticas ou linfécitos T para o tratamento de tumores, com a grande vantagem de serem
mais especificos quando comparados aos métodos atualmente utilizados na clinica. Os
tumores clinicamente detectaveis ja passaram por todo o processo de imunoedicdo e ja se
encontram adaptados ao hospedeiro através de mecanismos de escape. Com isso, para ser
efetiva, a imunoterapia precisa induzir e/ou aumentar a frequéncia de linfocitos antitumorais,

assim como a capacidade destes de destruir o tumor em um microambiente imunosupressor.



A primeira tentativa documentada de estimulacdo do sistema imune para o tratamento
de cancer data de 1893, quando William Coley tratou pacientes com sarcoma e carcinoma
utilizando culturas de Streptococcus pyogenes (COLEY, 1893). Essa estratégia foi derivada
de observacdes da época que descrevem casos de regressdes tumorais ocasionais apos
infeccOes agudas. Em seu artigo, Coley descreve 12 casos onde injegdes ou infe¢des naturais
por S. pyogenes aparentemente induziram uma melhora no quadro clinico dos pacientes, com
alguns casos de regressao total das lesdes. Durante os anos seguintes Coley tratou mais de 900
pacientes com as “toxinas de Coley”, atingindo uma taxa de resposta de aproximadamente
10% (WIEMANN; STARNES, 1994). Apesar destes resultados, a comunidade cientifica da
época rejeitou os achados, e estes permaneceram durante muito tempo esquecidos.

Na década de 1950 a imunologia tumoral sofreu avangos importantes, com trabalhos
demostrando que o sistema imune possuia capacidade de induzir a regressdo tumoral
(BALDWIN, 1955; PREHN; MAIN, 1957). No contexto do transplante de precursores
hematopoiéticos (TPH) em 1956, foi observado por Barnes e cols. que as células leucémicas
de camundongos irradiados eram eliminadas quando estes recebiam transplantes alogénicos,
mas ndo singénicos. O mesmo foi comprovado anos mais tarde em humanos, onde pacientes
que recebiam transplante alogénico (porém HLA- human leukocyte antigen -compativel)
tinham uma menor probabilidade de recidivas do que pacientes que receberam a medula de
um irmao gémeo (FEFER et al., 1987). Essa consequéncia do transplante alogénico foi
chamada de efeito enxerto contra a leucemia (ECL), sendo uma das primeiras evidéncias em
humanos de que células do sistema imune podem eliminar o tumor. No contexto do TPH
alogénico HLA-compativel, as proteinas das células do paciente e do doador apresentam
diferencas devido a polimorfismos genéticos. Essas proteinas polimorficas também sdo
processadas e apresentadas como antigenos (chamados antigenos minoritarios de
histocompatibilidade — mHAgs). Sendo assim as células T presentes no enxerto, que nao sao
tolerizadas contra esses peptideos, reconhecem esse complexo peptideo-HLA diferente e se
tornam ativadas, exercendo sua atividade efetora. Quando esses antigenos s2o expressos pelos
clones leucémicos, sdo alvos do reconhecimento que resulta no efeito ECL (BLEAKLEY;
RIDDELL, 2004). No entanto, outros tecidos do paciente também podem expressar 0s
mesmos antigenos minoritarios, ou ainda um conjunto diferente de mHAgs, como a pele, trato
gastrointestinal e o figado, sendo este alo-reconhecimento fundamental para o
estabelecimento da doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH). Estudos posteriores
demonstraram que pacientes que desenvolvem DECH tem uma menor chance de recidiva da
doenca, o que evidencia o compartilhamento da expressao dos mHAgs entre o tecido normal e

a leucemia (HOROWITZ et al., 1990).



Outra evidéncia do importante papel que o efeito ECL tem na eliminagdo da leucemia
¢ a utilizagdo de infusdes de linfocitos do doador (DLI) para o tratamento de pacientes que
sofreram recidivas da leucemia mieldides cronica (LMC) apdés o TPH alogénico. Este
tratamento ¢ capaz de induzir uma nova remissdo completa em aproximadamente 70% dos
pacientes, sendo menor que 20% a probabilidade de uma nova recidiva em 3 anos (KOLB;
SCHATTENBERG; GOLDMAN, 1995) quando a nova remissao ¢ alcangada. O efeito ECL,
sendo dependente das células T do doador, pode ser considerado um precursor da
imunoterapia envolvendo o uso de linfocitos T, uma vez que demonstrou a capacidade destas

células de, nas condi¢des ideais, reconhecer e eliminar a leucemia do hospedeiro.

1.3.2: Anticorpos monoclonais

Em 1975, Kohler ¢ Milstein desenvolveram a tecnologia do hibridoma, tornando
possivel a producdo de anticorpos com especificidade conhecida em larga escala (KOHLER;
MILSTEIN, 1975). Com isso, foi proposta a utilizacdo de anticorpos no tratamento de cancer,
direcionados contra proteinas-chave na progressdo tumoral e geralmente superexpressas pelo
tumor. No entanto, em testes clinicos iniciais os pacientes desenvolveram uma resposta
humoral contra os anticorpos infundidos, apesar da resposta antitumoral que foi observada
(MILLER et al., 1982). Este fato ocorreu devido a origem murina destes anticorpos, o que
limitou o nimero de doses tolerado pelos pacientes.

Esses obstaculos foram superados com a geracdo de anticorpos monoclonais
quiméricos (estrutura da IgG humana com as regides variadveis derivadas de camundongo) e
humanizados (estrutura da IgG humana com as regides determinantes de complementariedade
— CDRs — de camundongo) (figura 1.1). Os mecanismos de agdo destas moléculas estdo
relacionados com o isotipo de IgG. Anticorpos com a estrutura de IgGl sdo capazes de
induzir citotoxicidade dependente de anticorpo (ADCC) e citotoxicidade dependente de
complemento (CDC), induzindo diretamente a morte das células tumorais. Outros isotipos,
como [gG2, sdo utilizados quando o anticorpo atua através de suas propriedades de ligagdo ao
antigeno. Como muitos alvos sdo receptores de fatores de crescimento, essas moléculas agem
bloqueando fisicamente a interagcdo entre o ligante e o receptor ou impedindo a mudanga de
conformagdo necessaria para a dimerizagdo e sinalizacio (WEINER; MURRAY;
SHUPTRINE, 2012).

Diversos anticorpos ja estdo sendo regularmente utilizados em clinica, alguns com
resultados promissores. O primeiro a ter seu uso aprovado foi o Rituximab, anticorpo anti-

CD20 utilizado no tratamento de linfomas ndo Hodgkin de células B, onde cerca de 50% dos
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pacientes apresentam resposta significativa (MCLAUGHLIN et al.,, 1998). Os efeitos
adversos desta terapia estdo associados a ligacdo do anticorpo na molécula alvo. O tratamento
com Rituximab pode causar toxicidade relacionada a rapida lise de células CD20+ normais e
tumorais, especialmente na primeira dose.

Mais recentemente uma nova abordagem de tratamento usando anticorpos foi criada,
consistindo na utilizagdo de anticorpos bloqueadores que reconhecem receptores de
membrana dos linfocitos T, como CTLA-4 e PD-1. Esta abordagem se baseia no fato de que
estes receptores inibem a fungdo efetora dos linfocitos, impedindo a ativagdo, proliferacio,
producdo de citocinas e citotoxicidade (NIRSCHL; DRAKE, 2013). Ensaios clinicos
demonstraram que o uso do anti-CTLA4 (Ipilimumab) aumentou a sobrevida dos pacientes
com melanoma metastatico, com alguns pacientes apresentando regressdao completa de lesoes
(HODI et al., 2010; ROBERT et al., 2011). Ja o anti-PD1 apresentou efeito benéficos em
pacientes com diversos tipos de cancer, como melanoma, carcinoma renal e cancer de
pulmdo, com taxas de resposta de 28%, 27% e 18% respectivamente (TOPALIAN et al.,
2012). Os resultados clinicos obtidos com esses anticorpos foram bem acima das obtidas com
os tratamentos baseados em quimioterapia e radioterapia, o que levou a elaboragdo de um
estudo para avaliar a combinagdo dos dois mediamentos. Os resultados dos estudos clinicos
de fase I demonstraram a alta eficacia desta combinag¢do, com 53% dos pacientes com
melanoma respondendo ao tratamento, todos com mais de 80% de regressdo das lesdes
(WOLCHOK et al., 2013). Vale ressaltar que os pacientes que respondem ao tratamento com
estes anticorpos vivenciam uma longa fase de remissdo, provavelmente devido a maior fungéo
das células T e consequentemente maior capacidade do sistema imune de atacar as células

tumorais.
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Figura 1.1: Esquema comparando a estrutura dos anticorpos utilizados na clinica (quiméricos e

humanizados) com os murinos ¢ humanos.

1.4) Transferéncia Adotiva de linfocitos T

Os resultados derivados dos estudos de imunoedic¢ido do cancer colocam os linfocitos T
como uma unidade central da resposta imune contra o cancer, e protocolos utilizando estas
células no combate ao tumor surgiram a partir da década de 80. A transferéncia adotiva de
células T consiste na infusdo de varios subtipos de linfécitos T maduros com o objetivo de
retardar ou eliminar o tumor e impedir recidivas da doenga. Clones de linfocitos T CD4+ e
CD8+ especificos contra o tumor podem ser gerados ou isolados do paciente e, apds expansao
para atingir o niimero de células necessario para a terapia, sdo re-infundidos. Esta abordagem
tem se mostrado uma das mais promissoras no campo da imunoterapia do cancer uma vez que
uma grande quantidade de linfocitos antitumorais pode ser gerada e infundida nos pacientes,
evitando importantes mecanismos de imunosupressao tumoral associados a geragdo deste tipo
de resposta in vivo. Os estudos pré-clinicos e clinicos definiram diversos parametros
importantes para a eficacia deste tipo de terapia, assim como diferentes abordagens de

tratamento.

1.4.1: Importancia das subpopulacdes infundidas e da inducdo de linfopenia

Estudos realizados na década de 90 demonstraram que linfocitos T CD8+ citotoxicos

possuem a capacidade de induzir regressdao de tumores em modelos animais, sendo que o
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numero de células infundidas estd diretamente correlacionado com o sucesso do tratamento
(DUDLEY; ROSENBERG, 2003; MELIEF; KAST, 1995). Outro pardmetro importante ¢ a
subpopulacdo e o grau de diferenciacdo das células infundidas. Células que apresentam um
perfil menos diferenciado, com marcadores de membrana da subpopulacdo de linfocitos T
CD8+ de memoria central, sio muito mais eficazes na eliminagao do tumor (GATTINONI et
al., 2005a; KLEBANOFF et al, 2005). Essa subpopulagdo possui uma capacidade
proliferativa mais alta e ¢ menos propensa a apoptose devido a menor expressao de moléculas
pré-apoptoéticas como BID e BAD. Além disso, as células desta subpopulagdo expressam a
molécula CD62L, importante na migragdo para o linfonodo, e sd3o capazes de responder
melhor a citocinas como IL-7, devido a alta expressdo da cadeia a do receptor desta citocina
(IL7R). Estudos recentes conseguiram gerar in vitro, através da manipulacdo farmacoldgica
da via de sinalizagdo de Wnt, células T CD8+ de memoria com caracteristicas de células
tronco. Para isso os autores inibiram a cinase Gsk-3f, levando a um acumulo de -catenina no
nicleo e consequentemente ativacdo da via. Estas células, quando transferidas para outro
animal, apresentaram capacidade de gerar todas as subpopulagdes de linfocitos CD8+, além
de expressarem marcadores caracteristicos de célula tronco como Scal e Bcl2. Também
apresentaram um efeito antitumoral muito maior, sendo necessaria a infusio de apenas 5x10*
células para induzir regressdo tumoral em todos os animais analisados (GATTINONI et al.,
2009). No entanto, a inibicdo farmacoldgica de Gsk-3p também induziu uma diminui¢do da
proliferacdo dos linfocitos, dificultando a adog@o desta estratégia nos ensaios clinicos.
Recentemente um trabalho demonstrou a geracdo de células tronco de memoria CD8+
utilizando apenas as citocinas IL-7 e IL-15 ap6s estimulo via TCR/CD28, mas sem a inibi¢ao
de proliferacdo, abrindo o caminho para a aplicacdo clinica destas células (CIERI et al.,
2012).

Apesar dos linfocitos CD8+ formarem a base do tratamento de transferéncia adotiva,
muitos estudos indicam que as limitagdes associadas a esta terapia (baixa persisténcia das
células infundidas, baixo efeito antitumoral) podem ser contornados através da co-infusdo de
células CD4+ (HOEPNER et al., 2013; KAMPHORST; AHMED, 2013b). As células CD4+
sdo essenciais para a geracdo de células CD8+ de memoria (SHEDLOCK; SHEN, 2003;
SUN; BEVAN, 2003) e para sua correta funcdo (BOURGEOIS et al., 2002). Também sio
capazes de inibir a exaustdo funcional dos linfocitos citotoxicos e aumentar a infiltragdo nos
tumores (GIUNTOLI et al., 2002; HUNZIKER et al., 2002). A diversidade genética do HLA
de classe II em qualquer populag@o de pacientes ¢ bem maior quando comparada ao HLA de
classe I, tornando a identificacdo de epitopos e TCRs para a sub-populacio CD4+ mais

complexa. Além disso, a expansdo destas células em cultura ¢ mais dificil e existem poucos
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modelos animais que mimetizem o uso destas células (MURANSKI; RESTIFO, 2009). No
entanto, um estudo comparou as diferentes subpopulagdes (ThO, Thl e Th17) de células T
CD4+ TCR-transgénicas reconhecendo o antigeno TRP-1 expresso por células proprias e
tumorais em um modelo de melanoma subcutaneo (B16F10). Neste modelo, as células Th17
apresentaram um efeito antitumoral superior as células Thl, sendo este efeito altamente
dependente de IFN-y (MURANSKI et al., 2008). A maioria dos ensaios clinicos envolve o
tratamento de pacientes com uma populagdo purificada de linfocitos CD8+ ou uma populagdo
mista de CD4/CDS8, com poucos trabalhos reportando a apenas de linfocitos CD4. A
transferéncia para um paciente de melanoma de um clone de linfocitos CD4 reconhecendo o
antigeno NY-ESO-1, sem regime de condicionamento para indu¢do de linfopenia ou
administracdo de IL-2 exdgena, induziu a regressdo completa do tumor, com o paciente
permanecendo livre de doenga por dois anos (HUNDER et al., 2008). Em outro trabalho mais
recente, a infusdo de um produto enriquecido em linfocitos CD4+ Th1 especificos contra uma
mutagdo no gene Erbb2ip induziu regressdo das lesdes e estabilizacdo da doenca, mostrando
pela primeira vez que estas células podem ser efetivas contra tumores epiteliais (TRAN et al.,
2014).

Estudos demonstraram que o uso de radioterapia ou quimioterapia antes da
transferéncia dos linfocitos T pode aumentar a persisténcia e a atividade antitumoral destas
células (NORTH, 1982). As doses utilizadas para esta finalidade constituem um regime nao
mieloablativo, induzindo uma severa, mas transiente, leucopenia sem dano permanente as
células tronco hematopoiéticas, permitindo assim uma recuperacdo espontinea da
hematopoiese do hospedeiro. Este efeito benéfico ¢, ao menos em parte, dependente da
depleg@o de células com caracteristicas inibidoras, como linfocitos T reguladores e células
mieldides supressoras, além de propiciar uma menor competi¢do por citocinas como IL-7 e
IL-15 (GATTINONI et al., 2005b) e infiltragdo do tumor (BRACCI et al., 2007). Os
quimioterapicos e a radiacdo também induzem efeitos especificos sobre os tumores,
modulando o repertério de antigenos expressos, a expressdo de HLA de classe I e o tipo de
morte celular induzida, consequentemente aumentando o reconhecimento do tumor pelos

linfocitos infundidos (GASSER et al., 2005; REITS et al., 2006).

1.4.2: Linfocitos infiltrantes do tumor

Um método muito eficiente para a geragdo de linfocitos especificos contra o tumor foi
desenvolvido utilizando-se um modelo murino de sarcoma. Linfocitos infiltrantes do tumor

(TILs) foram isolados e cultivados em altas doses de IL-2 e apresentaram atividade litica
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especifica contra células tumorais murinas in vitro. Além disso, essas células também foram
capazes de mediar regressdo do tumor quando transferidas para camundongos com sarcoma
(ROSENBERG:; SPIESS; LAFRENIERE, 1986). Testes com células humanas foram entao
realizados e culturas de TILs puderam ser geradas de pacientes com melanoma, carcinoma
renal, carcinoma de co6lon, glioma e cancer de mama. O uso de TILs se mostrou mais eficaz
para o tratamento de melanoma, provavelmente porque as culturas de TIL de outros tipos de
neoplasia raramente produzem linfocitos capazes de reconhecer e lisar o tumor (JONCKER et
al., 2006).

As culturas de TIL geradas a partir das biopsias de pacientes com melanoma
apresentaram alta atividade litica, padrao oligoclonal e geralmente continham células CD4 e
CDS8. O protocolo de expansdo consiste em estimulagdo com anti-CD3, IL-2 ¢ PBMCs HLA-
compativeis, onde melhorias recentes nos métodos de cultura resultaram na geragdo de TILs
em 78% dos pacientes com melanoma. Em um teste clinico, 34% dos pacientes
imunocompetentes tratados com TIL e altas doses de IL-2 apresentaram respostas clinicas
objetivas. No entanto, a maioria das respostas observadas foi transiente, tendo sido observada
uma persisténcia limitada das células transferidas (ROSENBERG et al., 1994).

Testes clinicos recentes para o tratamento de melanoma metastatico, impulsionados
pela evidéncia em modelos pré-clinicos, utilizaram a infusdo de culturas de TIL e o
tratamento com altas doses de IL-2 ap6s um regime de condicionamento (quimioterapia) nao
mieloablativo, mas que induz linfodeple¢do. Outra modificagdo do protocolo foi a sele¢do dos
TILs infundidos, onde a liberagdo de IFN-y apds estimulo com o tumor autélogo atuou como
parametro de selecdo de culturas responsivas. Este tratamento foi capaz de induzir uma
resposta clinica em 18 de 35 pacientes tratados (51%), sendo 3 respostas completas e 15
respostas parciais, com duragdo média de 11 meses (DUDLEY et al., 2005). As células
infundidas foram capazes de enxertar e proliferar, e 4 de 5 pacientes analisados apresentaram
alta persisténcia dos TILs meses apos a transferéncia. Estudos do mesmo grupo demonstraram
que a persisténcia das células ¢ crucial para o sucesso da terapia (ROBBINS et al., 2004), ¢
que esta caracteristica esta associada ao comprimento dos telémeros (ZHOU et al., 2005) e a
expressdo de altos niveis de CD28 (HUANG et al., 2005). No entanto, 17 pacientes
apresentaram rea¢do autoimune contra os melanécitos (vitiligo, uveite), demonstrando que o
melanoma compartilha diversos antigenos reconhecidos pelos TILs com as células normais.
Em outro teste clinico do mesmo grupo, um regime de condicionamento mais intenso foi
testado, combinando quimioterapia e radioterapia. Com isso, a taxa de respostas objetivas
chegou a 72%, constituindo atualmente o melhor tratamento para pacientes com melanoma

(DUDLEY et al., 2008) (figura 1.2). O acompanhamento a longo prazo mostrou que dos 20
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pacientes que atingiram resposta completa, 93% permanecem vivos apos 5 anos de
tratamento, uma taxa de resposta que nao ¢ alcangada com a terapia padrao (ROSENBERG et
al., 2011). Com o objetivo de definir a melhor populagdo de TILs para a infusdo, um estudo
foi realizado comparando células CDS8 purificadas e TILs ndo selecionados. Este estudo
demonstrou que ndo houve diferenca entre os grupos tratados, favorecendo a adogao dos TILs
como op¢ao de tratamento para pacientes com melanoma devido a produgdo mais rapida e

barata (DUDLEY et al., 2013).
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Figura 1.2: Grafico ilustrando a evolugao das taxas de respostas objetivas em pacientes com melanoma
metastatico apos tratamento com imunoterapias. ACT = transferéncia adotiva de linfocitos; NMA =
regime nao mieloablativo; TBI= irradiagdo de corpo total. Adaptado de (ROSENBERG; DUDLEY,
2009).

