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生产基因修饰的免疫效应细胞，如CAR  T细胞。
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1.一种用于快速制造基因修饰的T细胞群的方法，包括：

获得混合的单个核细胞群；

基本上同时：

激活包含在所述混合单个核细胞群中的T细胞群；和

将所述混合的单个核细胞群暴露于病毒载体，所述病毒载体适于用外源核苷酸转导至

少所述混合的单个核细胞群中包含的T细胞群。

2.根据权利要求1所述的方法，包括从同时激活和暴露于至少一种病毒载体的步骤起

至多24小时收获所述混合的单个核细胞群，所述混合的单个核细胞群包含至少基因修饰的

T细胞群。

3.根据权利要求1所述的方法，其中所述激活通过将所述混合的单个核细胞暴露于选

自IL‑2、IL‑7、IL‑15、IL‑12、IL‑18和IL21的细胞因子中的一种或多种的激活剂，和/或暴露

于选自CD3、CD28、OX40、CD2、CD27、ICAM‑1、LFA‑1(CDlla/CD18)、ICOS(CD278)和4‑1BB

(CD137)中的一个或多种的活化剂的激活剂来进行。

4.根据权利要求3所述的方法，其中所述激活通过将所述混合的单个核细胞暴露于选

自IL‑7和IL‑15中的一种或多种的激活剂来进行。

5.根据权利要求1所述的方法，包括在激活和暴露于所述病毒载体的步骤之前通过粘

附所述单个核细胞群中包含的单核细胞群而至少部分耗竭的步骤。

6.根据权利要求5所述的方法，其中所述激活和暴露于所述病毒载体的步骤在不存在

任何外源性细胞因子的情况下进行。

7.根据权利要求6所述的方法，其中所述激活步骤通过将所述混合的单个核细胞群暴

露于CD3活化剂、CD28活化剂、可溶性或表面结合的CD3抗体、或可溶性或表面连接的CD28抗

体中的一种或多种来进行。

8.根据权利要求7所述的方法，其中所述激活步骤通过将所述混合的单个核细胞群暴

露于CD3活化剂、或可溶性或表面结合的CD3抗体中的一种或两者来进行。

9.根据权利要求1所述的方法，其中所述激活和暴露于所述病毒载体的步骤在没有事

先进行T细胞分离或预激活步骤的情况下进行。

10.根据权利要求1所述的方法，进一步包括冷冻保存所述混合的单个核细胞群，所述

混合的单个核细胞群包含所述经基因修饰的T细胞群。

11.根据权利要求1所述的方法，包括通过单采或外周血提取获得所述混合的单个核细

胞群。

12.权利要求1的方法，包括从慢病毒、逆转录病毒和腺病毒中选择病毒转导载体。

13.根据权利要求1所述的方法，还包括差速离心的步骤，所述差速离心是在基本上同

时激活和暴露于所述病毒转导载体之后进行的，以通过DNA大小选择从基因组DNA中去除质

粒DNA的步骤。

14.一种基因修饰的T细胞，通过权利要求1‑12中任一项所述的方法产生。

15.一种封闭系统试剂盒，用于实施根据权利要求1‑12中任一项所述的用于快速制造

基因修饰的T细胞群的方法，包括：

第一无菌容器，适于接收混合的单个核细胞群；

第二无菌容器，适于接收单核细胞耗竭的混合的单个核细胞群；
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无珠T细胞激活剂；

病毒载体，适于用外源核苷酸转导T细胞群；

合适的培养基；和

合适的细胞洗涤溶液；

其中至少所述第一容器由适于从所述混合的单个核细胞群中耗竭单核细胞的材料制

成；

进一步其中所述第一和第二容器适于无菌引入所述无珠T细胞激活剂、所述病毒转导

载体、所述培养基和所述细胞洗涤溶液。

16.根据权利要求15所述的封闭系统试剂盒，其中所述无珠T细胞激活剂选自CD3活化

剂、CD28活化剂、OX40活化剂、CD2活化剂、CD  27活化剂、ICAM‑1活化剂，LFA‑1(CD1la/CD18)

活化剂、ICOS(CD278)活化剂，4‑1BB(CD137)活化剂和CD3抗体中的一种或多种。

17.根据权利要求16所述的封闭系统试剂盒，进一步包括一种或多种选自IL‑2、IL‑7和

IL‑15的细胞因子。

18.根据权利要求16所述的封闭系统试剂盒，其中所述无珠T细胞激活剂选自可溶性或

表面结合的CD3抗体和可溶性或表面结合的CD28抗体中的一种或多种。

19.根据权利要求18所述的封闭系统试剂盒，其中所述无珠T细胞激活剂选自一种或多

种可溶性或表面结合的CD3抗体。

20.根据权利要求15所述的封闭系统试剂盒，其中所述病毒载体选自慢病毒、逆转录病

毒和腺病毒。

21.根据权利要求15所述的封闭系统试剂盒，其中所述第一容器和所述第二容器之一

或两者选自细胞培养袋和细胞培养瓶。
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快速T细胞制造

[0001] 相关申请

[0002] 本发明专利申请要求于2021年12月22日提交的序号为63/292，843的美国临时申

请的优先权，其全部公开内容通过引用并入本文。

[0003] 对以电子方式提交的序列表的引用

[0004] 序列表作为命名为2459S_005WO.xml的XML文件与本申请一起以电子方式提交，其

创建于2022年12月22日，大小为13000字节，其通过引用全部并入本文。

技术领域

[0005] 本公开涉及一种快速T细胞制造工作流程，该工作流程能够使用病毒介导的转导

在不到1天的时间内生产基因修饰的T细胞产品，并且还提供了产品放行测试的创新，以利

于克服临床上使用该产品的障碍。

背景技术

[0006] T细胞疗法在治疗疾病，特别是癌症、传染病和自身免疫性疾病方面显示出巨大的

潜力。一种增强T细胞治疗的方法是使用病毒介导的基因转移对T细胞进行基因修饰，以增

强其对所需靶细胞的活性和/或特异性。例如，使用慢病毒和逆转录病毒在T细胞上表达嵌

合抗原受体(CAR)在癌症治疗中显示出巨大的潜力。表达特别针对CD19的嵌合抗原受体

(CAR‑T细胞)的自体T细胞在复发或难治性B细胞恶性肿瘤患者中表现出显著疗效。

[0007] 自体CD19CAR‑T细胞在复发/难治性非霍奇金淋巴瘤(NHL)和急性淋巴细胞白血病

(ALL)中的显著临床成功凸显了基因工程化T细胞的潜力。如果疾病仍然对化疗敏感，则对

侵袭性、复发性或难治性疾病采用高剂量治疗，然后进行自体干细胞解救(1，2)。不幸的是，

高达50％的患者复发或变得难治，并且复发/难治患者用传统化疗的效果较差(例如，完全

缓解率(CR)为7％和中位总生存率(OS)(3)为6.3个月)。相比之下，CD19CAR‑T疗法在这些患

者中已显示出显著改善的效果(例如，CR>50％，OS为1年(4))。

[0008] 尽管美国食品药品监督管理局批准了商业化CD  19和BCMACAR‑T细胞产品，并在全

球许多其他国家获得了监管部门的批准，但现有疗法在世界大多数地区的使用成本仍然过

高，甚至在美国也构成了巨大的经济负担。据估计，制药公司目前生产自体CAR‑T产品的成

本约为每位患者10万美元(5)。除了成本之外，制造过程缓慢，导致患者治疗出现不期望的

延误。目前美国食品药品监督管理局批准的产品需要3‑6周或更长时间才能交付给患者，这

导致大量患者因治疗延迟而出现病情进展。目前CAR‑T疗法的另一个挑战是，它们对B细胞

恶性肿瘤以外的大多数恶性肿瘤(如NHL、急性淋巴细胞白血病和多发性骨髓瘤)的疗效较

差。此外，即使对于NHL这种有望获得初步结果的疾病，许多患者(约50％)在1年后也不会有

持久的缓解(6，7)。尽管患者CAR‑T治疗结果不佳的原因可能是多因素的，但一个挑战是输

注的CAR‑T细胞在患者中的持久性较差。据报道，CAR‑T细胞的持久性与制造的CAR‑T产品的

分化状态相关。特别是，与具有更多未成熟/幼稚细胞的产品相比，更分化的产品被认为具

有降低的体内持久性(在(8)中综述)。
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[0009] 传统的CAR‑T制造是一个漫长、复杂和昂贵的过程，通常涉及T细胞分离、T细胞活

