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Procesamiento cerrado y
semiautomatizado de células CART

Existe un entusiasmo considerable en torno al potencial de
tratamiento de las inmunoterapias con células T. A pesar del éxito
clinico de las células T con receptor de antigeno quimérico (CAR),
aun existen desafios asociados con la oferta rutinaria de estos
productos como alternativas de tratamiento. Estos desafios
incluyen el costoso proceso de fabricacion que depende de flujos de
trabajo abiertos largos y complejos con altos requisitos de mano de
obra que influyen en la variabilidad del producto.

Esta nota de aplicacion describe los detalles de un sélido flujo de
trabajo de fabricacion de células CAR T que se puede adaptar para el
cumplimiento de cGMP en la produccién comercial de células CART.
Este proceso CAR T semiautomatizado y cerrado logra 1 x 10.Células
T expandidas con mas del 80 % de eficiencia de transduccién de
proteina fluorescente verde mejorada (eGFP) en un proceso de
fabricacién de 8 dias.

Introduccién

Solo en 2019, se espera que se diagnostiquen aproximadamente 1,7 millones de
nuevos casos de cancer en los EE. UU. y se espera que alrededor de 600 000
estadounidenses mueran de cancer (1). Si bien la quimioterapia combinada con
medicamentos continla siendo el estandar de atencién, un nimero cada vez
mayor de adultos y nifios son refractarios a las modalidades de tratamiento
convencionales, lo que motiva la "préxima generacién" de enfoques para la terapia

del cancer.

A diferencia de la quimioterapia convencional, ahora se estan desarrollando
enfoques novedosos basados en una comprensién mas profunda de la
inmunooncologia. Entre estos enfoques, la terapia de células T adoptivas ha
ganado una atencién significativa por su potencial curativo. La aprobacién de
las terapias de células T con CAR autélogas de Novartis (Kymriah™) y Gilead/
Kite (Yescarta™) (2) subraya tanto la promesa como los desafios futuros para

que estas terapias estén disponibles para los pacientes.

Ahora existe una necesidad creciente de soluciones de flujo de trabajo integrales
que respalden la ampliacién y ampliacién industrial de las terapias de células T con
CAR. Para abordar estos desafios, hemos investigado las operaciones de unidades
CAR T individuales para identificar los reactivos y equipos modulares disponibles en
el mercado que impulsan el cierre y la automatizacién del proceso como un método

para mejorar la eficiencia del flujo de trabajo y la consistencia del producto.

gelifesciences.com

Leucopak congelado

Descongelacion de Leukopak

Lavado de leucopak

&

enriquecimiento de células T

e

Activacién

&

Transduccién

&

Expansion

e

Cosechary lavar

e

' A
Formulacion
. 7
'a ¢ B
crioconservacion
\ 7

producto CART

Figura 1.Flujo de trabajo para el proceso de fabricacién semiautomatico de células CAR T
cerradas. El material de la celda al principio y al final del proceso se resalta en gris y las
operaciones unitarias en blanco.

El flujo de trabajo CAR T se muestra en la Figura 1. Evaluamos los reactivos de
enriquecimiento y activacion de células T disponibles comercialmente, las opciones de
recipientes de cultivo cerrados a pequefia escala, las soluciones alternativas para mejorar la
transduccion y el momento especifico de los pasos del proceso. El objetivo era desarrollar
un proceso de plataforma modular que sea robusto y flexible para las diversas necesidades

de los desarrolladores de CAR T.
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materiales y métodos

Comparacién de métodos de descongelacion y lavado

Las células de tres leukopaks de donantes (HemaCare) se descongelaron
directamente en un bafio de agua a 37 °C sequido de lavados manuales de las
células, o se descongelaron y procesaron de forma automatizada utilizando el
software de protocolo Thaw-Large Volume*$ en el Smart-Max™ AS
Instrumento -310 (GE Healthcare Life Sciences) y software de protocolo
SmartWash en el dispositivo de separacion celular (GE) Sepax™ 2t. En ambos
casos, las células T se enriquecieron posteriormente con el kit de seleccion
positiva de CD3 humano EasySep™ Release (STEMCELL Technologies) de
acuerdo con el protocolo del fabricante.

Comparacion de métodos de enriquecimiento y activacion de células T

Los leucopacos de tres donantes se procesaron con el software de
protocolo Thaw-Large Volume en Smart-Max AS-310 y el software de
protocolo SmartWash en Sepax 2. Luego, las células T se enriquecieron
con el kit de seleccién positiva de CD3 humano EasySep Release, las
microesferas de CD3 en un LS Columna con el separador QuadroMACS™
(Miltenyi Biotec) o una combinacién de microesferas CD14y CD19
analizadas en una columna LD con el separador QuadroMACS. Las
fracciones que contenian las células T enriquecidas se activaron con
activadores de células T CD3/CD28/CD2 humanas ImmunoCult™
(STEMCELL Technologies). Todos los demdas materiales enumerados son
de Miltenyi Biotec.

