
(19)国家知识产权局

(12)发明专利申请

(10)申请公布号 

(43)申请公布日 

(21)申请号 202080078112.2

(22)申请日 2020.11.10

(30)优先权数据

62/933,575 2019.11.11 US

(85)PCT国际申请进入国家阶段日

2022.05.10

(86)PCT国际申请的申请数据

PCT/US2020/059818 2020.11.10

(87)PCT国际申请的公布数据

WO2021/096850 EN 2021.05.20

(71)申请人 隆萨沃克斯维尔股份有限公司

地址 美国马里兰州

(72)发明人 M·休伊特　E·亚伯拉罕　

N·奥斯拓特　

(74)专利代理机构 深圳市百瑞专利商标事务所

(普通合伙) 44240

专利代理师 金辉

(51)Int.Cl.

C12N 5/0783(2006.01)

C12N 15/85(2006.01)

C12M 1/34(2006.01)

C12N 5/10(2006.01)

C12M 3/00(2006.01)

A61K 35/17(2006.01)

 

(54)发明名称

用于自动化细胞处理的质量控制方法

(57)摘要

本公开提供了用于评估并优化基于细胞的

疗法的细胞质量的方法，所述基于细胞的疗法是

在自动化细胞工程系统中产生的。所述方法适当

地包含在自动化过程之前、期间和之后监测细胞

的分子特性以向过程参数提供反馈。在各实施例

中，所产生的细胞是嵌合抗原受体(CAR)T细胞。
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1.一种用于评估并优化基于细胞的疗法的细胞质量的方法，所述方法包括：

(a)确定修饰前细胞培养物的一种或多种分子特性；

(b)通过自动化细胞工程系统对所述细胞培养物进行基因修饰；

(c)在所述基因修饰期间和之后确定修饰后细胞培养物的所述一种或多种分子特性；

以及

(d)优化所述自动化细胞工程系统的一个或多个参数以更改所述修饰后细胞培养物的

所述一种或多种分子特性。

2.根据权利要求1所述的方法，其中所述一种或多种分子特性选自由以下组成的组：基

因表达、蛋白质表达、mRNA表达和拷贝数变化。

3.根据权利要求1或权利要求2所述的方法，其中所述细胞培养物是免疫细胞培养物、

自然杀伤细胞培养物和用于神经退行性疗法的细胞培养物。

4.根据权利要求3所述的方法，其中所述免疫细胞培养物是T细胞培养物。

5.根据权利要求4所述的方法，其中T细胞培养物是嵌合抗原受体T(CAR  T)细胞培养

物。

6.根据权利要求5所述的方法，其中所述一种或多种分子特性包含T细胞激活、代谢、耗

竭和T细胞受体多样性。

7.根据权利要求1到6中任一项所述的方法，其中(d)中的所述优化在所述基因修饰之

前、期间和/或之后发生。

8.根据权利要求1到7中任一项所述的方法，其中所述优化包含以下中的一个或多个：

增加或减小细胞培养基的流速；增加或减小氧气浓度；增加或减小二氧化碳浓度；增加或减

小葡萄糖水平；增加或减小细胞扩增的温度；增加或减小细胞培养基的pH；修改细胞转导程

序；修饰用于转导程序的载体；以及修改细胞分离程序。

9.一种用于评估并优化基于细胞的疗法的细胞质量的方法，所述方法包括：

(a)确定修饰前细胞培养物的一种或多种分子特性；

(b)优化自动化细胞工程系统的一个或多个参数以更改所述修饰前细胞培养物的所述

一种一种或多种分子特性；

(c)用激活试剂激活所述修饰前细胞培养物，以产生激活的细胞培养物；

(d)用载体转导所述激活的免疫细胞培养物，以产生经转导的细胞培养物；

(e)对所述经转导的细胞培养物进行扩增；

(f)对(e)的经扩增的细胞培养物进行浓缩；

(g)采集(f)的经浓缩的细胞培养物，以产生经基因修饰的细胞培养物；

(h)在步骤(c)到(g)中的任何一个步骤期间或之后确定所述细胞培养物的所述一种或

多种分子特性；以及

(i)优化步骤(c)到(g)中的任何一个步骤的一个或多个参数以更改所述细胞培养物的

所述一种或多种分子特性。

10.根据权利要求9所述的方法，其中所述一种或多种分子特性选自由以下组成的组：

基因表达、蛋白质表达、mRNA表达和拷贝数变化。

11.根据权利要求9或权利要求10所述的方法，其中所述细胞培养物是免疫细胞培养

物、自然杀伤细胞培养物和用于神经退行性疗法的细胞培养物。
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12.根据权利要求11所述的方法，其中所述免疫细胞培养物是T细胞培养物。

13.根据权利要求12所述的方法，其中T细胞培养物是嵌合抗原受体T(CAR  T)细胞培养

物。

14.根据权利要求13所述的方法，其中所述一种或多种分子特性包含T细胞激活、代谢、

耗竭和T细胞受体多样性。

15.根据权利要求9到14中任一项所述的方法，其中所述优化包含以下中的一个或多

个：增加或减小细胞培养基的流速；增加或减小氧气浓度；增加或减小二氧化碳浓度；增加

或减小葡萄糖水平；增加或减小细胞扩增的温度；增加或减小细胞培养基的pH；修改细胞转

导程序；修饰用于转导程序的载体；以及修改细胞分离程序。

16.一种用于评估并优化嵌合抗原受体T(CAR  T)细胞培养物的细胞质量的方法，所述

方法包括：

(a)确定修饰前T细胞培养物的一种或多种分子特性；

(b)优化自动化细胞工程系统的一个或多个参数以更改所述修饰前T细胞培养物的所

述一种一种或多种分子特性；

(c)用激活试剂激活所述修饰前T细胞培养物，以产生激活的T细胞培养物；

(d)用编码嵌合抗原受体的载体转导所述激活的T细胞培养物，以产生CAR  T细胞培养

物；

(e)对所述CAR  T细胞培养物进行扩增；

(f)对(e)的经扩增的CAR  T细胞培养物进行浓缩；

(g)采集(f)的经浓缩的CAR  T细胞培养物；

(h)在步骤(c)到(g)中的任何一个步骤期间或之后确定所述CAR  T细胞培养物的所述

一种或多种分子特性；以及

(i)优化步骤(c)到(g)中的任何一个步骤的一个或多个参数以更改所述CAR  T细胞培

养物的所述一种或多种分子特性。

17.根据权利要求16所述的方法，其中所述方法产生至少约1亿个存活的CAR  T细胞。

18.根据权利要求16所述的方法，其中所述方法产生至少约20亿个存活的CAR  T细胞。

19.根据权利要求16到19中任一项所述的方法，其中所述T细胞培养物包括外周血单核

细胞和/或经纯化的T细胞。

20.根据权利要求16到19中任一项所述的方法，其中所述T细胞培养物包括至少一种辅

佐细胞。

21.根据权利要求20所述的方法，其中所述辅佐细胞包括单核细胞或单核细胞源性细

胞。

22.根据权利要求20所述的方法，其中所述辅佐细胞包括T细胞受体的抗原，包含CD28、

CD40、CD2、CD40L和/或ICOS。

23.根据权利要求16到22中任一项所述的方法，其中所述激活试剂包括抗体或树突细

胞。

24.根据权利要求23所述的方法，其中所述抗体固定在表面上。

25.根据权利要求24所述的方法，其中所述表面是珠粒的表面。

26.根据权利要求23所述的方法，其中所述抗体是可溶性抗体。
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27.根据权利要求23所述的方法，其中所述抗体包括抗CD3抗体和抗CD28抗体中的至少

一种。

28.根据权利要求16到27中任一项所述的方法，其中所述转导包括病毒感染、电穿孔、

膜破坏或其组合。

29.根据权利要求16到28中任一项所述的方法，其中所述载体是慢病毒载体或逆转录

病毒。

30.根据权利要求16到29中任一项所述的方法，其中所述一种或多种分子特性包含T细

胞激活、代谢、耗竭和T细胞受体多样性。

31.根据权利要求16到30中任一项所述的方法，其中所述一种或多种分子特性选自由

以下组成的组：基因表达、蛋白质表达、mRNA表达和拷贝数变化。

32.根据权利要求31所述的方法，其中确定了至少约500种基因表达。

33.根据权利要求31所述的方法，其中确定了至少约700种基因表达。

34.根据权利要求31所述的方法，其中确定了约780种基因表达。

35.根据权利要求16到34中任一项所述的方法，其中所述优化包含以下中的一个或多

个：增加或减小细胞培养基的流速；增加或减小氧气浓度；增加或减小二氧化碳浓度；增加

或减小葡萄糖水平；增加或减小细胞扩增的温度；增加或减小细胞培养基的pH；修改细胞转

导程序；修饰用于转导程序的载体；以及修改细胞分离程序。

36.一种用于评估并优化细胞培养物的细胞质量的方法，所述方法包括：

(a)确定修饰前细胞培养物的一种或多种分子特性；

(b)通过自动化细胞工程系统对所述细胞培养物进行基因修饰；

(c)在所述基因修饰期间和之后确定修饰后细胞培养物的所述一种或多种分子特性；

以及

(d)优化所述自动化细胞工程系统的一个或多个参数以更改所述修饰后细胞培养物的

所述一种或多种分子特性。
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用于自动化细胞处理的质量控制方法