1.5) Receptores Quiméricos de Antigeno (CARs)

Como mencionado, com exce¢do do melanoma, as estratégias imunoterapéuticas para
geragdo ¢ utilizagdo de linfocitos antitumorais tem falhado em induzir respostas clinicas nos
pacientes. Células especificas contra o tumor geralmente ndo estdo presentes nos pacientes ou
estio em baixa freqiiéncia, resultado da baixa imunogenicidade da neoplasia ¢ dos
mecanismos de tolerdncia. Além disso, diversos mecanismos de evasdo tumoral dificultam a
atividade das células infundidas. As células tumorais comumente apresentam defeitos na
maquinaria de processamento de antigenos, como diminuicdo da expressdo de TAP e -2-
microglobulina, e diminuigdo da expressio do MHC de classe I, resultando em uma menor

quantidade de antigenos apresentados. Moléculas com funcdo imunosupressora secretadas
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pelo tumor, como IL- 10, induzem a diminui¢do da expressdao de moléculas coestimulatorias
em DCs, de modo que a apresentacdo de antigenos por estas células pode levar a anergia das
células T. Além destes mecanismos de evasdo, complexos sistemas de cultura sdo necessarios
para a expansdo e sele¢do dos clones reativos. As doses terapéuticas podem ultrapassar 10°
células T/Kg, necessitando assim de diversos ciclos de estimulacdo (DUDLEY et al., 2002).
Esta cultura prolongada das células T, no entanto, apresenta o risco de perda dos clones
reativos ¢ diminuicao da funcionalidade das células (YEE et al., 2002).

Com o objetivo de superar algumas destas limitagdes, Eshhar e colaboradores
desenvolveram, em 1993, o conceito de receptor de antigeno quimérico (CAR) (ESHHAR;
WAKS; GROSS, 1993). Este receptor ¢ composto de um dominio extracelular de
reconhecimento de antigeno, um espacador, uma regido transmembrana e um dominio
intracelular de sinaliza¢do (Figura 1.3). Geralmente a porgdo extracelular ¢ derivada de um
anticorpo monoclonal, mas receptores ou ligantes (CD4, CD8, heregulina) também podem ser
utilizados. As células T que expressam estes receptores tornam-se ativadas apos o
reconhecimento do antigeno na célula alvo, sendo entdo capazes de produzir citocinas e exibir
atividade citotoxica independente da ligagdo do TCR enddégeno com o complexo
MHC/peptideo. Sendo assim, a expressdo desta molécula na membrana dos linfécitos permite
o redirecionamento da especificidade da célula, constituindo um novo método de geragdo de
linfocitos antitumorais. Além disso, como o reconhecimento do antigeno ndo € restrito ao
MHC, um importante mecanismo de evasdo tumoral ¢ evitado e permite que esta molécula
seja utilizada em pacientes com qualquer haplétipo de HLA. Com o advento de métodos
efetivos de transferéncia génica para linfocitos, baseados principalmente em retrovirus e
lentivirus, tornou-se possivel a modificagdo genética de um grande ntimero de células, o que
diminui a necessidade de longos protocolos de expansdo e sele¢do (SADELAIN;

BRENTJENS; RIVIERE, 2013).
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Figura 1.3: Esquema descrevendo a estrutura do CAR. Do lado direito estdo descritas as potenciais

vantagens de cada regido do receptor. Adaptado de (CHICAYBAM; SODRE; BONAMINO, 2011)

1.5.1: Estrutura - dominio extracelular e transmembrana

O CAR conecta a especificidade dos anticorpos @ maquinaria celular do sistema imune
adaptativo. O fragmento Fab de um anticorpo ¢ uma unidade estruturalmente independente
que contém o sitio de ligacdo ao antigeno, composto de 4 dominios: cadeia pesada variavel
(VH), cadeia pesada constante (CH), cadeia leve variavel (VL) e cadeia leve constante (CL).
A especificidade da ligacdo é dada pelas duas regides variaveis. Com isso, a porg¢do de
reconhecimento de antigeno do CAR consiste na expressdo dos dominios VH e VL separados
por um conector flexivel em uma unica cadeia polipeptidica, chamada também de scFv
(fragmento variavel de cadeia tnica). O conector aproxima os dois dominios e forcas ndo
covalentes proporcionam a correta orientacdo, preservando o sitio de ligacdo (PULE;
FINNEY; LAWSON, 2003). Essas regides podem facilmente ser amplificadas a partir do
cDNA de hibridomas por RT-PCR, tornando possivel o redirecionamento dos linfocitos
contra qualquer molécula da superficie celular para a qual haja um anticorpo monoclonal
identificado. Com isso, diferentemente do TCR, CARs podem reconhecer ndo somente
antigenos protéicos como antigenos derivados de carboidratos e glicolipideos, ampliando o
conjunto de moléculas que podem ser utilizadas como alvo. Além disso, esses receptores
apresentam alta afinidade pelo antigeno, uma vez que ndo foram modelados pelos

mecanismos de tolerancia central do sistema imune, como ocorre com o TCR.
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Nesta configuragdo de CAR o reconhecimento fica restrito a proteinas que estejam na
membrana da célula, limitando o conjunto de alvos no tumor. No entanto, grande parte dos
antigenos tumorais descritos sdo intracelulares, e diversos trabalhos vem demonstrando que
proteinas mutadas ou fosforiladas acima do normal sdo processadas e carregadas no MHC,
constituindo um importante grupo de alvos terapéuticos (NOGUCHI et al., 2012; COBBOLD
et al., 2013). Neste sentido, trabalhos recentes desenvolveram anticorpos que reconhecem o
complexo MHC-peptideo de forma altamente especifica (DAO et al., 2013; JAIN et al,,
2013), de modo que a incorporagdo destas regides variaveis em um CAR podera expandir o
uso desta terapia (CHICAYBAM; BONAMINO, 2014).

Entre a regido de reconhecimento de antigeno e a regido transmembrana existe um
espacador, que parece ser necessario para a func¢ao 6tima de algumas construgdes. De fato, um
estudo demonstrou que espagadores sdo necessarios para CARs anti-5T4 ¢ anti-NCAM, mas
ndo anti-CD19 (GUEST et al., 2005). Em CARs anti-CD22, a adi¢do do espagador ndo
alterou a fun¢@o do receptor (HASO et al., 2012). Acredita-se que a presenca do espagador
fornega mais flexibilidade a por¢do de reconhecimento para se ligar a epitopos perto da
membrana plasmatica. A regido espagadora hinge-CH2-CH3, derivada de IgG, ¢ a mais
comumente utilizada, e parece ser superior em termos de expressao, estabilidade, ativacao da
célula T e funcdo efetora. A regido transmembrana conecta a parte extracelular a parte
intracelular, sendo importante para a dimerizacdo dos receptores e conseqiiente amplificagdo
do sinal de ativacdo, além de contribuir para a co-localizagdo do receptor com a sinapse

imunologica.

1.5.2: Estrutura - dominio intracelular

A parte intracitoplasmatica do CAR ¢ responsavel pela sinalizagdo do receptor e,
quando ativada, deve ser capaz de induzir as fungdes efetoras do linfécito. Estudos iniciais
desenvolveram CARs que possuiam apenas um dominio de sinalizag¢do, sendo chamados de
CARs de primeira geragdo. O dominio mais utilizado ¢ a cadeia { do complexo TCR-CD3 que
contém trés dominios ITAM baseados em tirosina, se mostrando mais efetivo do que
dominios com 1 ITAM, como por exemplo a cadeia y derivada do FceRI (receptor de alta
afinidade para IgE) (HEUSER et al., 2003). Apesar de apresentaram func¢ao efetora in vitro, a
funcdo in vivo mostrou-se limitada uma vez que a persisténcia das células infundidas foi
muito baixa (KOWOLIK et al., 2006). A coestimulacdo da célula T ¢ um importante aspecto
da transferéncia adotiva de células antigeno-especificas, visto que os sinais fornecidos sdo

cruciais na determinagdo do limiar de ativacdo, do tipo da resposta e na sobrevivéncia das
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células. Como as células tumorais geralmente ndo expressam moléculas coestimulatorias, o
desenvolvimento de uma resposta antitumoral pode ser comprometido (MAJ et al., 2013).
Esses fatores levaram ao desenvolvimento de CARs com capacidade coestimulatoria,
chamados de segunda geragdo, através da fusdo do dominio citoplasmatico de moléculas da
familia CD28 e TNF com o dominio de sinalizagdo da cadeia {. Uma grande variedade de
moléculas coestimulatorias modula a resposta imune, exercendo seu papel sobre uma
subpopulacdo especifica ou em determinado momento do programa de diferenciagdo do
linfocito. Conseqiientemente, os sinais transmitidos podem diferir, resultando na indugdo de
diferentes fendtipos que podem ser utilizados de acordo com o tipo de resposta desejada e
assim aumentar a eficacia da terapia. Além de moléculas coestimulatorias, o fenotipo do
linfocito pode ser controlado por moléculas inibitdrias expressas apos a ativacao, limitando e

controlando a resposta imune (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Esquema mostrando os receptores da familia CD28 e TNF. Enquanto a familia TNF (B)
apresenta apenas receptores coestimulatorios, a familia CD28 (A) possui receptores coestimulatorios e

inibitdrios. A: adaptado de (PARRY; RILEY; WARD, 2007); B: adaptado de (WATTS, 2005).

A molécula CD28 apresenta um papel crucial na ativacdo de células naive através da
interagdo com membros da familia B7 (CD80, CD86) nas APCs, sendo o principal receptor
coestimulador expresso pelos linfocitos T (figura 1.5). Apos interagdo com os ligantes, o
CD28 migra para os clusters de ativacdo da sinapse imunolégica, atuando através da
modificacdo e amplificacdo dos sinais das vias induzidas pelo TCR como PI3K, Lck e
PKCteta (BOOMER; GREEN, 2010). Os estudos in vitro utilizando células primarias murinas
¢ humanas transduzidas com o CAR scFv-CD28-{ mostraram uma liberacdo de IL-2 e

proliferacdo significativamente maior quando comparada ao receptor scFv-{ (FINNEY et al.,
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1998; HOMBACH; WIECZARKOWIECZ, 2001). Os estudos in vivo também demonstraram
uma atividade antitumoral superior deste receptor de segunda geracdo (HAYNES et al., 2002;

KOWOLIK et al., 2006), com uma maior persisténcia das células infundidas.
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Figura 1.5: Esquema ilustrando as principais vias ativadas por CD28. O dominio citoplasmatico desta
molécula apresenta um motivo YMNM capaz de ser fosforilado, provavelmente pelas cinases Lck ou
Fyn. Este motivo fosforilado é capaz de recrutar proteinas que contenham o dominio SH2, como a
PI3K e o adaptador GRB2. A via de PI3K produz mediadores lipidicos como PIP3, que induz a co-
localizagdo na face interna da membrana plasmatica das cinases PDK-1 e PKB-Akt através da
interacdo com os dominios de homologia a pleckstrina (PH) presentes nestas proteinas. PDK-1
fosforila e ativa PKB-Akt, que possui um papel crucial na producéo de IL-2 e IFN-y. Essa via também
apresenta um importante efeito antiapoptético, induzindo a expressdo de Bcl-xL (ndo mostrado).

Adaptado de (RUDD; SCHNEIDER, 2003).

O sucesso obtido com a incorporagdo do dominio intracitoplasmatico de CD28 levou
diferentes grupos a testar outros dominios de ativagdo. Um dos dominios de sinalizagdo
testados deriva da molécula 4-1BB (CD137), membro da familia TNF de receptores. Esta
molécula tem a sua expressdo induzida pela ativacdo do TCR e produz respostas como
proliferacdo, secrecdo de citocinas do tipo Thl, aumento da citotoxicidade e maior
sobrevivéncia, tanto em células CD4+ como CD8+ (MBANWI; WATTS, 2014) (figura 1.6).
A estimulacdo através deste receptor pode substituir os sinais de CD28 na expansao in vivo de
células T CD8, apesar de induzir menores niveis de IL-2. Estudos demonstraram que este
receptor apresenta um efeito preferencial sobre células CD8 e tem a capacidade de inibir a
morte celular induzida por ativacdo (AICD) (VINAY; KWON, 2012). Utilizando uma

populacdo de linfécitos CD8 de sangue periférico previamente estimulado com um antigeno,
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foi demonstrado que 4-1BB induz uma expansdo preferencial das células de memoria,
resultando em um enriquecimento das células antigeno-especificas (ZHANG et al., 2007).
Estas propriedades levaram os pesquisadores a incorporar o dominio de sinalizacdo desta
molécula no CAR. Estudos in vitro com células T CD8 e células NK demonstraram maior
proliferacdo e atividade efetora das células transduzidas com o scFv-4-1BB-{ quando
comparado com scFv-{ (FINNEY; AKBAR; LAWSON, 2004; IMAI et al., 2004; IMAI;
IWAMOTO; CAMPANA, 2005). Além disso, estudos in vivo comprovaram a eficacia destes
CARs contendo o dominio de 4-1BB em modelos de leucemia linféide aguda (LLA)
(BRENTIJENS et al., 2007; MILONE et al., 2009).

Sobrevivéncia N ," Fungéo Efetora
Aumento da expressio FR ] ¥ .| Inducao de fatores de
de BCL-X BFL1, BCLZ\‘Divisao crescimento { IL2)

o o o | At ctas o | S5 U
Ll bipst efetoras (L4, IFNy)

Figura 1.6: Esquema apresentando os principais efeitos da estimulagdo via 4-1BB. Estes efeitos sdo
decorrentes da sinalizagdo via TRAF2, que em ultima andlise ativa AKT, NFkB e AP-1. Adaptado de
(CROFT, 2003).

Outros dominios de sinalizacdo, como o derivado da molécula OX40 (CD134), foram
testados in vitro (FINNEY; AKBAR; LAWSON, 2004; PULE et al., 2005; HOMBACH et al.,
2012) e in vivo (BRENTJENS et al.,, 2007), mas em geral ndo foram muito eficazes,
apresentando taxas de proliferagdo e liberacdo de citocinas menores do que os receptores com
CD28 e 4-1BB. Trabalhos recentes incorporaram o dominio de sinaliza¢do do receptor ICOS,

demonstrando que este dominio induz um fendtipo intermedidrio Th17/Thl e uma fungdo
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efetora e persisténcia in vivo comparavel aos CARs contendo 4-1BB ou CD28 (GUEDAN et
al., 2014). A adig¢do de ICOS também mostrou ser eficiente em um modelo de glioma in vivo
(SHEN et al., 2013).

Recentemente, na tentativa de melhorar ainda mais a ativacdo dos linfocitos T,
pesquisadores desenvolveram CARs com trés dominios intracelulares, chamados de terceira
geragdo. Estes CARs demonstram ser altamente eficientes, produzindo altos niveis de
citocinas e possuindo uma alta atividade citotoxica, além da persisténcia in vivo aumentada
(CARPENITO et al., 2009; MILONE et al., 2009; ZHAO et al., 2009). Esses resultados
podem se traduzir em uma maior atividade antitumoral in vivo ¢ em um menor tempo de
expansdo ex vivo dos linfocitos. Acredita-se que este efeito possa ser explicado pelas
diferentes vias de sinalizagdo ativadas por estes dominios, visto que CD28 atua
principalmente via PI3K e 4-1BB via TRAF2. Os melhores dominios de sinalizagdo a serem
incorporados nos CARs ainda ndo estdo definidos e provavelmente serdo definidos baseados

em fatores como fendtipo requerido e doenga a ser tratada.

1.5.3: Teste clinicos

O primeiro teste clinico utilizando a abordagem do CAR foi para tratamento de
pacientes infectados com HIV (MITSUYASU et al., 2000). Neste estudo, 24 pacientes
receberam uma Uunica infusdo de linfocitos CD4 e CD8 modificados para expressar o CAR
CD4-{. Com isso, as células infectadas pelo HIV seriam eliminadas devido a expressdo de
proteinas do envelope viral, que se ligam na molécula CD4. Apesar das células infundidas
terem persistido por at¢é um ano ¢ terem migrado para os tecidos que atuam como
reservatorios de células infectadas, ndo houve diminuicdo nos niveis plasmaticos de RNA e
DNA viral. Alguns pacientes apresentaram diminui¢cdo do RNA viral no tecido retal por até
14 dias, sugerindo uma atividade antiviral compartimentalizada. Um estudo recente foi
publicado mostrando neste mesmo grupo de pacientes que as células T modificadas estavam
presentes em 98% das amostra testadas 11 anos apos a infusdo, sem evidéncias de expansao
clonal ou enriquecimento de sitios de integragdo do CAR perto de genes que regulam
proliferacdo ou sobrevivéncia celular (SCHOLLER et al., 2012).

Apo6s os importantes resultados obtidos nos estudos pré-clinicos, diversos estudos
clinicos comecaram a ser realizados utilizando CARs direcionados contra diversos antigenos
tumorais. Ensaios clinicos iniciais usando CARs de primeira geragcdo anti-CD20 para
tratamento de linfoma folicular (TILL et al., 2008), anti-FBP para cancer de ovario

(KERSHAW et al., 2006) ou anti-CD171 (PARK et al.,, 2007) para tratamento de
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neuroblastoma ndo apresentaram resultados satisfatorios, provavelmente devido a persisténcia
in vivo limitada. Com isso, um estudo foi desenhado especificamente com o objetivo de
aumentar a persisténcia das células infundidas por meio da inducdo da expressdo dos CARs
em linfocitos anti-EBV. Grande parte da populacdo ja foi exposta a este virus e possui
linfocitos T de memoria que sdo constantemente reativados apds um reencontro com este
patdégeno. Sendo assim, o constante re-estimulo de linfocitos anti-EBV CAR+ poderia
aumentar a persisténcia destas células nos pacientes. Esta estratégia foi utilizada no
tratamento de pacientes com neuroblastoma usando um CAR anti-GD2, e foi o primeiro teste
clinico a reportar resultados positivos, com 6 de 11 pacientes apresentando regressao tumoral.
A persisténcia dos linfocitos anti-EBV foi aproximadamente 6 semanas, contra 1 semana dos
linfocitos ndo selecionados (PULE et al., 2008).

A utilizagdo dos CARs de segunda geragdo representou uma grande melhora nos
resultados clinicos. Grande parte dos ensaios clinicos reportados utilizam CARs direcionados
contra o antigeno CD19, uma proteina uniformemente expressa em tumores de células B. Esta
proteina configura um alvo ideal uma vez que sua expressdo em tecidos normais ¢é restrita a
células da linhagem B, eliminando as chances de uma resposta contra tecidos essenciais para a
vida dos pacientes (KOCHENDERFER; ROSENBERG, 2013). O primeiro teste clinico a
mostrar resultados benéficos foi reportado em 2010, onde um paciente com linfoma folicular
foi tratado com uma regime de condicionamento baseado em quimioterapia e infusdo e células
T expressando um CAR anti-CD19 (KOCHENDERFER et al., 2010b). O paciente apresentou
regressdo do linfoma em varios sitios (medula 6ssea, abdomen) juntamente com uma
eliminagdo das células B normais que permaneceu por 39 semanas. A eliminacdo destas
células ndo pode ser relacionada com o regime de condicionamento, uma vez que as outras
populagdes (células T, NK) apresentaram a recuperagdo no tempo esperado. Mais 7 pacientes
com linfoma folicular ou leucemia linfocitica cronica (LLC) foram adicionados ao estudo,
onde 6 apresentaram regressao das lesdes e 4 apresentaram eliminacgdo das células B normais
por até 36 semanas (KOCHENDERFER et al., 2012). Vale ressaltar que todos os pacientes
que apresentaram a eliminacdo das células B normais apresentaram também a regressao do
tumor.

Resultados semelhantes ou melhores foram obtidos por outros grupos em LLC
(KALOS et al., 2011; PORTER et al., 2011). Em leucemia linfoblastica aguda de precursores
B (LLA-B), resultados excepcionais foram obtidos tanto no contexto pediatrico (GRUPP et
al., 2013) quanto no contexto adulto, onde o prognostico historicamente ¢ pior (BRENTJENS
et al.,, 2013). Nestes estudos em LLA, longas remissdes moleculares foram alcangadas,

demonstrando a grande eficacia deste tipo de terapia. Apesar de todos estes estudos terem
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direcionado a resposta para o mesmo antigeno, os tipos de tumor podem ser diferencialmente
susceptiveis ao tratamento com CARs anti-CD19, uma vez que a taxa de resposta da LLA
(aproximadamente 80%) vem demonstrando ser superior ao da LLC, mesmo quando sdo
comparadas diferentes instituicdes (MAUS et al., 2014). Diversos parametros como
tratamentos prévios, composicdo do produto celular infundido nos pacientes, defeitos
intrinsecos dos linfocitos T devido ao tumor ¢ mecanismos de imunosupressdo do
microambiente tumoral podem contribuir para estas diferencas.

