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본 개시내용은 자동화된 세포 공학 시스템에서 생산되는 세포 기반 치료의 세포 품질을 평가하고 최적화하는 방

법을 제공한다. 상기 방법은 공정 매개변수에 피드백을 제공하도록 자동화된 공정 전에, 중에 및 후에 세포의 분

자 특성을 모니터링하는 것을 적절히 포함한다. 실시양태에서, 생산되는 세포는 키메라 항원 수용체(CAR) T-세포

이다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

(a) 사전 변형된 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계;

(b) 자동화된 세포 공학 시스템을 통해 세포 배양물을 유전자 변형시키는 단계;

(c) 상기 유전자 변형 중에 그리고 후에 변형된 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계; 및 

(d) 자동화된 세포 공학 시스템의 하나 이상의 매개변수를 최적화하여, 변형된 세포 배양물의 하나 이상의 분자

특성을 변경하는 단계를 포함하는, 세포 기반 치료의 세포 품질을 평가하고 최적화하는 방법.

청구항 2 

청구항 1에 있어서, 상기 하나 이상의 분자 특성이 유전자 발현, 단백질 발현, mRNA 발현, 및 복제수 변이로 구

성되는 군으로부터 선택되는 방법.

청구항 3 

청구항 1 또는 청구항 2에 있어서, 상기 세포 배양물이 면역 세포 배양물, 자연 살해 세포 배양물, 및 신경퇴행

성 치료용 세포 배양물인 방법.

청구항 4 

청구항 3에 있어서, 상기 면역 세포 배양물이 T-세포 배양물인 방법.

청구항 5 

청구항 4에 있어서, T-세포 배양물이 키메라 항원 수용체 T(CAR T) 세포 배양물인 방법.

청구항 6 

청구항 5에 있어서, 상기 하나 이상의 분자 특성이 T-세포 활성화, 대사, 고갈 및 T-세포 수용체 다양성을 포함

하는 방법.

청구항 7 

청구항 1 내지 청구항 6 중 어느 한 항에 있어서, (d)에서의 상기 최적화 단계가 상기 유전자 변형 단계 전에,

중에 및/또는 후에 일어나는 방법.

청구항 8 

청구항 1 내지 청구항 7 중 어느 한 항에 있어서, 상기 최적화 단계가 세포 배지의 유속 증가 또는 감소, 산소

농도 증가 또는 감소, 이산화탄소 농도 증가 또는 감소, 포도당 수준 증가 또는 감소, 세포 확장의 온도 증가

또는 감소, 세포 배지의 pH 증가 또는 감소, 세포 형질도입 절차 변형, 형질도입 절차에 사용하기 위한 벡터 변

형, 및 세포 분리 절차 변형 중 하나 이상을 포함하는 방법.

청구항 9 

(a) 사전 변형된 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계;

(b) 사전 변형된 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성이 변경되도록 자동화된 세포 공학 시스템의 하나 이상의

매개변수를 최적화하는 단계;

(c) 사전-변형된 세포 배양물을 활성화 시약을 사용하여 활성화하여, 활성화된 세포 배양물을 생산하는 단계;

(d) 활성화된 면역 세포 배양물을 벡터를 사용하여 형질도입하여, 형질도입된 세포 배양물을 생산하는 단계;
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(e) 형질도입된 세포 배양물을 확장시키는 단계;

(f) (e)의 확장된 세포 배양물을 농축하는 단계; 

(g) (f)의 농축된 세포 배양물을 수확하여 유전자 변형된 세포 배양물을 생산하는 단계;

(h) 단계 (c) 내지 (g) 중 어느 하나 중에 또는 후에 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계;

및

(i) 단계 (c) 내지 (g) 중 어느 하나의 하나 이상의 매개변수를 최적화하여, 세포 배양물의 하나 이상의 분자

특성을 변경하는 단계를 포함하는, 세포 기반 치료의 세포 품질을 평가하고 최적화하는 방법.

청구항 10 

청구항 9에 있어서, 상기 하나 이상의 분자 특성이 유전자 발현, 단백질 발현, mRNA 발현, 및 복제수 변이로 구

성되는 군으로부터 선택되는 방법.

청구항 11 

청구항 9 또는 청구항 10에 있어서, 상기 세포 배양물이 면역 세포 배양물, 자연 살해 세포 배양물, 및 신경퇴

행성 치료용 세포 배양물인 방법.

청구항 12 

청구항 11에 있어서, 상기 면역 세포 배양물이 T-세포 배양물인 방법.

청구항 13 

청구항 12에 있어서, T-세포 배양물이 키메라 항원 수용체 T(CAR T) 세포 배양물인 방법.

청구항 14 

청구항 13에 있어서, 상기 하나 이상의 분자 특성이 T-세포 활성화, 대사, 고갈 및 T-세포 수용체 다양성을 포

함하는 방법.

청구항 15 

청구항 9 내지 청구항 14 중 어느 한 항에 있어서, 상기 최적화 단계가 세포 배지의 유속 증가 또는 감소, 산소

농도 증가 또는 감소, 이산화탄소 농도 증가 또는 감소, 포도당 수준 증가 또는 감소, 세포 확장의 온도 증가

또는 감소, 세포 배지의 pH 증가 또는 감소, 세포 형질도입 절차 변형, 형질도입 절차에 사용하기 위한 벡터 변

형, 및 세포 분리 절차 변형 중 하나 이상을 포함하는 방법.

청구항 16 

(a) 사전 변형된 T-세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계;

(b) 자동화된 세포 공학 시스템의 하나 이상의 매개변수를 최적화하여, 사전 변형된 세포 배양물의 하나 이상의

분자 특성을 변경하는 단계;

(c) 사전-변형된 세포 배양물을 활성화 시약을 사용하여 활성화하여, 활성화된 세포 배양물을 생산하는 단계;

(d) 활성화된 T-면역 세포 배양물을 키메라 항원 수용체를 암호화하는 벡터를 사용하여 형질도입하여 CAR T-세

포 배양물을 생산하는 단계;

(e) CAR T-세포 배양물을 확장하는 단계;

(f) (e)의 확장된 CAR T-세포 배양물을 농축하는 단계; 

(g) (f)의 농축된 CAR T-세포 배양물을 수확하는 단계;

(h) 단계 (c) 내지 (g) 중 어느 하나 중에 또는 후에 CAR T-세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는

단계; 및

(i) 단계 (c) 내지 (g) 중 어느 하나의 하나 이상의 매개변수를 최적화하여, CAR T-세포 배양물의 하나 이상의
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분자 특성을 변경하는 단계를 포함하는, 키메라 항원 수용체 T(CAR T) 세포 배양물의 세포 품질을 평가하고 최

적화하는 방법.

청구항 17 

청구항 16에 있어서, 상기 방법이 적어도 약 1억 개의 생존가능한 CAR T-세포를 생산하는 방법.

청구항 18 

청구항 16에 있어서, 상기 방법이 적어도 약 20억 개의 생존가능한 CAR T-세포를 생산하는 방법.

청구항 19 

청구항 16 내지 청구항 19 중 어느 한 항에 있어서, 상기 T-세포 배양물이 말초 혈액 단핵 세포 및/또는 정제된

T-세포를 포함하는 방법.

청구항 20 

청구항 16 내지 청구항 19 중 어느 한 항에 있어서, 상기 T-세포 배양물이 적어도 하나의 보조 세포를 포함하는

방법.

청구항 21 

청구항 20에 있어서, 상기 보조 세포가 단핵구 또는 단핵구 유래 세포를 포함하는 방법.

청구항 22 

청구항 20에 있어서, 상기 보조 세포가 CD28, CD40, CD2, CD40L 및/또는 ICOS를 포함한 T-세포 수용체에 대한

항원을 포함하는 방법.

청구항 23 

청구항 16 내지 청구항 22 중 어느 한 항에 있어서, 상기 활성화 시약이 항체 또는 수지상 세포를 포함하는 방

법.

청구항 24 

청구항 23에 있어서, 상기 항체가 표면 상에 고정되는, 방법.

청구항 25 

청구항 24에 있어서, 상기 표면이 비드의 표면인 방법.

청구항 26 

청구항 23에 있어서, 상기 항체가 가용성 항체인 방법.

청구항 27 

청구항 23항에 있어서, 상기 항체가 항-CD3 항체 및 항-CD28 항체 중 적어도 하나를 포함하는 방법.

청구항 28 

청구항 16 내지 청구항 27 중 어느 한 항에 있어서, 상기 형질도입이 바이러스 감염, 전기천공, 막 파괴, 또는

이들의 조합을 포함하는 방법.

청구항 29 

청구항 16 내지 청구항 28 중 어느 한 항에 있어서, 상기 벡터가 렌티바이러스 벡터 또는 레트로바이러스인 방

법.

청구항 30 
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청구항 16 내지 청구항 29 중 어느 한 항에 있어서, 상기 하나 이상의 분자 특성이 T-세포 활성화, 대사, 고갈,

및 T-세포 수용체 다양성을 포함하는 방법.

청구항 31 

청구항 16 내지 청구항 30 중 어느 한 항에 있어서, 상기 하나 이상의 분자 특성이 유전자 발현, 단백질 발현,

mRNA 발현, 및 복제수 변이로 구성되는 군으로부터 선택되는 방법.

청구항 32 

청구항 31에 있어서, 적어도 약 500개의 유전자 발현이 결정되는 방법.

청구항 33 

청구항 31에 있어서, 적어도 약 700개의 유전자 발현이 결정되는 방법.

청구항 34 

청구항 31에 있어서, 약 780개의 유전자 발현이 결정되는 방법.

청구항 35 

청구항 16 내지 청구항 34 중 어느 한 항에 있어서, 상기 최적화 단계가 세포 배지의 유속 증가 또는 감소, 산

소 농도 증가 또는 감소, 이산화탄소 농도 증가 또는 감소, 포도당 수준 증가 또는 감소, 세포 확장의 온도 증

가 또는 감소, 세포 배지의 pH 증가 또는 감소, 세포 형질도입 절차 변형, 형질도입 절차에 사용하기 위한 벡터

변형, 및 세포 분리 절차 변형 중 하나 이상을 포함하는 방법.

청구항 36 

(a) 사전 변형된 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계;

(b) 자동화된 세포 공학 시스템을 통해 세포 배양물을 유전자 변형시키는 단계;

(c) 상기 유전자 변형 중 및 후에 변형된 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계; 및

(d) 자동화된 세포 공학 시스템의 하나 이상의 매개변수를 최적화하여, 변형된 세포 배양물의 하나 이상의 분자

특성을 변경하는 단계를 포함하는, 세포 배양물의 세포 품질을 평가하고 최적화하는 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 개시내용은 자동화된 세포 공학 시스템에서 생산되는 세포 기반 치료(cell-based therapy)의 세포 품질을 평[0001]

가하고 최적화하는 방법을 제공한다. 상기 방법은 공정 매개변수에 피드백을 제공하도록 자동화된 공정 전에,

중에 그리고 후에 세포의 분자 특성을 모니터링하는 것을 적절히 포함한다. 실시양태에서, 생산되는 세포는 키

메라 항원 수용체(CAR) T-세포이다.

배 경 기 술

발전된 세포 치료의 임상적 채택이 가속화될 것으로 예상됨에 따라, 이러한 치료가 전 세계적으로 환자에게 혜[0002]

택을 줄 수 있을 근본적인 제조 전략에 더 많은 관심이 집중되고 있다. 세포 치료는 임상적으로 큰 가능성을 갖

고 있지만, 보상(reimbursement)에 비해 높은 제조 비용은 상용화에 막대한 장애물을 제시한다. 따라서, 비용

효율성, 공정 효율성 및 제품 일관성에 대한 요구가 수많은 세포 치료 분야, 및 특히 T-세포 면역요법에서 자동

화를 위한 노력을 주도하고 있다(예를 들어, Wang 2016을 참고).

발명의 내용

그러나, 자가 세포 치료의 광범위한 채택을 막고 제조 실패를 유발하는 중대한 과제(challenge)가 남아있다. 시[0003]

작 세포 물질이 종종 환자에게서 유래하기 때문에, 이것은 추가 수준의 복잡성 및 변동성의 원인을 나타낸다.

현재 세포 치료로 치료된 많은 환자에게서는 질병이 진행되었고 여러 번 재발하고 여러 다른 치료에 반응하지
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않는다. 결과적으로, 환자가 이러한 세포 치료로부터 혜택을 받을 수 있는 치료 범위가 좁아서, 정확하고 신뢰

할 수 있는 제조 공정이 필요하다.

세포 치료 제품을 제조한 후에, 제품을 환자에게 투여할 수 있기까지 추가적인 지연, 주로 현재 느리고 비용이[0004]

많이 드는 많은 규제 요건과 출시 시험이 있다. 현재의 세포 치료 출시 시험은, 조절자가 환자에게 편안하게 투

여할 수 있게 하는데 필요한 정보를 제공하지만 임상 효능을 예측하는 데는 거의 도움이 되지 않는다.

세포 기반 치료를 생산하기 위한 자동화된 공정에서는, 개별 환자의 요구, 및 방법 동안의 실시간 변경을 기반[0005]

으로 공정의 다양한 매개변수를 최적화하고 수정하는 요구가 종종 있다. 본 발명은 적절하게는 자동화된 시스템

에서 세포 기반 치료의 세포 품질을 평가하고 최적화하는 방법을 제공함으로써 이러한 요구를 충족한다.