化、T细胞转导(通常与提高转导效率的策略相结合，如旋转接种、重组人纤维连接蛋白片

段、聚凝胺等)。T细胞刺激以实现有效转导通常包括用CD3或CD3/CD28抗体的刺激和细胞因

子刺激(例如IL‑2、IL‑7、IL‑21和/或IL‑15)。除了利用复杂和精密的制造工艺(所述工艺在

许多情况下需要昂贵设备)外，该工艺还耗费时间和劳动力。例如，T细胞通常使用磁珠进行

分离，这涉及漫长而昂贵的过程。珠子通常也需要去除，这又增加了一个需要时间、专业设

备和专业知识的制造步骤。复杂的制造几乎总是需要使用专门的洁净室设施来确保产物的

无菌性。

[0010] 为了用病毒(如慢病毒或逆转录病毒)有效地转导T细胞，先前已经报道并在该领

域几乎普遍实践的是，在病毒转导之前，T细胞需要首先在细胞因子(如IL‑2、IL‑7和/或IL‑

15)的存在下活化(如用CD3或CD3/CD28刺激)1‑3天。因此，传统的制造涉及CD3和/或CD3/

CD28的初始活化步骤1‑3天，然后才能有效地进行转导。广泛的做法是T细胞在活化后扩增

1‑2周。在病毒转导后，传统制造部分地利用T细胞扩增阶段来产生足够的T细胞用于患者输

注。

[0011] 在临床CAR‑T细胞制造的大部分情况中，T细胞在最初的制造阶段(即病毒转导之

前)被分离。特别是，T细胞分离步骤是先前报道的所有涉及病毒基因工程化的快速基因工

程化T细胞制造工作流程(1天或更短时间)的一部分。在几乎所有为临床制造而分离T细胞

的情况下，都使用磁珠(通常是CD3/CD28 (ThermoFisher  Scientific，沃尔

瑟姆，麻州)或CD4/CD8磁珠(Miltenyi  Biotec，贝尔吉施格拉德巴赫，德国))对T细胞进行

纯化。在患者输注之前需要大量去除的这些磁珠与T细胞紧密结合，并且需要数天才能脱落

(通常发生在靶表面抗原内化之后)。例如，制造商ThermoFisher  Scientific报告称，CD3/

CD28珠子需要数天才能脱落，如果在约3天之内尝试去除珠子将导致相当大部分T细胞丢失

(由于与珠子结合)。(assets .fishersci .com/TFS‑assets/LSG/manuals/1113lD_32D_

61D.pdf)。

[0012] MiltenyiBiotec报告称，它们的磁珠在2‑3天内不会从结合的细胞中释放。事实

上，据报道，MiltenyiBiotec珠子可能在几天后内化，而不是实际释放，因此，它们可能对T

细胞产品产生未知影响(thermofisher.com/us/en/home/life‑science/cell‑analysis/

cell‑isolation‑and‑expansion/cell‑isolation/see‑how‑miltenyi‑microbeads‑

interact‑with‑your‑t‑cells.html)。

[0013] 由于复杂的制造工作流程中固有的费用和治疗延迟，以及减少T细胞培养持续时

间以维持幼稚群的好处(例如，为了增强体内持久性)，需要简单快速的制造工作流程。特别

地，1天或更短的工作流程是特别有利的，因为培养持续时间的减少将显著增加幼稚T细胞

群，并最终实现在洁净室设施之外的简单、封闭系统制造。此外，由于多种原因，不需要分离

T细胞的工艺将是有利的，包括增加工艺的简单性，需要更少的成本和专业知识，并减少实

际操作需求，从而提高可扩展性。此外，通过避免T细胞分离步骤，该产品可以包含额外的细

胞类型，例如NK细胞，其也具有已知的有利的治疗特性，例如裂解肿瘤或病原体感染的细胞

的能力。令人惊讶的是，我们的研究还揭示了使用混合单个核细胞群(如PBMC或单核细胞耗

竭的PBMC)，而不是用于快速CAR‑T制造的分离的T细胞的额外益处。例如，与使用没有T细胞

分离步骤的PBMC进行的相同制造过程相比，分离的T细胞在制造的产品中显示出非常理想
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的幼稚T细胞群的减少。

[0014] 已有报道称，现有技术的临床快速CAR‑T制造工作流程使用病毒基因递送。制造方

法利用T细胞分离步骤，这增加了额外的不必要的成本和复杂性，并且由于不能在无显著细

胞损失的情况下从细胞中去除磁珠，因此可能会削弱在尽可能短的时间内有效制造细胞的

能力。

[0015] 在一个现有技术的工作流程中，据报道，<2天的生产方案涉及约24小时的离体培

养(ashpublications.org/blood/article/138/Supplement％20124848/481328/T‑Cell‑

Stemness‑with‑a‑Newel)。据报道，该过程涉及T细胞分离步骤。关键区别在于T细胞分离、T

细胞活化方法、细胞因子的使用和自动化的使用，这显著增加了仪器的成本(约40万美元)

且耗材成本高。由于使用了微珠，该产品还可能包括内化的微珠。

[0016] 在另一现有技术工作流程中，据报道需要进行1天以上，需要在分离的T细胞上使

用CD3/CD28  Dynabeads和高剂量IL‑2(300ul/ml)。由于Dynabeads的使用，如果在1天时收

获细胞，所述工艺将导致T细胞的显著损失。此外，使用高剂量的IL‑2可以导致T细胞的显著

分化。

[0017] 由于基因修饰的T细胞复杂、漫长和昂贵的制造工作流程的局限性，以及当前许多

方法对T细胞分化的挑战，开发快速、经济高效和可扩展的CAR‑T制造平台以生产有效且价

格合理的CAR‑T产品的需求尚未得到满足。本文的方法和系统满足了这种长期以来的需求。

发明内容

[0018] 根据本文所述的目的和益处，在本公开的一个方面中，提供了一种快速制造基因

修饰的T细胞群的方法，包括获得混合的单个核细胞群和基本上同时激活混合的单个核细

胞群中所包含的T细胞群，并将混合的单个核细胞群暴露于病毒载体的步骤，所述病毒载体

适于用外源核苷酸转导至少包含于混合的单个核细胞群中的T细胞。不需要T细胞分离的步

骤。在实施方案中，所述方法包括从同时激活和暴露于至少一种病毒载体的步骤起至多24

小时收获包含至少基因修饰的T细胞群的混合的单个核细胞群。

[0019] 在实施方案中，活化步骤通过将混合的单个核细胞暴露于选自IL‑2、IL‑7、IL‑15

和IL21的细胞因子组中的一种或多种的激活剂和/或暴露于选自CD3、CD28、OX40、CD2、

CD27、ICAM‑1、LFA‑1(CD11a/CD18)、ICOS(CD278)和4‑1BB(CD137)中的一种或多种的活化剂

的激活剂来进行。在实施方案中，通过将混合的单个核细胞暴露于选自IL‑7和IL‑15中的一

种或多种的活化剂来进行活化。在其他实施方案中，所述方法包括在活化和暴露于病毒载

体的步骤之前至少部分耗竭的步骤，所述步骤通过粘附单个核细胞群中所包含的单核细胞

群进行。

[0020] 在所述方法的实施方案中，活化和暴露于病毒载体的步骤优选在不存在任何外源

性细胞因子的情况下进行。活化步骤可以通过将混合的单个核细胞群暴露于CD3活化剂、

CD28活化剂、可溶性或表面结合的CD3抗体、或可溶性或表面结合的CD28抗体中的一种或多

种来进行。

[0021] 所述混合的单个核细胞群包括所述经基因修饰的T细胞群。所述混合的单个核细

胞群可以通过单采或外周血抽取获得。

[0022] 在实施方案中，病毒转导载体选自慢病毒、逆转录病毒和腺病毒。在实施方案中，
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在基本上同时激活并暴露于病毒转导载体的步骤之后提供差速离心步骤，以通过DNA大小

