ES 2805674 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

5 é ESPANA
@NUmero de publicacion: 2 805 674
GDint. Ci.;
C12M 3/00 (2006.01)
C12N 7/00 (2006.01)

C12N 15/86 (2006.01)
C12N 5/0783 (2010.01)
C12N 15/87 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 04.11.2015  PCT/US2015/059030
Fecha y numero de publicacion internacional: 12.05.2016 WO016073602

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  04.11.2015 E 15802231 (9)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 27.05.2020  EP 3215601

Tl’tulo: Métodos para la transduccidn y el procesamiento de células

Prioridad: @ Titular/es:
05.11.2014 US 201462075801 P JUNO THERAPEUTICS, INC. (100.0%)
05.03.2015 US 201562129023 P 400 Dexter Avenue North, Suite 1200
Seattle, WA 98109, US
Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la @ Inventor/es:
traduccion de la patente: .
1502 2021 CRISMAN, RYAN, L.;
RAMSBORG, CHRIS y
WOOD, TRAVIS
Agente/Representante:
IZQUIERDO BLANCO, Maria Alicia

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2805674 T3

DESCRIPCION
Métodos para la transduccién y el procesamiento de células

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud provisional de Estados Unidos N° 62/075.801 presentada
el 5 de noviembre de 2014, titulada "Methods for Transduction and Cell Processing”, y la solicitud provisional de
Estados Unidos N° 62/129.023 presentada el 5 de marzo de 2015, titulada "Methods for Transduction and Cell
Processing”.

Campo

La presente divulgacion se refiere al procesamiento de células para uso terapéutico, como para terapia
celular adoptiva. Los métodos proporcionados incluyen generalmente métodos de transduccién, en los que las
células y las particulas de vectores virales se incuban en condiciones que dan como resultado la transduccion de las
células con un vector viral. La incubacion puede llevarse a cabo en una cavidad interna de una camara de centrifuga
generalmente rigida, como una camara cilindrica hecha de plastico duro. Los métodos incluyen otros pasos de
procesamiento, incluyendo los que se llevan a cabo en dicha camara, incluyendo lavado, seleccién, aislamiento,
cultivo y formulacién. En particular, la divulgacién se refiere a un método que proporciona ventajas sobre los
métodos de procesamiento disponibles, como los métodos disponibles para el procesamiento a gran escala. Tales
ventajas incluyen, por ejemplo, costo reducido, racionalizacion, eficacia aumentada, seguridad aumentada, y
reproducibilidad aumentada entre diferentes sujetos y condiciones.

Antecedentes

Hay disponibles ciertos métodos para el procesamiento celular, incluyendo métodos a gran escala y
métodos para su uso en la preparacion de células para terapia celular adoptiva. Por ejemplo, hay disponibles
métodos para la transferencia de vectores virales, por ejemplo, transduccién, seleccion, aislamiento, estimulacion,
cultivo, lavado y formulacion. Los métodos disponibles no han sido del todo satisfactorios. Se necesitan métodos
mejorados, por ejemplo, para el procesamiento a gran escala, por ejemplo, transduccién, de células para terapia
celular adoptiva. Por ejemplo, se necesitan métodos para mejorar la eficiencia y la reproducibilidad, y para reducir el
tiempo, el costo, el manejo, la complejidad y/u otros parametros asociados con dicha produccion. Entre los casos
proporcionados se encuentran métodos, sistemas y kits que abordan tales necesidades.

La EP2594632A1 describe un método y dispositivo para la modificacion celular.
La EP0995802A2 describe un método para la administracién de acidos nucleicos a células in vitro o ex vivo.

Naoki Nishimura et al., Human Gene Therapy, vol. 12, N® 4, pag. 333-346, describe la manipulacién
centrifuga de la transduccién de 12 genes de interleucina mediada por adenovirus en células dendriticas derivas de
monocitos humanas.

Bahnson Alfred B et al., Journal of Virological methods, vol. 54, N® 2-3, pag. 131-143 describe la mejora
centrifuga de la transferencia génica mediada por retrovirales.

La US5911983A describe terapia génica para la enfermedad de Gaucher usando vectores retrovirales.
Sumario

La invencion proporciona un método de transduccion, que comprende incubar, en una cavidad interna de
una camara de centrifuga, una composicién de entrada que comprende células y particulas virales que contienen un
vector viral recombinante, en donde: la camara de centrifuga comprende: una pared final, una pared lateral
sustancialmente rigida que se extiende desde dicha pared final, y por lo menos una abertura, en donde por lo menos
una parte de dicha pared lateral rodea dicha cavidad interna y dicha por lo menos una abertura es capaz de permitir
la entrada de liquido en dicha cavidad interna y la extraccién de liquido desde dicha cavidad; y un miembro movil
capaz de moverse dentro de la cdmara para variar el volumen interno de la cavidad interna, por lo que la cavidad
interna es una cavidad de volumen variable definida por dicha pared final, dicha pared lateral sustancialmente rigida,
y dicho miembro movil; la cdmara de centrifuga es rotatoria alrededor de un eje de rotacion y rota alrededor de dicho
eje de rotacién durante por lo menos una parte de la incubacién; y el método genera una composicion de salida que
comprende una pluralidad de las células transducidas con el vector viral. Las realizaciones de la invencion se
describen en algunos de los casos siguientes. La siguiente divulgacion proporciona métodos para el procesamiento
celular como transferencia de vectores virales y/o seleccion de células basada en inmunoafinidad. En algunos casos,
las células son para uso en terapia celular, tales células primarias preparadas para transferencia autéloga o
alogénica, por ejemplo, en terapia celular adoptiva. Los métodos pueden incluir pasos adicionales de procesamiento
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celular como lavado celular, aislamiento, separacion.

En algunos casos, los métodos se llevan a cabo incubando, en un recipiente, como una cavidad interna de
una camara de centrifuga, una composicion (considerada una composiciéon de entrada), que contiene células y
particulas de vectores virales, las particulas virales que conteniendo un vector viral recombinante, generando de este
modo una composicion de salida que contiene una pluralidad de células transducidas con el vector viral. La camara
de centrifuga tipicamente es rotatoria alrededor de un eje de rotacién. El eje de rotacién en algunos casos es
vertical. La camara incluye tipicamente una pared final, una pared lateral que se extiende desde la pared final, como
una pared lateral sustancialmente rigida, y por lo menos una abertura, como una entrada/salida o una entrada y una
salida. Por lo menos una parte de la pared lateral rodea generalmente la cavidad interna. La por lo menos una
abertura (por ejemplo, la entrada/salida o la entrada y la salida) es capaz de permitir la entrada de liquido en la
cavidad interna y la extraccion de liquido desde la cavidad. La por lo menos una abertura en algunos casos es
coaxial con la camara y en algunos casos estd en una pared final de la camara. La pared lateral puede ser
curvilinea, por ejemplo, cilindrica o generalmente cilindrica.

En algunos casos, los métodos incluyen incubar, en una cavidad interna de una cadmara de centrifuga, una
composicion de entrada que contiene células y particulas virales que contienen un vector viral recombinante, en
donde dicha camara de centrifuga es rotatoria alrededor de un eje de rotacion e incluye una pared final, una pared
lateral sustancialmente rigida que se extiende desde dicha pared final, y por lo menos una abertura, por lo menos
una parte de dicha pared lateral que rodea dicha cavidad interna y dicha por lo menos una abertura es capaz de
permitir la entrada de liquido en dicha cavidad interna y la extraccién de liquido desde dicha cavidad, en donde la
camara de centrifuga rota alrededor de dicho eje de rotacién durante por lo menos una parte de la incubacién y el
método genera una composicion de salida que contiene una pluralidad de células transducidas con el vector viral.

En algunos casos, la camara de centrifuga incluye ademas un miembro mévil, como un pistén. En tales
casos, la cavidad interna es generalmente una de volumen variable, por ejemplo, una cavidad de volumen variable
definida por la pared final, la pared lateral y el miembro movil, por ejemplo, el piston, de tal manera que el miembro
movil es capaz de moverse dentro de la camara (como axialmente dentro de la camara) para variar el volumen
interno de la cavidad. En algunos casos, el liquido se mueve dentro y fuera de la cadmara alternativamente por medio
de una bomba, jeringuilla y/o motor, u otro dispositivo para la entrada y la extracciéon de liquido o gas, que, por
ejemplo, extrae liquido de la cavidad y/o empuja liquido dentro, mientras que el propio volumen de la cavidad
permanece constante.

En algunos casos, los métodos incluyen incubar, en una cavidad interna de una cadmara de centrifuga, una
composicion de entrada que contiene células y una particula viral que contiene un vector viral recombinante, dicha
camara de centrifuga siendo rotatoria alrededor de un eje de rotacién y comprendiendo una pared final, una pared
lateral sustancialmente rigida que se extiende desde dicha pared final, y por lo menos una abertura, en donde por lo
menos una parte de dicha pared lateral rodea dicha cavidad interna y dicha por lo menos una abertura es capaz de
permitir la entrada de liquido en dicha cavidad interna y la extraccién de liquido desde dicha cavidad, en donde la
camara de centrifuga esta rotando alrededor del eje de rotacion durante por lo menos una parte de la incubacién, el
volumen de liquido total de dicha composicion de entrada presente en dicha cavidad durante la rotacion de dicha
camara de centrifuga no es mas de aproximadamente 5 ml por pulgada cuadrada del area superficial interna de la
cavidad y el método genera una composicion de salida que comprende una pluralidad de células transducidas con el
vector viral.

La camara puede comprender dos paredes finales. En algunos de tales casos, una pared final junto con
otras caracteristicas define la cavidad interna, mientras que la otra esta fuera de la cavidad. En algunos casos, la
cavidad esta unida por ambas paredes finales.

La por lo menos una abertura puede comprender: una entrada y una salida, respectivamente capaces de
permitir dicha entrada y extraccion, o una sola entrada/salida, capaz de permitir dicha entrada y dicha extraccion.

Tipicamente, la incubacion se lleva a cabo por lo menos en parte bajo rotacion de la camara, como bajo
fuerza centrifuga o aceleracién. Por tanto, los métodos en algunos casos incluyen ademas efectuar la rotacion de la
camara de centrifuga, como alrededor de su eje de rotacién, durante por lo menos una parte de la incubacion.

En algunos de tales casos, dicha rotacién incluye rotacién a una fuerza centrifuga relativa (RCF) en una
superficie interna de la pared lateral de la cavidad y/o en una capa superficial de las células de méas de
aproximadamente 200 g, de mas de aproximadamente 300 g, o de mas de aproximadamente 500 g. En algunos de
tales casos, dicha rotacion incluye la rotacion a una fuerza centrifuga relativa en una superficie interna de la pared
lateral de la cavidad y/o en una capa superficial de las células que es: a o aproximadamente 1000 g, 1500 g, 2000 g,
2100 g, 2200 g, 2500 g o0 3000 g; o por lo menos aproximadamente 1000 g, 1500 g, 2000 g, 2100 g, 2200 g, 2500 g,
o 3000 g. En algunos de tales casos, dicha rotacion incluye rotacién a una fuerza centrifuga relativa en una
superficie interna de la pared lateral de la cavidad y/o en una capa superficial de las células que es: entre o entre
aproximadamente 1000 y 3600, 1000 y 3200, 1000 y 2800, 1000 y 2000, 1000 y 1600, 1600 y 3600, 1600 y 3200,

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2805674 T3

1600 y 2800, 1600 y 2000, 2000 y 3600, 2000 y 3200, 2000 y 2800, 2800 y 3600, 2800 y 3200, 3200 y 3600, cada
uno incluido; o por o menos a o aproximadamente 2000 g, 2100, 2200 g, 2400 g, 2600 g, 2800 g, 3000 g, 3200 g o
3600 g; a o aproximadamente 2000 g, 2100 g, 2200 g, 2400 g, 2600 g, 2800 g, 3000 g, 3200 g o 3600 g.

En algunos de tales casos, la por lo menos una parte de la incubacién durante la cual la camara rota es
durante un tiempo que es: de mas de o aproximadamente 5 minutos, como de mas de o aproximadamente 10
minutos, de mas de o aproximadamente 15 minutos, de mas de o aproximadamente 20 minutos, de mas de o
aproximadamente 30 minutos, de mas de o aproximadamente 45 minutos, de mas de o aproximadamente 60
minutos, de méas de o aproximadamente 90 minutos o de méas de o aproximadamente 120 minutos; o entre o entre
aproximadamente 5 minutos y 60 minutos, 10 minutos y 60 minutos, 15 minutos y 60 minutos, 15 minutos y 45
minutos, 30 minutos y 60 minutos o 45 minutos y 60 minutos, cada uno incluido.

En algunos casos, la composicion de entrada (o el nimero de células) en la cavidad durante la incubacion,
por ejemplo, en cualquier momento o durante toda la incubacion, y/o procesada por los métodos, incluye en o
aproximadamente o por lo menos aproximadamente 1 x 106, 5 x 106, 1 x 107, 5 x 107, 1 x 108 0 5 x 108 de las células.

En algunos de tales casos, dicha composicion de entrada en la cavidad contiene por lo menos o
aproximadamente 1 x 107 de dichas células, por lo menos o aproximadamente 2 x 107 de dichas células, 3 x 107 de
dichas células, por lo menos o aproximadamente 4 x 107 de dichas células, por lo menos o aproximadamente 5 x 107
de dichas células, por lo menos o aproximadamente 6 x 107 de dichas células, por lo menos o aproximadamente 7 x
107 de dichas células, por lo menos o aproximadamente 8 x 107 de dichas células, por lo menos o aproximadamente
9 x 107 de dichas células, por lo menos o aproximadamente 1 x 108 de dichas células, por lo menos o
aproximadamente 2 x 108 de dichas células, por lo menos o aproximadamente 3 x 108 de dichas células o por lo
menos o aproximadamente 4 x 102 de dichas células.

En algunos casos, el area de superficie interna de la cavidad es de por lo menos o aproximadamente 1 x
10° um? o0 1 x 10'° um?, y/o la longitud de la pared lateral en la direccion que se extiende desde la pared final es de
por lo menos aproximadamente 5 cm y/o por lo menos aproximadamente 8 cm; y/o la cavidad interna tiene un radio
de por lo menos aproximadamente 2 cm en por lo menos una seccién transversal.

En algunos casos, la composicién de entrada incluye por lo menos o aproximadamente 1 unidad infecciosa
(Ul) por una de las células, por lo menos o aproximadamente 2 Ul por una de las células, por lo menos o
aproximadamente 3 Ul por una de las células, por lo menos o aproximadamente 4 Ul por una de las células, por lo
menos o aproximadamente 5 Ul por una de las células, por lo menos o aproximadamente 10 Ul por una de las
células, por lo menos o aproximadamente 20 Ul por una de las células, por lo menos o aproximadamente 30 Ul por
una de las células, por lo menos o aproximadamente 40 Ul por una de las células, por lo menos o aproximadamente
50 Ul por una de las células, o por lo menos o aproximadamente 60 Ul por una de las células. En algunos casos, la
composicién de entrada incluye 1 o aproximadamente 1 unidad infecciosa (Ul) por una de las células, 2 o
aproximadamente 2 Ul por una de las células, 3 o aproximadamente 3 Ul por una de las células, 4 o
aproximadamente 4 Ul por una de las células, 5 o aproximadamente 5 Ul por una de las células, 10 o
aproximadamente 10 Ul por una de las células, 20 o aproximadamente 20 Ul por una de las células, 30 o
aproximadamente 30 Ul por una de las células, 40 o aproximadamente 40 Ul por una de las células, 50 o
aproximadamente 50 Ul por una de las células, o 60 o aproximadamente 60 Ul por una de las células.

En algunos casos, el volumen de liquido medio o el volumen de liquido maximo de la composicién de
entrada, composicion con particulas y células de vectores virales, y/o cualquier composicién liquida presente en la
cavidad durante la incubacién no es de mas de aproximadamente 10, 5 o 2,5 mililitros (ml) por pulgada cuadrada del
area de superficie interna de la cavidad durante la incubacion. En algunos casos, el volumen total maximo de dicha
composicion liquida presente en la cavidad en cualquier momento durante la incubaciéon no es de mas de 2 veces,
no mas de 10 veces, no mas de 100 veces, no mas de 500 veces o no mas de 1000 veces el volumen total de las
células. En algunos casos, el volumen total de células es el volumen total de un sedimento de las células. En
algunos casos, el volumen total de células es el volumen de una monocapa de las células, como una monocapa de
células presentes en la superficie interna de la cavidad durante la rotacion de la camara de centrifuga.

En algunos casos, el volumen de liquido de la composicién de entrada ocupa todo o sustancialmente todo
el volumen de la cavidad interna durante por lo menos una parte de la incubacién. En otros casos, durante por lo
menos una parte de la incubacién, el volumen de liquido de la composicion de entrada ocupa solo una parte del
volumen de la cavidad interna, el volumen de la cavidad durante esta por lo menos una parte comprendiendo
ademas un gas, que es tomado en la cavidad, por ejemplo, a través de dicha por lo menos una abertura u otra
abertura, antes o durante la incubacion.

En algunos de tales casos, el volumen de liquido de dicha composicion de entrada presente en dicha
cavidad durante dicha rotacion esta entre o entre aproximadamente 0,5 ml por pulgada cuadrada del area de
superficie interna de la cavidad (ml/pulgada cuadrada) y 5 ml/pulgada cuadrada, 0.5 ml/pulgada cuadrada y 2,5
ml/pulgada cuadrada, 0,5 ml/pulgada cuadrada y 1 ml/pulgada cuadrada, 1 ml/pulgada cuadrada y 5 ml/pulgada
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cuadrada, 1 ml/pulgada cuadrada y 2,5 ml/pulgada cuadrada o 2,5 ml/pulgada cuadrada y 5 ml/pulgada cuadrada.

En algunos de tales casos, el volumen de liquido total maximo de dicha composiciéon de entrada presente
en dicha cavidad en cualquier momento durante dicha incubacion no es mas de 2 veces, no mas de 10 veces, 0 no
mas de 100 veces, el volumen total de dichas células en dicha cavidad o el volumen medio de la composicion de
entrada en el transcurso de la incubacién no es méas de 2, 10 o 100 veces el volumen total de células en la cavidad.

En algunos de tales casos, el volumen maximo de dicha composicion de entrada presente en dicha cavidad
en cualquier momento durante dicha incubacion o el volumen medio durante el transcurso de la incubacion no es de
mas de 2 veces, 10 veces, 25 veces, 50 veces, 100 veces, 500 veces, o 1000 veces el volumen de una monocapa
de dichas células formadas en la superficie interior de dicha cavidad durante la rotaciéon de dicha camara a una
fuerza de o de aproximadamente 2000 g en una superficie interna de dicha pared lateral.

En algunos de tales casos, el volumen de liquido de la composicién de entrada no es de mas de 20 ml, no
mas de 40 ml, no mas de 50 ml, no mas de 70 ml, no mas de 100 ml, no mas de 120 ml, no mas de 150 ml o no mas
de 200 ml.

En algunos de tales casos, durante por lo menos una parte de la incubacion en la cdmara o durante la
rotacion de la camara, el volumen de liquido de la composicién de entrada ocupa solo una parte del volumen de la
cavidad interna de la camara, el volumen de la cavidad durante dicha por lo menos una parte o durante dicha
rotacion comprende ademas un gas, dicho gas tomado en dicha cavidad a través de dicha por lo menos una
abertura, antes o durante dicha incubacién.

En algunos casos, la camara de centrifuga incluye un miembro mévil, por lo que la entrada de gas en la
camara de centrifuga efectia el movimiento del miembro movil para aumentar el volumen de la cavidad interna de la
camara, disminuyendo de este modo el volumen total de liquido de dicha composicion de entrada presente en dicha
cavidad durante la rotacion de dicha camara de centrifuga por pulgada cuadrada del area superficial interna de la
cavidad en comparacién con la ausencia de gas en la camara.

En algunos casos, el nimero de células en la cavidad durante la incubacion es igual o aproximadamente el
numero de células suficiente para formar una monocapa en la superficie interna de la cavidad durante la rotacion de
la cdmara de centrifuga a una fuerza de o de aproximadamente 2000 g y/o no es mas de 1,5 veces o0 2 veces ese
namero de células.

En algunos de tales casos, el nimero de dichas células en dicha composicion de entrada es igual o
aproximadamente el nimero de dichas células suficiente para formar una monocapa en la superficie de dicha
cavidad durante la rotacion de dicha camara de centrifuga a una fuerza de o de aproximadamente 2000 g en una
superficie interna de la pared lateral; y/o el nimero de dichas células en dicha composicion de entrada no es mas de
1,5 veces o 2 veces el numero de dichas células suficiente para formar una monocapa en la superficie de dicha
cavidad durante la rotacion de dicha camara de centrifuga con una fuerza de o de aproximadamente 2000 g en una
superficie interna de la pared lateral.

En algunos casos, la centrifugacion tiene una duracién de entre 120 y 7200 segundos, como entre 120 y
3600 segundos, incluyendo valores incluidos o dentro del intervalo, tales como valores de minutos completos
inclusive o dentro del intervalo.

En algunos casos, los métodos incluyen a) proporcionar a una cavidad interna de una camara de centrifuga
que tiene un area de superficie interna de por lo menos 1 x 10° um? o por lo menos 1 x 10'® ym?: i) una composicion
de entrada que incluye células y particulas virales que contienen un vector viral recombinante, en donde: el nimero
de células en la composicién de entrada es de por lo menos 1 x 107 células, y las particulas virales estan presentes
en la composicion de entrada por lo menos a o aproximadamente a 1 unidad infecciosa (Ul) por una de dichas
células, y la composicion de entrada contiene un volumen de liquido que es menor que el volumen maximo de la
cavidad interna de la camara de centrifuga; y ii) gas, a un volumen que es hasta el resto del volumen maximo de la
cavidad interna de la camara de centrifuga; y b) incubar la composicién de entrada, en donde por lo menos una parte
de la incubacién se lleva a cabo en dicha cavidad interna de dicha camara de centrifuga mientras se efectia la
rotacion de dicha camara de centrifuga; y en donde el método genera una composicion de salida que contiene una
pluralidad de las células transducidas con el vector viral.

En algunos casos, el nimero de células es por lo menos o aproximadamente 50 x 108 células; 100 x 108
células; 0 200 x 10° células; y/o las particulas virales estan presentes a por lo menos 1,6 Ul/célula, 1,8 Ul/célula, 2,0
Ul/célula, 2,4 Ul/célula, 2,8 Ul/célula, 3,2 Ul/célula o 3,6 Ul/célula, 4,0 Ul/célula, 5,0 IU/célula, 6,0 1U/célula, 7,0
IU/célula, 8,0 1U/célula, 9,0 IU/célula o 10,0 IU/célula.

En algunos de tales casos, el volumen de liquido de la composicion de entrada es menor o igual a 200 ml,
menor o igual a 100 ml o menor o igual a 50 ml o menor o igual a 20 ml. En algunos de tales casos, el volumen de
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gas es de hasta 200 ml, hasta 180 ml, hasta 140 ml o hasta 100 ml.

En algunos de tales casos, dicha rotacién es a una fuerza centrifuga relativa en una superficie interna de la
pared lateral de la cavidad o en una capa superficial de las células de por lo menos igual a o aproximadamente 1000
g, 1500 g, 2000 g, 2400 g, 2600g, 2800 g, 3000 g, 3200 g o0 3600 g.

En algunos casos, los métodos son para procesamiento a gran escala.

En algunos casos, la composicion en la cavidad (por ejemplo, composicion de entrada) incluye por lo
menos 50 ml, por lo menos 100 ml o por lo menos 200 ml, volumen de liquido y/o por lo menos o aproximadamente
1 millén de células por cm? del area superficial interna de la cavidad durante por lo menos una parte de dicha
incubacion.

En algunos casos, el volumen maximo de liquido de la composicion de entrada presente en la cavidad en
cualquier momento durante dicha incubacién no es de mas de aproximadamente 2 veces, 10 veces, 25 veces, 50
veces, 100 veces, 500 veces, o 1000 veces el volumen de una monocapa de dichas células formadas en la
superficie interna de dicha cavidad durante la rotacion de dicha camara, por ejemplo, a una fuerza, por ejemplo,
fuerza efectiva, de aproximadamente 2000 g.