발명의 요약[0006]

일부 실시양태에서, 사전-변형된 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계; 자동화된 세포 공학[0007]

시스템을 통해 상기 세포 배양물을 유전자 변형시키는 단계; 상기 유전자 변형 중에 그리고 후에 변형된 세포

배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계; 및 자동화된 세포 공학 시스템의 하나 이상의 매개변수를 최

적화하여, 변형된 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 변경하는 단계를 포함하는, 세포 기반 치료의 세포

품질을 평가하고 최적화하는 방법이 본원에 제공된다.

추가 실시양태에서, 사전-변형된 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계; 사전-변형된 세포 배[0008]

양물의 하나 이상의 분자 특성을 변경하도록 자동화된 세포 공학 시스템의 하나 이상의 매개변수를 최적화하는

단계; 사전-변형된 세포 배양물을 활성화 시약을 사용하여 활성화하여, 활성화된 세포 배양물을 생산하는 단계;

활성화된 면역 세포 배양물을 벡터를 사용하여 형질도입하여, 형질도입된 세포 배양물을 생산하는 단계; 형질도

입된 세포 배양물을 확장하는 단계; (e)의 확장된 세포 배양물을 농축하는 단계; (f)의 농축된 세포 배양물을

수확하여 유전자 변형된 세포 배양물을 생산하는 단계; 단계 (c)-(g) 중 어느 하나 중에 또는 후에 세포 배양물

의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계; 및 단계 (c)-(g) 중 어느 하나의 하나 이상의 매개변수를 최적화하

여, 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 변경하는 단계를 포함하는, 세포 기반 치료의 세포 품질을 평가하

고 최적화하는 방법이 본원에 제공된다.

추가 실시양태에서, 사전-변형된 T-세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계; 사전-변형된 T-세포[0009]

배양물의 하나 이상의 분자 특성을 변경하도록 자동화된 세포 공학 시스템의 하나 이상의 매개변수를 최적화하

는 단계; 사전-변형된 T-세포 배양물을 활성화 시약을 사용하여 활성화하여, 활성화된 T-세포 배양물을 생산하

는 단계; 활성화된 T-세포 배양물을 키메라 항원 수용체를 암호화하는 벡터를 사용하여 형질도입하여, CAR T-세

포 배양물을 생산하는 단계; CAR T-세포 배양물을 확장하는 단계; (e)의 확장된 CAR T-세포 배양물을 농축하는

단계; (f)의 농축된 CAR-T-세포 배양물을 수확하는 단계; 단계 (c)-(g) 중 어느 하나 중에 또는 후에 CAR T-세

포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계; 및 단계 (c)-(g) 중 어느 하나의 하나 이상의 매개변수를

최적화하여, CAR  T-세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 변경하는 단계를 포함하는, 키메라 항원 수용체

T(CAR T) 세포 배양물의 세포 품질을 평가하고 최적화하는 방법이 제공된다.

또한, 사전-변형된 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계; 자동화된 세포 공학 시스템을 통해[0010]

상기 세포 배양물을 유전자 변형시키는 단계; 상기 유전자 변형 중에 그리고 후에 변형된 세포 배양물의 하나

이상의 분자 특성을 결정하는 단계; 및 자동화된 세포 공학 시스템의 하나 이상의 매개변수를 최적화하여, 변형

된 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 변경하는 단계를 포함하는, 세포 배양물의 세포 품질을 평가하고 최

적화하는 방법이 본원에 제공된다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본원에 설명된 바와 같은 세포 기반 치료를 생산하는 일반화된 제조 공정을 도시한다.[0011]

도 2는 본원에서의 실시양태에 설명된 바와 같은 예시적인 세포 공학 시스템을 포함하는 실험실 공간을 도시한

다.

도 3은 본원에서의 실시양태에 설명된 바와 같은 세포 공학 시스템에서 수행될 수 있는 세포 기반 치료 생산 공

정을 도시한다.

도 4는 자동화된 세포 공학 시스템에 대한 공정 흐름 범례를 도시한다.

도  5는  자동화된  세포  공학  시스템의  카세트로부터  샘플을  채취하기  위한  주사기  및  백(bag)의  사용을
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도시한다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 개시내용은 다양한 세포 기반 치료의 자동화된 생산을 모니터링, 평가 및 최적화하는 방법을 제공한다.[0012]

자동화된 세포 처리[0013]

T-세포 치료와 같은 자가 세포 기반 치료 및 치료법에 대하여, 제조되는 마이크로-로트(로트 당 환자 1명) 배치[0014]

(batch)는 동종(로트 당 여러 환자) 공정이 이용할 수 있는 규모의 경제가 부족하기 때문에, 비용 효율성, 공정

효율성 및 제품 일관성에 대한 요구가 특히 시급하다(예를 들어, Jones 2012; Trainor 2014 참고). 마이크로-로

트에 필요한 더 크고 더 많은 국한된 인력과 시설은 물류, 특히 직원의 가용성 및 교육과 관련하여 수동 생산에

대한 GMP 준수에 관한 상당한 요구를 제기한다. 또한, 작업자 간 기술에서의 변동 가능성은, 출시 기준을 일관

되게 충족하고 안전하고 신뢰할 수 있는 제품을 보장하는 데 바람직하지 않은 위험을 초래할 수 있다.

본원에 설명된 대로, 자동화된 제조의 설비 및 포괄적인 검증은 이러한 물류 및 운영 문제에 대한 해결책을 제[0015]

공한다. 생산 공정에 자동화를 도입하는 중요한 접근법은, "단위 작업"이라고 하는, 작업자가 생산 재료에 물리

적 또는 화학적 변화를 적용하는 중요한 모듈 단계를 확인하는 것이다. 세포 제조의 경우에, 이것은 세포 분리,

유전자 조작, 증식, 세척, 농축 및 세포 수확과 같은 단계를 포함한다. 제조업체는 종종 핵심 공정 병목현상을

자동화 도입을 위한 즉각적인 기회로 확인한다. 이것은 개별 공정 단계에 초점을 맞추는 경향이 있는 대부분의

상업적으로 입수가능한 생물반응기의 기술적 작업 스펙트럼에 반영된다. 세포 제조에서 공정 과제(무균 유지관

리에서 샘플 추적까지)는, 일관된 세포 생산량을 생성하는 동시에 불가피한 공정 변동성을 개선하는 종단 간 자

동화(end-to-end automation)에 의해 본원에서 해결된다. 본원에 설명된 방법은 또한 단순화를 제공하고, 관련

된 전자 기록은 GMP 표준을 준수하는 데 도움준다(예를 들어, Trainor 2014 참고).

단위 작업의 자동화 및 중요한 공정 감도[0016]

암 면역요법을 위한 변형된 자가 T-세포를 포함한 다양한 세포 기반 치료의 임상 개발의 최근 급속한 발전으로[0017]

인해 관련된 변환 및 규모 확대/축소 관련 계획이 수립되게 되었다.

상이한 세포 기반 치료에 따라 구체적인 프로토콜이 달라질 것이지만, 일반화된 공정이 도 1에 예시되어 있다.[0018]

도 1은 예를 들어, 자가 T-세포 치료에 대한 것을 포함한, 환자 혈액 샘플의 초기 처리에서부터 생산되는 세포

의 제형화에 이르기까지 세포 기반 치료 제조의 단위 작업을 설명한다.

본원에 설명된 바와 같이, 세포 제조 자동화를 성취하기 위해, 본원에 설명된 방법은 각각의 전환 점에서 세포[0019]

의 상태 및 세포가 특정 단위 작업에 의해 어떻게 영향을 받는 지를 이해하게 한다. 환자별 치료를 위한 마이크

로-로트 생산은, 자동화 가능성에 영향을 미치는 중요한 공정 감도를 존중해야 한다. 본원에 설명된 자동화는

다양한 공정 단계를 성공적으로 포함한다.

아래 표 1은 T-세포 자동화를 포함한 세포 기반 치료 자동화에 대하여 확인된 일부 공정 단계의 과제를 강조하[0020]

고, 자동화 전략에 대한 감도의 영향을 나타낸다. 모든 단위 작업에 대하여 각 장비 간 세포의 개방 이동은 오

염의 위험으로 인해 중요한 감도이다.

자동화 과제 및 혜택[0021]
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표 1

[0022]

[0023]

표 1에 나열된 감도를 중심으로 수동 공정의 자동화를 조정하면 세포 치료의 성능에 대한 성공적인 변환, 유지[0024]
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관리 또는 개선을 지원할 수 있다.

개별 자동화 대 완전 통합 자동화[0025]

자동화의 가치에 대한 강력한 증거가 있지만(예를 들어, Trainor 2014; Levine 2017 참고), 자동화된 전달과 함[0026]

께 이러한 자동화 단계를 종단 간 순서로 통합하는 것의 가치와 실용성에 대한 후속 분석이 필요하다. 개별 공

정 자동화의 혜택과 종단 간 통합의 혜택에 대해서는 다양한 관점이 있다.

개별 자동화에 대한 중요한 혜택은 유연성이다. 이것은 다음 영역과 관련된다:[0027]

1) 고유한 공정 작업의 유지관리[0028]

2) 개별 단위 작업 검증에 기반한 변환 활동의 가속화[0029]

3) 기증자 간 변동성을 수용하기 위해 처리 단계를 수정하는 능력[0030]

증가된 유연성과 관련된 첫 번째 요점은, 작업자에게 더 많은 공정 제어를 제공한다. 이것은, 공정이 최종 제품[0031]

에 영향을 줄 수 있는 매우 민감한 단계를 갖는 상황에서 중요하다. 올인원 시스템으로 전환하면 제품 결과에

영향을 미치는 제약조건이 부과될 수 있다. 개별 접근방식은 각 단계를 수행하는 방법을 선택하는 유연성을 제

공하며, 이는 매우 민감한 단위 작업에서는 특히 중요할 수 있다. 개별 접근법은 또한 수동 처리로부터 자동화

로 점진적으로 변환될 수 있게 하고, 이는 각 단위 작업이 독립적으로 시험될 수 있다면 동등성을 입증하는 데

도움 준다. 또한, 특정 단위 작업을 자동화하면 세포 성능을 기반으로 결정을 내릴 수 있는 유연성을 제공한다.

예를 들어, 세포가 빠르게 성장하는 경우에, 하나의 세포 배양 백으로부터 2개로 확장해야 할 필요가 있을 수

있다. 마지막으로, 개별 시스템을 사용한 자동화에 대한 접근법은 또한 그룹이 각 단위 작업에 어느 장비를 사

용할 지를 선택할 수 있게 한다.

장비 활용도는 개별 자동화에 대한 또 다른 논쟁이다. 다른 것들보다 훨씬 더 많은 시간이 필요한 일부 단위 작[0032]

업이 있을 수 있다. 종단 간 처리 시스템(end-to-end processing system)은 단일 시스템에서 모든 여러 단위 작

업을 실행해야 하므로, 배양 과정이 지속되는 동안 장비를 점유해야 한다.

개별 자동화에는 혜택이 있지만, 종단 간 접근법은 상이한 그러나 덜 강력하지 않은 혜택을 제공한다. 첫째, 완[0033]

전히 통합된 시스템은 오염 위험을 크게 감소시킨다. 개별 접근법을 사용하면 출하(handling)가 증가되어야 하

므로, 작업자 개입으로 인한 제품 변동성의 위험(chance)이 커진다. 둘째, 앞서 언급한 바와 같이, 이것은 필연

적으로 높은 인건비로 이어진다.

개별 접근법에 의해 제공된 유연성이 중요하다. 제품을 규정하는 데 있어 공정이 중요한 상황에서, 종단 간 시[0034]

스템은 고유한 감도를 통합하는 유연성을 가져야 한다. 이것은 특정 공급 전략, 산소 수준, 표면 처리 등을 포

함할 수 있다. 이러한 접근법은 소프트웨어와 일회용 구성요소 둘 모두에서 유연성이 필요하다. 시스템은 특정

단위 작업이 제품 사양 체크포인트를 충족하는 지 확인하기 위해 공정의 다양한 지점에서 세포 및 배지 샘플을

추출하는 옵션을 제공해야 한다. 수정이 필요한 경우에, 소프트웨어는 이상적인 조건을 제공하도록 이러한 변경

을 구현할 수 있어야 한다. 사용하기 쉽고 유연한 소프트웨어가 변환 목적에 매우 유익하지만, 임상 표준(FDA

21 CFR Part 11)을 준수하기 위해 소프트웨어는 쉽게 잠궈질 수 있음이 중요하다. 일단 잠겨지면, 작업자가 프

로토콜을 변경할 수 있는 능력이 제한되어야 한다. 그러나, 고유한 기증자-가변성 문제를 해결하기 위해서는,

세포 성장률을 기반으로 검증된 프로토콜의 범위로부터 선택할 옵션이 있어야 한다. 예를 들어, 세포가 빠르게

성장하는 경우에, 시스템은 이것에 대응하고 그에 따라 공급 또는 수확 시점을 조정할 수 있어야 한다.

개별 자동화에 대한 종단 간 통합의 선택은 또한 임상 과정에 대한 장기적인 비전에 의존한다. 단일 올인원 시[0035]

스템은 훨씬 더 큰 공간 효율성을 제공하여 값비싼 GMP  클린룸에서 필요한 공간을 최소화할 수 있다. 예를

들어, 도 2에 도시된 바와 같이, 완전히 통합된 자동화 시스템은 필요한 공간을 최대화하여 값비싼 GMP 클린룸

공간을 줄이도록 설계된다. 도 2는 표준 실험실 공간에서 실행되는 96개의 환자별 종단 간 유닛을 도시한다.