选择从基因组DNA中去除质粒DNA。

[0023] 在另一个方面，本公开提供了通过上述方法产生的基因修饰的T细胞。

[0024] 在另一个方面，本公开提供了一种封闭系统试剂盒，用于根据上述方法实施快速

生产基因修饰的T细胞群的方法。所述封闭系统试剂盒可包括适于接收混合的单个核细胞

群的第一无菌容器、适于接收单核细胞耗竭的混合的单个核细胞的第二无菌容器、无珠T细

胞激活剂、适于用外源核苷酸转导T细胞群的病毒载体、合适的培养基和合适的细胞洗涤溶

液。在实施方案中，至少第一容器由适合于混合的单个核细胞群中单核细胞耗竭的材料制

成。第一和第二容器可适于无菌引入所述无珠T细胞激活剂、所述病毒转导载体、所述培养

基和所述细胞洗涤溶液。

[0025] 所述封闭系统试剂盒的各种元件/试剂基本上如上所述。所述第一和第二容器之

一或两者可以选自细胞培养袋和细胞培养瓶。

附图说明

[0026] 本发明的新颖特征在所附的权利要求中被特别地阐述。通过参考以下具体实施方

式可更好的理解本发明的特征和优点，所述具体实施方式阐述了使用本发明的原理的示例

性实施方案，以及附图：

[0027] 图1A示出了使用20小时同时转导/激活工艺并使用不同T细胞激活剂的GFP慢病毒

载体对单核细胞耗竭的PBMC的转导效率的比较。20小时后，洗涤细胞以除去游离的病毒/激

活剂，并用溶解缓冲液除去 试剂。在转导/激活后3天通过流式细胞术测定GFP的

表达。所使用的工作流程在标题为“快速制造工作流程的详细实施例”部分中进行了描述。

图A描述了3种商业试剂的使用，它们都涉及与基质或珠缀合的CD3和CD28抗体。

[0028] 图1B示出了如图1A所示进行的T细胞制造，除了使用可溶性CD3(100ng/mlOKT3)或

可溶性CD3(100ng/ml)和CD28(300ng/ml)抗体的组合作为激活剂。此外，制造是在不存在或

存在IL‑7和IL‑15的情况下进行的。

[0029] 图1 C示出了如图1 B所述进行的 T细胞制造，除了使用制造商推荐浓度的

(包括作为T细胞激活剂)且所有样本均使用细胞因子(IL‑7和IL‑15)。

[0030] 图1D示出了使用图1A中描述的工作流程进行的T细胞制造，除了T细胞激活是使用

可溶性CD3(100ng/mlOKT3)、表面结合的CD3(表面涂有5μg/mlOKT3)或 (以制造

商建议的浓度)进行的。在产物收获(20小时培养)时通过流式细胞术测量CD69的表达。

[0031] 图2说明了同时与顺序T细胞激活：使用抗FMC63抗体(AcroBiosystems，纽瓦克，特

拉华州)通过流式细胞术评估CD19CAR表达。在转导后第4天检测细胞的CAR表达。在添加慢

病毒载体的同时或在添加病毒前24小时，用 T细胞激活剂对PBMC进行接种和激

活。

[0032] 图3示出了使用快速制造工作流程调节转导效率的各种细胞因子的比较。使用所

述细胞因子快速制造工作流程的详细实施例部分中描述的方法，使用指定的细胞因子，使

用CD19CAR慢病毒载体转导单核细胞耗竭的PBMC，并在72小时后使用FMC63特异性抗体

(Acrobiosystems)通过流式细胞术评估CD19CAR的表达。

[0033] 图4示出了使用快速制造工作流程对不同培养持续时间的评估。如快速制造工作
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流程的详细实施例部分所述，激活并用CD19CAR载体转导单核细胞耗竭的PBMC。洗涤细胞以

除去游离病毒，并在该过程开始后6或17小时除去 T细胞激活剂。然后将细胞保持

培养72小时，以便通过流式细胞术评估CD19CAR表面表达。

[0034] 图5示出了与制造6天的类似CAR‑T细胞相比，UF‑KURE19细胞显示出增加的体内效

力。NSG小鼠(每组n＝5‑7)静脉注射RAJI萤光素酶细胞(0.5×l06)，然后在第7天注射所示

数量的UF‑Kurel9CAR‑T细胞或制造6天的表达相同CAR的CAR‑T细胞。

[0035] 图6示出了有效的快速T细胞制造工作流程不需要外源性细胞因子。将Raji萤光素

酶细胞注射给NSG小鼠，并在7天后注射指定的CD19CAR‑T产物或载体，随后在所指示的日期

进行生物发光成像。

[0036] 图7A示出了低片段去除的qPCR放行测试。数据示出使用快速制造工作流程从

CD19CAR‑T转导的细胞制备并在20小时后收获的DNA样本上VSVG(复制型慢病毒)的基于

TaqMan的qPCR检测的结果。使用上述方案(使用PacBio试剂)进行DNA制备，用于低片段去

除。对去除和未去除低片段的样本进行PCR检测。

[0037] 图7B示出了用CD19  CAR慢病毒载体转导并在各种MOI下培养8天的T细胞的每个转

导细胞的载体拷贝数结果的数据。使用CD19  CAR特异性抗体(AcroBiosystems)通过流式细

胞术测定CD19  CAR的表达，并通过对GAG和PTPB2进行qPCR确定拷贝数。

[0038] 图7C示出了使用快速制造工作流程制造的T细胞的每个转导细胞的载体拷贝数和

CD19  CAR表面表达的数据，图7B中描述的载体的MOI为10∶1。如图7B所示，通过qPCR和流式

细胞术测定每个转导细胞的载体拷贝数。在使用SRE试剂盒(PacBio)进行PCR之前去除低片

段大小的DNA。

[0039] 图7D示出了DNA凝胶电泳的结果，表明低片段去除不会显著影响基因组DNA的量或

大小分布。使用DNeasy血液和组织试剂盒制备来自用CD19CAR载体慢病毒转导并在20小时

后收获的两个不同T细胞样本的基因组DNA。直接用基因组DNA样本进行琼脂糖凝胶电泳，或

者在使用PacBio  10kb  SRE试剂盒进行低输入耗竭后进行。泳道1：DNA标记物；泳道2：样本1

总基因组DNA；泳道3：SRE试剂盒处理后的总基因组DNA；泳道4：样本2总基因组DNA；泳道5：

SRE试剂盒处理后的样本2总基因组DNA。

[0040] 虽然本公开容易受到各种修改和替代形式的影响，但其具体实施方案已在附图中

以示例的方式示出，并在下文中详细描述。然而，应当理解，特定实施方案的描述并不旨在

将本公开进行限制，其涵盖落入所附权利要求所定义的本公开的精神和范围内的所有修

改、等价物和替代方案。

具体实施方式

[0041] 本文件阐述了当前公开的主题的一个或多个实施方案的细节。在研究了本文件中

提供的信息之后，对本文件中描述的实施方式的修改以及其他实施方式对于本领域的普通

技术人员来说将是显而易见的。本文件中提供的信息，特别是所描述的示例性实施方案的

具体细节，主要是为了清楚理解而提供的，并且此不应当理解为不必要的限制。如有冲突，

以本文件的说明书(包括定义)为准。

[0042] 为了解决现有技术方法中上述总结的和其他缺点，并为了开发一种稳健、经济、简

单和可扩展的超快T细胞制造方法(即1天或更短时间)，我们开发了不使用磁珠或在某些情
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况下甚至不需要T细胞分离或不需要使用细胞因子来制造CAR‑T细胞的方法。在这种情况