En algunos casos, la rotacién de la camara durante por lo menos una parte de la incubacién tes a una
fuerza de mas de o de aproximadamente 200 g, de mas de o de aproximadamente 300 g, o de mas de o de
aproximadamente 500 g, como de mas de o de aproximadamente 1000 g, 1500 g, 2000 g, 2500 g, 3000 g, o 3200 g,
en una pared interna de la cavidad de la camara de centrifuga y/o una capa, por ejemplo, la capa superficial, de
células. En algunos casos, la fuerza es de por lo menos o de aproximadamente 1000 g, 1500 g, 2000 g, o 2500 g,
3000 g 0 3200 g. En algunos casos, la fuerza es de aproximadamente 2100 g, 2200 g o 3000 g.

En algunos casos, los métodos incluyen incubar una composicion de entrada que contiene células y
particulas virales que contienen un vector viral recombinante, por lo menos una parte de dicha incubacion llevandose
a cabo en condiciones de rotacién, generando de este modo una composicién de salida que contiene una pluralidad
de células transducidas con el vector viral, en donde dicha composicién de entrada contiene mas de o
aproximadamente 20 ml, 50 ml, por lo menos 100 ml, o por lo menos 150 ml en volumen, y/o dicha composicion de
entrada comprende por lo menos 1 x 108 células; y dichas condiciones de rotacion comprenden una fuerza
centrifuga relativa sobre una capa superficial de las células de mas de aproximadamente 1500 g.

En algunos casos de los métodos, por lo menos el 25% o por lo menos el 50% de dichas células en la
composicion de salida se transducen con dicho vector viral; y/o por lo menos el 25% o por lo menos el 50% de
dichas células en la composicién de salida expresan un producto de un acido nucleico heterélogo contenido dentro
de dicho vector viral.

En algunos de tales casos, dicha incubacion se lleva a cabo en una cavidad de una camara de centrifuga y
el numero de dichas células en dicha composicion de entrada es igual a o aproximadamente el nimero de dichas
células suficiente para formar una monocapa o una bicapa en la superficie interna de dicha cavidad durante dicha
rotacion.

En algunos casos, dicha camara de centrifuga incluye una pared final, una pared lateral sustancialmente
rigida que se extiende desde dicha pared final, y por lo menos una abertura, en donde por lo menos una parte de
dicha pared lateral rodea dicha cavidad interna y dicha por lo menos una abertura es capaz de permitir la entrada de
liquido en dicha cavidad interna y la extraccién de liquido desde dicha cavidad,

En algunos casos, dicha camara de centrifuga incluye ademas un miembro mévil y dicha cavidad interna es
una cavidad de volumen variable definida por dicha pared final, dicha pared lateral sustancialmente rigida y dicho
miembro movil, dicho miembro mévil siendo capaz de moverse dentro la camara para variar el volumen interno de la
cavidad.

En algunos de tales casos, la composicion de entrada en dicha cavidad contiene un volumen de liquido de
por lo menos 20 ml o por lo menos 50 ml y 1 millén o aproximadamente 1 millon de células por cm? del area
superficial interna de la cavidad durante por lo menos una parte de dicha incubacion.

En algunos de tales casos, una parte adicional de la incubacion se lleva a cabo fuera de la cdmara de
centrifuga y/o sin rotacion, dicha parte adicional se lleva a cabo después de la por lo menos una parte llevada a cabo
en la camara y/o con rotacion

En algunos de tales casos, la por lo menos una parte de la incubacion llevada a cabo en la cavidad de la
camara de centrifuga y/o la parte adicional de la incubacion se efectia a o aproximadamente a 37°C + 2°C.
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En algunos de tales casos, la incubacion incluye ademas transferir por lo menos una pluralidad de las
células a un recipiente durante dicha incubacién y dicha parte adicional de la incubacién se efectda en el recipiente.
En algunos casos, la transferencia se realiza dentro de un sistema cerrado, en el que la cdmara de centrifuga y el
recipiente son integrales al sistema cerrado.

En algunos de tales casos, la incubacién se lleva a cabo durante un tiempo entre de o aproximadamente 1
hora y de o aproximadamente 96 horas, entre o0 aproximadamente 4 horas y de o aproximadamente 72 horas, entre
0 aproximadamente 8 horas y de o aproximadamente 48 horas, entre de o aproximadamente 12 horas y de o
aproximadamente 36 horas, entre de o aproximadamente 6 horas y de o aproximadamente de 24 horas, entre de o
aproximadamente de 36 horas y de o aproximadamente de 96 horas, inclusive; o la parte adicional de la incubacién
se lleva a cabo durante un tiempo entre de o aproximadamente 1 hora y de o aproximadamente 96 horas, entre de o
aproximadamente 4 horas y de o aproximadamente 72 horas, entre de o aproximadamente 8 horas y de o
aproximadamente 48 horas, entre de o aproximadamente 12 horas y de o aproximadamente 36 horas, entre de o
aproximadamente 6 horas y de o aproximadamente 24 horas, entre de o aproximadamente 36 horas y de o
aproximadamente 96 horas, inclusive.

En algunos de tales casos, la incubacion o una parte adicional de la incubacién se lleva a cabo durante un
tiempo que no es mas de 48 horas, no mas de 36 horas 0 no mas de 24 horas; o la parte adicional de la incubacion
se lleva a cabo durante un tiempo que no es mas de 48 horas, no mas de 36 horas o no mas de 24 horas.

En algunos de tales casos, la incubacion se realiza en presencia de un agente de estimulacion; y/o la parte
adicional de la incubacién se realiza en presencia de un agente de estimulacion.

En algunos de tales casos, la incubacion se lleva a cabo durante un tiempo que no es mas de 24 horas; las
células en la composicién no han sido sometidas a una temperatura de mas de 30° C durante mas de 24 horas; y/o
la incubacion no se realiza en presencia de un agente de estimulacion.

En algunos de tales casos, el agente de estimulacion es un agente capaz de inducir la proliferacion de
células T, células T CD4+ y/o células T CD8+.

En algunos de tales casos, el agente de estimulacién es una citoquina seleccionada entre IL-2, IL-15 e IL-7.

En algunos de tales casos, la composicion de salida que contiene células transducidas contiene por lo
menos 1 x 107 células o por lo menos 5 x 107 células.

En algunos de tales casos, la composicion de salida que contiene células transducidas contiene por lo
menos 1 x 108 células, 2 x 108 células, 4 x 108 células, 6 x 108, 8 x 108 células o 1 x 10° células.

En algunos de tales casos, las células son células T. En algunos casos, las células T son células T no
fraccionadas, células T CD4+ aisladas y/o células T CD8+ aisladas.

En algunos de tales casos, el método da como resultado la integracién del vector viral en un genoma
huésped de una o méas de por lo menos una pluralidad de células y/o en un genoma huésped del o por lo menos de
aproximadamente el 20% o de por lo menos el o aproximadamente el 30% o por lo menos el o aproximadamente el
40% de las células en la composicion de salida.

En algunos de tales casos, por lo menos el 2,5%, por lo menos el 5%, por lo menos el 6%, por lo menos el
8%, por lo menos el 10%, por lo menos el 20%, por lo menos el 25%, por lo menos el 30%, por lo menos el 40%, por
lo menos el 50%, o por lo menos el 75% de dichas células en dicha composicién de entrada se transducen con dicho
vector viral mediante el método; y/o por lo menos el 2,5%, por lo menos el 5%, por lo menos el 6%, por lo menos el
8%, por lo menos el 10%, por lo menos el 20%, por lo menos el 25%, por lo menos el 30%, por lo menos el 40%, por
lo menos el 50%, o por lo menos el 75% de dichas células en dicha composicién de salida se transducen con dicho
vector viral; y/o por lo menos el 2,5%, por Io menos el 5%, por lo menos el 6%, por lo menos el 8%, por lo menos el
10%, por lo menos el 20%, por lo menos el 25%, por lo menos el 30%, por lo menos el 40%, por lo menos el 50%, o
por lo menos el 75% de dichas células en dicha composiciéon de salida expresan un producto de un acido nucleico
heterdlogo contenido dentro de dicho vector viral.

Los casos particulares incluyen métodos de transduccion llevados a cabo incubando una composicion de
entrada que comprende células y particulas de vectores virales en condiciones de rotacion, por lo que se inocula una
pluralidad de las células para la transduccién con el vector viral, en donde la composicion de entrada incluye un
volumen total de mas de 50 ml, como por lo menos 100 ml, o por lo menos 150 ml en volumen, y/o dicha
composicién de entrada comprende por lo menos 1 x 108 células; y las condiciones de rotacion comprenden una
fuerza centrifuga de mas de aproximadamente 1500 g. En algunos de tales casos, la incubacion se lleva a cabo en
una cavidad de una camara de centrifuga y el nimero de dichas células en dicha composicién de entrada es igual a
o aproximadamente el nimero de dichas células suficiente para formar una monocapa en la superficie interna de la
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cavidad durante la rotacién. En algunos de tales casos, por lo menos el 25% o por lo menos el 50% de dichas
células se transducen con el vector viral.

En algunos casos, los métodos dan como resultado por lo menos el 2,5%, por lo menos el 5%, por lo
menos el 6%, por lo menos el 8%, por lo menos el 10%, por lo menos el 20%, por lo menos el 25%, por o menos el
30%, por lo menos el 40%, por lo menos el 50%, o por lo menos el 75% de dichas células en dicha composicion de
entrada que se transducen con el vector viral, y/o producen una composiciéon de salida en la que por lo menos el
10%, por lo menos el 25%, por lo menos el 30%, por lo menos el 40%, por lo menos el 50%, o por lo menos el 75%
de las células se transducen con el vector y/o expresan un producto recombinante codificado por el vector. En
algunos casos, la eficiencia de transduccion se expresa para una cantidad de entrada particular o una cantidad
relativa de virus. Por ejemplo, en algunos casos, tales eficiencias se logran mediante los métodos para una
composicién de entrada que comprende un virus en una proporcion de aproximadamente 1 o aproximadamente 2 Ul
por célula.

En algunos casos, entre todas las células en dicha composicion de salida producidas por los métodos, el
namero de copias medio del vector viral recombinante no es de mas de aproximadamente 10, no méas de
aproximadamente 5, no mas de aproximadamente 2,5, 0 no mas de aproximadamente 1,5. En algunos casos, entre
las células en la composicién de salida que contienen el vector viral recombinante, el nimero de copias medio del
vector no es de mas de aproximadamente 5, no mas de aproximadamente 2, no mas de aproximadamente 1,5, o no
mas de aproximadamente 1.

En algunos de cualquiera de tales casos, entre todas las células en dicha composicién de salida que
contienen el vector viral recombinante o en las que estéa integrado el vector viral, el nimero de copias medio de dicho
vector viral recombinante no es de mas de aproximadamente 10, no mas de aproximadamente 5, no mas de
aproximadamente 2,5, o no mas de aproximadamente 1,5; o entre las células en la composicion de salida, el nimero
de copias medio de dicho vector no es de mas de aproximadamente 2, no mas de aproximadamente 1,5, o no mas
de aproximadamente 1.

En algunos casos, la camara de centrifuga es integral a un sistema cerrado, por ejemplo, donde el sistema
cerrado incluye la camara y por lo menos una linea de tubos conectada operativamente a la por lo menos una
abertura a través de por lo menos un conector, de tal manera que se permite que el liquido y el gas se muevan entre
dicha cavidad y dicha por lo menos una linea de tubos en por lo menos una configuracién del sistema. La por lo
menos una linea de tubos incluye tipicamente una serie de lineas de tubos. El por lo menos un conector incluye
tipicamente una pluralidad de conectores. El sistema cerrado puede incluir ademas por o menos un recipiente
conectado operativamente a la serie de lineas de tubos, de tal manera que la por lo menos una conexion permite
que el liquido y/o el gas pase entre el por lo menos un recipiente y la por lo menos una abertura a través de la serie
de lineas de tubos.

El por lo menos un conector puede incluir uno 0 mas conectores seleccionados del grupo que consiste de
vélvulas, puertos Luer y espigas, por ejemplo, una valvula rotacional, como una llave de paso o puerto
multirrotatorio, y/o un conector aséptico.

El por lo menos un recipiente puede incluir una o0 mas bolsas, viales y/o jeringuillas, y puede incluir
recipientes designados como un recipiente de diluyente, un recipiente de residuos, un recipiente de recoleccién de
producto, un recipiente de salida y/o un recipiente de entrada.

En algunos casos, el por lo menos un recipiente incluye por lo menos un recipiente de entrada que incluye
el virus y/o las células (que puede ser un recipiente de entrada Unico que comprende el virus y las células o dos
recipientes de entrada que comprenden el virus y las células, respectivamente), un recipiente de residuos, un
recipiente de producto, y por lo menos un recipiente que contiene diluyente o soluciéon de lavado, cada uno
conectado a dicha cavidad a través de dicha serie de lineas de tubos y la por lo menos una abertura.

En algunos de tales casos, por lo menos un recipiente incluye ademas un recipiente que contiene un gas
antes y/o durante por lo menos un punto durante dicha incubacion y/o el sistema cerrado incluye ademas un filtro
microbiano capaz de absorber el gas a la cavidad interna de la camara de centrifuga y/o el sistema cerrado contiene
un puerto de jeringuilla para efectuar la entrada de gas.

Los métodos en algunos casos incluyen ademas, antes y/o durante la incubacion, efectuar la entrada de la
composicién de entrada en dicha cavidad. La entrada puede incluir el flujo de liquido desde por lo menos un
recipiente de entrada a la cavidad a través de dicha por lo menos una abertura. La entrada puede incluir la entrada
de virus desde un recipiente de entrada y la entrada de células desde otro, para producir la composiciéon de entrada
para la incubacion.

En algunos casos, el método incluye, antes y/o durante dicha incubacion, proporcionar o efectuar la entrada
de gas en dicha cavidad en condiciones estériles, dicha entrada efectuandose mediante (a) flujo de gas desde el
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recipiente que incluye gas, (b) flujo de gas desde un entorno externo al sistema cerrado, a través del filtro
microbiano, o (c) flujo de gas desde una jeringuilla conectada al sistema en el puerto de la jeringuilla.

En algunos casos, la entrada efectiva del gas en la cavidad interna de la camara de centrifuga se lleva a
cabo simultaneamente o junto con la entrada efectiva de la composicion de entrada a la cavidad interna de la
camara de centrifuga.

En algunos de tales casos, la composicion de entrada y el gas se combinan en un Unico recipiente en
condiciones estériles fuera de la cdmara antes de dicha entrada de dicha composicion de entrada y gas en la
cavidad interna de la cdmara de centrifuga.

En algunos casos, efectuar la entrada del gas se lleva a cabo por separado, ya sea simultanea o
secuencialmente, desde el efecto de la entrada de la composicion de entrada en dicha cavidad.

En algunos de tales casos, la entrada de gas se efectlia permitiendo o provocando el flujo del gas desde un
recipiente cerrado estéril que contiene el gas, un entorno externo a través de un filtro microbiano, o una jeringuilla
que contiene dicho gas.

En algunos de tales casos, el gas es aire.

En algunos casos de los métodos de proceso proporcionados, la incubacion es parte de un proceso
continuo, donde el método incluye ademas, durante por lo menos una parte de la incubacion, efectuar la entrada
continua de dicha composicion de entrada en la cavidad, tipicamente durante la rotacion de la camara, y durante una
parte de la incubacion, efectuar la extraccién continua (es decir, la salida) de liquido desde dicha cavidad a través de
dicha por lo menos una abertura, tipicamente durante la rotacion de la cdmara. La entrada y salida continuas en
algunos casos se producen simultdneamente.

En algunos casos, el método incluye durante una parte de dicha incubacioén, efectuar una entrada continua
de gas en dicha cavidad durante la rotacion de la camara; y/o durante una parte de dicha incubacion, efectuar una
extraccion continua de gas desde dicha cavidad.

En algunos casos, el método incluye la extraccion de liquido y la extraccion de gas de dicha cavidad, donde
cada uno se extrae, simultdnea o secuencialmente, a un recipiente diferente.

En algunos de tales casos, por lo menos una parte de la entrada continua y la extraccion continua se
producen simultdneamente.

En algunos casos, la incubacién es parte de un proceso semicontinuo, como uno en el que el método
incluye ademas efectuar la entrada de la composicién de entrada en la cavidad a través de por lo menos una
abertura, realizando toda o parte de la incubacion, como la centrifugacion, y luego efectuando la extracciéon de
liquido desde la cavidad, y luego repitiendo el proceso, mediante el cual otra composicion de entrada es llevada a la
cavidad, seguido de centrifugacion, seguido de extraccion. El proceso puede ser iterativo e incluir varias rondas mas
de entrada, procesamiento y extraccion.

En algunos de tales casos, la incubacion es parte de un proceso semicontinuo, el método incluye ademas
antes de dicha incubacién, efectuar la entrada de dicha composicion de entrada, y opcionalmente gas, en dicha
cavidad a través de dicha por lo menos una abertura; posterior a dicha incubacion, efectuar la extraccion de liquido
y/o opcionalmente gas de dicha cavidad; efectuar la entrada de otra composicion de entrada que incluye células y
dichas particulas virales que contienen un vector viral recombinante, y opcionalmente gas, en dicha cavidad interna;
e incubar dicha otra composicién de entrada en dicha cavidad interna, en donde el método genera otra composicién
de salida que contiene una pluralidad de células de la otra composicién de entrada que se transducen con dicho
vector viral.

En algunos de tales casos, dicho suministro o dicha entrada de la composicién de entrada en la cavidad
incluye la entrada de una composicion individual que incluye las células y las particulas virales que contienen el
vector viral recombinante; o la entrada de una composicién que incluye las células y una composicién separada que
contiene las particulas virales que contienen el vector viral recombinante, por o que las composiciones se mezclan,
efectuando la entrada de la composicién de entrada.

La entrada puede incluir la entrada de una composicién Unica que contiene las células y el virus; o la
entrada de una composicion que contiene las células y una composicién separada que contiene el virus, por lo cual
las composiciones se mezclan, efectuando la entrada de la composicion de entrada. En algunos casos del proceso
continuo o semicontinuo, por lo menos 1 x 108 células o por lo menos 1 x 10° células o por lo menos 1 x 100 células
0 mas se procesan en total, a lo largo de las multiples rondas o proceso continuo.
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En algunos casos, el método incluye efectuar la rotacién de la camara de centrifuga antes y/o durante dicha
incubacién y efectuar la extraccion de liquido desde la cavidad en dicho recipiente de residuos después de la
incubacién; efectuar la extraccién de liquido desde por lo menos un recipiente de diluyente en dicha cavidad a través
de la por lo menos una abertura y efectuar la mezcla de los contenidos de la cavidad; y efectuar la extraccién de
liquido desde dicha cavidad en el recipiente del producto, transfiriendo de este modo las células transducidas con el
vector viral a la bolsa del producto.

En algunos casos, el método incluye ademas llevar a cabo otros pasos de procesamiento, o por lo menos
una parte de uno o mas de otros pasos de procesamiento, dentro de la misma camara y/o sistema cerrado. En
algunos casos, el uno 0 méas pasos de procesamiento pueden incluir procesos en los que las células estan aisladas,
como separadas o seleccionadas, estimuladas y formuladas dentro de la misma camara y/o sistema cerrado. En
algunos casos, el uno o mas pasos de procesamiento adicionales también pueden incluir lavar células, suspender
células y/o diluir o concentrar células, que pueden llevarse a cabo antes o después de uno o mas de los pasos de
procesamiento para aislar, como separar o seleccionar, estimular, transducir y/o formular las células. En algunos
casos, el uno o mas de otros pasos de procesamiento pueden llevarse a cabo antes de, simultaneamente con o
después de la incubacién de células con las particulas del vector viral en los métodos de transduccién. En algunos
casos, el uno o mas pasos de procesamiento adicionales, o una parte del uno o mas pasos de procesamiento
adicionales, pueden llevarse a cabo en una cavidad de una camara de centrifuga que sea igual o diferente a la
cavidad de una camara de centrifuga empleada en la incubacion de las células con las particulas del vector viral.

Entre los métodos de procesamiento proporcionados, que incluyen aislamiento, por ejemplo, métodos de
seleccién, métodos de estimulacion, métodos de formulacién y otros métodos de procesamiento, se encuentran
aquellos realizados de acuerdo con cualquiera de los casos descritos anteriormente.

Por ejemplo, en algunos casos, el método incluye ademas (a) lavar una muestra bioldgica (por ejemplo, una
muestra de sangre completa, una muestra de capa leucocitaria, una muestra de células mononucleares de sangre
periférica (PBMC), una muestra de células T no fraccionadas, una muestra de linfocitos, una muestra de glébulos
blancos, un producto de aféresis, un producto de leucaféresis) que contiene células en una cavidad de una camara,
antes de la incubacion para aislar, por ejemplo seleccionar células, y/o antes de la incubacién para incubar las
células con particulas de un vector viral, (b) aislar, por ejemplo seleccionar, las células de una muestra (por ejemplo,
una muestra de sangre completa, una muestra de capa leucocitaria, una muestra de células mononucleares de
sangre periférica (PBMC), una muestra de células T no fraccionadas, una muestra de linfocitos, una muestra de
glébulos blancos, un producto de aféresis, un producto de leucaféresis) en una cavidad antes de la incubacion de
tales células con particulas de un vector viral y/o (c) estimular las células en una cavidad antes de y/o durante la
incubacién de tales células con particulas de un vector viral, por ejemplo, exponiendo las células a condiciones de
estimulacién, induciendo de este modo la proliferacion de las células de la composicion de entrada. En algunos
casos, el aislamiento incluye una seleccion basada en inmunoafinidad.

En algunos de tales casos, el método incluye (a) lavar una muestra biolégica que contiene dichas células en
una cavidad interna de una camara de centrifuga antes de dicha incubacion; y/o (b) aislar dichas células de una
muestra biolégica, en donde por lo menos una parte del paso de aislamiento se realiza en una cavidad interna de
una camara de centrifuga antes de dicha incubacién; y/o (c) estimular células antes de y/o durante dicha incubacién,
dicha estimulacion incluye exponer dichas células a condiciones de estimulacién, induciendo de este modo que
proliferen las células de la composicién de entrada, en donde por lo menos una parte del paso de estimular las
células se realiza en una cavidad interna de una camara de centrifuga.

En algunos casos, los métodos pueden incluir ademas el aislamiento, por ejemplo, seleccién, de las células
en la camara, por ejemplo, mediante seleccion basada en inmunoafinidad. En algunos casos, el aislamiento, por
ejemplo, la seleccion de las células se lleva a cabo antes de la incubacion de las células con las particulas del vector
viral en los métodos de transduccion, por lo que las células aisladas, como las seleccionadas, son las células
presentes en la composicién de entrada y/o incubadas con las particulas del vector viral. En algunos casos, el
aislamiento, por ejemplo, seleccidn, incluye la incubacién de células con un reactivo de seleccién, como un reactivo
de inmunoafinidad. En algunos casos, por lo menos una parte del paso de aislamiento, por ejemplo, seleccion, como
incubacién de células con un reactivo de seleccion, por ejemplo, un reactivo de inmunoafinidad, se lleva a cabo en la
cavidad de una camara, que, en algunos casos, puede incluir la rotacién de la camara, por ejemplo, para mezclar el
reactivo y las células.