Toda la expansién posterior de células T se realizé utilizando un medio de cultivo
celular preparado complementando el medio de expansién de células T (GE) Xuri™
con suero AB humano inactivado por calor al 5 % (Gemini) y 350 UI/mL de factor de
crecimiento Xuri IL-2 (GE). Las células se inocularon en placas multipocillo tratadas
con cultivo de tejidos Nunc™ (Thermo Fisher Scientific) a una densidad de 1 x 106

células/mL, contadas todos los dias después del dia 3, y diluidas a 5 x 10scélulas/mL.

Comparacion de métodos de transduccién de células T

Impacto del método de seleccion y el momento de la adicion de lentivirus (LV)Se
transdujo un subconjunto de células T activadas de los diversos métodos de
enriquecimiento mencionados anteriormente el mismo dia de la activacién o 1 0 2
dias después de la activaciéon para medir el impacto del método de enriquecimiento y
el tiempo antes de la adicién viral en la eficiencia de la transduccién. Los linfocitos T
se transdujeron con el vector LV-eGFP (Tailored Genes) a una multiplicidad de
infeccion (MOI) de 2,5 en placas multipocillo tratadas con cultivo de tejido Nunc. Los
volimenes se duplicaron con medios nuevos para mejorar la salud celular de 16 a 20
h después de la transduccién. La eficacia de la transduccién se midié en el citémetro

de flujo CytoFLEX™ (Beckman Coulter) 48 h después de la adicién del medio.

Impacto del método de transduccion

Para comparar varios métodos de transduccién de células T, se procesaron
leucopacos de dos donantes usando el software de protocolo de volumen
grande Thaw en Smart-Max AS-310 y el software de protocolo SmartWash en
Sepax 2. Luego, las células T se enriquecieron usando la seleccién positiva de
CD3 humano EasySep Release. Kit y se activé con los activadores de células T
CD3/CD28/CD2 humanas de ImmunoCult. Las células se inocularon en
matraces T tratados con cultivo de tejidos Nunc (Thermo Fisher Scientific) a
una densidad de 1 x 10scélulas/mL y cultivadas en una incubadora (37°C, 5%
CO ) durante 1 dia para permitir que se activen antes de la transduccion.

Las células T activadas se transdujeron con LV-eGFP a una MOI de 2,5
mediante la inoculacién del virus y las células en matraces Nunc T, matraces
de agitacion (Corning) o placas recubiertas con RetroNectin™ (Takara). Un
subconjunto de linfocitos T activados se transdujo de forma automatizada y
cerrada utilizando el software de protocolo SpinOculation C-Pro en el
instrumento Sepax C-Pro (GE) con el mismo MOL.

Las células en matraces Ty placas recubiertas con RetroNectin se cultivaron en
una incubadora (37 °C, 5 % de CO%). Las células transducidas con LV-eGFP
utilizando el software de protocolo SpinOculation C-Pro se inocularon en
matraces de agitacién Erlenmeyer, y ambos conjuntos de matraces de
agitacion se cultivaron en un MaxQ™ CO2 Plus Shaker (Thermo Fisher
Scientific) en una incubadora (3Z °C, 5% CO, 90 rpm). Los volumenes se
duplicaron con medios nuevos para mejorar la salud celular de 16 a 20 h
después de la transduccion. Las células se cultivaron durante 2 o 3 dias
adicionales para permitir que se activaran antes de realizar mas
manipulaciones. Después de un total de 4 o 5 dias de cultivo, se contaron las
células y se diluyeron a 5 x 10scélulas/mL todos los dias durante 4 dias
adicionales. Al final del cultivo, se midié la eficiencia de transduccién en el
citometro de flujo CytoFLEX.

Comparacién de métodos de expansiéon T

Los leucopacos de cuatro donantes se procesaron con el software de
protocolo Thaw-Large Volume en Smart-Max AS-310 y el software de protocolo
SmartWash en Sepax 2. Luego, las células T se enriquecieron con el kit de
seleccién positiva de CD3 humano EasySep Release y se activaron con
ImmunoCult Human CD3/CD28. /Activadores de células T CD2. Las células se
inocularon en matraces T tratados con cultivo de tejidos Nunc o en matraces
de agitacién Erlenmeyer y se sembraron a una densidad de 1 x 10scélulas/mL.
Los matraces de agitacion se colocaron en un MaxQ CO2 Plus Shaker a 90 rpm
mientras los matraces en T permanecian estéticos. Las células se cultivaron en
una incubadora (37 °C, 5 % CO) durante 3 d|'a§ para activarlas antes de realizar
las manipulaciones. Después de 3 dias, las células se contaron y se diluyeron a
5 x 10scélulas/mL. Las células se mantuvieron durante 5 dias y luego se realizé
el andlisis fenotipico en el citémetro de flujo CytoFLEX.