Estudos tendo como alvo outros antigenos, como CD20 para o tratamento de linfoma
(TILL et al., 2012) e mesotelina para o tratamento de tumores solidos (BEATTY et al., 2013)
apresentaram resultados limitados. Atualmente existem mais de 140 estudos clinicos em
andamento registrados no banco de dados ClinicalTrials.gov direcionados contra diversos
antigenos (consulta em setembro de 2016). A determinacdo de diversos parametros como
desenho do CAR, numero de células infundidas e regime de condicionamento provavelmente

sera definida caso a caso, sempre levando em conta o antigeno alvo e o tipo de tumor.

1.6) Leucemia de precursores de célula B — (BCP-ALL)

A hematopoiese ¢ um processo guiado por mudangas sequenciais na expressao génica de
progenitores multipotentes induzidas por microambientes como o figado fetal, medula d6ssea e
timo. A manuten¢do deste sistema requer células tronco hematopoiéticas (HSC), que
continuamente geram na medula 6ssea os CMP e os CLP, através de divisdo assimétrica. O
CLP da origem aos precursores de células NK, T, e B. O desenvolvimento dos linfocitos B
acontece na medula dssea e no bago, e cada estdgio pode ser identificado através de uma
combinagdo de marcadores de membrana e rearranjos dos segmentos gé€nicos que codificam a
parte variavel do receptor da célula B (BCR) (INABA; GREAVES; MULLIGHAN, 2013)
(figura 1.7).

Progenitor Células pre-B Células pre-B Células pre-B Células B naive
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Figura 1.7: Esquema da ontogenia da linhagem B, apresentando os principais marcadores expressos

nas diferentes etapas de diferenciagdo. Adaptado de PUI; EVANS, 2006.

24



Apesar de sujeito a inimeros mecanismos de controle, translocagdes e mutagdes
podem ocorrer nas diferentes etapas do desenvolvimento da linhagem B, resultando na
indugdo do fendtipo maligno caracteristico da BCP-ALL. Aproximadamente 70% das BCP-
ALL pediatricas e 50% das LLAs adultas envolvem o compartimento de precursores B
iniciais, que pode ser definido através da expressdo dos marcadores CD10, CD19, CD24,
CD34 e TdT. A proliferacdo e o acumulo de células leucémicas resultam na supressdo da
hematopoiese normal e envolve varios sitios extramedulares, como o figado, bago e
linfonodo. As mudancas na regulag@o génica, induzidas por translocagdes como TEL-AMLI,
alteram a capacidade de auto-renovacdo e diferenciagdo das HSC, levando ao
desenvolvimento do quadro leucémico.

Os tratamentos atuais baseados em quimioterapicos atingem uma taxa de cura de mais
de 80% em criangas (INABA; GREAVES; MULLIGHAN, 2013). Os pacientes de alto risco
(BCR-ABL+, por exemplo) sdo submetidos ao TPH. No entanto, muitos pacientes
desenvolvem sérias complicacdes devido aos efeitos adversos do tratamento, especialmente os
que sdo submetidos ao transplante. Além disso, as taxas de sobrevivéncia de adultos com
LLA-B s3o muito baixas (~40%) e os pacientes que sofrem recidivas ndo respondem bem aos
tratamentos disponiveis, como a DLI. Em um estudo retrospectivo multicéntrico, 75% (n=44)
dos pacientes tratados com DLI ndo alcangaram remissdo completa (COLLINS et al., 2000).
Acredita-se que caracteristicas associadas aos blastos leucémicos, como apresentagdo de
antigeno defeituosa e baixa expressdo de moléculas coestimulatorias e de adesdo, sejam
responsaveis por tal resultado (D’AMICO et al., 2004). Com isso, torna-se necessario o
desenvolvimento de novas terapias com o objetivo de aumentar as taxas de cura ¢ melhorar a
qualidade de vida dos pacientes.

Neste contexto, o uso de CARs direcionados contra antigenos expressos pelos blastos
leucémicos tem se mostrado uma alternativa promissora. A molécula CD19 representa um
bom alvo, visto que € expressa por todos os subtipos de LLA e apenas pela linhagem B,
poupando os outros tecidos em uma eventual ataque dos linfocitos CAR+. Além disso, a
subpopulacdo de LLA-B com potencial clonogénico, ou seja, que sustenta o crescimento do
tumor, expressa este antigeno. Testes clinicos utilizando anticorpos monoclonais contra CD19
nao revelaram uma alta incidéncia de variantes de escape negativas para este antigeno (MA et
al., 2002). Os estudos clinicos ja publicados demonstram o potencial curativo desta terapia,
especialmente no contexto pediatrico (MAUS et al., 2014). No entanto, um efeito adverso
desta terapia seria a eliminacdo de todos os progenitores e células B maduras, poupando

apenas os plasmocitos.
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1.7) Importincia da resposta condicional

1.7.1: Respostas contra o tecido normal

Com a escassez de TSAs caracterizados, os protocolos de imunoterapia t€m utilizado
como alvo TAAs. Apesar de serem expressos nos tumores, a expressao destes antigenos nos
tecidos normais pode induzir respostas autoimunes, diminuindo a eficacia da terapia e
podendo provocar sérios efeitos colaterais nos pacientes. De fato, em testes clinicos para
tratamento de pacientes com melanoma utilizando infusdo de TIL foi observada a destruicao
de melandcitos normais, com desenvolvimento de vitiligo e uveite (DUDLEY et al., 2002;
YEH et al., 2009). Embora estas respostas sejam prejudiciais para os pacientes, elas ndo sdo
uma ameaca a vida e sdo facilmente controladas no ambiente clinico.

O uso de CARs também esta associado com respostas autoimunes. Modelos pré-
clinicos demonstraram que o reconhecimento do antigeno alvo em células saudaveis pode
inibir o tratamento (KONG et al.,, 2012) ¢ induzir a eliminagdo de linfocitos B
(KOCHENDERFER et al., 2010a). Esses dados foram corroborados pelos resultados dos
ensaios clinicos utilizando CAR anti-CD19 ja descritos no topico 5.3. Resultados semelhantes
foram reportados em um teste clinico utilizando CARs anti-CAIX para o tratamento de
carcinoma renal (LAMERS et al., 2006). Neste estudo foi observada uma grave toxicidade
hepatica decorrente da expressdo inesperada do antigeno alvo nos ductos biliares. Estes
efeitos exigiram medidas como suspensdo da terapia, redugcdo da dose de células T ou
administracdo de corticosteroide, limitando o sucesso da terapia. Outra coorte deste mesmo
estudo que foi pré-tratada com o anticorpo anti-CAIX ndo apresentou toxicidade, mas os
efeitos terapéuticos também forma limitados (LAMERS et al., 2016).

No entanto, o direcionamento dos linfocitos usando CARs contra antigenos expressos
em Orgdos vitais ou que nao tenham o seu perfil de expressdo completamente caracterizado ¢é
uma pratica arriscada, e os resultados publicados na literatura demonstram que esta ¢ uma
importante limitagdo deste tipo de terapia. Um paciente com cancer de colon metastatico foi
tratado com um regime de condicionamento ndo mieloablativo € com infusdo de 10'°
linfocitos expressando um CAR anti-Erbb2 de terceira geracdo contendo os dominios de
sinalizacdo de CD28, 4-1BB e CD3. No entanto, apenas 15 minutos apds a infusdo a paciente
apresentou edema e infiltrado pulmonar, e cinco dias depois a paciente veio a obito. A analise

do soro da paciente demonstrou altos niveis de citocinas inflamatorias (IL-6, TNF-a, [FN-y) 4
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horas ap6s a infusdo, consistente com o processo de intensa liberagdo de citocinas. Os autores
postularam que a morte desta paciente foi devido ao reconhecimento do antigeno alvo
expresso em baixos niveis pelas células epiteliais do pulmao, e a migragao inicial das células
infundidas pelo pulmlo, levando a liberacdo de altas quantidades de citocinas e
conseqiientemente falha de multiplos 6rgdos (MORGAN et al., 2010). Este estudo deixa clara
a limitagdo dos protocolos atuais de transferéncia adotiva, sendo necessario o
desenvolvimento de mecanismos capazes de direcionar a resposta especificamente contra

células tumorais.

1.7.2: O uso de dominios inibitorios para a criacdo de um sistema condicional de ativacdo dos

linfocitos T

Fisiologicamente, a resposta imune mediada pelos linfocitos T é regulada por um
balango entre os receptores coestimulatorios e inibitorios. Os receptores inibitorios possuem
um importante papel na homeostasia do sistema imune, sendo que alteragdes nestas vias de
regulacdo podem estar relacionados a progressdo do cancer e a doengas autoimunes, além de
controlarem a resposta a infeccdo (MOCELLIN; BENNA; PILATI, 2013; ODORIZZI;
WHERRY, 2012). A utilizagao dos dominios de sinalizagao destas moléculas inibitorias nos
CARs poderia proporcionar um importante mecanismo de controle, direcionando a resposta
efetora apenas contra as células do tumor e poupando os tecidos normais. Uma maneira de
obter estes resultados seria a utilizagdo de um sistema com dois CARs, sendo um receptor de
ativacdo especifico contra um TAA compartilhado pelo tumor e pelo tecido alvo e o receptor
inibitorio especifico para um antigeno expresso somente pelo tecido normal. Este sistema
mimetiza o funcionamento de portas (ou circuitos) 16gicos, onde o output (neste caso, a
ativacdo da célula) é dependente dos inputs (sinais) recebidos pelos dois CARs.

Diversos receptores inibitorios ja foram descritos, sendo que varios apresentam uma
fun¢@o importante na regulacdo da resposta de linfécitos T, como desenvolvimento de células
de memoria (KRIEG et al., 2007) ¢ mecanismos de exaustdo funcional (WHERRY;
KURACHI, 2015). Dentre os receptores inibitorios descritos, os mais estudados sdo os da
familia CD28, como o CTLA-4, PD-1 e BTLA (figura 1.8). Além disso, receptores descritos
mais recentemente, como o Lag-3, possuem um importante papel na regulacdo de linfocitos T,

apesar do mecanismo de agdo ainda nao estar definido.
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Figura 1.8: Representagdo esquematica dos mecanismos de acdo dos receptores inibitorios da familia
CD28. Esses receptores sdo capazes de suprimir a proliferacdo e secre¢do de citocinas por meio do
recrutamento de fosfatases como SHP-1 e SHP-2, que inibem a ativagdo de proteinas-chave (por

exemplo, PI3K) da via de sinalizagio do TCR. Adaptado de (MURPHY; NELSON; SEDY, 2006).

A molécula CTLA-4 tem a sua expressdo induzida logo apds a ativagdo da célula T.
Este receptor interage com os mesmos ligantes da molécula CD28, porém apresenta uma
maior afinidade por eles. A funcdo inibitoria desta molécula € crucial para a manutencdo da
homeostase do sistema imune, como comprovado nos experimentos utilizando camundongos
CTLA4-knockout (TIVOL et al., 1995). Esses animais, apesar de nascerem sadios,
desenvolvem um fendtipo linfoproliferativo apds 5-6 dias, caracterizado pela ativacdo de um
grande percentual de células T e pela macica infiltracdo destas em 6rgdos ndo linfoides,
resultando em morte apds 3-4 semanas. Como esta proteina ndo apresenta atividade
enzimatica, sua funcdo é exercida através do recrutamento de moléculas de sinalizagdo pelos
dominios de tirosina fosforilados presentes no dominio citoplasmatico. Moléculas como SHP-
2, PP2A e PI3K ja foram descritas como sendo recrutadas por CTLA-4 e atuam modulando a
sinalizagdo do TCR, além de impedir a formacdo de microclusters de ZAP70 (MOCELLIN;
NITTI, 2013). Além disso, este receptor pode atuar de maneira independente de sinalizagao
através da competicdo com o CD28 pelos ligantes CD80 ¢ CD86, uma vez que o CTLA-4
possui uma maior afinidade por estas moléculas (QURESHI et al., 2011). Recentemente, um
novo modelo de acdo foi proposto, onde a ligagdo de CTLA-4 induziria um aumento na
mobilidade da célula T. Esse aumento de mobilidade impediria o estabelecimento de
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interagdes estaveis entre o linfocito e a APC, conseqiientemente inibindo a sua ativagdo
(RUDD, 2008).

A molécula PD-1, originalmente descrita como um transcrito preferencialmente
expresso em células apoptoticas, possui um importante papel na manutengdo da tolerancia
periférica. Todos os estudos realizados até o momento demonstraram que a ligacdo de PD-1
bloqueia a ativacdo da célula T. A expressdo deste receptor é induzida apds a ativagdo do
linfocito T, tendo o seu pico de expressdo entre 24h e 48h apés este evento. Camundongos
knockout para PD-1 desenvolvem glomerulonefrite e artrite (linhagem C57BL/6) e
cardiomiopatia autoimune (linhagem BALB/c), sustentando ainda mais o papel desta
molécula como um regulador negativo da ativagdo do linfocito T (OKAZAKI et al., 2013). A
cadeia citoplasmatica deste receptor possui duas tirosinas, que estdo localizadas em motivos
conservados chamados ITIM (motivos inibitorios baseados em tirosina dos imunoreceptores)
e ITSM (motivos de troca baseados em tirosina dos imunoreceptores). Esses motivos, quando
fosforilados, sdo capazes de recrutar proteinas fosfatases e assim inibir a ativagao do linfocito.
No entanto, um estudo utilizando linfocitos T CD4 humanos demonstrou que apenas o motivo
ITSM ¢ crucial para a fun¢do do receptor, mediando o recrutamento das fosfatases SHP-1 e
SHP-2 e inibindo a proliferacdo e producdo de citocinas induzidas pela coestimulacdo por
CD28 (CHEMNITZ; PARRY; NICHOLS, 2004).

O receptor BTLA ¢ o mais recente membro da familia CD28 descrito, sendo expresso
por células T ativadas, mas ndo por células naive (WATANABE et al., 2003). Experimentos
in vitro e in vivo confirmaram a sua funcdo inibitoria, sendo capaz de inibir a proliferacio e
secrecdo de IL-2 em células murinas e humanas. Além disso, camundongos deficientes em
BTLA apresentam uma maior suscetibilidade de desenvolver encefalomielite autoimune
experimental (EAE) (TAO et al., 2005). A regido citoplasmatica de BTLA apresenta
similaridade com PD-1, também possuindo os dois motivos baseados em tirosina ITIM e
ITSM. Além disso, possui dois sitios (YXN) de ligacdo de proteinas adaptadoras como
Grb2/Grap. Apesar disso, mutagdes direcionadas nestes motivos ndo tiveram efeito na
habilidade do BTLA de inibir a ativacdo de linfécitos. A molécula perdeu sua fungdo
inibitoria apenas quando as quatro tirosinas da porc¢do citoplasmatica foram mutadas. Apenas
a fosfatase SHP-1 foi recrutada apds ligacao deste receptor, ¢ mutagdes que impediram esta
interacdo ndo comprometeram a fungdo inibitéria (CHEMNITZ; LANFRANCO, 2006;
MOCELLIN; BENNA; PILATI, 2013).

O receptor LAG3 foi descrito em 1990 como uma molécula presente em linfocitos
CD4+ e CD8+ ativados ¢ em uma subpopulagdo de células NK (Triebel, 1990). Este receptor

possui uma alta homologia estrutural com a molécula CD4, apesar de compartilhar apenas
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20% dos aminoacidos. Como o CD4, a regido extracelular de LAG3 possui dominios Ig-like e
interage com o MHC de classe II, porém com uma afinidade muito mais alta (Huard, 1997).
Trabalhos recentes descreveram outros possiveis ligantes, como LSECtin (XU et al., 2014) e
Galectina-3 (Gal-3) (KOUO et al., 2015), aumentando a complexidade dos efeitos
regulatorios deste receptor. Apds a ativagdo do linfocito T, LAG-3 ¢ rapidamente translocado
para a superficie celular, e sua atividade ¢ regulada pela acdo de metaloproteases induzidas
pela via do TCR, como ADAMI10 ¢ ADAMI17. Estas metaloproteases clivam a regido
extracelular de LAG-3 e permitem a ativagdo da célula; linfocitos contendo uma versao
mutada de LAG-3 incapaz de ser clivada tem capacidade de proliferagdo e producido de
citocinas reduzida (LI et al., 2007). Diversos trabalhos ja demonstraram que LAG-3 possui
um papel inibitério sobre a fungdo do linfécito T, sendo capaz de se associar com o complexo
TCR/CD3 (HANNIER; TRIEBEL, 1999) e inibir atividades efetoras como proliferacdo e
produgdo de citocinas (MACON-LEMAITRE; TRIEBEL, 2005; WORKMAN; VIGNALI,
2005). Além disso, camundongos NOD nocaute para LAG-3 apresentaram desenvolvimento
acelerado de diabetes (BETTINI et al., 2011). Apesar deste importante papel na regulacdo dos
linfocitos T, as vias de sinalizacdo envolvidas com estes efeitos ainda ndo foram elucidadas.
A regido intracitoplasmatica de LAG-3 possui trés regides conservadas entre camundongos e
humanos: um potencial sitio de fosforilagdo em serina (aminacido 484 em humanos e 474 em
camundongo); um motivo KIEELE altamente conservado e ndo encontrado em nenhuma
outra proteina descrita; e uma repeticdo de aminodcidos acido glutamico/prolina (EP). Um
estudo demonstrou que a lisina presente no motivo KIEELE ¢ crucial para a funco inibitoria
deste receptor, mas proteinas que sejam recrutadas por este motivo ainda nao foram descritas
(WORKMAN; DUGGER; VIGNALI, 2002).

Os ligantes e seus receptores inibitdorios sdo expressos em diferentes células e tecidos,
além de alguns possuirem expressdo constitutiva e outros indutiveis. Além disso, os diferentes
modos de agdo descrito para estes receptores inibitorios implicam em papéis ndo redundantes
no controle da fun¢@o dos linfécitos T, abrindo a possibilidade de explorar potenciais
combinagdes para um melhor efeito inibitorio. Neste sentido, alguns estudos demonstraram
uma possivel sinergia entre os efeitos da sinalizagdo de PD-1 e LAG-3, tanto no contexto da
autoimunidade (OKAZAKI et al., 2011) quanto no contexto da imunidade antitumoral (WOO
etal., 2012).

No contexto da LLA de precursores B iniciais, os receptores quiméricos inibitorios
poderiam ser usados para direcionar a resposta especificamente contra os blastos leucémicos,
poupando as células B maduras. Para isso, um receptor de ativagdo seria direcionado contra o

antigeno CD19, expresso nos blastos leucémicos e nas B maduras, e o receptor inibitorio seria
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direcionado contra o antigeno CD20, expresso apenas nas B maduras (figura 1.9). Este tipo de
abordagem pode possibilitar uma diminui¢do dos efeitos colaterais de uma eventual terapia

com CARs anti-CD19, permitindo um controle maior da resposta induzida.
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Figura1.9:  Esquema  demonstrandoo  principio da  eventual terapia  utilizando o
sistema de CARs ativadores/inibitorios. As células T sdo modificadas ex vivo, expandidas e
infundidas. Estas células migram para o sitio da doenga, onde encontram células B normais e
malignas. As células T reconhecem as células B normais, mas ndo se tornam ativadas devido a
expressdo de CD20 pela célula alvo, que interage com o CAR inibitorio. Ja a célula B maligna nio
expressa CD20, tornando-se alvo da célula T infundida pois apenas o receptor de ativacao (anti-

CD19) ¢ ligado. Adaptado de (SADELAIN; RIVIERE; BRENTJENS, 2003).

Com isso, propomos neste trabalho a criacdo de um sistema condicional de ativagdo de
linfocitos T baseado na utilizagdo de dois CARs em conjunto, tendo como modelo a LLA-B.
Neste modelo, o CAR de ativagdo seria direciona contra a proteina CD19 (expresso por toda a
ontogenia B) ¢ o CAR inibitorio contra a proteina CD20 (expresso em células B maduras),
propiciando o reconhecimento e eliminacdo das células neoplasicas CD19+ CD20neg de

forma especifica e seletiva.
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2) Objetivos

- Geral:

Criagdo de um sistema condicional de ativagdo de linfécitos T baseado na
utilizacdo de receptores quiméricos de antigeno (CARs) ativadores e

inibitorios.

