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WO 98/07829 PCT/EP97/04426

Anwendung von flexiblen Plastikgefifen in der Gentherapie
Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von flexi-
blen Plastikgefafen, beispielsweise von Blutbeuteln, in der
Gentherapie.

Blutbeutel sind aufgebaut aus flexiblen geschlossenen Plastik-
gefaflen, die mindestens eine Zufuhr- oder AbfluBdffnung ent-
halten. Sie werden in unterschiedlichen Gréfen von verschiede-
nen Firmen, z. B. Baxter, Biotrans, Cobe, Fresenius und Maco-
pharm angeboten und in Kliniken und Blutbanken fiir verschie-
dene Einsatzgebiete bzw. die Abnahme von Vollblut oder Kno-
chenmark sowie bei der Leukapherese verwendet. Es ist bekannt,
Blutzellen in den Beuteln zu lagern, einzufrieren und zu ver-
arbeiten, wobei spezielle Gerate, z.B. fir das Waschen und

Zentrifugieren zur Verfligung stehen.

Auf dem Gebiet der Gentherapie besteht ein grofler Bedarf an
Verfahren, die es erlauben, die jeweiligen Produkte wie etwa
Vektoren und Zellen in gréfReren MafRstab auf einfache Weise und
in einer sicheren und leicht handhabbaren Form zur Verfigung
zu stellen. Bisher wurden fir gentherapeutische Verfahren
Reaktionsgefafe und Vorrichtungen aus Forschungslabors ver-
wendet, mit denen jedoch erhebliche Probleme bei der Handha-
bung fur klinische Zwecke auftreten.

WO 87/06119 betrifft ein System zum Sammeln von Blut, das
geeignet ist, die ﬁbertragung von Pathogenen im Blut zu ver-
hindern. Dieses System enthalt einen Blutbeutel zur Aufnahme
des Blutes und einen zweiten Behilter zum regulierbaren Ein-
bringen von neutralisierenden Reagenzien fir Pathogene. Es
besteht keinerlei Zusammenhang mit dem Einsatz von Blutbeuteln

in der Gentherapie.
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WO 92/19285 betrifft ein Verfahren zur Desinfektion einer in
einem Blutbeutel enthaltenen Blutprobe, um Bakterien und Viren
in der Probe zu zerstdren. Das Desinfektionsmittel besteht aus
einem anionischen oberfl&chenaktiven Mittel, mindestens einem
nicht-anionischen oberfl&chenaktiven Mittel, einem Stabilisa-
tor, =zwei Salzen und zwei Phosphaten. Ein Hinweis auf die
Anwendung von Blutbeuteln in der Gentherapie findet sich
nicht.

EP-A-0 471 947 beschreibt die Kultivierung von Zellen in Blut-
beuteln, die gasdurchldssig sind. Es wird die Kultivierung von
Hybridomzellen beschrieben. Ein Hinweis auf die Verwendung von

Blutbeuteln in der Gentherapie findet sich nicht.

JP-3 007 575 betrifft eine Vorrichtung zur Kultivierung von
aus Krebspatienten entnommenen Lymphozyten in einer Vorrich-
tung, die einen Blutbeutel auf einer dreh- und schwenkbaren
Unterlage umfaRt. Ein Hinweis fur die Verwendung in der Gen-

therapie findet sich nicht.

WO 96/00782 betrifft die Kultivierung von immobilisierten
Stammzellen in Blutbeuteln, die mit einer Bindematrix fur die
Zellen beschichtet sind. Die Stammzellen werden einem Patien-
ten entnommen und nach Kultivierung wieder zurlickgefiihret.
Wahrend der Kultivierung kann auch eine genetische Manipula-
tion der Stammzellen in vitro stattfinden. Das in WO 96/00782
offenbarte Verfahren ist jedoch auf Stammzellen beschrankt und
kann nicht ohne weiteres auf andere Zelltypen Ubertragen wer-
den.

Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe be-
stand somit darin, in der Gentherapie neue Mittel und Verfah-
ren bereitzustellen, die eine einfachere und sicherere Handha-

bung von Zellen und anderen Substanzen ermbglichen.