단일 시스템은 또한 더욱 용이한 데이터 추적을 제공하는 반면, 개별 시스템은 모든 전자 데이터 파일을 함께[0036]

연결하는 호환 소프트웨어를 제공하지 않을 수 있다. VINETI(Vineti Ltd) 및 TRAKCEL(TrakCel Ltd)과 같은 소

프트웨어 플랫폼을 사용하면 공급망 물류의 전자적 모니터링 및 구성이 가능해진다. 그러나, 단일 올인원 배양

시스템은, 각 단위 작업과 관련된 처리 사건 및 생물모니터링 배양 조건 둘 모두의 이력을 배치 기록(batch

record)에 통합함으로써 더 나아갈 수 있다. 따라서, 종단 간 통합의 혜택은 상당한 경쟁적 우위를 제공한다.

단위 작업의 통합을 위한 상용 플랫폼[0037]

공개특허 10-2022-0097457

- 10 -



다수의 자가 세포 치료, 특히 혈액 기반 암에 대한 면역 치료에서 임상 시험 성공은 예상된 임상 수요를 충족하[0038]

기 위해 새로운 임상 프로토콜을 강력한 생산 플랫폼으로 변환할 수  있음의 중요성을 강조했다(예를 들어,

Levine 2017; Locke 2017 참고). 자가 치료에 대하여, 각 환자별 세포 치료를 처리하는 것은 포괄적인 제조 활

동 및 작업 관리를 적절히 사용한다. 본원에서의 방법은 공정 최적화, 보안 및 경제성을 성취하기 위해 턴키

(turnkey) 자동화 시스템에서 단위 작업을 연결한다.

자가 공정을 설계함에 있어 과제는 두 가지이다. 첫째, 물리적으로 분리되고 최적화된 장비에서 별도의 처리 단[0039]

계가 일어날 수 있는 동종 제조와 달리, 확장된 자가 플랫폼은 단일의 폐쇄되고 독립된 자동화 환경에서 필요한

모든 단계를 적절히 수행한다. 둘째, 알려진 품질 및 예측가능한 공정 거동을 가진, 모든 실행이 세포 은행으로

부터의 고품질 바이알을 사용하여 이론적으로 시작하는 동종 공정과는 달리, 자가 공정에서의 시작 물질은 매우

가변적이며 건강이 손상된 개체로부터 일반적으로 비롯된다.

따라서, 물리적 교반, pH, 공급 및 가스 취급과 같은 인자를 제어함으로써 배양 조건을 감지하고 이에 따라 정[0040]

교한 생물반응기로서 반응할 수 있는 방법이 본원에 제공된다. 또한, 자가 치료와 관련된 기술 이전은 동종 치

료와 비교하여 현저히 상이한 과제가 있다. 자가 제품은 제조 공정과 환자 치료 사이의 안정성에 대하여 더 큰

제한을  가질  수  있다.  장소는  단일  센터가  아니라  전  세계에  위치할  수  있다.  잠겨진(예를 들어,  완전히

밀폐된) 올인원 시스템을 사용하면 장소 간 기술 이전 과정이 크게 개선된다.

공급원 가변성을 제거할 수는 없지만, 자동화는 표준화 및 재현성을 통해 최종 자가 제품의 가변성을 제거하는[0041]

데 도움준다. 이 실시는 활성 세포 배양물의 상태를 모니터링하는 바이오센서를 통해 세포 성능 기준점을 얻도

록 주요 세포 시스템 제공업체에 의해 채택된다. 종단 간 통합에서, 공정 내 임의의 특정 단계로부터의 출력은

공정의 향후 진행을 위해 허용가능한 매개변수 내에 있어야 한다.

본원에 설명된 대로, 실시양태에서, 제공된 방법은 단일 턴키 플랫폼에서 다중 단위 작업을 통합하는 COCOON 플[0042]

랫폼(Octane Biotech(Kingston, ON))을 사용한다. 다중 세포 프로토콜에는 매우 구체적인 세포 처리 목표가 제

공된다. 효율적이고 효과적인 자동화 변환을 제공하기 위해, 설명된 방법은 여러 단위 작업을 조합하는 적용별

(application-specific)/후원자별 일회용 카세트의 구상을 사용한다 - 모두는 최종 세포 치료 제품의 핵심 요건

에 집중하였다.

본원에 설명된 방법은 완전히 통합되고 폐쇄된 자동화 시스템에서 (활성화, 바이러스 형질도입 및 확장, 농축[0043]

및 세척을 포함한) CAR T-세포를 포함한 다양한 세포 기반 치료를 확장하는 데 사용되었다(도 3).

자동화 이점[0044]

세포 치료 생산에서 단위 작업의 자동화는 동종 및 자가 세포 치료 적용에 걸친 보편적인 혜택에 대한 기회를[0045]

제공한다. 환자별, 자가 세포 제품, 및 이러한 치료의 최근의 임상 성공으로 훨씬 더 강조되는 고유한 시나리오

에서, 자동화 이점은 GMP 준수하는 소규모 배치의 상당한 마이크로-로트 복잡성, 경제성, 환자 추적성 및 공정

편차의 조기 확인으로 인해 특히 강력하다. 복잡한 제조 프로토콜의 관련된 출현은, 마이크로-로트 세포 생산에

서 자동화된 단위 작업의 종단 간 통합의 가치가 중요한 연구의 포인트가 아니었다는 사실에 주목한다. 그러나,

임박한 승인에 따른 이러한 치료에 대한 예상된 수요는, 완전히 폐쇄된 종단 간 시스템의 구현이 실습 시간 및

공간과 같은 제조 병목현상에 훨씬 더 필요한 해결책을 제공할 수 있음을 나타낸다.

고급  치료의  개발자는  임상  변환의  롤아웃  및  임상  시험  프로토콜의  확장  초기에  자동화를  고려하도록[0046]

권장된다. 초기 자동화는 프로토콜 개발에 영향을 미치고, 나중 단계에서 수동 공정에서부터 자동화된 공정으로

전환하는 경우에 비교가능성 연구에 대한 필요를 회피하고, 장기적 상업화 경로에 대한 더욱 큰 이해를 제공할

수 있다.

CAR T-세포를 포함한 세포 기반 치료를 생산하기 위한 자동화된 시스템의 품질 조절[0047]

본원에 설명된 대로, 다양한 세포 기반 치료의 자동화된 생산을 모니터하고, 평가하고 최적화하는 방법이 제공[0048]

된다. 본원에 설명된 방법은 자동화 공정 전, 도중 및 후의 상이한 시간에서 다양한 분자 특성을 모니터링하고,

생산량을 최적화하도록 자동화된 시스템의 다양한 매개변수를 변경 및 조정하는 것을 포함한다. 이러한 최적화

는, 특정한 치료 또는 심지어는 개별 환자에 대한 원하는 세포 수, 농도 또는 특성을 기반으로 할 수 있다.

따라서, 실시양태에서, 세포 기반 치료의 세포 품질을 평가하고 최적화하는 방법이 본원에 제공된다. 본원에 사[0049]

용된 "평가하는"은, 방법에 대한 임의의 변화를 안내하는 것을 돕도록 세포의 분자적 특성을 포함한 세포의 하

나 이상의 특성을 측정하거나 결정하는 행위를 지칭한다. 본 명세서에 사용된 "최적화하는"은, 본원에 설명된
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자동화된 세포 공학 시스템의 하나 이상의 매개변수를 수정하는 것을 지칭한다. 본원에 사용된 "세포 품질"은,

세포가 세포 기반 치료에서 원하는 대로 효과를 나타내게 하는 데 필요한 특성을 지칭한다. 이 품질은 막 무결

성, 핵 무결성, 원하는 유전자 프로파일, 원하는 단백질 프로파일, 원하는 세포 수명, 원하는 세포 수 또는 밀

도 등을 포함한다.

본원에 사용된 "세포 기반 치료(cell-based therapy)"는, 세포 물질을 환자에게 주사, 이식하거나 심는 치료를[0050]

지칭한다. 세포 기반 치료는 온전한 살아있는 세포를 적절히 포함한다. 세포 기반 치료는 면역 세포, 자연 살해

세포, 신경퇴행성 치료용 세포, 및 줄기세포와 같은 다양한 유형의 세포를 포함한다. 본원에 설명된 방법은 일

반적으로 세포 기반 치료 또는 세포 배양물에 사용된 임의의 세포 유형에 대하여 적절히 사용될 수 있고, 이는

바이러스 벡터 또는 단백질 발현과 같은 생물학적 생산을 위한 세포 배양 및 조직 공학 적용을 포함할 수 있다.

세포 기반 치료의 세포 품질을 평가하고 최적화하는 방법은 사전-변형된 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성[0051]

을 결정하는 것을 적절히 포함한다. 본원에 사용된 "분자 특성"은, 세포의 유전자 프로파일(예를 들어, 유전자

발현 프로필), 아미노산 또는 단백질 프로파일(예를 들어, 세포 내에서 또는 세포 표면 상에서 발현된 단백질),

지질 프로파일 등의 하나 이상을 포함한다. 본원에 사용된 "세포 배양물"은, 본원에 설명된 자동화 방법에 사용

하기 위한 단일 세포 뿐만 아니라 세포 집합체를 지칭한다.

상기 방법은 사전 변형된 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 것으로 적절히 시작된다. 이것은 본[0052]

원에 설명된 자동화된 세포 공학 시스템에 아직 배치되지 않은 세포 배양물이다. 사전 변형된 세포 배양물은 환

자로부터 직접 채취한 세포(예를 들어, 채혈 또는 혈장 샘플) 뿐만 아니라, 환자로부터 제거되고 일부 여과, 선

택 또는 기타 변형을 거쳐 본원에 설명된 자동화된 세포 공학 시스템에서 변형될 원하는 세포 배양 집단에 도달

한 세포를 포함할 수 있다.

상기 방법은 자동화된 세포 공학 시스템을 통해 세포 배양물을 유전자 변형시키는 것을 적절히 포함한다. 본원[0053]

에 사용된 "유전자 변형시키는"은, 하나 이상의 유전자를 (예를 들어, 형질도입을 통해) 세포 내로 도입하여 세

포의 게놈을 적절히 변형시키는 것을 포함한다. 유전자 변형은 또한 게놈에 통합되지 않는 일시적 변형을 포함

할 수 있다. 세포 배양물을 유전자 변형시키는 방법은 본원에 설명되어 있고, 세포 배양물을 활성화 시약을 사

용하여 활성화하여 활성화된 면역 세포 배양물을 생산하고, 활성화된 세포 배양물을 (예를 들어, 벡터를 사용하

여) 형질도입하여 형질도입된 세포 배양물을 생산하고, 형질도입된 면역 세포 배양물을 확장하는 것을 적절히

포함한다(예를 들어, 도 1 및 3 참고). 세포 배양물을 제조, 활성화, 형질도입 및 확장하는 방법이 본원에 설명

된다.

예시적인 실시양태에서, 세포 품질을 적절히 평가하고 최적화하는 방법은 유전자 변형 중에 그리고 후에 변형된[0054]

세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 것을 추가로 포함한다. 즉, 활성화, 형질도입 및/또는 확장

중 어느 하나 중의 임의의 시점에서 세포 배양물은 평가될 수 있고, 적절하게는 세포 배양물의 하나 이상의 분

자 특성이 결정된다. 이 샘플링 및 평가는 자동화된 처리 중에 뿐만 아니라, 자동화된 처리 후의 다양한 지점에

서 세포 배양물의 특성에 대한 데이터를 제공하므로, 자동화의 각 단계에서 하나 이상의 분자 특성을 추적할 수

있다.

세포 품질을 적절히 평가하고 최적화하는 방법은 변형된 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 변경하도록 자[0055]

동화된 세포 공학 시스템의 하나 이상의 매개변수를 최적화하는 것을 추가로 포함한다. 본원에 설명된 바와 같

이, 최적화될 수 있는 자동화된 세포 공학 시스템의 매개변수는 처리 매개변수(예를 들어, pH, 온도, 열) 뿐만

아니라, 활성화, 형질도입 및 확장, 세포 선택 등의 품질 및 지속시간을 포함한다.

예시적인 실시양태에서, 상기 하나 이상의 분자 특성은 유전자 발현, 단백질 발현, mRNA 발현, 및 복제수 변이[0056]

중 하나 이상을 포함한다.

적절하게는, 상기 분자 특성은 세포 기반 치료 및/또는 세포 배양물의 RNA, DNA 및/또는 단백질 표적의 다중 분[0057]

석을 위한 하나 이상의 방법에 의해 결정된다. 예시적인 다중 분석 도구는 다양한 어레이, 바코드 기술, 차세대

시퀀싱 접근법, 정량적 PCR 등을 포함한다.

예시적인  실시양태에서,  상기  분자  특성은  NANOSTRING®(Seattle,  WA)에  의해  개발된  분자  바코드  접근법[0058]

NCOUNTER®와 같은 접근법을 사용하여 결정될 수 있다. 상기 분자 바코드 접근법은 원하는 표적(예를 들어, 핵

산(RNA, DNA), 단백질 또는 펩티드)에 결합하도록 설계된 고유한 포획 프로브를 사용한다. 바코드(예를 들어,

형광 기반, 색상 기반, 또는 방사성 기반 태그)를 포함하는 리포터 프로브가 포획 프로브에 결합한다. 샘플이

정제되고 고정화된 다음, 바코드화된 표적 분자가 계수되고 분석된다. 예를 들어, 개시내용 전체가 본원에 참고
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로 편입되는 문헌[Geiss,  et  al,  "Direct  multiplexed  measurement  of  gene  expression  with  color-coded

probe pairs", Nat. Biotechnol. 26:317-325 (2008)]을 참고한다.