- Especificos:

Construcdo de CARs contendo diferentes dominios inibitdrios

Estabelecimento de um protocolo para a modificagdo genética de linfocitos T

humanos primarios
Avaliacdo da funcdo dos CARs inibitérios em células da linhagem Jurkat
através de parametros como atividade de luciferase, expressdo de CD69 e

produgdo de IL-2

Avaliar capacidade inibitoria dos diferentes CARs anti-CD20 em linfocitos T

primarios humanos no contexto da expansao celular e atividade citotoxica
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3) Materiais e métodos:

3.1 Plasmideos

As sequéncias dos CARs 19BBz, 19z, 20z, 20PD1, 20PD1mut (Y223F, Y248F), 20LAG3 ¢
20PD1LAGS3 tiveram seus codons otimizados e foram sintetizadas pela empresa Genscript
(Piscataway, Nova Jersey, EUA). Aos CARs 19BBz e 19z foi adicionado um fag derivado da
proteina Myc para permitir a deteccdo destes receptores por citometria de fluxo. O CAR
20trunc remete ao CAR anti-CD20 truncado no primeiro aminoacido apds a regido
transmembrana e foi desenvolvido tendo o 20PD1mut como base. Durante a sintese do CAR
20PD 1mut foi adicionado, apos o cédon de parada, um sitio de Xmal e um segundo codon de
parada. Devido a um sitio de Xmal na posi¢do 987 (segundo nucleotideo ap6s o fim da regido
transmembrana) ja existente, a digestdo com Xmal e posterior re-ligacdo deste plasmideo
gerou o0 CAR 20PD1x. Todas as sequéncias sintetizadas foram flanqueadas a 5 pelo sitio
Agel e a 3" pelo sitio Notl, e posteriormente estes CARs foram clonados no plasmideo
transposon pT3-GFP (doado pelo pesquisador Dr. Richard Morgan, NIH-EUA) utilizando-se
estes sitios, no lugar do GFP. O plasmideo pT3 contém repeticdes chamadas IR/DRs que
flanqueiam o cassete de expressdo formado pelas sequencias do promotor U3 e do transgene.
As IR/DRs sdo reconhecidas pela transposase Sleeping Beauty (SB) codificada no plasmideo

SB100x, que corta q insere o cassete de expressao no genoma da célula alvo.

3.2 Linhagens celulares

A linhagem Jurkat foi mantida em meio RPMI (Sigma) completo (10% soro fetal bovino, 1%
L-glutamina, 1% penicilina/estreptomicina) e foi modificada para expressar o plasmideo
pGL4.30 (Promega), que expressa a enzima luciferase sobre o controle de um promotor
responsivo a NFAT, gerando a linhagem Jurkat 4.30. A linhagem L388 ¢ um linfocito B
humano transformado com o virus Epstein-Barr (EBV) e foi mantida em RPMI completo. As
linhagens K562, K519 (subclone expressnado CD19+), K520 (subclone expressando CD20),
K5D (subclone expressando CD19 e CD20), Nalm-6GFP e Nalm-6GFP CD20+ foram
mantidas em meio RPMI completo. K562 ¢ uma linhagem de origem mieldides que nao
expressa CD19 ou CD20 (K5WT). Nalm-6 é uma linhagem de LLA de precursores B e por
definicdo expressa a proteina CD19. A Nalm-6GFP expressa a proteina verde fluorescente

(GFP), o que permite a identificagdo destas células em culturas mistas através da citometria de
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fluxo. A Nalm-6GFP CD20+ ¢ uma linhagem derivada da Nalm-6GFP que foi modificada

para a expressdo da proteina CD20 por meio da utilizacao de vetores lentivirais.

3.3 Deteccao dos CARs

Os CARs foram detectados por citometria de fluxo utilizando-se um anticorpo anti-Myc
conjugado a Alexa488 (CST; cat: 2276; dilui¢do 1:50) para o 19BBz e 19z ou anti-Fab
conjugado a biotina (Jackson Immunoresearch; cat: 82161; diluigdo 1:200) para os CARs

anti-CD20 (tabela 3.1).

3.4 Geracdo de linhagens de Jurkat 4.30 expressando diferentes combinacdes de CARs:

A linhagem Jurkat 4.30 foi eletroporada conforme descrito em CHICAYBAM et al., 2013
com os plasmideos pT3 (10ug) e SB100x (0,5ug) para indugdo da expressdo dos diferentes
CARs. Em resumo, 1x10° célula Jurkat 4.30 foram eletroporadas usando o eletroporador
Nucleofector IIb (Lonza), programa X-001 e tampao 3P com as quantidades indicadas de cada
plasmideo. Logo apoés as eletroporag@o foi adicionado ImL de meio RPMI com 20% SFB,
2mM L-Glutamina e sem antibiotico e as cé¢lulas foram plaqueadas em placas de 12 pogos.
Apods 1 semana em cultura para estabilizacdo da expressdo, a expressdo foi avaliada por
citometria de fluxo e as células positivas foram isoladas por sorting usando o aparelho

MoFLo Astrios da plataforma de citometria do Instituto Oswaldo Cruz (IOC), Fiocruz.

3.5 Ensaio de transativacdo do NFAT baseado em luciferase:

As células Jurkat 4.30 19BBz e suas derivadas expressando um dos CARs inibitdrios (1x10)
foram ativadas com PMA 5uM + Ionomicina 1uM (controle positivo) ou co-incubadas na
proporcao de 1:1 com as linhagens K562, K519, K520 ou K5D em placa de 96 pocos. Apos 8
horas de incubacdo, as células foram lavadas com PBS e o pellet foi ressuspendido em tampao
PBL (tampao de lise). Ao lisado de cada condi¢do experimental foi adicionado o substrato
luciferina ¢ os resultados foram obtidos utilizando-se um lumindmetro Veritas® (Turner

Biosystems).

3.6 Avaliacio do marcador de ativacao CD69:

As células Jurkat 4.30 19BBz ¢ suas derivadas expressando um dos CARs inibitorios (1x10°)
foram ativadas com PMA 20uM + Ionomicina 1uM (controle positivo) ou co-incubadas na
proporcdo de 1:1 com as linhagens K562, K519, K520 ou K5D em placa de 96 pogos. Apods

24 horas de incubagdo as células foram marcadas com o anticorpo aCD69-PE (clone FN50;
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eBioscience) e analisadas por citometria de fluxo no aparelho BD Accuri (BD Biosciences).

Os dados foram analisados no software FlowJo (Tree Star software).

3.7 Avaliacio da producio de IL-2:

Do mesmo experimento para avaliagdo do marcador CD69 foi isolado o sobrenadante das
diferentes condi¢oes. Todos os sobrenadantes foram armazenados no -80°C até o momento da
analise. Para a quantificacdo da IL-2 foi utilizado o kit “IL-2 Ready-SET-Go! ELISA” - 2
geragdo (eBioscience) seguindo as instru¢des do fabricante. A placa foi lida no leitor de

ELISA Spectra Max 190 (Molecular Devices).

3.8 Origem das células primarias de doadores :

Todos os procedimentos envolvendo células primarias foram realizados apenas apos a
liberagdo do material pelo servigo de sorologia do INCA. Células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs) foram obtidas a partir de filtros de leucdcitos obtidos de doadores
saudaveis apods centrifugacdo em gradiente de Ficoll (890g, 25min). A execugdo deste projeto
foi aprovada pelo Comite de Etica em Pesquisa do INCA (registro n°153/10; Anexo I) e os

doadores assinaram termos de consentimento livre e esclarecido no ato de suas doagdes.

3.9 Geracdo de células T primarias CAR+:

PBMCs (10x10%) foram eletroporadas usando o tampao 1SM (CHICAYBAM et al., 2013) € o
programa U-014 no aparelho Nucleofector II (Lonza) com os plasmideos codificando os
CARs (pT3) e a transposase SB100x (SB), que catalisa a reagdo de integracao do transgene no
genoma da célula. Apos a eletroporagdo, ImL de meio RPMI com 20% de SFB, 2mM L-
Glutamina e sem antibiotico foi adicionado. No dia 1 apds a eletroporag@o as células foram
contadas e estimuladas com a linhagem L388 irradiada (100Gy) na propor¢ao 3 linfocitos :1
L388. O primeiro ciclo de estimulo dura aproximadamente 15-20 dias, sendo repetido a cada
7-10 dias. Os linfocitos viaveis foram contados a cada 5 dias utilizando-se o corante Trypan
Blue. A cada 10 dias ou ao final de cada ciclo as células foram fenotipadas por citometria de
fluxo (expressdao dos CARs, fenotipo de memoria, expressdao de CD56) e utilizadas nos

experimentos de lise e producdo de citocinas (figura 3.1).
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Di1: D30:
Estimular linfocitos com -Ensaios funcionais
linhagem L1388 irradiada -Reestimulo com L.388
(100Gy) (a cada 7-10 dias)
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>
DO: D15/20:
-Isolar PBMC (Ficoll) -Ensaios funcionais
-Eletroporar com -Reestimulo com L388
plasmideos codificando
CAR e SB transposase

Figura 3.1: Esquema experimental utilizado para a modifica¢@o genética e expansdo de linfocitos

primarios humanos.

3.10 Fenotipagem dos linfocitos T e linhagem L388:

Os linfocitos expandidos foram avaliados para a determinacdo dos fenotipos de memoria
(anticorpos utilizados: CD62LFITC, CD8PE, CCR7PerCP, CD4APC) onde avaliamos a
subpopulacdo de memoria central (MC; CCR7+ CD62L+) e memoria efetora (ME; CCR7neg
CD62L+) dentro das populagdes CD4+ e CD8+. Através da utilizagdo dos anticorpos
CDS6FITC e CD3PECyS5 também foi avaliado a frequéncia de células NK (CD56+), NKT
(CD56+ CD3+) e T (CD3+). As células L388 foram avaliadas utilizando-se os anticorpos
anti-CD8OFITC, anti-CD19FITC, anti-MHCclasselPE, anti-CD86APC, anti-CD20APC e
anti-PDL1APC. Todos os anticorpos foram provenientes da empresa eBioscience e os clones
¢ diluigdes utilizados podem ser encontrados na tabela 1. As células foram analisadas no
aparelho BD Accuri (BD Biosciences). Os dados foram analisados no software FlowJo (Tree

Star software).
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Tabela 3.1: Lista de anticorpos utilizados para fenotipagem dos linfocitos T e linhagens.

Anticorpo Fluorocromo | Clone Diluicao
CD62L FITC DREGS56 | 1:10
CD56 FITC TULYS6 | 1:10
MYC Alexa 488 9B11 1:50
CDI19 FITC HIB19 1:10
CD4 PE, APC OKT4 1:10
IFNg PE 4S.B3 1:10
MHC classe I PE BB7.2 1:10
CD3 PECy5 SK7 1:10
CCR7 PerCP 3DI12 1:10
CD20 APC 2H7 1:10
CD86 APC OKTS 1:10
CD86 APC GL1 1:10
PDL1 APC MIH1 1:10
Fab Biotina Policlonal | 1:200

3.11 Avaliacio de linfocitos T produtores de IFNy:

Os linfocitos T primarios expressando os CARs foram co-cultivados com as células alvo
Nalm-6 GFP+ CD20+ ou L388 na propor¢do de 1:1 em pogos de placas de 96 pogos (10° de
cada célula). Apds 2h do inicio da cultura, a droga monensina (Sug/mL) foi adicionada para
inibir a secre¢do de proteinas. Apos 6h de incubagdo total, as células foram permeabilizadas
utilizando-se saponina e marcadas com um anticorpo anti-IFNy PE (BD Biosciences). As
células alvo foram marcadas com um anticorpo anti-CD19 FITC e excluidas da analise. O
experimento foi analisado por citometria de fluxo no aparelho BD Accuri (BD Biosciences).

Os dados foram analisados no software FlowJo (Tree Star software).
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3.12 Avaliacdo da exposicdo de fosfatidilserina (PS) em linfocitos T:

Os linfocitos T primarios expressando os CARs foram co-cultivados com as células alvo
Nalm-6 GFP+ CD20+ ou L388 na propor¢do de 1:1 em pogos de placas de 96 pogos (10°
células de cada populagdo). Apos 6h de incubagdo o lipideo PS foi detectado na superficie dos
linfocitos através do uso de anexinaV conjugada ao fluorocromo APC (eBioscience)
utilizando-se o tampao de marcacdo apropriado. As células alvo foram marcadas com um
anticorpo anti-CD19 FITC e excluidas da analise. O experimento foi analisado por citometria
de fluxo. no aparelho BD Accuri (BD Biosciences). Os dados foram analisados no software

FlowJo (Tree Star software).

3.13 Ensaio de lise:

Como células alvo foi utilizada uma mistura de células Nalm-6GFP / Nalm-6GFP CD20 onde
aproximadamente 80% das células eram CD20+, tornando possivel avaliar a presenga desta
populacdo apds interacdo com linfocitos expressando 19BBz ou 19BBz + CAR inibitério. Os
linfécitos foram incubados com as células alvo por 4 horas em placas de 96 pogos (fundo V)
em duplicata. Diferentes razdes efetora/alvo (E/A) foram utilizadas, de 12:1 até 0,18:1. Apos
este periodo os pogos foram marcados utilizando-se um anticorpo anti-CD20APC
(eBoscience) e a presenga das células alvo foi determinada por citometria de fluxo, avaliando-
se a lise total através da formula [100-(percentual de células GFP obtido/percentual de células
GFP esperado)x100]. A razdo de células CD20+ na cultura foi determinada através da
formula [percentual de células GFP+CD20+ na condicdo com linfécitos/percentual de células
GFP+CD20+ no pogo contendo apenas células alvo]. Para o ensaio de lise usando o corante
eFluor 670 (eBioscience), as células Nalm-6 GFP+ CD20+ foram carregadas com o corante
seguindo as instru¢des do fabricante. Apos o carregamento, as células foram misturadas na
propor¢ao de 1:1 com células Nalm-6 GFP+ e usadas como alvo no experimento de lise.
Todas estas andlises foram feitas levando-se em consideragdo as células com morfologia de
viaveis, determinadas pelo perfil de forward scatter ¢ side scatter. A estratégia de gating esta

detalhada abaixo (figura 3.2).
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Figura 3.2: Estratégia de gating seguida no experimento de lise. Os gates seguem a hierarquia

{Viaveis [GFP (CD20)]!.

4) Resultados

4.1: Estabelecimento de um protocolo para a modificacdo genética de células Jurkat e

linfocitos T primarios

Historicamente, a ferramenta mais eficiente para a modificagdo genética de linfocitos
T sdo os vetores virais, principalmente os derivados do retrovirus (MLV) e lentivirus (HIV),
que permitem a expressdo estavel do transgene através da integracdo no genoma da célula
alvo. No entanto, a produgdo deste vetores é um procedimento demorado e trabalhoso, sendo
necessario pelo menos 1 semana para que o processo seja completado. Ao final do protocolo a
titulacdo dos vetores torna-se necessaria uma vez que € preciso determinar a quantidade de
particulas a ser adicionada nas células para evitar toxicidade. Além disso, como estes vetores
derivam de virus patogénicos, devem ser manipulados e descartados seguindo rigidas normas
de biosseguranga.

A criacdo de vetores ndo virais que permitem a integracdo do transgene representou
um grande avanco na modificagdo genética de linfocitos T, facilitando a sua aplicagdo no
contexto experimental. Dentre os mais utilizados estdo os vetores baseados em transposons,
como o Sleeping Beauty (SB). Neste sistema o cassete de expressdo (promotor + transgene) ¢
flanqueado por sequencias repetitivas IR/DRs reconhecidas pela transposase, enzima que ¢
suplementada em trans por outro plasmideo. Apds o reconhecimento a transposase cliva e

insere o cassete no genoma da célula com alta eficiéncia (IVICS et al., 2009). Geralmente os

plasmideos codificando a transposase SB e o transgene sdo entregues por meio de
eletroporacdo, sendo os métodos baseados em pulsos de ondas quadradas, como o adotado
pelo eletroporador Nucleofector (Lonza), os mais eficientes para células T. No entanto, o uso

repetido deste aparelho estaria associado a utilizacdo em larga escala dos kits de eletroporacao
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especificos para linfocitos T, que apesar de serem altamente eficientes iriam inviabilizar
financeiramente os experimentos.

Na tentativa de criar um protocolo que ndo dependesse destes kits, desenvolvemos 7
solugdes com diferentes composi¢cdes destinadas a eletroporagdo (1M, 1SM, 2M, 3P, 2S5, 1S e
3H) para serem testadas juntamente com o programa de eletroporacdo recomendado para
linfocitos T pela Lonza, U-014. Apos diversos experimentos, demonstramos que a solugdo
ISM ¢ tdo eficiente quanto o kit da Lonza na eletroporacdo de linfocitos T humanos nao
ativados (figura 4.1 e figura 4.2). O tampdo 3P também se mostrou eficiente para a

eletroporacdo de células Jurkat utilizando-se o programa X-001 (figura 4.3).
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Figura 4.1: Otimizagdo da eletroporagdo em PBMCs humanos. (A) PBMC de dois doadores saudaveis
foram eletroporados usando 7 diferentes tampdes e 4ug de plasmideo pT2-GFP. A viabilidade celular
e a expressdo da GFP foram analisadas apds 24 horas por citometria de fluxo. A viabilidade foi
avaliada por citometria de fluxo através do perfil de FSC/SSC e foi normalizada em relagdo as células
eletroporadas sem plasmideo (mock; considerado 100%). Os valores mostrados sdo a média de dois
doadores em triplicata e estdo mostrados como média + desvio padrdo. A analise estatistica foi
realizada utilizando ANOVA One Way e Tukey pos-teste (* = P, 0,05). (B) Graficos representativos
da expressdo de GFP (pT2-GFP; 4ug) 24 horas ap6s a eletroporagdo com tampao 1SM. Os numeros
representam a percentagem de células no gate. Linha cinza = controle negativo; linha preta = células
eletroporadas com pT2-GFP. (C) Linfocitos eletroporados foram corados para CD4 ¢ CD8 24h apos a
eletroporacdo com tampdo 1SM e 4ug plasmideo pT2-GFP. Os dados sdo representativos de dois

doadores. Os nimeros representam a percentagem de células no gate.

-®- Doador 1
50- -~ Doador 2

204

Expressao de GFP
8
1

10+

d+1 d+3 d+5 d+7
Figura 4.2: Expressao de longo prazo de GFP apds eletroporacdo com o tampao 1SM. PBMCs
de dois doadores foram eletroporados com 4ug de pT2-GFP utilizando-se o tampao 1SM.

Ap0s 24h as células foram ativadas com anti-CD3/anti-CD28 e a expressao foi avaliada por

citometria de fluxo.
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Figura 4.3: Eletroporacdo da linhagem Jurkat. (A) Células Jurkat foram eletroporadas com 4ug do
plasmideo pT2-GFP utilizando-se um dos 7 tampdes. Viabilidade e expressdo de GFP foram avaliadas
por citometria de fluxo apds 24h. A viabilidade foi avaliada por citometria de fluxo através do perfil
de FSC/SSC e ¢ expressa como % do controle eletroporados sem plasmideo (mock; considerado
100%). A analise estatistica foi realizada através de ANOVA e teste de Tukey (*: P=0,05). (B) Células
Jurkat foram eletroporadas com tampdo 3P. A viabilidade celular e expressdo GFP foram observados
até d+20. Os valores nesta figura sdo a média de dois experimentos independentes realizados em
triplicata e sdo mostrados como média + desvio padrdo. Os dados foram analisados pelo teste t de

Student ndo parado; P = 0,05 (*); P=0,01 (**).

O conjunto dos resultados de otimizagao das eletroporacdes e também a caracterizagdo
da utilizacdo deste protocolo para a eletroporacdo de linfocitos T murinos estdo descritos no
artigo contido no anexo II deste documento (CHICAYBAM et al., 2013).

Com o objetivo de caracterizar se esta ferramenta de eletroporagcdo também pode ser
utilizada em outros contextos biologicos, realizamos no nosso laboratério um esforco de
descrigdo da viabilidade da utilizacdo destas ferramentas de eletroporacdo em diferentes
contextos celulares, que incluiram células tronco hematopoiéticas e células mesenquimais
derivadas de gordura de pacientes, além de linfocitos T humanos editados geneticamente com
CRISPR ¢ diversas linhagens celulares humanas ¢ murinas que representam modelos
biologicos relevantes. Os tampdes se mostraram eficientes em todos os contextos testados. Os

resultados desta caracterizagdo estdo submetidos para publicagdo e se encontram depositados
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no servidor de preprint bioRxiv (os dados podem ser consultados em

http://biorxiv.org/content/early/2016/09/07/073387) e ja estdo submetidos para publicagdo.