技术领域

[0001] 本公开提供了用于评估并优化基于细胞的疗法的细胞质量的方法，所述基于细胞

的疗法是在自动化细胞工程系统中产生的。所述方法适当地包含在自动化过程之前、期间

和之后监测细胞的分子特性以向过程参数提供反馈。在各实施例中，所产生的细胞是嵌合

抗原受体(CAR)T细胞。

背景技术

[0002] 由于预期建立对先进细胞疗法的加速临床采用，因此更多的注意力转向将使这些

疗法惠及全世界患者的基础制造策略。虽然细胞疗法在临床上拥有广阔的前景，但相对于

偿付的高制造成本是商业化的巨大障碍。因此，对成本效益、过程效率和产品一致性的需求

正在推动众多细胞疗法领域中针对自动化的努力，并且具体地T细胞免疫疗法(参见例如

Wang  2016)。

[0003] 然而，仍然存在巨大的挑战，这阻碍了自体细胞疗法的广泛采用并且使得制造失

败。由于起始细胞材料通常源自患者，所以这表示了另外的复杂性水平以及变异性的来源。

目前用细胞疗法治疗的许多患者都患有晚期疾病并且多次复发，对于多种其它疗法而言是

难治性的。因此，患者可以从这些细胞疗法中受益的治疗窗是较窄的，这需要准确且可靠的

制造过程。

[0004] 在制造细胞疗法产品之后，在产品可以施用于患者之前存在另外的延迟，主要是

目前缓慢且成本高昂的大量监管要求和释放测试。目前的细胞疗法释放测试提供使监管机

构对向患者给药感到放心的必要信息，但几乎无助于预测临床功效。

[0005] 在用于产生基于细胞的疗法的自动化过程中，通常需要基于个体患者需要优化并

且修改过程的各个参数，以及方法期间的实时变化。本发明通过适当地在自动化系统中提

供评估并优化基于细胞的疗法的细胞质量的方法来满足这些需要。

发明内容

[0006] 在一些实施例中，本文提供了一种用于评估并优化基于细胞的疗法的细胞质量的

方法，所述方法包括：确定修饰前细胞培养物的一种或多种分子特性；通过自动化细胞工程

系统对所述细胞培养物进行基因修饰；在所述基因修饰期间和之后确定修饰后细胞培养物

的所述一种或多种分子特性；以及优化所述自动化细胞工程系统的一个或多个参数以更改

所述修饰后细胞培养物的所述一种或多种分子特性。

[0007] 在另外的实施例中，本文提供了一种用于评估并优化基于细胞的疗法的细胞质量

的方法，所述方法包括：确定修饰前细胞培养物的一种或多种分子特性；优化自动化细胞工

程系统的一个或多个参数以更改所述修饰前细胞培养物的所述一种一种或多种分子特性；

用激活试剂激活所述修饰前细胞培养物，以产生激活的细胞培养物；用载体转导所述激活

的免疫细胞培养物，以产生经转导的细胞培养物；对所述经转导的细胞培养物进行扩增；对

(e)的经扩增的细胞培养物进行浓缩；采集(f)的经浓缩的细胞培养物，以产生经基因修饰
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的细胞培养物；在步骤(c)到(g)中的任何一个步骤期间或之后确定所述细胞培养物的所述

一种或多种分子特性；以及优化步骤(c)到(g)中的任何一个步骤的一个或多个参数以更改

所述细胞培养物的所述一种或多种分子特性。

[0008] 在另外的实施例中，提供了一种用于评估并优化嵌合抗原受体T(CAR  T)细胞培养

物的细胞质量的方法，所述方法包括：确定修饰前T细胞培养物的一种或多种分子特性；优

化自动化细胞工程系统的一个或多个参数以更改所述修饰前T细胞培养物的所述一种一种

或多种分子特性；用激活试剂激活所述修饰前T细胞培养物，以产生激活的T细胞培养物；用

编码嵌合抗原受体的载体转导所述激活的T细胞培养物，以产生CAR  T细胞培养物；对所述

CAR  T细胞培养物进行扩增；对(e)的经扩增的CAR  T细胞培养物进行浓缩；采集(f)的经浓

缩的CAR  T细胞培养物；在步骤(c)到(g)中的任何一个步骤期间或之后确定所述CAR  T细胞

培养物的所述一种或多种分子特性；以及优化步骤(c)到(g)中的任何一个步骤的一个或多

个参数以更改所述CAR  T细胞培养物的所述一种或多种分子特性。

[0009] 本文还提供了一种用于评估并优化细胞培养物的细胞质量的方法，所述方法包

括：确定修饰前细胞培养物的一种或多种分子特性；通过自动化细胞工程系统对所述细胞

培养物进行基因修饰；在所述基因修饰期间和之后确定修饰后细胞培养物的所述一种或多

种分子特性；以及优化所述自动化细胞工程系统的一个或多个参数以更改所述修饰后细胞

培养物的所述一种或多种分子特性。

附图说明

[0010] 图1示出了用于产生如本文所描述的基于细胞的疗法的通用制造过程。

[0011] 图2示出了含有如本文实施例中所描述的示例性细胞工程系统的实验室空间。

[0012] 图3示出了可以在如本文实施例中所描述的细胞工程系统中进行的基于细胞的疗

法的产生过程。

[0013] 图4示出了用于自动化细胞工程系统的过程流程图例。

[0014] 图5示出了注射器和袋从自动化细胞工程系统的盒采样的用途。

具体实施方式

[0015] 本公开提供了用于监测、评估并优化各种基于细胞的疗法的自动化产生的方法。

[0016] 自动化细胞处理

[0017] 对于如T细胞疗法等基于自体细胞的疗法和治疗，对于成本效益、过程效率和产品

一致性的需求尤其突出，因为制造微批次(每批次一个患者)批量缺乏同种异体过程(每批

次多个患者)可以利用的规模经济(参见例如Jones  2012；Trainor  2014)。微批次所需的更

大且更本地化的劳动力和设施对于物流、手动生产的GMP合规性提出了相当高的要求，特别

是关于员工的可用性和训练。另外，操作员之间潜在的技术差异可能会对持续满足释放标

准并确保安全且可靠的产物构成不良风险。

[0018] 如本文所描述的，自动化制造的安装和全面验证为这些物流和操作挑战提供了解

决方案。将自动化引入生产过程的一个重要方法是标识操作员对生产材料应用物理或化学

变化的关键模块化步骤，这被称为“单元操作”。在细胞制造的情况下，这包含如细胞分离、

基因操纵、增殖、洗涤、浓缩和细胞采集等步骤。制造商通常将焦点过程瓶颈标识为用于引
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入自动化的直接机会。这反映在大多数可商购获得的生物反应器的技术操作范围内，其倾

向于关注离散的过程步骤。细胞制造中的过程挑战(从无菌维护到样品跟踪)在本文中通过

产生一致的细胞输出，同时改善不可避免的过程可变性的端到端自动化来解决。本文所描

述的方法还提供了简化，并且相关联的电子记录有助于遵守GMP标准(参见例如Trainor 

2014)。

[0019] 单元操作的自动化和关键过程敏感性

[0020] 各种基于细胞的疗法的临床开发最近快速进展，包含用于癌症免疫疗法的修饰后

自体T细胞，这已导致了为相关联的转变和规模化影响制定计划。

[0021] 虽然针对不同基于细胞的疗法的具体方案将有所变化，但在图1中展示了通用过

程。图1描述了从患者血液样品的初始处理到针对包含例如自体T细胞疗法调配输出细胞的

基于细胞的疗法的制造的单元操作。

[0022] 如本文所描述的，为了实现细胞制造自动化，本文所描述的方法提供了用于了解

细胞在每个转变点处的状态以及所述细胞如何受到特定单元操作的影响。针对患者特异性

疗法的微批次生产应尊重影响自动化可行性的关键过程敏感性。本文所描述的自动化成功

地涵盖各个过程步骤。

[0023] 下表1突显了包含T细胞自动化的基于细胞的疗法的自动化标识的一些过程步骤

的挑战，并指出了敏感性对自动化策略的影响。注意，对于所有单元操作，由于污染风险，相

应设备之间的细胞开放转移具有关键的敏感性。

[0024] 表1：自动化挑战和益处

[0025]
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[0026]
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[0027]

[0028] 围绕表1中所列的敏感性定制手动过程的自动化可以支持成功转变、维持或改进

细胞疗法性能。

[0029] 离散自动化对完全集成自动化

[0030] 虽然自动化的价值有着令人信服的证据(例如参见Trainor  2014；Levine  2017)，

但仍需要对将这些自动化步骤集成到具有自动化转移的端到端序列中的价值和实用性进

行后续分析。对于离散过程自动化的优势对端到端集成的优势有着不同的观点。

[0031] 离散自动化的主要益处是灵活性。这涉及以下领域：

[0032] 1)维持独特的过程操作；

[0033] 2)基于单独单元操作验证加速转变活动；

[0034] 3)能够修改处理步骤以适应供体与供体之间的变异性。

[0035] 涉及增加的灵活性的第一点为操作员提供了对于过程的更多控制。在过程具有可

以影响最终产品的高敏感性步骤的环境中，这是重要的。切换到一体化系统可以强加影响

产品结果的约束条件。离散方法提供了选择如何执行每个步骤的灵活性，这对于高敏感性

单元操作可以是特别重要的。离散方法还允许从手动处理逐步转变到自动化，如果每个单

元操作可以单独测试，那么这有助于证明等同效力。另外，自动化特定单元操作为基于细胞

性能所做的决定提供了灵活性。例如，如果细胞快速增长，可能需要从一个细胞培养袋扩增

到两个细胞培养袋。最后，使用离散系统的自动化方法还使得小组能够挑选用于每个单元

操作的设备。

[0036] 设备利用率是离散自动化的另一争议。一些单元操作比其它单元操作可能需要显

著更多的时间。端到端处理系统需要所有多个单元操作在单个系统上运行，由此占用了用

于培养过程的持续时间的设备。

[0037] 虽然离散自动化具有益处，但是端到端方法提供了不同的但仍然令人信服的益

处。首先，完全集成系统大大减少了污染风险。由于离散方法需要增加处理，因此由于操作

员干预，增加了产品变异性的可能性。第二，并且如先前所提及的，这不可避免地产生了更
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高的劳动成本。