Produccién de células T transducidas a gran escala

descongelar y lavar

Se descongeld un leucopaco congelado en Smart-Max AS-310 usando el software
de protocolo de volumen grande Thaw. El leukopak descongelado se conecté a
través de un puerto de punta a un kit de separacién de células (GE) Sepax
CS-600.1 y se ejecutd en Sepax 2 utilizando el software de protocolo SmartWash.
Aunque esta configuracién se usé para generar este conjunto de datos, una
alternativa equivalente mas flexible esta disponible usando un kit de
procesamiento celular (GE) CT-60.1 Sepax C-Pro en el instrumento de
procesamiento celular (GE) Sepax C-Pro usando el CultureWash C-Pro Software

de Protocolo (Tabla 1).

Las células se diluyeron con solucién salina tamponada con fosfato de
HyClone™ Dulbecco sin calcio ni magnesio (DPBS-/-, GE) suplementada
con AB de suero humano inactivado por calor al 2% y EDTA 1 mM (Sigma).
Se realizé un lavado y las células se extrajeron en el volumen inicial de
tampon de lavado.

* Para la descongelacion aguas arriba, utilizamos el software de protocolo Thaw-Large Volume en el instrumento Smart-Max. Una alternativa seria utilizar el instrumento VIA Thaw para el procesamiento tanto aguas arriba como aguas abajo. T En

este estudio se utilizé el dispositivo de separacion celular Sepax 2; sin embargo, se recomienda el Sepax C-Pro como instrumento equivalente para fines de fabricacion.

# Préximamente, en breve, pronto. No hay garantia con respecto al lanzamiento de ningtin producto (GE Healthcare se reserva el derecho de cambiar los planes y el calendario con respecto al lanzamiento de cualquier producto).
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Tabla 1.Pardmetros equivalentes de CultureWash C-Pro para imitar los pardmetros de SmartWashs

Parametro

SmartWash en Sepax 2

CultureWash C-Pro en Sepax C-Pro

Volumen de entrada

50-880 ml (70 ml)

20-1200 ml (70 ml)

Detectar volumen inicial N/D (No) Bandera (No)

Enjuague de bolsa de entrada N/A (Si) Bandera (Sf)

Volumen de enjuague de la bolsa de entrada N/D (50 ml) 25-100 ml (50 mI)
Pausa enjuague bolsa de entrada N/D (No) Bandera (No)

Volumen final

50-200 ml (70 ml)

8-500 ml (70 ml)

Relacién de dilucién

0,0-2,0 (2,0)

0,0-3,0 (2,0)

Volumen intermedio N/D (10 ml) 5-50 ml (10 ml)

Deteccién de celdas dpticas N/A (SII) Bandera (Si)

Velocidad de dilucion N/D (17 ml/min) 10-120 ml/min (17 ml/min)
fuerza G N/D (400 g) 100-800 g (400 g)

Tiempo de sedimentacién N/A (240 s) 120-600 s (240 s)

Ciclos de lavado Estandar (1) o Lavado alto (2) (Estandar) 0-3(1)y0-3(0)

Cuelgue la validacién de la bolsa N/A (Si) Bandera (Si)

extraccién manual N/D (No) Bandera (No)

Velocidad de llenado del producto

N/D (60 ml/min)

17-120 ml/min (60 ml/min)

Velocidad de extraccién de residuos

N/D (75 ml/min)

17-120 ml/min (75 ml/min)

1Los parametros seleccionados estan entre paréntesis. Si el parametro no esté disponible (N/A), los corchetes son los pardmetros predeterminados.

Enriquecimiento y activacion de células T

CD3-las células se enriquecieron utilizando el EasySep Release Human CD3
Positive Selection Kit de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El
medio de cultivo celular se preparé como se describe en "Comparacion de
métodos de enriquecimiento de células T". Las células T se activaron
usando activadores de células T CD3/CD28/CD2 humanas de ImmunoCult
de acuerdo con el protocolo del fabricante. Las células se inocularon en
matraces de cultivo celular Erlenmeyer de 1 L (Corning) a una densidad de
1,5 x 10ecélulas/mL. Las células se cultivaron en una incubadora (37 °C, 5 %
de CO2, 90 rpm),en un MaxQ CO2 Plus Shaker durante 1 dia para activarlas
antes de realizar mas manipulaciones.