4.2: Avaliacdo dos CARs inibitérios anti-CD20 na linhagem Jurkat

Todos os CARs inibitorios foram desenhados tendo como base a sequéncia do CAR de
ativacdo anti-CD20 20z, sendo a tnica diferencga a regido intracelular. Antes da construgdo
destes novos CARs, realizamos alguns experimentos para avaliar a funcionalidade do CAR
20z com o objetivo de caracteriza o funcionamento do scFV anti CD20. C¢lulas Jurkat 4.30
expressando este CAR apresentaram atividade de luciferase quando incubadas por 8h com as
células alvo K520 (K562 CD20+) (figura 4.4). Utilizando o protocolo descrito acima,
eletroporamos PBMCs com o plasmideo codificando 20z ¢ um dia depois estimulamos as
células com a linhagem linfoblastoide L388 (NOWILL et al., 1986). Como podemos ver nas
figuras 4.5A e 4.5B, as células possuem expressdo do CAR e esta vai aumentando com o
passar do tempo, possivelmente um reflexo da sinalizagdo de ativagdo do 20z. Além disso, o
CAR 20z induz uma grande proliferagdo dos linfocitos (figura 4.5C) e estas células possuem
alta atividade citotoxica contra a linhagem leucémica Nalm-6 (figura 4.5D).

J 4.30 J 4.30 20BBz
15000+

10000 -

5000+ 'I'
; "

@é‘ & 4399 433‘&‘ e {519

Figura 4.4: Analise da atividade de luciferase em células Jurkat apds 8h de incubag@o com as células
alvo na propor¢do 1:1 ou PMA-+lonomicina (P+I). O grafico mostra a média média + desvio padrdo e

¢ representativo de dois experimentos realizados em triplicata.
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Figura 4.5: PBMCs de um doador foram eletroporadas com 20ug de pT3-20z e 0,5ug de SB100x
usando o tampdo 1SM e no dia seguinte as células foram estimuladas com L388 irradiadas. (A) A
expressdo do CAR foi avaliada até o d+30 por citometria de fluxo utilizando-se um anticorpo anti-Fab
(linha vermelha = células eletroporadas sem plasmideo — mock — marcadas com anti-Fab; linha preta =
linfocitos eletroporados com 20z). (B) Dados da expressdo do 20z até o d+30, resumindo os dados do
painel A. (C) Cinética de expansdo das células mock (Neg) ou 20z+ apds estimulo com L388. (D) Os
linfocitos expandidos foram utilizados em diferentes razdes efetora/alvo (E/A) em ensaio de lise

contra as células da linhagem Nalm-6 GFP+ CD20+.

Como uma primeira forma de avaliar o potencial inibitério de cada um dos CARs
construidos, expressamos diferentes receptores em conjunto com o CAR de ativagdo 19BBz.

As células foram eletroporadas e a populacdo duplo-positiva foi purificada por sorting. Como
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podemos ver na figura 4.6, grande parte das células apresentavam marcagdo para os dois

CARs ap0s a purificagao.

Neg 19BBz 19BBz 20PD1

H 95,8

19BBz 20Lag3 19BBz 20PD1Lag3 19BBz 20trunc

82,3 10" Jo0u o' Joas 54 89,6

anti-Fab PECY5

anti-myc A488

Figura 4.6: Expressdo dos diferentes CARs na linhagem Jurkat 4.30 apds purificagdo por sorting. As
células foram eletroporadas utilizando-se o tampdo 3P e os plasmideos codificando os CARs
indicados. Os CARs foram detectados por citometria de fluxo utilizando os anticorpos anti-myc
conjugado a Alexa488 (A488) (para detecgdo do 19BBz) e anti-Fab conjugado a biotina revelado com
uma estreptavidina-PECy5 (para detec¢do dos CARs anto-CD20).

Os CARs construidos devem ser capazes de inibir a funcdo efetora dos linfocitos T
induzida pelo 19BBz, uma ativacdo composta pelo sinal 1 vindo da cadeia zeta e o sinal
coestimulatorio do dominio 4-1BB. Para uma analise mais completa, 3 pardmetros foram
escolhidos para avaliagdo: translocacdo do fator de transcricio NFAT para o nucleo (avaliado
pela expressdo de luciferase sob o controle de um promotor minimo responsivo ao NFAT),
expressdo do marcador de ativagdo recente CD69 e producdo da citocina IL-2. Para avaliar
estes parametros, utilizamos um sistema de co-cultura entre as células Jurkat e células alvo
K562 parental (WT, do inglés wild type) ou modificadas para expressar os antigenos alvo
CDI19 (K519), CD20 (K520) ou ambos (K5D). Apés 8h de incubagdo, a atividade de
luciferase foi avaliada. Os dados estdo demonstrados na figura 4.7. Como podemos ver, 0s
dominios derivados de PD-1 e BTLA apresentaram uma tendéncia de inibir a atividade de

luciferase, enquanto que o dominio LAG-3 ndo apresentou este efeito. Utilizamos também um
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dominio PD-1 com os motivos de sinalizagdo ITIM e ITSM mutados (PDI1mut), onde as
tirosinas necessarias para a sinalizagdo via estes motivos foram alteradas para fenilalanina.
Nesta condi¢ao, as células Jurkat incubadas com a K5D apresentaram atividade de luciferase
semelhante a condicdo K519, indicando que a mutacdo possivelmente afetou a capacidade
inibitéria deste dominio. A combinacdo dos dominios PD-1 e LAG-3 no mesmo CAR nio
apresentou atividade inibitoria, mostrando um perfil semelhante ao CAR contendo apenas
LAG-3. E importante ressaltar que em todas as condi¢des a incubagio das células Jurkat
parental com a K520 ndo alterou a atividade de luciferase, permanecendo similar ao sinal

obtido com a co-incuba¢do com a KSWT.

19BBz 19BBz+20PD1 19BBz+20PD1mut

100
0 i i i
R S 08 O
& q +‘;I§ & +o;" &

(]
@
-]

n
=
=1

80

-
=
=

-
=
=

w
£=]

10

aumento em relagao ao basal

aumento em relagdo ao basal
£ g S g
L4 J
»
aumento em felagdo ao basal
»N w -
2 o 2 =

>

o

19BBz+20LAG3 19BBz+20PD1LAG3 19BBz+20BTLA
30

2

aumento em relagao ao basal
- N oW s
2 o e =
=} =1 = =
aumento em relagdo ao basal
B 8

aumento em relagao ao basal
o

o ] o > » o
? +°;t6 & & +"§> q;"? ] {ﬁté *g"

P
%W

o
& & & TS

Figura 4.7: Ensaio de luciferase utilizando células Jurkat expressando diferentes combinagoes de
CARs. Células Jurkat (10°) foram incubadas na propor¢io de 1:1 com as células alvo por 8h. Apos
este periodo as células foram lisadas e a atividade de luciferase foi avaliada utilizando-se um
luminémetro. O grafico representa a média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes
realizados em duplicata. As condigdes K519 e K5D ndo apresentaram diferenca significativa em
nenhuma das condi¢des apds analise dos dados utilizando-se ANOVA (um fator) e teste de multiplas

comparagdes de Tukey.

A proteina CD69 ¢ uma glicoproteina de membrana que tem a expressdo aumentada
apos a ativagdo dos linfocitos T, sendo utilizada como marcador recente deste fendmeno
(Cambiaggi, 1992), também em células da linhagem Jurkat (Aussel, 1996; Fernandez-Riejos,
2008). Sendo assim, avaliamos o percentual desta molécula por citometria de fluxo apos 24h

de co-cultura entre as células Jurkat e as células alvo. Neste experimento adicionamos um
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CAR anti-CD20 chamado 20trunc que ¢ truncado na regido transmembrana e ndo apresenta
dominio de sinalizacdo citoplasmatica, atuando como um controle do experimento. Como
podemos observar na figura 4.8, a maioria das linhagens de Jurkat modificadas apresentaram
aumento do marcador CD69 ap6s co-cultura com K519 e particularmente com K5D. No
entanto, este aumento se mostrou muito menor na Jurkat expressando o CAR 20PD1 e os
niveis de CD69 apos estimulo com K519 ou K5D se mantiveram em patamares semelhantes,
apontando um efeito inibitério deste CAR quando este parimetro ¢ analisado. Quando
comparada as outras linhagens, a menor indu¢do de CD69 na condigdo K519, onde o ligante
do CAR inibitdrio ndo esta presente, pode ser condizente com uma sinalizagdo independente
de ligante. Este fato ¢ refor¢ado pelo resultado da Jurkat expressando 19BBz + 20trunc, onde
a célula K519 foi capaz de induzir altos niveis de CD69. A célula Jurkat expressando 19BBz

+ 20BTLA nao foi avaliada nesta série de experimentos.

19BBz 19BBz+20PD1 19BBz+20PD1mut

80 100+ 804
60 #03 604

604

40
404

% células
% células
% células
-
=1

20 204 204

0 04 0
Y N8 2 SR Y > ™ & S ) > > 2 H 9
K N v ) 2 N & o) N )
& T & e ¢ F & ¢ g?‘ﬂ NI & & ¢ *gs‘é FOIFUAR
19BBz+20LAG3 19BBz+20PD1LAG3 19BBz+20trunc
80+ 100+ 80
60 o0 60
Edﬂ .E .Efﬂ)
= =4 =
20- 55 204
0 04 0
S S T T S > R L S
& T EE ¢ FTEEE & & e e e

Figura 4.8: Analise por citometria de fluxo do marcador de ativagdo CD69 24h ap6s a co-incubagdo
das células Jurkat expressando diferentes combinagdes de CARs com as células alvo. A proporcdo de
Jurkat:alvo foi de 1:1. O grafico representa a média + desvio padrdo de 3 experimentos realizados em
duplicata. As condi¢cdes K519 e K5D ndo apresentaram diferenca significativa em nenhuma das
condig¢des apds andlise dos dados utilizando-se ANOVA (um fator) e teste de multiplas comparagdes

de Tukey.

A citocina IL-2 ¢ produzida apo6s a ativagdo dos linfocitos T e o coestimulo através do
4-1BB aumenta a producdo desta molécula, atuando como um fator de crescimento para estas

células (SAOULLI et al., 1998). A avaliacao da producdo desta molécula foi realizada através
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de ELISA apos 24h de incubacdo com as células alvo. A Jurkat 19BBz+20LAG3 apresentou
um perfil de producdo de IL-2 semelhante a Jurkat 19BBz, corroborando os resultados dos
outros parametros e indicando que este dominio ndo apresenta atividade inibitoria neste
sistema para os pardmetros avaliados neste trabalho. Ja as condigdes que possuem o dominio
PD1, PDImut ou PD1LAG3 apresentaram uma diminuicdo da produgdo quando incubadas
com K5D e também com K519, indicando uma possivel funcdo independente de ligante,
como visto também nos outros pardmetros avaliados (expressdo de luciferase e de CD69). No
entanto, a baixa producdo de IL-2 vista na células 19BBz+20trunc apods incubagdo com os
mesmos alvos, onde se esperava um perfil semelhante a Jurkat 19BBz, impossibilita a
defini¢do deste fenomeno (figura 4.9) e sugere que eventualmente os dominios de
scFv+transmembrana sejam ja suficientes para interferir em qualquer ativagdo promovida
pelo CAR 19BBz através de mecanismos que ndo estdo claros neste momento, mas que
poderiam envolver, por exemplo, a heterodimerizacdo dos receptor 19NNz com o 20
transmembrana, uma vez que os dominios transmembrana de ambos sdo baseados no CD8

alfa.
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Figura 4.9: A producdo da citocina IL-2 foi avaliada por ELISA apds 24h de co-cultura entre as
células Jurkat e as células alvo na proporg¢do de 1:1. O grafico representa a média + desvio padrio de 3
experimentos realizados em duplicata. As condigdes K519 e K5D ndo apresentaram diferenca
significativa em nenhuma das condi¢des apos analise dos dados utilizando-se ANOVA (um fator) e

teste de multiplas comparagdes de Tukey.
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4.3: Avaliacdo da funcdo inibitoria do CAR 20PD1 sobre a expansdo de linfocitos primarios

humanos

Baseado nos resultados obtidos na linhagem Jurkat, o receptor 20PD1 foi escolhido
para a avaliacdo em células T primarias humanas. Para a expansdo das células CAR+
utilizamos como estimulo a linhagem linfoblastoide L388, um linfocito B alogénico
imortalizado por virus EBV que expressa diversos ligantes coestimulatérios (CD80, CD86) e
MHC de classe I, apresentando constitutivamente peptideos virais e atuando como uma
eficiente APC (figura 20). Além disso, por ser um linfocito B maduro, a L388 expressa altos
niveis de CD19 e CD20, os ligantes dos CARs ativadores e inibitérios, respectivamente,
permitindo a avaliagdo da func¢do destes CARs em culturas de longo prazo. Parte das células

(~33%) também expressa PDL1, um ligante do receptor PD-1 (figura 4.10).
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Figura 4.10: Fenotipagem da linhagem L388. Células da linhagem L388 foram marcadas com
anticorpos para deteccdo das proteinas de membrana CD80, CD86 (moléculas coestimulatérias), MHC
classe I, PDL1 (ligante do receptor PD-1), CD19 e CD20 (marcadores de células B) e analisadas por

citometria de fluxo. Os niimeros em negrito representam os percentuais de células dentro dos gates.

Ap0s este estimulo os linfocitos T s@o ativados e comecam a proliferar, apresentando
em geral mais células CD4 do que CDS8 e poucas células NK / NKT ao final do ciclo de
expansdo. Além disso, estas populagdes de linfocitos sdo compostas por células T de memoria
central (MC; CCR7+ CD62L+) e efetora (ME; CCR7+ CD62Lneg), e também por linfocitos
efetores (CCR7neg CD62Lneg) (Figura 4.11).
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Figura 4.11: Graficos mostrando o fendtipo dos linfocitos T obtidos apds 13 dias de expansdo com
L388 para o doador 3. Em (A) foi determinada a composi¢do de T (CD3+), NK (CD3-CD56+) e NKT
(CD3+CD56+) nas células expandidas. O valor obtido para CD4+ e CD8+ esta contido dentro da
populagdo de linfécitos T CD3+. Em (B) e (C) estdo mostradas as subpopulacoes de linfocito T de
memoria para CD4+ e CD8+, respectivamente. MC = memoria central (CCR7+ CD62L+); ME =
memoria efetora (CCR7+ CD62Lneg); linfocitos efetores foram determinados como CCR7neg

CD62Lneg.

Apo6s a co-eletroporagdo de dois plasmideos (um para cada CAR) obtemos uma
populacdo mista de linfécitos expressando o CAR de ativagdo, CAR inibitorio ou ambos no
d+1 do experimento (figura 4.12). Inicialmente realizamos os experimentos com o CAR de
ativacao de 22 geragdo 19BBz, uma vez que este CAR ja esta sendo utilizado na clinica por
diversos grupos (MAUDE et al., 2014; PORTER et al., 2011) e ja se mostrou eficaz em
diferentes modelos pré-clinicos (MILONE et al., 2009; CARPENITO et al., 2009). O desenho
experimental prevé a avaliagdo da composi¢do das diferentes populagdes de linfocitos CAR+
em uma cultura de longo prazo, levando a determinacdo da potencial fun¢do inibitéria do
20PD1, com a diminuicdo da populagcdo contendo o CAR inibitério. Sendo assim, PBMCs
foram eletroporados com pT3-19BBz ou pT3-19BBz + pT3-20PD1 e as culturas foram
acompanhadas por até 3 ciclos de estimulagdo. Os linfocitos eletroporados apenas com o

19BBz apresentaram o enriquecimento das células CAR+ como esperado, uma vez que este
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receptor fornece uma vantagem seletiva devido a sua funcdo de ativacdo (figura 4.13). No
entanto, para a nossa surpresa, a condicdo que foi eletroporada com os plasmideos para os
dois CARs nd3o mostrou a diminui¢do da frequéncia de linfécitos duplo positivos
(19BBz+20PD1) em relagdo aos linfocitos expressando apenas 19BBz, sugerindo que o CAR
20PD1 nao apresenta um efeito deletério sobre a proliferagdo destas células in vitro (figura

4.13).
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Figura 4.12: Grafico representativo da expressdo dos CARs apds 20 dias de expansdo usando como
estimulo a linhagem L388. As células foram marcadas utilizando-se os anticorpos anti-myc (19BBz)
e/ou anti-Fab (20PD1) e analisadas por citometria de fluxo. Os quadrados coloridos nos painéis do
meio ilustram as cores utilizadas para identificar as trés diferentes subpopulacoes da condi¢do 19BBz
20PD1 nos resultados descritos nesta tese: linfocitos 19BBz+ (azul), 20PD1+ (vermelho) e 19BBz+
20PD1+ (verde).
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Figura 4.13: Expressdo dos CARs nas condi¢des 19BBz ¢ 19BBz 20PD1 ao longo do ciclo de
expansdo apds estimulo com L[388. (A) e (B) sdo dois doadores distintos (doador 1 e 2,
respectivamente). As células foram marcadas utilizando-se os anticorpos anti-myc (19BBz) e/ou anti-

Fab (20PD1) e analisadas por citometria de fluxo em diferentes tempos.

Pouco ainda se sabe sobre a sinalizacdo do PD-1 e seus efeitos sobre as diferentes
populacdes de linfocitos. A utilizagdo de um CAR de segunda geracdo pode dificultar a
interpretagdo dos dados anteriores, uma vez que os linfocitos expressando 19BBz e 20PD1
estariam sinalizando através de trés dominios diferentes a0 mesmo tempo, sem contar os
diversos ligantes apresentados pela L388 que também podem ter um papel nesta resposta.
Levando em conta que 20PD1 nao foi capaz de inibir a ativacdo mediada pelo 19BBz, ¢
importante avaliar se este efeito ¢ dependente do dominio 4-1BB ou ndo. Para verificar esta
hipdtese, construimos um CAR de primeira geracdo chamado 19z, contendo apenas a cadeia
do complexo TCR/CD3 e utilizamos 2 doadores para os experimentos. O acompanhamento a
longo prazo da cultura mostrou que o CAR 19z também fornece uma vantagem seletiva para
os linfocitos, sendo que esta ocorreu com mais intensidade do que o 19BBz no doador 3
(figura 4.14A). Ja no doador 4 os CARs 19z ¢ 19BBz se comportaram de maneira semelhante
(figura 4.15A). Nas condi¢des que receberam também o CAR inibitorio, os linfocitos duplo
positivos 19z+20PD1 continuaram apresentando um enriquecimento na cultura semelhante

aos 19BBz+20PD1 quando comparados as outras fragdes, mostrando que o dominio PD-1
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parece ndo ser capaz de inibir a proliferagdo de linfocitos ativados com CARs de primeira ou
segunda geracdo em nosso sistema (comparar figura 4.14B com 4.14C ¢ 4.15B com 4.15C).
Neste experimento incluimos para os dois doadores a condicdo expressando apenas 20PD1
como controle e constatamos uma forte queda das células expressando este CAR inibitorio ao
longo do tempo, como esperado para a expressdo de um CAR que ndo prové sinal ativador
(figuras 4.14A e 4.15A). Estes dados sugerem que o 20PDI1, na auséncia dos CARs de
ativacdo, representa uma desvantagem para estas células, se aproximando da sua funcdo

esperada por possuir um dominio inibitério de sinalizagéo.
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Figura 4.14: Expressao dos CARs ao longo da cultura para o doador 3, com os linfécitos expressando
apenas um CAR representados em (A), expressando 19z+20PD1 em (B) e 19BBz+20PD1 em (C). As
células foram marcadas utilizando-se os anticorpos anti-myc (19BBz) e/ou anti-Fab (20PD1) e

analisadas por citometria de fluxo em diferentes tempos.
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Figura 4.15: Expressdao dos CARs ao longo da cultura para o doador 4, com os linfocitos expressando
apenas um CAR representados em (A), expressando 19z 20PD1 em (B) ¢ 19BBz 20PD1 em (C). As
células foram marcadas utilizando-se os anticorpos anti-myc (19BBz) e/ou anti-Fab (20PD1) e

analisadas por citometria de fluxo em diferentes tempos.