[0038] 离散方法提供的灵活性是重要的。在过程在定义产品时重要的情况下，端到端系

统应具有集成独特敏感性的灵活性。这可以包含某些饲养策略、氧气水平、表面处理等等。

此类方法需要软件和一次性组件两者的灵活性。系统应提供在过程中不同点处推动细胞和

培养基样品的选项以确认特定单元操作满足产品规格检查点。如果需要进行修改，软件应

能够实施这些改变以提供理想的条件。虽然易于使用和灵活的软件对于转变目的十分有

益，但软件可以容易锁定以符合临床标准是重要的(FDA  21CFR部分11)。一旦锁定，如果操

作员有更改方案的任何能力，则应存在限制。然而，为了解决固有供体可变性的问题，应存

在基于细胞增长速率从一系列经验证的方案中进行选择的选项。例如，如果细胞增长迅速，

系统应能够对此做出响应并且相应地调整饲养或采集时间点。

[0039] 相比离散自动化，端到端集成的选择也取决于临床过程的长期远见。单个一体化

系统可以显著提高空间效率，从而最小化昂贵的GMP净室中所需的占用空间。例如，如图2所

示，完全集成的自动化系统被设计成最大化所需占用空间，以减少昂贵的GMP净室空间。图2

示出了在标准实验室空间中运行的96个患者特异性端到端单元。

[0040] 单个系统还为数据追踪提供了更大的便利，然而离散系统可能不提供将所有电子

数据文件连接在一起的兼容软件。如VINETI(Vineti有限公司)和TRAKCEL(TrakCel有限公

司)等软件平台允许供应链物流的电子监测和组织。然而，通过将与每个单元操作相关联的

处理事件和生物监测培养条件两者的历史并入到批次记录，单个一体化培养系统可以更进

一步发展。因此，端到端集成的益处提供了显著的竞争优势。

[0041] 用于单元操作集成的商业平台

[0042] 多个自体细胞疗法，尤其是对于基于血液的癌症的免疫疗法中的临床试验成功已

突显了新的临床方案能够转变成强劲的生产平台以便满足计划的临床需求的重要性(参见

例如Levine  2017；Locke  2017)。对于自体疗法，处理每个患者特异性细胞治疗适当地利用

了全面制造活动和操作管理。本文中的方法连接统包自动化系统中的单元操作以实现过程

优化、安全性和经济性。

[0043] 在设计自体过程时的挑战是双重的。首先，与单独处理步骤可以在物理分离和经

优化的设备块中发生的同种异体制造不同，规模化自体平台在单个封闭独立的自动化环境

中适当地进行所有必要步骤。第二，与每次运行理论上用已知质量和可预测的过程行为，用

来自细胞库的高质量小瓶开始的同种异体过程不同，自体过程汇总的起始材料高度可变，

并且通常来自健康受损的个体。

[0044] 因此，本文提供的是能够通过控制如物理搅拌、pH、饲养和气体处理等因素来感测

培养条件并作为复杂的生物反应器做出相应响应的方法。此外，与同种异体治疗相比，与自

体治疗相关的技术转移存在显著不同的挑战。自体产物可能对制造过程与患者治疗之间的

稳定性有更大的限制。站点可以定位于全局而不是单个中心。具有锁定(例如，全封闭式)一

体化系统显著改善了站点之间的技术转移过程。

[0045] 虽然不能消除来源变异性，但自动化有助于通过标准化和再现性去除了最终自体

产品的变异性。领先的细胞系统供应商采用这种实践以通过监测活性细胞培养物的状态的

生物传感器获得细胞性能参考点。在端到端集成中，来自过程中的任何特定阶段的输出应

在过程向前进展的可接受的参数内。
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[0046] 如本文所描述的，在实施例中，所提供的方法利用COCOON平台(傲克生物技术公司