En algunos casos, los métodos pueden incluir ademas estimular células antes, durante y/o después de la
incubacién de células con las particulas del vector viral, en las que por lo menos la totalidad o una parte de la
estimulacion puede llevarse a cabo en una cavidad de una cdmara de centrifuga. En algunos casos, las condiciones
de estimulacion pueden incluir la incubacién de células en presencia de un agente capaz de activar uno o mas
dominios de sefalizacién intracelular de uno o mas componentes de un complejo TCR, como un agente primario que
se une especificamente a un miembro de un Complejo TCR, por ejemplo, CD3, y un agente secundario que se une
especificamente a una molécula coestimuladora de células T, por ejemplo, CD28, CD137 (4-1-BB), OX40 o ICOS,
incluyendo anticuerpos como los presentes en la superficie de un soporte sélido, como una perla. En algunos casos,
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por lo menos una parte de la estimulaciéon, como la incubacion de las células en presencia de una condicion de
estimulacioén, se lleva a cabo en la cavidad de una cdmara que, en algunos casos, puede incluir la rotacion de la
camara, por ejemplo, para mezclar el reactivo y las células.

En algunos de tales casos, el método incluye formular células, como células producidas o generadas de
acuerdo con los métodos proporcionados, incluyendo células transducidas por el método, en un tampdn
farmacéuticamente aceptable en una cavidad interna de una camara de centrifuga, produciendo de este modo una
composicion formulada. En algunos casos, los métodos incluyen ademas efectuar la extraccién de la composicién
formulada en uno o una pluralidad de recipientes. En algunos casos, los métodos incluyen efectuar la extraccion de
la composicién formulada que incluye efectuar la extraccién de una serie de células presentes en una sola dosis
unitaria a uno o cada uno de dichos uno o una pluralidad de recipientes.

En algunos de tales casos, cada una de dichas cavidades de una camara de centrifuga es igual o diferente
a la cavidad de una centrifuga empleada en uno o mas de los otros pasos y/o en el proceso de incubacién y/o
rotaciéon de una composicion de entrada que contiene células y particulas virales.

En algunos de tales casos, cada una de dichas camaras centrifugas es integral a un sistema cerrado, dicho
sistema cerrado incluyendo dicha camara y por lo menos una linea de tubos conectada operativamente a la por lo
menos una abertura a través de por lo menos un conector, por lo que se permite que el liquido y el gas se muevan
entre dicha cavidad y dicha por lo menos una linea de tubos en por lo menos una configuracién de dicho sistema.

Las células procesadas por los métodos son tipicamente células primarias, como células obtenidas de un
sujeto, tipicamente un humano. Las células pueden derivarse de un sujeto al que se administrara la terapia, como
uno que tiene una enfermedad o afeccion a la que se dirige una molécula recombinante expresada por un vector
transducido, por ejemplo, un receptor de antigenos recombinante como un receptor de antigenos quimérico o TCR
transgénico. Alternativamente, las células pueden ser de un sujeto diferente. Por tanto, los métodos abarcan el
procesamiento para la transferencia autéloga y alogénica. Las células pueden incluir células en suspension, por
ejemplo, glébulos blancos, por ejemplo, células T, como células T CD8* aisladas, o células T CD4* aisladas o
subconjuntos de las mismas, o células NK.

En algunos casos, durante la incubacién, la camara de centrifuga esta asociada con un sensor, por
ejemplo, un sensor capaz de monitorizar la posicién del miembro mdvil y los circuitos de control, como circuitos
capaces de recibir y transmitir informacién a y desde el sensor, provocando el movimiento de dicho miembro movil,
y/o que esta asociada ademas con una centrifuga y, por tanto, es capaz de provocar la rotacion de la camara
durante dicha incubacién.

En algunos casos, la camara contiene el miembro mévil y durante la incubacion esta localizada dentro de
una centrifuga y esta asociada con un sensor capaz de monitorizar la posicién del miembro mévil y los circuitos de
control capaces de recibir y transmitir informacién desde el sensor y provocar el movimiento del miembro mévil, la
entrada y la extraccién de liquido hacia y desde dicha cavidad a través de dichas una o mas lineas de tubos, y la
rotacion de la camara a través de la centrifuga.

En algunos casos, la camara, el circuito de control, la centrifuga y/o el sensor estan alojados dentro de un
armario, por ejemplo, durante la incubacion.

En algunos casos de cualquiera de las transferencias virales, por ejemplo, métodos de transduccién, el
vector viral recombinante codifica un receptor recombinante, que es expresado de este modo por las células de la
composiciéon de salida. En algunos casos, el receptor recombinante es un receptor de antigenos recombinante, tal
como un receptor de células no T funcional, por ejemplo, un receptor de antigeno quimérico (CAR), o un receptor de
células T transgénicas (TCR). En algunos casos, el receptor recombinante es un receptor quimérico que contiene
una parte extracelular que se une especificamente a un ligando y una parte de sefalizacion intracelular que contiene
un dominio de activacion y un dominio coestimulador.

En algunos de tales casos, las células incluyen células T humanas primarias obtenidas de un sujeto
humano y antes de la incubacién con particulas de un vector viral y/o antes de completar la transduccién y/o, cuando
el método incluye formulacién, antes de la formulacion, las células T humanas primarias no han estado presentes
externamente al sujeto a una temperatura superior a 30° C durante mas de 1 hora, mas de 6 horas, mas de 24 horas
0 mas de 48 horas o antes a la incubacion y/o antes de la finalizacion de la transduccion, y/o cuando el método
incluye formulacion, antes de la formulacion, las células T humanas primarias no se han incubado en presencia de
un anticuerpo especifico para CD3 y/o un anticuerpo especifico para CD28 y/o una citoquina, durante mas de 1 hora,
mas de 6 horas, mas de 24 horas o mas de 48 horas.

En la presente se proporcionan métodos para el aislamiento, por ejemplo, selecciéon, de células que

incluyen (a) incubar un reactivo de seleccion y células primarias en una cavidad interna de una camara de centrifuga
en condiciones de mezclado, mediante lo cual una pluralidad de células primarias se unen a dicho reactivo de
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seleccién y (b) separar la pluralidad de las células primarias de otra 0 méas de las células primarias en base a la
unién al reactivo de seleccioén, enriqueciendo de este modo las células primarias en base a la union al reactivo de
seleccién, en donde la camara de centrifuga es rotatoria alrededor de un eje de rotacion y la cavidad interna tiene un
volumen méximo de por lo menos 50 ml, por lo menos 100 ml o por lo menos 200 ml. En algunos casos, los métodos
de aislamiento, por ejemplo, seleccién, se producen en un sistema cerrado. En algunos casos, antes del paso de
separar la pluralidad de células, Las células incubadas con el reactivo de seleccion, se extraen desde o se
transfieren fuera de la camara, pero se mantienen en el sistema cerrado. En algunos casos, opcionalmente, después
de la incubacién con el reactivo de seleccion y antes de separar las células, el método incluye ademas uno o mas
pasos de lavado, que en algunos casos, pueden realizarse en la cavidad de la cdmara de acuerdo con los métodos
proporcionados. En algunos casos, el paso de separar las células puede efectuarse usando un soporte sélido, como
usando una columna de inmunoafinidad, incluyendo las de separacién magnética, que pueden estar contenidas en el
sistema cerrado.

En la presente se proporcionan métodos para la estimulacién de las células, incluyendo la incubacién de un
agente de estimulacion y células primarias en condiciones en las que el agente de estimulacion se une a una
molécula expresada por una pluralidad de células primarias y la pluralidad de las células se activan o estimulan, en
donde por lo menos una parte de la incubacion se lleva a cabo en una cavidad interna de una camara de centrifuga
en condiciones de mezclado, donde la camara de centrifuga es rotatoria alrededor de un eje de rotacién y la cavidad
interna tiene un volumen maximo de por lo menos 50 ml, por lo menos 100 ml, o por lo menos 200 ml.

En algunos casos, los métodos de estimulacién se realizan como parte de un proceso que incluye
transduccion de células, por lo que todo o parte de dicho proceso se realiza en una camara de centrifuga y/o como
parte del mismo sistema cerrado. En algunos casos, las células primarias que se estimulan con un agente de
estimulacion incluyen o son células obtenidas después del aislamiento, por ejemplo, seleccién, de células de una
muestra bioldgica, de acuerdo con los métodos proporcionados. En algunos casos, por lo menos una parte de la
estimulacion se lleva a cabo simultaneamente o durante la incubacién de células con las particulas del vector viral,
de tal manera que las células primarias incluyen o son células presentes en la composicién de entrada y/o son
células en las que la transduccion ha tenido lugar o se ha iniciado. En algunos casos, por lo menos una parte de la
estimulacién se lleva a cabo antes de la incubacion de las células con las particulas del vector viral, de tal manera
que las células incubadas con las particulas del vector viral son células estimuladas que, en algunos casos, incluye
la proliferacion de células.

En algunos casos, por lo menos una parte de uno de los otros pasos de procesamiento del método,
incluyendo el aislamiento, por ejemplo, seleccion, estimulacion, lavado y/o formulacién, que se lleva a cabo en una
camara incluye donde la cdmara incluye un pared final, una pared lateral sustancialmente rigida que se extiende
desde dicha pared final, y por lo menos una abertura, en donde por lo menos una parte de la pared lateral rodea la
cavidad interna y la por lo menos una abertura es capaz de permitir la entrada de liquido en la cavidad interna y la
extraccion de liquido desde la cavidad.

En la presente se proporcionan composiciones que contienen células transducidas producidas por los
métodos de cualquiera de los casos anteriores. En algunos de tales casos, la composicion contiene células que son
células primarias y/o células humanas y/o incluyen glébulos blancos, y/o células T, y/o células NK. En algunos de
tales casos, la composicion contiene por lo menos 5 x 107 células, 1 x 108 células, 2 x 108 células, 4 x 108 células, 6
x 108 células, 8 x 108 células o 1 x 10° células. En algunos de tales casos, la composicién contiene un nimero
terapéuticamente eficaz de células para su uso en terapia de células T adoptivas. En algunos de tales casos, las
células son células T y después de la transduccion, las células en la composicién no se someten a expansion celular
en presencia de un agente de estimulacién y/o las células no se incuban a una temperatura superior a 30° C durante
mas de 24 horas o la composicion no contiene una citoquina o la composiciéon no contiene un agente de estimulacion
que se una especificamente a CD3 o un complejo TCR.

En la presente se proporcionan composiciones que contienen por lo menos 1 x 107 o por lo menos 5 x 107
células T, por lo menos una pluralidad de las cuales se transducen con un vector viral recombinante, donde después
de la transduccion, las células en la composicion no se han sometido a expansion celular en presencia de un agente
de estimulacién y/o las células no han sido incubadas a una temperatura de mas de 30° C durante mas de 24 horas
y/o por lo menos el 30, 40, 50, 60, 70 o el 80% de las células T en la composicion contienen una expresién
superficial alta de CD69 o TGF-beta-ll. En algunos casos, la composicion contiene por lo menos 1 x 108 células, 2 x
108 células, 4 x 108 células, 6 x 108, 8 x 108 células o 1 x 10°células.

En algunos de tales casos, las células T son células T no fraccionadas, células T CD8+ aisladas o células T
CDA4+ aisladas.

En algunos de tales casos, por lo menos el 2,5%, por lo menos el 5%, por lo menos el 6%, por lo menos el

8%, por lo menos el 10%, por lo menos el 20%, por lo menos el 25%, por lo menos el 30%, por lo menos el 40%, por
lo menos el 50%, o por lo menos el 75% de dichas células en dicha composicién se transducen con el vector viral.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2805674 T3

En algunos de tales casos, el vector viral codifica un receptor recombinante y las células transducidas en la
composicion expresan el receptor recombinante. En algunos casos, el receptor recombinante es un receptor de
antigenos recombinante. En algunos casos, el receptor de antigenos recombinante es un receptor funcional de
células no T. En algunos casos, el receptor funcional de células no T es un receptor de antigeno quimérico (CAR).
En algunos casos, el receptor recombinante es un receptor quimérico que contiene una parte extracelular que se une
especificamente a un ligando y una parte de sefalizacién intracelular que contiene un dominio de activacion y un
dominio de coestimulacion. En algunos casos, el receptor de antigenos recombinante es un receptor de células T
transgénicas (TCR).

En algunos de tales casos, entre todas las células en la composicién, el nimero de copias medio del vector
viral recombinante no es de mas de aproximadamente 10, no mas de 8, no mas de 6, no mas de 4, o no mas de
aproximadamente 2, o entre las células en la composicion transducidas con el vector viral recombinante, el nimero
de copias medio de dicho vector no es de mas de aproximadamente 10, no mas de 8, no mas de 6, no mas de 4, o
no mas de aproximadamente 2.

En algunos de tales casos, la composicion contiene un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En la presente se proporcionan métodos de tratamiento, que incluyen administrar a un sujeto que tiene una
enfermedad o afeccién la composicién de cualquiera de los casos anteriores. En algunos casos, las células T
transducidas en la composicién muestran una expansion y/o persistencia aumentadas o mas prolongadas en el
sujeto que las células T transducidas en una composicién en la cual, después de la transduccion, las células en la
composicion han sido sometidas a expansion celular en presencia de un agente de estimulacién y/o las células se
han incubado a una temperatura mayor de a 30° C durante mas de 24 horas.

En algunos de tales casos, el receptor recombinante, el receptor de antigeno quimérico o el TCR
transgénico se une especificamente a un antigeno asociado con la enfermedad o afeccion. En algunos casos, la
enfermedad o afeccion es un cancer, una enfermedad o trastorno autoinmune, o una enfermedad infecciosa.

En la presente se proporcionan composiciones que contienen por lo menos 1 x 107 células y por lo menos 1
o aproximadamente 1 unidad infecciosa (Ul) por célula de particulas virales que contienen un vector viral
recombinante. En algunos casos, las células contienen por lo menos o aproximadamente 50 x 108 células, 100 x 108
células o0 200 x 108 células, y/o dichas particulas virales estan presentes en la composicion en una cantidad que es
por lo menos 1,6 Ul/célula, 1,8 Ul/célula, 2,0 Ul/célula, 2,4 Ul/célula, 2,8 Ul/célula, 3,2 Ul/célula, 3,6 1U/célula, 4,0
IU/célula, 5,0 1U/célula, 6,0 1U/célula, 7,0 IU/célula, 8,0 IU/célula, 9,0 IU/célula o 10,0 1U/célula.

En cualquiera de tales casos, el volumen de liquido de la composicion es menor o igual a 220 ml, menor o
igual a 200 ml, menor o igual a 100 ml, menor o igual a 50 ml o menor que o igual a 20 ml.

En algunos de tales casos, las células son células primarias. En algunos de tales casos, las células son
células humanas. En algunos de tales casos, las células incluyen células en suspension, las células incluyen
glébulos blancos y/o las células incluyen células T o células NK. En algunos casos, las células son células T y las
células T son células T no fraccionadas, células T CD8+ aisladas o células T CD4+ aisladas.

En algunos de tales casos, el vector viral codifica un receptor recombinante. En algunos casos, el receptor
recombinante es un receptor de antigenos recombinante. En algunos casos, el receptor de antigenos recombinante
es un receptor de células no T funcional. En algunos casos, el receptor de células no T funcional es un receptor de
antigeno quimérico (CAR). En algunos casos, el receptor recombinante es un receptor quimérico que contiene una
parte extracelular que se une especificamente a un ligando y una parte de sefializacién intracelular que contiene un
dominio de activaciéon y un dominio de coestimulacion. En algunos casos, el receptor de antigenos recombinante es
un receptor de células T transgénicas (TCR).

En la presente se proporcionan camaras centrifugas rotatorias alrededor de un eje de rotacion, que incluye
una cavidad interna que contiene la composicion de cualquiera de los casos anteriores.

En la presente se proporcionan camaras centrifugas rotatorias alrededor de un eje de rotacion, que
contienen una cavidad interna que contiene (a) una composicion que contiene por lo menos 5 x 107 células T
primarias transducidas con un vector viral recombinante y/o (b) una composicién que contiene por lo menos 5 x 107
células T primarias y particulas virales que contienen un vector viral recombinante.

En algunos de tales casos, la camara contiene ademas una pared final, una pared lateral sustancialmente
rigida que se extiende desde dicha pared final, y por lo menos una abertura, en donde por lo menos una parte de
dicha pared lateral rodea dicha cavidad interna y dicho por lo menos una abertura es capaz de permitir la entrada de
liquido en dicha cavidad interna y la extraccién de liquido desde dicha cavidad.

En algunos de tales casos, dicha composicidn en dicha cavidad contiene por lo menos 1 x 108 células, 2 x
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108 células, 4 x 108 células, 6 x 108 células, 8 x 108 células o 1 x 10° de las células.

En algunos de tales casos, las células T son células T no fraccionadas, células T CD8+ aisladas o células T
CDA4+ aisladas.

En algunos de tales casos de la camara, por lo menos el 2,5%, por lo menos el 5%, por lo menos el 6%, por
lo menos el 8%, por lo menos el 10%, por lo menos el 20%, por lo menos el 25%, por lo menos el 30%, por lo menos
el 40%, por lo menos el 50%, o por lo menos el 75% de dichas células en dicha composicion se transducen con un
vector viral.

En algunos de tales casos de la camara, el vector viral codifica un receptor recombinante y las células en la
composicién expresan el receptor recombinante. En algunos casos, el receptor recombinante es un receptor de
antigenos recombinante. En algunos casos, el receptor de antigenos recombinante es un receptor de células no T
funcional. En algunos casos, el receptor de células no T funcional es un receptor de antigeno quimérico (CAR). En
algunos casos, el receptor recombinante es un receptor quimérico que contiene una parte extracelular que se une
especificamente a un ligando y una parte de sefalizacién intracelular que contiene un dominio de activaciéon y un
dominio de coestimulacién. En algunos casos, el receptor de antigeno recombinante es un receptor de células T
transgénicas (TCR).

En algunos de tales casos de la camara, entre todas las células en la composicion, el nimero de copias
medio de dicho vector viral recombinante no es de mas de aproximadamente 10, no mas de 8, no mas de 6, no mas
de 4, o no mas de aproximadamente 2 o entre las células en la composicion transducidas con el vector viral
recombinante, el nimero de copias medio de dicho vector no es de mas de aproximadamente 10, no mas de 8, no
mas de 6, no mas de 4, o no mas de aproximadamente 2.

En la presente se proporcionan camaras centrifugas rotatorias alrededor de un eje de rotacion, que incluyen
una cavidad interna que contiene la composicion de cualquiera de los casos anteriores. En algunos casos, la camara
contiene ademds un volumen de gas hasta el volumen méaximo de la cavidad interna de la camara. En algunos
casos, el gas es aire.

En algunos de tales casos de la camara, la camara es rotatoria alrededor de un eje de rotacion e incluye
una pared final, una pared lateral sustancialmente rigida que se extiende desde dicha pared final, y por lo menos una
abertura, en donde por lo menos una parte de dicha pared lateral rodea dicha cavidad interna y dicha por lo menos
una abertura es capaz de permitir la entrada de liquido en dicha cavidad interna y la extraccion de liquido de dicha
cavidad. En algunos casos, la pared lateral es curvilinea. En algunos casos, la pared lateral es generalmente
cilindrica.

En algunos de tales casos de la camara, dicha por lo menos una abertura incluye una entrada y una salida,
respectivamente, capaces respectivamente de permitir dicha entrada y extraccién o dicha por lo menos una abertura
incluye una Unica entrada/salida, capaz de permitir dicha entrada y dicha extraccién. En algunos de tales casos de la
camara, por lo menos una abertura es coaxial con la camara y esté localizada en la pared final.

En algunos de tales casos, la cdmara incluye ademas un miembro movil y dicha cavidad interna es una
cavidad de volumen variable definida por dicha pared final, dicha pared lateral sustancialmente rigida, y dicho
miembro movil, dicho miembro movil siendo capaz de moverse dentro de la cdmara para variar el volumen interno de
la cavidad. En algunos casos, el miembro mévil es un piston y/o el miembro mévil es capaz de moverse axialmente
dentro de la camara para variar el volumen interno de la cavidad.

En algunos de tales casos, el area de superficie interna de dicha cavidad es de por lo menos o de
aproximadamente 1 x 10°% um?, el &rea de superficie interna de dicha cavidad es de por lo menos o de
aproximadamente 1 x 10" ym?, la longitud de dicha pared rigida en la direccion que se extiende desde dicha pared
final es de por lo menos aproximadamente 5 cm, la longitud de dicha pared rigida en la direccion que se extiende
desde dicha pared final es de por lo menos aproximadamente 8 cm y/o la cavidad contiene un radio de por Io menos
aproximadamente 2 cm en por lo menos una seccién transversal.

En algunos de tales casos de la camara, el volumen de liquido de dicha composicion presente en dicha
cavidad esta entre o entre aproximadamente 0,5 ml por pulgada cuadrada del &rea superficial interna de la cavidad
(ml/pulgada cuadrada) y 5 ml/pulgada cuadrada, 0,5 ml/pulgada cuadrada y 2,5 ml/pulgada cuadrada, 0,5 ml/pulgada
cuadrada y 1 ml/pulgada cuadrada, 1 ml/pulgada cuadrada y 5 ml/pulgada cuadrada, 1 ml/pulgada cuadrada y 2,5
ml/pulgada cuadrada o 2,5 ml/pulgada cuadrada y 5 ml/pulgada cuadrada. En algunos de tales casos, el volumen de
liquido de dicha composicién presente en dicha cavidad es de por lo menos 0,5 ml/pulgada cuadrada, 1 ml/pulgada
cuadrada, 2,5 ml/pulgada cuadrada o 5 ml/pulgada cuadrada.

En la presente se proporcionan sistemas cerrados que contienen la camara de centrifuga de cualquiera de
los casos anteriores. En algunos de tales casos del sistema cerrado, la camara de centrifuga es capaz de rotar a una
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velocidad de hasta 8000 g, en donde la camara de centrifuga es capaz de resistir una fuerza de 500, 1000, 1500,
2000, 2500, 3000 o 3200 g, sin ceder, doblarse, romperse sustancialmente o dafar de otra manera la camara y/o al
mismo tiempo mantener sustancialmente una forma generalmente cilindrica bajo tal fuerza.

Breve descripcién de los dibujos

La FIG. 1A muestra la eficiencia de transduccién calculada como porcentaje de células T CD3* con expresion
superficial de un receptor de antigeno quimérico (CAR) codificado por un vector viral, después de la
incubacién en varias condiciones como se describe en el Ejemplo 1. La FIG. 1B muestra duplicaciones de la
poblacién durante un periodo de seis dias durante el estudio de transduccion descrito en el Ejemplo 1.

La FIG. 2 muestra la eficiencia de transduccién calculada como porcentaje de células T CD3* con expresion
superficial de un CAR codificado por un vector viral después de la incubacion en las condiciones indicadas
como se describe en el ejemplo 2.

La FIG. 3 muestra la eficiencia de transduccién calculada como porcentaje de células T CD3* con expresion
superficial de un CAR codificado por un vector viral después de la incubacién en varias condiciones como se
describe en el ejemplo 3.

La FIG. 4 muestra el nimero medio de copias del vector (VCN) de un vector viral en poblaciones celulares
indicadas después de la transduccion en varias condiciones como se describe en el Ejemplo 4.

La FIG. 5 proporciona una representacion esquematica de un caso de un sistema cerrado (kit de
procesamiento) para su uso en casos de los métodos proporcionados. El sistema ejemplar representado
incluye una camara de centrifuga generalmente cilindrica (1), rotatoria alrededor de un eje de rotacién e
incluye una pared final (13), una pared lateral rigida (14) y un pistén (2), que definen una cavidad interna (7)
de la camara. La camara incluye ademas una abertura de entrada/salida (6) para permitir el flujo de liquido y
gas dentro y fuera de la cavidad en por lo menos algunas configuraciones del sistema. La abertura (6) esta
operativamente unida con una serie de tubos (3) y conectores, que incluyen valvulas de llave de paso (4) y
varios recipientes adicionales. También se representan las abrazaderas (5).

La FIG. 6A muestra duplicaciones de la poblaciéon durante un periodo de diez dias durante el estudio descrito
en el Ejemplo 6. La FIG. 6B muestra el porcentaje de viabilidad de las células durante un periodo de diez dias
durante el estudio descrito en el Ejemplo 6.