Transduccion y cultura

Para la transduccion a gran escala, se contaron las células 1 dia después de la
activacion y se transfirieron 220 ml de suspension celular a un paquete de
transferencia de 600 ml (Fresenius Kabi). Se diluyé un volumen de LV-eGFP
correspondiente a un MOI de 2,5 en 20 mL de medio de cultivo. El medio era la
misma formulacién utilizada en la activacién. El virus se transfirié a una jeringa
estéril (BD Biosciences) y se mantuvo en hielo. Las células y el virus se soldaron
en el kit de procesamiento de células CT-60.1 Sepax C-Pro y se ejecutaron en el
instrumento Sepax C-Pro usando el software de protocolo SpinOculation C-Pro
(Tabla 2).

Las células se contaron y se inocularon de nuevo en matraces de cultivo
celular Erlenmeyer de 1 L a la densidad original antes de la transduccién en
medio de cultivo fresco. Las células se cultivaron durante 16 a 20 h en una
incubadora en las mismas condiciones utilizadas para la activacién. Después
de 16 a 20 h, se agregé medio de cultivo al doble del volumen. Las células se
cultivaron durante 2 dias mas.

Expansion celular

Se colocd un biorreactor Xuri Cellbag™ (GE) de 2 L en un Xuri Cell
Expansion System W25 (GE) lleno con 5 % de CO2, y se soldo
asépticamente un depdsito que contenia medio de cultivo. El medio
era la misma formulacién utilizada en el cultivo a pequefia escala. Se
afadié un volumen inicial de 200 mL de medio de cultivo al

biorreactor y se dejé equilibrar durante la noche. Los pardmetros del
sistema se establecieron a 37 °C, caudal de gas de 0,05 I/min y un indice de
oscilacion de 10 rpm en un &ngulo de 6 °.

Después de un total de 4 dias en matraces de agitacién Erlenmeyer, las
células se inocularon en el biorreactor y se afiadié medio de cultivo, dando
un total de 500 ml de cultivo en el biorreactor. Una vez iniciados, los
biorreactores se dejaron toda la noche mientras se afiadia medio fresco al
reactor a 1 L/d para alcanzar un volumen total de 1 L.

Desde el dia 5 en adelante, se perfundié continuamente 1 L de medio/d
para controlar los niveles de lactato, amonio y glucosa. Se realizaron
muestreos diarios para nimero de células, viabilidad y analisis
bioquimicos (lactato, amonio, glucosa y pH). Las células se mantuvieron
en cultivo hasta el dia 8.

Tabla 2.Parametros de SpinOculation C-Pro

Parametro Valor
Volumen inicial 220 ml
Enjuague de bolsa de entrada S|’

Volumen de enjuague de la bolsa de entrada 50ml
Pausa enjuague bolsa de entrada No
Deteccién de celdas 6pticas No
Volumen intermedio 40 ml
Ciclos de lavado 0
Fuerza g de concentracion 4009
tiempo de concentracion 300 seg
Volumen de virus 25 ml
Tiempo de espinoculacién 90 minutos
Fuerza g de espinoculacion 600 gramos
Volumen final 100ml
Volumen de espinoculacién 60 ml

T Aunque el volumen del vector lentiviral en el medio de cultivo era de 20 mL, aqui se ingresé un valor

de 25 mL para evitar un volumen de retencion en la linea.
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Anadlisis fenotipico y eficiencia de transduccion

Las poblaciones de células T se analizaron mediante citometria de flujo los
dias 0, 4y 8 de cultivo. Brevemente, 1 x 10slas células se lavaron y bloquearon
con reactivo de blogueo de FcR humano (Miltenyi Biotec) antes de la tincion
con CD3-BV510, CD4-APC-H7, CD8-BV650, CD45R0O-BV421, CD62L-PE, CD25-
BV786, CD279-APCy 7AAD ( todos de BD Biosciences). La eficiencia de
transduccién se midié mediante la deteccién de eGFP en el canal de
isotiocianato de fluoresceina (FITC) simultdneamente con el analisis
fenotipico. Las células tefiidas se analizaron en el citémetro de flujo CytoFLEX.