下，我们出人意料地发现了一种方法，所述方法能够在不需要任何增强子(如聚凝胺、旋转

接种、重组人纤维连接蛋白片段)的情况下同时使用T细胞活化和病毒转导来实现T细胞的

高转导效率(起始于混合的PBMC、去除单核细胞的PBMC或分离的T细胞)。令人惊讶的是，所

述方法也可以在不存在任何细胞因子(例如IL‑2、IL‑7和/或IL‑15)或存在细胞因子的情况

下进行。与先前的建议相反，发现使用该方法的T细胞转导效率与使用更传统的T细胞活化

然后在活化后1‑3天进行病毒转导的转导效率一样高。值得注意的是，与分离的T细胞相比，

使用PBMC作为起始源的另一个优点是由于存在提供刺激信号的其他单个核细胞而能够单

独利用CD3活化而不需要CD28共刺激。已知当进行T细胞活化时，在不需要使用CD3/CD28活

化剂的情况下单独进行CD3刺激，可以更多地保存所需的中央记忆T细胞(9)。因此，与先前

报道的方法相比，所开发的T细胞制造工作流程涉及高度简化的过程，该过程可以显著降低

成本并提高效率。

[0043] 一种可以利用PBMC、单核细胞耗竭的PBMC或分离的T细胞作为起始产物的超快制

造工艺的开发

[0044] 根据目前公开的方法，可以在需要或不需要T细胞预分离步骤的情况下进行制造。

通过不进行T细胞预分离步骤，制造的工作流程可以进行地更快并降低成本，并且令人惊讶

地还产生具有更高百分比的所需的幼稚T细胞的产品。如果在没有直接分离T细胞的情况下

使用单采血液或外周血样本，则可以通过单核细胞耗竭来富集T细胞，所述单核细胞耗竭通

过简单地粘附在固体表面(例如组织培养瓶/板或袋)上进行。单核细胞耗竭可以在诸如板

或袋的粘附表面上进行，也可以在封闭系统中进行。单核细胞耗竭是一种简单、廉价、快速

的部分纯化产品的方法。

[0045] 在另一个方面，通过避免进行T细胞分离步骤，最终产物不仅可以包括基因工程化

的T细胞，还可以包括其他细胞类型，如可能表现出有益治疗特性的NK细胞。

[0046] 根据本公开，在一个方面，使用无珠激活剂同时活化T细胞，并在低浓度IL‑7和IL‑

15(例如，5‑10ng/ml或更低)存在下转导，重要的是在不存在IL‑2的情况下转导。IL‑2是已

知的驱动T细胞分化的细胞因子，并且已知在IL‑2存在下培养的细胞显示出其幼稚/未分化

表型的保存减少。当使用高剂量(例如300IU/ml)时尤其如此(11‑12)。

[0047] 在另一个方面，令人惊讶的是，已经发现在IL‑7或IL‑15存在的情况下涉及T细胞

的同时激活和转导的工作流程是高效的，并且不需要这两种细胞因子同时存在。因此，制造

的工作流程可以单独使用IL‑7或单独使用IL‑15来进行。

[0048] 在另一个方面，令人惊讶的是，在完全不添加外源性细胞因子(包括IL‑2、IL‑7或

IL‑15)的情况下，涉及T细胞的同时激活和转导的工作流程是高效的。因此，可以在添加任

何外源性细胞因子的情况下执行制造工作流程。

[0049] 在另一个方面，基因修饰的T细胞产品可以在24小时内制造，优选包括约17‑20小

时的培养时间。

[0050] 在该工作流程中，在病毒转导或T细胞分离之前不需要预激活步骤，这两种方法都

节省了关键的制造时间和成本。先前没有报道称，使用未纯化的单个核细胞(例如PBMC)或

单核细胞耗竭的PBMC(与纯化的T细胞相反)的同时转导和激活可以有效地进行快速CAR‑T

制造。
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[0051] 细胞活化可以使用通过CD3或CD3和CD28活化T细胞的各种试剂进行，包括

Transact(MiltenyiBiotec)、Cloudz  T细胞激活剂(Biotechne)、可溶性或表面结合的CD3

和/或CD28抗体或具有结合的CD3和/或CD3/CD28抗体的定制微泡的各种试剂活化T细胞。特

别地，与Transact相比，发现Cloudz  T细胞激活剂能够实现同时激活和病毒转导T细胞的高

且出乎意料的能力。此外，可溶性或表面结合的CD3(含或不含CD28)也将在本文所述的少于

1天的工作流程中发挥作用。

[0052] 细胞活化也可以使用通过CD3和除CD28之外(或除CD28以外)的其他共刺激分子

(如OX40、CD2、CD27、ICAM‑1、LFA‑l(CD11a/CD18)、ICOS(CD278)和4‑1BB(CD137))活化T细胞

的试剂进行。

[0053] 在细胞活化和转导后，细胞可在转导后不到一天(例如～17‑20hr)内收获，并可直

接用于治疗目的或冷冻保存以备日后使用。尽管当细胞被收获以及输注到受体时转导到T

细胞中的基因的表达没有完全表达，但是这种制造方法导致T细胞表现出高的治疗效力。

[0054] 因此，该方法能够在不到1天的时间内完成细胞治疗产品的快速制造方案。

[0055] 在该方法的另一个组成部分中，T细胞制造工艺可以在完全封闭的系统中使用手

动或自动工艺进行。在另一个组成部分中，制造可以在洁净室外的完全封闭的系统中进行，

从而允许在许多没有专门的洁净室基础设施的中心进行制造。

[0056] 该方法的另一个组成部分是一种消除快速制造中病毒转导的细胞治疗产品所需

的放行测试中假阳性反应性的方法。在制造的前几天，细胞转染(例如293或293T细胞)以产

生慢病毒或逆转录病毒的残余质粒DNA存在于细胞治疗产品中。该质粒DNA在载体拷贝数和

复制型病毒测试qPCR分析中示出了假阳性结果。在该工作流程中，放行测试被整合到工作

流程中并包括基于差速离心的尺寸分离步骤，以消除该质粒DNA并使快速制造的T细胞产物

能够在临床上使用，这通常是产物放行所需的。

[0057] 以下具体但非限制性的实施例进一步说明了当前公开的主题。以下实施例可以包

括代表在与本发明相关的开发和实验过程中的不同时间收集的数据的数据汇编。

[0058] 实施例

[0059] 快速基因修饰的T细胞制备工艺的发展

[0060] 迄今为止，前述的基于病毒的快速(例如1天或更短时间)基因修饰的T细胞制造过

程涉及初始T细胞分离步骤。在这里，我们开发了一种快速制造工艺，除了分离的T细胞外，

还可以利用PBMC或单核细胞耗竭的PBMC。如果将PBMC用作起始来源，则可选的初始步骤是

进行单核细胞耗竭，因为在某些情况下，需要从产物中部分耗竭单核细胞。例如，这种耗竭

将使病毒能够优先感染最终产物更需要的特定细胞类型，包括T细胞和在某些情况下的NK

细胞。然而，耗竭并不完全，这将允许单核细胞(例如CD80/CD86)向T细胞提供刺激信号(例

如，在不需要与外源性CD28或其他刺激共同刺激的情况下，单独使用外源性CD3刺激使T细

胞活化)。通常，如图1所示，在接种2小时后开始，以下所述的耗竭方法导致起始血液产物中

单核细胞减少约50％。2小时后额外的孵育时间对使用这种方法的耗竭没有显著影响。此

外，接种细胞的细胞密度(5×106细胞/ml和2×106细胞/ml)显示出等效的结果。使用组织培

养板或烧瓶，或在封闭系统中使用袋，如Saint  Gobain(法国巴黎)制造的 “AC”系

列袋的耗竭显示出类似的结果。

[0061] 表1.PBMC中单核细胞的耗竭。
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[0062]   1小时 2小时 3小时 4小时

接种的细胞浓度 MO％ MO％ MO％ MO％

2x106/ml 21.46 13.77 14.86 14.95

5x106/ml 20.87 11.25 10.97 11.09

[0063] 将来自外周血单采样本的单个核细胞在组织培养箱中的6孔组织培养板中于37℃
下孵育指定的时间点。使用血液分析仪( Drew  Scientific，迈阿密湖，佛罗里

达州)在以下时间点检测未粘附细胞中单核细胞百分比。起始群由25.02％的起始单核细胞

百分比组成。MO％＝单核细胞百分比。

[0064] 如果要使用分离的T细胞，那么它们可以直接从全血、单采样本或其他T细胞来源

中分离。可以使用任何可用的方法来分离T细胞。例如，可以使用磁珠方法，如CD3、CD4或CD8

磁珠(例如Miltenyi  Biotec微珠或ThermoFisher  Scientific )。还可以使用

CD3微泡、CD3/CD28或与CD3和任何其他T细胞共刺激配体缀合的微泡来有效且快速地分离T

细胞。特别是微泡，特别是脂质微泡提供了快速有效的分离方法，同时也提供了激活信号。

[0065] T细胞的活化可以通过多种途径实现。如果使用PBMC或单核细胞PBMC，相对于基于

磁珠的方法，可溶性激活剂或表面结合的(例如板/袋)优选用于快速制造工作流程。一种有

效的活化方法是使用CD3/CD28可溶性微球(来自Biotechne/R&DSystems(Minneapolis，

Minnesota)的 人T细胞激活剂)。该试剂由藻酸盐共聚物组成，该共聚物可在几分

钟内溶 解，因此不需要 磁珠，也不会导致产物污染。也可以使 用替代 激活剂，如

CD3/CD28活化剂(加拿大温哥华干细胞技术公司)。可使用的替代活化剂包

括CD3或CD3/CD28磁珠(例如 ThermoFisher  Scientific)或

(Miltenyi  Biotec)。基于磁珠和 的试剂并不被认为是最佳的，因为磁珠需要

增加劳动力，并且由于磁珠在早期紧密结合，去除步骤具有挑战性。这可能会导致细胞过度

流失。据报道，与其他产品相比， 激活剂是一种“更温和、更慢”的激活剂，可在

较晚的时间点产生最佳的病毒转导窗口。据报道， 在病毒转导前需要1‑2天的T

细胞活化才能实现最佳的病毒转导。此外，据报道，如果 在添加后2‑3天之前被

洗掉，它会阻碍T细胞增殖(miltenyibiotec.com/upload/assets/IM0017348.PDF)。因此，

对于涉及在不到一天的时间内同时激活/转导和收获产物的生产方案， 不是首

选的激活剂。

[0066] 除了基质相关的激活剂外，单独或与可溶性CD28抗体或其他T细胞共刺激刺激物

组合的可溶性或表面包被的CD3抗体(例如OKT3抗体或其他CD3抗体)是另一种有效的激活

策略，其与所述快速制备工作流程完全兼容。特别地，该方法受益于基于PBMC的方法，该方

法能够在不需要外源性CD28或其他用于共刺激的试剂的情况下激活T细胞。此外，与其他激

活刺激物相比，这种使用CD3抗体如OKT3的方法显著降低了成本，并最大限度地降低了制造

产品中存在的支架(如藻酸盐、磁珠等)可能对患者产生未知副作用的风险。

[0067] 已经发现，使用本文所述的不到1天的快速制造工作流程，特异性T细胞激活剂可

以更有效地发挥作用。为了比较特异性T细胞激活剂，将单核细胞耗竭的PBMC(在100μl中有

200000个细胞)接种在含有IL‑7(10ng/ml)和IL‑15(5ng/ml)的 (Miltenyi 
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Biotec)培养基中的3％ 免疫细胞血清替代物(ThermoFisher  Scientific)的96孔板