Diese erfindungsgemife Aufgabe wird gelédst durch die Verwen-
dung von flexiblen Plastikgefafen zur Durchfihrung extrakorpo-
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realer Verfahrensschritte in der Gentherapie. Der Schwerpunkt
der vorliegenden Anmeldung liegt auf der Gentherapie mit sus-
pendierten Zellen, insbesondere mit T-Zellen. Die in Suspen-
sion wachsenden Zellen koénnen in flexiblen Plastikgefafen

stimuliert, transduziert, kultiviert und markiert werden.

Die gentherapeutischen Verfahrensschritte, die unter Verwen-
dung von flexiblen Plastikgef&fen durchgefihrt werden kdbnnen,
umfassen beispielsweise die Abfullung von Vektoren, die zur
Einfihrung von genetischem Material in aus einem Spender stam-
mende Zellen dienen, das Inkontaktbringen der Vektoren mit
Zellen des Spenders zur Transfektion bzw. Transduktion der
Zellen, die Stimulation oder/und Kultivierung von suspendier-
ten Zellen, insbesondere von T-Zellen und die Befillung
oder/und Elution von Zellseparationsvorrichtungen. Durch die
erfindungsgemiaRe Verwendung von flexiblen Plastikbeuteln, die
mindestens eine Offnung fur geeignete Verbindungselemente,
z.B. Verbindungsschlauche, aufweisen, kann die extrakorporeale
Behandlung von aus einem Spender stammenden Zellen teilweise
oder vollstandig in einem geschlossenen System durchgefiihrt

werden.

Die flexiblen PlastikgefaRe, die im allgemeinen ein Volumen
von 10 - 5000 ml und insbesondere von 10 - 2000 ml aufweisen,
sind vorzugsweise geschlossene Plastikbeutel, die mindestens
eine Offnung, z.B. ein Ansatzstiuck fir Verbindungsschl&uche
aufweisen. Uber diese Verbindungsschlauche, die vorzugsweise
aus verschweiffbarem Plastikmaterial bestehen, ist mit einem
geeigneten Gerat, z.B. dem Sterilschweiffgerdt der Firma Teru-
mo, das Verbinden und Trennen von Beuteln auf solche Weise
méglich, daR immer ein geschlossenes System erhalten bleibt.
Dies fihrt dazu, daR die Handhabung mit biologischen Substan-
zen wie Zellen, Viren etc. unter einem erheblich reduzierten
Kontaminationsrisiko méglich ist, so daf sogar auf die Ver-

wendung steriler Werkbanke verzichtet werden kann.
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Eine erste Ausfilhrungsform des erfindungsgemifien Verfahrens
betrifft die Abfuillung von Transduktionsvektoren, z.B. retro-
viraler Vektoren, wie sie z.B. von Kotani et al. (Human Gene
Therapy 5 (1994), 19-28) beschrieben sind und in Gentherapie-
studien eingesetzt werden (Anderson, Science 256 (1992), 808-
813). Insbesondere bevorzugt sind retrovirale Vektoren, die
die genetische Information fur eine modifizierte Version des
humanen LNGFR (Low affinity nerve growth factor receptor)
enthalten (Mavilio et al., Blood 82 (1993), 1988-1997). Der-
zeit werden diese Vektoren in starren Propylengefafen mit
Schraubverschluf} abgefiullt, wobei das offene Produkt in steri-
len Werkbanken portioniert wird. Bej der erfindungsgemifRen
Verwendung von Blutbeuteln kann hingegen eine die Vektoren
enthaltende Flissigkeit, z.B. ein Zellkulturiberstand, iiber
entsprechend vorbereitete sterile Schlauchverbindungen durch
einen Filter, z.B. 0,22 um oder 0,45 um, direkt in kleine
Beutel mit einem Volumen von z.B. 20 - 50 ml abgefliillt werden.
Nach dem Abfillen werden die Transduktionsvektoren vorzugs-
weise lyophilisiert oder/und eingefroren. Nach Abschweifen der
Beutel kann eine Lagerung wie bisher bei -80°C erfolgen. Uber-
raschenderweise wurde festgestellt, daf retrovirale Vektoren
in den Plastikbeuteln eine sehr hohe Haltbarkeit in eingefro-
renem oder lyophilisiertem Zustand, z.B. von mehr als einein-
halb Jahren aufweisen. In der Klinik kann dann der Beutel mit
den Vektoren mit einem weiteren Beutel verbunden werden, wel-
cher die zu transduzierenden Zellen enthalt. Bei diesen Ver-
fahren erfolgen alle Schritte im geschlossenen System, wodurch
bei der Ernte und Abfidllung ein Kontaminationsrisiko weitge-

hend ausgeschlossen wird.