Cosecha y criopreservacion

Las células T se recolectaron usando el instrumento de procesamiento de células
Sefia™ S-2000, el software de protocolo FlexCell y el kit de procesamiento de células
CT-800.1 (GE) (Tabla 3). Brevemente, 1 x 1010Las células T se redujeron en volumen a
50 ml a una velocidad de flujo de 75 ml/min. Se realizaron dos ciclos de lavado
usando PLASMA-LYTE A (Baxter) suplementado con albumina sérica humana al 10%
(Gemini). Los lavados se realizaron a 400 x g durante 5 min. Luego se extrajeron las
células a 1 x 10scélulas/ml en PLASMA-LYTE A con 50 % de CryoStor™ CS10 (BioLife
Solutions) y 5 % de albumina de suero humano en tres bolsas de congelacién
CryoMACS™ 50 (Miltenyi Biotec). Las tres bolsas criogénicas se cargaron en el
congelador VIA Freeze™ Quad (GE) con una velocidad de enfriamiento de -1 °C/min
hasta que la temperatura alcanzé los -100 °C. Después de la congelacién, todas las

células se transfirieron al almacenamiento de nitrégeno liquido.

Tabla 3.Parametros utilizados en el software de protocolo FlexCell

Parametro Valor

Volumen inicial Volumen de entrada de

1 x 1010células (mL)

Detectar volumen inicial No
Habilitar sensor de peso de bolsa inicial No
Habilitar el sensor de peso de la bolsa de basura Si
fuerza G, concentracién 4009
Tiempo de sedimentacién, concentraciéon 300s
Volumen intermedio, concentracién 50ml
Velocidad de la bomba 75 ml/min
Ciclos de lavado 2
fuerza G, lavado 4009
Tiempo de sedimentacién, lavado 300 s
Volumen intermedio, lavado 20 ml
Volumen final bolsa 1 20 ml
Volumen final bolsa 2 20 ml
Volumen final bolsa 3 20 ml
Cambiar bolsa para resuspension No
Extraccién de volumen muerto No
Habilitar temperatura de proceso No
Temperatura de proceso 20°C
Habilitar la temperatura del producto final Si
Temperatura del producto final 4°C
Tiempo de acondicionamiento del producto final 0
Habilitar dilucién final Si
Tasa de inyeccion de dilucion final 17 ml/min
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Resultados y discusién

Comparacion de métodos de descongelacion y lavado

Hay métodos manuales abiertos disponibles para descongelar y lavar células
de leucopacos. Sin embargo, estos no cumplen con los requisitos GMP en
evolucién y pueden presentar riesgos asociados con la variabilidad del
operador y la contaminacion. Alternativamente, se puede utilizar un enfoque
cerrado y automatizado para descongelar y lavar las células. Este enfoque
puede reducir los requisitos de mano de obra manual y la variabilidad del
producto.

La descongelacion y el lavado con el software de protocolo Thaw-Large Volume en Smart-
Max AS-310 junto con el software de protocolo SmartWash en Sepax 2 dieron como
resultado resultados de viabilidad y recuperacién celular comparables a los de un método
manual (p 2 0,05 mediante la prueba t de 2 muestras)., n = 3) (Figura 2A). Las células del
método automatizado también proporcionaron una recuperacion, pureza y viabilidad de

células T comparables (p 2 0,05 mediante la prueba t de 2 muestras, n = 3) (Fig. 2B).

(A) (B)
W Manual [ automatizado W Manual [ automatizado
100+ t . 100 - ° o
°
80 - . 80
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60 - 60
g g
§ 404 § 40 4
20 20 A
0+ 0
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recuperacion viabilidad recuperacién pureza viabilidad

Figura 2.Recuperacion y viabilidad tras descongelacién y lavado manual y automatizado. (A)
Recuperacion y viabilidad de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) viables
inmediatamente después de la descongelacién y lavado manual o automatico; (B) recuperacion,
pureza y viabilidad de células T enriquecidas después de EasySep Release Human CD3 Positive
Selection. Las barras representan el promedio de los triplicados biolégicos con valores de
donantes individuales mostrados por puntos.

Comparacién de métodos de enriquecimiento de células T

Hay varios métodos comercialmente disponibles para enriquecer las
poblaciones de células T. Dos sistemas comunes son CD3:seleccién y CD14+/
CD19-agotamiento. Con el fin de determinar el protocolo éptimo para
enriquecer las células T, dos CD3:métodos de seleccién y un CD14+/CD19-+
método de agotamiento fueron evaluados.

Como era de esperar, el agotamiento del CD14+y CD19-poblaciones resultaron
en purezas de células T significativamente mas bajas que cualquiera de las
CD3:métodos de seleccién (p < 0,001 por ANOVA unidireccional, n = 3) (Fig. 3B).
El enriquecimiento de células T con el kit de seleccién positiva de CD3 humano
EasySep Release resulté en recuperaciones significativamente mds altas que la
seleccién con el sistema QuadroMACS (p = 0,01 por ANOVA de una via, n = 3)
(Fig. 3B). Sin embargo, no hubo diferencias estadisticamente significativas en
la viabilidad y la cinética de expansion de 5 dias entre cualquiera de las
poblaciones de células T enriquecidas (p 2 0,05 por ANOVA de una via, n=3)
(Fig. 3Q).