La FIG. 7 proporciona una representacion esquematica de un caso de un sistema cerrado (kit de
procesamiento) para su uso en casos de los métodos proporcionados. El sistema ejemplar representado
incluye una camara de centrifuga generalmente cilindrica (1), rotatoria alrededor de un eje de rotacién e
incluye una pared final (13), una pared lateral rigida (14) y un pistén (2), que definen una cavidad interna (7)
de la cdmara. La camara incluye ademas una abertura de entrada/salida (6) para permitir el flujo de liquido y
gas dentro y fuera de la cavidad en por lo menos algunas configuraciones del sistema. La abertura (6) esta
operativamente conectada con una serie de lineas de tubos (3) y conectores, que incluyen valvulas de llave
de paso (4), varios recipientes adicionales y un filtro de aire (15) acoplado a una tapa desmontable (16).
También se representan las abrazaderas (5).

La FIG. 8A muestra la eficiencia de transduccién calculada como porcentaje de células T CD3* con expresion
superficial de un CAR codificado por un vector viral después de la incubacién en las condiciones indicadas
como se describe en el ejemplo 8A. La FIG. 8B muestra la eficiencia de transduccién calculada como
porcentaje de células T CD3* con expresion superficial de un CAR codificado por un vector viral después de
la incubacion en las condiciones indicadas como se describe en el ejemplo 8B. La FIG. 8C muestra el nimero
medio de copias del vector (VCN) de un vector viral en poblaciones celulares indicadas después de la
transduccion en diversas condiciones como se describe en el Ejemplo 8B.

La FIG. 9A muestra la eficiencia de transduccién calculada como porcentaje de células T CD3* con expresion
superficial de un CAR codificado por un vector viral después de la incubacion en las condiciones indicadas
como se describe en el Ejemplo 9. La FIG. 9B muestra el nimero medio de copias del vector (VCN) de un
vector viral en poblaciones de células indicadas después de la transduccion en varias condiciones como se
describe en el Ejemplo 9.

La FIG. 10 muestra la eficiencia de transduccién calculada como porcentaje de células T CD3* con expresion
superficial de un CAR codificado por un vector viral después de la incubacién en las condiciones indicadas
como se describe en el ejemplo 10.

La FIG. 11 proporciona una representacién esquematica de un caso de un sistema cerrado (kit de
procesamiento) para su uso en casos de los métodos proporcionados. El sistema ejemplar representado
incluye una camara de centrifuga generalmente cilindrica (1), rotatoria alrededor de un eje de rotacién e
incluye una pared final (13), una pared lateral rigida (14) y un pistén (2), que definen una cavidad interna (7)
de la cdmara. La camara incluye ademas una abertura de entrada/salida (6) para permitir el flujo de liquido y
gas dentro y fuera de la cavidad en por lo menos algunas configuraciones del sistema. La abertura (6) esta
conectada operativamente a una serie de lineas de tubos (3) y conectores, que incluyen valvulas de llave de
paso (4) y puertos (18), y varios recipientes adicionales, que incluyen una pluralidad de bolsas de salida (17).
También se representan las abrazaderas (5).
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A menos que se defina lo contrario, todos los términos de técnica, anotaciones y otros términos o
terminologia técnica y cientifica usados en la presente tienen el mismo significado que el entendido cominmente por
un experto en la técnica al que pertenece el asunto reivindicado. En algunos casos, los términos con significados
comunmente entendidos se definen en la presente para mayor claridad y/o para una referencia inmediata, y la
inclusién de tales definiciones en la presente no debe interpretarse necesariamente como una diferencia sustancial
sobre lo que generalmente se entiende en la técnica.

Los encabezados de seccion usados en la presente son solo con propdésitos organizativos y no deben
interpretarse como limitativos del asunto descrito.

I. Métodos de procesamiento celular y sistemas, kits y dispositivos asociados

Se proporcionan métodos para procesar células, por ejemplo, para generar composiciones de células para
uso en terapia celular adoptiva. Los métodos incluyen aquellos para transferir vectores virales recombinantes a las
células, como por transduccion viral. Los vectores virales generalmente codifican moléculas recombinantes para ser
expresadas en las células, por ejemplo, para su uso en terapia celular. Los pasos de procesamiento de los métodos
también pueden incluir o, alternativamente, todos o una parte de lavado, dilucion, seleccidn, aislamiento, separacion,
cultivo, estimulacién, envasado y/o formulaciéon de células. Los métodos generalmente permiten el procesamiento,
por ejemplo, seleccidbn o separaciéon y/o transduccién, de células a gran escala (como en composiciones de
volumenes de mas de o aproximadamente 50 ml). Uno o mas de los pasos de procesamiento celular generalmente
se llevan a cabo en la cavidad interna de una camara de centrifuga, como una camara sustancialmente rigida que
generalmente tiene forma cilindrica y rota alrededor de un eje de rotacién, lo que puede proporcionar ciertas ventajas
en comparacion con otros métodos disponibles. En algunos casos, todos los pasos de procesamiento se llevan a
cabo en la misma camara de centrifuga. En algunos casos, uno o mas pasos de procesamiento se llevan a cabo en
diferentes camaras centrifugas, como multiples camaras centrifugas del mismo tipo.

Los métodos proporcionados ofrecen varias ventajas en comparacion con los métodos disponibles para el
procesamiento celular, incluyendo la transduccion y la seleccion, particularmente aquellos para el procesamiento
celular a gran escala. Ciertos métodos disponibles no han sido completamente satisfactorios, por ejemplo, debido a
una eficacia, precision, reproducibilidad, gasto de tiempo y costo, riesgo de error, complejidad y necesidad de
instalaciones de manipulacion y bioseguridad para el usuario menos que 6ptimos. En algunos casos, los métodos
proporcionados son adecuados para la produccion celular a gran escala y/o de grado clinico, a la vez que
proporcionan caracteristicas deseables que de otro modo solo estarian disponibles con métodos de produccion a
pequeria escala, y ofrecen ventajas adicionales no proporcionadas por los métodos disponibles. Por ejemplo, los
métodos para la transduccion celular y/o la seleccién basada en afinidad ofrecen ventajas en comparacion con los
métodos disponibles realizados en bolsas de plastico flexibles o placas de multiples pocillos de plastico.

En algunos casos, la camara de centrifuga y/o su cavidad interna en la que se procesan las células esta
rodeada o definida por lo menos en parte por material rigido o sustancialmente rigido. La incubacién en una cavidad
unida por dichos materiales, como el plastico duro, permite la centrifugacién bajo ciertas condiciones, como fuerzas
mas altas que las que se pueden usar con bolsas usadas en otros métodos de procesamiento de células a gran
escala. Por ejemplo, en algunos casos, la camara y la cavidad soportan la centrifugacion a una fuerza, por ejemplo,
una fuerza centrifuga relativa, de por lo menos aproximadamente 500 g, 1000 g, 1500 g, 2000 g, 2500 g, 3000 g o
3200 g, medida, por ejemplo, en una pared interna o externa de la camara o cavidad, o en una o mas células, como
una capa de células, sin ceder, doblarse, o romperse o dar como resultado de otra manera el dafio de la camara o
cavidad que mantiene las células, de tal manera que la camara y o la cavidad mantienen sustancialmente su forma
bajo dicha fuerza.

Por consiguiente, la camara y/o su cavidad interna tipicamente estan rodeadas por todo o una parte de una
pared lateral rigida o semirrigida, como una hecha de plastico duro, que mantiene su forma bajo la fuerza centrifuga
aplicada. La pared lateral generalmente es curvilinea, por ejemplo, cilindrica o generalmente cilindrica, y tipicamente
se extiende desde una o dos paredes finales de la camara, el lado interno de una o ambas de las cuales también
puede definir los limites de la cavidad interna. Las paredes finales en algunos casos también estan hechas de
materiales rigidos, y en algunos casos pueden incluir materiales mas flexibles. En algunos casos, aunque una pared
esté hecha de material rigido o material sustancialmente rigido, puede no obstante estar revestida y/o recubierta con
material flexible y/o contener pequefas partes que son mas flexibles, siempre que la cavidad en su conjunto
mantenga su forma general durante las condiciones de los métodos.

La camara de centrifuga generalmente es rotatoria alrededor de un eje de rotacion, y la cavidad tipicamente
es coaxial con la camara. En algunos casos, la cdmara de centrifuga incluye ademas un miembro movil, como un
pistén, que generalmente es capaz de moverse (por ejemplo, movimiento axial) dentro de la camara, para variar el
volumen de la cavidad. Por tanto, en casos particulares, la cavidad interna esta unida por la pared lateral y la pared
final de la camara y el miembro mévil, y tiene un volumen variable que puede ajustarse moviendo el miembro movil.
El miembro mévil puede estar hecho de materiales rigidos, sustancialmente o generalmente rigidos, flexibles, o
combinaciones de los mismos.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2805674 T3

La camara generalmente también incluye una o mas aberturas, como una o mas entradas, una o mas
salidas, y/o una 0 mas entradas/salidas, que pueden permitir la entrada y extraccion de liquido y/o gas hacia y desde
la cavidad. En algunos casos, la abertura puede ser una entrada/salida donde se producen tanto la entrada como la
extraccion del liquido y/o gas. En algunos casos, la una o mas entradas pueden estar separadas o ser diferentes de
la una o mas salidas. La abertura o aberturas pueden estar en una de las paredes finales. En algunos casos, el
liquido y/o el gas se toman y/o se extraen desde la cavidad mediante el movimiento del miembro movil para
aumentar y/o disminuir el volumen de la cavidad. En otros casos, el liquido y/o el gas pueden tomarse y/o extraerse
desde la cavidad a través de una linea de tubos u otro canal que esté o esté colocado en conexién con la abertura,
por ejemplo, colocando la linea o canal en conexién con y control de una bomba, jeringuilla, u otra maquinaria, que
puede controlarse de manera automatica.

En algunos casos, la camara es parte de un sistema cerrado, como un sistema estéril, que tiene varios
componentes adicionales como lineas de tubos y conectores y tapas, dentro de los cuales se producen los pasos de
procesamiento. Por tanto, en algunos casos, los métodos y/o pasos proporcionados de los mismos se llevan a cabo
en un entorno completamente cerrado o semicerrado, como un sistema estéril cerrado o semicerrado, que facilita la
produccion de células para la administracion terapéutica a sujetos sin necesidad de un ambiente estéril separado,
como un armario o sala de bioseguridad. Los métodos en algunos casos se llevan a cabo de manera automatizada o
parcialmente automatizada.

En algunos casos, la camara esta asociada con una centrifuga, que es capaz de efectuar la rotacion de la
camara, como alrededor de su eje de rotacion. La rotacién puede producirse antes, durante y/o después de la
incubacién en uno o mas de los pasos de procesamiento. Por tanto, en algunos casos, uno o mas de los varios
pasos de procesamiento se llevan a cabo bajo rotacion, por ejemplo, a una fuerza particular. La camara es
tipicamente capaz de rotacion vertical o generalmente vertical, de tal manera que la cdmara se asienta verticalmente
durante la centrifugacion y la pared lateral y el eje son verticales o generalmente verticales, con las paredes finales
horizontales o generalmente horizontales. Una camara ejemplar se representa dentro de los sistemas cerrados
ejemplares representados en la FIG. 5, la FIG. 7 o la FIG. 11.

Los pasos de procesamiento de los métodos (por ejemplo, los pasos llevados a cabo total o parcialmente
en la camara) pueden incluir uno o mas de una serie de pasos de procesamiento de células, solos o en combinacién.
En casos particulares, los pasos de procesamiento incluyen la transduccion de las células con particulas del vector
viral que contienen un vector retroviral, como uno que codifica un producto recombinante para la expresién en las
células, donde por lo menos una parte de la incubacién con las particulas del vector viral se realiza en la camara
para iniciar la transduccion. Los métodos pueden incluir ademas y/o alternativamente otros pasos de procesamiento,
como los pasos para el aislamiento, separacién, seleccién, cultivo (por ejemplo, estimulacién de las células, por
ejemplo, para inducir su proliferacién y/o activacion), lavado, suspension, dilucién, concentracién y/o formulacion de
las células. En algunos casos, el método incluye pasos de procesamiento llevados a cabo en un orden en el que: se
aislan, como seleccionarse o separare, primero las células, por ejemplo, las células primarias de una muestra
bioldgica; las células aisladas o seleccionadas resultantes se estimulan en presencia de un reactivo de estimulacion;
las células estimuladas se incuban con particulas de vectores virales para la transduccién; y las células transducidas
se formulan en una composicion. En algunos casos, la estimulacion se realiza adicional o alternativamente durante
por lo menos una parte de la incubacion con las particulas del vector viral. En algunos casos, la estimulacion se lleva
a cabo adicional o alternativamente después de la incubacion de las células con las particulas del vector viral. En
algunos casos, los métodos no incluyen un paso para estimular las células. En algunos casos, el método puede
incluir uno o mas pasos de procesamiento entre el lavado, la suspension, la dilucion y/o la concentracién de células,
que pueden producirse antes, durante o simultdneamente con o después de uno o mas de los pasos de aislamiento,
como la separacion o seleccién, estimulacion, de transduccién y/o formulacién. La totalidad o una parte de cada uno
de los pasos de procesamiento puede realizarse en un sistema cerrado, como en una camara de centrifuga. En
aspectos de los métodos, los procesos no necesitan realizarse en el mismo sistema cerrado, como en la misma
camara de centrifuga, sino que pueden realizarse en un sistema cerrado diferente, como en una camara de
centrifuga diferente; en algunos casos, tales cadmaras centrifugas diferentes estan en los puntos respectivos en los
métodos colocados en asociacién con el mismo sistema, como colocados en asociacion con la misma centrifuga. En
algunos casos, todos los pasos de procesamiento se realizan en un sistema cerrado, en el que todo o una parte de
cada uno o mas pasos de procesamiento se realizan en la misma camara de centrifuga o en una diferente.

En algunos casos, los métodos proporcionan la capacidad de transducir las células con una mayor
eficiencia de transducciéon en comparacién con los métodos disponibles, por ejemplo, llevando a cabo toda o parte
de la transduccion a fuerzas centrifugas/velocidades mas altas, y/o permitiendo un control o ajuste facil,
automatizado y/o independiente de varios parametros, como volumen o cantidad de reactivos, velocidad y/o
temperatura. En algunos casos, los métodos aumentan la eficacia y/o reducen la variabilidad (aumentando la
reproducibilidad), por ejemplo, racionalizando y/o disminuyendo el nimero de interacciones del usuario y/o pasos de
manejo, como proporcionando un control automatizado o semiautomatizado de los varios pasos.

En algunos casos, en virtud de llevar a cabo uno o mas, por ejemplo, la totalidad o una parte de todos los
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pasos de procesamiento dentro de un sistema cerrado, como un sistema cerrado estéril, los métodos
proporcionados permiten la preparacién a gran escala de células para uso clinico sin exponer las células a
condiciones no estériles y sin el uso de una habitacién o armario estéril separado. En algunos casos, las células se
aislan, separan o seleccionan, estimulan, transducen, lavan y formulan dentro del sistema cerrado, por ejemplo, de
manera automatizada. En algunos casos, los métodos son ventajosos en que estan optimizados, por ejemplo,
requieren menos pasos, menos manipulacion o intervencion del usuario, por ejemplo, al llevarse a cabo en un
sistema unico, cerrado y/o de manera automatizada. Por ejemplo, en algunos casos, los métodos proporcionan
mejora sobre los métodos para el procesamiento de células para su uso en aplicaciones clinicas, que pueden
requerir la transduccion en bolsas en una centrifuga o placa, mezclando particulas del vector viral y células a
proporciones apropiadas en un armario de bioseguridad, seguido por el transporte de la placa o bolsa a la centrifuga
para la transduccién u otro paso de procesamiento, y pasos adicionales que también pueden requerir manejo. En
algunos casos, los métodos proporcionados son menos manuales y/o intensivos en mano de obra en comparacion
con tales métodos disponibles, lo que requiere un grado o cantidad reducida de manipulacion e interacciéon por el
usuario.

En algunos casos, los métodos permiten un mayor grado de control del proceso en comparacién con los
métodos disponibles. Por ejemplo, los métodos en algunos casos permiten el control independiente de varios
parametros, por ejemplo, de manera automatizada. Por ejemplo, los métodos pueden permitir un control
independiente del volumen, cantidad y/o concentracion de varios componentes y reactivos usados y procesados con
los métodos o varias condiciones usadas en uno o mas de los procesos o métodos. Generalmente permiten el
control de la duracion de uno o mas de los varios pasos de los métodos, y/o el control de la proporcién de células en
una incubacién o composicion particular, volumen de liquido y/o area de superficie del recipiente que se esta usando
para el procesamiento, como la camara o la cavidad. La capacidad de controlar dichos parametros de manera
independiente, particularmente de una manera automatizada e independientemente unos de otros, puede permitir a
un usuario optimizar facilmente y llevar a cabo los métodos para condiciones individuales.

También se proporcionan sistemas, dispositivos y aparatos para su uso con tales métodos, kits que
contienen los mismos, y métodos de uso de las composiciones y células producidas por los métodos. Por ejemplo,
se proporcionan métodos de tratamiento y uso terapéutico de las células y composiciones producidas por los
métodos, como en la terapia celular adoptiva. También se proporcionan composiciones farmacéuticas y
formulaciones para su uso en tales terapias.

Il Camaras centrifugas y sistemas y dispositivos asociados

En algunos casos, todos o parte de uno o mas de los pasos de procesamiento, como la incubacién con
virus para iniciar o efectuar la transducciéon y/o la incubacién con perlas para la separacién basada en
inmunoafinidad y/o uno o mas de otros pasos de procesamiento como se describe, se lleva a cabo en una camara
de centrifuga. En particular, tales pasos e incubaciones generalmente se llevan a cabo en una cavidad interna de
dicha camara, que puede ser la misma camara de centrifuga o una diferente para cada uno de los procesos.

La camara de centrifuga generalmente puede rotarse, por ejemplo, mediante una centrifuga que puede
estar asociada con la camara durante la incubacion. En algunos casos, la camara de centrifuga es rotatoria
alrededor de un eje de rotacién, como un eje de rotacién vertical o generalmente o sustancialmente vertical. En
algunos casos, la camara de centrifuga incluye una pared final y una pared lateral, por lo menos una parte de la cual
rodea o circunda la cavidad interna de la camara. La camara de centrifuga generalmente también incluye otra pared
final, desde la cual la pared lateral se extiende en la direccion opuesta.

La cavidad interna generalmente esta unida en su exterior por los lados internos de toda o una parte de la
pared final, toda o una parte de la pared lateral, y toda o una parte de otra pared final de la cAmara u otra superficie
u objeto, como un miembro mévil dentro de la cadmara, como un pistén. La cavidad en algunos aspectos es hueca.
En otros aspectos, un objeto sélido o hueco esta contenido dentro de parte del espacio interno de la cavidad, como
un tubo o canal.

En algunos aspectos, la cavidad es de volumen variable, lo que significa que el volumen total disponible
dentro de la cavidad que puede estar ocupado, por ejemplo, por liquido o gas, puede variar, por ejemplo, por el
movimiento del miembro mévil, por ejemplo, un piston. En algunos casos, dicho movimiento es posible durante
varios pasos de los métodos, como durante la incubacién para iniciar o efectuar la transduccion o seleccion o los
pasos posteriores y/o anteriores a los mismos. El movimiento en algunos casos puede efectuarse de manera
automatizada, como por un programa preespecificado ejecutado en virtud de los circuitos y maquinaria asociados
con la camara, como sensores y motores que detectan y controlan la posicion del miembro movil y otros aspectos
del proceso y los circuitos para la comunicacion entre los sensores y uno o mas componentes.

La pared lateral de la camara, o la parte de la misma que rodea la cavidad interna de la camara (y, por

tanto, la forma de la cavidad), tipicamente es curvilinea, como cilindrica, sustancialmente cilindrica o generalmente
cilindrica. Los expertos en la técnica generalmente entienden que el término cilindrico se refiere a un tipo particular
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de superficie curvilinea, formada por los puntos a una distancia fija de un segmento de linea dado, considerado el
eje de una forma cilindrica. "Generalmente cilindrico" se refiere a una forma o superficie que tiene una configuracién
que es aproximadamente cilindrica en forma o estructura, como una que parece cilindrica al ojo o es casi cilindrica,
pero que permite cierto grado de variabilidad. Por ejemplo, el término abarca formas y superficies de las cuales no
todos los puntos estan a la misma distancia del eje, y permite cierto grado de contorneado y/o ahusamiento, siempre
que la forma o superficie parezca cilindrica y/o tenga una forma principalmente cilindrica. También abarca formas en
las que la mayoria de la forma es cilindrica, como cuando la mayoria de una pared exterior de la camara de
centrifuga es cilindrica o sustancialmente cilindrica, pero partes relativamente menores de ella adoptan otra
configuracién, por ejemplo, ahusandose o contornedndose o aproximandose a uno o mas extremos de la pared. En
algunos casos, la parte de la pared lateral de la camara que rodea la cavidad es cilindrica, mientras que otras partes
de la pared pueden no ser cilindricas.

En algunos casos, toda o partes de la camara y/o cavidad son rigidas o sustancialmente rigidas. Por
ejemplo, toda o parte de la pared lateral puede ser rigida o sustancialmente rigida, por ejemplo, para permitir que la
camara y la cavidad resistan la fuerza, por ejemplo, como se aplica durante la centrifugacién a altas velocidades, por
ejemplo, a una fuerza (fuerza centrifuga relativa (RCF)) en la superficie interna de la pared lateral de la cavidad y/o
en una capa superficial de las células de mas de aproximadamente 200 g, méas de o aproximadamente 300 g, 0 mas
de o aproximadamente 500 g, como mas de o aproximadamente 600 g, 800 g, 1100 g, 1000 g, 1500 g, 1600 g, 2000
g, 2200 g, 2500 g, 3000 g o 3200 g; o por lo menos o aproximadamente 600 g, 800 g, 1000 g, 1100 g, 1500 g, 1600
g, 2000 g, 2200 g, 2500 g, 3000 g, o0 3200 g, como de o aproximadamente 2100 g o 2200 g. En algunos casos, El
RCF en la superficie interna de la pared lateral de la cavidad y/o en una capa superficial de las células es de mas de
o aproximadamente o es de o aproximadamente 1100 g, 1200 g, 1400 g, 1600 g, 1800 g, 2000 g, 2200 g o mas. Por
el contrario, los métodos disponibles para procesar células a gran escala, por ejemplo, de mas de 50 o 100 ml de
volumen, usando bolsas flexibles, solo pueden permitir la centrifugacién a una fuerza centrifuga relativa de no mas
de 200 g, 500 g, o 1000 g. Por tanto, los métodos proporcionados pueden producir una mayor eficacia en
comparacion con tales métodos.

El término "fuerza centrifuga relativa" o RCF se entiende generalmente como la fuerza efectiva impartida
sobre un objeto o sustancia (como una célula, muestra o sedimento y/o un punto en la cdmara u otro recipiente que
se esta rotando), con respecto a la fuerza gravitacional de la Tierra, en un punto particular del espacio en
comparacion con el eje de rotacion. El valor puede determinarse usando formulas bien conocidas, teniendo en
cuenta la fuerza gravitacional, la velocidad de rotacion y el radio de rotacién (distancia desde el eje de rotacion y el
objeto, sustancia o particula en la que se mide el RCF).

Puede especificarse el objeto, particula o localizacién (o medio de los mismos) en el que se expresa o
determina el RCF en un caso dado. Por ejemplo, un valor de RCF o un valor o intervalo aproximado en algun
contexto en la presente se da para una parte o localizacion particular dentro de la camara de centrifuga usada en
tales métodos, como en la superficie interna de la pared lateral de la cavidad de la camara en la cual se procesan las
células, como en cualquier punto a lo largo de la superficie de la pared lateral cilindrica de la cavidad o en la
distancia radial media de la misma. De manera similar, el valor de RCF puede darse para una distancia radial o
distancia radial media dentro de otro recipiente, como una bolsa, en la que se procesan las células, con respecto al
eje de rotacion. En otros casos, el RCF se proporciona para la localizacion de la muestra o composiciéon en su
conjunto 0 en una o0 mas células particulares o media o capa de la misma, durante la rotacion. Por ejemplo, el valor
puede ser el RCF en una capa superficial de las células en la camara u otro recipiente durante la rotaciéon, como en
la superficie celular en la interfaz entre un liquido en el que se estan girando las células y las propias células.