본원에 설명된 바와 같이, 본원에 설명된 자동화된 세포 공학 시스템에서 사용될 수 있는 세포 배양물은 면역[0059]

세포 배양물, 자연 살해 세포 배양물, 및 신경퇴행성 치료용 세포 배양물을 포함한다.

예시적인 실시양태에서, 면역 세포 배양물은 T-세포 배양물이고, 실시양태에서 키메라 항원 수용체 T(CAR T) 세[0060]

포 배양물이다. 키메라 항원 수용체 T 세포 또는 "CAR T 세포"는, 암 세포를 보다 특이적으로 표적화하도록 키

메라 항원 수용체(CAR)를 사용하여 변형되는 T 세포이다. 일반적으로, CAR은 엑토도메인, 막횡단 도메인 및 엔

도도메인의 세 부분을 포함한다. 엑토도메인은 세포외액에 노출되는 수용체의 영역이며, 신호전달 펩티드, 항원

인식 영역 및 스페이서의 세 부분을 포함한다. 신호전달 펩티드는 초기 단백질을 소포체로 보낸다. CAR에서 신

호전달 펩티드는 단일 사슬 가변 단편(scFv)이다. scFv는 짧은 링커 펩티드로 연결된 경쇄(VL) 및 중쇄(VH)의 면

역글로빈을 포함한다. 일부 실시양태에서, 상기 링커는 글리신 및 세린을 포함한다. 일부 실시양태에서, 상기

링커는 글루타메이트 및 라이신을 포함한다.

CAR의 막횡단 도메인은 막을 가로지르는 소수성 α-나선이다. 일부 실시양태에서, CAR의 막횡단 도메인은 CD28[0061]

막횡단 도메인이다. 일부 실시양태에서, CD28 막횡단 도메인은 고도로 발현된 CAR을 생성시킨다. 일부 실시양태

에서, CAR의 막횡단 도메인은 CD3-ξ 막횡단 도메인이다. 일부 실시양태에서, CD3-ξ 막횡단 도메인은 천연 T

세포 수용체로 통합되는 CAR을 생성시킨다.

CAR의 엔도도메인은 수용체의 "기능적" 말단으로 일반적으로 간주된다. 엑토도메인의 항원 인식 영역에 의한 항[0062]

원 인식 후에, CAR은 클러스터링되고 신호가 세포로 전달된다. 일부 실시양태에서, 엔도도메인은 3개의 면역수

용체 티로신 기반 활성화 모티프(ITAM)를 포함하는 CD3-ξ 엔도도메인이다. 이 경우에, ITAM은 항원 결합 후에

T 세포에 활성화 신호를 전달하여 T 세포 면역 반응을 유발한다.

CAR T 세포를 생산하는 동안, 인간 대상체로부터 T 세포가 제거되고, 유전자 변형되고, 환자에게 다시 도입되어[0063]

암 세포를 공격한다. CAR T 세포는 환자 자신의 혈액(자가)으로부터 유래할 수 있거나, 또 다른 건강한 기증자

(동종)로부터 유래할 수 있다. 일반적으로 CAR T 세포는 건강한 세포에서는 발현되지 않는 종양에 발현된 항원

에 대하여 특이적이도록 개발된다.

예시적인 실시양태에서, 상기 하나 이상의 분자 특성은 CAR T 세포의 유전자 발현, 단백질 발현, mRNA 발현, 및[0064]

복제수 변이 중 하나 이상을 포함한다.  추가 실시양태에서, 상기 하나 이상의 분자 특성은 T-세포 활성화,

대사, 고갈 및 T-세포 수용체 다양성과 관련된다.

적절하게는, 상기 분자 특성은 CAR T 특성규명 패널과 함께 NANOSTRING®(Seattle, WA)에 의해 개발된 분자 바[0065]

코드 접근법 NCOUNTER®를 사용하여 결정된다. CAR T 특성규명 패널의 예시적인 특성은 약 700개, 약 750개, 약

760개,  약  770개,  약  780개,  약  790개,  약  800개  또는  약  850개의  인간  유전자를  포함한  약  500-1000개

유전자, 적절하게는 약 700-800개 유전자의 발현을 검토하는 능력을 포함한다. 유전자는 T 세포 활성화, 대사,

고갈, TCR 수용체 다양성 및 이식유전자 발현을 포함한 CAR T 세포 생물학의 8가지 구성요소를 포함한다.

분자 특성은 최대 6로그의 동적 범위를 사용하여 분자를 직접 디지털 검출할 수 있는 비효소, 비증폭 바코드화[0066]

된 기술(예를 들어, NCOUNTER®)을 사용하여 적절히 결정된다. 단지 15분의 총 실습 시간과 24시간 미만에서의

데이터를 사용하는 경우에, 워크플로(workflow)는 차세대 시퀀싱(NGS) 또는 정량적 PCR(qPCR) 접근법과 비교할

때 생산성에서의 증가를 제공한다. 이 둘 모두는 몇 일에서 몇 주가 더 걸릴 수 있으며, 라이브러리 제조, DNA

합성 및 증폭을 포함할 수 있고, 이것들 모두는 추가 실습 시간, 잠재적인 사용자 오류, 및 효소의 사용을 통해

도입된 재현성 과제를 필요로 한다. 바코드화된 기술로부터 생성된 데이터는 분자를 직접 계수하고, 전문 생물

정보학자가 필요하지 않으며, 다양한 분석 소프트웨어를 통해 또는 기타 맞춤형 보고서를 통해 간단한 분석 시

각화 및 보고서로 수정될 수 있다.

nCounter 플랫폼에서 유전자 발현을 측정하는 nCounter CAR-T 특성규명 패널은 특성화, 최적화 및 시그니처 개[0067]

발을 추가로 가능하게 하여 제조에서의 다양한 단계를 프로파일링하고 공정을 보다 잘 제어할 수 있도록 하기

위해 세포 치료 분야에서 특별히 사용하기 위해 만들어졌고, 이는 차례로 세포 치료의 일관되고 재현가능한 제

조에 관한 과제를 해결할 수 있다. nCounter CAR T 특성규명 패널은 CAR T 치료 분야에서 8개 주요 센터와 협력

하여 만들어졌고 CAR T 작업 흐름 전체에 걸쳐 사용하도록 설계되어, 백혈구 성분채집술, 제조된 제품 및 주입

후 CAR T-세포의 균일하고 강력한 프로파일링을 가능하게 한다. 맞춤형 780 유전자 발현 패널은, 이식유전자 발

현 측정을 위한 선택적인 맞춤화와 함께, T 세포 활성화, 대사, 고갈 및 TCR 수용체 다양성을 포함한 CAR T 세
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포 생물학의 8가지 필수 구성요소를 측정하기 위한 콘텐츠를 통합하고 있다.

다음  표는  CAR  T  특성규명  패널로부터  얻을  수  있는  예시적인  정보를  제공한다(nanostring.com;  car-t-[0068]

characterization panel 참고):

[0069]

[0070]

CAR  T  특성규명  패널에  포함된  유전자는  다음의  것들을  포함할  수  있다(nanostring.com;  car-t-[0071]

characterization panel 참고):
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[0072]
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[0073]

CAR T 특성규명 패널에 대하여, 샘플 입력은 분류된 T-세포(예를 들어, 유전자 변형 단계 전), CAR-T 세포(예를[0074]

들어, 자동화된 공정의 최종 단계 후), CAR-T 제조 제품(예를 들어, 자동화된 공정의 상이한 단계 동안의 세

포), 전혈 또는 핵산을 포함할 수 있다.

분자 특성으로부터 얻은 정보를 기반으로, 자동화된 공정에서 하나 이상의 최적화가 일어날 수 있다. 이러한 최[0075]

적화는 자동화된 공정의 유전자 변형 단계 전에, 중에 및/또는 후에 나타날 수 있다.

최적화는 세포 배지의 유량(flow rate) 증가 또는 감소, 산소 농도 증가 또는 감소, 이산화탄소 농도 증가 또는[0076]

감소, 포도당 수준 증가 또는 감소, 세포 팽창의 온도 증가 또는 감소, 세포 배지의 pH 증가 또는 감소, 세포

형질도입 절차 변형, 형질도입 절차에 사용하기 위한 벡터 변형, 및 세포 분리 절차 변형 중 하나 이상을 포함

할 수 있다.

 자동화된 공정을 최적화하는 방법은, 분자 특성에 관해 수집된 정보와 함께, 성장 조건(예를 들어, 가스 농도,[0077]

배지 조건, 온도, pH, 폐기물 및 영양소 농도 등)에 대한 실시간 수정을 지원하기 위해 자동화된 방법을 시작하

기 전에 세포 배양 조건을 최적화하고 다양한 센서 등으로부터의 피드백을 사용하는 것을 포함한다.

본원에 설명된 대로, 자동화된 세포 공학 시스템의 하나 이상의 매개변수를 최적화하면 변형된 세포 배양물의[0078]

하나 이상의 분자 특성이 적절히 변경된다. 즉, 자동화된 세포 공학 시스템에 대하여 행해진 변경(예를 들어,

가스 농도, 배지 조건, 온도, pH, 폐기물 및 영양소 농도 등의 변경)은 최적화된 세포 배양물이 개선된 특성을

갖도록 세포 배양물의 분자 특성을 변경시킨다. 이러한 개선된 특성은 예를 들어, 더 높은 항원 농도, 더 효율

적이거나 완전한 형질도입, 또는 더 높은 세포 밀도 또는 더 높은 세포 수를 포함할 수 있다. 예를 들어, 수명

이 연장된 세포 또는 특정한 환자에 대한 개선된 특성 등을 포함한 추가적인 개선된 특성이 유전적 수준에서 나

타날 수 있다.

실시양태에서, 최적화 공정은 자가-조정 공정, 즉, 외부(인간) 사용자로부터의 입력을 필요로 하지 않는 공정이[0079]
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고, 다양한 컴퓨터 프로그램 및 조건을 통해 세포 배양물, 또는 자동화된 공정을 최적화하는 기타 특성에 필요

한 변형을 결정할 수 있는 공정이다. 실시양태에서, 자가-조정 공정은 온도 센서, pH 센서, 포도당 센서, 산소

센서, 이산화탄소 센서, 및 광학 밀도 센서 중 하나 이상을 사용하여 모니터링하는 것을 포함한다. 이러한 자가

-조정 공정은 또한 본원에 설명된 바와 같이 하나 이상의 분자 특성을 모니터링하여, 자동화된 공정이 시작되기

전, 자동화 공정 동안, 또는 상기 공정이 종료된 후에 자동화된 시스템에 실시간 피드백을 제공할 수 있다.

본원에 설명된 바와 같이, 완전히 밀폐된 세포 공학 시스템에서 이러한 다양한 센서를 사용하는 것은 이 시스템[0080]

내 다양한 시간과 위치에서 나타나고, 최적화를 제공하도록 일제히 함께 작동한다. 예를 들어, 자가-조정 공정

은 모니터링을 기반으로 형질도입된 T 세포 배양물의 온도, pH 수준, 포도당 수준, 산소 수준, 이산화탄소 수준

및 광학 밀도 중 하나 이상을 조정할 수 있다(예를 들어, 높이거나 낮출 수 있다).

도 4는 다양한 센서(예를 들어, pH 센서(450), 용존 산소 센서(451)) 및 샘플링/샘플 포트(452) 및 다양한 밸브[0081]

(제어 밸브(453), 바이패스 체크 밸브(454)) 뿐만 아니라, 구성요소를 연결하는 실리콘계 배관 구성요소를 적절

히 포함하는 하나 이상의 유체 경로(440)의 배치를 포함한 자동화된 세포 공학 시스템에 대한 공정 흐름 범례를

도시한다. 또한 도 4에는 펌프 튜브(457) 및 백/밸브 모듈(458)과 함께 카세트(402)의 흐름경로에서 하나 이상

의 소수성 필터(455) 또는 친수성 필터(456)를 사용하는 것이 도시되어 있다. 또한, 상기 유로 내 세포 배양 챔

버(410)의 배치가 도시되어 있다.

최적화 공정은 또한 예를 들어, 총 세포 수, 세포 공급원, 세포 밀도, 세포 나이 뿐만 아니라, 본원에서 설명된[0082]

바와 같이 결정된 (CAR T-세포를 포함한) 세포의 분자 특성을 포함한, 시작 세포 집단의 고유한 특성을 기반으

로 할 수 있다. 이러한 시작 세포 집단 특성은 자동화된 방법을 시작하기 전에 컴퓨터 제어 시스템에 입력될 수

있고, 이 시스템에서 방법을 최적화하도록 다양한 초기 수정, 예를 들어, 산소 및 이산화탄소 농도, 유량, 배양

시간, pH 등이 행해질 것이다. 대안적으로, 세포 과정의 모니터링을 통해 시작 집단으로부터 세포 배양 시퀀스

의 진행상황을 자동으로 특성화하여, 최적화된 최종 세포 배양물 특성에 대한 조건을 사례별로 조정할 수 있다.