中。加入GFP慢病毒载体和指示的激活剂(使用制造商建议的浓度)，并将细胞培养4天。洗涤

细胞并在20小时后更换培养基以除去游离病毒和游离激活剂。对于含有 试剂的

细胞，溶解缓冲液也用于去除激活剂。通过流式细胞术测定GFP的表达。如图2A所示，与

和CTSCD3/CD28 相比， 人T细胞激活剂在利用快速制造

工作流程最大化转导效率方面更有效。值得注意的是，对于大多数图，所使用的病毒载体的

量保持较低，以容易地促进条件之间的差异，而不是使用过量的病毒来最大限度地提高转

导效率。在图2中，使用高水平的慢病毒载体(尽管仍保持每个转导细胞的载体拷贝数小于

5)，可以观察到快速制造工作流程导致高转导效率的能力。如图2B所示，快速制造工作流程

也适用于可溶性CD3和/或可溶性CD3及CD28抗体(图2C)。例如，广泛使用的CD3抗体OKT3可

以用于该工作流程(图2C)。使用单核细胞耗竭的PBMC的制造工艺，与添加CD3和CD28抗体相

比，单独使用CD3在转导效率方面具有相似的功能。值得注意的是，在该制造工作流程中，就

转导效率而言，OKT3CD3抗体刺激的作用比 更有效(图2C)。使用快速制造工

作流程，表面结合的(例如平板或烧瓶)CD3抗体和可溶性CD3抗体都导致类似的CD4和CD8T

细胞的活化，如在产物收获时(培养开始后20小时)通过CD69表达所测量的。值得注意的是，

与用可溶性/表面结合CD3处理的组相比， 导致CD4T细胞中CD69上调水平降低。

这一发现表明，使用快速工作流程，可溶性CD3或与培养容器结合的CD3可以有效地用于T细

胞活化。此外，这些激活剂似乎优于其他试剂，如

[0068] 本领域通常认为，需要依次激活T细胞，然后进行病毒转导，以最大限度地提高病

毒转导效率。然而，这里的结果表明，至少利用我们特定的制造工作流程，同时进行T细胞激

活和病毒转导得到与顺序进行的方法基本相同的转导效率。例如，使用 T细胞激

活剂激活单核细胞耗竭的PBMC，并在添加 的同时用慢病毒CD19嵌合抗原受体

(CAR)载体转导，或在24小时后使用快速制造工作流程的详细实施例部分描述的制造过程

转导。如图2所示，使用所述制造工作流程同时或顺序病毒转导在CAR表达之间没有显著差

异。

[0069] 传统的和先前报道的快速T细胞制造方法都使用几乎普遍使用细胞因子如IL‑2、

IL‑15和/或IL‑7的培养条件。为了评估在快速制造工作流程中使用的最佳细胞因子，使用

IL‑2(300u/ml)、IL‑15(5ng/ml)、IL‑7(10ng/ml)，IL‑15和IL‑7的组合或完全不存在外源性

细胞因子，进行快速制造工作流详细实施例部分中所述的制造过程(图4)。当比较转导后72

小时T细胞中CD19CAR的表达时，在不同细胞因子组之间观察到的转导效率没有差异。令人

惊讶的是，在完全不存在细胞因子的情况下转导效率也没有差异。因此，制造过程可以进一

步简化为在不存在任何外源性细胞因子的情况下进行，以进一步降低成本并防止对T细胞

的刺激作用，所述刺激作用可能导致不需要的分化/活化。如图1B所示，当比较使用和不使

用细胞因子进行的制造时，快速T细胞制造在导致T细胞的GFP转导方面也几乎同样有效。

[0070] 制造过程的另一个关键属性是培养持续时间。由于制造工作流程的一个目标是限

制其持续时间以保存幼稚T细胞部分，因此比较了使用6小时和17小时的培养持续时间的制

造过程。在这两个时间点结束时，使用溶解缓冲液去除 试剂，洗涤细胞以去除病

毒，并悬浮在没有病毒或激活剂的新鲜培养基中，总共培养72小时，以测量CAR表达。如图4
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所示，慢病毒载体和T细胞激活剂的6小时培养时间不足以导致显著的CD19CAR表达，如在第

3天通过流式细胞仪测量的。由于能够在通常的工作日时间内进行制造的限制，大于小时且

小于约15小时的中间持续时间不被认为是优选的。

[0071] 由于制造平台可以使用PBMC或单核细胞耗竭的PBMC作为起始来源，并且产物培养

小于一天，因此最终产品将由除T细胞外的额外单个核细胞组成。为了评估产品的成分，使

用快速制造工作流程的详细实施例部分中描述的方法执行了3次制造过程。如表2所示，T细

胞是该产品的最大部分，但该产物也含有少量的B细胞、NK细胞和单核细胞。由于工作流程

的首选方法涉及冷冻保存产物的生产，因此该测试是在产物解冻后进行的。由于粒细胞是

起始单采产品的一小部分，而且对冷冻/解冻高度敏感，因此在该产品中几乎没有检测到粒

细胞。

[0072] 表2.在解冻的UF‑KURE19产品上执行3次制造过程的产品组成(制造17小时)。

[0073]

[0074]

[0075] 使用流式细胞仪测定产品组成，使用CD3、CD4、CD8、CD19、CD56和CD14抗体以及7‑

AAD来评估生存能力。

[0076] 由于慢病毒转导后蛋白质如CAR在T细胞中的显著表达在17‑20小时内不会发生，

为了在体外评估转导的CD19CAR‑T产物的活性，我们使用快速制造工作流程的详细实施例

部分中描述的制造工作流程，从单核细胞耗竭的PBMC制造CD19CAR‑T细胞。激活/转导20小

时后，洗涤细胞中的游离病毒，并去除 T细胞激活剂。然后将细胞培养3天的总培

养时间，然后评估针对靶RAJI人淋巴瘤细胞的细胞毒性活性，并测量CAR表面表达。如表3所

示，快速制造的CAR‑T细胞能够有效裂解RAJI肿瘤细胞。

[0077] 表3.培养3天后在体外测试快速制造的CD19CAR‑T细胞的细胞毒性活性的结果。

[0078]

[0079] 用CD19CAR慢病毒载体转导单核细胞耗竭的PBMC，并用 T细胞激活剂活

化T细胞，如快速制造工作流程的详细实施例部分所述。20小时后除去游离病毒并溶解T细

胞激活剂，并继续细胞培养3天。CD19CAR‑T细胞对RAJI肿瘤细胞的细胞毒性活性通过流式
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细胞术测量与CAR‑T细胞共培养4小时后肿瘤细胞的钙AM染料的损失来评估。使用FMC63特