La Figura 4 muestra los resultados de la determinacién del dia éptimo para la
transduccion. Células T enriquecidas a través de CD3:la seleccién tuvo eficiencias de
transducciéon mas altas que el método de agotamiento cuando se transdujo el dia 0
g (p = 0,000 por ANOVA unidireccional, n = 3) y el dia 1 (p < 0,001 por ANOVA
105 i unidireccional, n = 3). Sin embargo, no se observaron diferencias en las células
04 |” e .-'-"‘:;‘_“zz transducidas 2 dias después de la activacién (p = 0,05 por ANOVA de una via, n = 3).
1044 m En general, la mayor eficiencia de transduccién se observé transduciendo CD3+
103 "E) 1Io3 164 10s 12),3 -0 |103 ' 104 |105 células seleccionadas 1 dia después de la activacion (p < 0,02 por ANOVA
CD56- CD56- unidireccional, n = 3).
(B) W EasySep CD3- Quadro MACS CD3: Bl Quadro MACS CD14./CD19. Como se describe en los métodos, se compararon varios enfoques de
p<0,001 transduccién manual utilizados actualmente por numerosos grupos
100 - _ (matraces en T, matraces de agitacion y RetroNectin) con el software de
b=001 s ¢ protocolo SpinOculation C-Pro en el instrumento Sepax C-Pro. El método
80 /™ de transduccién cerrada automatizado con SpinOculation C-Pro en
8 ° Sepax C-Pro dio como resultado una viabilidad comparable (Fig. 5A) y
60 una eficiencia de transduccién al final del cultivo (Fig. 5B).
S H
= °
g 401 M EasySep CD3. Quadro MACS CD3. Ml Quadro MACS CD14./CD19.
p<0,02
20 A —_—
100 - p<0,001
R m—
0 - T T
CD3-recuperacion CD3+pureza CD3.viabilidad 80 A s .
p =0,000
— —_
(@] g
H EasySep CD3. Quadro MACS CD3- [l Quadro MACS CD14/CD19- 9 60
E]
100 - o ke
&
[}

Leer (%)

[} . 40 - :
80 - °
20 A
f
0 T T
Dia 0 Dia 1 Dia 2
40 4 dia de la transduccion
20 A Figura 4.Determinacién del dia 6ptimo para la transduccién. Porcentaje de células T positivas para
eGFP 72 h después de la transduccién en varios dias después de la activacion. Las barras
0 representan el promedio de los triplicados biolégicos con valores de donantes individuales
T

' mostrados por puntos.

Dia 5 viabilidad Dia 5 expansion relativa
Fig. 3.Comparacién de métodos de enriquecimiento. (A) Representacién de Flowjo™ de (A) (B)
celdas cerradas antes y después de EasySep CD3.seleccién; (B) recuperacién, purezay
viabilidad de las células T después de EasySep CD3seleccién, QuadroMACS CD3- M Tarea I RetroNectina M Tarea I RetroNectina
seleccion, o QuadroMACS CD14./CD19.agotamiento; (C) Viabilidad del dia 5 y expansion Sacudir pecir [l SpinOculation C-Pro Sacudir pedir Ml SpinOculation C-Pro
acumulada del pliegue en relacién con EasySep CD3:crecimiento de células T enriquecido 100- 100-
del donante respectivo. Las barras representan el promedio de los triplicados bioldgicos
con valores de donantes individuales mostrados por puntos. 80 80
g g
< 60 w60
o o
.. . L . @
Comparacion de métodos de transduccién de células T he! 2
o - , ) ) & 401 g 401
Para optimizar la transduccion, se evalué el punto de tiempo para realizar la s v}
GJ
transduccion después de la activacién inicial de las células T. Para mantener 204 204
la duracién del proceso lo mas corta posible, se priorizaron los puntos de
tiempo anteriores. Actualmente se utilizan varios métodos para transducir 0 - 0 -
células T. Sin embargo, varios de estos se basan en el procesamiento D‘B?;‘Z“ D°5‘3ig‘e52: D‘b”?g‘;" Dg?gtSZ:

manual y abierto en placas o matraces, que es poco probable que se

ajusten a los requisitos de GMP. Como alternativa, probamos el software de Figura 5.Comparacién de métodos de transduccion. (A) Viabilidad de las células usando varios

| . lati izad . . | d métodos de transduccién después de la fase de activacién del cultivo (3 dias o 4 dias después de la
protocolo SpinOculation C-Pro automatizado y funcionalmente cerrado en transduccion); (B) porcentaje de células T positivas para eGFP al final del cultivo (7 u 8 dias después

el instrumento Sepax C-Pro para transducir las células T con LV-eGFP. de la transduccion). Las barras representan el promedio de los triplicados técnicos que se realizaron

para cada uno de los dos donantes biolégicos.
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Comparacion de métodos de expansion de células T