(Octane  Biotech)(安大略省金斯顿(Kingston，ON)))，所述平台将多个单元操作集成在单

个统包平台中。向多个细胞方案提供了非常具体的细胞处理目标。为了提供高效且有效的

自动化转变，所描述的方法利用结合多个单元操作的应用特定/赞助商特定一次性盒的概

念，所有这些都集中在最终细胞疗法产品的核心要求上。

[0047] 本文所描述的方法已用于在完全集成的封闭式自动化系统中扩增包含CAR  T细胞

的各种基于细胞的疗法(包含激活、病毒转导和扩增、浓缩和洗涤)(图3)。

[0048] 自动化的优势

[0049] 细胞疗法生产中的单元操作的自动化为同种异体细胞疗法应用和自体细胞疗法

应用的普遍益处提供了机会。在患者特异性自体细胞产品的独特场景中，并且最近这些疗

法的临床成功始终强调的是，由于小批量GMP合规性、经济性、患者可追溯性和过程偏差的

早期标识的显著微批次复杂性，自动化的优势特别引人注目。复杂制造方案的相关联的出

现吸引了人们对这样一种事实的关注，即微批次细胞生产中自动化单元操作的端到端集成

的价值尚未成为重要研究点。然而，在这些疗法即将获得批准后对这些疗法的预期需求指

示，实施全封闭式端到端系统可以为制造瓶颈提供更需要的解决方案，如手动操作时间和

占地面积等。

[0050] 鼓励先进疗法的开发者在临床转变推广和临床试验方案的规模化的早期考虑自

动化。早期自动化可能影响方案开发，避免在后期在从手动过程切换到自动化过程时进行

可比性研究的需要，并且提供对长期商业化路线的更好理解。

[0051] 用于产生基于细胞的疗法，包含CAR  T细胞的自动化系统的质量控制

[0052] 如本文所描述的，提供了允许监测、评估并优化各种基于细胞的疗法的自动化产

生的方法。本文所描述的方法包含在自动化过程之前、期间和之后的不同时间监测各种不

同分子特性，并且对于自动化系统的各个参数做出改变和调整以优化输出。此类优化可以

基于特定疗法或者甚至单个患者的期望的细胞数量、浓度或特性。

[0053] 因此，在实施例中，本文提供了一种用于评估并优化基于细胞的疗法的细胞质量

的方法。如本文所使用的，“评估”是指测量或确定细胞的一种或多种特性的行为，包含细胞

的分子特性，以帮助指导对方法进行任何改变。如本文所使用的，“优化”是指修改本文所描

述的自动化细胞工程系统的一个或多个参数。如本文所使用的，“细胞质量”是指细胞所需

的特性以在基于细胞的疗法按需操作。此质量包含膜完整性、核完整性、期望的基因谱、期

望的蛋白质谱、期望的细胞寿命、期望的细胞数量或密度等。

[0054] 如本文所使用的，“基于细胞的疗法”是指将细胞材料注射、移植或植入到患者中

的疗法。基于细胞的疗法适当地包含完整的活细胞。基于细胞的疗法包含各种类型的细胞，

如免疫细胞、自然杀伤细胞、用于神经退行性疗法的细胞和干细胞。本文所描述的方法通常

可以适于用于基于细胞的疗法或细胞培养物的任何细胞类型，其可以包含用于如病毒载体

或蛋白质表达等生物产生的组织工程化应用和细胞培养。

[0055] 用于评估并优化基于细胞的疗法的细胞质量的方法适当地包含确定修饰前细胞

培养物的一种或多种分子特性。如本文所使用的，“分子特性”包含细胞的基因谱(例如，基

因表达谱)、氨基酸或蛋白质谱(例如，在细胞内或所述细胞表面上表达的蛋白质)、脂质谱

等中的一种或多种。如本文所使用的，“细胞培养物”是指用于本文所描述的自动化方法的

说　明　书 7/30 页

11

CN 114667341 A

11



单个细胞以及细胞集合。

[0056] 所述方法适当地以确定修饰前细胞培养物的一种或多种分子特性开始。其为尚未

置于本文所描述的自动化细胞工程系统中的细胞培养物。修饰前细胞培养物可以包含从患

者直接获取的细胞(例如，抽血或血浆样品)，以及已经从患者取出并且经历一些过滤、选择

或其它修饰以达到期望的细胞培养物群体的细胞，所述期望的细胞培养物群体要在本文所

描述的自动化细胞工程系统中被修饰。

[0057] 所述方法适当地包含通过自动化细胞工程系统对细胞培养物进行基因修饰。如本

文所使用的，“基因修饰”包含将一个或多个基因引入到细胞中(例如，通过转导)以适当地

修饰细胞的基因组。基因修饰还可以包含瞬态修饰，其未集成到基因组中。用于对细胞培养

物进行基因修饰的方法描述于本文并且适当地包含：用激活试剂激活细胞培养物，以产生

激活的免疫细胞培养物；(例如，用载体)转导激活的细胞培养物，以产生经转导的细胞培养

物；以及对经转导的免疫细胞培养物进行扩增(参见例如图1和3)。用于制备、激活、转导和

扩增细胞培养物的方法描述于本文。

[0058] 在示例性实施例中，用于评估并优化细胞质量的方法适当地进一步包含在基因修

饰期间和之后确定修饰后细胞培养物的所述一种或多种分子特性。换句话说，在激活、转导

和/或扩增的任何一个期间的任何点时，可以评估细胞培养物，并且适当地确定细胞培养物

的一种或多种分子特性。此采样和评估提供了关于自动化处理期间以及自动化处理之后的

不同点时的细胞培养物的特性的数据，这允许在自动化的每个阶段追踪一种或多种分子特

性。

[0059] 用于评估并优化细胞质量的方法适当地进一步包含优化自动化细胞工程系统的

一个或多个参数以更改修饰后细胞培养物的所述一种或多种分子特性。如本文所描述的，

可以被优化的自动化细胞工程系统的参数包含处理参数(例如，pH、温度、热量)以及激活、

转导和表达、细胞选择等的质量和持续时间。

[0060] 在示例性实施例中，所述一种或多种分子特性包含基因表达、蛋白质表达、mRNA表

达和拷贝数变化中的一种或多种。

[0061] 适当地，分子特性由用于基于细胞的疗法和/或细胞培养物的RNA、DNA和/或蛋白

质靶标的多重分析的一种或多种方法确定。示例性多个分析工具包含各种阵列、条形码技

术、下一代测序方法、定量PCR等。

[0062] 在示例性实施例中，分子特性可以使用如由 (华盛顿州西雅图

(Seattle,WA))开发的分子条形码方法 等方法确定。分子条形码方法利用被

设计成与期望的靶标(例如，核酸(RNA、DNA)、蛋白质或肽)结合的独特捕获探针。包含条形

码(例如，基于荧光的、基于颜色的或基于放射性的标签)的报告探针与捕获探针结合。将样

品纯化并且固定，并且然后对条形码靶分子进行计数并分析。参见例如Geiss等人，“用颜色

编码的探针对的基因表达的直接多重测量(Direct  multiplexed  measurement  of  gene 

expression  with  color‑coded  probe  pairs)”《自然生物技术(Nat.Biotechnol.)》26:

317‑325(2008)，所述文献的公开内容以全文引用的方式并入本文中。

[0063] 如本文所描述的，可以用于本文所描述的自动化细胞工程系统的细胞培养物包含

免疫细胞培养物、自然杀伤细胞培养物和用于神经退行性疗法的细胞培养物。

[0064] 在示例性实施例中，免疫细胞培养物是T细胞培养物，并且在实施例中是嵌合抗原
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受体T(CAR  T)细胞培养物。嵌合抗原受体T细胞或“CAR  T细胞”是用嵌合抗原受体(CAR)修

饰以更特异性地靶向癌细胞的T细胞。通常，CAR包含三个部分：胞外结构域、跨膜结构域和

胞内结构域。胞外结构域是受体暴露于细胞外液的区域，并且包含三个部分：信号传导肽、

抗原识别区域和间隔子。信号传导肽引导新生蛋白进入到内质网中。在CAR中，信号传导肽

是单链可变片段(scFv)。scFv包含与短接头肽连接的免疫球蛋白的轻链(VL)和重链(VH)。在

一些实施例中，接头包含甘氨酸和丝氨酸。在一些实施例中，接头包含谷氨酸和赖氨酸。

[0065] CAR的跨膜结构域是跨膜的疏水性α螺旋。在一些实施例中，CAR的跨膜结构域是

CD28跨膜结构域。在一些实施例中，CD28跨膜结构域产生高度表达的CAR。在一些实施例中，

CAR的跨膜结构域是CD3‑ζ跨膜结构域。在一些实施例中，CD3‑ζ跨膜结构域产生并入到天然

T细胞受体中的CAR。

[0066] CAR的胞内结构域通常被认为是受体的“官能”末端。在胞外结构域的抗原识别区

域识别抗原之后，CAR簇和信号传递到细胞。在一些实施例中，胞内结构域是CD3‑ζ胞内结构

域，其包含3个基于免疫受体酪氨酸的激活基序(ITAM)。在此情况下，在抗原结合之后，ITAM

向T细胞传递激活信号，从而触发T细胞免疫应答。

[0067] 在产生CAR  T细胞期间，从人受试者中取出T细胞，经基因更改，并且重新引入到患

者中以攻击癌细胞。CAR  T细胞可以源自患者自身血液(自体)，或者源自另外的健康供体

(同种异体)。通常，CAR  T细胞被开发为对在肿瘤上表达而在健康细胞中不表达的抗原具有

特异性。

[0068] 在示例性实施例中，所述一种或多种分子特性包含CAR  T细胞的基因表达、蛋白质

表达、mRNA表达和拷贝数变化中的一种或多种。在另外的实施例中，所述一种或多种分子特

性涉及T细胞激活、代谢、耗竭和T细胞受体多样性。

[0069] 适当地，分子特性用CAR  T表征组套使用如由 (华盛顿州西雅图)

开发的分子条形码方法 确定。CAR  T表征组套的示例性特性包含查看约500‑

1000个基因，适当地约700‑800个基因、包含约700个、约750个、约760个、约770个、约780个、

约790个、约800个或约850个人类基因的表达的能力。基因包含CAR  T细胞生物学的组成中

的八个组成，包含T细胞激活、代谢、耗竭、TCR受体多样性和转基因表达。

[0070] 分子特性适当地使用允许至多6‑log动态范围的分子的直接数字检测的非酶非放

大的条形码技术(例如， )确定。当与下一代测序(NGS)或定量PCR(qPCR)方法

比较时，工作流具有仅15分钟总手动时间和少于24小时内的数据，提高了生产率。这两者可

能花费更久的数天到数周并且可以包含文库制备、DNA合成和扩增，所有这些需要另外的手

动时间、潜在的用户错误和通过使用酶引入的再现性挑战。从条形码技术产生的数据导致

分子的直接计数，不需要专门的生物信息学家，并且通过各种分析软件或通过其它定制报

告修正为简单可视化分析和报告。

[0071] 测量nCounter平台上的基因表达的nCounter  CAR‑T表征组套被创建以具体地用

于细胞疗法领域内以进一步能够进行表征、优化和特征开发，以分析制造中的各个阶段并

且允许更好控制过程，这进而可以解决围绕细胞疗法的一致性和可再现的制造的挑战。

nCounter  CAR  T表征组套被创建以与CAR  T疗法领域中8个领先的中心合作，并且被设计成

用于整个CAR  T工作流，从而能够进行白细胞去除术、所制造的产品以及输注后CAR  T细胞

的一致且稳健的分析。可定制的780种基因表达组套并入内容以测量CAR  T细胞生物学的8
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个基本组成，包含T细胞激活、代谢、耗竭和TCR受体多样性，其中任选的定制用于测量转基

因表达。

[0072] 下表提供了可从CAR  T表征组套获得的示例性信息(参见nanostring.com；car‑t‑

表征组套)：

[0073]
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[0074]

[0075] CAR  T表征组套内包含的基因可以包含以下(参见nanostring.com；car‑t‑表征组

套)：

[0076]
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[0077]

[0078] 对于CAR  T表征组套，样品输入可以包含分选的T细胞(例如，在基因修饰步骤之前

的细胞)、CAR‑T细胞(例如，在自动化过程的最终步骤之后的细胞)、CAR‑T制造产品(例如，

在自动化过程的不同阶段期间的细胞)、全血或核酸。
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[0079] 基于从分子特性获得的信息，一种或多种优化可以在自动化过程中发生。这些优

化可以发生在自动化过程的基因修饰步骤之前、期间和/或之后。

[0080] 所述优化可以包含以下中的一个或多个：增加或减小细胞培养基的流速；增加或

减小氧气浓度；增加或减小二氧化碳浓度；增加或减小葡萄糖水平；增加或减小细胞扩增的

温度；增加或减小细胞培养基的pH；修改细胞转导程序；修饰用于转导程序的载体；以及修

改细胞分离程序。

[0081] 用于优化自动化过程的方法包含结合关于分子特性收集的信息，在开始自动化方

法之前优化细胞培养物条件，以及使用来自不同传感器的反馈等以辅助针对生长条件(例

如，气体浓度、培养基条件、温度、pH、废物和营养物浓度等)的实时修改。

[0082] 如本文所描述的，优化自动化细胞工程系统的所述一个或多个参数适当地更改修

饰后细胞培养物的所述一种或多种分子特性。换句话说，针对自动化细胞工程系统所做的

改变(例如，改变气体浓度、培养基条件、温度、pH、废物和营养物浓度等)改变了细胞培养物

的分子特性，使得经优化的细胞培养物的特性有所改进。这些改进的特性可以包含例如更

高的抗原浓度、更高效的或更完全的转导或更高的细胞密度或更高的细胞计数。另外的改

进的特性可以在基因水平下表现出来，包含例如具有延长的寿命的细胞或对于特定患者具

有改进的特性的细胞等。

[0083] 在实施例中，优化过程是自调整过程，即不需要来自外部(人)用户的输入并且能

够通过各种计算机程序和条件来确定对细胞培养物的所需修改或确定其它用于优化自动

化过程的特性的过程。在实施例中，自调整过程包含用温度传感器、pH传感器、葡萄糖传感

器、氧气传感器、二氧化碳传感器和光密度传感器中的一个或多个进行监测。这些自调整过

程还可以监测如本文所描述的一种或多种分子特性，从而在自动化过程开始之前、在自动

化过程期间或在过程结束之后向自动化系统提供实时反馈。

[0084] 如本文所描述的，在全封闭式细胞工程系统中使用这些不同传感器发生在系统内

的不同时间和位置，并且共同工作以提供优化。例如，自调整过程可以基于监测来调整(例

如，升高或降低)经转导的T细胞培养物的温度、pH水平、葡萄糖水平、氧气水平、二氧化碳水

平和光密度中的一个或多个。

[0085] 图4示出了用于如本文所描述的自动化细胞工程系统的过程流程图例，包含各种

传感器(例如，pH传感器450、溶解氧传感器451)、以及采样/样品端口452和各种阀(控制阀

453、旁通止回阀454)以及一个或多个流体通路440的定位，所述一个或多个流体通路适当

地包括连接组件的基于硅酮的管组件。图4中还示出了在盒402的流动路径中的一个或多个

疏水过滤器455或亲水过滤器456以及泵管457和袋/阀模块458的用途。还示出了细胞培养

室410在流动路径内的定位。

[0086] 优化过程还可以基于起始细胞群的独特特性，包含例如如本文所描述的确定的细

胞总数、细胞来源、细胞密度、细胞年龄以及细胞(包含CAR  T细胞)的分子特性。这些起始细

胞群特性可以在开始自动化方法之前输入到计算机控制系统中，此时系统将进行各种初始

修改以优化方法，例如，氧气和二氧化碳浓度、流速、温育时间、pH等。可替代地，细胞过程的

监测使得能够自动化表征细胞培养物序列从起始群体的进展，从而使得能够逐个调整条件

以优化最终细胞培养物特性。

[0087] 虽然本文描述的优化参数和修改通常适用于 自动化细胞工程系统，但
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应理解此类优化可以应用到其它自动化细胞工程系统。通常，培养基流速、气体浓度和pH等