En general, el RCF se calcula mediante la férmula 1,119 x 10 (rpm)2r (0 1,12 x 10-5 x (rpm)2*r), donde r =
el radio (es decir, la distancia en cm de una particula, objeto o sustancia dada desde el eje de rotacion),
rpm=revoluciones por minuto. Por ejemplo, en algunos casos, el RCF en la superficie interna de la pared lateral de la
cavidad de procesamiento interna en la que se procesan las células puede calcularse usando esta formula, en la que
r es la distancia entre un punto en la superficie interna de la pared lateral y el eje de rotacion. Alternativamente, el
RCF en una célula o capa superficial de células (como la interfaz entre la(s) capa(s) de células y el liquido durante la
rotacion) puede calcularse usando la formula, en la que r es la distancia entre la célula, la capa superficial y/o la
interfaz, o una media de los mismos. Por ejemplo, en algunos casos, el valor del radio (r) para un RCF de la pared
lateral puede basarse en la media de los radios maximos y minimos posibles o todos los radios posibles a lo largo de
la longitud de la pared lateral de la camara. En algunos casos, el radio para una camara de centrifuga ejemplar
vendida por Biosafe AG para uso con el sistema Sepax® (por ejemplo, A-200/F) es de o de aproximadamente 2,6
cm o de o de aproximadamente 2,7 cm. En dicha camara ejemplar, el radio para determinar RCF en la interfaz entre
la(s) capa(s) de células y el liquido durante la rotaciéon en dicha camara puede calcularse afadiendo la distancia
radial exacta o aproximada entre la pared lateral interna de la cavidad y la camara ocupada por las células de la(s)
capa(s) durante la rotacion. Dicho valor puede calcularse o aproximarse usando métodos conocidos, por ejemplo, en
base al diametro de una de las células que se estan procesando y/o el diametro medio entre dichas células, por
ejemplo, durante la rotacion de la camara. Dicho valor puede basarse en el tamafio completo de la célula, pero
tipicamente tendra en cuenta el impacto sobre el volumen relativo ocupado por cada célula de la rotacién o la propia
fuerza, lo que en general reducira dicho volumen. En algunos ejemplos, el valor aproximado se determina usando el

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2805674 T3

tamano de un nucleo de la célula (o la media del mismo).

Por lo tanto, el RCF o el RCF medio durante un giro particular en una camara o dispositivo particular puede
calcularse para un punto o area dada en base a las revoluciones por minuto (rpm) y la distancia entre ese punto y el
eje de rotacion usando bien -métodos conocidos. Las revoluciones por minuto (rpm) pueden determinarse para
varios dispositivos y camaras usando métodos conocidos, por ejemplo, usando un tacometro apropiado para el
dispositivo, sistema o camara en particular. Por ejemplo, en algunos casos, puede usarse una foto de mano o un
tacometro laser, por ejemplo, en combinacién con cinta reflectante, en el caso de una centrifuga, sistema o
dispositivo con una ventana desde el entorno a la camara o cavidad, como el Sepax®, que es transparente o permite
de otro modo el paso de la luz entre el tacometro a la camara. Para sistemas opacos, pueden usarse otros
tacometros como tacémetros de tipo junco vibratorios.

Como se entiende por los expertos en la técnica, cuando se usa en el contexto de varios envases y
recipientes como camaras, placas, tubos y bolsas, usados en el procesamiento y centrifugacién de células y
materiales de las mismas, rigidos generalmente describe un objeto, parte del mismo, o material que mantiene
sustancialmente su forma y/o volumen cuando se coloca en un entorno, como bajo un grado de fuerza, temperatura
u otra condicion, en la que normalmente se esperaria que estuviese presente en el curso del uso del objeto. Por
ejemplo, se entiende en la técnica que las camaras y tubos centrifugos rigidos, como los hechos de plastico duro, se
distinguen de los recipientes flexibles, como las bolsas de procesamiento celular y de cultivo celular, como las bolsas
hechas de plasticos y gomas blandas, por ejemplo, fluoro etileno propileno y materiales similares, cuya forma cambia
cuando se aplica presion manualmente o se mete liquido o gas, lo que hace que la bolsa se expanda. Por lo tanto,
en algunos casos, los materiales rigidos incluyen plastico duro, metal, fibra de carbono, materiales compuestos,
ceramica y vidrio, y/o se distinguen de los materiales flexibles como goma blanda, silicona y plasticos utilizados en la
elaboracion de bolsas flexibles, la forma y volumen de los cuales se cambia facilmente por presion ordinaria, por
ejemplo, presion manual o el llenado de un recipiente con liquido a temperatura ambiente o condiciones normales.

Por ejemplo, en algunos casos, la camara de centrifuga rigida y/o parte(s) o material(es) de la misma, como
la pared lateral rigida o parte de la misma que rodea la cavidad central, puede mantener su forma y/o volumen y/o no
se quiebra o rompe de una manera que ya no contendria el liquido o gas, bajo condiciones particulares. En algunos
casos, tales condiciones incluyen presién manual, como presion capaz de ser aplicada por mano humana. En
algunos casos, tales condiciones incluyen fuerzas centrifugas especificas, como una fuerza (RCF), por ejemplo,
fuerza efectiva, en la superficie interna de la pared lateral de la cavidad, de mas de o aproximadamente 200 g, de
mas de o aproximadamente 300 g, o de mas de o aproximadamente 500 g, como de mas de o aproximadamente
1000 g, 1500 g, 2000 g, 2500 g, 3000 g o 3200 g; o por lo menos o aproximadamente 1000 g, 1500 g, 2000 g, o
2500 g, 3000 g, o 3200 g, como de o aproximadamente 2100 o 2200 g. En algunos casos, el entorno incluye
condiciones particulares, como temperaturas de hasta aproximadamente -80° C y/o hasta temperaturas fisioldgicas o
temperaturas a las que las células permanecen viables y/o mas altas, como temperaturas de 18° C a 42° C, como de
22° C a 392 C, por ejemplo por lo menos 25° C +2° C 0 372 C +2° C.

Como se entiende en la técnica, describir un objeto como rigido o sustancialmente rigido no excluye la
posibilidad de que se produzca algin cambio en la forma o el volumen de un objeto o material, como bajo una fuerza
excesiva o inesperada. Por ejemplo, bajo fuerza excesiva o condiciones ambientales extremas, como las que estan
fuera de las usadas ordinariamente en relacién con los métodos de transduccidn descritos en la presente.

La camara generalmente incluye por lo menos una abertura, como una entrada, una salida y/o una
entrada/salida, para permitir que las sustancias pasen entre la cavidad u otra parte de la camara y otros espacios.
Por ejemplo, tales aberturas generalmente estan incluidas en por lo menos una de las paredes de la camara. La
camara generalmente incluye por lo menos una entrada y por lo menos una salida, que en algunos casos puede ser
la misma abertura (entrada/salida), a través de la cual el liquido y/o el gas pueden entrar y extraerse desde la
cavidad. La abertura esta generalmente asociada con otro entorno a través de un canal, por ejemplo, linea de tubos
o sistema de lineas de tubos, en algunos casos, como a través de uno o méas conectores.

En algunos casos, la camara se incluye como parte de y/o es integral a un sistema, como un sistema
cerrado o parcialmente cerrado, que ademas incluye componentes adicionales como lineas de tubos, conectores y
recipientes. En algunos casos, la cdmara se conecta previamente a uno o mas de los componentes adicionales,
directa y/o indirectamente. Dicha camara puede proporcionarse como parte de un kit pre-montado, por ejemplo, un
kit envasado para uso Unico, estéril, para su uso en conexion con los métodos proporcionados. En algunos casos,
varios componentes se envasan por separado, por ejemplo, para permitir configuraciones personalizadas en las que
un usuario conecta y organiza los componentes para un caso particular de los métodos de procesamiento.

Los componentes incluyen tipicamente por lo menos una linea de tubos, y generalmente un conjunto o
sistema de lineas de tubos, y por lo menos un conector. Los conectores ejemplares incluyen valvulas, puertos,
espigas, soldaduras, sellos y abrazaderas de manguera. Los conectores y/u otros componentes pueden ser
asépticos, por ejemplo, para permitir que todo el proceso se lleve a cabo en un sistema cerrado y estéril, que puede
eliminar o reducir la necesidad de salas limpias, armarios estériles y/o sistemas de flujo laminar.
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En algunos casos, la por lo menos una linea de tubos incluye una serie de lineas de tubos. Los tubos
pueden estar hechos de un plastico, como el policarbonato, y pueden ser de varios tamafios y/o volimenes,
generalmente disefiados para permitir el flujo del liquido/gas deseado a la velocidad adecuada, y la conexién con la
camara y/u otros componentes. La serie de lineas de tubos permite generalmente el flujo de liquidos y gases entre la
camara y/o uno o mas componentes del sistema, como los otros recipientes, facilitados en algunos aspectos por los
conectores. En algunos casos, el sistema incluye lineas de tubos que conectan cada uno de los varios componentes
con por lo menos otro de los componentes, donde se permite que el liquido fluya entre cada uno de los recipientes,
como bolsas y la camara, que puede permitirse o detenerse por la configuracion de varios conectores como valvulas
y/o abrazaderas.

En algunos aspectos, los conectores son tales que pueden colocarse o dirigirse a configuraciones
alternativas, blogqueando, permitiendo y/o dirigiendo respectivamente el flujo de fluidos y gases a través de varios
componentes, como entre varios recipientes y a través de ciertas lineas de tubos que conectan varios componentes,
como las valvulas de rotacion y de compuerta. En otros casos, ciertos conectores y/u otros componentes tienen una
Unica configuracion que permite, dirige o bloquea el paso de liquido o gas, como sellos, tapas y/o puertos o canales
abiertos. Varios componentes en el sistema pueden incluir valvulas, puertos, sellos y abrazaderas. Las valvulas
pueden incluir valvulas rotatorias como llaves de paso, valvulas rotatorias y valvulas de compuerta. Las valvulas
pueden disponerse en un conjunto de colector o como una valvula rotativa multipuerto Unica. Los puertos pueden
incluir puertos Luer o puertos de espiga. Los sellos pueden incluir juntas tdricas, juntas, sellos adhesivos y
acoplamientos. Las abrazaderas pueden incluir abrazaderas de sujecién.

Otros componentes de un sistema incluyen recipientes capaces de contener o almacenar liquidos y/o
gases. Los recipientes pueden incluir bolsas, viales, cajas, jeringuillas, bulbos, tanques, botellas, vasos de
precipitados, cubos, matraces y lineas de tubos. Tales componentes pueden contener composiciones usadas y
producidas por los métodos, incluyendo subproductos y productos intermedios y residuos. Tales composiciones
pueden incluir liquido, incluyendo tampones, medios de crecimiento, medios de transduccion, agua, diluyentes,
lavados y/o solucion salina, y también pueden incluir células, virus y/u otros agentes para usar en los pasos de
procesamiento, como la transduccién. Los recipientes también pueden incluir recipientes de residuos y recipientes
que contienen uno o mas productos de salida, como un producto que contiene células seleccionadas y/o
transducidas por uno o mas pasos de procesamiento de los métodos en la presente.

En algunos casos de los sistemas, una pluralidad de recipientes pueden conectarse de manera estéril en
una o0 mas posiciones en la linea de tubos del sistema. Los recipientes pueden conectarse simultdneamente y/o
secuencialmente durante los métodos de procesamiento celular en los casos proporcionados. En algunos casos, los
recipientes son desmontables o extraibles de los conectores, de tal manera que los recipientes pueden retirarse del
sistema y/o reemplazarse por otro recipiente en la misma posiciéon para usar con el sistema. En algunos casos, no
todas las posiciones de conector de un sistema estan conectadas a un recipiente, de tal manera que el sistema
puede contener conectores vacios. En algunos de tales casos, un sistema cerrado se mantiene mediante la
operacion de una o mas llaves de paso, véalvulas o abrazaderas, ya sea manual o automaticamente, para cerrar la
comunicacién entre una linea de tubos y un conector vacio, por ejemplo, un puerto. En algunos casos, se mantiene
un sistema cerrado sellando o separando un conector vacio, por ejemplo, un puerto.

En algunos casos de los sistemas, como los sistemas ejemplares representados en la FIG. 5, la FIG. 7 o la
FIG. 11, los recipientes pueden conectarse operativamente a lineas de tubos, como a través de un conector, en las
posiciones correspondientes a una posicion de bolsa de entrada, posicion de bolsa de diluyente 1, posicién de bolsa
de diluyente 2, posicion de bolsa de residuos y/o posicion de bolsa de salida. Con referencia a las Figuras, la
designacion de estas posiciones es solo para ejemplificar, y no se pretende que limite el tipo particular de recipiente
o el contenido del recipiente que puede conectarse en una posicion. Ademas, en los casos de los métodos
proporcionados, no todas las posiciones del sistema, como las representadas en las Figuras, deben utilizarse para
realizar los pasos de procesamiento de los métodos proporcionados. En algunos de tales casos, una linea de tubos
que da servicio a un conector vacio, por ejemplo, puerto, puede desconectarse o cerrarse mediante el manejo de
una llave de paso o véalvula. En algunos casos, un conector vacio puede sellarse o separarse.

En algunos casos, el sistema, como un sistema cerrado, es estéril. En algunos casos, todas las conexiones
de componentes del sistema, como entre la linea de tubos y un recipiente a través de un conector, se realizan en
condiciones estériles. En algunos casos, las conexiones se realizan bajo flujo laminar. En algunos casos, las
conexiones se realizan usando un dispositivo de conexidon estéril que produce conexiones estériles, como
soldaduras estériles, entre un tubo y un recipiente. En algunos casos, un dispositivo de conexién estéril efectda la
conexion en condiciones térmicas lo suficientemente altas como para mantener la esterilidad, como temperaturas de
por lo menos 2002 C, como por lo menos 260° C o 300° C.

En algunos casos, el sistema puede ser desechable, como un kit de un solo uso. En algunos casos, puede

utilizarse un kit de un solo uso en una pluralidad de ciclos de un proceso o procesos, como por lo menos 2, 3, 4,50
mas veces, por ejemplo, en procesos que se producen de manera continua o semicontinua. En algunos casos, el

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2805674 T3

sistema, como un kit de un solo uso, se emplea para procesar células de un solo paciente.

Las camaras centrifugas ejemplares incluyen las producidas y vendidas por Biosafe SA, incluyendo las que
se usan con el sistema Sepax® y Sepax® 2, que incluyen camaras centrifugas A-200/F y A-200 y varios kits para
usar con tales sistemas. Ejemplos de camaras, sistemas e instrumentos y armarios de procesamiento se describen,
por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N° 6.123.655, la Patente de Estados Unidos N° 6.733.433 y la
Solicitud de Patente de Estados Unidos Publicada con N® de Publicacién US 2008/0171951, y la Solicitud de Patente
Internacional Publicada con N® de publicacion WO 00/38762. Dependiendo del proceso particular (por ejemplo,
dilucion, lavado, transduccion, formulacion), esta dentro del nivel de un experto en la técnica elegir un kit particular
que sea apropiado para el proceso. Los kits ejemplares para su uso con tales sistemas incluyen, pero no estan
limitados a, kits de un solo uso vendidos por BioSafe SA con los nombres de productos CS-430.1, CS-490.1, CS-
600.1 o CS-900.2.

En algunos casos, el sistema comprende una serie de recipientes, por ejemplo, bolsas, tubos, llaves de
paso, abrazaderas, conectores y una camara de centrifuga. En algunos casos, los recipientes, como bolsas, incluyen
uno 0 mMas recipientes, como bolsas, que contienen las células a transducir y las particulas del vector viral, en el
mismo recipiente o recipientes separados, como la misma bolsa o bolsas separadas. En algunos casos, el sistema
incluye ademas uno o mas recipientes, como bolsas, que contienen medio, como diluyente y/o solucién de lavado,
que se introduce en la camara y/o otros componentes para diluir, resuspender y/o lavar componentes y/o
composiciones durante los métodos. Los recipientes pueden conectarse en una o mas posiciones en el sistema,
como en una posicién correspondiente a una linea de entrada, linea de diluyente, linea de lavado, linea de residuos
y/o linea de salida.

Los sistemas ejemplares para su uso en casos de los métodos proporcionados para llevar a cabo una o
mas o todas las partes del proceso se representan en la FIG. 5, la FIG. 7 y la FIG. 11. En un caso ejemplar como se
muestra en la FIG. 5, la camara de centrifuga (1) es por lo menos generalmente cilindrica y es rotatoria alrededor de
un eje de rotacién. La camara incluye una pared final (13) y una pared lateral rigida (14), y el miembro mévil, que es
un pistén (2). Las superficies internas de la pared final (13), la pared lateral rigida (14) y el piston (2) definen
colectivamente los limites de la cavidad interna (7) de la camara. La cavidad (7) es de volumen variable y es coaxial
con la camara, y esta disefiada para contener el liquido y/o gas que se incluye dentro de la camara durante los
pasos de procesamiento. El pistén (2) se puede mover axialmente dentro de la camara (1) para variar el volumen de
la cavidad interna (7). La camara incluye ademas una abertura de entrada/salida (6) para permitir el flujo de liquido y
gas dentro y fuera de la cavidad en por lo menos algunas configuraciones del sistema. La abertura (6) esta
conectada operativamente a una serie de lineas de tubos (3) y conectores, incluyendo las valvulas de llave de paso
(4), que son capaces de controlar el movimiento de fluido y/o gas entre los varios componentes del sistema. La serie
de lineas de tubos (3) se conectan ademas con varios recipientes adicionales, que en la configuracion representada
incluyen bolsas etiquetadas como bolsa de entrada, bolsas de diluyente 1 y 2, una bolsa de residuos y una bolsa de
salida. Las abrazaderas (5) pueden abrirse y cerrarse para permitir y bloquear el movimiento del fluido a través de
las partes indicadas de la serie de tubos (3), permitiendo el flujo entre varios componentes del sistema. En algunos
casos, cada recipiente estd conectado operativamente a una linea de tubos a través de un puerto, como un puerto
luer o puerto de espiga. Como ejemplo, con referencia a la FIG. 5, en cada punto que se muestra un recipiente, en
algunos aspectos, el recipiente se conecta indirectamente a través de un puerto.

Aunque la FIG. 5 muestra la conexion de un recipiente en cada posicion o linea, en un caso alternativo, en
algunos aspectos, un recipiente no esta conectado en cada posicion o linea del sistema. En algunos casos de los
sistemas proporcionados, un puerto esta disponible en cada posicion o linea para la conexion, y un recipiente esta
conectado a todas las posiciones o lineas o menos que todas las posiciones o lineas. En algunos casos, no todas
las posiciones de conectores de un sistema estan conectadas a un recipiente, de tal manera que el sistema puede
contener conectores vacios en cada posicion o linea.

En algunos casos, el sistema, como el sistema mostrado en la FIG. 5, puede incluir un filtro estéril o
microbiano. Un ejemplo de dicho sistema se muestra en la FIG. 7, que representa un filtro (15). En algunos casos, el
filtro incluye una membrana de filtracion que tiene un tamafo de poro que bloquea el paso de organismos
microbianos, como bacterias o virus. En algunos casos, el tamafio de poro esta entre 0,1 ym y 0,45 ym, como entre
0,1 ym y 0,22 ym, como aproximadamente 0,20 ym. En algunos casos, la membrana estd compuesta de
nitrocelulosa (nitrato de celulosa), acetato de celulosa, celulosa regenerada, poliamida, politetrafluoretileno (PTFE) o
polietersulfona (PES). En algunos casos, el filtro incluye una tapa (16) para cerrar o sellar la membrana del filtro de
la exposicion al medio ambiente fuera del sistema cerrado. En algunos casos, la tapa esta cerrada o sin ventilacion.
En algunos casos, la tapa es desmontable. En algunos casos, la tapa se ajusta al filtro mediante un accesorio de
conexion luer. Como se describe con mas detalle a continuacion, en algunos casos, el filtro puede usarse para
efectuar el paso de gas, como aire, hacia y desde la camara del sistema. En algunos de tales casos, el paso de aire
se mantiene en condiciones estériles o libres de microbios.

En un caso, la bolsa de entrada incluye células para el procesamiento por los métodos proporcionados,
como la transduccion. En un caso, la bolsa de diluyente 1 incluye particulas de vectores virales que contienen el
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vector con el que transducen las células. Por lo tanto, en algunos casos, la composicién de entrada que contiene las
particulas de vectores virales y las células se genera efectuando la entrada de fluido desde la bolsa de entrada y
efectuando la entrada de fluido desde la bolsa de diluyente 1. En algunos casos, la bolsa de diluyente 2 contiene
solucion de lavado. La bolsa de salida generalmente esta disefiada para recoger las células siguiendo uno o mas de
los pasos de procesamiento, como por ejemplo, mediante la transferencia de la composicién de salida desde la
cavidad de la camara a la bolsa de salida después de la incubacion con particulas de vectores virales. Por tanto, en
algunos casos, la bolsa de salida contiene células transferidas transducidas con y/o en las que la transduccion se ha
iniciado con las particulas del vector viral. En algunos casos, el procesamiento comprende la transduccion de las
células con un vector viral.

En algunos casos, puede usarse un colector multidireccional (17) para conectar operativamente uno o una
pluralidad de recipientes al sistema a través de una pluralidad de puertos (18) conectados a un colector de lineas de
tubos. El colector multidireccional puede contener una serie de lineas de tubos que se alimentan a la entrada/salida
de la camara para permitir el flujo entre la camara y el recipiente o recipientes conectados. En algunos de tales
casos, el colector conecta una pluralidad de recipientes, como por lo menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 mas recipientes, en la
misma posicién o linea en el sistema. En algunos casos, todos los puertos del colector multidireccional (17) estan
conectados a un recipiente, como una bolsa. En algunos casos, no todos los puertos del colector multidireccional
(17) estan conectados a un recipiente, como una bolsa, de tal manera que un recipiente esté conectado a menos del
namero total de posiciones de puerto, por ejemplo, se conectan menos de 8, 7, 6, 5, 4, 3 0 2 recipientes, como
bolsas. En algunos casos, las lineas de tubos asociadas con el colector pueden contener una abrazadera o llave de
paso, que puede abrirse o cerrarse para controlar el movimiento a través de la linea hacia el recipiente segin sea
necesario. El colector multidireccional (17) puede conectarse a cualquiera de las posiciones o lineas disponibles en
el sistema, como una posicién o linea designada como linea de entrada, linea de diluyente, linea de lavado, linea de
residuos y/o linea de salida.

En algunos casos, se muestra un ejemplo de un colector multidireccional (17) para conectar un recipiente o
recipientes en la FIG. 11 para conectar uno o una pluralidad de recipientes, como una o una pluralidad de bolsas,
por ejemplo una o una pluralidad de bolsas de salida. Como se muestra, en algunos casos, puede conectarse un
colector multidireccional (17) a una posicién o linea de salida, que incluye una serie de lineas de tubos del colector
que terminan con un conector, como un puerto (18), para la conexién operable a un recipiente, como una bolsa. Uno
o0 mas de los puertos, como todos los puertos o no todos los puertos, pueden conectarse a un recipiente. En un caso
como se ejemplifica en la FIG. 11, pueden conectarse hasta 3 recipientes a cada linea de tubos del colector a través
de un puerto. En otros casos, pueden conectarse hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 recipientes, como bolsas de salida, en
la linea de salida. En algunos casos, una o una pluralidad de abrazaderas (5) asociadas con lineas de tubos, como
la linea de tubos del colector, pueden abrirse o cerrarse para permitir o controlar el movimiento del liquido en una o
mas de la pluralidad de bolsas de salida. En algunos casos, una sola abrazadera puede controlar el movimiento del
liquido en todas las bolsas de salida simultdneamente. En algunos casos, el movimiento del liquido dentro de cada
una de la pluralidad de bolsas esta regulado por separado mediante una abrazadera conectada operativamente a
una linea de tubos asociada con un Unico recipiente respectivo, de tal manera que el movimiento del liquido dentro
del recipiente respectivo puede hacerse separable del movimiento de liquido hacia todos los demas recipientes. En
algunos casos, el movimiento de liquido dentro en cada recipiente, como cada bolsa, por ejemplo, cada bolsa de
salida, puede hacerse secuencial.