본원에 설명된 최적화 매개변수 및 수정은 COCOON
®
 자동화된 세포 공학 시스템에 일반적으로 적용할 수 있지만,[0083]

이러한 최적화는 다른 자동화된 세포 공학 시스템에 적용될 수  있음이 이해되어야 한다.  일반적으로,  배지

유량, 가스 농도 및 pH 등의 제어는, 사용된 자동화된 세포 공학 시스템의 유형에 관계없이 제어되고 최적화될

수 있는 모든 매개변수이다.

예시적인 실시양태에서, 본원에 설명된 방법은 적어도 약 5천만 개의 생존가능한 유전자 변형된 면역 세포를 생[0084]

산한다. 적합한 실시양태에서, 설명된 방법은 적어도 약 1억 개의 생존가능한 유전자 변형된 면역 세포, 또는

적어도 약 2억 개의 세포, 적어도 약 3억 개의 세포, 적어도 약 4억 개의 세포, 적어도 약 5억 개의 세포, 적어

도 약 6억 개의 세포, 적어도 약 7억 개의 세포, 적어도 약 8억 개의 세포, 적어도 약 10억 개의 세포, 적어도

약 11억 개의 세포, 적어도 약 12억 개의 세포, 적어도 약 13억 개의 세포, 적어도 약 14억 개의 세포, 적어도

약 15억 개의 세포, 적어도 약 16억 개의 세포, 적어도 약 17억 개의 세포, 적어도 약 18억 개의 세포, 적어도

약 19억 개의 세포, 적어도 약 20억 개의 세포, 적어도 약 21억 개, 적어도 약 22억 개, 적어도 약 23억 개, 적

어도 약 24억 개, 적어도 약 25억 개, 적어도 약 26억 개, 적어도 약 27억 개, 적어도 약 28억 개, 적어도 약

29억 개, 또는 적어도 약 30억 개의 유전자 변형된 면역 세포를 생산한다. 일부 측면에서, 상기 방법은 약 30억

개 초과의 유전자 변형된 면역 세포, 예를 들어, 100억 개 세포, 120억 개 세포 또는 150억 개 세포를 생산하는

데 사용될 수 있다. 적절하게는 그러나 제한 없이, 이들 유전자 변형된 면역 세포는 CAR T 세포이다.

본원에 설명된 바와 같이, 상기 방법에 의해 생산된 유전자 변형된 면역 세포 배양물은 적절하게는 키메라 항원[0085]

수용체 T(CAR T) 세포 배양물을 포함하는 T-세포 배양물이다. 이러한 실시양태에서, 이러한 CAR T-세포를 생산

하는 데 사용된 벡터는 키메라 항원 수용체를 암호화하는 벡터이다. 적절하게는, 상기 면역 세포 배양물은 말초

혈액 단핵 세포 및/또는 정제된 T 세포를 포함한다. 실시양태에서, 상기 면역 세포 배양물은 적어도 하나의 보

조 세포, 적절하게는 단핵구 또는 단핵구 유래 세포를 포함한다. 본원에 설명된 바와 같이, 실시양태에서, 상기

보조 세포는 CD28, CD40, CD2, CD40L 및/또는 ICOS를 포함한, T-세포 수용체에 대한 항원을 포함한다.

본원에 설명된 방법은 또한 유전자 변형 전에, 중에 또는 후에, 낮거나 높은 효능, 또는 낮거나 높은 독성 또는[0086]

부작용과 상관관계가 있는 것으로 밝혀진 세포 기반 치료의 분자 특성에 관한 정보를 제공할 수 있다. 따라서,

이 방법은 자동화된 공정 전에, 중에 또는 후에, 세포 기반 치료가 환자에게 투여되어야 하는지 또는 대신에 이

러한 세포 집단이 사용되는 경우에 문제의 가능성이 더 높은 지를 결정하는 데 사용될 수 있는 품질 관리 정보

를 제공할 것이다.
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추가 실시양태에서, 세포-기반 치료의 분자 특성에 관한 정보는 또한 제조된 세포-기반 치료가 환자에게 투여된[0087]

후에 결정될 수 있다. 예를 들어, 환자의 혈액이 채취될 수 있고 원하는 세포 유형(들)의 분자 특성이 결정될

수 있어서, 효능의 모니터링을 개선시키고, 임상 결과를 세포 특성 및 자동화된 세포 공학 공정과 연결시키는

방법에 대한 통찰력을 높일 수 있다.

추가 실시양태에서, 사전-변형된 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계; 사전-변형된 세포 배[0088]

양물의 하나 이상의 분자 특성을 변경하도록 자동화된 세포 공학 시스템의 하나 이상의 매개변수를 최적화하는

단계; 사전-변형된 세포 배양물을 활성화 시약을 사용하여 활성화하여, 활성화된 세포 배양물을 생산하는 단계;

활성화된 면역 세포 배양물을 벡터를 사용하여 형질도입하여, 형질도입된 세포 배양물을 생산하는 단계; 형질도

입된 세포 배양물을 확장하는 단계; 확장된 세포 배양물을 농축하는 단계; 및 농축된 세포 배양물을 수확하여

유전자 변형된 세포 배양물을 생산하는 단계를 포함하는, 세포 기반 치료의 세포 품질을 평가하고 최적화하는

방법이 본원에 제공된다.

본원에 설명된 바와 같이, 상기 방법은 활성화, 형질도입, 확장, 농축 또는 수확 단계 중 어느 하나 중에 또는[0089]

후에 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계; 및 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 변경

하도록 이들 단계 중 어느 하나의 하나 이상의 매개변수를 최적화하는 단계를 적절히 포함한다.

본원에 설명된 바와 같이, 상기 하나 이상의 분자 특성은 유전자 발현, 단백질 발현, mRNA 발현, 및 복제수 변[0090]

이를 적절히 포함한다.

예시적인 세포 배양물은 면역 세포 배양물, 예컨대 자연 살해 세포 배양물, 및 신경퇴행성 치료를 위한 세포 배[0091]

양물을 포함한다. 적합한 실시양태에서, 면역 세포 배양물은 키메라 항원 수용체 T(CAR T) 세포 배양물을 포함

한 T-세포 배양물이다. 그러한 실시양태에서, 상기 하나 이상의 분자 특성은 T-세포 활성화, 대사, 고갈 및 T-

세포 수용체 다양성을 포함한다.

도 5는 다양한 세포 치료를 생산하기 위해 본원에 설명된 방법을 포함한 자동화된 세포 공학 시스템의 세포에[0092]

접근하는 방법을 도시한다. 표시된 바와 같이, 다양한 공정(형질도입, 확장 등)이 실시되고 있는 카세트(402)가

주사기(502)에 부착될 수 있다. 이 주사기는 공정의 임의의 단계 중에(예를 들어, 활성화, 형질도입, 확장 및/

또는 수확 중 하나 중에 또는 후에) 세포의 샘플을 추출하는 데 사용될 수 있다. 그런 다음, 이 샘플은 본원에

설명된 다양한 분자 특성을 분석하는데 사용될 수 있다. 또한 도 5에는 더 큰 세포 샘플이 요구되거나 필요한

경우에 카세트에 연결될 수 있는 백(504)이 도시되어 있다.

다양한 최적화 방법이 본원에 설명되어 있고, 세포 배지의 유속 증가 또는 감소, 산소 농도 증가 또는 감소, 이[0093]

산화탄소 농도 증가 또는 감소, 포도당 수준 증가 또는 감소, 세포 팽창의 온도 증가 또는 감소, 세포 배지의

pH 증가 또는 감소, 세포 형질도입 절차 변형, 형질도입 절차에 사용하기 위한 벡터 변형, 및 세포 분리 절차

변형 중 하나 이상을 포함할 수 있다.

예를 들어, 세포 배양물의 분자 특성이, 상기 배양물이 원하는 세포 배양물 크기에 필요한 성장을 이루지 않을[0094]

것임을 입증하는 경우에, 세포 공학 시스템은 예를 들어, 산소첨가된 세포 배양 배지를 도입함에 의해, 세포 배

양 배지를 산소첨가된 세포 배양 배지로 교체함에 의해, 또는 세포 배양 배지를 산소첨가된 구성요소(즉, 실리

콘 배관)를 통해 흐르게 함에 의해 세포 배양물의 산소 수준을 자동으로 증가시킬 수 있다.

또 다른 예에서, 분자 특성이 세포 배양물이 너무 빠르게 성장하고 있음을 나타내는 경우에(예를 들어, 가능한[0095]

세포 과밀로 인해 바람직하지 않은 특성이 나타날 수 있음), 세포 공학 시스템은 꾸준한 성장률(또는 원하는 경

우 지수 성장률)을 유지하도록 세포 배양물의 온도를 자동으로 낮출 수 있다. 또 다른 실시양태에서, 분석된 분

자 특성에 기반하여, 세포 공학 시스템은 분자 특성에 기반하여 세포 공급(즉, 새로운 배지 및/또는 영양소를

세포 배양물에 제공) 일정을 자동으로 조정할 수 있다.

추가 실시양태에서, 키메라 항원 수용체 T(CAR T) 세포 배양물의 세포 품질을 평가하고 최적화하는 방법이 본원[0096]

에 제공된다. 상기 방법은 사전-변형된 T-세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계; 사전-변형된

T-세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 변경하도록 자동화된 세포 공학 시스템의 하나 이상의 매개변수를 최

적화하는 단계; 사전-변형된 T-세포 배양물을 활성화 시약을 사용하여 활성화하여, 활성화된 T-세포 배양물을

생산하는 단계; 활성화된 T-세포 배양물을 키메라 항원 수용체를 암호화하는 벡터를 사용하여 형질도입하여 CAR

T-세포 배양물을 생산하는 단계; CAR T-세포 배양물을 확장하는 단계; 확장된 CAR T-세포 배양물을 농축하는 단

계; 및 농축된 CAR T-세포 배양물을 수확하는 단계를 포함한다.

공개특허 10-2022-0097457

- 18 -



적절하게는, 상기 방법은 활성화, 형질도입, 확장, 농축 또는 수확 단계 중 어느 하나 중에 또는 후에 CAR T-세[0097]

포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계; 및 CAR T-세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 변경하

도록 이들 단계 중 어느 하나의 하나 이상의 매개변수를 최적화하는 단계를 포함한다.

본원에 설명된 바와 같이, 적절하게는 상기 하나 이상의 분자 특성은 T-세포 활성화, 대사, 고갈 및 T-세포 수[0098]

용체 다양성을 포함한다. 예시적인 실시양태에서, 상기 하나 이상의 분자 특성은 유전자 발현, 단백질 발현,

mRNA 발현, 및 복제수 변이를 포함한다.

CAR T 특성규명 패널에 대하여 본원에 설명된 바와 같이, 적절하게는 상기 방법은 약 700-800개의 유전자 발현[0099]

이 결정되는 경우를 포함하여 적어도 약 500개의 유전자 발현, 적절하게는 적어도 약 700개의 유전자 발현(약

750, 760, 770, 780, 790 또는 800개의 유전자 발현)의 결정을 포함한다.

본원에 설명된 바와 같이, 자동화된 공정의 최적화는 세포 배지의 유속 증가 또는 감소, 산소 농도 증가 또는[0100]

감소, 이산화탄소 농도 증가 또는 감소, 포도당 수준 증가 또는 감소, 세포 팽창의 온도 증가 또는 감소, 세포

배지의 pH 증가 또는 감소, 세포 형질도입 절차 변형, 형질도입 절차에 사용하기 위한 벡터 변형, 및 세포 분리

절차 변형 중 하나 이상을 적절히 포함한다.

본원에 설명된 방법은 적어도 약 1억 개의 생존가능한 CAR T-세포, 예컨대 적어도 약 20억 개의 생존가능한 CAR[0101]

T-세포를 생산하도록 적절하게 최적화된다.

본원에 설명된 바와 같은 예시적인 시작 T-세포 배양물은 말초 혈액 단핵 세포 및/또는 정제된 T-세포를 적절히[0102]

포함한다.

예시적인 실시양태에서, 상기 T-세포 배양물은 단핵구 또는 단핵구 유래 세포일 수 있는 적어도 하나의 보조 세[0103]

포를 포함한다.

적절하게는, 상기 보조 세포는 CD28, CD40, CD2, CD40L 및/또는 ICOS를 포함한 T-세포 수용체에 대한 항원을 포[0104]

함한다.

본원에 설명된 바와 같이, 실시양태에서, 활성화 시약은 항체 또는 수지상 세포를 포함한다. 적절하게는, 상기[0105]

항체는 표면 상에 고정된다. 이 표면은 비드의 표면을 포함한다. 적절하게는, 상기 항체는 항-CD3 항체 및 항-

CD28 항체 중 적어도 하나를 포함한 가용성 항체이다.

예시적인 실시양태에서, 형질도입은 바이러스 감염, 전기천공, 막 파괴, 또는 이들의 조합을 포함한다.[0106]

적합한 실시양태에서, 형질도입에 사용된 벡터는 렌티바이러스 벡터 또는 레트로바이러스이다.[0107]

CAR T 생산을 평가하고 최적화하는 예시적인 공정 흐름[0108]

건강한 기증자 및 환자의 백혈구 성분채집술이 자동화된 세포 공학 시스템에서 CAR-T-세포를 제조하는 데 사용[0109]

된다.