Para avaliar se de fato o CAR 20PD1 possui um efeito inibitorio sobre a proliferagdo
na auséncia dos CARs de ativacdo, construimos um CAR anti-CD20 contendo o dominio
intracelular de PD1 mutado (20PD1mut) no ITSM e ITIM (motivos cruciais para a sinaliza¢ao
deste receptor) e também um CAR anti-CD20 sem dominio de sinalizagdo, truncado na regido
transmembrana (20trunc). Como podemos observar na figura 4.16A, os linfocitos
expressando 20PDImut ou 20trunc apresentaram um pequeno aumento de frequéncia no
inicio da cultura (d10) quando comparado aos linfécitos expressando 20PD1. No entanto, ao
final da cultura (d25) todas as condigdes apresentaram frequéncias similares, sugerindo a
auséncia de atividade inibitéria do dominio PD-1 neste sistema. O resultado dos linfocitos
deste mesmo doador eletroporados com dois CARs reforgam a auséncia de inibi¢do por parte
do PD-1, uma vez que a fragdo de linfocitos duplo-positivos apresenta o mesmo perfil de
aumento de frequéncia ao longo da cultura independente do CAR anti-CD20 utilizado (figura

4.16B, 4.16C ¢ 4.16D).
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Figura 4.16: Expressdo dos CARs ao longo da cultura para o doador 5, com os linfocitos expressando
apenas um CAR representados em (A), expressando 19BBz 20PD1 em (B), 19BBz 20PD1mut em (C)
e 19BBz 20trunc em (D). As células foram marcadas utilizando-se os anticorpos anti-myc (19BBz)

e/ou anti-Fab (20PD1) e analisadas por citometria de fluxo em diferentes tempos.

4.4: Efeito do CAR 20PD1 sobre a producido de IFNy e inducdo de apoptose

Dados ja descritos na literatura apontam que o receptor PD-1 é capaz de inibir a
secrecao de IFNy por linfocitos ativados (CHEMNITZ; PARRY; NICHOLS, 2004). Sendo
assim, avaliamos os linfocitos expressando diferentes combinagdes de CARs de ativagdo e
inibi¢do e avaliamos o percentual de células [FNy+ através de citometria de fluxo apos 6h de
incubacdo com as células alvo. No entanto, apos incubagdo com a linhagem Nalm-6 CD20+,
que possui os ligantes dos CARs, a producdo de IFNy foi muito baixa, e todas as condigdes
apresentaram um perfil semelhante aos linfocitos controle. Quando incubadas com a linhagem
L388, que além de estimular as células CAR+ também ativas os clones anti-EBV através dos
seus TCRs, a produgdo de IFNy se mostrou maior, mas ainda assim sem diferencas entre as

condigdes analisadas (figura 4.17A).

Avaliamos também a exposi¢ao do lipideo fosfatidilserina (PS) apo6s a incubagdo com
as células alvo com o objetivo de verificar se 0 CAR 20PD1 ¢ capaz de induzir apoptose nos
linfécitos T. Como podemos ver na figura 4.17B, os linfocitos ativados através do 19BBz,

independente da expressdo qualquer CAR anti-CD20, possuem maior exposicdo de PS na
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superficie. Este dado pode ser decorrente do processo de ativagdo da célula T, uma vez que
resultados presentes na literatura apontam que PS pode ser exposto apos a sinalizagdo através
do TCR (FISCHER et al., 2006). Ja os linfocitos expressando apenas 20PD1, 20PD Imut ou
20trunc apresentaram exposicdo de PS semelhante aos linfécitos controle (negativos),
sugerindo que o dominio PD-1 ndo apresenta um papel na exposicao de PS no nosso sistema

(figura 4.17B) nos tempos avaliados.

24+

22 E3 Basal
204 E8 Nalm20
g 5 L1388

% células CAR+

CARa|CARa + CARIi |CARi
19BBz 70 = =
19BBz 20PD1 2.4 50,6] 172
19BBz 20PD1mi 1.7 48,1 252
B 19BBz 20trunc 1.4 50,4| 26,7
80+ E3 Basal
B8 Nalm20

B L388

% AnexinaV+

Figura 4.17: Impacto da expressdao de 20PD1 sobre a produgdo de IFNy e exposi¢do de PS. (A)
Linfécitos produtores de IFNy foram identificados por citometria de fluxo ap6s 6h de incubagdo com
as células alvo Nalm-6 CD20 (Nalm20) ou L388. Monensina foi adicionada apds 2h do inicio da co-
cultura. (B) Exposicdo de PS detectada utilizando-se AnexinaV — FITC ap6s co-cultura com as células
alvo indicadas por 6h. Em ambos os experimentos as células alvo foram excluidas da andlise
utilizando-se um anticorpo anti-CD19 FITC, permitindo a analise apenas nas células CD19 negativas

(linfocitos T). A tabela mostra o percentual de células CAR+ no dia de ambos os ensaios.

4.5: Avaliacdo da funcdo inibitoria do CAR 20PD1 sobre a atividade citotoxica de linfocitos

primarios humanos

Com o objetivo de avaliar a atividade antitumoral dos linfécitos expandidos e o efeito

do CAR 20PD1 sobre esta atividade, realizamos um ensaio de citotoxicidade ao final do
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segundo ciclo de estimulagcdo com L388. A melhor situagdo para testar a fungdo dos linfocitos
expressando os dois CARs seria mimetizar o contexto fisiologico, onde estes encontrariam no
mesmo tecido os blastos leucémicos (CD19+, CD20neg) e os linfocitos B normais (CD19+,
CD20+). Para isso, modificamos a linhagem Nalm-6 GFP (CD19+, CD20neg) para expressar
CD20 por meio de vetores lentivirais e utilizamos uma populacdo mista como alvo, onde

aproximadamente 50% das células ¢ CD20+ (figura 4.18).

Nalm-6 GFP Nalm-6 GFP CD20

anti-CD20 APC

Figura 4.18: Avaliacdo da expressdo de GFP ¢ CD20 na linhagem Nalm-6 GFP+. Em (A) estdo
mostradas as células Nalm-6 GFP, com 87,3% de expressdo desta proteina. Em (B) as células Nalm-6
GFP foram transduzidas com o vetor lentiviral EF1a-CD20 e avaliadas 1 semana depois. A proteina

CD20 foi detectada utilizando-se um anticorpo anti-CD20 APC.

Sendo assim, ap6s incubacao dos linfocitos com as células alvo pudemos avaliar por
citometria de fluxo o percentual de lise total (avaliado pelo percentual de GFP na cultura) e a
razdo de células CD20+ em relagdo ao pogo controle sem linfocitos (apenas Nalm-6 GFP com
o percentual original de células CD20+). Como mostrado na figura 4.19A e 4.19C, os
linfocitos expressando o CAR 19BBz apresentaram uma alta atividade citotoxica contra a
Nalm-6. No entanto, surpreendentemente, os linfocitos expressando 19BBz e 20PDI1
apresentaram uma taxa de citotoxicidade contra a Nalm-6 semelhante ou maior que os
linfocitos 19BBz, indicando que o 20PD1 ndo estd atuando como receptor inibitdrio neste

contexto.
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Figura 4.19: Resultado do ensaio de citotoxicidade dos doadores 1 (A, B) e 2 (C, D) realizado no fim
do 2 ciclo (d29). No grafico (A) e (C) esta mostrada a lise total das células Nalm-6 GFP CD20 e no
(B) e (D) a fragdo de células CD20+ apos a incubacdo de 4h com os linfocitos T em diferentes razoes
E/A. O percentual de células alvo sobreviventes apos as 4h de incubagdo foi determinado por
citometria de fluxo. A lise total foi determinada através da formula [100-(percentual de células GFP
obtido/percentual de células GFP esperado)x100]. A razdo de células CD20+ na cultura foi
determinada através da formula [percentual de células GFP+CD20+ na condigdo com

linfocitos/percentual de células GFP+CD20+ no pogo contendo apenas células alvo].

A analise da razdo de células CD20+ apds as 4h de incubagdo do ensaio de lise ndo
mostrou um efeito de protecdo sobre a fragdo CD20+. No desenho original do experimento
esperavamos ver um aumento da fragdo Nalm-6 CD20+ na cultura, reflexo da protecdo destas
células devido a interacdo da molécula CD20 com o CAR inibitorio 20PD1, resultando numa
razdo maior do que 1 (1 é a razdo de células CD20+/CD20neg no poco controle, sem
linfécitos). No entanto, ndo observamos um aumento significativo desta razdo quando
comparamos o resultado das células 19BBz+20PD1 com as condi¢des Neg e 19BBz,
demonstrando que este dominio ndo é capaz de inibir a atividade citotoxica dos linfocitos
ativados através de 19BBz (figura 4.19B e 4.19D). Ao contrario do esperado, em razoes
efetora/alvo (E/A) mais elevadas observamos uma razdo menor do que 1 na condigdo
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19BBz+20PD1, o que poderia ser interpretado como uma eliminacdo preferencial das células
CD20+ por parte destes linfocitos. Vale ressaltar que nestes experimentos o percentual de
linfocitos 19BBz em relagdo aos linfocitos 19BBz+20PD1 ndo foi equalizado mas, como
podemos ver na figura 4.13, este parametro ndo diferia substancialmente entre as duas
condi¢des no dia da realizagdo do experimento (D+29) para ambos os doadores.

Avaliamos também a atividade inibitoria do CAR 20PD1 sobre linfécitos expressando
o CAR de 12 geracdo 19z. O ensaio de citotoxicidade apresentou resultados distintos nos
doadores 3 e 4, com diversas condi¢des apresentando “lise negativa”. Este resultado pode ser
interpretado neste tipo de ensaio como derivado da morte de linfocitos T durante o ensaio,
uma vez que o valor de lise ¢ calculado considerando a razdo de células alvo contra células
totais viaveis na leitura ao citdmetro. No doador 3 o linfoécito 19z+20PD1 mostrou atividade
citotoxica similar ao linfocito 19BBz, com as demais condig¢des apresentando baixa atividade
(figura 4.20A).

O ensaio realizado no fim do segundo ciclo para o doador 4 mostrou que os linfocitos
expressando dois CARs continuaram apresentando atividade citototoxica similar aos
linfocitos expressando apenas os CARs de ativacdo, sendo que a retirada do dominio 4-1BB
nao resultou em uma diferenca perceptivel (figura 4.20C). A avaliacdo da populagdo CD20+
apresentou um resultado similar aos experimentos anteriores, com uma diminui¢do da razdo
de células CD20+ na cultura apés 4h de incubagdo com os linfocitos T, sejam eles
19z+20PD1 ou 19BBz+20PD1 (figuras 4.20B ¢ 4.20D). Esses dados sugerem que este efeito
¢ independente do dominio 4-1BB, podendo estar associado apenas ao dominio PD-1 ou a

outro sinal fornecido pela L388.

60



50,0 120

40,0 g 1,00
300 ¥
e —o—Neg 080 =6:1
’{—\ —a—10z § s
200 g u3:1
5 ~+—198Bz S 0,60 =151
# 500 19z 20PD1 E 0.75:1
—e— 1988z 20PD1 & 040 —
& #0.375:1
0.0 —5—20PD1 a
% =0.18:1
o § 020
o
200 0,00
&1 31 151 0751 03751 0481 198Bz 198Bz  20PD1
n1 20PDA
.
100 120
80 1,00
— ——N
eg Y
60 0,80 .
ke 8 8 w121
= g w61
S 40 ~o—1988z 060 w3
= 192 20PD1 H b
20 —e—198Bz 20PD1 g 040 =0.75:1
—a—20PD1 < u0375:1
0 -g 020
o«
20 . —t — 289
124 61 31 151 0751 0.375:1 S T TR

Figura 4.20: Resultado do ensaio de citotoxicidade do doador 4 (A e B) ¢ 5 (C e D) realizado no fim
do 2 ciclo (d20 e d23 respectivamente). No grafico A e C esta mostrada a lise total das células Nalm-6
GFP CD20 e no B e D a fracdo de células CD20+ apds a incubacdo de 4h com os linfocitos T em
diferentes razdes E/A. O percentual de células alvo sobreviventes ap6s as 4h de incubagdo foi
determinado por citometria de fluxo. A lise total foi determinada através da formula [100-(percentual
de células GFP obtido/percentual de células GFP esperado)x100]. A razdo de células CD20+ na
cultura foi determinada através da formula [percentual de células GFP+CD20+ na condi¢do com

linfocitos/percentual de células GFP+CD20+ no pogo contendo apenas células alvo].

Os resultados obtidos com o CAR 20PD1 ndo podem ser justificados pelos dados
descritos até o momento na literatura, que apontam o PD-1 como sendo um receptor que
induz vias de sinalizacdo inibitorias. Uma outra hipdtese seria uma fungdo independente de
sinalizacdo, onde um aumento da lise poderia ser justificado pela maior estabilizacdo da
interagdo entre o linfécito e o alvo devido a interacdo com dois CARs. Sendo assim, os
experimentos de citotoxicidade foram repetidos utilizando-se também os CARs 20PD1mut e
20trunc. Como podemos observar na figura 4.21A, as condicdes expressando 19BBz
apresentaram alta atividade de lise, mesmo quando também expressavam 20PD1, 20PD Imut
ou 20trunc, mostrando que estes CARs ndo inibem a atividade citotoxica dos linfocitos T
primarios ativados através de CARs de ativacdo. Surpreendentemente, os linfocitos

expressando 19BBz 20PDImut e 19BBz 20trunc apresentaram nas maiores razdes E/A a
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mesma reducdo da fragdo CD20+ vista na condi¢do 19BBz 20PD1 (figura 4.21B), condizente
com a hipotese de funcdo independente de sinalizacdo. Para avaliarmos se este efeito ¢
dependente da quantidade de receptor 20PD1, adicionamos uma condigdo ao experimento
onde alteramos a massa eletroporada dos plasmideos codificando 19BBz e 20PD1, utilizando
18ug e 2ug de cada um respectivamente (condi¢do 19BBz 20PD1 18-2; figura 4.22). Como
podemos ver na figura 4.21A, esta alteracdo ndo alterou a lise total mas a reducdo da fracdo
CD20+ foi menor quando comparada a condi¢do padrdo dos outros experimentos (10ug de

cada plasmideo; 19BBz 20PD1 10-10) (figura 4.21B).
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Figura 4.21: Resultado do ensaio de citotoxicidade do doador 5 realizado no fim do 1 ciclo (d25). No
grafico A estd mostrada a lise total das células Nalm-6 GFP CD20 e no B a fracéo de células CD20+
apos a incubagdo de 4h com os linfocitos T em diferentes razdes E/A. O percentual de células alvo
sobreviventes apds as 4h de incubagdo foi determinado por citometria de fluxo. A lise total foi
determinada através da formula [100-(percentual de células GFP obtido/percentual de células GFP
esperado)x100]. A razdo de células CD20+ na cultura foi determinada através da formula [percentual
de células GFP+CD20+ na condigdo com linfocitos/percentual de células GFP+CD20+ no pogo

contendo apenas células alvo].
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Figura 4.22: Grafico representativo da expressdo dos CARs 19BBz e 20PD1 utilizando diferentes
massas de plasmideo. Painel da esquerda: Neg (controle negativo eletroporado sem plasmideo); painel
do meio: 10ug de cada plasmideo; painel da direita: 18ug do 19BBz e 2ug do 20PD1. Esta analise foi
realizada no d25, mesmo dia do experimento da figura 4.21. As células foram marcadas utilizando-se

os anticorpos anti-myc (19BBz) e¢/ou anti-Fab (20PD1) e analisadas por citometria de fluxo.

Para avaliar a hipotese de funcdo independente de sinalizacdo realizamos
experimentos adicionais utilizando um outro método para analise da fracdo CD20+. Neste
experimento uma linhagem Nalm-6 GFP+ expressando CD20 em 100% das células foi
carregada com o corante eFluor 670 e esta células foram misturadas na propor¢ao de 1:1 com
células Nalm-6 GFP+ ndo carregadas. Apos a incubagdo, avaliamos a fracdo de células
positivas para o corante e fizemos a mesma andlise anterior. Como podemos ver na figura
4.23, quando a fragdo CD20+ ¢ identificada pelo anticorpo o resultado ¢ semelhante aos
experimentos mostrados anteriormente, com uma baixa detec¢do das células CD20+ quando o
20PD1 esta presente. Além disso, observamos o mesmo efeito quando utilizamos receptores
mutados (20PD1mut) ou truncados (20trunc) expressados em conjunto com o 19BBz ou nio,
0 que seria altamente improvavel visto que estes CARs possuem mutagdes em dominios
criticos para a sinalizacdo ou ndo possuem dominio citoplasmatico. Em clara oposicdo,
quando a deteccdo do corante foi utilizada para avaliar a lise das células alvo, a razdo de
células CD20+/CD20neg se mantém proxima de 1 em todas as condi¢des, indicando que as
células CD20+ ndo sdo eliminadas ou poupadas preferencialmente devido a atuacdo do CAR

20PD1.
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Figura 4.23: Comparagdo entre a utilizagdo de um anticorpo anti-CD20 ou corante eFluor 670 para
identificacdo e analise da fragdo CD20+. Os linfocitos expressando as diferentes combinagdes de
CARs foram incubados na propor¢do de 3:1 com as células alvo Nalm-6/Nalm-6 CD20+ e incubadas
por 4h. A razio mostrada refere-se ao percentual de células CD20+ identificadas através do anticorpo

anti-CD20 APC (método anti-CD20) ou através do corante eFluor 670 (método eFluor).

5) Discussao

Apesar dos impactantes resultados obtidos nos ensaios clinicos para tratamento de
LLA-B, a auséncia de TSAs caracterizados podera ser limitar o uso de CARs em outros
tumores devido as respostas contra o tecido normal. Como ja foi reportado, o uso de linfocitos
expressando CAR que reconhecem antigenos compartilhados pode ter sérias consequéncias,
desde quadros de tempestade de citocinas até a morte dos pacientes (revisto em
(CHICAYBAM; BONAMINO, 2014). A incorpora¢do de dominios inibitorios nos CARs
como mecanismo de controle da resposta in vivo tem potencial para solucionar este problema,
limitando ou impedindo a ocorréncia destes efeitos colaterais. De fato, dados publicados em
dezembro de 2013 pelo grupo do Dr. Michel Sadelain demonstram que CARs contendo o
dominio de sinalizagdo de CTLA-4 ou PD-1 sdo capazes de inibir a ativagdo mediada pelo
TCR ou pelo CAR de ativagdo 1928z (contendo o dominio de sinalizagdo do CD28 ¢ a cadeia
). Estes CARs inibitorios foram capazes de inibir a funcéo in vitro dos linfocitos T (secreg¢do
de citocinas, atividade citotoxica) e in vivo (efeito anti tumoral) em modelos animais. Além
disso, mostraram que o efeito inibitorio ¢ reversivel, sem dano funcional aparente ao linfocito

T (FEDOROV, V; THEMELI; SADELAIN, 2013).
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Estes dados publicados contrastam com os resultados obtidos no nosso modelo
experimental. Os resultados obtidos no modelo de Jurkat indicaram uma atividade inibitoria
do 20PD1 sobre a atividade de luciferase (indicador da translocagdo de NFAT para o ntcleo)
e do marcador de ativacdo CD69. No entanto, no nosso modelo utilizando células T primarias
humanas o CAR 20PD1 nao mostrou ser capaz de inibir a proliferacdo ou a citotoxicidade
induzida pelo 19BBz, mesmo interagindo constantemente com a L388 (CD20+) durante a
expansao ou com a Nalm-6 GFP CD20 do ensaio de lise. Este CAR também nao foi capaz de
inibir a atividade do CAR de primeira geragdo 19z, que apresentou perfil de proliferagdo no
longo prazo e atividade citotoxica similar a condi¢do 19BBz + 20PD1. Estes dados poderiam
sugerir que a constru¢do do CAR inibitdrio por algum motivo ndo esta funcional. No entanto,
os dados mostrados na figura 15 demonstram que a estrutura deste receptor é funcional. Além
disso, quando apenas o 20PD1 ¢ expresso nos linfocitos, o percentual de células positivas para
o CAR decresce com o tempo, mostrando que na auséncia do CAR de ativagdo o 20PDI
parece atuar como receptor inibitorio, proporcionando desvantagem proliferativa aos
linfocitos 20PD1+. Estes dados sugerem que os CARs anti-CD20 testados neste trabalho
possuem baixa ou nenhuma capacidade de inibir os CARs ativadores 19BBz ou 19z no
contexto da estimulagdo com L388, apesar de parecerem atrasar um pouco a expansao das
células co-expressando 19BBz e o CAR inibitério 20PD1. A permanéncia de células
expressando apenas 20PD1 nas culturas eletroporadas com dois CARs pode estar associada a
presenga de citocinas e ¢ um topico que sera estudado em experimentos futuros.