En algunos casos, el sistema esta incluido con y/o se asocia con otra instrumentacion, incluida la
instrumentacion para operar, automatizar, controlar y/o monitorizar aspectos de los varios pasos de procesamiento
realizados en el sistema. Esta instrumentacién en algunos casos esta contenida dentro de un armario.

En algunos casos, la instrumentacién incluye un armario, que incluye una carcasa que contiene circuitos de
control, una centrifuga, una tapa, motores, bombas, sensores, pantallas y una interfaz de usuario. Un dispositivo
ejemplar se describe en la Patente de Estados Unidos N°® 6.123.655, Patente de Estados Unidos N° 6.733.433 y US
2008/0171951.

Los circuitos de control en algunos aspectos monitorizan y comunican informacion e instrucciones hacia y
desde la otra instrumentacion y varios componentes del sistema. En algunos casos, el armario contiene un
dispositivo de interfaz de usuario, que comprende una pantalla y un dispositivo de entrada, como un teclado, un
ratén o una pantalla tactil. La interfaz de usuario muestra informacién de los circuitos de control, permite al usuario
detener e iniciar un proceso o pasos, como para efectuar un protocolo de transduccion. La interfaz también puede
solicitar al usuario que introduzca configuraciones para las variables usadas por los circuitos de control durante un
paso del proceso, como un protocolo de transduccion. Tales variables pueden incluir el volumen de varias soluciones
que se anadiran y/o eliminaran de los varios recipientes y/o la cavidad de la camara, el tiempo/duracién de la
sedimentacion, centrifugacion, agitacién, mezclado y/o otros pasos del proceso, la fuerza rotacional, el movimiento
del piston, y/o la seleccion de programas.

La instrumentacion incluye generalmente ademdés una centrifuga, en la que se coloca la cdmara de
centrifuga para efectuar la rotacion de la camara. En algunos casos, la cdmara de centrifuga estéd acoplada con una
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unidad de accionamiento rotatoria en el aparato centrifugo, de tal manera que la cdmara puede rotar alrededor de un
eje de rotacion. En algunos casos, una tapa se cierra en la parte superior de la camara de centrifuga y mantiene la
camara en su sitio. En algunos casos, la cubierta incluye dos discos semicirculares que pueden rotar sobre una
bisagra. Una centrifuga y una cubierta ejemplares se describen en la Patente de Estados Unidos N¢ 6.123.655 o en
la Patente de Estados Unidos N 6.733.433. La centrifuga bloquea la camara de centrifuga en su sitio y rota la
camara de centrifuga contactando los lados o extremos de la camara.

En algunos casos, un sensor 0 un conjunto de sensores en la centrifuga puede medir la velocidad de
rotacion de la camara de centrifuga, la posicién del miembro movil o el volumen contenido dentro de la cavidad
interna. Los sensores fuera de la centrifuga pueden detectar el color y el caudal del liquido y el gas que fluye hacia 'y
desde la camara de centrifuga. Los sensores también pueden detectar un tubo vacio o una camara de centrifuga.
Los sensores incluyen sensores épticos, como los descritos en la Patente de Estados Unidos N® 6.123.655, la
Patente de Estados Unidos N¢ 6.733.433 y la US 2008/0171951. En algunos casos, la informacién del sensor o
sensores puede recibirse mediante circuitos de control. En base a la informacion transmitida, los circuitos de control,
en algunos casos, pueden efectuar cambios en una o mas de la velocidad de rotacion de la camara de centrifuga, la
posicion del miembro mavil, el volumen contenido en la cavidad, la orientacion de una o més valvulas, puertos, sellos
0 abrazaderas, y otros procesos de la centrifuga, cdmara o sistema.

En algunos casos, el armario incluye un motor o conjunto de motores. Los motores pueden comunicar
informacién con los circuitos de control, que pueden operar o ajustar los motores.

En algunos casos, el motor o conjunto de motores pueden rotar la camara de centrifuga dentro de la
centrifuga. Los circuitos de control pueden iniciar, detener o ajustar la velocidad de los motores que rotan la camara
de centrifuga dentro de la centrifuga.

En algunos casos, los motores o el conjunto de motores pueden mover el miembro mévil dentro de la
camara de centrifuga. Mover el miembro movil varia el volumen de la cavidad interna, provocando la entrada o
extraccién de liquido o gas hacia o desde la cavidad interna.

En algunos casos, los motores o el conjunto de motores pueden manejar las valvulas, puertos, sellos y
abrazaderas descritos en la presente. Los circuitos de control pueden hacer que los motores abran, cierren o dirijan
el fluido hacia o desde un recipiente o la camara de centrifuga a través de la serie de tubos.

En algunos casos, el motor o motores son un motor eléctrico, motor neumatico o motor hidraulico. En
algunos casos, el armario incluye un motor eléctrico para manejar algunos aspectos y un motor neumatico para
manejar otros aspectos. En algunos casos, el armario incluye un motor eléctrico para centrifugaciéon y un motor
neumatico para controlar el movimiento del miembro mévil.

lll. Transferencia de acidos nucleicos virales a las células, por ejemplo, mediante transduccion

En algunos casos, los pasos de procesamiento de los métodos incluyen aquellas para la transferencia de
particulas virales a las células, como vectores virales que codifican productos recombinantes para ser expresados en
las células. Las particulas del vector viral incluyen generalmente un genoma que contiene acidos nucleicos
recombinantes como transgenes que codifican dichos productos. En algunos casos, las particulas del vector viral
codifican un receptor recombinante, como un receptor de antigeno quimérico (CAR), por lo que la transduccion de
células puede generar células que expresan receptor recombinante (por ejemplo, CAR). La transferencia del acido
nucleico del vector viral a las células puede usar cualquiera de una serie de métodos conocidos. La transferencia es
tipicamente por transduccion. Los métodos alternativos para transferir vectores virales a las células incluyen
transposones y/o electroporacion. Tales pasos de procesamiento pueden realizarse en una camara de centrifuga de
acuerdo con los casos de los métodos proporcionados. En algunos casos, la cdmara de centrifuga es integral a un
sistema cerrado, de tal manera que dichos pasos de procesamiento se realizan en un sistema cerrado.

La transferencia se lleva a cabo generalmente por transduccién. Los métodos para la transferencia viral, por
ejemplo, la transduccion, implican generalmente por lo menos el inicio de la transduccién incubando en una camara
de centrifuga una composicién de entrada que comprende las células a transducir y las particulas del vector viral que
contienen el vector, en condiciones en las que las células se transducen o se inicia la transduccién en por lo menos
algunas de las células en la composiciéon de entrada, en donde el método produce una composicion de salida que
comprende las células transducidas.

En algunos casos, las células para transduccién y/o células transducidas contienen células inmunes, como
células T, para uso en inmunoterapia adoptiva. En algunos casos, antes de la incubaciéon de las células con
particulas de vectores virales, las células para la transduccion se obtienen por métodos que incluyen aislar, como
seleccionar, un subconjunto particular de células presentes en una muestra biolégica. Los métodos relacionados con
el aislamiento y la seleccién de células para la transduccién, y las células resultantes, se describen a continuacién.
En algunos casos, antes del inicio de los procesos para la transduccion, las células T se activan, como mediante
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cultivo y estimulacion como se describe a continuacién. En algunos casos, uno o mas de todos o parte de los pasos
relacionados con el aislamiento, por ejemplo, seleccion, y activacion también pueden llevarse a cabo en la cavidad
de una camara centrifuga de acuerdo con los casos proporcionados como se describe a continuacién.

En algunos casos, las particulas del vector viral usadas en aspectos del método de transduccién son
adecuadas para la transduccion de las células, como una célula inmune, por ejemplo una célula T. En algunos
casos, las particulas del vector viral son particulas de vector retroviral como particulas de vector lentiviral o particulas
de vector gammaretroviral. En algunos de tales casos, la particula del vector viral contiene un genoma que
comprende un acido nucleico recombinante, es decir, un vector viral recombinante. Los ejemplos de tales particulas
de vectores virales se describen a continuacion.

La composicion de entrada (la composicién que contiene las particulas del vector viral y células durante el
paso de transduccion) puede incluir ademas uno o mas agentes adicionales, como aquellos para promover la
eficiencia de la transduccion, como policationes que incluyen protamina (por ejemplo, sulfato de protamina), bromuro
de hexadimetrina (POLYBRENE®, Abbott Laboratories Corp) y CH-296 (RETRONECTIN®, Clontech). En algunos
casos, el policatién puede estar presente en la composicion de entrada a una concentracion final de 1 ug/ml a 100
pug/ml, como de 5 pg/ml a 50 pg/ml. La composicion también puede incluir medios, incluyendo un medio de cultivo
celular que incluye un medio disefiado para el cultivo del tipo celular a procesar, como un medio de células madre
hematopoyéticas, por ejemplo, un medio libre de suero.

En los métodos proporcionados, todos o parte de los pasos de procesamiento para la transduccion de
células pueden tener lugar en la camara de centrifuga, como bajo centrifugacion o rotacién. En algunos de tales
casos, la composicion de entrada que contiene las células y las particulas del vector viral se proporcionan o se llevan
a la cavidad interna de la camara de centrifuga. En algunos casos, la composicion de entrada se incuba en
condiciones que comprenden la rotacion de la camara de centrifuga. En algunos casos, la rotacién puede efectuarse
a fuerzas centrifugas relativas mayores que las que pueden lograrse usando bolsas de plastico flexibles o placas de
plastico con multiples pocillos.

En algunos casos se logra una mayor eficiencia de transduccion en parte debido a la capacidad de los
métodos para llevar a cabo la transduccion a una mayor fuerza centrifuga relativa (RCF) en comparaciéon con otros
métodos para procesar células a escalas grandes. Por ejemplo, ciertos métodos disponibles para procesar células a
gran escala, por ejemplo, un volumen mayor de 50 o 100 ml, usando bolsas flexibles, pueden permitir solamente la
centrifugacién a una fuerza centrifuga relativa de no mas de 200, 500 o 1000 g. Al permitir la centrifugacién a una
mayor aceleracion o fuerza relativa, por ejemplo, de o de aproximadamente o de por lo menos o de
aproximadamente 1000, 1500, 2000, 2100, 2200, 2500, 3000 g, 3200 g o 3600 g, los métodos proporcionados
pueden mejorar o permitir la co-sedimentacion de virus y células en la composicion durante la transduccion,
mejorando la tasa de interacciones de virus a célula, mejorando de este modo la transduccién.

Los métodos generalmente son capaces de realizar la transduccion a gran escala. Por tanto, la
composicion de entrada incubada durante la transduccion y/o la composicion de salida puede contener por lo menos
un cierto volumen y/o numero de células. En algunos casos, el volumen de liquido de la composicion de entrada, o el
volumen de liquido durante por lo menos un punto durante la incubacién, es de por lo menos o de mas de
aproximadamente 10 ml, 20 ml, 30 ml, 40 ml, 50 ml, 100 ml, 150 ml, 200 ml, 250 ml, 300 ml, 350 ml, 400 ml, 450 ml
o 500 ml. En algunos casos, la composicion de entrada, la composicién transducida, y/o las células totales
transducidas por los métodos incluyen por lo menos aproximadamente 1 x 105, 1 x 108, 1 x 107, 1 x 108, 1 x 10° o 1
x 100 células. En algunos casos, para por lo menos una parte de la incubacién, el recipiente en el que se
transducen las células, por ejemplo, la camara de centrifuga o cavidad de la misma, contiene por lo menos o
aproximadamente 1 x 105, 1 x 10, 1 x 107, 1 x 108, 1 x 10° 0 1 x 10" células. Tales nimeros y volimenes también
pueden aplicarse a otros pasos de procesamiento llevados a cabo en el sistema, por ejemplo, en la cavidad de la
camara, como los pasos de separacion de células y/o de lavado.

En algunos casos, al describir los varios pasos de los procesos en una cavidad de la cdmara de centrifuga,
incluidos los procesos para la transduccién, como la preparacién de la composicién de entrada, u otro proceso como
se describe en las secciones posteriores, la referencia a cualquier volumen es u volumen n objetivo. En algunos
casos, los volimenes exactos utilizados en varios pasos (por ejemplo, lavado, dilucién o formulacién) pueden variar
de un volumen objetivo deseado, debido, en algunos aspectos, a volimenes muertos en una linea de tubos, cebado
de lineas, sensibilidad de un sensor, control del usuario y otros factores asociados con el mantenimiento o
monitorizacién de un volumen. Los métodos pueden permitir un control preciso de los volimenes como, en algunos
aspectos, la inclusion de un sensor como parte de los circuitos asociados con el sistema. En algunos casos, los
volumenes varian en no mas del 10% de un volumen objetivo deseado, como no mas del 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%,
3%, 2% 0 1%. En algunos casos, los volimenes estan dentro de 2 ml o 3 ml de un volumen objetivo y/o varian en no
mas de 2 ml o 3 ml de un volumen objetivo.

En algunos casos, los pasos de procesamiento se llevan a cabo combinando las células y las particulas del
vector viral para generar una composicion de entrada. En aspectos del método, la composicién de las células y las
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particulas del vector viral se preparan de tal manera que la composicién de entrada combinada resultante tiene una
proporcion baja de volumen total de liquido con respecto al area superficial interna de la cavidad de la camara de
centrifuga. En algunos casos, el volumen total de liquido es suficiente para cubrir o simplemente exceder un
volumen de células presentes como una monocapa en la superficie interna de la cavidad después de la rotacion de
la camara de centrifuga, a la vez que se minimiza el espesor del liquido que cubre las células. En algunos casos,
reducir el espesor del liquido puede reducir el tiempo de sedimentacién requerido para el contacto de las particulas
del vector viral con las células porque las particulas del vector viral tienen menos distancia que recorrer y /o estan
sometidas a menos resistencia del medio viscoso.

En algunos casos, ventajas como la eficiencia de transduccién mejorada se deben por lo menos en parte a
la capacidad de usar un volumen de liquido relativamente mas bajo por volumen de células, nimero de células o
tamafo de sedimentos de células, durante procesos de transduccidén, como durante la rotacion, particularmente en
comparacién con otros métodos para la produccién a gran escala.

En algunos casos, el volumen de liquido de la composicion de entrada (que contiene células y particulas del
vector viral) presente en el recipiente, por ejemplo, la cavidad, durante la rotacibn no es de mas de
aproximadamente 0,5, 1, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5, o 7 mililitros (ml) por pulgada cuadrada del area de
superficie interna de la cavidad durante la rotacién o el area de superficie interna méxima de la cavidad.

En casos particulares, el volumen de liquido medio de la composicién de entrada presente en el recipiente,
por ejemplo, la cavidad, en la que se inicia la transduccion, como la media del volumen de liquido de todos los
procesos realizados en un ciclo del método, es de no mas de aproximadamente 0,5, 1, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6,
6,5, o 7 mililitros (ml) por pulgada cuadrada del area superficial interna de la cavidad durante la incubacién o del area
superficial interna maxima de la cavidad. En algunos casos, el volumen maximo de liquido de la composicion de
entrada (que contiene células y particulas del vector viral) presente en el recipiente, por ejemplo, la cavidad, en la
que se inicia la transduccion, como el volumen méaximo de liquido de todos los procesos realizados en un ciclo del
método, no es mas de aproximadamente 0,5, 1, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5 o 7 mililitros (ml) por pulgada
cuadrada del area de superficie interna de la cavidad de la camara de centrifuga. En algunos casos, el volumen de
liquido, como el volumen de liquido de la composicion de entrada, presente en el recipiente, por ejemplo, la cavidad,
durante la rotacion no es de mas del 50%, tal como no mas del 40%, no méas del 30%, no mas del 20% o no mas del
10% del volumen del area superficial interna de la cavidad durante la rotacion o el area superficial interna maxima de
la cavidad. En algunos casos, el resto del volumen puede ser gas, como aire.

En algunos casos, el volumen de liquido total de la composicion de entrada (que contiene células y
particulas de vector viral) en la cdmara de centrifuga durante la incubacién, como durante la rotacién, es de por lo
menos 5 ml o por lo menos 10 ml pero no es de mas de 220 ml, como no mas de 200 ml. En algunos casos, el
volumen de liquido de la composicién de entrada durante la incubacién, como durante la rotacion, no es de mas de
100 ml, 90 ml, 80 ml, 70 ml, 60 ml, 50 ml, 40 ml, 30 ml o 20 ml. En aspectos del método proporcionado, la
composicién de entrada se prepara a un volumen total para lograr una concentracion, cantidad y/o proporciéon
deseadas de células y particulas de vectores virales, tal como se describe a continuacion.

En algunos casos, los métodos permiten al usuario controlar la proporcion de células con la superficie de la
cavidad, por ejemplo, variando el volumen de la cavidad y/o el nimero de células afadidas. En algunos casos, esto
permite la reduccién de la capa de células (por ejemplo, sedimento celular) en la superficie de la cavidad en
comparacién con otros métodos, particularmente aquellos disponibles para la transduccion a gran escala bajo fuerza
centrifuga, como los que se llevan a cabo en bolsas de centrifuga. En algunos casos, la capacidad de controlar el
espesor de la capa de células en la cavidad de la camara de centrifuga durante la transduccion puede llevar a una
eficiencia de transduccién aumentada en condiciones comparables de otro modo y/o la falta de un nimero de copias
aumentado con una mayor transduccién de virus aumentada.

En algunos casos, las células en los métodos proporcionados estan presentes en la cavidad en o sobre una
monocapa Unica, 0 no mas de o aproximadamente 1,5 0 2 veces mas que una monocapa Unica, 0 no son
sustancialmente mas gruesas que una monocapa, durante la incubacion para transduccién bajo fuerza centrifuga.
Esta reduccion durante la centrifugacién puede facilitar y mejorar las interacciones entre el virus y las células y evitar
aumentos en el nimero de copias virales (VCN), que puede tener lugar particularmente en el contexto de un alto
virus relativo o unidades infecciosas (Ul), por ejemplo, cuando las capas exteriores o superiores de las células se
transducen preferencialmente.

En algunos casos, la composicion de entrada contiene por lo menos 1 milléon de células por cm? del area
superficial interna de la cavidad durante por lo menos una parte de dicha incubacién, como durante la rotacion de la
composicién de entrada en la camara de centrifuga. En algunos casos, la composicion de entrada contiene por lo
menos 2 millones de células por cm?, 3 millones de células por cm?, 4 millones de células por cm?, 5 millones de
células por cm?, 6 millones de células por cm?, 7 millones de células por cm?, 8 millones de células por cm?, 9
millones de células por cm?, 10 millones de células por cm? o 20 millones de células por cm? del area superficial
interna de la cavidad durante por lo menos una parte de dicha incubacién, como durante la rotacién de la
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composicion de entrada en la camara de centrifuga. En algunos casos, el area superficial interna de la cavidad
durante por lo menos una parte de dicha incubacion, como durante la rotaciéon, es de por lo menos o
aproximadamente 1 x 10° um? o es de por lo menos o aproximadamente 1 x 1010 um?2,

En algunos casos, el numero total de células en la composiciéon de entrada durante por lo menos una parte
de dicha incubacion, como durante la rotacion de la composicién de entrada en la camara de centrifuga, es de por lo
menos 10 x 108 células, 20 x 108 células, 30 x 10° células, 40 x 108 células, 50 x 108 células, 60 x 10° células, 70 x
108 células, 80 x 10° células, 100 x 108 células, 200 x 10° células, 300 x 108 células o 400 x 108 células.

En algunos casos, los pasos de procesamiento en la cavidad cerrada de un sistema centrifugo también
pueden usarse para procesar las células, tales como las células activadas, antes de la transduccion. En algunos
casos, el procesamiento puede incluir la dilucion o concentraciéon de las células a una concentracién o nimero
deseados. En algunos casos, los pasos de procesamiento pueden incluir una reduccion de volumen para aumentar
de ese modo la concentracion de células como se desee. En algunos casos, el procesamiento incluye el intercambio
de un medio en un medio aceptable o deseado para la transduccion.

En algunos casos, la composicién de entrada comprende una cierta proporcién de copias de las particulas
del vector viral o unidades infecciosas (Ul) de las mismas, por nimero total de células (Ul/célula) en la composicion
de entrada o numero total de células a ser transducido. Por ejemplo, en algunos casos, la composicién de entrada
incluye aproximadamente o por lo menos aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 o 60 Ul de las
particulas del vector viral por una de las células.

En ciertos casos, la capacidad de usar una Ul mas alta en los presentes métodos proporciona ventajas en
comparacién con otros métodos. En condiciones por lo demas idénticas, el uso de una proporcion Ul/célula mas alta
lleva generalmente a una eficiencia de transduccion mas alta, o lo hace hasta un cierto nivel superior de Ul/célula en
el que el aumento correspondiente en la eficiencia puede estabilizarse. Sin embargo, con ciertos métodos
disponibles, aumentar la Ul/célula y, por lo tanto, la eficiencia de transduccién también lleva a un aumento en el
nimero de copias de vectores (VCN), que puede presentar riesgos de seguridad y puede no cumplir con los
estandares regulatorios.

En algunos casos, con los métodos proporcionados, el VCN medio entre las células transducidas en la
composicion de salida, como las células que contienen el vector viral o las células que expresan una molécula
codificada por el vector viral, no aumentan con un aumento de IU/célula en la composiciéon de entrada. En algunos
casos, en los métodos proporcionados, el VCN medio entre las células transducidas disminuye con una proporcion
de Ul/célula aumentada en la composicion de entrada.

En algunos casos, el titulo de las particulas del vector viral esta entre o entre aproximadamente 1 x 10°
Ul/mly 1 x 108 Ul/ml, como entre o entre aproximadamente 5 x 106 Ul/mly 5 x 107 Ul/ml, como por lo menos 6 x 10°
Ul/ml, 7 x 10% Ul/ml, 8 x 10% Ul/ml, 9 x 10% Ul/ml, 1 x 107 Ul/ml, 2 x 107 Ul/ml, 3 x 107 Ul/ml, 4 x 107 Ul/ml 0 5 x 107
Ul/ml.

En algunos casos, la composicién de entrada contiene una concentracién de particulas de vector viral
durante por lo menos una parte de dicha incubacion, como durante la rotacién de la composicién de entrada en la
camara de centrifuga, que tiene una cierta proporcién de copias de particulas del vector viral o unidades infecciosas
(Ul) de las mismas, por numero total de células (Ul/célula) en la composicion de entrada o nimero total de células a
transducir por volumen de liquido total de la composicién de entrada presentes durante por lo menos una parte de
dicha incubacion, como durante la rotacion, es decir, Ul/célula/ml. En algunos casos, la composicién de entrada
incluye por lo menos 0,01 Ul, 0,05 U, 0,1 Ul, 0,5 Ul o 0,1 Ul de las particulas del vector viral por una de las células
por ml del volumen de liquido de la composicién de entrada durante por lo menos una parte de dicha incubacion,
como durante la rotacion.

En algunos casos, el paso de crear la composicién de entrada (células y particulas de vectores virales)
puede realizarse en la camara de centrifuga. En algunos casos, el paso de crear la composicién de entrada se
realiza fuera de la camara de centrifuga. Por tanto, el término "composicion de entrada" no significa que toda la
composicién se recibe en el recipiente respectivo, por ejemplo, tubo, bolsa o cavidad, de una vez, o para excluir la
introduccion de partes de la composicién desde diferentes recipientes o lineas. Las composiciones de entrada
pueden incluir aquellas formadas al introducir dos composiciones diferentes en la cavidad de la cdmara y mezclar las
dos, creando de este modo la composicién de entrada.