세포 치료 제조 전반에 걸친 여러 지점에서, 세포 샘플이 채취되고 CAR-T 세포 패널에 의해 특성규명된다.[0110]

모든 시험으로부터의 데이터를 분석하여, 감지 패널(잠재적 감지 패널 변경)을 지속적으로 개선시키고, 세포 특[0111]

성을 추가 제조 공정 최적화를 허용하는 수단으로 변환하는 방법을 이해하기 위한 지식을 생성한다.

의료 센터와의 협력을 통해,  임상 효능을 개선하고 치료 부작용을 줄이는 목표를 갖는 개선된 제조 공정과[0112]

함께, 임상 결과가 세포 특성과 어떻게 연결되는 지에 대한 통찰력을 얻도록 데이터베이스가 생성될 수 있다.

자동화된 제조 공정을 최적화하도록 변환되는 세포 특성과 조합된 개선된 CAR-T-세포 패널이, 제공될 수 있는[0113]

분석 패키지를 제공할 것이다.

다음 섹션에서는 CAR T 세포의 생산을 위한 자동화된 세포 공학 시스템에 사용된 방법에 대한 설명을 제공한다.[0114]

T 세포의 활성화. 일부 실시양태에서, 본원에 설명된 방법에 의해 생산된 면역 세포 배양물은 CAR T 세포 배양[0115]

물이다. CAR T 세포는 활성화된 T 세포 배양물을 형성하도록 활성화될 수 있다. 생체 내에서, 항원 제시 세포

(APC), 예컨대 수지상 세포는 T 세포 수용체(TCR)와 APC 주 히스톤 적합성 복합체(MHC)의 상호작용을 통해 T 세

포 활성화를 위한 자극제로 작용한다. TCR은 세포독성 T 세포(예를 들어, CD8+ 나이브 T 세포)와 T 헬퍼 세포

(예를 들어, CD4+ 나이브 T 세포) 둘 모두를 활성화하는 데 도움주는 T 세포 공동 수용체인 CD3과 연관된다. 일

반적으로, T 세포 활성화는 TCR/CD3 복합체와 공동-자극 수용체의 자극을 필요로 하는 2-신호 모델을 따른다. T
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세포의 활성화는 예를 들어, 문헌[Kochenderfer 2015; Kalos 2011]에 추가로 설명되어 있다.

공동-자극 신호가 없으면, 세포가 무감각해지고 무반응이 된다. 따라서, T 세포 공동-자극은 T 세포 증식, 분화[0116]

및 생존에 중요할 수 있다. T 세포에 대한 공동-자극 분자의 비제한적인 예는 APC 막 상의 CD80 및 CD86에 대한

수용체인 CD28; 및 ICOS-L과 상호작용하는 활성화된 T 세포 상에서 발현된 CD28 슈퍼패밀리 분자인 CD278 또는

ICOS(유도성 T-세포 공동자극제)를 포함한다. 따라서, 일부 실시양태에서, 공동-자극 분자는 CD28이다. 다른 실

시양태에서, 공동-자극 분자는 ICOS이다. 생체 내에서, 공동-자극 신호는 T 세포 상의 CD28 수용체에 결합하는

APC 상의 B7 분자에 의해 제공될 수 있다. B7은 T 세포 상의 CD28 또는 CD152 표면 단백질과 상호작용하여 공동

-자극  신호를  생성할  수  있는  활성화된  APC  상에서  발견된  말초  막횡단  단백질이다.  따라서,  일부

실시양태에서, 공동-자극 분자는 B7이다. 공동-자극 수용체는 예를 들어, 문헌[Lafferty 1975; Harding 1992;

Clavreul 2000; Charron 2015; Fathman 2007; Greenwald 2005]에 추가로 설명되어 있다. 공동-자극은 예를 들

어, 문헌[Carpenter 2000; Andris 2004]에 추가로 설명되어 있다. B7 분자는 예를 들어, 문헌[Fleischer 1996;

Schwartz 2003]에 추가로 설명되어 있다.

다양한 활성화 방법이 T-세포 활성화를 시뮬레이션하도록 시험관 내에서 사용된다. 실시양태에서, T-세포 배양[0117]

물은 활성화 시약을 사용하여 활성화된다. 추가 실시양태에서, 활성화 시약은 항원 제시 세포(APC)이다. 또 다

른 추가 실시양태에서, 활성화 시약은 수지상 세포이다. 수지상 세포는 항원을 처리하고 이것을 세포 표면 상에

서 T-세포에 제시하는 APC이다. 일부 실시양태에서, 활성화 시약은 T-세포 배양물과 함께 공동-배양된다. 공동-

배양은 제2 세포 유형의 별도의 정제 및 배양을 필요로 할 수 있으며, 이는 노동 요구량 및 가변성의 원인을 증

가시킬 수 있다. 따라서, 일부 실시양태에서, 대안적인 활성화 방법이 사용된다.

일부 실시양태에서, 활성화 시약은 항체이다. 일부 실시양태에서, 세포 배양물은 비드를 포함한 중합체 표면을[0118]

포함한 표면에 결합된 항체를 사용하여 활성화된다. 추가 실시양태에서, 하나 이상의 항체는 항-CD3 및/또는 항

-CD28 항체이다. 예를 들어, 비드는 항-CD3 및 항-CD28로 코팅된 예를 들어, DYNABEADS®와 같은 자기 비드일

수 있다. 항-CD3 및 항-CD28 비드는 T-세포 활성화를 지원하는 자극 신호를 적절히 제공할 수 있다. 예를 들어,

문헌[Riddell 1990; Trickett 2003]을 참고한다.

다른 실시양태에서, 세포 배양물은 가용성 항체를 사용하여 활성화된다. 추가 실시양태에서, 상기 가용성 항체[0119]

는  가용성  항-CD3  항체이다.  OKT3는  면역글로불린 IgG2a  이소타입의 쥐  단일클론 항체이며 CD3을  표적으로

한다.  따라서,  일부 실시양태에서,  가용성 항-CD3  항체는 OKT3이다.  OKT3은  예를 들어,  문헌[Dudley  2003;

Manger 1985; Ceuppens 1985; Van Wauwe 1980; Norman 1995]에 추가로 설명되어 있다.

일부 실시양태에서, T-세포 활성화를 위한 공동-자극 신호는 보조 세포에 의해 제공된다. 보조 세포는 예를 들[0120]

어, T-세포 상의 TCR/CD3 복합체와 CD3 항체의 가교를 가능하게 하는 Fc 수용체를 포함할 수 있다. 일부 실시양

태에서, 세포 배양물은 말초 혈액 단핵 세포(PBMC)의 혼합 집단이다. PBMC는 T-세포 활성화를 지원할 수 있는

보조 세포를 포함할 수 있다. 예를 들어, CD28 공동-자극 신호는 PBMC 내 단핵구 상에 존재하는 B7 분자에 의해

제공될 수 있다. 따라서, 일부 실시양태에서, 보조 세포는 단핵구 또는 단핵구 유래 세포(예를 들어, 수지상 세

포)를 포함한다. 추가 실시양태에서, 보조 세포는 B7, CD28, 및/또는 ICOS를 포함한다. 보조 세포는 예를 들어,

문헌[Wolf  1994;  Chai  1997;  Verwilghen  1991;  Schwartz  1990;  Ju  2003;  Baroja  1989;  Austyn  1987;  Tax

1983]에 추가로 설명되어 있다.

본원에  설명된  바와  같이,  활성화  시약은  생성된  CAR  T-세포의  표현형을  결정하여,  원하는  표현형의  촉진[0121]

(promotion)을 허용할 수 있다. 일부 실시양태에서, 활성화 시약은 T 세포 아집단(subset), 즉, CD4+ 헬퍼 T 세

포 및 CD8+ 세포독성 T 세포의 비를 결정한다. 세포독성 CD8+ T 세포는 전형적으로 암 세포(즉, 항종양 반응),

(예를 들어, 바이러스로) 감염되는 세포 또는 다른 방식으로 손상되는 세포를 죽이는 것을 담당한다. CD4+ T 세

포는 전형적으로 사이토카인을 생성하고 면역 반응을 조절하는 데 도움 되며, 일부 경우에는 세포 용해를 지원

할 수 있다. CD4+ 세포는 APC를 활성화한 다음, 항종양 반응을 위해 미경험(naive) CD8+ T 세포를 준비시킨다.

따라서, 실시양태에서, 본 개시내용의 방법은 미리 규정된 표현형의 CAR T 세포를 생성하는 단계(즉, 원하는 표

현형의 세포를 촉진하는 단계)를 추가로 포함한다. 미리 규정된 표현형은, 예를 들어 CD4+ 세포에 대한 CD8+ 세

포의 미리 규정된 비일 수 있다. 일부 실시양태에서, CAR T 세포 집단에서 CD4+ 세포에 대한 CD8+ 세포의 비는

약 1:1, 약 0.25:1, 또는 약 0.5:1이다. 다른 실시양태에서, CAR T 세포 집단에서 CD4+ 세포에 대한 CD8+ 세포

의 비는 약 2:1, 약 3:1, 약 4:1, 또는 약 5:1이다.

미리 규정된 표현형이 생성되는 방법은 하나 이상의 분자 특성, 즉 CD8 및 CD4의 수준을 결정하는 것을 적절히[0122]

포함하고, 이러한 세포를 선택하거나 이러한 세포의 생성을 촉진하기 위해 생산 매개변수를 수정함에 의해 최적
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화된다.

실시양태에서, 활성화 시약은 활성화 단계 후에 활성화된 T 세포 배양물로부터 제거된다. 활성화 시약, 예를 들[0123]

어, 항-CD3 항체 및/또는 항-CD28 항체가 세포 배양 배지에 존재할 수 있다. 따라서, 일부 실시양태에서, 활성

화 시약, 예를 들어, 항-CD3 항체 및/또는 항-CD28 항체를 함유하는 세포 배양 배지는 활성화 단계 후에 활성화

된 T 세포 배양물로부터 제거된다. 일부 실시양태에서, 활성화 시약의 제거는 가용성 항체의 제거를 포함한다.

예를 들어, 가용성 항체는 세포 배양 배지를 교환함에 의해 제거될 수 있다. 가용성 항체는 또한 가용성 항체에

대하여 특이적인 친화성 방법에 의해 제거될 수 있다. 다른 실시양태에서, 활성화 시약의 제거는 항체를 함유하

는 비드를 제거하는 것을 포함한다. 비드 제거는 예를 들어, 비드 필터링 또는 자석에 의한 제거를 포함할 수

있다.

활성화된 T-세포의 형질도입. 일부 실시양태에서, 유전자 변형된 면역 세포 배양물은, 키메라 항원 수용체를 암[0124]

호화하는 벡터를 사용하여 형질도입되어 형질도입된 T-세포 배양물을 생산하는 활성화된 T-세포 배양물이다. 일

부 실시양태에서, 형질도입은 바이러스 감염, 전위유전단위(transposon), mRNA 형질감염, 전기천공 또는 이들의

조합을 포함한다. 일부 실시양태에서, 형질도입은 전기천공을 포함한다. 따라서, 실시양태에서, 세포 공학 시스

템은 전기천공 시스템 또는 전기천공 유닛을 포함한다. 추가 실시양태에서, 형질도입은 바이러스 감염을 포함한

다. 벡터는 바이러스 벡터, 예를 들어, 렌티바이러스 벡터, 감마레트로바이러스 벡터, 아데노 관련 바이러스 벡

터, 또는 아데노바이러스 벡터일 수 있다. 실시양태에서, 형질도입은 바이러스 벡터를 세포 배양물의 활성화된

T 세포 내로 도입하는 것을 포함한다. 추가 실시양태에서, 벡터는 바이러스 입자로서 전달된다.

일부 실시양태에서, 형질도입 단계는 활성화된 T 세포를 렌티바이러스 벡터를 사용하여 형질도입하는 것을 포함[0125]

하며, 여기서 상기 렌티바이러스 벡터는 약 0.5 내지 약 50, 약 0.5 내지 약 30, 또는 약 0.5 내지 약 20의 감

염 다중도(MOI)로 도입된다. 일부 실시양태에서, 렌티바이러스 벡터는 약 0.5 내지 약 8의 MOI로 도입된다. 일

부 실시양태에서, 렌티바이러스 벡터는 약 0.5 내지 약 6의 MOI로 도입된다. 일부 실시양태에서, 렌티바이러스

벡터는 약 0.5 내지 약 4의 MOI로 도입된다. 일부 실시양태에서, 렌티바이러스 벡터는 약 0.5 내지 약 2의 MOI

로 도입된다. 일부 실시양태에서, 렌티바이러스 벡터는 약 0.6 내지 약 1.5의 MOI로 도입된다. 일부 실시양태에

서, 렌티바이러스 벡터는 약 0.7 내지 약 1.3의 MOI로 도입된다. 일부 실시양태에서, 렌티바이러스 벡터는 약

0.8 내지 약 1.1의 MOI로 도입된다. 일부 실시양태에서, 렌티바이러스 벡터는 약 0.5, 약 0.6, 약 0.7, 약 0.8,

약 0.9, 약 1, 약 1.1, 약 1.2, 약 1.3, 약 1.4, 약 1.5, 약 1.6, 약 1.7, 약 1.8, 약 1.9, 또는 약 2의 MOI로

도입된다.