Hay varios métodos abiertos para el cultivo de células T a pequefia escala antes de
entrar en un biorreactor, siendo el cultivo en matraces T el método mas comun.
También existen métodos cerrados como las bolsas permeables a los gases y G-
Rex™, pero en nuestras evaluaciones anteriores, estos no pudieron alcanzar la
misma cinética de crecimiento observada en los matraces T (datos no publicados).
Investigamos los matraces de agitacién Erlenmeyer como una alternativa de cultivo
cerrado que podria igualar la expansién de pliegues de las células T inoculadas en

los matraces T.

(A) (B)
M Tarea W agitar preguntar MW Tarea M agitar preguntar
140+ 100 |
120+ ‘
80
1004 e O .
80 g 604
g B
g 60 § 40 4 .
40 [
20 A
201
0 0 4
Dia 5 Pariente dia 5 CD3- CD4. CD8-
viabilidad expansion

Figura 6.Comparacion de métodos de cultivo a pequefia escala. (A) Viabilidad del dia S5y
expansién de veces acumulada en relacién con el crecimiento de células T en el matraz T
del donante respectivo; (B) andlisis fenotipico de células Ty subpoblaciones CD4-

y CD8.células por citometria de flujo al final del cultivo. Las barras representan el promedio de

cuatro repeticiones bioldgicas con valores individuales mostrados por puntos.

Dia del proceso Aporte Unidad de operacién

Produccién

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la viabilidad o
expansion de las células T (p = 0,05 mediante la prueba t de 2 muestras, n = 4) (Fig.
6A). La comparacién fenotipica de las células al final del cultivo se muestra en la
Figura 6B. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
pureza de las células T o CD4.y CD8:subpoblaciones (p = 0,05 por prueba t de 2

muestras, n = 4).

Produccién de células T transducidas a gran escala

La descongelacién y el lavado automatizados de leucopacos utilizando el
software de protocolo de volumen grande Thaw en Smart-Max AS-310 y el
software de protocolo SmartWash en Sepax 2 se implementaron junto con el
enriquecimiento de células T utilizando el kit de seleccién positiva de CD3
humano EasySep Release, SpinOculation C-Pro Software de protocolo en el
instrumento Sepax C-Pro y activacién y expansion a pequefia escala en
matraces de agitacion y Xuri Cell Expansion System W25 (Fig. 7).

A partir de tres ciclos de produccién a gran escala, pudimos obtener mas del 75 %
de recuperacion celular de los pasos de descongelacién y lavado utilizando la
configuracién descrita, con una viabilidad superior al 90 % (Fig. 8A). Las poblaciones
de células T enriquecidas se obtuvieron mediante separacién magnética utilizando
el sistema EasySep, que aument6 la pureza de las células T desde un 53 % a un 62
% en la poblacién de entrada inicial hasta mas del 95 % en la salida,

independientemente de las diferentes poblaciones iniciales de células (Fig. 8B ).

Equipo o reactivo
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e
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)
)
)
)
)
)
)
)
)

N -
1 1 =
(e} »

,_,_,_,_,_,_,_,_,_,_l

producto CART

Smart Max

sepax 2

EasySep CD3:(abierto)

ImmunoCult CD3/28/2

Medio de expansién de células T Xuri + SF

Sepax C-Pro

Medio de expansion de células T Xuri + SF

Medio de expansién de células T Xuri +

Sistema de expansion de células Xuri W25

SeSa 5-2000

Figura 7.Proceso de flujo de trabajo. Diagrama de los pasos y sistemas utilizados para preparar una dosis clinicamente relevante de células CAR T a partir de unidades de leucoaféresis

congeladas. La mayoria de los pasos fueron funcionalmente cerrados y automatizados, y el proceso es compatible con las pautas de GMP. El lavado Leukopak se probé en Sepax 2, pero hay

disponible comercialmente un producto equivalente, Sepax C-Pro. SF = matraz de agitacion.
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Después del cultivo, las células T transducidas expandidas se recolectaron utilizando
el software de protocolo FlexCell en el instrumento de procesamiento de células
Sefia S-2000 antes de la crioconservacion. Después de la reduccién de volumen, el
lavado y la crioformulacién, la recuperacién total de células vivas fue superior al 95
% sin una disminucién de la viabilidad (Fig. 10A). Las bolsas criogénicas de células se
criopreservaron utilizando el VIA Freeze Quad antes de transferirlas al

almacenamiento con nitrégeno liquido.