La composicion de entrada puede recibirse o transferirse de otro modo al recipiente en el que tiene lugar la
incubacién, como la rotacion, desde el mismo recipiente o desde mas de un recipiente separado. Por ejemplo, la
composicién de entrada puede recibirse en la camara introduciendo una composicién que contiene las células y otra
composicién que contiene las particulas del vector viral, que puede hacerse de forma secuencial o simultanea.
Alternativamente, la composicion de entrada que contiene las particulas del vector viral y las células se recibe en la
cavidad u otro recipiente en el que se va a llevar a cabo la transduccion.
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En algunos casos, donde la transduccion se lleva a cabo en la cavidad interna de la camara de centrifuga,
esto se logra permitiendo que solo una cierta parte de la cavidad incluya la composicién de entrada de liquido. Esto
puede lograrse, por ejemplo, introduciendo aire o gas en una parte de la cavidad, y/o incluyendo uno o mas objetos
solidos en un espacio dentro de la cavidad, como un espacio interno. En algunos casos, esto puede minimizar o
reducir el volumen de liquido total de dicha composicion de entrada presente en dicha cavidad durante la incubacién,
como durante la rotacion, de dicha camara de centrifuga por pulgada cuadrada del area superficial interna de la
cavidad en comparacion con la ausencia de gas en la cavidad y/o ausencia de uno o mas objetos sélidos en el
espacio de la cavidad. De esta manera, en comparacion con otros métodos, en los que la difusion del virus a través
de un gran volumen de liquido en comparacion con el volumen de las células puede limitar la eficacia de la
transduccion, los métodos proporcionados pueden ser ventajosos. Por tanto, mientras que en algunos casos, la
composicion de entrada ocupa todo o sustancialmente todo el volumen de la cavidad interna durante por lo menos
una parte de la incubacién, en algunos casos, durante por lo menos una parte de la incubacién, la composicién de
entrada ocupa solo un parte del volumen de la cavidad interna durante dicha incubacion.

En algunos de tales casos, el volumen de la cavidad durante esta por lo menos una parte de la incubacion
puede incluir ademas un gas recibido en dicha cavidad por la una o mas aberturas, por ejemplo, entrada, en la
cavidad, tal como antes o durante dicha incubacién. En algunos casos del método, el aire se esteriliza o es aire
estéril. En algunos casos, el aire esta libre o sustancialmente libre de contaminantes microbianos u otros agentes
potencialmente patdgenos.

En algunos casos, el suministro o la recepcién de gas, como aire, puede efectuarse de cualquier manera
que permita el paso de aire a la cavidad interna de la camara de centrifuga como, en algunos aspectos, sin
comprometer la esterilidad del sistema cerrado. En algunos casos, puede afiadirse gas, como aire, a un recipiente
en condiciones estériles, y el recipiente puede conectarse de manera estéril en una posicion en el sistema para
transferirlo a la cdmara. En algunos casos, la adicion de gas, como aire, al recipiente, como una bolsa, se efectia en
condiciones de flujo laminar, como en un armario o campana de seguridad biolégica. En algunos casos, el gas, como
el aire, se afade al recipiente junto con un volumen de liquido, como un volumen de liquido que contiene una
composiciéon de células y/o un volumen de liquido que contiene una composicion de particulas de vectores virales.
Por lo tanto, en algunos casos, el suministro o la recepcion de gas, como aire, en la cavidad interna de la camara se
produce junto o simultdneamente con el suministro o la entrada de uno o ambos de las células o las particulas del
vector viral que constituyen la composicién de entrada.

En algunos casos, el suministro o la recepcién de gas, como aire, en la cdmara, se logra usando una
jeringuilla que puede conectarse a cualquier conexién luer asociada con el sistema, y que estd conectada
operativamente a la cavidad interna de la cdmara de centrifuga. En algunos casos, €l aire se transfiere a la jeringuilla
en condiciones estériles, como bajo flujo laminar. En algunos casos, la jeringuilla es una jeringuilla estéril como, en
algunos aspectos, una jeringuilla que contiene un émbolo mévil que no estd expuesto al entorno no estéril
circundante. En algunos casos, la jeringuilla contiene un filtro en su extremo para efectuar la transferencia estéril de
gas, como aire, dentro de la cavidad interna de la camara.

En algunos casos, el suministro o la recepcion de gas, como aire, en la cavidad interna de la cadmara se
logra mediante el uso de un filiro conectado operativamente a la cavidad interna de la camara a través de una linea
de tubos estéril. En algunos de tales casos, el filtro es un filtro estéril o microbiano como se describe con referencia a
un sistema ejemplar, como en algunos aspectos, un filtro como se ejemplifica en la FIG. 7. En algunos casos, un
dispositivo esta conectado al filtro, tal como a través de una conexién luer, para transferir el aire. En algunos de tales
casos, el dispositivo es una jeringuilla, bomba u otro dispositivo de infusion. En algunos casos, el gas es aire, y la
entrada de aire a través del filtro es directamente del entorno circundante. En algunos casos, el filtro contiene una
tapa, como una tapa no ventilada, que es separable o desmontable para controlar la transferencia de aire al filtro
segun se desee.

Por lo tanto, en algunos casos, los métodos incluyen proporcionar o recibir una composicién de entrada
liquida y un volumen de gas como aire, dentro de la cavidad interna de la camara. El volumen de gas, como aire,
que se proporciona o recibe es una funcién del volumen de la composicion que contiene células y la composicion
que contiene particulas del vector viral que forman la composicion de entrada. En algunos casos, el volumen de gas
es la diferencia entre el volumen total de la cavidad interna y el volumen de liquido de la composicion de entrada. En
algunos casos, el volumen total de gas y liquido no es mas de 200 ml, de tal manera que el volumen de gas
proporcionado o recibido en la cavidad interna es la diferencia entre 200 ml y el volumen de liquido de la
composicion de entrada (células y particulas del vector viral).

En un aspecto ejemplar de los métodos proporcionados, el método de transduccién incluye proporcionar a
una cavidad interna de un sistema de camara de centrifuga cerrada, en el que la cavidad interna tiene un area
superficial de por lo menos aproximadamente 1 x 10° ym? o por lo menos aproximadamente 1 x 10'° um?, una
composicién que contiene por lo menos o aproximadamente 50 x 108 células en un volumen que no es de méas de
100 ml. En algunos casos, la composicién celular contiene por lo menos o aproximadamente 100 x 108 células o por
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lo menos o aproximadamente 200 x 108 células en un volumen que no es de mas de 50 ml, 40 ml, 30 ml, 20 ml, 10
ml o 5 ml. En algunos casos, antes de proporcionar las células a la cavidad interna, la composicion de las células se
diluye o se concentra a un volumen de no mas de 100 ml, como no mas de 50 ml, 40 ml, 30 ml, 20 ml, 10 ml o 5 ml.
Ademas de la composicién celular, el método también incluye proporcionar, en algunos aspectos, una composicion
que contiene particulas de vectores virales en una cantidad que es por lo menos 1 Ul/célula en un volumen de tal
manera que el volumen de liquido total, incluyendo de la composicién que contiene células, es menor que el
volumen maximo de la cavidad interna de la camara de centrifuga, como no mas de 200 ml, generando de este
modo la composicion de entrada. En algunos casos, la composicion que contiene particulas del vector viral se
proporciona en una cantidad que es por lo menos 1,6 Ul/célula, 1,8 Ul/célula, 2,0 Ul/célula, 2,4 Ul/célula, 2,8
Ul/célula, 3,2 Ul/célula o 3,6 Ul/célula. En algunos casos, el volumen de liquido total de la composicién de entrada es
menor de 100 ml, menor de 90 ml, menor de 80 ml, menor de 60 ml, menor de 40 ml, menor de 20 ml.
Opcionalmente, el método también puede incluir proporcionar gas, como aire hasta el volumen total de la cavidad
interna, por ejemplo, de tal manera que el volumen total ocupado en la cavidad interna de la camara de centrifuga
sea de hasta o aproximadamente 200 ml.

En algunos casos, la composicion que contiene células y la composicién que contiene particulas de vector
viral, y opcionalmente aire, pueden combinarse o mezclarse antes de proporcionar las composiciones a la cavidad.
En algunos casos, la composicion que contiene células y la composicién que contiene particulas del vector viral, y
opcionalmente aire, se proporcionan por separado y se combinan y mezclan en la cavidad. En algunos casos, puede
proporcionarse una composicién que contiene células, una composicion que contiene particulas de vector viral, y
opcionalmente aire, a la cavidad interna en cualquier orden. En cualquiera de tales casos, una composicién que
contiene células y particulas del vector viral es la composicion de entrada una vez combinada o mezclada, tanto si
se combina o se mezcla dentro o fuera de la camara de centrifuga y/o tanto si las células y las particulas del vector
viral se proporcionan a la camara de centrifuga juntas o por separado, como simultdnea o secuencialmente.

En algunos casos, la entrada del volumen de gas, como aire, se produce antes de la incubacion, como la
rotacion, en el método de transduccion. En algunos casos, la entrada del volumen de gas, como el aire, se produce
durante la incubacién, como la rotacion, en el método de transduccién.

En algunos casos, el volumen de liquido de las células o las particulas del vector viral que constituyen la
composicién de entrada, y opcionalmente el volumen de aire, puede ser un volumen predeterminado. El volumen
puede ser un volumen es programado y/o controlado por los circuitos asociados con el sistema.

En algunos casos, la entrada de la composicion de entrada, y opcionalmente gas, como aire, se controla
manualmente, semiautomaticamente y/o automaticamente hasta que se haya recibido un volumen deseado o
predeterminado en la cavidad interna de la camara. En algunos casos, un sensor asociado con el sistema puede
detectar liquido y/o gas que fluye hacia y desde la camara de centrifuga, como a través de su color, caudal y/o
densidad, y puede comunicarse con los circuitos asociados para detener o continuar la entrada segin sea necesario
hasta que se haya logrado la entrada de dicho volumen deseado o predeterminado. En algunos aspectos, un sensor
que esta programado o que solo puede detectar liquido en el sistema, pero no gas (por ejemplo, aire), puede permitir
el paso de gas, como aire, al sistema sin detener la entrada. En algunos de tales casos, se puede colocar una pieza
de tubo no transparente en la linea cerca del sensor mientras se desea la entrada de gas, como aire. En algunos
casos, la entrada de gas, como el aire, puede controlarse manualmente.

En aspectos de los métodos proporcionados, la cavidad interna de la camara de centrifuga se somete a
rotacion a alta velocidad. En algunos casos, la rotacion se efectla antes de, simultaneamente, posteriormente o
intermitentemente con la entrada de la composicién de entrada liquida y opcionalmente aire. En algunos casos, la
rotacion se efectla después de la entrada de la composicién de entrada liquida, y opcionalmente aire. En algunos
casos, la rotacion es por centrifugacion de la camara de centrifuga a una fuerza centrifuga relativa en la superficie
interna de la pared lateral de la cavidad interna y/o en una capa superficial de las células de o aproximadamente de
o por lo menos de o aproximadamente de 800 g, 1000 g, 1100 g, 1500, 1600 g, 1800 g, 2000 g, 2200 g, 2500 g,
3000 g, 3500 g o 4000 g. En algunos casos, la rotaciéon es por centrifugacion a una fuerza que es de mas de o
aproximadamente 1100 g, como de mas de o aproximadamente 1200 g, de mas de o aproximadamente 1400 g, de
mas de o aproximadamente 1600 g, de mas de o aproximadamente 1800 g, de mas de o aproximadamente 2000 g,
de mas de o aproximadamente 2400 g, de mas de o aproximadamente 2800 g, de mas de o aproximadamente 3000
g o de mas de o aproximadamente 3200 g.

En algunos casos, el método de transduccién incluye rotacion o centrifugacién de la composicion de
entrada, y opcionalmente aire, en la cdmara de centrifuga durante méas de o aproximadamente 5 minutos, como mas
de o aproximadamente 10 minutos, mas de o aproximadamente 15 minutos, mas de o aproximadamente 20 minutos,
mas de o aproximadamente 30 minutos, mas de o aproximadamente 45 minutos, mas de o aproximadamente 60
minutos, mas de o aproximadamente 90 minutos o mas de o aproximadamente 120 minutos. En algunos casos, la
composicién de entrada, y opcionalmente aire, se rota o centrifuga en la camara de centrifuga durante mas de 5
minutos, pero no mas de 60 minutos, no mas de 45 minutos, no mas de 30 minutos o no mas de 15 minutos.
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En algunos casos, el método de transduccién incluye rotacion o centrifugacién de la composicion de
entrada, y opcionalmente aire, en la camara de centrifuga durante entre o entre aproximadamente 10 minutos y 60
minutos, 15 minutos y 60 minutos, 15 minutos y 45 minutos, 30 minutos y 60 minutos 0 45 minutos y 60 minutos,
cada uno inclusive, y a una fuerza en la superficie interna de la pared lateral de la cavidad interna y/o en una capa
superficial de las células de por lo menos o de mas de o aproximadamente 1000 g, 1100 g, 1200 g, 1400 g, 1500 g,
1600 g, 1800 g, 2000 g, 2200 g, 2400 g, 2800 g, 3200 g o0 3600 g.

En algunos casos, el método incluye efectuar la extraccién desde la cavidad interna de la camara de
centrifuga y una composicion de salida, que es la composicion resultante de células incubadas con particulas de
vectores virales en condiciones que incluyen rotacion o centrifugacion en la camara de centrifuga en cualquiera de
los casos anteriores como se describen. En aspectos del método, la composicion de salida incluye células
transducidas con, o en las cuales la transduccion se ha iniciado con, un vector viral. En algunos casos, la extraccion
de la composicién de salida es a una bolsa de salida que esta conectada operativamente como parte de un sistema
cerrado con la camara de centrifuga. En algunos casos, la extraccion de la composicién de salida es posterior a la
rotacion o centrifugacion. En algunos casos, la extraccion de la composicién de salida es simultanea con o
parcialmente simultdnea con la rotacion o la centrifugacion, como en un proceso semicontinuo o continuo.

En algunos casos, el gas, como el aire, en la cavidad de la camara es expulsado de la cadmara. En algunos
casos, el gas, como el aire, se expulsa a un recipiente que esta conectado operativamente como parte del sistema
cerrado con la camara de centrifuga. En algunos casos, el recipiente es un recipiente libre o vacio. En algunos
casos, el aire, como el gas, en la cavidad de la camara se expulsa a través de un filtro que esta conectado
operativamente a la cavidad interna de la camara a través de una linea de tubos estéril. En algunos casos, el aire se
expulsa usando procesos manuales, semiautomaticos o automaticos. En algunos casos, el aire es expulsado de la
camara antes de, simultdineamente, intermitentemente o posteriormente con la extraccién de la composicién de
salida que contiene células incubadas y particulas del vector viral, como células en las que se ha iniciado la
transduccion o células se han transducido con un vector viral, de la cavidad de la caAmara.

En algunos casos, la transduccién y/u otra incubacién se realiza como o como parte de un proceso continuo
o semicontinuo. En algunos casos, un proceso continuo implica la entrada continua de las células y las particulas del
vector viral, por ejemplo, la composicion de entrada (ya sea como una composicion preexistente Unica o
introduciendo continuamente en el mismo recipiente, por ejemplo, cavidad, y por lo tanto mezclando, sus partes), y/o
la extraccidén o expulsién continua de liquido, y opcionalmente expulsando gas (por ejemplo, aire) del recipiente,
durante por lo menos una parte de la incubacién, por ejemplo, mientras se centrifuga. En algunos casos, la entrada
continua y la extracciéon continua se llevan a cabo por lo menos en parte simultdneamente. En algunos casos, la
entrada continua se produce durante parte de la incubacién, por ejemplo, durante parte de la centrifugacion, y la
extraccion continua se produce durante una parte separada de la incubacion. Las dos pueden alternarse. Por tanto,
la entrada y la extraccion continuas, mientras se lleva a cabo la incubacion, pueden permitir que se procese un
volumen total mayor de muestra, por ejemplo, transducida.

En algunos casos, la incubacion es parte de un proceso continuo, el método incluye, durante por lo menos
una parte de la incubacion, efectuar la entrada continua de dicha composicién de entrada en la cavidad durante la
rotacion de la camara y durante una parte de la incubacion, efectuando la extraccion continua de liquido vy,
opcionalmente, expulsando gas (por ejemplo, aire), de la cavidad a través de por lo menos una abertura durante la
rotacion de la camara.

En algunos casos, la incubacién semicontinua se lleva a cabo alternando entre la entrada efectiva de la
composiciéon en la cavidad, la incubacion, la extracciéon de liquido de la cavidad y, opcionalmente, la expulsiéon de
gas (por ejemplo, aire) de la cavidad, como a un recipiente de salida, y luego la entrada de una composicién
posterior (por ejemplo, segunda, tercera, etc.) que contiene mas células y otros reactivos para procesar, por ejemplo,
particulas de vectores virales, y repetir el proceso. Por ejemplo, en algunos casos, la incubacion es parte de un
proceso semicontinuo, el método incluyendo, antes de la incubacién, efectuar la entrada de la composicion de
entrada en la cavidad a través de dicha por lo menos una abertura, y posteriormente a la incubacion, efectuar
extraccion de fluido desde la cavidad; efectuar la entrada de otra composicion de entrada que comprende células y
las particulas del vector viral en dicha cavidad interna; e incubar la otra composicion de entrada en dicha cavidad
interna en condiciones en las que dichas células en dicha otra composicion de entrada se transducen con dicho
vector. El proceso puede continuar de manera iterativa durante varias rondas adicionales. A este respecto, los
métodos semicontinuos o continuos pueden permitir la producciéon de un volumen y/o nimero de células incluso
mayor.

En algunos casos, una parte de la incubacién de transduccién se realiza en la camara de centrifuga, que se
realiza en condiciones que incluyen rotacién o centrifugacién.

En algunos casos, el método incluye una incubacién en la que una parte adicional de la incubacién de las

células y las particulas del vector viral se lleva a cabo sin rotacién o centrifugacion, que generalmente se lleva a
cabo después de por lo menos la parte de la incubacion que incluye rotacion o centrifugacién de la camara. En
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algunos de tales casos, la incubacién adicional se efectia bajo condiciones que dan como resultado la integracion
del vector viral en un genoma huésped de una 0 mas de las células. Esta dentro del nivel de un experto en la técnica
evaluar o determinar si la incubacién ha dado como resultado la integracién de particulas de vectores virales en un
genoma huésped, y por lo tanto determinar empiricamente las condiciones para una incubaciéon adicional. En
algunos casos, la integracién de un vector viral en un genoma huésped puede evaluarse midiendo el nivel de
expresion de una proteina recombinante, como una proteina heteréloga, codificada por un acido nucleico contenido
en el genoma de la particula del vector viral después de la incubacion. Pueden usarse una serie de métodos bien
conocidos para evaluar el nivel de expresién de moléculas recombinantes, como la deteccién por métodos basados
en la afinidad, por ejemplo, métodos basados en inmunoafinidad, por ejemplo, en el contexto de proteinas de la
superficie celular, como por citometria de flujo. En algunos ejemplos, la expresion se mide mediante la deteccion de
un marcador de transduccion y/o constructo informador. En algunos casos, el acido nucleico que codifica una
proteina de superficie truncada se incluye dentro del vector y se usa como un marcador de expresién y/o mejora del
mismo.

En algunos casos, la incubacion adicional se lleva a cabo en la camara de centrifuga, pero sin rotacién. En
algunos casos, la incubacién adicional se lleva a cabo fuera de la camara de centrifuga. En algunos casos, la
incubacién adicional se efectla a temperaturas mayores que la temperatura ambiente, como de mas de o de més de
aproximadamente 252 C, como generalmente de mas de o de méas de aproximadamente 32° C, 352 C 0 372 C. En
algunos casos, la incubacion adicional se efectia a una temperatura de o de aproximadamente 37° C +2° C, como a
una temperatura de aproximadamente 37° C. En algunos casos, la incubaciéon adicional es durante un tiempo
comprendido entre 1 hora y 48 horas, 4 horas y 36 horas, 8 horas y 30 horas o0 12 horas y 24 horas, inclusive.

En algunos casos, la incubacion adicional se produce en un sistema cerrado. En algunos casos, después
de la extraccion de la composicion de salida desde la cadmara, como en un recipiente (por ejemplo, una bolsa), el
recipiente que contiene la composicion de salida se incuba durante una parte adicional de tiempo. En algunos casos,
el recipiente, como la bolsa, se incuba a una temperatura de aproximadamente 372 C +2° C durante un tiempo
comprendido entre 1 hora y 48 horas, 4 horas y 36 horas, 8 horas y 30 horas 0 12 horas y 24 horas, inclusive.

En algunos casos, los métodos efectian la transduccion de un cierto nimero o porcentaje de las células en
la composicién de entrada y/o salida (transducida), o un subconjunto de las mismas. Por ejemplo, en algunos casos,
por lo menos el 2,5%, por lo menos el 5%, por Io menos el 6%, por lo menos el 8%, por lo menos el 10%, por lo
menos el 20%, por lo menos el 25%, por lo menos el 30%, por lo menos el 40%, por lo menos el 50%, o por lo
menos el 75% de las células totales (o de un tipo de célula objetivo particular, como las células T) en la composicién
de entrada y/o en la composiciéon de salida (por ejemplo, transducida), se transducen con dicho vector viral y/o
expresan el producto génico recombinante codificado de ese modo. En algunos casos, los métodos de transduccién
dan como resultado una composicién de salida en la que por lo menos el 2,5%, por lo menos el 5%, por lo menos el
6%, por lo menos el 8%, por lo menos el 10%, por lo menos el 20%, por lo menos el 25%, por lo menos el 30%, por
lo menos el 40%, por lo menos el 50%, o por lo menos el 75% de las células totales, como células T, en la
composicién se transducen con el vector viral y/o expresan el producto génico recombinante codificado de ese
modo.

En algunos casos, los métodos son capaces de lograr por lo menos una eficiencia de transduccion
particular en ciertas condiciones. Por ejemplo, en algunos casos, donde la composicion de entrada incluye el virus y
las células en una proporcién de o de aproximadamente 1 unidad infecciosa (Ul) por una de las células a 10 Ul por
una de las células, como de o aproximadamente 1 unidad infecciosa (Ul) por una de las células, o de o
aproximadamente 2 Ul por una de las células, de o aproximadamente 5 Ul por una de las células, o de o
aproximadamente 10 Ul por una de las células, el método es capaz de producir una composicion transducida en la
que por lo menos el 10%, por lo menos el 25%, por lo menos el 30%, por lo menos el 40%, por lo menos el 50% o
por lo menos el 75% de las células en dicha composicion transducida generada por el método comprenden, por
ejemplo, han sido transducidas con, el vector viral recombinante. La transduccién de las células puede detectarse
detectando la presencia de acido nucleico recombinante, por ejemplo, transgén, incluido en el vector o producto del
mismo en la célula. En algunos casos, el producto se detecta en la superficie de la célula, lo que indica que la célula
se ha transducido con éxito. En algunos casos, la deteccion de la transduccion implica la deteccién de un marcador
de la transduccion, como otro transgén o producto incluido con el propésito de marcar células transducidas, y/u otro
marcador de seleccion.

En algunos casos, la composicién de salida resultante de los métodos de transduccién incluye un nimero
promedio o medio particular de copias del vector transducido por célula (nimero de copias del vector (VCN)). El
VCN puede expresarse en términos del numero de copias en una sola célula. Alternativamente, puede expresarse
como un numero medio sobre una poblacion o composicion celular total, como la composicién de salida o
transducida (incluyendo cualquier célula no transducida dentro de la composicién, que no incluiria ninguna copia del
vector). Alternativamente, el VCN puede expresarse en términos de nimero de copias medio solo entre las células
transducidas. En algunos casos, entre todas las células en la composicién transducida o de salida producida por los
métodos, el VCN medio no es de mas de 10, 5, 4, 2,5, 1,5, o 1. En algunos casos, entre las células en la
composicion transducida o de salida que contiene el vector viral recombinante o expresa el producto génico
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recombinante, el VCN medio no es de mas de o de aproximadamente 4, 3, 2,2,5,1,5,0 1.