일부 실시양태에서, 활성화 단계 후, T세포 배양물로부터 세포 배양 배지를 제거하고, 이어서 상기 배지를 벡터[0126]

(예를 들어, 렌티바이러스 벡터)와 혼합하고, 세포에 균일하게 분포시킨다. 일부 실시양태에서, 제거된 세포 배

양 배지를 사용하여 벡터를 희석하고, 활성화된 T-세포 배양물에 균일하게 전달한다. T 세포 배양물 내 벡터(예

를 들어, 렌티바이러스 벡터)의 균일한 분포 및 그에 따른 균질한 노출은 형질도입 효율을 개선시킨다. 일부 실

시양태에서, 세포 배양물의 부피는 활성화 후 그리고 벡터의 첨가 전에 감소된다. 부피 감소는 더 높은 정도의

세포-벡터 접촉을 가능하게 할 수 있다. 일부 실시양태에서, 활성화된 T 세포 배양물은 형질도입 중에 실질적으

로 방해받지 않는다. 일부 실시양태에서, 세포 배양물은 활성화 및 형질도입 단계 동안 실질적으로 방해받지 않

는데, 즉, 활성화 시약 또는 벡터가 세포에 제공되는 동안 세포는 일반적으로 챔버의 동일한 영역(예를 들어,

세포 배양 챔버의 바닥)에 남아 있다. 이것은 세포에 대한 활성화 시약 및/또는 벡터의 균일한 분포 및 균질한

노출을 촉진할 수 있고, 따라서 활성화 및/또는 형질도입 효율을 개선할 수 있다.

형질도입된 T-세포의 확장. 일부 실시양태에서, 형질도입된 T-세포 배양물(또는 다른 세포 치료 또는 면역 세포[0127]

배양물)은 미리 규정된 배양물 크기(즉, 세포의 수)로 확장된다. 미리 규정된 배양물 크기는 임상 사용, 즉 환

자로의 수혈, 연구 및 개발 작업 등에 적합한 충분한 수의 세포를 포함할 수 있다. 일부 실시양태에서, 환자에

게 투여하기 위한 CAR T 세포의 임상 또는 치료 용량은 약 10
5
 개 세포, 약 10

6
 개 세포, 약 10

7
 개 세포, 약

10
8
 개 세포, 약 10

9
 개 세포, 또는 약 10

10
 개 세포이다. 일부 실시양태에서, 상기 방법은 적어도 1, 적어도 2,

적어도 3, 적어도 4, 적어도 5, 적어도 10, 적어도 15, 적어도 20, 적어도 25, 적어도 30, 적어도 35, 적어도

40, 적어도 45, 적어도 50, 적어도 60, 적어도 70, 적어도 80, 적어도 90, 또는 적어도 100개의 임상 용량의

CAR T 세포를 생산한다. 일부 실시양태에서, 형질도입된 T 세포 배양물은 약 0.1 L 내지 약 5 L, 약 0.1 L 내지

약 2 L, 또는 약 0.2 L 내지 약 2 L의 총 부피로 확장된다. 일부 실시양태에서, 형질도입된 T 세포 배양물은 약

0.1 L, 약 0.2 L, 약 0.3 L, 약 0.4 L, 약 0.5 L, 약 0.6 L, 약 0.7 L, 약 0.8 L, 약 0.9 L 또는 약 1.0 L의

총 부피로 확장된다. 상기 부피는 또한 세포 생산 공정의 단계에 기반하여 필요에 따라 공정을 통해 변경될 수
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있다. 일부 실시양태에서, 미리 규정된 배양물 크기는 세포 공학 시스템 사용자에 의해 입력된다. 사용자는 미

리 규정된 배양물 크기를 생성하고자 하는 원하는 세포 수(예를 들어, 10
10
 개 CAR T 세포)로 입력할 수 있거나,

미리 규정된 배양물 크기는 생성될 원하는 수의 임상 또는 치료 용량(예를 들어, 10 임상 또는 치료 용량의 CAR

T 세포)으로 입력될 수 있다. 실시양태에서, 본원에 설명된 방법에 의해 생산된 CAR T 세포의 수는 적어도 약 1

억 개(즉, 1*10
6
 개) 세포, 또는 적어도 약 3억 개, 적어도 약 5억 개, 적어도 약 6억 개, 적어도 약 7억 개,

적어도 약 8억 개, 적어도 약 9억 개, 적어도 약 10억 개(즉, 1*10
9
 개), 적어도 약 11억 개, 적어도 약 12억

개, 적어도 약 13억 개, 적어도 약 14억 개, 적어도 약 15억 개, 적어도 약 16억 개, 적어도 약 17억 개, 적어

도 약 18억 개, 적어도 약 19억 개, 적어도 약 20억 개(즉, 2*10
9
), 예컨대 적어도 약 21억 개, 적어도 약 22억

개, 적어도 약 23억 개, 적어도 약 24억 개, 적어도 약 25억 개, 적어도 약 26억 개, 적어도 약 27억 개, 적어

도 약 28억 개, 적어도 약 29억 개, 또는 적어도 약 30억 개의 CAR T 세포이다.

일부 실시양태에서, 형질도입된 T 세포 배양물의 확장은 적어도 1 라운드의, 형질도입된 T 세포 배양물의 공급,[0128]

세척, 모니터링 및 선택을 포함한다. 세포 배양물 공급은 세포 배양물에 배지 및/또는 추가 영양소를 보충하는

것을 포함할 수 있다. 세포 배양물 세척은 소모된 배지(즉, 영양소가 고갈되고/거나 세포 폐기물을 함유하는 배

지)를 제거하고 세포 배양물을 새로운 배지로 보충하는 것을 포함할 수 있다. 세포 배양물 모니터링은 세포 배

양물의 온도,  pH,  포도당,  산소 수준, 이산화탄소 수준 및/또는 광학 밀도를 모니터링하는 것을 포함할 수

있다. 세포 배양물 선택은 예를 들어, 생존율, 유형 및/또는 형태와 같은 원하는 특성을 갖는 세포를 선택하고,

원하는 특성을 갖지 않는 세포를 제거하는 것을 포함할 수 있다. 일부 실시양태에서, 세포 공학 시스템은 미리

규정된 배양물 크기를 성취하도록 여러 라운드의, 형질도입된 T-세포 배양물의 공급, 세척, 모니터링 및/또는

선택을 수행하도록 구성된다. 일부 실시양태에서, 세포 공학 시스템은 미리 규정된 배양 크기를 성취하도록 적

어도 2, 적어도 3, 적어도 4, 적어도 5, 적어도 6, 적어도 7, 적어도 8, 적어도 9, 적어도 10, 적어도 15, 적어

도 20, 적어도 25, 적어도 30, 적어도 35, 적어도 40, 적어도 45, 적어도 50, 또는 적어도 100회 라운드의, 형

질도입된 T-세포 배양물의 공급, 세척, 모니터링, 및/또는 선택을 수행한다.

실시양태에서, 공급, 세척 및 모니터링 중 하나 이상이 제거될 수 있거나, 사건 순서는 원하는 세포 표현형 또[0129]

는 세포 수 등에 따라 변경될 수 있다.

실시양태에서, 모니터링은 온도 센서, pH 센서, 포도당 센서, 산소 센서, 이산화탄소 센서, 및 광학 밀도 센서[0130]

를 사용하여 모니터링하는 것을 포함한다.  따라서,  일부  실시양태에서,  세포 공학 시스템은 온도 센서,  pH

센서, 포도당 센서, 산소 센서, 이산화탄소 센서, 및 광학 밀도 센서 중 하나 이상을 포함한다. 추가 실시양태

에서, 세포 공학 시스템은 미리 규정된 배양물 크기에 기반하여 세포 배양물의 온도, pH, 포도당, 산소 수준,

이산화탄소 수준, 및/또는 광학 밀도를 조정하도록 구성된다. 예를 들어, 세포 공학 시스템이, 세포 배양물의

현재 산소 수준이 원하는 세포 배양물 크기에 필요한 성장을 성취하기에 너무 낮을 것임을 검출하는 경우에, 세

포 공학 시스템은 예를 들어, 산소첨가된 세포 배양 배지를 도입함에 의해, 세포 배양 배지를 산소첨가된 세포

배양 배지로 교체함에 의해, 또는 세포 배양 배지를 산소화 구성요소(즉, 실리콘 배관)를 통해 흐르게 함에 의

해 세포 배양물의 산소 수준을 자동으로 증가시킬 것이다. 또 다른 예에서, 세포 공학 시스템이 세포 배양물의

현재 온도가 너무 높음을 그리고 세포가 너무 신속하게 성장함을 검출하는 경우에(가능한 세포 과밀이 바람직하

지 않은 특성을 초래할 수 있음), 세포 공학 시스템은 꾸준한 성장률(또는 원하는 경우 지수 성장률)을 유지하

도록 세포 배양물의 온도를 자동으로 낮출 수 있다. 또 다른 추가 실시양태에서, 세포 공학 시스템은 세포 성장

률 및/또는 세포 수, 또는 다른 모니터링 인자, 예컨대 pH, 산소, 포도당 등에 기반하여 세포 공급(즉, 새로운

배지 및/또는 영양소를 세포 배양물에 제공) 일정을 자동으로 조정한다. 세포 공학 시스템은 저온 챔버(예를 들

어, 4℃ 또는 -20℃)에 배지(및 세척액 등과 같은 기타 시약)를 저장하고, 가온된 배지를 세포 배양물로 도입하

기 전에 실온 챔버 또는 고온 챔버(예를 들어, 각각 25℃ 또는 37℃)에서 배지를 가온하도록 구성될 수 있다.

실시양태에서, 세척은 여과 또는 침강에 의한 세포 세척을 포함한다. 실시양태에서, 선택은 세포 배양물을 하나[0131]

이상의 선택 시약과 혼합하는 것을 포함한다. 선택 시약은 원하는 세포 유형에 대하여 특이적인 비드, 예를 들

어, 자기 비드일 수 있으며, 그 후 비드에 결합된 세포는 예를 들어, 자기 챔버를 통과함으로써 비결합 세포로

부터 분리된다. 예를 들어, 선택 비드는 원하는 세포 유형에 대하여 특이적인 항체, 예를 들어, 항-CD8 항체 또

는 항-CD4 항체를 포함한다. 크기에 기반하여 특정 세포 유형을 제거하거나 선택하도록 여과에 의해 선택이 또

한 수행될 수 있다. 플라스틱 접착에 의한 세포 선택(즉, 세포가 한 챔버에서 시작될 수 있고, 원하지 않는 세

포가 표면에 달라붙은 다음, 여전히 현탁액에 있는 원하는 세포가 또 다른 챔버로 이동됨)이 또한 사용될 수 있
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다.

확장된 배양물의 농축. 일부 실시양태에서, 확장된 T 세포 배양물(또는 다른 면역 세포 배양물을 포함하는 다른[0132]

세포 치료)은 미리 규정된 농도로 농축된다. 미리 규정된 농도는 환자에게 적절히 주입될 수 있는 부피이다. 예

를 들어, 확장된 T 세포 배양물은 약 1 ml, 약 2 ml, 약 5 ml, 약 10 ml, 약 15 ml, 약 20 ml, 약 25 ml, 약

30 ml, 약 35 ml, 약 40 ml, 약 45 ml, 약 50 ml, 약 55 ml, 약 60 ml, 약 65 ml, 약 70 ml, 약 75 ml, 약 80

ml, 약 85 ml, 약 90 ml, 약 95 ml, 또는 약 100 ml로 농축될 수 있다. 일부 실시양태에서, 농축은 원심분리에

의해 수행된다. 일부 실시양태에서, 농축은 여과에 의해 수행된다. 일부 실시양태에서, 여과는 한외여과 및/또

는 정용여과이다. 일부 실시양태에서, 미리 규정된 농도는 세포 공학 시스템의 사용자에 의해 입력된다. 다른

실시양태에서, 미리 규정된 농도는 사용자에 의해 입력된 상이한 매개변수, 예를 들어, 생성될 임상 또는 치료

용량의 수 또는 부피; 또는 생산될 세포의 수에 기반하여 세포 공학 시스템에 의해 결정된다. 일부 실시양태에

서, 세포 공학 시스템은 입력된 매개변수에 기반하여 생성된 임상 또는 치료 용량의 부피 또는 수를 자동으로

조정한다. 일부 실시양태에서, 세포 공학 시스템은 미리 규정된 농도에 기반하여 원심분리(예를 들어, 원심분리

의 속도, 기간) 또는 여과(예를 들어, 필터 크기, 부피, 기간)의 매개변수를 자동으로 조정한다.

챔버의 포트 위치 및 설계에 기반한 침강이 또한 사용될 수 있다. 즉, 세포를 제거하지 않고 챔버 내 유체 부피[0133]

를 약 0.5 mL로 줄일 수 있다.

CAR T 세포 배양물 수확. 일부 실시양태에서, 농축된 T-세포 배양물(또는 다른 면역 세포 배양물을 포함한 다른[0134]

세포 치료)을 수확하여 적합하게는 키메라 항원 수용체(CAR) T 세포 배양물을 생산한다. 일부 실시양태에서, 수

확은 CAR T 세포의 교반, 유체 흐름, 및 세척을 포함한다. 일부 실시양태에서, 수확은 예를 들어, 세포 폐기물,

비드(예를 들어, 항체 함유 비드 및/또는 세포 분리에 사용된 비드)와 같은 선택 시약, 또는 과량의 바이러스

벡터를 포함하는 원하지 않는 생성물로부터 세포의 분리를 포함한다. 일부 실시양태에서, 수확은 CAR T 세포를

하나 이상의 플라스크, 바이알 또는 용기 내로 균일하게 분포시키는 것을 포함한다. 일부 실시양태에서, 수확은

제형화 시약, 예를 들어, 장기 저장을 위해 CAR T 세포를 안정시키는 용액에 CAR T 세포를 재현탁시키는 것을

포함한다. 일부 실시양태에서, 수확은 CAR T 세포의 냉동보존을 포함한다.