Eine zweite Ausfihrungsform des erfindungsgemdfen Verfahrens
ist die Transduktion von Zellen. Zur Transduktion werden die
in einem Blutbeutel enthaltenen suspendierten Spenderzellen,
vorzugsweise T-Zellen oder Subpopulationen davon oder durch
Leukapherese gewonnene periphere Blutlymphozyten oder Antigen-
prasentierenden Zellen, wie etwa Tumorzellen, mit einem den
Transduktionsvektor enthaltenden Beutel gekoppelt und so die
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beiden Volumina vereinigt. In diesem vereinigten Volumen fin-
det dann die Transduktion, d.h. die genetische Veranderung der
Zellen durch den Vektor, statt. Sich daran anschlieflende
Schritte wie Waschen und Zentrifugieren der Zellen kdnnen mit
Hilfe von kommerziell erhdltlichen Geriten vorzugsweise eben-

falls unter Verwendung eines Beutelsystems erfolgen.

Durch Verwendung von flexiblen Plastikgefafien bei der Trans-
duktion von T-Zellen kann eine Verbesserung der Transduktions-
rate durch Zentrifugation der PlasikgefaRe erreicht werden.
Uberraschenderweise wurde eine besondere Effizienzsteigerung
der Transduktion gefunden, wenn die Beutel nicht wie ublich
mit dem Boden nach unten in einen Ausschwingrotor gesetzt
werden, sondern derart angeordnet sind, daR die Zellen sich
wahrend der Zentrifugation Uber eine der gréfiten verfligbaren
Flachen verteilen kénnen. Hierzu kénnen die Beutel z.B. auf
eine der beiden Beutelseiten gelegt werden. Dabei ist es mdg-
lich, daf auch mehrere Beutel {ibereinander gestapelt in den
Rotor eingelegt werden. Die Beutel koénnen dabei direkt aufein-
ander liegen oder in einer speziellen Halterung eingelegt wer-

den, die aus parallel angeordneten Platten besteht.

Eine dritte Ausfihrungsform des erfindungsgemafen Verfahrens
betrifft die Vermehrung von suspendierten Zellen, insbesondere
die Vermehrung von T-Zellen oder Antigen-prasentierenden Zel-
len. Diese Vermehrung von T-Zellen erfolgt im Anschlufz an die
Stimulation oder/und Transduktion und kann in gasdurchlassigen
Beuteln durchgefihrt werden, wie sie im Stand der Technik zur
Herstellung von Thrombozyten bekannt sind. Die Kultivierung
erfolgt in CO,-Brutschréanken, gegebenenfalls unter Verwendung
von Schitteleinrichtungen. Bei der Vermehrung der Zellen kann
die Kultur durch Ankopplung vea mit frischen Medium gefillten
Beuteln nach Bedarf erweitert werden. Zur Probenentnahme Ffir
die Zellzahlung in einer Zellkammer oder die Analyse von Medi-
umskomponenten kann nach Anschluft eines kleinen Beutels an den
Kulturbeutel ein Aliquot steril entnommen werden. Nach Errei-

chen der gewlnschten Zellzahl kénnen die Zellen dann in Beu-
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teln abzentrifugiert, in einem kleinen Volumen aufgenommen und

fir die Transplantation vorbereitet werden.

Eine vierte bevorzugte Ausfihrungsform der Erfindung ist die
Verwendung von flexiblen PlastikgefaRen zur Beflllung oder/und
Elution wvon Zellseparationsvorrichtungen, z.B. Zellsepara-
tionssaulen (de Wynter et al., Stem Cells 13 (1995), 524-532) .
Bei der Separation kénnen die Blutbeutel sowohl fir das Befiil-
len des Systems als auch fur die Entnahme der separierten
Zellen verwendet werden. Um das ganze Verfahren zu einem vél-
lig geschlossenen System zu machen, erfolgt vorzugsweise auch
die Vorbereitung der Zellen, z.B. Waschen, Zentrifugieren,
Zugabe von Antikdrpern etc. innerhalb von Beuteln. Eine beson-
ders bevorzugte Zellseparationsvorrichtung ist die von Audi-
tore-Hargreaves et al. (Bioconjugate Chem. & (1994), 287-300)

beschriebene Avidin-Biotin-Immunoadsorptionssaule.