Outro parametro avaliado em nosso trabalho que mostrou nao ser inibido pelo 20PD1
foi a atividade citotoxica. Além disso, os experimentos desenhados para avaliar a prote¢do da
fragdo CD20+ apds incubagdo com os linfocitos expressando os CARs mostraram resultados
inversos ao esperado, com diminui¢do desta populagdo nas razdes E/A mais altas. Uma
hipotese para este fenomeno seria a impossibilidade de detecgdo do CD20 apo6s interagdo com
o CAR inibitério. De fato existem relatos na literatura mostrando que determinados clones de
anticorpos anti-CD20 chamados de tipo I, como o Rituximab e o IF5, induzem a
internalizacdo do CD20 apds a interagdo, sendo o mesmo ndo observado com outros clones
(chamados de tipo 1I) (MICHEL; MATTES, 2002; BEERS et al., 2010). Como o scFv do
20PD1 ¢ derivado do clone 1F5, podemos supor que o mesmo acontece em nosso sistema,
impedindo a detec¢do do CD20 apds incubacao com os linfocitos expressando esse CAR. Este
dado ¢ muito relevante uma vez que uma internalizacdo do CD20, mesmo que transiente,
deixaria as células B normais susceptiveis a lise pelos linfocitos expressando 19BBz+20PD1,
diminuindo a eficiéncia do sistema condicional de ativacdo e consequentemente eliminando

células normais. Sendo assim, torna-se necessario o desenvolvimento e teste de novos CARs
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anti-CD20 possuindo scFvs derivados de anticorpos tipo II, como o FGM6 ou Tositumomab,
para a construg¢do de um robusto sistema condicional.

Vale ressaltar que, de maneira geral, as linhagens linfoblastoides sdo eximias APCs,
apresentando altos niveis de moléculas coestimulatorias. Este fato nos permite criar a hipotese
de que as diferentes moléculas presentes na superficie da L388 poderiam estar contribuindo
para a aparente ineficacia do 20PDI1 no nosso sistema. Experimentos futuros do nosso
laboratério tentardo desvendar se molécula presentes na L388 poderiam estar induzindo este
comportamento. Ja o trabalho de Fedorov e colaboradores previamente mencionado utilizou
como APC a linhagem mieloide K562 modificada para expressar alguns ligantes
coestimulatorios, como 4-1BBL, CD80 ¢ CD86, além do ligante do CAR. Neste sentido, o
sistema baseado na K562 possivelmente fornece uma menor diversidade de estimulos para os
linfécitos T, introduzindo menos variaveis que possam alterar o comportamento dos CARs ¢
sendo uma potencial explicagdo para a divergéncia nos resultados obtidos. Experimentos
piloto realizados em nosso laboratorio utilizando a mesma APC derivada da K562 e que
expressa CD19 na superficie ndo foram bem sucedidos. Apesar de induzirem uma 6tima
ativacdo e expansdo dos linfocitos, o percentual de células CAR+ diminuiu na cultura ao
longo dos dias, mesmo expressando apenas o CAR 19BBz (dados ndo mostrados).

Diversos paradmetros podem impactar a fungdo de um CAR inibitério, como o nivel de
expressdo dos ligantes, a estrutura do CAR e as (sub)populagdes de linfocitos onde este é
expresso. A escolha do melhor dominio inibitorio provavelmente dependera do quéo robusta é
a inibicdo induzida por este receptor. Com os dados obtidos neste trabalho, o PD-1 ndo parece
ser a melhor opgdo de dominio inibitoério no nosso modelo, estimulando a busca de outras
opgoes. Diversos trabalhos vem demonstrando que alguns destes receptores, como LAG-3 ¢
PD-1, possuem atividade sinérgica e recrutam diferentes parceiros de sinalizacao,
contribuindo para aumentar o nivel de inibicdo (WOO et al., 2012). Sendo assim, a criagdo de
CARs inibitérios de segunda geragdo, contendo dois ou mais dominios inibitérios, surge
como uma potencial alternativa e esta estudada por nosso grupo. Nossos dados em células
Jurkat apontam que o dominio LAG-3 ndo apresenta atividade inibitoria sobre os parametros
que utilizamos. A combinacdo com o dominio PD-1 apresentou uma melhora no efeito
inibitorio em relacdo a producdo de IL-2, mas este foi similar ao obtido com o PD-1 sozinho.
Uma analise mais detalhada destes CARs em linfocitos humanos primarios ¢ necessaria para
avaliag@o do seu potencial.

A criacdo de sistemas condicionais altamente controlados possui potencial aplicacdo
no contexto da imunoterapia com CARs, levando em conta os efeitos adversos descritos na

literatura. No entanto, a utilizacdo de dominios de sinalizagdo endogenos para este tipo de
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controle pode levar a ativagdo de inumeras vias de sinalizagdo, muitas delas com efeitos
negativos sobre a fungdo do linfocito T. Como exemplo deste efeito podemos citar o proprio
dominio PD-1, onde trabalhos ja mostraram uma correlacdo positiva entre a expressao deste
receptor e a inducdo de apoptose em linfocitos T de memodria (PETROVAS et al., 2006).
Além disso, as proteinas endégenas possuem interagdes com muitas outras proteinas e sdo
dificeis de controlar em termos de amplitude e duragdo da resposta, uma vez que possuem
diversos mediadores intermediarios compartilhados com outras vias, introduzindo
variabilidade no sistema. Recentemente, trabalhos exploraram a criagdo de sistemas
condicionais baseados em ativa¢do por pequenas moléculas (WU et al., 2015) ou em circuitos
de sinalizagdo ortogonais (ROYBAL et al., 2016) para o controle de linfocitos expressando
CARs, superando diversas destas limitagdes descritas. A utilizagdo destes novos sistemas
baseados em biologia sintética tem potencial para, no médio prazo, aumentar a seguranca da

imunoterapia baseada em CARs e do seu uso na clinica.

67



6) Conclusoes

e CARs inibitorios contendo o dominio PD-1 possuem atividade inibitéria em células

Jurkat de modo nao especifico

e O CAR 20PDI1 nao exerce efeito inibitorio sobre os linfocitos T primarios 19BBz+ ou

19z+ estimulados com L388

e Os dados sugerem que o scFv derivado do clone 1F5, utilizado no CAR anti-CD20,
pode induzir alteragcdes nas células que levem a nio deteccdo da proteina CD20 nas
células alvo.
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Abstract

Gene transfer to T lymphocytes has historically relied on retro and lentivirus, but recently transposon-based gene transfer is
rising as a simpler and straight forward approach to achieve stable transgene expression. Transfer of expression cassettes to
T lymphocytes remains challenging, being based mainly on commercial kits.

Aims: We herein report a convenient and affordable method based on in house made buffers, generic cuvettes and
utilization of the widely available Lonza nucleofector Il device to promote efficient gene transfer to T lymphocytes.

Results: This approach renders high transgene expression levels in primary human T lymphocytes (mean 45%, 41-59%), the
hard to transfect murine T cells (mean 38%, 36-42% for C57/BL6 strain) and human Jurkat T cell line. Cell viability levels after
electroporation allowed further manipulations such as in vitro expansion and Chimeric Antigen Receptor (CAR) mediated
gain of function for target cell lysis.

Conclusions: We describe here an efficient general protocol for electroporation based modification of T lymphocytes. By
opening access to this protocol, we expect that efficient gene transfer to T lymphocytes, for transient or stable expression,
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may be achieved by an increased number of laboratories at lower and affordable costs.
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Introduction

The genetic modification of T lymphocytes is a usual approach
to study the biology of these cells and recently it has been largely
used to generate tumor-specific effector cells. However, T cells
have been proven difficult to modify using non-viral methods such
as lipid-based plasmid transfection reagents, like Lipofectamine.
These methods have been associated with high toxicity and low
efficiency[l]. The development of retroviral/lentiviral vector
based transduction led to efficient gene transfer when using T
lymphocytes [2-6] and other hematopoietic cells [5,7], being the
method of choice for clinical trials using transgene-modified T
cells. [6,8-11]. However, such cell modification protocols are time-
consuming and expensive, limiting a broader application in the
clinical setting[12].

Electroporation has emerged as a powerful tool for the genetic
modification of diverse cell types [13-15]. This technique is based
on the transient disruption of cell membrane after exposure to an
electric field, allowing charged molecules to enter the cell. The
main potential disadvantages of this methodology are the excessive
cell death and the low transfection efficiency, although these
phenomena depend on the cell type used and electroporation
conditions (including voltage and wave profile, time of the pulse
and buffer composition). Indeed, early attempts of electroporating
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T cells with plasmid DNA resulted in low transgene expression
[16,17]. Several reports showed a high efficiency when using RNA
[18], but this prevents the selection of cells with stable expression
of the transgene. Of particular interest are the square-wave pulse
based new electroporation devices, such as the broadly used Lonza
Nucleofector 1II electroporation system, which showed high
efficiency in the genetic modification of T cells applying
proprietary electroporation buffers and electric parameters|19].
Using this methodology, according to Nucleofactor manufacturer,
up to 80% of viability and 40-60% of expression was achieved in
human T cells; in murine T cells, usually harder to transfect, 35—
55% of viability and 20-40% of expression can be achieved,
varying according to the mouse strain used.

The use of this platform in combination with a non-viral genetic
modification system capable of inducing stable expression of the
transgene, such as the Sleeping Beauty (SB) transposon, configures
an interesting approach for the genetic modification of T cells.
The SB system consists of a transposase that recognizes flanking
repetitive sequences in the transposon plasmid containing the
transgene and mediates its integration in the host genome [20]. It
has emerged as a gene transfer system with potential to be broadly
used in gene transfer and therapy protocols, accomplishing clinical
grade requirements [21], with high efficiency in T cells. Due to a
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random integration profile, it minimizes the chance of insertional
mutagenesis when compared with other transposon systems [22].

The adoptive transfer of tumor-specific lymphocytes is a
promising new strategy for cancer treatment [23,24]. However,
this approach is largely dependent on tumor infiltrating lympho-
cyte expansion and/or T cell receptor ('CR) gene transfer [25].
More recently, T lymphocytes carrying Chimeric Antigen
Receptor (CAR) molecules proved successful in clinical trials
[9,10,26]. These receptors consist of an extracellular domain
derived from an antibody that recognizes the antigen, a
transmembrane domain and an intracellular signaling domain
capable of activating the lymphocyte. Such a receptor allows the
recognition of the antigen in a HLA-independent fashion. Despite
the poor response observed in early clinical trials, which used
CARs containing only the CD3zeta signaling domain, the addition
of costimulatory motifs such as CD28 or 4-1BB augmented the
function and persistence of these cells i viwo, achieving objective
clinical responses in several patients (reviewed in [27]). Impor-
tantly, it was recently showed that the transferred cells can persist
for more than a decade after the infusion [28]. Recent reports
showed efficient generation of CAR-expressing T cells using the
SB system [29-31], and this approach is already being used in
clinical trials [21].

Despite remarkable gene transfer rates[19], the high cost of
Lonza compatible electroporation kits and the dependence on
manufacturer reagents and devices may limit the application of
this technology for large scale experiments, especially in the
research settings where multiple electroporations may be required,
for instance when testing different CAR constructs or modifying
gene expression in T lymphocytes targeting several genes. We
herein describe a new set of generic buffers optimized for the
genetic modification of human and murine T lymphocytes using
Lonzas Nucleofactor II device. The combined use of our buffers
with the SB system allowed the generation of transgene expressing
lymphocytes with high efficiency avoiding using commercial
Lonza kits. This approach allows the extensive testing for best
electroporation conditions and robust transient or stable gene
expression for studies requiring gene transfer to T lymphocytes
either for basic research or experimental immunotherapy proto-
cols.

Materials and Methods

Donors

The use of peripheral blood mononuclear cells (PBMC’s) from
healthy donors was approved by an IRB (Brazilian National
Cancer Institute - INCa - Ethics Committee) and donors signed
review board approved informed consents. Within 24 h after
blood collection, leukocytes were harvested by filtration and
washed with Phosphate Buffered Saline (PBS) 1x. A density
gradient centrifugation using Ficoll-Hypaque®-1077 was per-
formed. Cells were centrifuged for 20 min at 890 g (slow
acceleration/deceleration off), washed three times with PBS and
used for transfection.

Cell culture

Jurkat cell line (clone E6-1) was kindly provided by Dr. Jodo
Viola (INCa, Brazil). PBMC’s were obtained from healthy donors,
as described above. Mouse T lymphocytes were obtained from
total lymph node (LN) removal (except mesenteric LN) of C57BL/
6, BALB/c or BIOA mice provided by INCa’s animal facility. This
study was carried out in strict accordance with the recommenda-
tions in the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of
the Instituto Nacional de Cancer (Brazil). The protocol was

PLOS ONE | www.plosone.org

An Efficient Method for Gene Transfer to T Cells

approved by the Committee on the Ethics of Animal Experiments
of the Instituto Nacional de Cancer (Brazil).

Human and mouse leukocytes were seeded in sterile 12-well
plates and maintained in growth media. EBV-transformed B
lymphoblastic cell line LAS 388 (L388) was provided by Dr.
Alexandre Nowill (Unicamp, SP, Brazil) and expanded in sterile
75 cm?2 flasks. Human pre-B NALM-6 cell line was a kind gift of
Dr. Andrea Biondi (Fondazione M Tettamanti, Monza, Italy) [32].
All cells were grown in RPMI medium (Sigma, cat. R5886)
supplemented with 10% Fetal Calf Serum (FCS - Cultilab, Brazil),
2 mM L-Glu (Gibco cat. 25030-081), 2-Mercaptoethanol (55 uM,
Gibco, cat. 21985-023) and Penicillin/Streptomycin (Gibco, cat.
15070-063) at 37°C and 5% CO2. For primary lymphocyte
culture (murine and human), 50 Ul/mL of human rIL-2
(Aldesleukin) was added to the medium.

Plasmids and Cloning

Transposon pT2-GFP and transposase SB100X [30] were
kindly provided by Dr. Sang Wang Han (UNIFESP, Brazil).
Transposon pT3-GFP [31] was provided by Dr. Richard Morgan
(NIH, USA). The first generation CAR 20z, containing a CD20
antigen binding domain, a CD8a hinge and a CD3( signaling
domains, was synthesized and codon-optimized by Genscript (NJ,
USA) based on the sequence provided originally by Dr. Dario
Campana (St. Jude Children’s Research Hospital, Memphis, USA)
for 20BBz CAR [33]. The sequence was linearized by Agel and
Notl digestion and inserted into pT3-GFP transposon backbone
after GFP removal by the same enzymes.

T cell activation and expansion

After transfection with pT2-GFP, human T cells were activated
by 1 pg/mL OKT-3 (eBioscience, cat.: 16-0037) and 0.5 pg/mL
aCD28 (eBioscience, cat.: 16-0289). Alternatively, expansion of
CAR-transfected human T lymphocytes was performed by
stimulation with y-irradiated (100Gy) L388 cells at a ratio of 1:5
(L388:T lymphocytes) and addition of 50 U/mL of human
recombinant IL-2. Experiments using mouse cells were approved
by our local (INCA) animal care and use committee. Mouse T cells
were activated 24 h before electroporation using 2 pg/mL aCD3
(clone 2C11; purified in house) and 1 ug/mL aCD28 (clone 37.51,
eBioscience, cat.: 16-0281) in the presence of 50 U/mL IL-2. After
leukocyte transfection and stimulation, media was replaced every
other day. Cells were expanded up to 12 days until all the analyses
have been performed.

Primary T cell electroporation

Non-viral transfection of human cells was performed using
unstimulated PBMC from healthy donors. Mouse T lymphocytes
were activated before electroporation as described above. A total
of 107 PBMC or mouse T lymphocytes were pelleted (200 g,
10 min) and resuspended in 100 pL. pre-warmed electroporation
buffer. The buffers used were provided from Lonza® Human T
Cells Nucleofector® Kit for human T cells (cat number VPA-
1002), Mouse T Cell Nucleofector® Kit for mouse T cells (cat
number VPA-1006), or in house prepared buffer solutions for
human and mouse lymphocytes (described in Table S1). For all the
electroporations using in house buffers, generic cuvettes were used
(Mirus Biotech®, Madison, WI, USA cat.: MIR 50121). Plasmid
masses varying from 0 to 20 pg of the reporter gene or 20 ug of
the 20z CAR encoding plasmid DNA (pT2-GFP or pT3-20z
transposons, respectively) and 0 to 2 pg of SB100X transposase
were added. The cells were immediately transferred to a sterile
0.2 cm cuvette and electroporated using the program U-14 for
human T lymphocytes and X-001 for mouse T lymphocytes of
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Figure 1. Electroporation of the Jurkat T cell line. (A) Jurkat cells were electroporated with pT2-GFP in the presence of each of the 7 different
buffers. Viability and GFP expression were evaluated by flow cytometry after 24 h. Cell viability is expressed as % of the control mock electroporated
condition (100%). Electroporation scores were determined as described in materials and methods. Statistical analysis was performed using One Way
ANOVA and Tukey post test (* = P<<0.05). (B) Jurkat cells were electroporated with buffer 3P. Cell viability and GFP expression were observed until day
20. Values in this figure are the average of two separate experiments in triplicate and are expressed as mean=SEM. Data were analyzed by unpaired

Student t test; p<<0.05 (*);p<<0.01 (**).
doi:10.1371/journal.pone.0060298.g001

Lonza® Nucleofector® II electroporation system. After transfec-
tion, mouse lymphocytes electroporated with Lonzas kit were
gently resuspended in 1 mL of pre-warmed media supplied by the
manufacturer and supplemented as described by the Lonza® kit
manual. Mouse T cells transfected using in house solutions and all
human T cells were gently resuspended in 1 mL of pre-warmed
RPMI medium supplemented only with 2 mM L-Glu and 20%
FCS. All cells were seeded in 12-well plates and grown overnight
at 37°C and 5% CO2. The media was replaced by complete
RPMI medium the following day and cells were maintained as
described previously. The "electroporation score" was calculated
based on cell viability (based on trypan blue exclusion and/or
determination of the % of cells displaying viable cell FSC vs SSC
parameters by flow cytometry analysis) and transgene expression,
and the score set to the formula "Viability (%)*Expression (%)/
50". A division factor was used in the score to fit the results in the
graph scale.

Jurkat electroporation

Prior to electroporation, 1 x10° Jurkat cells were centrifuged at
90 g for 10 minutes, resuspended in 100 pL. of the desired
electroporation buffer and mixed with 4 pg of pT2-GFP plasmid.

The resuspended cells were transferred to cuvettes and
immediately electroporated using the program X-005. After
electroporation, cells were incubated in the cuvette at room
temperature for ten minutes and then 500 pL of pre-warmed
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RPMI medium supplemented with 20% FCS were added to the
cuvette. Cells were transferred to a 12-well plate and incubated at
37°C5%CO2 overnight. The day after electroporation, cells were
centrifuged and medium was replaced by RPMI supplemented
with 10% FCS.

Cell viability and percentage of GFP+ cells were evaluated by
flow cytometry on days 1 and 2 after electroporation by excluding
cells from previously determined viable cells gate. The "electro-
poration score" was calculated based on cell viability and
transgene expression values, and the score set to the formula
"Viability (%)*Expression (%)/20". A division factor was used in
the score to fit the results in the graph scale.

Flow cytometry

FACSCalibur® (BD Bioscience) was used to perform morpho-
logic evaluation of viability (FSC vs SSC) and transgene expression
analysis. Cells were harvested the following days after transfection
and resuspended in PBS 1x at a concentration of 10e5 cells/
500 pL. CAR-transfected T lymphocytes were stained using
biotin-conjugated anti Fab goat mAb, (Jackson ImmunoResearch,
cat. 115-065072) for 20 min at 4°C and then washed with PBS 1x
before staining with streptavidin-PECy-5 (eBioscience; cat.
15431782) for flow cytometry analysis. CD20 staining was
performed with anti-CD20 APC (eBioscience, cat. 17020942).
7AAD staining (eBioscience cat. 00-6693) was performed imme-
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diately before FACS acquisition following manufacturer instruc-
tions.

In vitro cytotoxicity of T lymphocytes

Cytotoxic T lymphocytes were incubated with CD20+ Nalm-6
GFP+ target cells (90% GFP+/85% CD20+; 10° per well) at
different effector to target (E/T) ratios (6:1; 3:1, 1,5:1; 0,75:1;
0,375:1 and 0,18:1) in 96-well plates. After 4 hours at 37°C, the
cells were harvested and the percentage of CD20+/GFP+ cells was
analyzed by flow cytometry. The percentage of specific lysis was
calculated dividing the %GIFP+ cells observed by the % of GIFP
cells expected in each E/T ratio.