201

PBMC

recuperacién

PBMC
viabilidad

20 -

recuperacién

CD3+ CD3-

pureza

CD3-
viabilidad

Figura 8.Pureza y recuperacion de células T después del enriquecimiento. (A) Recuperacién viable de PBMC y
viabilidad después del software de protocolo SmartWash en Sepax 2; (B) Recuperacién, pureza y viabilidad de
células T enriquecidas después de la seleccién positiva de CD3 humano de liberacién EasySep. Las barras
representan el promedio de los triplicados biolégicos con valores de donantes individuales mostrados por

puntos.

Después del aislamiento, las células se activaron, transdujeron y expandieron
en matraces de agitacién durante 4 dias antes de transferirlas al Xuri Cell
Expansion System W25. Después de 4 dias, se transdujo méas del 68% de la
poblacién de células T (Fig. 9A). Las células T se expandieron en el Xuri Cell
Expansion System W25 en mas de 78 veces desde la poblacién celular inicial
(Fig. 9B). La transduccién se mantuvo por encima del 84% durante todo el
cultivo (Fig. 9B), lo que resultéd en mas de 1 x 1010

células T transducidas en el dia 8, en promedio (Fig. 9C).

® Donante 1 @ Donante 2 ® Donante 1 @ Donante 2
100+ 100+
[J
80 - 80 -
[
60 60
g g
@ 40 @ 40
(9] (7]
- -
20 20
0- 0-
Viabilidad Viabilidad  Recuperacion Recuperacién de Viabilidad GFP-
L T , L ),
T T T
Pre-célula Post-célula Post-descongelacién

procesamiento en
Ver un S-2000

procesamiento en
Ver un 5-2000

Figura 10.Recuperacién y viabilidad de las células T. (A) Recuperacién y viabilidad de las células T cultivadas,
de los donantes 1y 2 después de la recoleccién utilizando el software de protocolo FlexCell en el
instrumento Sefia S-2000; (B) recuperacién posterior a la descongelacién y viabilidad de las células T
transducidas crioconservadas después de la crioformulacién utilizando el software de protocolo FlexCell en

el instrumento Sefia S-2000.

La Figura 10B muestra la viabilidad y la recuperacién después de la descongelacion
con VIA Thaw™ CB1000 (GE) después del lavado manual, la centrifugacién y el
intercambio de tampones para evaluar las células después de la criopreservacién
(como sustituto del producto finalmente infundido en el paciente). Como se muestra,
mas del 70 % de las células se recuperaron con una viabilidad superior al 97 %. Los
resultados también muestran que la transduccién se mantuvo por encima del 80% a

través del proceso de crioconservacion.

Conclusiones

El flujo de trabajo utilizado en este estudio es adecuado para la produccién
industrializada de células CAR T autélogas, ya que incorpora varias operaciones
unitarias automatizadas y funcionalmente cerradas. Esta produccién de células T
transducida a gran escala proporciond dosis clinicamente relevantes (1 x 1010células
por donante) con alta eficiencia de transduccién (> 80% eGFP-). Fenotipicamente, el
producto final demostré caracteristicas de una poblacién de células T activadas. El
trabajo futuro podria enfocarse en ajustar cada paso para reducir los costos
mientras se mantiene un proceso robusto y escalable. Por ejemplo, los parametros
del bioproceso, como la agitacién y la velocidad de balanceo, asi como la estrategia
de perfusién, podrian mejorarse aiin mas al reducir la cantidad de intercambio de

medios y optimizar la velocidad y el angulo de balanceo.
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204 R
G 24
0 0 4
comienzo de la cultura Final de Donante 1 Donante 2 Donante 3
en biorreactor cultura
(dia 4) (dia 8)

En general, la metodologia presentada aqui es compatible con los flujos de

Figura 9.Crecimiento de cultivo y eficiencia de transduccién. (A) Crecimiento acumulativo y viabilidad
de las células T. Las lineas representan el perfil de expansién y los triangulos representan la
viabilidad durante el proceso CAR T; (B) porcentaje de GFP transducido-Células T después de la
activaciéon en matraces de agitacion y después del cultivo en el Xuri Cell Expansion System W25. Las
barras representan el promedio de los triplicados biolégicos con valores de donantes individuales
mostrados por puntos; (C) GFP acumulado-

Células T el dia 8 para los donantes 1, 2y 3.

trabajo industriales para la fabricacion de CAR T. Esta nota de aplicaciéon
muestra la viabilidad de una expansién de células T semiautomatica y el
cierre de operaciones de unidades clave. En particular, la expansion a
pequefia escala en frascos de agitacién demuestra la posibilidad de una
alternativa al cultivo estatico convencional en bolsas permeables al gas o
frascos cerrados.
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