异性抗体(AcroBiosystems)通过流式细胞术测量CD19CAR的表达。

[0080] 当在培养17‑20小时收获产品时，使用标准流式细胞术方法，CD19CAR蛋白在T细胞

表面上没有显著表达，因此也在小鼠模型中评估了T细胞的活性，以证明产物的功效。以这

种方式，CAR的完全表达在体内发生，随后使T细胞能够获得其对表达人CD19的细胞的细胞

毒性活性。为了证明快速制造的CAR‑T产物的改善的功效，这项体内研究使用了冷冻保存的

细胞，这些细胞从单核细胞耗竭的PBMC开始制造17小时，并按照快速制造工作流程的详细

实施例部分中描述的工作流程用CD19  CAR慢病毒载体转导。这种表达CD19  CAR的产物被称

为UF‑KURE19细胞。使用相同的工作流程制造但在培养物中保持6天而不是17小时的细胞被

称为Kure19。在人淋巴瘤的循环小鼠模型中测试细胞，该模型包括将人RAJI肿瘤细胞静脉

注射到免疫缺陷小鼠(NSG)中，然后在肿瘤细胞注射后第7天静脉注射单剂量CAR‑T产物。尽

管传统上，在该模型中使用约500万个CAR  T细胞来证明显著的疗效，但由于快速生产的产

品的效力有望提高，因此使用了较低的剂量。在这种情况下，对于UF‑Kure19产物，剂量为

200万和400万CAR阳性T细胞用于UF‑KURE19队列，200万CAR阴性T细胞用于6天制造的产品。

如图5所示，UF‑KURE19细胞在低剂量和高剂量水平下都表现出显著的疗效。相反，尽管与载

体处理的小鼠相比，6天培养的产品显示出肿瘤进展减少，但与UF‑KURE19产物相比，其疗效

显著降低。与使用Kure19的小鼠研究类似，UF‑KURE19注射组耐受治疗良好(通过体重变化、

进食、外观和行为监测)，没有明显的毒性迹象。

[0081] CD19  CAR‑T细胞已被发现持续数月甚至数年(通过检测转基因来测量)。例如，

Tisa‑cel产品已被发现在一些具有良好临床结果的患者中持续使用至少2年(10)。用流式

细胞术测定了RAJI淋巴瘤荷瘤NSG小鼠血液中人T细胞的增殖。在图9中，显示了在将RAJI肿

瘤细胞注射(静脉注射50万)到雌性NSG小鼠中后的指定时间点(每个时间点对n＝3‑5只小

鼠进行测量)的每微升小鼠外周血检测到的人类T细胞的平均数量。值得注意的是，这些测

量的血液样本来源于上述小鼠疗效研究。如表4所示，UF‑KURE19细胞的功效显著高于6天制

造的KURE19  CAR‑T细胞，这与人T细胞扩增相关。

[0082] 表4.通过流式细胞术检测每微升小鼠血液中的T细胞

[0083]   UF‑Kure19  4x106细胞 UF‑Kure19  2x106细胞 6天CAR‑T2x106细胞

第32天 126.7 60.1 2.7

第39天 410.1 ND 7.3

第46天 969.1 995.6 14.9

[0084] ND＝未测定

[0085] 如上所述，在快速制造工作流程中使用细胞因子对于实现显著的转导效率是不必

要的。因此，通过流式细胞术评估细胞因子的使用对收获时(20小时)T细胞的记忆/分化状

态的影响。此外，本研究采用了如图10所示在制造过程中使用不同细胞因子或不使用细胞

因子的方法，以更好地评估细胞因子对产品的影响。最后，本研究还比较了单核细胞耗竭的

PBMC和使用分离的T细胞作为起始来源。除了使用纯化的T细胞作为样本子集的起始来源

外 ，使 用了 快速 制造工作 流程 的详 细实施 例部 分中描述 的 制造工作 流程。使 用

人T细胞富集试剂盒(StemCell  Technologies)从外周血中纯化T细胞。如表5

所示，在CD8+T细胞中，当将从分离的T细胞开始制造的产品与单核细胞耗竭的PBMC进行比
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较时，观察到产品的CD8+T细胞组分不相同。特别地，当从PBMC开始时，效应记忆T细胞的水

平略低，TEMRA细胞的百分比略高。CD8+TERA细胞的作用尚未完全阐明，但它们被认为具有

增加的细胞毒性活性，这可能是有益的。在CD8+T细胞室中，已知与CAR‑T功效相关的高度有

益的幼稚T细胞的水平在以PBMC或从分离的T细胞起始是相似的，然而，与分离的T淋巴细胞

相比，PBMC中有益的中央记忆T细胞的百分比更高，分化程度更高且不太理想的效应记忆细

胞的水平更低。在CD4+T细胞室中，与分离的T细胞相比，当以PBMC起始时，高度有益的幼稚T

细胞百分比增加。因此，基于对产品的表型分析，发现使用PBMC起始工作流程赋予了更优选

的工作流程，可以预测该工作流程会导致临床结果的改善和CAR‑T细胞在体内的更大持久

性。此外，本研究还调查了制造过程中使用不同细胞因子(IL2、IL7、IL‑15)或不使用细胞因

子的情况。如表5所示，以PBMC起始，在任何条件下，在20小时的工作流程中，T细胞记忆/分

化表型都没有显著差异，这进一步表明，当以单核细胞耗竭的PBMC起始时，细胞因子并不是

制造工作流程的必要成分。有趣的是，当从分离的T细胞开始时，当不使用细胞因子时，注意

到幼稚T细胞的减少，这表明当使用分离的T淋巴细胞作为起始来源时，细胞因子的使用可

能对制造更重要。PBMC可能提供了细胞因子的内源性来源。

[0086] 表5.使用快速工作流程制造的T细胞表型。

[0087]
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[0089]

[0090] 使用快速制造工作流程的详细实施例部分中描述的快速工作流程或使用除了以

分离的T细胞作为起始细胞源而其他工作流程相同的方法制造T细胞。20小时后，通过流式

细胞术评估细胞的T细胞表型。

[0091] 由于体外研究表明，当使用快速制造工艺时以PBMC起始时，细胞因子似乎不是有

效转导T细胞或维持优选记忆/分化T细胞表型所必需的，因此进行了小鼠体内疗效研究以

进一步证实这些发现。CD19CAR‑T细胞是使用快速制造工作流程制造的，以单核细胞耗竭的

PBMC起始，在培养过程中使用IL‑7(l0ng/ml)和IL‑15(5ng/ml)或不使用细胞因子。采用与

上述相同的NSG小鼠的人淋巴瘤肿瘤模型(RAJI)。在这种情况下，在肿瘤细胞注射后第7天，

每只小鼠注射1.2×l06个CD19CAR阳性T细胞。如图6所示，在完全不存在外源性细胞因子的

情况下生产的CAR‑T产品以与使用细胞因子生产的产品类似的方式有效控制了肿瘤进展。

在第45天进行成像之前，所有载体对照小鼠都死于疾病进展。值得注意的是，如图6A所示，

低剂量1.2×l06CD19CAR阳性T细胞显示出高效力，进一步证明了快速CAR‑T产品的效力。这

项研究还清楚地表明，以PBMC起始的快速(不到1天)生产CAR‑T产品不需要外源性细胞因

子。

[0092] 除了类似的疗效外，当使用无细胞因子的产品时，小鼠中循环的人类T细胞没有减

少。在肿瘤细胞注射后第41天，使用人特异性CD3抗体和流式细胞仪分析对图6所示实验的

小鼠血液中的人T细胞进行定量。无细胞因子CAR‑T组：每微升小鼠血液4495个人T细胞。

IL7/IL15CAR‑T组：每微升小鼠血液1618个人T细胞。

[0093] 快速制造工作流程的详细实施例。

[0094] 括号中示出了对该工作流程的选定代表性修改。除了下面介绍的这种相对人工的
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工作流程外，整个工作流程可以以完全封闭和/或半自动化或自动化的方式进行。例如，可

以使用自动化设备进行细胞洗涤、收获等。

[0095] 以单核细胞耗竭的PBMC起始生产不到1天的CAR‑T产品的制造工艺：

[0096] A.获取起始细胞(第‑1天或第0天)

[0097] 自体外周血单个核细胞是使用白细胞分离术(或外周血抽取)从患者身上获得的。

细胞产物被立即处理或保存过夜。(如果需要，细胞产物也可以冷冻保存，并在以后进行处

理)。

[0098] B.单采样本处理(第0天)

[0099] 通过离心洗涤单采样本以去除血浆并减少污染血小板的数量。(如果使用外周血

而不是单采样本，则通过基于ficoll的分离方法分离PBMC)。接下来，将单采样本在添加了

CTS免疫细胞血清替代物(ThermoFisher  Scientific)的培养基如TexMACS(Miltenyi 

Biotec)中稀释，在组织培养瓶或细胞培养袋中孵育，并在37℃(±2℃)的培养箱中放置，以

粘附浓度高达500万个细胞/ml的单核细胞。在单核细胞粘附到烧瓶或袋上至少2小时后，将

未粘附的细胞转移到新的组织培养烧瓶或袋中。用含有IL7(l0ng/ml)和IL15(5ng/ml)的培

养基将体积调节至200万个细胞/ml。(培养基也可以在不添加任何外源性细胞因子或单独

使用IL‑7、单独使用IL15或其他细胞因子的情况下制备)。

[0100] C.T细胞的激活(第0天)

[0101] CD3/CD28T细胞激活剂(R&DSystems/Biotechne)可以添加到含有单核

细胞耗竭和处理过的单采产物的烧瓶中。(其他激活剂包括可溶性CD3抗体、可溶性CD3/

CD28抗体、表面结合CD3抗体(含或不含CD28可溶性抗体)、 (Stemcell 

Technologies)或任何其他T细胞激活剂可以被使用)。

[0102] D.细胞转导(第0天)

[0103] 在加入T细胞激活剂后立即将病毒载体加入含有单核细胞耗竭的PBMC的烧瓶或袋

中，使用被确定为导致每个细胞的拷贝数小于5的感染复数(MOI)。将细胞在37℃(±2℃)的

5％(±0.5％)CO2培养箱中培养17‑20小时。

[0104] E.细胞收获(第1天)