的控制是可以控制和优化的所有参数，无论所利用的自动化细胞工程系统的类型如何。

[0088] 在示例性实施例中，本文所描述的方法产生了至少约5000万个存活的经基因修饰

的免疫细胞。在合适的实施例中，所描述的方法产生至少约1亿个存活的经基因修饰的免疫

细胞、或至少约2亿个细胞、至少约3亿个细胞、至少约4亿个细胞、至少约5亿个细胞、至少约

6亿个细胞、至少约7亿个细胞、至少约8亿个细胞、至少约10亿个细胞、至少约11亿个细胞、

至少约12亿个细胞、至少约13亿个细胞、至少约14亿个细胞、至少约15亿个细胞、至少约16

亿个细胞、至少约17亿个细胞、至少约18亿个细胞、至少约19亿个细胞、至少约20亿个细胞、

至少约21亿个、至少约22亿个、至少约23亿个、至少约24亿个、至少约25亿个、至少约26亿

个、至少约27亿个、至少约28亿个、至少约29亿个或至少约30亿个经基因修饰的免疫细胞。

在一些方面，所述方法可以用于产生多于约30亿个经基因修饰的免疫细胞，例如100亿个细

胞、120亿个细胞或150亿个细胞。适当地，但不限制地，这些经基因修饰的免疫细胞是CAR  T

细胞。

[0089] 如本文所描述的，由所述方法产生的经基因修饰的免疫细胞培养物适当地是T细

胞培养物，包含嵌合抗原受体T(CAR  T)细胞培养物。在此类实施例中，用于产生此类CAR  T

细胞的载体是编码嵌合抗原受体的载体。适当地，免疫细胞培养物包括外周血单核细胞和/

或纯化的T细胞。在实施例中，免疫细胞培养物包括至少一种辅佐细胞，适当地是单核细胞

或单核细胞源性细胞。如本文所描述的，在实施例中，辅佐细胞包括用于T细胞受体的抗原，

包含CD28、CD40、CD2、CD40L和/或ICOS。

[0090] 本文所描述的方法还可以在基因修饰之前、期间或之后提供关于基于细胞的疗法

的分子特性的信息，其发现与低效力或高效力、或低细胞毒性或高细胞毒性或副作用相关。

因此，方法将在自动化过程之前、期间或之后提供可以用于确定基于细胞的疗法是否应施

用于患者的质量控制信息，或者相反，如果利用此类细胞群，出现问题的可能性更高。

[0091] 在另外的实施例中，关于基于细胞的疗法的分子特性的信息还可以在所制备的基

于细胞的疗法已施用于患者之后才确定。例如，可以抽取患者的血液并且可以确定期望的

细胞类型的分子特性，从而使得能够改进对功效的监测并且增加对于如何将临床结果与细

胞特性和自动化细胞工程化过程联系起来的洞察。

[0092] 在另外的实施例中，本文提供了一种用于评估并优化基于细胞的疗法的细胞质量

的方法，所述方法包括：确定修饰前细胞培养物的一种或多种分子特性；优化自动化细胞工

程系统的一个或多个参数以更改所述修饰前细胞培养物的所述一种一种或多种分子特性；

用激活试剂激活所述修饰前细胞培养物，以产生激活的细胞培养物；用载体转导所述激活

的免疫细胞培养物，以产生经转导的细胞培养物；对所述经转导的细胞培养物进行扩增；对

经扩增的细胞培养物进行浓缩；以及采集经浓缩的细胞培养物，以产生经基因修饰的细胞

培养物。

[0093] 如本文所描述的，所述方法适当地包含：在激活、转导、扩增、浓缩或采集的步骤中

的任何一个步骤期间或之后确定所述细胞培养物的所述一种或多种分子特性；以及优化这

些步骤中的任何一个步骤的一个或多个参数以更改所述细胞培养物的所述一种或多种分

子特性。

[0094] 如本文所描述的，所述一种或多种分子特性适当地包含基因表达、蛋白质表达、
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mRNA表达和拷贝数变化。

[0095] 示例性细胞培养物包含免疫细胞培养物，如自然杀伤细胞培养物和用于神经退行

性疗法的细胞培养物。在合适的实施例中，免疫细胞培养物是T细胞培养物，包含嵌合抗原

受体T(CAR  T)细胞培养物。在此类实施例中，所述一种或多种分子特性包含T细胞激活、代

谢、耗竭和T细胞受体多样性。

[0096] 图5示出了一种用于访问自动化细胞工程系统的细胞的方法，所述方法包含如本

文所描述的用于产生各种细胞疗法的方法。如所指示的，执行各种过程(转导、扩增等)的盒

402可以附接到注射器502。此注射器可以用于在所述过程的任何阶段期间(例如，在激活、

转导、扩增和/或采集中的任何一个期间或之后)抽取细胞的样品。然后此样品可以用于分

析本文所描述的各种分子特性。图5中还示出了袋504，如果期望或需要更大的细胞样品，所

述袋可以连接到盒。

[0097] 本文描述了各种优化方法并且可以包含以下中的一个或多个：增加或减小细胞培

养基的流速；增加或减小氧气浓度；增加或减小二氧化碳浓度；增加或减小葡萄糖水平；增

加或减小细胞扩增的温度；增加或减小细胞培养基的pH；修改细胞转导程序；修饰用于转导

程序的载体；以及修改细胞分离程序。

[0098] 例如，如果细胞培养物的分子特性表明培养物将无法达到所期望的细胞培养物大

小的所需生长，那么细胞工程系统可以通过例如引入氧化的细胞培养基、通过用氧化的细

胞培养基替换细胞培养基或通过使细胞培养基流过氧合组件(即，硅酮管)来自动增加细胞

培养物的氧气水平。

[0099] 在另一个实例中，如果分子特性表明细胞培养物生长太快(例如，细胞可能过度拥

挤可能导致不期望的特性)，则细胞工程系统可以自动降低细胞培养物的温度，以维持细胞

的稳定生长速率(或指数生长速率，根据需要)。在仍另外的实施例中，基于所分析的分子特

性，细胞工程系统可以基于分子特性自动调整细胞饲养(即，向细胞培养物提供新鲜培养基

和/或营养物)时间表。

[0100] 在另外的实施例中，本文提供了一种用于评估并优化嵌合抗原受体T(CAR  T)细胞

培养物的细胞质量的方法。所述方法适当地包含：确定修饰前T细胞培养物的一种或多种分

子特性；优化自动化细胞工程系统的一个或多个参数以更改所述修饰前T细胞培养物的所

述一种一种或多种分子特性；用激活试剂激活所述修饰前T细胞培养物，以产生激活的T细

胞培养物；用编码嵌合抗原受体的载体转导所述激活的T细胞培养物，以产生CAR  T细胞培

养物；对所述CAR  T细胞培养物进行扩增；对经扩增的CAR  T细胞培养物进行浓缩；以及采集

经浓缩的CAR  T细胞培养物。

[0101] 适当地，所述方法包含：在激活、转导、扩增、浓缩或采集步骤中的任何一个步骤期

间或之后确定所述CAR  T细胞培养物的所述一种或多种分子特性；以及优化这些步骤中的

任何一个步骤的一个或多个参数以更改所述CAR  T细胞培养物的所述一种或多种分子特

性。

[0102] 如本文所描述的，适当地，所述一种或多种分子特性包含T细胞激活、代谢、耗竭和

T细胞受体多样性。在示例性实施例中，所述一种或多种分子特性包含基因表达、蛋白质表

达、mRNA表达和拷贝数变化。

[0103] 如本文所描述的，关于CAR  T表征组套，适当地，所述方法包含确定至少约500种基
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因表达、适当地至少约700种基因表达，包含确定了约700‑800种基因表达(包含约750、760、