Eine funfte bevorzugte Ausfihrungsform der vorliegenden Erfin-
dung ist die Kultivierung oder/und Stimulierung von suspen-
dierten Zellen, insbesondere von T-Zellen, z.B. in Graft-ver-
sus-Leukemia-Verfahren, flir die adoptive Immuntherapie, fiir
dis Herstellung von Vakzinierungszellinien oder zur Stimulie-
rung von Killer-T-Zellen. Auch hier kann bei Verwendung wvon
Blutbeuteln eine offene Handhabung der Zellen und damit ein

Kontaminationsrisiko vermieden werden.

Fur den Einsatz bei Graft-versus-Leukemia-Verfahren missen die
T-Zellen, die einem gesunden Spender entnommen wurden, nicht
separat stimuliert werden. Zur Markierung der Zellen erfolgt
eine Transduktion, vorzugsweise mit einem retroviralen Vektor

wie zuvor beschrieben.

Bei der adoptiven Immuntherapie erfolgt eine Stimulierung der
T-Zellen z.B. durch Tumorzellen, die dem Patienten entnommen
wurden. Die Gewinnung und eventuelle Vermehrung der Tumorzel-
len ist von der Art des Tumors abhangig. Zur Stimulierung

werden die Tumorzellen direkt in den Beutel mit den T-Zellen
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des Spenders gegeben. Im Anschluff daran kénnen alle nachfol-
genden Schritte wie Transduktion mit einem Vektor, Vermehrung
der T-Zellen und Zellseparation in Beuteln, d.h. in einem

geschlossenen System durchgefiithrt werden.

Als Vakzinierungszellinien kommen genetisch modifizierte Tu-
morzellinien, z.B. Derivate der RCC-26 Zellinie (Schendel et
al., J. Immunol. 151 (1993), 4209-4220) in Frage. Diese Zel-
linien, die z.B. von einem humanem renalem Karzinom abgeleitet
sind, koénnen Patienten mit Tumoren, z.B. mit Nierentumoren,
zur Immunantwort gegen metastasierende Nierentumorzellen ver-
abreicht werden. Die Vakzinierungszellinien werden dabei in
Beuteln vermehrt und kénnen anschliefend direkt den Patienten

verabreicht werden.

Auch mit inaktivierten humanen B-Zellen stimulierte T-Zellen
kénnen Tumorzellen angreifen. Dabei kénnen die inaktivierten
Zellen in kleinen Blutbeuteln abgefillt und direkt an Blutbeu-
tel mit den T-Zellen des Patienten angeschlossen werden. Die
weitere Vermehrung der T-Zellen verlauft dann wie zuvor be-
schrieben. Dieses Vorgehen hat gegeniiber bisherigen Vorgehens-
weisen, bei denen die stimulierenden Zellen nach Kultivierung
und Inaktivierung in Cryordhrchen eingefroren waren, den Vor-
teil, daf in einem v®llig geschlossenen System gearbeitet
wird.

Weiterhin koénnen beim erfindungsgemafen Verfahren auch be-
schichtete Plastikbeutel eingesetzt werden. Diese Beschichtung
kann beispielsweise mit Tumorzellen oder Teilen von Tumorzel -
len, z.B. zellkernfreien Zellmembranenvesikeln erfolgen. Auf
diese Weise kann eine Stimulierung der T-Zellen erfolgen, ohne
daf? lebende Tumorzellen mit den T-Zellen in Berihrung kommen.
Auferdem kénnen die Oberflachen der Plastikbeutel noch mit
anderen Substanzen, z.B. Proteinen beschichtet werden, um die
T-Zellstimulierung auch weiter zu verbessern. Die Beschichtung
der Plastikoberfliche kann z.B. durch die in der europdischen
Patentanmeldung 96 108 288.0 beschriebenen Techniken erfolgen,
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d.h. durch Immobilisierung von Zellen oder Vesikeln, die Teile
der natlrlichen Oberflache einer Zelle enthalten. Die Zelle
oder das Vesikel kann mit dem érsten Partner eines biologi-
schen Bindepaars modifiziert werden und Uber den zweiten Part-
ner des Bindepaars an die Festphase immobilisiert werden.
Beispiele fir geeignete Bindepaare sind hochaffine Bindepaare
wie Biotin/Streptavidin, Zucker/Lectin, CD/Anti—CD—Antikérper,
MHC-Moleklle oder Hapten/Anti—Hapten-Antikérper.