[0105] 如果使用 试剂激活细胞，则将GMP级6X释放缓冲液(R&D  Systems/

Biotechne)直接添加到含有激活/转导细胞的烧瓶或袋中。接下来，将细胞洗涤并重悬于冷

冻缓冲液中，例如冷冻袋或小瓶中的Plasmalyte‑A、5％HSA和5％DMSO。

[0106] 用快速基因工程化的T细胞产物进行载体拷贝数和复制型病毒放行测试的方法描

述：

[0107] 由于涉及病毒载体的快速T细胞制造工作流程领域的一个关键障碍是进行所需的

产品放行测试，因此开发了以下方法。逆转录病毒或慢病毒转导的细胞治疗产品目前所需

的放行测试要求包括评估复制型慢病毒和载体拷贝数。当使用传统的基于qPCR的测定时，

即使游离质粒的污染水平很低，这两种测定法都有明显的假阳性结果。293细胞转染的残余

游离质粒存在于病毒载体中。在病毒转导后进行制造的早期时间点，载体中残留有质粒，使

用传统的检测方法几乎不可能消除假阳性结果。这种假阳性反应一直是一个主要的障碍，

并限制了快速生产可用于患者的产品的能力。

[0108] 由于对病毒整合和复制型载体两者的目标DNA是整合的病毒DNA，因此这里包括的
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制造工作流程与去除游离残余质粒DNA的方法相结合，从而可以对载体拷贝数和复制型慢

病毒进行PCR反应或其他分子测试，而不会出现这种假阳性反应。特别地，游离质粒DNA比基

因组DNA小得多。使用基于离心的方法来耗竭小DNA，同时保持较大的基因组DNA。使用这种

方法，质粒DNA没有假阳性反应，这克服了快速制造CAR‑T的主要障碍，同时测量整合到基因

组中的DNA仍然是可行的。

[0109] 为了去除短时间(例如0‑3天)扩增的CAR‑T产品中的游离质粒DNA，可以耗竭小尺

寸DNA(例如小于l0kb)，同时可以使用离心(例如使用溶液如盐/聚合物溶液以优先沉淀高

分子量DNA)来保持基因组DNA。例如，可以使用PacBio短读消除器试剂盒(PacBio；门洛帕

克，加利福尼亚州)，并且能够从单个离心步骤中进行这种分离(circulomics.com/store/

short‑read‑eliminator‑kit‑pl31401036)。除了这种商业试剂之外，另一种方法是在下文

描述的方案中使用4％PVP360000、1.2MKCL、20mMTris‑HCLph8来代替商业缓冲液SRE，因为

它之前已经被证明可以有效地耗竭小尺寸片段(例如，总DNA中<10kb的DNA)(11)。然后纯化

的DNA可以直接用于测定(例如qPCR测定)。虽然该试剂盒不是为这种特定的适应症而设计

的，但它功能良好，提供了一种简单、经济高效和快速的方法。

[0110] 如何使用这种方法的一个实例是使用任何可以分离人类基因组DNA的商业总DNA

分离试剂盒(例如，DNeasy血液和组织试剂盒，Qiagen，希尔登，德国)来初步分离总DNA。接

下来，可以采用以下方法或类似方法来去除低片段DNA。

[0111] 1 .使用宽孔移液管吸头，将缓冲液SRE加入起始基因组DNA样本中，并通过吸打充

分混合。如果不使用PacBio或其他商业试剂，可以以1∶1的体积比将4％PVP360000、

1.2MKCL、20mMTris‑HCLph8添加到总DNA样本中。

[0112] 2.在室温下以10000×g离心30分钟。

[0113] 3.用移液管移走上清液。

[0114] 4.向试管中加入70％的乙醇。

[0115] 5.在室温下以10000×g对试管进行离心约2分钟。

[0116] 6.去除上清液并重复用70％乙醇洗涤。

[0117] 7.将缓冲液EB(或10mM  Tris‑HCLph  8，如果不使用PacBio试剂盒)加入试管中，在

50℃下孵育10‑30分钟，然后重悬DNA颗粒。

[0118] 将低片段去除工作流程与快速制造工作流程相结合，证明这是一种有效的工艺，

可以在培养的早期时间点(例如17小时至3天)对基因工程化T细胞产品进行放行测试。例

如，使用17‑20小时工作流程制造的CAR‑T产物在20小时收获，替代等分试样在72小时收获。

使用DNeasy血液和组织试剂盒(Qiagen)分离总DNA，并使用短读消除器试剂盒(PacBio)制

备低片段耗竭的DNA。使用对VSV‑G的实时PCR测定低片段耗竭的DNA以及总DNA样本的复制

型慢病毒并使用对GAG和管家基因PTBP2的实时PCR检测法测试载体整合。用于PCR反应的引

物和荧光探针可见表6。

[0119] 表6.用于GAG、VSV‑G和PTPBP2‑qPCR测定的PCR引物和探针。

[0120] GAG引物

[0121] 5'‑GGAGCTAGAACGATT  CGCAGT  TA‑3'

[0122] 5'GGT  TGTAGC  TGT  CCCAGTATT  TGT  C‑3'

[0123] GAG探针
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[0124] 5'‑/56‑FAM/ACA  GCC  TTC  TGATGT  TTC  TAACAG  GCCAGG  3'BHQ‑l

[0125] PTPB2引物

[0126] 5'‑TCT  CCATTC  CCTATG  TTCATG  C‑3'

[0127] 5'‑GTT  CCC  GCAGAATGG  TGA  GGT  G‑3'

[0128] PTPB2探针

[0129] 5'‑/5HEX/ATG  TTC  CTC/ZEN/GGA  CCAACT  TG  3iabfq  3'

[0130] VSVG引物

[0131] 5'‑AGG  GAA  CTG  TGG  GAT  GAC  TG

[0132] 5'‑GAACAC  CTGAGC  CTT  TGA  GC

[0133] VSVG探针

[0134] 5'‑6FAM‑GAACACCTGAGCTTTGAGC  MGBNFQ‑3'

[0135] 使用标准探针对PCR产物进行定量，该探针由线性化质粒组成，该质粒被工程化以

表达GAG、VSV‑G和PTBP2的单拷贝。如图7A所示，用低片段耗竭的DNA进行的qPCR反应没有检

测到VSV‑G，因此对复制性慢病毒呈阴性，正如在制造20小时的两种不同产品上预期的那

样。相反，当使用没有低片段耗竭的总基因组DNA时，两个样本都示出了VSV‑G的假阳性qPCR

结果，这可能是由于低片段游离质粒污染。为了评估替代方法，如细胞洗涤或培养3天(而不

是20小时)是否可以克服复制型慢病毒检测的假阳性反应性，我们进行了进一步的测定。特

别地，我们在20小时和72小时收获慢病毒转导的CD19CAR‑T产物，并在基因组DNA分离之前

对细胞进行大量洗涤。特别地，对72小时的样本，将细胞(5×l06个细胞)在50ml  PBS体积中

洗涤15次，对20小时的样本，细胞(5×l06个细胞)在50ml  PBS体积中洗涤5次。在所有情况

下(两种产物的20小时和72小时样本)，使用VSV‑G  qPCR测定存在假阳性反应性。因此，将培

养持续时间增加到3天和大量的细胞洗涤不足以减少这种假阳性反应性。

[0136] 值得注意的是，对于复制型慢病毒检测，在过去10年中，从未向美国食品药品监督

管理局报告过临床产物的阳性检测，这加强了快速产物制造在17‑20小时和72小时内一致

观察到的阳性反应是由于假阳性反应所致(fda.gov/media/113790/download)。此外，当培

养持续时间延长至8天时，VSV‑GqPCR测定结果变为阴性，这表明在该时间点游离质粒DNA丢

失，并且不存在真正的复制型病毒。

[0137] 与复制型慢病毒测试类似，病毒转导的细胞治疗产物的另一个重要放行测试是载

体整合，其通常通过针对GAG基因的qPCR进行测量，对于GAG基因，病毒载体中也存在游离质

粒污染，并可产生假阳性反应性。最初，进行GAG/PTPB2  qPCR以确定在培养8天的CD  19CAR

慢病毒转导的T细胞上的载体拷贝数，以便评估载体的感染复数(MOI)和评估完全载体整合

的基线。如图7B所示，10∶1的MOI导致每个转导的T细胞(即表达CD19CAR)的峰值载体拷贝数

为1.5。接下来，除了在第20小时、第3天和第7天收获细胞之外，当CD19CAR载体的MOI采用10

∶1时，使用快速制造工作流程确定每个转导细胞的载体拷贝数。此外，SRE试剂盒(PacBio)