770、780、790或800种基因表达)。

[0104] 如本文所描述的，优化自动化过程适当地包含以下中的一个或多个：增加或减小

细胞培养基的流速；增加或减小氧气浓度；增加或减小二氧化碳浓度；增加或减小葡萄糖水

平；增加或减小细胞扩增的温度；增加或减小细胞培养基的pH；修改细胞转导程序；修饰用

于转导程序的载体；以及修改细胞分离程序。

[0105] 本文所描述的方法适当地优化以产生至少约1亿个存活的CAR  T细胞，包含至少约

20亿个存活的CAR  T细胞。

[0106] 如本文所描述的示例性起始T细胞培养物适当地包含外周血单核细胞和/或纯化

的T细胞。

[0107] 在示例性实施例中，T细胞培养物包括至少一种辅佐细胞，其可以是单核细胞或单

核细胞源性细胞。

[0108] 适当地，辅佐细胞包括用于T细胞受体的抗原，包含CD28、CD40、CD2、CD40L和/或

ICOS。

[0109] 如本文所描述的，在实施例中，激活试剂包括抗体或树突细胞。适当地，抗体固定

在表面上。此表面包含珠粒的表面。适当地，抗体是可溶性抗体，包含抗CD3抗体和抗CD28抗

体中的至少一种。

[0110] 在示例性实施例中，转导包括病毒感染、电穿孔、膜破坏或其组合。

[0111] 在合适的实施例中，用于转导的载体是慢病毒载体或逆转录病毒。

[0112] 用于评估和优化CAR  T生产的示例性过程流程

[0113] 健康供体和患者白细胞去除术用于在自动化细胞工程系统中制造CAR  T细胞。

[0114] 在贯穿细胞疗法制造的多个时间点时，细胞样品由CAR‑T细胞组套采集并表征。

[0115] 来自所有测试的数据被分析以持续改进检测组套(潜在的检测组套改变)并且产

生知识以理解如何将细胞特性转变到允许另外的制造过程优化的途径。

[0116] 通过与医疗中心合作，数据库可以产生以获得关于如何将临床结果与细胞特性以

及改进的制造过程联系起来的洞察以改善临床功效并且减少治疗不良事件。

[0117] 与转变的细胞特性组合以优化自动化制造过程的改进的CAR‑T细胞组套将提供可

以被提供的分析包。

[0118] 以下部分提供了在自动化细胞工程系统中使用的用于产生CAR  T细胞的方法的描

述。

[0119] T细胞的激活。在一些实施例中，通过本文所描述的方法产生的免疫细胞培养物是

CAR  T细胞培养物。可以激活CAR  T细胞以形成激活的T细胞培养物。在体内，如树突细胞等

抗原呈递细胞(APC)通过T细胞受体(TCR)与APC主要组蛋白相容性复合物(MHC)的相互作用

作为T细胞激活的刺激物。TCR与CD3相关联，其为有助于激活细胞毒性T细胞(例如，CD8+原

初T细胞)和T辅助细胞(例如，CD4+原初T细胞)两者的T细胞共受体。通常，T细胞激活遵循双

信号模式，从而需要TCR/CD3复合物的刺激以及共刺激受体。T细胞激活进一步描述于例如

Kochenderfer2015；Kalos  2011中。

[0120] 在没有共刺激信号的情况下，细胞易于无反应性并且变得无应答。因此，T细胞共

刺激对于T细胞增殖、分化和存活率可以是重要的。T细胞的共刺激分子的非限制性实例包
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含CD28，其是APC膜上的CD80和CD86的受体；以及CD278或ICOS(可诱导T细胞共刺激分子)，

其为在激活的T细胞上表达的与ICOS‑L相互作用的CD28超家族分子。因此，在一些实施例

中，共刺激分子是CD28。在其它实施例中，共刺激分子是ICOS。在体内，可以由APC上的B7分

子提供共刺激信号，其结合到T细胞上的CD28受体。B7是一种存在于激活的APC上的外周跨

膜蛋白，可以与T细胞上的CD28或CD152表面蛋白相互作用以产生共刺激信号。因此，在一些

实施例中，共刺激分子是B7。共刺激受体进一步描述于例如Lafferty  1975；Harding  1992；

Clavreul2000；Charron  2015；Fathman  2007；Greenwald  2005中。共刺激进一步描述于例

如Carpenter  2000；Andris  2004中。B7分子进一步描述于例如Fleischer  1996；

Schwartz2003中。

[0121] 在体外使用各种激活方法来模拟T细胞激活。在实施例中，用激活试剂激活T细胞

培养物。在另外的实施例中，激活试剂是抗原呈递细胞(APC)。在仍另外的实施例中，激活试

剂是树突细胞。树突细胞是处理抗原并且将其在细胞表面呈递给T细胞的APC。在一些实施

例中，激活试剂与T细胞培养物共培养。共培养可能需要单独纯化和培养第二细胞类型，这

可能增加劳动力需要和变异性来源。因此，在一些实施例中，使用了替代性激活方法。

[0122] 在一些实施例中，激活试剂是抗体。在一些实施例中，将细胞培养物用与表面，包

含聚合物表面，包含珠粒，结合的抗体激活。在另外的实施例中，所述一个或多个抗体是抗

CD3抗体和/或抗CD28抗体。例如，珠粒可以是磁珠，例如，涂覆有抗CD3和抗CD28的

抗CD3珠粒和抗CD28珠粒可以适当地提供刺激信号以支持T细胞激活。参

见例如Riddell  1990；Trickett  2003。

[0123] 在其它实施例中，用可溶性抗体激活细胞培养物。在另外的实施例中，可溶性抗体

是可溶性抗CD3抗体。OKT3是免疫球蛋白IgG2a同种型的鼠单克隆抗体并且靶向CD3。因此，

在一些实施例中，可溶性抗CD3抗体是OKT3。OKT3进一步描述于例如Dudley  2003；Manger 

1985；Ceuppens  1985；Van  Wauwe  1980；Norman  1995中。

[0124] 在一些实施例中，用于T细胞激活的共刺激信号由辅佐细胞提供。辅佐细胞可以包

含例如Fc受体，其使得CD3抗体能够与T细胞上的TCR/CD3复合物交联。在一些实施例中，细

胞培养物是外周血单核细胞(PBMC)的混合群体。PBMC可以包含能够支持T细胞激活的辅佐

细胞。例如，CD28共刺激信号可以由PBMC中的单核细胞上存在的B7分子提供。因此，在一些

实施例中，辅佐细胞包含单核细胞或单核细胞源性细胞(例如，树突细胞)。在另外的实施例

中，辅佐细胞包含B7、CD28和/或ICOS。辅佐细胞进一步描述于例如Wolf  1994；Chai  1997；

Verwilghen  1991；Schwartz1990；Ju  2003；Baroja  1989；Austyn  1987；Tax  1983中。

[0125] 如本文所描述的，激活试剂可以确定所产生的CAR  T细胞的表型，允许促进期望的

表型。在一些实施例中，激活试剂确定T细胞亚群，即CD4+辅助T细胞与CD8+细胞毒性T细胞

的比率。细胞毒性CD8+  T细胞通常负责杀伤癌细胞(即，抗肿瘤应答)、已感染的细胞(例如，

具有病毒的细胞)或以其它方式受损的细胞。CD4+T细胞通常产生细胞因子并且有助于调节

免疫应答，并且在一些情况下可以支持细胞裂解。CD4+细胞激活APC，然后使原初CD8+  T细

胞致敏以进行抗肿瘤应答。因此，在实施例中，本公开的方法进一步包含产生预定义表型的

CAR  T细胞(即，促进期望表型的细胞)。预定义表型可以是例如CD8+细胞与CD4+细胞的预定

义比率。在一些实施例中，CAR  T细胞群中CD8+细胞与CD4+细胞的比率为约1:1、约0.25:1或

约0.5:1。在其它实施例中，CAR  T细胞群中CD8+细胞与CD4+细胞的比率为约2:1、约3:1、约
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4:1或约5:1。