추가 하류 공정. 일부 실시양태에서, CAR T 세포(또는 다른 면역 세포를 포함한 다른 세포 치료)는 환자에서 치[0135]

료적으로 사용하기 전에 추가 하류 처리를 겪는다. 예를 들어, CAR T 세포는 멸균 여과에 의해 여과되어 잠재적

인 바이러스 입자 잔류물이 제거될 수 있다. 멸균 여과 후, CAR T 세포는 하나 이상의 바이알, 플라스크, 용기

또는 컨테이너에 포장되기 전에 하나 이상의 농축 단계를 거칠 수 있다. 포장된 CAR T 세포는 본원에 설명된 바

와 같이 품질 평가 및/또는 품질 관리 시험을 받을 수 있다. 일부 실시양태에서, CAR T 세포는 환자에게 투여하

기 전에 최소의 하류 처리를 거친다. 예를 들어, 일부 실시양태에서, 수확된 CAR T 세포는 동결보존되지 않고,

수확 후 짧은 기간 내에 환자에게 전달된다. 냉동보존 단계를 회피하면 세포의 생존력을 증가시킬 수 있다.

추가의 예시적인 실시양태[0136]

실시양태 1은, 사전-변형된 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계; 자동화된 세포 공학 시스템[0137]

을 통해 세포 배양물을 유전자 변형시키는 단계; 상기 유전자 변형 중에 그리고 후에 변형된 세포 배양물의 하

나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계; 및 변형된 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 변경하도록 자동화된

세포 공학 시스템의 하나 이상의 매개변수를 최적화하는 단계를 포함하는, 세포 기반 치료의 세포 품질을 평가

하고 최적화하는 방법이다.

실시양태 2는, 상기 하나 이상의 분자 특성이 유전자 발현, 단백질 발현, mRNA 발현, 및 복제수 변이로 구성되[0138]

는 군으로부터 선택되는 실시양태 1의 방법을 포함한다.

실시양태 3은, 상기 세포 배양물이 면역 세포 배양물, 자연 살해 세포 배양물, 및 신경퇴행성 치료용 세포 배양[0139]

물인 실시양태 1 또는 실시양태 2의 방법이다.

실시양태 4는, 상기 면역 세포 배양물이 T-세포 배양물인 실시양태 3의 방법을 포함한다.[0140]

실시양태 5는, T-세포 배양물이 키메라 항원 수용체 T(CAR T) 세포 배양물인 실시양태 4의 방법을 포함한다.[0141]

실시양태 6은, 상기 하나 이상의 분자 특성이 T-세포 활성화, 대사, 고갈 및 T-세포 수용체 다양성을 포함하는[0142]

실시양태 5의 방법을 포함한다.

실시양태 7은, (d)에서의 상기 최적화 단계가 유전자 변형 단계 전에, 중에 및/또는 후에 일어나는 실시양태 1[0143]
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내지 6 중 어느 하나의 방법을 포함한다.

실시양태 8은, 상기 최적화 단계가 세포 배지의 유속 증가 또는 감소, 산소 농도 증가 또는 감소, 이산화탄소[0144]

농도 증가 또는 감소, 포도당 수준 증가 또는 감소, 세포 확장의 온도 증가 또는 감소, 세포 배지의 pH 증가 또

는 감소, 세포 형질도입 절차 변형, 형질도입 절차에 사용하기 위한 벡터 변형, 및 세포 분리 절차 변형 중 하

나 이상을 포함하는 실시양태 1 내지 7 중 어느 하나의 방법을 포함한다.

실시양태 9는, 사전-변형된 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계; 사전-변형된 세포 배양물의[0145]

하나 이상의 분자 특성을 변경하도록 자동화된 세포 공학 시스템의 하나 이상의 매개변수를 최적화하는 단계;

사전-변형된 세포 배양물을 활성화 시약을 사용하여 활성화하여, 활성화된 세포 배양물을 생산하는 단계; 활성

화된 면역 세포 배양물을 벡터를 사용하여 형질도입하여, 형질도입된 세포 배양물을 생산하는 단계; 형질도입된

세포 배양물을 확장하는 단계; (e)의 확장된 세포 배양물을 농축하는 단계; (f)의 농축된 세포 배양물을 수확하

여 유전자 변형된 세포 배양물을 생산하는 단계; 단계 (c)-(g) 중 어느 하나 중에 또는 후에 세포 배양물의 하

나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계; 및 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 변경하도록 단계 (c)-(g) 중

어느 하나의 하나 이상의 매개변수를 최적화하는 단계를 포함하는, 세포 기반 치료의 세포 품질을 평가하고 최

적화하는 방법이다.

실시양태 10은, 상기 하나 이상의 분자 특성이 유전자 발현, 단백질 발현, mRNA 발현, 및 복제수 변이로 구성되[0146]

는 군으로부터 선택되는 실시양태 9의 방법을 포함한다.

실시양태 11은, 상기 세포 배양물이 면역 세포 배양물, 자연 살해 세포 배양물, 및 신경퇴행성 치료용 세포 배[0147]

양물인 실시양태 9 또는 실시양태 10의 방법을 포함한다.

실시양태 12는, 상기 면역 세포 배양물이 T-세포 배양물인 실시양태 11의 방법을 포함한다.[0148]

실시양태 13은, T-세포 배양물이 키메라 항원 수용체 T(CAR T) 세포 배양물인 실시양태 12의 방법을 포함한다.[0149]

실시양태 14는, 상기 하나 이상의 분자 특성이 T-세포 활성화, 대사, 고갈 및 T-세포 수용체 다양성을 포함하는[0150]

실시양태 13의 방법을 포함한다.

실시양태 15는, 상기 최적화 단계가 세포 배지의 유속 증가 또는 감소, 산소 농도 증가 또는 감소, 이산화탄소[0151]

농도 증가 또는 감소, 포도당 수준 증가 또는 감소, 세포 확장의 온도 증가 또는 감소, 세포 배지의 pH 증가 또

는 감소, 세포 형질도입 절차 변형, 형질도입 절차에 사용하기 위한 벡터 변형, 및 세포 분리 절차 변형 중 하

나 이상을 포함하는 실시양태 9 내지 14 중 어느 하나의 방법을 포함한다. 

실시양태 16은, 사전-변형된 T-세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계; 사전-변형된 T-세포 배[0152]

양물의 하나 이상의 분자 특성을 변경하도록 자동화된 세포 공학 시스템의 하나 이상의 매개변수를 최적화하는

단계; 사전-변형된 T-세포 배양물을 활성화 시약을 사용하여 활성화하여, 활성화된 T-세포 배양물을 생산하는

단계; 활성화된 T-세포 배양물을 키메라 항원 수용체를 암호화하는 벡터를 사용하여 형질도입하여 CAR T-세포

배양물을 생산하는 단계; CAR T-세포 배양물을 확장하는 단계; (e)의 확장된 CAR T-세포 배양물을 농축하는 단

계; (f)의 농축된 CAR-T-세포 배양물을 수확하는 단계; 단계 (c)-(g) 중 어느 하나 중에 또는 후에 CAR T-세포

배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계; 및 CAR T-세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 변경하도

록 단계 (c)-(g)  중 어느 하나의 하나 이상의 매개변수를 최적화하는 단계를 포함하는, 키메라 항원 수용체

T(CAR T) 세포 배양물의 세포 품질을 평가하고 최적화하는 방법이다.

실시양태 17은, 상기 방법이 적어도 약 1억 개의 생존가능한 CAR T-세포를 생산하는 실시양태 16의 방법을 포함[0153]

한다.

실시양태 18은, 상기 방법이 적어도 약 20억 개의 생존가능한 CAR T-세포를 생산하는 실시양태 16의 방법을 포[0154]

함한다.

실시양태 19는, 상기 T-세포 배양물이 말초 혈액 단핵 세포 및/또는 정제된 T-세포를 포함하는 실시양태 16 내[0155]

지 19의 방법을 포함한다.

실시양태 20은, 상기 T-세포 배양물이 적어도 하나의 보조 세포를 포함하는 실시양태 16 내지 19 중 어느 하나[0156]

의 방법을 포함한다.

실시양태 21은, 상기 보조 세포가 단핵구 또는 단핵구 유래 세포를 포함하는 실시양태 20의 방법을 포함한다.[0157]
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실시양태 22는, 상기 보조 세포가 CD28, CD40, CD2, CD40L 및또는 ICOS를 포함한, T-세포 수용체에 대한 항원을[0158]

포함하는 실시양태 20의 방법을 포함한다.

실시양태 23은, 상기 활성화 시약이 항체 또는 수지상 세포를 포함하는 실시양태 16 내지 22 중 어느 하나의 방[0159]

법을 포함한다.

실시양태 24는, 상기 항체가 표면 상에 고정되는 실시양태 23의 방법을 포함한다.[0160]

실시양태 25는, 상기 표면이 비드의 표면인 실시양태 24의 방법을 포함한다.[0161]

실시양태 26은, 상기 항체가 가용성 항체인 실시양태 23의 방법을 포함한다.[0162]

실시양태 27은, 상기 항체가 항-CD3 항체 및 항-CD28 항체 중 적어도 하나를 포함하는 실시양태 23의 방법을 포[0163]

함한다.

실시양태 28은, 상기 형질도입이 바이러스 감염, 전기천공, 막 파괴, 또는 이들의 조합을 포함하는 실시양태 16[0164]

내지 27 중 어느 하나의 방법을 포함한다.

실시양태 29는, 상기 벡터가 렌티바이러스 또는 레트로바이러스인 실시양태 16 내지 28 중 어느 하나의 방법을[0165]

포함한다.

실시양태 30은, 상기 하나 이상의 분자 특성이 T-세포 활성화, 대사, 고갈 및 T-세포 수용체 다양성을 포함하는[0166]

실시양태 16 내지 29 중 어느 하나의 방법을 포함한다.

실시양태 31은, 상기 하나 이상의 분자 특성이 유전자 발현, 단백질 발현, mRNA 발현, 및 복제수 변이로 구성되[0167]

는 군으로부터 선택되는 실시양태 16 내지 30 중 어느 하나의 방법을 포함한다.

실시양태 32는, 적어도 약 500개의 유전자 발현이 결정되는 실시양태 31의 방법을 포함한다.[0168]

실시양태 33은, 적어도 약 700개의 유전자 발현이 결정되는 실시양태 31의 방법을 포함한다.[0169]

실시양태 34는, 약 780개의 유전자 발현이 결정되는 실시양태 31의 방법을 포함한다.[0170]

실시양태 35는, 상기 최적화 단계가 세포 배지의 유속 증가 또는 감소, 산소 농도 증가 또는 감소, 이산화탄소[0171]

농도 증가 또는 감소, 포도당 수준 증가 또는 감소, 세포 확장의 온도 증가 또는 감소, 세포 배지의 pH 증가 또

는 감소, 세포 형질도입 절차 변형, 형질도입 절차에 사용하기 위한 벡터 변형, 및 세포 분리 절차 변형 중 하

나 이상을 포함하는 실시양태 16 내지 34 중 어느 하나의 방법을 포함한다.

실시양태 36은, 사전-변형된 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계; 자동화된 세포 공학 시스[0172]

템을 통해 세포 배양물을 유전자 변형시키는 단계; 상기 유전자 변형 중에 그리고 후에 변형된 세포 배양물의

하나 이상의 분자 특성을 결정하는 단계; 및 변형된 세포 배양물의 하나 이상의 분자 특성을 변경하도록 자동화

된 세포 공학 시스템의 하나 이상의 매개변수를 최적화하는 단계를 포함하는, 세포 배양물의 세포 품질을 평가

하고 최적화하는 방법이다.

인용된 참고문헌[0173]
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[0181]

[0182]

본원에 설명된 방법 및 적용에 대한 다른 적절한 변형 및 개조가 임의의 실시양태의 범위를 벗어나지 않고 행해[0183]

질 수 있음이 관련 기술에서의 통상의 기술자에게 용이하게 명백해질 것이다.

특정 실시양태가 본원에 예시되고 설명되었지만, 청구범위는 설명되고 도시된 부분의 특정한 형태 또는 배열로[0184]

제한되지 않아야 함이 이해될 것이다. 본 명세서에는 예시적인 실시양태가 개시되었고, 특정한 용어가 사용되었

지만 이들은 단지 일반적이고 설명적인 의미로 사용되며 제한을 위한 것은 아니다. 상기 교시에 비추어 실시양

태의 변형 및 변경이 가능하다. 따라서 실시양태는 구체적으로 설명된 것과는 다르게 실시될 수 있음이 이해될

것이다.

본 명세서에 언급된 모든 간행물, 특허 및 특허 출원은 각각의 개별 간행물, 특허 또는 특허 출원이 참고로 포[0185]

함되는 것으로 구체적이고 개별적으로 표시된 것처럼 동일한 정도로 본원에 참고로 편입된다.
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도면

도면1
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도면2
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도면3

공개특허 10-2022-0097457

- 35 -



도면4

공개특허 10-2022-0097457

- 36 -



도면5
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