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist
ein Verfahren zur adoptiven Immuntherapie, umfassend die ex-
trakorporealen Schritte: Stimulierung von T-Zellen, Transduk-
tion mit einem Vektor, Vermehrung der T-Zellen und Separation,
um die gewlinschten T-Zellen zu erhalten, wobei dieses Verfah-
ren dadurch gekennzeichnet ist, daf man mindestens einen der
Verfahrensschritte mit einem flexiblen Plastikbeutel durch-
flhrt . Vorzugsweise werden alle Schritte in einem geschlosse-
nen System durchgefihrt.

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist
ein Plastikbeutel, insbesondere ein Blutbeutel mit verschweifR-
baren Zufuhr- oder/und AbfluRdffnungen, der einen Transduk-
tionsvektor, vorzugsweise einen retroviralen Vektor in einem
geeigneten Puffer enthilt. In eingefrorenen oder lyophilisier-
tem Zustand weist der Transduktionsvektor eine Uberraschend
hohe Haltbarkeit auf. Alternativ oder zusadtzlich kann der
Plastikbeutel auch stimulierende oder/und Antigen-prisentie-
rende T-Zellen enthalten. Schlieflich betrifft die Erfindung
auch Plastikbeutel, die mit einem Transduktionsvektor gene-
tisch modifizierte T-Zellen in einem geeigneten Puffer enthal-
ten.

Abbildung 1 zeigt schematisch die Verwendung von Plastikbeu-
teln bei der ex-vivo Gentherapie. Die dem Spender entnommenen
T-Zellen werden durch Behandlung mit stimulierenden Agenzien
einer Stimulation unterzogen. AnschliefRend erfolgt eine Trans-

duktion, vorzugsweise mit viralen Vektoren. Nach der anschlie-
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ffenden Kultivierung werden die Zellen mit einem Antikdérper
markiert und {(ber eine Trennsaule separiert. Daran kann sich
wiederum eine Kultivierung anschliefRen. Schlieflich werden die

T-Zellen einem Patienten transplantiert.

Von den einzelnen Verfahrensschritten kénnen je nach Bedarf
einige wegfallen oder auch einige anderen neu hinzukommen. So
ist die Kultivierung nach der Separation nicht immer notwen-
dig. Stattdessen kénnen an anderen Stellen Kultivierungs-
schritte erfolgen oder die Lagerung der Zellen in tiefgefrore-

nen Beuteln notwendig werden.

Die Abbildung zeigt insbesondere ein FluRBdiagramm f£fir ein
Graft-versus-Leukemia-Verfahren oder fi{ir eine adoptive Immun-
therapie. Bei diesen beiden Anwendungen kommen die in den

Beuteln abgefiillten retroviralen Vektoren zum Einsatz.

Bei der Kultivierung von Vakzinierungszellinien kommt nur die
Abfillung der Zellen zur Anwendung, die dem Patienten an-

schliefend direkt, z.B. {iber eine Xanile injiziert werden.

Bei der Expansion von ex-vivo stimulierten Killer T-Zellen
kommen die Verfahrensschritte der Leukapharese, Stimulation,

Kultivierung und Transplantation zur Anwendung.

Wie aus der Abbildung ersichtlich ist, kénnen bei Verwendung
von flexiblen Plastikgefafen samtliche Verfahrensschritte in
einem geschlossenen System durchgefihrt werden, wodurch eine
erheblich vereinfachte Handhabung erméglicht und ein Kontami-
nationsrisiko praktisch vollstandig ausgeschlossen werden

kann.
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Patentanspriiche

Verwendung von flexiblen PlastikgefaRen zur Abfillung von
Transduktionsvektoren fir die Durchfdhrung extrakorporea-

ler Verfahrensschritte in der Gentherapie.

Verwendung nach Anspruch 1 zur Abfillung retroviraler
Vektoren.

Verwendung nach Anspruch 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet,
daff man die Transduktionsvektoren nach der Abflillung

lyophilisiert oder/und einfriert.