[0126] 产生预定义表型的方法适当地包含确定一种或多种分子特性，即CD8和CD4的水

平，并且通过选择此类细胞或者修改产生参数以推动生成此类细胞来优化。

[0127] 在实施例中，在激活步骤之后将激活试剂从激活的T细胞培养物中去除。激活试

剂，例如抗CD3抗体和/或抗CD28抗体可以存在于细胞培养基中。因此，在一些实施例中，在

激活步骤之后将含有激活试剂，例如抗CD3抗体和/或抗CD28抗体的细胞培养基从激活的T

细胞培养物中去除。在一些实施例中，去除激活试剂包含去除可溶性抗体。例如，可以通过

更换细胞培养基去除可溶性抗体。还可以通过对可溶性抗体具有特异性的亲和方法去除可

溶性抗体。在其它实施例中，去除激活试剂包含去除含有抗体的珠粒。去除珠粒可以包含例

如过滤珠粒或通过磁铁来去除。

[0128] 激活的T细胞的转导。在一些实施例中，经基因修饰的免疫细胞培养物是激活的T

细胞培养物，其用编码嵌合抗原受体的载体转导以产生经转导的T细胞培养物。在一些实施

例中，转导包含病毒感染、转座子、mRNA转染、电穿孔或其组合。在一些实施例中，转导包含

电穿孔。因此，在实施例中，细胞工程系统包含电穿孔系统或电穿孔单元。在另外的实施例

中，转导包含病毒感染。载体可以是病毒载体，例如慢病毒载体、γ逆转录病毒载体、腺相关

病毒载体或腺病毒载体。在实施例中，转导包含将病毒载体引入到细胞培养物的激活的T细

胞中。在另外的实施例中，将载体递送作为病毒颗粒。

[0129] 在一些实施例中，转导步骤包含用慢病毒载体转导激活的T细胞，其中慢病毒载体

以约0.5到约50、约0.5到约30或约0.5到约20的感染复数(MOI)引入。在一些实施例中，慢病

毒载体以约0.5到约8的MOI引入。在一些实施例中，慢病毒载体以约0.5到约6的MOI引入。在

一些实施例中，慢病毒载体以约0.5到约4的MOI引入。在一些实施例中，慢病毒载体以约0.5

到约2的MOI引入。在一些实施例中，慢病毒载体以约0.6到约1.5的MOI引入。在一些实施例

中，慢病毒载体以约0.7到约1.3的MOI引入。在一些实施例中，慢病毒载体以约0.8到约1.1

的MOI引入。在一些实施例中，慢病毒载体以约0.5、约0.6、约0.7、约0.8、约0.9、约1、约1.1、

约1.2、约1.3、约1.4、约1.5、约1.6、约1.7、约1.8、约1.9或约2的MOI引入。

[0130] 在一些实施例中，在激活步骤之后，将来自T细胞培养物的细胞培养基去除，并且

然后将培养基与载体(例如，慢病毒载体)混合并且均匀地分布到细胞。在一些实施例中，去

除的细胞培养基用于稀释载体并且将所述载体均匀地递送到激活的T细胞培养物。T细胞培

养物中的载体(例如，慢病毒载体)的均匀分布和随后均匀暴露改进了转导效率。在一些实

施例中，细胞培养物的容积在激活之后且在添加载体之前减小。容积减小可以使得细胞与

载体更高程度接触。在一些实施例中，激活的T细胞培养物在转导期间基本上是未受干扰

的。在一些实施例中，细胞培养物在激活和转导步骤期间基本上是未受干扰的，即在将激活

试剂或载体提供到细胞时，细胞通常保持处于室的同一区域(例如，细胞培养室的底部)。这

可以促进激活试剂和/或载体的均匀分布且均匀暴露到细胞，并且因此可以改进激活和/或

转导效率。

[0131] 经转导的T细胞的扩增。在一些实施例中，将经转导的T细胞培养物(或其它细胞疗

法或免疫细胞培养物)扩增到预定义的培养物大小(即，细胞数量)。预定义的培养物大小可

以包含足够数量的适于临床使用，即输血到患者体内、研发工作等的细胞。在一些实施例

中，用于施用到患者的CAR  T细胞的临床或治疗剂量为约105个细胞、约106个细胞、约107个
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细胞、约108个细胞、约109个细胞或约1010个细胞。在一些实施例中，所述方法产生至少1个、

至少2个、至少3个、至少4个、至少5个、至少10个、至少15个、至少20个、至少25个、至少30个、

至少35个、至少40个、至少45个、至少50个、至少60个、至少70个、至少80个、至少90个或至少

100个临床剂量的CAR  T细胞。在一些实施例中，经转导的T细胞培养物扩增到约0.1L到约

5L、约0.1L到约2L或约0.2L到约2L的总容积。在一些实施例中，经转导的T细胞培养物扩增

到约0.1L、约0.2L、约0.3L、约0.4L、约0.5L、约0.6L、约0.7L、约0.8L、约0.9L或约1.0L的总

容积。容积还可以在过程中变化，如基于细胞产生过程的阶段所要求的。在一些实施例中，

预定义的培养物大小由细胞工程系统的用户所输入。用户可以输入预定义的培养物大小作

为期望要产生的细胞计数(例如，1010个CAR  T细胞)，或者预定义的培养物大小可以输入作

为要产生的临床或治疗剂量的期望数量(例如，CAR  T细胞的10个临床或者治疗剂量)。在实

施例中，通过本文所描述的方法产生的CAR  T细胞的数量是至少约1亿(即，1*106)个细胞或

至少约3亿个、至少约5亿个、至少约6亿个、至少约7亿个、至少约8亿个、至少约9亿个、至少

约10亿(即，1*109)个、至少约11亿个、至少约12亿个、至少约13亿个、至少约14亿个、至少约

15亿个、至少约16亿个、至少约17亿个、至少约18亿个、至少约19亿个、至少约20亿(即，2*

109)个细胞，包含至少约21亿个、至少约22亿个、至少约23亿个、至少约24亿个、至少约25亿

个、至少约26亿个、至少约27亿个、至少约28亿个、至少约29亿个或至少约30亿个CAR  T细

胞。

[0132] 在一些实施例中，经转导的T细胞培养物的扩增包含经转导的T细胞培养物的至少

一轮饲养、洗涤、监测和选择。饲养细胞培养物可以包含用培养基和/或另外的营养物补充

细胞培养物。洗涤细胞培养物可以包含去除用过的培养基(即，耗竭营养物和/或含有细胞

废物产物的培养基)并且用新鲜的培养基补充细胞培养物。监测细胞培养物可以包含监测

细胞培养物的温度、pH、葡萄糖、氧气水平、二氧化碳水平和/或光密度。选择细胞培养物可

以包含选择具有期望特性，例如活力、类型和/或形态学等的细胞并且去除不具备期望特性

的细胞。在一些实施例中，细胞工程系统被配置成对经转导的T细胞培养物进行几轮饲养、

洗涤、监测和/或选择以实现预定义的培养物大小。在一些实施例中，细胞工程系统对经转

导的T细胞培养物进行至少2轮、至少3轮、至少4轮、至少5轮、至少6轮、至少7轮、至少8轮、至

少9轮、至少10轮、至少15轮、至少20轮、至少25轮、至少30轮、至少35轮、至少40轮、至少45

轮、至少50轮或至少100轮饲养、洗涤、监测和/或选择以实现预定义的培养物大小。

[0133] 在实施例中，可以去除饲养、洗涤和监测中的一个或多个，或者事件的顺序可以根

据期望的细胞表型或细胞数量等变化。

[0134] 在实施例中，监测包含用温度传感器、pH传感器、葡萄糖传感器、氧气传感器、二氧

化碳传感器和/或光密度传感器进行监测。因此，在一些实施例中，细胞工程系统包含温度

传感器、pH传感器、葡萄糖传感器、氧气传感器、二氧化碳传感器和/或光密度传感器中的一

个或多个。在另外的实施例中，细胞工程系统被配置成基于预定义的培养物大小来调整细

胞培养物的温度、pH、葡萄糖、氧气水平、二氧化碳水平和/或光密度。例如，如果细胞工程系

统检测到细胞培养物的当前氧气水平太低，无法实现期望的细胞培养物大小的必要生长，

那么细胞工程系统将通过例如引入氧化的细胞培养基、通过用氧化的细胞培养基替换细胞

培养基或通过使细胞培养基流过氧合组件(即，硅酮管)来自动增加细胞培养物的氧气水

平。在另一个实例中，如果细胞工程系统检测到细胞培养物的当前温度太高并且细胞生长
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太快(例如，细胞过度拥挤可能会导致不期望的特性)，那么细胞工程系统将自动降低细胞

培养物的温度，以维持细胞的稳定生长速率(或指数生长速率，根据需要)。在仍另外的实施

例中，细胞工程系统基于细胞生长速率和/或细胞计数或其它监测因素，如pH、氧气、葡萄糖

等自动化调整细胞饲养(即，向细胞培养物提供新鲜培养基和/或营养物)的时间表。细胞工

程系统可以被配置成在低温室中(例如，4℃或‑20℃下)储存培养基(和其它试剂，如洗涤溶

液等)，并且在将温热的培养基引入到细胞培养物之前在室温室或更高温度的室中(例如，

分别在25℃或37℃下)温热培养基。

[0135] 在实施例中，洗涤包含通过过滤或沉降洗涤细胞。在实施例中，选择包含将细胞培

养物与一种或多种选择试剂混合。选择试剂可以是珠粒，例如磁珠，其对于期望的细胞类型

具有特异性，并且例如通过穿过磁室将结合到珠粒的细胞然后从未结合的细胞中分离。例

如，选择珠粒包含对期望的细胞类型具有特异性的抗体，例如，抗CD8抗体或抗CD4抗体。还

可以通过过滤进行选择以基于大小去除或选择某些细胞类型。还可以利用通过塑料粘附进

行的细胞选择(即，细胞可以在一个室内开始，不想要的细胞粘连到表面，并且然后仍然处

于悬浮液中的期望的细胞被移动到另一室中)。

[0136] 经扩增的培养物的浓度。在一些实施例中，将经扩增的T细胞培养物(或其它细胞

疗法包含其它免疫细胞培养物)浓缩到预定义的浓度。预定义的浓度是可以适当地输注到

患者中的容积。例如，经扩增的T细胞培养物可以浓缩到约1ml、约2ml、约5ml、约10ml、约

15ml、约20ml、约25ml、约30ml、约35ml、约40ml、约45ml、约50ml、约55ml、约60ml、约65ml、约

70ml、约75ml、约80ml、约85ml、约90ml、约95ml或约100ml。在一些实施例中，通过离心分离

进行浓缩。在一些实施例中，通过过滤进行浓缩。在一些实施例中，过滤是超滤和/或透析过

滤。在一些实施例中，预定义的浓度是由细胞工程系统的用户输入的。在其它实施例中，预

定义的浓度是基于用户的不同参数输入，例如要产生的临床或治疗剂量的数量或容积；或

要产生的细胞数量由细胞工程系统确定的。在一些实施例中，细胞工程系统基于输入参数

来自动调整所产生的临床或治疗剂量的容积或数量。在一些实施例中，细胞工程系统基于

预定义的浓度来自动调整离心(例如，离心的速度、持续时间)或过滤(例如，过滤大小、容

积、时长)的参数。

[0137] 还可以利用基于端口位置和室的设计的沉降。换句话说，在不去除细胞的情况下，

流体容积可以在室内减少到约0.5mL。

[0138] CAR  T细胞培养物采集。在一些实施例中，将经浓缩的T细胞培养物(或包含其它免

疫细胞培养物的其它细胞疗法)适当地采集以产生嵌合抗原受体(CAR)T细胞培养物。在一

些实施例中，采集包含CAR  T细胞的搅拌、流体流动和洗涤。在一些实施例中，采集包含将细

胞从不期望的产物中分离，包含例如细胞废物产物、选择试剂，如珠粒(例如，含有抗体的珠

粒和/或用于细胞分离的珠粒)、或过量的病毒载体。在一些实施例中，采集包含CAR  T细胞

均匀分布到一个或多个烧瓶、小瓶或容器。在一些实施例中，采集包含将CAR  T细胞重悬于

调配物试剂中，例如使CAR  T细胞稳定以用于长期储存的溶液。在一些实施例中，采集包含

CAR  T细胞的冷冻保存。

[0139] 另外的下游过程。在一些实施例中，CAR  T细胞(或包含其它免疫细胞的其它细胞

疗法)在患者进行治疗使用之前经历另外的下游处理。例如，CAR  T细胞可以通过无菌过滤

进行过滤以去除可能的病毒颗粒残留物。在无菌过滤之后，CAR  T细胞可以经历至少再一个
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浓缩步骤，然后包装在一个或多个小瓶、烧瓶、容器(vessel或container)中。经包装的CAR 