用于去除低片段DNA。如图7C所示，载体整合结果在所有时间点上都是相似的。值得注意的

是，CD  19CAR表面表达在20小时时非常低，尽管它在72小时左右完全表达。

[0138] 最后，低片段去除前后的两个20小时快速制造的T细胞产物制备的总DNA样本的凝

胶电泳表明，基因组DNA如预期的那样得到了维持，因此只有不需要的低分子量片段被耗竭

(图7D)。此外，使用 分光光度计(ThermoFisher  Scientific)对DNA浓度进行定
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量，在低片段去除前后，没有发现任何DNA浓度的可测量的变化，这表明只有微量的DNA被去

除。

[0139] 如将理解的，目前描述的CAR‑T细胞制造工作流程提供了对现有技术方法的显著

改进。特别地，不旨在任何限制：

[0140] 1 .主要使用来自单采产物的未分级细胞或通过粘附到固体表面而经历单核细胞

耗竭的单采细胞进行制造。此外，可以利用直接从外周血分离的外周血单个核细胞(PBMC)

或单核细胞耗竭的PBMC。因此，它不需要纯化T细胞，而纯化T细胞被认为对涉及病毒转导的

快速CAR‑T工作流程非常重要。据我们所知，这是第一个使用PBMC而不是分离的T细胞作为

起始来源，使用病毒转导进行快速基因修饰的T细胞制造的1天或小于1天的方案。

[0141] 2.使用不同的方法进行细胞活化。磁珠从细胞上脱落需要数天时间，因此使用这

种磁珠的方法要么延迟了可以收获产品的日期，和/或由于珠结合细胞的损失而导致产品

产量显著降低。此外，我们出乎意料地观察到使用特定的非磁性珠基T细胞激活剂提高了转

导效率。目前描述的激活方法提供了改进的转导效率，同时避免了如现有技术方法中所要

求的利用磁珠所涉及的增加的成本和增加的制造复杂性。

[0142] 3.目前描述的制造过程是所描述的第一个工作流程快速CAR‑T制造工作流程，其

可以在不存在外源性细胞因子的情况下有效地进行。制造过程中的细胞因子显著增加了成

本，也可能导致T细胞的变化。由于快速制造工作流程的一个主要好处是保持T细胞(如幼稚

T细胞)的起始群尽可能接近从患者身上收集的原始细胞，因此避免外源性细胞因子被视为

一个主要优点。

[0143] 4.所描述的使用完全封闭的系统来使用袋子制造T细胞产品的用途允许提供一种

方便的基于试剂盒的产品，其中病毒/培养基/激活剂等将被提供在袋子中，然后与单采产

品混合。所述产品可以使用这种方法在洁净室外制造，以促进产品的广泛使用和制造，这可

以降低成本并增加可获得性。

[0144] 5.目前描述的方法克服了进行所需产品放行测试领域中的一个关键障碍。逆转录

病毒或慢病毒转导的细胞治疗产品目前所需的放行测试要求包括评估复制型慢病毒和载

体拷贝数。当使用传统的基于qPCR的测定时，即使游离质粒的污染水平很低，这两种检测也

具有显著的假阳性结果。来自病毒产生细胞如293细胞的残余游离质粒存在于病毒载体中。

在病毒转导后制造的早期时间点，载体中残留有质粒，使用传统的检测方法几乎不可能消

除假阳性结果。这种假阳性反应一直是其他组的主要障碍，并限制了快速生产可用于患者

的产品的能力。由于对病毒整合和复制型载体两者的目标DNA是整合的病毒DNA，因此本文

所包括的制造工作流程与去除游离残余质粒DNA的方法相结合，从而可以对载体拷贝数和

复制型慢病毒进行qPCR反应，而不会出现这种假阳性反应。特别地，游离质粒DNA比基因组

DNA小得多。使用基于离心的方法来耗竭小的DNA，同时保持较大的基因组DNA。使用这种方

法，质粒DNA没有假阳性反应性，这克服了快速制造CAR‑T的主要障碍，同时测量整合到基因

组中的DNA仍然是可行的。

[0145] 除非另有定义，否则本文中所述的所有技术和科学术语具有本发明所属领域的技

术人员通常理解的相同含义。

[0146] 除非另有说明，否则在本文的整个公开中提及的所有专利、专利申请、已公布的申

请和出版物、GenBank序列、数据库、网站和其他已公布的资料均通过引用的方式整体并入
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本文。

[0147] 当提及URL或其他此类标识符或地址时，应理解此类标识符可能会发生变化，互联

网上的特定信息可能不断变化，但可以通过搜索互联网找到等效信息。参考文献证明了此

类信息的可获得性和公开传播性。

[0148] 如本文所用，除非另有说明，否则任何保护基、氨基酸和其他化合物的缩写都是符

合其常见用法、公认缩写，或IUPAC‑IUB生物化学命名法(见Biochem .(1972)11(9):1726‑

1732)。

[0149] 尽管与本文所述方法、装置和材料相似或等效的任何方法、装置或材料可用于实

践或测试当前公开的主题，但本文描述了具有代表性的方法、装置及材料。

[0150] 在某些情况下，本文公开的核苷酸和多肽包含在公开可用的数据库中，如

和SWISSPROT。包括序列在内的信息以及与包括在这样的公开可用的数据库

中的这样的核苷酸和多肽相关的其他信息通过引用被明确地并入。除非另有说明或显而易

见，否则对此类公开可用数据库的引用是对截至本申请提交之日的数据库的最新版本的引

用。

[0151] 除非另有说明，说明书和权利要求书中使用的所有表示成分数量、性质(如反应条

件)等的数字在所有情况下都应理解为用术语“约”修饰。因此，除非相反地指示，否则本说

明书和权利要求书中提出的数值参数是近似值，其可以根据当前公开的主题所寻求的所需

性质而变化。

[0152] 无论在何处使用任何短语“例如”、“诸如”、“包括”等，除非另有明确说明，否则应

理解为“且不限于”跟随其后。类似地，“示例”、“示例性”等被理解为非限制性的。术语“基本

上”允许偏离描述符，不会对预期目的产生负面影响。即使没有明确引用“基本上”一词，描

述性术语也被理解为被术语“基本上”所修饰。因此，例如，短语“杠杆垂直延伸”是指“杠杆

基本上垂直延伸”，只要杠杆执行其功能不需要精确的垂直布置。

[0153] 术语“包含(comprising)”和“包括(including)”以及“具有(having)”和“涉及

(involving)”(类似地，“包含(comprises)”、“包括(includes)”、“具有(has)”、“涉及

(involves)”)等可互换使用，具有相同含义。具体而言，每个术语的定义与美国专利法中

“包含(comprising)”的定义一致，因此被解释为一个开放术语，意思是“至少如下”，也被解

释为不排除其他特征、限制、方面等。因此，例如，“涉及步骤a、b和c的过程”意味着该过程至

少包括步骤a、b和c。无论何时使用术语“一”或“一个”，都应理解为“一个或多个”，除非这种

解释在上下文中是无意义的。术语“包含(comprise)”、“具有(have)”、“包括(include)”和

“含有(contain)”(及其变体)是开放式连接动词，在权利要求中使用时允许添加其他元素。

[0154] 除非上下文另有规定，否则当与权利要求或说明书中的术语“包含(comprising)”

一起使用时，单词“一”或“一个”的使用是指一个或多个。

[0155] 如本文所用，当提及质量、重量、时间、体积、浓度或百分比的值或量时，术语“大

约”是指在一些实施方案中包括与指定量相比±20％、在一些实施方案中±10％、在一些实

施方案中±5％、在一些施方案中±1％、在一些具体实施方案中±0.5％、在一些实施方案

中为±0.1％、在一些实施方案中为±0.01％和在一些实施方案中为±0.001％的变化，只

要这样的变化适合于进行所公开的方法。权利要求中“或”一词的使用是指“和/或”，除非明

确表示仅指替代物，或者如果替代物是互斥的。
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[0156] 如本文所用，范围可以表示为从“大约”一个特定值和/或到“大约”另一特定值。还

应理解，本文公开了许多值，并且每个值在本文也被公开为“大约”该特定值。例如，如果值

“10”被公开，那么“大约10”也被公开。还应当理解，还公开了两个特定单元之间的每个单

元。例如，如果公开了10和15，那么也公开了11、12、13和14。

[0157] 如本文所用，“任选的”或“任选地”是指随后描述的事件或情况发生或不发生，并

且描述包括所述事件或情况发生的实例和没有发生的实例。例如，可选地变体部分意味着

该部分是变体或非变体。

[0158] 应当理解，在不脱离本文公开的主题范围的情况下，可以改变当前公开的主题的

各种细节。此外，上述描述仅用于说明的目的，而不是用于限制的目的。根据上述教导，明显

的修改和变化是可能的。当根据所附权利要求公平、合法和公正地享有的宽泛程度进行解

释时，所有这些修改和变化都在所附权利请求的范围内。
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