Verwendung von flexiblen Plastikgefafen zur extrakorpo-
realen Transduktion von suspendierten Zellen in der Gen-

therapie.

Verwendung nach Anspruch 4 zur Transduktion von Leukozy-
ten oder Subpopulationen davon oder von Antigen-prasen-

tierenden Zellen.

Verwendung nach Anspruch 4 oder 5,
dadurch gekennzeichnet,
daft die Transduktion einen Zentrifugationsschritt umfafRt.

Verwendung nach Anspruch 6,

dadurch gekennzeichnet,

dafR die Plastikgefafe so angeordnet werden, daf sich die
Zellen Uber eine der grdéfRten verfigbaren Flachen vertei-

len kénnen.

Verwendung von flexiblen Plastikgefafen zur extrakorpo-

realen Vermehrung von T-Zellen in der Gentherapie.



10

1S

20

25

30

35

WO 98/07829 PCT/EP97/04426

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

- 11 -

Verwendung nach Anspruch 8 zur Vermehrung von stimulier-

ten oder/und transduzierten Zellen.

Verwendung nach Anspruch 8 oder 9,

dadurch gekennzeichnet,

daff man die Vermehrung der Zellen in gasdurchlassigen
Plastikbeuteln durchfuhrt.

Verwendung von flexiblen Plastikgefafen zur extrakorpo-
realen Befullung oder/und Elution von Zellseparationsvor-

richtungen in der Gentherapie.

Verwendung von flexiblen Plastikgefafen zur extrakorpor-
ealen Stimulierung oder/und Kultivierung von suspendier-

ten Zellen in der Gentherapie.

Verwendung nach Anspruch 12 zur Stimulierung oder/und
Kultivierung von T-Zellen fir Graft-versus-Leukemia-Ver-

fahren.

Verwendung nach Anspruch 12 zur Stimulierung oder/und

Kultivierung von T-Zellen fr die adoptive Immuntherapie.

Verwendung nach Anspruch 12 zur Stimulierung oder/und

Kultivierung von Vakzinierungszellen.

Verwendung nach Anspruch 12 zur Stimulierung oder/und
Kultivierung von Killer-T-Zellen.

Verwendung nach einem der Anspriiche 12 - 16,

dadurch gekennzeichnet,

daf man eine Stimulierung in einem beschichteten Plastik-
beutel durchfihrt.
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22.

23.

24,
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Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 17,
dadurch gekennzeichnet,
daff die flexiblen PlastikgefaRe ein Volumen von 10 - 5000

ml aufweisen.

Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 18,

dadurch gekennzeichnet,

dafs die Plastikgef&fe geschlossene Beutel sind, die min-
destens ein Ansatzstlck flr verschweifbare Verbindungen
enthalten.

Verfahren zur adoptiven Immuntherapie oder Graft-versus-
Leukemia-Verfahren, umfassend die extrakorporealen
Schritte: Stimulierung von T-Zellen, Transduktion mit
einem Vektor, Vermehrung der T-Zellen und Separation,
dadurch gekennzeichnet,

dafs man mindestens einen der Verfahrensschritte in einem
flexiblen Plastikbeutel durchfiihrt.

Verfahren nach Anspruch 20,

dadurch gekennzeichnet,

daff man alle Schritte in einem geschlossenen System
durchfihrt.

Plastikbeutel,

dadurch gekennzeichnet,

daf? er einen Transduktionsvektor in einem geeigneten
Puffer enthalt.

Plastikbeutel nach Anspruch 22,
dadurch gekennzeichnet,

daf? er einen retroviralen Vektor enthalt.

Plastikbeutel nach Anspruch 22 oder 23 in eingefrorenem
oder lyophilisiertem Zustand.
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25. Plastikbeutel,
dadurch gekennzeichnet,
daf® mit einem Transduktionsvektor genetisch modifizierte
T-Zellen in einem geeigneten Puffer enthalt.
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Plastikbeutel bei der ex-vivo Gentherapie

Spender T_-:-D Leukapharese

Stim. Agentien Q::D Stimulation

Retrovirale VektorenQ:"Q Transduktion

Medium %}"—D Kultivierung

Antikdrper D::i ) Markierung

Sdule Q‘i‘@ Separation

Medium 8]::@ Kultivierung

: ¢ —~— :
Patient T*@ Transplantation
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