T细胞可以经受如本文所描述的质量评估和/或质量控制测试。在一些实施例中，CAR  T细胞

在施用于患者之前经历最小下游处理。例如，在一些实施例中，所采集的CAR  T细胞在采集

后短时间段内未冷冻保存而是转移到患者。避免冷冻保存步骤可以增加细胞的活力。

[0140] 另外的示例性实施例

[0141] 实施例1是一种用于评估并优化基于细胞的疗法的细胞质量的方法，所述方法包

括：确定修饰前细胞培养物的一种或多种分子特性；通过自动化细胞工程系统对所述细胞

培养物进行基因修饰；在所述基因修饰期间和之后确定修饰后细胞培养物的所述一种或多

种分子特性；以及优化所述自动化细胞工程系统的一个或多个参数以更改所述修饰后细胞

培养物的所述一种或多种分子特性。

[0142] 实施例2包含根据实施例1所述的方法，其中所述一种或多种分子特性选自由以下

组成的组：基因表达、蛋白质表达、mRNA表达和拷贝数变化。

[0143] 实施例3包含根据实施例1或实施例2所述的方法，其中所述细胞培养物是免疫细

胞培养物、自然杀伤细胞培养物和用于神经退行性疗法的细胞培养物。

[0144] 实施例4包含根据实施例3所述的方法，其中所述免疫细胞培养物是T细胞培养物。

[0145] 实施例5包含根据实施例4所述的方法，其中T细胞培养物是嵌合抗原受体T(CAR 

T)细胞培养物。

[0146] 实施例6包含根据实施例5所述的方法，其中所述一种或多种分子特性包含T细胞

激活、代谢、耗竭和T细胞受体多样性。

[0147] 实施例7包含根据实施例1到6中任一项所述的方法，其中(d)中的所述优化在所述

基因修饰之前、期间和/或之后发生。

[0148] 实施例8包含根据实施例1到7中任一项所述的方法，其中所述优化包含以下中的

一个或多个：增加或减小细胞培养基的流速；增加或减小氧气浓度；增加或减小二氧化碳浓

度；增加或减小葡萄糖水平；增加或减小细胞扩增的温度；增加或减小细胞培养基的pH；修

改细胞转导程序；修饰用于转导程序的载体；以及修改细胞分离程序。

[0149] 实施例9是一种用于评估并优化基于细胞的疗法的细胞质量的方法，所述方法包

括：确定修饰前细胞培养物的一种或多种分子特性；优化自动化细胞工程系统的一个或多

个参数以更改所述修饰前细胞培养物的所述一种一种或多种分子特性；用激活试剂激活所

述修饰前细胞培养物，以产生激活的细胞培养物；用载体转导所述激活的免疫细胞培养物，

以产生经转导的细胞培养物；对所述经转导的细胞培养物进行扩增；对(e)的经扩增的细胞

培养物进行浓缩；采集(f)的经浓缩的细胞培养物，以产生经基因修饰的细胞培养物；在步

骤(c)到(g)中的任何一个步骤期间或之后确定所述细胞培养物的所述一种或多种分子特

性；以及优化步骤(c)到(g)中的任何一个步骤的一个或多个参数以更改所述细胞培养物的

所述一种或多种分子特性。

[0150] 实施例10包含根据实施例9所述的方法，其中所述一种或多种分子特性选自由以

下组成的组：基因表达、蛋白质表达、mRNA表达和拷贝数变化。

[0151] 实施例11包含根据实施例9或实施例10所述的方法，其中所述细胞培养物是免疫

细胞培养物、自然杀伤细胞培养物和用于神经退行性疗法的细胞培养物。

[0152] 实施例12包含根据实施例11所述的方法，其中所述免疫细胞培养物是T细胞培养
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物。

[0153] 实施例13包含根据实施例12所述的方法，其中T细胞培养物是嵌合抗原受体T(CAR 

T)细胞培养物。

[0154] 实施例14包含根据实施例13所述的方法，其中所述一种或多种分子特性包含T细

胞激活、代谢、耗竭和T细胞受体多样性。

[0155] 实施例15包含根据实施例9到14中任一项所述的方法，其中所述优化包含以下中

的一个或多个：增加或减小细胞培养基的流速；增加或减小氧气浓度；增加或减小二氧化碳

浓度；增加或减小葡萄糖水平；增加或减小细胞扩增的温度；增加或减小细胞培养基的pH；

修改细胞转导程序；修饰用于转导程序的载体；以及修改细胞分离程序。

[0156] 实施例16是一种用于评估并优化嵌合抗原受体T(CAR  T)细胞培养物的细胞质量

的方法，所述方法包括：确定修饰前T细胞培养物的一种或多种分子特性；优化自动化细胞

工程系统的一个或多个参数以更改所述修饰前T细胞培养物的所述一种一种或多种分子特

性；用激活试剂激活所述修饰前T细胞培养物，以产生激活的T细胞培养物；用编码嵌合抗原

受体的载体转导所述激活的T细胞培养物，以产生CAR  T细胞培养物；对所述CAR  T细胞培养

物进行扩增；对(e)的经扩增的CAR  T细胞培养物进行浓缩；采集(f)的经浓缩的CAR  T细胞

培养物；在步骤(c)到(g)中的任何一个步骤期间或之后确定所述CAR  T细胞培养物的所述

一种或多种分子特性；以及优化步骤(c)到(g)中的任何一个步骤的一个或多个参数以更改

所述CAR  T细胞培养物的所述一种或多种分子特性。

[0157] 实施例17包含根据实施例16所述的方法，其中所述方法产生至少约1亿个存活的

CAR  T细胞。

[0158] 实施例18包含根据实施例16所述的方法，其中所述方法产生至少约20亿个存活的

CAR  T细胞。

[0159] 实施例19包含根据实施例16到19所述的方法，其中所述T细胞培养物包括外周血

单核细胞和/或经纯化的T细胞。

[0160] 实施例20包含根据实施例16到19中任一项所述的方法，其中所述T细胞培养物包

括至少一种辅佐细胞。

[0161] 实施例21包含根据实施例20所述的方法，其中所述辅佐细胞包括单核细胞或单核

细胞源性细胞。

[0162] 实施例22包含根据实施例20所述的方法，其中所述辅佐细胞包括T细胞受体的抗

原，包含CD28、CD40、CD2、CD40L和/或ICOS。

[0163] 实施例23包含根据实施例16到22中任一项所述的方法，其中所述激活试剂包括抗

体或树突细胞。

[0164] 实施例24包含根据实施例23所述的方法，其中所述抗体固定在表面上。

[0165] 实施例25包含根据实施例24所述的方法，其中所述表面是珠粒的表面。

[0166] 实施例26包含根据实施例23所述的方法，其中所述抗体是可溶性抗体。

[0167] 实施例27包含根据实施例23所述的方法，其中所述抗体包括抗CD3抗体和抗CD28

抗体中的至少一种。

[0168] 实施例28包含根据实施例16到27中任一项所述的方法，其中所述转导包括病毒感

染、电穿孔、膜破坏或其组合。
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[0169] 实施例29包含根据实施例16到28中任一项所述的方法，其中所述载体是慢病毒载

体或逆转录病毒。

[0170] 实施例30包含根据实施例16到29中任一项所述的方法，其中所述一种或多种分子

特性包含T细胞激活、代谢、耗竭和T细胞受体多样性。

[0171] 实施例31包含根据实施例16到30中任一项所述的方法，其中所述一种或多种分子

特性选自由以下组成的组：基因表达、蛋白质表达、mRNA表达和拷贝数变化。

[0172] 实施例32包含根据实施例31所述的方法，其中确定了至少约500种基因表达。

[0173] 实施例33包含根据实施例31所述的方法，其中确定了至少约700种基因表达。

[0174] 实施例34包含根据实施例31所述的方法，其中确定了约780种基因表达。

[0175] 实施例35包含根据实施例16到34中任一项所述的方法，其中所述优化包含以下中

的一个或多个：增加或减小细胞培养基的流速；增加或减小氧气浓度；增加或减小二氧化碳

浓度；增加或减小葡萄糖水平；增加或减小细胞扩增的温度；增加或减小细胞培养基的pH；

修改细胞转导程序；修饰用于转导程序的载体；以及修改细胞分离程序。

[0176] 实施例36是一种用于评估并优化细胞培养物的细胞质量的方法，所述方法包括：

确定修饰前细胞培养物的一种或多种分子特性；通过自动化细胞工程系统对所述细胞培养

物进行基因修饰；在所述基因修饰期间和之后确定修饰后细胞培养物的所述一种或多种分

子特性；以及优化所述自动化细胞工程系统的一个或多个参数以更改所述修饰后细胞培养

物的所述一种或多种分子特性。
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