Statistical analysis

Results are shown as means*s.e.m. Comparisons between
Lonzas kit and in house buffers and conditions with or without SB
(Fig 1B) were performed using unpaired Students ¢ test. P<<0.05
was considered statistically significant.

For figures comparing electroporation scores, statistical analysis
was performed using One Way ANOVA and Tukey post test
(P<<0.05).

Results

Jurkat cell line electroporation

To test our in house buffers (described in Table S1) in the
genetic modification of a relevant cell line, we electroporated the
cell line Jurkat, a model of T lymphocytes, with a transposon
transfer cassette carrying GFP. Cell viability was based on viable
FSC/SSC parameters gate throughout the manuscript since cells
gated this way proved to be 7AAD negative in primary T
lymphocytes (Figure S1). The percentage of GIP+ cells were
evaluated by flow cytometry. We observed no statistically
significant differences among cells electroporated with buffers
IM, 1SM, 1S, 2M, 2S and 3P for day +1 (Figure 1A). The
program X-005 was used, as it resulted in better scores than
program X-001 (data not shown). The highest electroporation
score was obtained for 3P buffer. After 20 days in culture, Jurkat
cell viability reached levels superior to 80% as evaluated by trypan
blue exclusion (data not shown) and flow cytometry (Figure 1B),
indicating that cell culture viability can recover after the
electroporation protocol. Long term expression for buffer 3P was
maintained, with 35% of cells expressing GFP on d+20 (Figure 1B).

High electroporation efficiency of primary human T cells
can be achieved using in house solutions

We tested our in house transfection buffers in primary human T
cells by GFP transfection of fresh PBMC from two healthy donors.
To determine electroporation efficiency, cell viability and GIFP
expression were evaluated after transfection using 0.5 pg of
SB100X transposase [30] and 4 pg of pT2-GFP transposon
(plasmid mass recommended by Lonza). Figure 2A demonstrates
that buffers 1M, 1SM, 2M and 3P maintained the viability of the
cells above 50% and achieved superior expression of GFP at day 1
after transfection (representative plots are shown in Figure 2B);
accordingly, high rates of expression were sustained up to 7 days
with several buffers (Figure S2). As recommended by Lonza for
unstimulated T cells, the program U-14 was used with better
results than program V-024 (data not shown). Equivalent levels of
transgene expression could be observed in CD4+ and CD8+ T
lymphocytes after electroporation, while NK (CD56+) cells did not
display transgene expression (data not shown and Figure 2C).
Electroporation of lymphocytes with PT2-GFP (solution 1SM)
followed by activation with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies
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proved that the expression of the transgene could be retained at
levels around 30% until d+7 (Figure 3). Since T lymphocyte
culture is known as highly sensitive to cell death, diminished
viability after electroporation may impact the maintenance of the
culture in the long term. Because electroporation results with
solution 1SM showed slightly better viability until day 3 (Figure
S2), which could be crucial for recovery of viable human T
lymphocytes, this buffer was used in our following tests despite the
highest electroporation scores obtained with buffers 1M and 2M.

Impact of plasmid mass used in electroporation on cell
viability and transgene expression

To evaluate the impact of different amounts of transposase in
GIP expression, transgene integration and cell viability, we
determined the best ratio of transposon/transposase for electro-
poration of fresh PBMCs from two healthy donors. Figure 4 shows
that 2 ug of SB100X transposase maintained a high percentage of
GFP (>50%) at the end of 9 days despite a loss (nearly 30%) of
expression since day 1 after electroporation. Results obtained with
these donors had lower initial viability probably due to the toxicity
of higher mass of plasmid used (20 pg in Figure 4 vs 4 pg in
Figure 2, also observed in Figure S3) and the percentage of viable
cells increased at day 9. Increasing the amount of transposase up
to 2 pg is paramount to sustain transgene expression showing
almost no impact in cell viability while the absence of transposase
resulted in reduced GFP percentages on later days (Figure S3),
indicating the crucial role of the enzyme in maintaining transgene
expression. Increasing amounts of pT2-GFP plasmid also impact-
ed the percentage of GFP positive cells and the levels of GFP
fluorescence as indicated by higher mean fluorescence intensity
according to pT2-GFP mass increase from 4 to 20 pg. When
20 ug of plasmid mass is used with 0.5, 1 or 2 pg of SB100X, cell
viability may be decreased until day 5 after electroporation (Figure
S3).

When our electroporation buffer 1SM was compared to the
commercially available Lonza® Kit specific for human T
lymphocytes, it showed no significant difference in cell viability,
but the levels of GFP expression were slightly lower. The
electroporation scores for 1SM buffer and Lonza kit were 43,5
and 64,4 respectively (Figure 5).

Mouse T cells can be electroporated using in house
buffers

To determine the possibility of electroporating murine T
lymphocytes using our home made solutions, we first determined
the impact of the activation status of T lymphocytes on the survival
to the electroporation process. Pre activating lymph node isolated
lymphocytes with anti CD3/CD28 antibodies led to remarkably
better survival of cells of C57BL/6 mouse strain after electropo-
ration (Figure 6). All activated lymphocytes reached superior cell
viability than the non-activated populations (more than 30%
compared to less than 10%), and GFP transfection was
approximately four times higher among cells activated before
electroporation. These data demonstrates that pre-activation is
mandatory to obtain viable electroporated mouse T cells in our
system.

We next tested our different buffers to determine the most
appropriated for mouse T cells. Lymphocytes obtained from
lymph nodes of C57BL/6 mice were electroporated using the
buffers described in Table S1. Comparison between solutions
demonstrated that higher GFP expression was achieved after
electroporation with IM and 2S buffers, with percentages of
positive cells greater than 35% (Figure 7A). Since cell viability and
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doi:10.1371/journal.pone.0060298.9g002

PLOS ONE | www.plosone.org 5 March 2013 | Volume 8 | Issue 3 | 60298



-o- Donor 1

= 50+ -= Donor 2
-
2 401
e
o 304
x
[}]
o 204
G

104

c L) L I L)

d+1 d+3 d+5 d+7

Figure 3. Long term expression of GFP after electroporation
with buffer 1SM. PBMCs from two healthy donors were electropo-
rated using 1SM buffer and 4 ug of pT2-GFP plasmid. After 24 h cells
were activated with anti-CD3/anti-CD28 and GFP expression was
evaluated for 7 days by flow cytometry.
doi:10.1371/journal.pone.0060298.g003

the final electroporation score showed superior when using
solution 285, this buffer was selected to perform the following
assays.

To compare the results of solution 2S with Lonza’s kit, mouse
lymphocytes from lymph nodes (C57BL/6 strain) were isolated,
electroporated following Lonza’s kit instruction using the recom-
mended nucleofector II program and compared to results obtained
using 2S solution. As demonstrated in Figure 7B, our buffer
achieved superior cell viability while maintaining similar GFP
expression and a slightly higher electroporation score (52,8) than
the Lonza group (47,4). Since the manufacturer of the reference
commercial electroporation kit indicates that different mouse
strains can show wide variation in electroporation efficiencies, we
tested the electroporation of 3 different mouse strain lymphocytes
(C57BL/6, BALB/c and B10A) side by side. We observed no
substantial variation when different mouse strains were compared
using solution 2S (Figure 7C); as in C57BL/6, buffers 1M, 1S and
3P achieved a lower efficiency when compared to buffer 2S (data
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Figure 4. Electroporation of transposon and transposase
maintains transgene expression after cell viability recovery.
PBMCs from two healthy donors were electroporated using 1SM buffer,
20 ug of pT2-GFP plasmid and 2 pg of SB100x transposase. Cell viability
and GFP expression were analyzed by flow cytometry on day 1 and 9.
Values are the average of two donors in triplicate and are expressed as
mean=*SEM.

doi:10.1371/journal.pone.0060298.g004
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not shown). It is important to note that we were unable to achieve
long term expression of the transgene when SB transposase was
used under the conditions tested (data not shown).

Since Flanagan and colleagues have shown that certain
polymers can boost the transfection efficiency for some cells
[34], we asked whether different amounts of polyethylene glycol
(PEG - 0.01, 0.1 and 1%) added to 2S buffer during electropo-
ration could augment the number of viable cells and transgene
expression in mouse T cells. We observer no positive impact on

Viability Expression
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% cells
% cells
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(=]
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Figure 6. Electroporation of resting vs activated mouse
primary T lymphocytes. Total lymphocytes from lymph nodes of
C57BL/6 mice were isolated and either directly electroporated or
activated for 24 h with anti-CD3/anti-CD28 and then electroporated.
Buffer 2S and 4 ug of pT2-GFP plasmid were used. Cell viability and GFP
expression were analyzed after 24 h by flow cytometry. Cell viability is
normalized to control (not electroporated) cells. Data are representative
of two experiments in triplicate and expressed as mean*SEM. Data
were analyzed by unpaired Student t test; p<<0.0001 (**) or p=0.002 (*).
doi:10.1371/journal.pone.0060298.9006
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Figure 7. Efficiency of murine T lymphocyte electroporation is dependent on different buffer and mouse strain. (A) Total lymphocytes
from lymph nodes of C57BL/6 mice were isolated and electroporated using in house buffers and 4 ug of pT2-GFP plasmid. Cell viability and GFP
expression were analyzed after 24 h by flow cytometry. Electroporation scores were determined as described in materials and methods. Statistical
analysis was performed using One Way ANOVA and Tukey post test. P<<0.05 (*). (B) Total lymphocytes from lymph nodes of C57BL/6 mice were
isolated and electroporated using 2S buffer or Lonza buffer and 4 ug of pT2-GFP. Analysis was performed 24 h later by flow cytometry. Data were
analyzed by unpaired Student t test p<<0,05 (*). (C) Total lymphocytes from lymph nodes of C57BL/6, Balb/c and B10A mice were isolated and
electroporated using 2S buffer and 4 ug of pT2-GFP plasmid. Cell viability was normalized to control (not electroporated) cells. All values in this figure

represent the average of two experiments in triplicate and are expressed as mean=SEM.

doi:10.1371/journal.pone.0060298.g007

cell viability whereas slight variations in GFP expression were

observed; however, solution 2S achieved higher percentages of

GIP positive cells in the absence of PEG (Figure S4). As in the
control (solution 2S) condition, pre activation of T cells had deep
impact in cell viability. Other polymer tested (Poloxamer-188)
showed no significant impact in electroporation efficiency at 0.01,
0.1 or 1% concentrations and further appeared to slightly decrease
the percentage of GIP-positive lymphocytes in the non-activated
population, showing no effect on transfection of activated T cells
(Figure S5).

Efficient CAR-transfection of human T cells

To test whether solution 1SM was able to efficiently transfect
human cells with the clinically relevant CAR 20z, we transfected

PLOS ONE | www.plosone.org

fresh PBMC from a healthy donor and evaluated the percentage of
transgene expression at 24 ph and after the stimulation with
irradiated EBV+ B lymphoblastic 1.388 cell line. Analysis at days
+1, +10, +20 and +30 showed that the expression of CAR was
34.7%, 63.3, 66.4% and 83.8% respectively, with a progressive
increase in the percentage and MFI of CAR+ cells (Figures 8A and
8B). At day 20 after CAR transfection, expansion of cytotoxic T
lymphocytes (CTLs) led to an absolute number of lymphocytes
exceeding 5x107 cells, with 20z+ cells having a clear proliferative
advantage over mock electroporated (Neg) cells (Figure 8C). As
showed in Figure 8D, T lymphocytes expressing 20z CAR
displayed a high cytotoxic activity against the engineered
CD20+ NALM-6 cell line when compared to control cells
expanded in the same way but expressing no CAR, showing the
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Figure 8. T cell electroporation with Chimeric Antigen Receptor (CAR) results in stable gene expression conferring target-specific
cytotoxicity. PBMCs from one donor were electroporated using 1SM buffer, 20 pg of pT3-20z plasmid and 0,5 nug of SB100x transposase plasmid.
One day later, lymphocytes were stimulated with irradiated L388 cells and CAR expression was evaluated until d+30 by flow cytometry analysis using
an anti-fab antibody. (A) Representative histograms of 20z CAR expression at d+1, d+10, d+20 and d+30 after electroporation (gray line=non
electroporated cells stained anti-Fab; black line=Ilymphocytes electroporated with pT3-20z). (B) Analysis of 20z CAR expression until d+30
summarizing data of Figure 8A. (C) Kinetics of expansion of control mock electroporated (Neg) or 20z+ lymphocytes after stimulation with L388 cells.
(D) Expanded cells were used in different effector/target (E/T) ratios in a cytotoxic assay against the CD19+/CD20+ Nalm-6 GFP+target cell line;

Neg =CTLs not electroporated.
doi:10.1371/journal.pone.0060298.9g008

feasibility of this protocol for the generation of antitumor specific
T lymphocytes.

Discussion

Given the importance of genetic modification of T cells for the
study of T cell biology and immunotherapy, efficient and
affordable methods to transfer genes to T lymphocytes are
extremely useful to advance in these fields [12]. Human and,
notably, mouse T lymphocytes are usually hard to electroporate
and the emergence of systems like Lonza Nucleofector significantly
improved transfection results. When large number of electropo-
rations must be performed, costs associated with the acquisition of
the electroporation kits can potentially limit its broad application.
We herein report the development of in house buffers for the
nucleofection of T cells, comprising different compositions and
osmolarities, which allowed optimization of protocols for each
target cell to be genetically modified (the results are summarized in
Table S2).

The Jurkat T cell line, a prototype CD4+ lymphocyte used in
many cell signaling studies, could be efficiently electroporated with
our protocol yielding high expression of the reporter gene but low
viability. Although the initial level of cell viability precludes refined
cell analysis in the first 72 hours, cells are able to recover, allowing
long-term evaluation of gene expression when SB100x transposase
was included. For human primary T cells, several buffers resulted
in high electroporation scores, with expression in both CD4+ and
CD8+ subpopulations (Figure 2C). Surprisingly, GFP expression
was not detected in NK cells, despite the presence of this cell
subset (data not shown), indicating that the main cell population
receiving and expressing the transgene are T' lymphocytes. NK
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cells were previously described as hard to transfect and electro-
porate, but some protocolos for exogenous gene expression in
these cells — NK-92 cell line and primary NK cells - were described
[35-38]. We have no explanation for the observed restriction of
NK cells to electroporation under the conditions tested in this
report and NK cell resistance is currently being addressed by our
group.

Electroporation of activated human T cells was ineffective with
all the buffers and programs tested resulting in large loss of cell
viability due to electroporation (data not shown). These results
suggest that, at least for the conditions we tested, activated T
lymphocytes are extremely sensitive to the provided electric pulse
and do not allow efficient genetic modification if activated. These
results prompted us to explore resting T cell electroporation
followed by activation.

For murine primary T cells, only anti-CD3 activated lympho-
cytes were effectively electroporated, with little difference between
T cells from Balb/c, C57BL./6 and B10A mouse strains tested.
These results suggest a complete different behavior and capacity to
recover from the electric pulse for murine T cells if compared to
their human counterparts. We compared our protocol to Lonza
kits and found no major differences in electroporation efficiencies
when testing both human and murine primary cells. These results
establish the buffers described in our report as reliable alternatives
to Lonza’s kits. The attempt to increase electroporation efficacy by
adding polymers (PEG and Poloxamer-188) to electroporation
buffers showed no impact in the level of transgene expression or
cell viability obtained. Testing of additional polymers may increase
the efficiency of the protocol and is currently under evaluation.

The combined use of the in house buffers with the non-viral SB
system consists in a valuable tool for stable genetic modification.
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Although in this report we did not unequivocally demonstrate the
integration of transgenes in host cell DNA, long term expression of
GFP (Figure 1B) and CAR (Figures 8A and B) support the stable
integration and expression of the transgenes transferred under the
conditions tested. For mature T cells the risk of insertional
mutagenesis 1s still theoretical [39,40] and the integration pattern
of SB transposase in these cells seems fairly random, unlike piggyBac
or Tol2 that have a y retrovirus-like profile [22]. These particular
aspects indicate that using SB based technology combined with
electroporation protocols represents one of the safest ways to
transfer new genes to T' lymphocytes. One potential limitation of
the SB system is the overproduction inhibition, causing low
transposition rates at high transposase concentration [41].
Furthermore, when expressed at high levels, SB transposase
exhibits a cytotoxic effect dependent of p533 and c-Jun [42],
although we did not observe reductions in GFP expression due to
this phenomenon despite the different proportions of pT2/SB
tested (Figures 4 and S3) in primary human lymphocytes. The
ideal proportion of pT2/SB must be empirically established for
each plasmid and cell type.

Most of data reported so far describe the electroporation of
RNA molecules in T lymphocytes [18,43-47] with very few
reports addressing functional gene transfer with plasmids carrying
the transgene [48] The limited number of reports using plasmid
electroporation into lymphocytes precludes consistent comparisons
to the results reported here. The current conditions described for
electroporation and cell expansion lead to an efficient long term
maintenance of primary human T cells carrying and expressing
functional transgenes. Singh and colleagues [48] recently de-
scribed a similar nucleofection system based on SB carrying CARs.
Amongst the results described here, levels of transgene expression
at day one after electroporation, presence of transgene protein in
both CD4 and CD8 cells and the expansion rate of T lymphocytes
after electroporation were very similar to those described by Singh
and colleagues, reinforcing the equivalence of our in house system
and the commercial available kits.

Finally, the new buffers described in this report are extremely
useful in the context of experimental adoptive immunotherapy,
specifically for the generation of antitumoral lymphocytes. As
showed in Figure 8(A-D), long term expression of 20z CAR was
successfully achieved conferring high cytotoxic activity against the
engineered CD20+ Nalm-6 cell line to gene modified lymphocytes.
Ongoing clinical trials performed elsewhere using similar meth-
odologies to generate SB-modified CAR+ T cells[19,21] reinforce
the applicability of our method. Thus, the method presented here
provides the researcher with independence over kits manufacturer,
allowing functional studies under relevant conditions at similar
efficiencies if compared to commercial kits, expanding the
possibility of evaluating T cell function even in large scale
experiments requiring multiple electroporations of primary T cells.
Furthermore, the approach described here represents a viable
alternative to more labor-intensive and time consuming retro/
lentiviral vector based gene transfer methods, which usually
require 2-3 weeks for vector production, titration and quality
control testing. Moreover, our formulation provides low-income
laoboratories with an affordable protocol of nucleofection, making
the genetic modification of T cells a straight forward and
accessible method.

Supporting Information

Figure S1 Analysis of 7AAD staining after electropora-
tion. PBMCs from three healthy (A, B and C) donors were
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electroporated using 1SM buffer and 2 ug of pT2-GFP plasmid.
After 24 h, cells were stained with 7AAD and the viability was
analyzed in gated (living cells as defined by scatter) or non-gated
populations.

(TIF)

Figure S2 Electroporation efficiency of different buff-
ers. PBMCs from two healthy donors were electroporated using
in house buffers and 4 pg of p1T2-GFP plasmid. Cell viability and
GFP expression were analyzed until d+7 by flow cytometry.
Values are the average of triplicates and expressed as mean*
SEM. Viability of electroporated cells were normalized to the
negative control (not electroporated) cells.

(TIF)

Figure S3 Impact of different transposon and transpos-
ase plasmid mass in viability and transgene expression.
PBMC:s from two healthy donors were electroporated using 1SM
buffer, 4 pg, 10 pg or 20 pg of pT2-GFP plasmid and/or 0,5 pg,
1 pg or 2 pug of SB100x transposase plasmid. Cell viability and
GIP expression were analyzed until d+9 by flow cytometry.
Values are the average of two donors in triplicate and expressed as
mean*SEM. Viability of electroporated cells were normalized to
the negative control (not electroporated) cells.

(TIF)

Figure S4 Electroporation of mouse lymphocytes in the
presence of PEG. Total lymphocytes from lymph nodes of
C57B1/6 mice were isolated and electroporated using 2S buffers
(supplemented or not with PEG) and 4 pg of pT2-GFP plasmid.
Cell viability and GFP expression were analyzed after 2 h by flow
cytometry. Data is representative of two independent experiments
in triplicate.

(TIF)

Figure S5 Electroporation of mouse lymphocytes in the
presence of Poloxamer-188. Total lymphocytes from lymph
nodes of C57B1/6 mice were isolated and electroporated using 25
buffers (supplemented or not with Poloxamer-188) and 4 ug of
pT2-GIP plasmid. Cell viability and GFP expression were
analyzed after 24 h by flow cytometry. Data is representative of
two independent experiments in triplicate.

(TIF)

Table S1 Buffers used in electroporation experiments.

(DOCX)

Table $2 Summary of the results obtained with in house buffers
in different cell types.
(DOC)
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