También se proporcionan composiciones producidas por cualquiera de los métodos anteriores. En algunos
casos, las composiciones contienen por lo menos 1 x 107 células o 5 x 107 células, como por lo menos 1 x 108
células, 2 x 108 células, 4 x 108 células, 6 x 108, 8 x 108 células o 1 x 10° células, en las que por lo menos una
pluralidad de células se transducen con el vector viral recombinante. En algunos casos, las células son células T.

En algunos casos, mediante la puesta en practica de los métodos proporcionados en la presente, es posible
producir una composicién de salida que contiene una pluralidad de células transducidas en gran niumero, como, en
algunos aspectos, un numero que puede lograr una dosificacion terapéuticamente efectiva de Células T para su uso
en inmunoterapia adoptiva. En algunos casos, esto puede lograrse no solo por la capacidad de transducir células a
gran escala, sino también, en algunos aspectos, repitiendo el proceso de manera continua o semicontinua.

Por el contrario, los métodos existentes en la técnica en los que la transduccion se realiza a una escala mas
pequefia, como en placas, requiere la expansion a gran escala de las células después de la transduccion para lograr
el numero de células necesarias para obtener una dosificacion terapéuticamente eficaz. La expansion de las células,
como las células T, con uno o mas agentes de estimulacién puede activar las células y/o alterar el fenotipo de las
células, como resulta en la generacion de células efectoras con un fenotipo de células T agotado. Por ejemplo, la
activacion o estimulacion de las células T puede dar como resultado un cambio en el estado de diferenciacion o de
activacion de las células T que puede dar como resultado y/o llevar a la persistencia reducida in vivo cuando se
administran células modificadas genéticamente a un sujeto. Entre los cambios en el estado de diferenciacién que
pueden producirse se incluyen, en algunos casos, la pérdida de un fenotipo sin tratar, la pérdida de fenotipos de
células T de memoria y/o la generacién de células efectoras con un fenotipo de células T agotado. El agotamiento de
las células T puede llevar a una pérdida progresiva de las funciones de las células T y/o al agotamiento de las
células (Yi et al. (2010) Immunology, 129: 474-481). El agotamiento de las células T y/o la falta de persistencia de las
células T es una barrera para la eficacia y los resultados terapéuticos de la terapia con células adoptivas; los
ensayos clinicos han revelado una correlacion entre un grado mayor y/o mas largo de exposicion a las células que
expresan el receptor de antigeno (por ejemplo, CAR) y los resultados del tratamiento.

En algunos casos, en los métodos proporcionados en la presente no es necesario estimular y/o activar
células posteriores a la transduccién en la misma medida que es necesario en otros métodos conocidos en la
técnica. En algunos casos, después de la transduccion, las células en la composicion no estan sujetas a expansion
en presencia de un agente de estimulacion (por ejemplo, una citoquina, como IL-2) y/o no se incuban a una
temperatura de méas de o aproximadamente 30° C o de mas de o aproximadamente 37° C durante mas de 24 horas.
En algunos casos, por lo menos el 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% o0 90% de las células T en la composicion y/o
las células T transducidas en la composicion de salida comprenden una expresién superficial alta de CD69 o TGF-
beta-Il. En algunos casos, por lo menos el 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% o0 90% de las células T o células T
transducidas en la composicién no comprenden expresién superficial de CD62L y/o comprenden expresion alta de
CD25, ICAM, GM-CSF, IL-8 y/o IL-2.

En algunos casos, las células modificadas, como las células transducidas con los vectores virales que
codifican productos recombinantes para expresarse en las células, de la composicién de salida producida por el
método anterior, 0 por un método que incluye un paso de procesamiento adicional, como para generar una
composiciéon formulada, muestra una mayor persistencia cuando se administra in vivo a un sujeto. En algunos casos,
la persistencia de las células proporcionadas, como el receptor, por ejemplo, células que expresan CAR, en el sujeto
tras la administracion, es mayor en comparacién con la que se lograria mediante métodos de transduccion
alternativos, como los que implican la administracion de células modificadas genéticamente por métodos que
implican la transduccién a menor escala en los que las células T se activan y/o estimulan para expandirse antes y/o
después de la transduccién para lograr una cantidad de células que es una dosis terapéuticamente eficaz. Por
ejemplo, en algunos aspectos, la persistencia de las células proporcionadas, como las células producidas por los
métodos proporcionados, es mayor en comparacion de la que se lograria mediante la administracion de una
poblacién de receptor recombinante genéticamente modificado que expresa (por ejemplo, CAR) en los que por lo
menos el 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% 0 90% tienen un nivel mas bajo de extraccién de CD69 o TGF-beta Il. En
algunos casos, la persistencia de las células proporcionadas, como las células producidas por los métodos
proporcionados, es mayor en comparacion con la que se lograria mediante la administracién de una poblacién de
receptor recombinante modificado genéticamente que expresa (por ejemplo CAR) en la que por lo menos el 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80% 0 90% muestran expresién de superficie de CD62L y/o comprenden expresién superficial
baja de CD25, ICAM, GM-CSF, IL-8 y/o IL-2.

En algunos casos, la persistencia se incrementa por lo menos o aproximadamente por lo menos 1,5 veces,
2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 20 veces, 30 veces, 50 veces, 60
veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces, 100 veces 0 mas.

En algunos casos, el grado o extensiéon de persistencia de las células administradas puede detectarse o
cuantificarse después de la administracién a un sujeto. Por ejemplo, en algunos aspectos, se usa PCR cuantitativa
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(qPCR) para evaluar la cantidad de células que expresan el receptor recombinante (por ejemplo, células que
expresan CAR) en la sangre u suero u 6rgano o tejido (por ejemplo, sitio de la enfermedad) del sujeto. En algunos
aspectos, la persistencia se cuantifica como copias de ADN o plasmido que codifica el receptor, por ejemplo, CAR,
por microgramo de ADN, o como el nimero de células que expresan el receptor, por ejemplo que expresan CAR, por
microlitro de la muestra, por ejemplo, de sangre o suero, o por el nimero total de células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) o glébulos blancos o células T por microlitro de la muestra. En algunos casos, también pueden
realizarse ensayos de citometria de flujo que detectan células que expresan el receptor generalmente usando
anticuerpos especificos para los receptores. También pueden usarse ensayos basados en células para detectar el
namero o porcentaje de células funcionales, como células capaces de unirse y/o neutralizar y/o inducir respuestas,
por ejemplo, respuestas citotoxicas, contra células de la enfermedad o afeccion o expresar el antigeno reconocido
por el receptor. En cualquiera de tales casos, el grado o nivel de expresion de otro marcador asociado con el
receptor recombinante (por ejemplo, células que expresan CAR) puede usarse para distinguir las células
administradas de las células endégenas en un sujeto.

En algunos casos, al minimizar la activacion y/o estimulacién de las células T, los casos proporcionados
pueden dar como resultado células T modificadas genéticamente que son mas potentes para su uso en métodos de
inmunoterapia adoptiva, debido, en algunos aspectos, a una persistencia aumentada. En algunos casos, la potencia
aumentada y/o la persistencia aumentada de las células proporcionadas, como las células producidas por cualquiera
de los métodos proporcionados, permite métodos de administracion de células a dosificaciones mas bajas. Tales
métodos pueden minimizar la toxicidad que puede producirse por los métodos de inmunoterapia adoptiva.

Otros eventos de procesamiento celular

En algunos casos, ademas de y/o alternativamente a los pasos de transduccién, los métodos de
procesamiento de los métodos proporcionados incluyen otros pasos y métodos de procesamiento, como el
aislamiento, separacion, seleccién, cultivo (por ejemplo, estimulacion de células, por ejemplo, para inducir su
proliferacién y/o la activacion), lavado, suspension, dilucion, concentracion y/o formulacion de las células. En algunos
casos, por lo menos una parte de uno o mas de otros pasos de procesamiento y/o por lo menos una parte de una
pluralidad de los pasos se llevan a cabo en su totalidad o en parte dentro de la cavidad de una camara de centrifuga,
como la misma o diferente camara de centrifuga como se usa en los métodos de transducciéon. En algunos casos,
todos o una parte de uno o mas de otros pasos de procesamiento se llevan a cabo en un sistema cerrado que
contiene una camara centrifuga, como en un sistema cerrado estéril.

En algunos casos, los métodos incluyen uno o més de (a) lavar una muestra biolégica que contiene células
(por ejemplo, una muestra de sangre completa, una muestra de capa leucocitaria, una muestra de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC), una muestra de células T no fraccionadas, una muestra de linfocitos,
una muestra de glébulos blancos, un producto de aféresis o un producto de leucaféresis) en una cavidad de una
camara, (b) aislar, por ejemplo, seleccionar de la muestra un subconjunto o poblacién de células deseada (por
ejemplo, células T CD4+ o CD8+) en una cavidad de una camara, por ejemplo, por incubacién de las células con una
seleccidén o reactivo de inmunoafinidad para la separacién basada en inmunoafinidad; c) incubar las células aisladas,
como las células seleccionadas, con particulas de vectores virales, de acuerdo con los métodos descritos
anteriormente y d) formular las células transducidas, como en un tampdn farmacéuticamente aceptable,
crioconservador u otro medio adecuado. En algunos casos, los métodos pueden incluir ademas (e) estimular células
en una cavidad de una camara exponiendo las células a condiciones de estimulacion, induciendo de este modo a
que proliferen las células. En algunos casos, el paso de estimular las células se realiza antes, durante y/o después
de la incubacion de células con las particulas de vectores virales. En algunos casos, también pueden llevarse a cabo
uno o mas pasos adicionales de lavado o pasos de suspension, como para dilucién, concentracién y/o intercambio
de tampédn de células, antes o después de cualquiera de los pasos anteriores.

Por tanto, en algunos casos, los métodos llevan a cabo uno, més, o todos los pasos en la preparacion de
células para uso clinico, por ejemplo, en terapia celular adoptiva, sin exponer las células a condiciones no estériles y
sin la necesidad de usar una sala o armario estéril. En algunos casos de dicho proceso, las células se aislan,
separan o seleccionan, estimulan, transducen, lavan y formulan, todo dentro de un sistema cerrado. En algunos
casos, los métodos se llevan a cabo de manera automatizada. En algunos casos, uno o mas de los pasos se llevan
a cabo aparte del sistema de camara de centrifuga.

Muestras

En algunos casos, los pasos de procesamiento incluyen el aislamiento de células o composiciones de las
mismas a partir de muestras bioldgicas, como las obtenidas o derivadas de un sujeto, como uno que tiene una
enfermedad o afeccioén particular o con necesidad de una terapia celular o al que se le administrara terapia celular.
En algunos aspectos, el sujeto es un humano, como un sujeto que es un paciente con necesidad de una intervencion
terapéutica particular, como la terapia celular adoptiva para la cual se estan aislando, procesando y/o manipulando
las células. Por consiguiente, las células en algunos casos son células primarias, por ejemplo, células humanas
primarias. Las muestras incluyen muestras de tejido, fluido y otras muestras tomadas directamente del sujeto, asi

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2805674 T3

como muestras resultantes de uno o mas pasos de procesamiento, como separacion, centrifugacion, ingenieria
genética (por ejemplo transduccién con vector viral), lavado y/o incubacion. La muestra biolégica puede ser una
muestra obtenida directamente de una fuente biolégica o una muestra que se procesa. Las muestras biologicas
incluyen, pero no estan limitadas a, fluidos corporales, como sangre, plasma, suero, liquido cefalorraquideo, liquido
sinovial, orina y sudor, muestras de tejidos y 6rganos, incluyendo las muestras procesadas derivadas de los mismos.

En algunos aspectos, la muestra es sangre o una muestra derivada de sangre, 0 es o se deriva de un
producto de aféresis o leucaféresis. Las muestras ejemplares incluyen sangre completa, células mononucleares de
sangre periférica (PBMC), leucocitos, médula 6sea, timo, biopsia de tejido, tumor, leucemia, linfoma, ganglio linfatico,
tejido linfoide asociado al intestino, tejido linfoide asociado a la mucosa, bazo, otros tejidos linfoides, higado, pulmén,
estomago, intestino, colon, rifidén, pancreas, mama, hueso, préstata, cuello uterino, testiculos, ovarios, amigdalas u
otro érgano, y/o células derivadas de los mismos. Las muestras incluyen, en el contexto de la terapia celular, por
ejemplo, terapia celular adoptiva, muestras de fuentes autdlogas y alogénicas.

En algunos casos, el aislamiento de las células o poblaciones incluye uno o mas pasos de preparacion y/o
separacion de células basados en la no afinidad. En algunos ejemplos, las células se lavan, centrifugan y/o incuban
en presencia de uno o mas reactivos, por ejemplo, para eliminar componentes no deseados, enriquecer los
componentes deseados, lisar o eliminar células sensibles a reactivos particulares. En algunos ejemplos, las células
se separan en base a una o mas propiedades, como la densidad, las propiedades adherentes, el tamano, la
sensibilidad y/o la resistencia a componentes particulares. En algunos ejemplos, las células de la sangre circulante
de un sujeto se obtienen, por ejemplo, mediante aféresis o leucaféresis. Las muestras pueden contener linfocitos,
incluyendo células T, monocitos, granulocitos, células B, otros glébulos blancos nucleados, glébulos rojos y/o
plaquetas.

En algunos casos, los métodos proporcionados incluyen el procesamiento, total o parcial, de una o mas de
las muestras en un sistema cerrado, como en una cémara de centrifuga. En algunos casos, el paso de
procesamiento puede implicar el lavado de la muestra, por ejemplo, muestra que contiene células sanguineas, del
sujeto, por ejemplo, para eliminar la fraccion de plasma y/o reemplazar las células en un tampén o medio apropiado
para pasos de procesamiento posteriores y/o realizar métodos de separacion celular basados en la densidad, como
la preparacién de globulos blancos a partir de sangre periférica mediante la lisis de los glébulos rojos y la
centrifugacién a través de un gradiente de Percoll o Ficoll. Pueden realizarse ejemplos de tales pasos de
procesamiento usando una camara de centrifuga junto con uno o mas sistemas asociados con un sistema de
procesamiento celular, como una camara centrifuga producida y vendida por Biosafe SA, incluyendo aquellas para
su uso con los sistemas de procesamiento celular Sepax® o Sepax 2®.

Seleccién basada en afinidad

Los pasos de procesamiento (por ejemplo, llevados a cabo en la camara de centrifuga) pueden incluir el
aislamiento de células de poblaciones y/o composiciones mixtas, como usando uno de varios pasos de seleccién
que incluyen métodos de separacioén basados en la densidad o basados en otras propiedades fisicas y seleccion
basada en afinidad. En algunos casos, los métodos incluyen la seleccién en la que toda o una parte de la seleccion
se lleva a cabo en la cavidad interna de la camara de centrifuga, por ejemplo, bajo rotacién centrifuga. En algunos
casos, la incubacién de células con reactivos de seleccion, como reactivos de seleccion basados en inmunoafinidad,
se realiza en una camara de centrifuga. Tales métodos pueden ofrecer ciertas ventajas en comparacion con otros
métodos de seleccién disponibles.

Por ejemplo, la seleccion basada en inmunoafinidad puede depender de una interaccion energética
favorable entre las células que se estan separando y la molécula que se une especificamente al marcador en la
célula, por ejemplo, el anticuerpo u otro comparnero de union en la superficie sélida, por ejemplo, particula. En ciertos
métodos disponibles para la separacidén basada en la afinidad usando particulas como perlas, las particulas y las
células se incuban en un recipiente, como un tubo o una bolsa, mientras se agitan o0 mezclan, con una proporciéon de
densidad celular a particula (por ejemplo, perla) constante para ayudar a promover interacciones energéticamente
favorecidas. Dichos enfoques pueden no ser ideales para su uso en la produccién a gran escala, por ejemplo, en el
sentido de que pueden requerir el uso de grandes volimenes para mantener una proporcion optima o deseada de
células a particulas mientras se mantiene el nUmero deseado de células. Por consiguiente, tales enfoques pueden
requerir el procesamiento en un modo o formato por lotes, que puede requerir mas tiempo, nimero de pasos y
manejo, aumentando el coste y el riesgo de error por el usuario.

En algunos casos, realizando tales pasos de seleccién o partes de los mismos (por ejemplo, incubacién con
particulas recubiertas con anticuerpos, por ejemplo, perlas magnéticas) en la cavidad de la camara de centrifuga, el
usuario puede controlar ciertos parametros, como el volumen de varias soluciones, la adicién de solucién durante el
procesamiento y la cadencia de la misma, lo que puede proporcionar ventajas en comparacién con otros métodos
disponibles. Por ejemplo, la capacidad de disminuir el volumen de liquido en la cavidad durante la incubacién puede
aumentar la concentracién de las particulas (por ejemplo, reactivo de perlas) usadas en la seleccion y, por tanto, el
potencial quimico de la solucién, sin afectar al nimero total de células en la cavidad. Esto a su vez puede mejorar

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2805674 T3

las interacciones en parejas entre las células que se procesan y las particulas usadas para la seleccion. En algunos
casos, llevar a cabo el paso de incubacién en la camara, por ejemplo, cuando se asocia con los sistemas, circuitos, y
control como se describe en la presente, permite al usuario efectuar la agitacion de la solucién en los momentos
deseados durante la incubacién, lo que también puede mejorar la interaccion.

En algunos casos, por lo menos una parte del paso de seleccion se realiza en una camara de centrifuga,
que incluye la incubacion de células con un reactivo de seleccién. En algunos aspectos de tales procesos, un
volumen de células se mezcla con una cantidad de un reactivo de seleccion basado en afinidad deseado que es
mucho menor que el empleado normalmente cuando se realizan selecciones similares en un tubo o recipiente para
la seleccion del mismo namero de células y/o volumen de células de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En
algunos casos, se emplea una cantidad de reactivo o reactivos de selecciéon que es/no es mas del 5%, no mas del
10%, no mas del 15%, no mas del 20%, no més del 25%, no mas del 50%, no méas del 60%, no mas del 70% o no
mas del 80% de la cantidad de los mismos reactivos de seleccién empleados para la seleccion de las células en una
incubacién basada en tubos o recipientes para el mismo nimero de células y/o el mismo volumen de células de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La incubaciéon con un reactivo o reactivos de seleccién, por ejemplo, como parte de los métodos de
seleccién que pueden realizarse en la cavidad de la camara, incluye el uso de uno o mas reactivos de seleccion para
la seleccién de uno o mas tipos de células diferentes en base a la expresién o presencia dentro o sobre la célula de
una o mas moléculas especificas, como marcadores de superficie, por ejemplo, proteinas de superficie, marcadores
intracelulares o acido nucleico. En algunos casos, puede usarse cualquier método conocido que use un reactivo o
reactivos de seleccion para la separacion en base a tales marcadores. En algunos casos, el reactivo o reactivos de
seleccién dan como resultado una separacién que es una separacién basada en afinidad o inmunoafinidad. Por
ejemplo, la seleccion en algunos aspectos incluye la incubacion con un reactivo o reactivos para la separacion de
células y poblaciones celulares en base a la expresion de las células o el nivel de expresion de uno o mas
marcadores, tipicamente marcadores de superficie celular, por ejemplo, por incubacién con un anticuerpo o
companero de unién que se une especificamente a tales marcadores, seguido generalmente por pasos de lavado y
la separacion de las células que se han unido al anticuerpo o el compafiero de unién de aquellas células que no se
han unido al anticuerpo o comparero de unién.

En algunos casos, para la seleccion, por ejemplo, seleccion de células basada en inmunoafinidad, las
células se incuban en la cavidad de la camara en una composicién que también contiene el tampén de seleccion con
un reactivo de seleccion, como una molécula que se une especificamente a un marcador de superficie en una célula
que se desea enriquecer y/o agotar, pero no en otras células de la composicion, como un anticuerpo, que
opcionalmente esta acoplado a un andamiaje como un polimero o superficie, por ejemplo, perla, por ejemplo, perla
magnética, como perlas magnéticas acopladas a anticuerpos monoclonales especificos para CD4 y CD8. En
algunos casos, como se describe, el reactivo de seleccion se afiade a las células en la cavidad de la camara en una
cantidad que es sustancialmente menor que (por ejemplo, no es de mas del 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50 %, 60%,
70% u 80% de la cantidad) en comparacion con la cantidad del reactivo de seleccién que se usa tipicamente o que
seria necesario para lograr una eficiencia de seleccion igual o similar de la misma cantidad de células o el mismo
volumen de células cuando la seleccion se realiza en un tubo con agitaciéon o rotaciéon. En algunos casos, la
incubacién se realiza con la adicion de un tamp6n de seleccion a las células y el reactivo de seleccion para lograr un
volumen objetivo con la incubacién del reactivo de, por ejemplo, 10 ml a 200 ml, como por lo menos o
aproximadamente por lo menos o aproximadamente o 10 ml, 20 ml, 30 ml, 40 ml, 50 ml, 60 ml, 70 ml, 80 ml, 90 ml,
100 ml, 150 ml o 200 ml. En algunos casos, el tampon de seleccion y el reactivo de seleccion se mezclan
previamente antes de la adicién a las células. En algunos casos, el tampon de seleccién y el reactivo de seleccion se
afaden por separado a las células. En algunos casos, la incubacién de seleccion se lleva a cabo con condiciones de
mezcla periédicas suaves, que pueden ayudar a promover interacciones energéticamente favorecidas y, por lo tanto,
permiten el uso de menos reactivo de seleccion general a la vez que se logra una alta eficiencia de seleccién.

En algunos casos, la duracion total de la incubacién con el reactivo de seleccién es de aproximadamente 5
minutos a 6 horas, como de 30 minutos a 3 horas, por ejemplo, por lo menos o aproximadamente por lo menos 30
minutos, 60 minutos, 120 minutos o 180 minutos.

En algunos casos, la incubacién generalmente se lleva a cabo en condiciones de mezcla, como en
presencia de giro, generalmente a una fuerza o velocidad relativamente baja, como una velocidad menor que la
usada para sedimentar las células, como desde o desde aproximadamente 600 rpm a 1700 rpm (por ejemplo a o
aproximadamente 600 rpm, 1000 rpm o 1500 rpm o 1700 rpm), como en un RCF en la muestra o pared de la camara
u otro recipiente de desde o desde aproximadamente 80 g a 100 g (por ejemplo a o aproximadamente o por lo
menos 80 g, 85 g, 90 g, 95 g, 0 100 g). En algunos casos, el giro se lleva a cabo usando intervalos repetidos de un
giro a una velocidad tan baja seguida de un periodo de descanso, como un giro y/o descanso durante 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9 0 10 segundos, como un giro a aproximadamente 1 o0 2 segundos seguido de un descanso durante
aproximadamente 5, 6, 7 u 8 segundos.

En algunos casos, dicho proceso se lleva a cabo dentro del sistema completamente cerrado en el que la
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camara es integral. En algunos casos, este proceso (y en algunos aspectos también uno o més pasos adicionales,
como un paso de lavado previo que lava una muestra que contiene las células, como una muestra de aféresis) se
lleva a cabo de manera automatizada, de tal manera que las células, el reactivo y otros componentes se introducen y
se expulsan de la cadmara en los momentos apropiados y se efectla la centrifugacién, para completar el paso de
lavado y unién en un Unico sistema cerrado usando un programa automatizado.

En algunos casos, después de la incubacién y/o mezcla de las células y el reactivo y/o reactivos de
seleccidn, las células incubadas se someten a una separacion para seleccionar las células en base a la presencia o
ausencia del reactivo o reactivos particulares. En algunos casos, la seleccion adicional se realiza fuera de la camara
de centrifuga. En algunos casos, la separacién se realiza en el mismo sistema cerrado en el que esta presente la
camara de centrifuga y en el que se realiz6 la incubacién de células con el reactivo de seleccién. En algunos casos,
después de la incubacién con los reactivos de seleccion, las células incubadas, incluyendo las células en las que se
ha unido el reactivo de seleccion, se extraen desde la cdmara de centrifuga, como transfiriéndose fuera de la camara
de centrifuga, a un sistema para la separacion de células basada en inmunoafinidad. En algunos casos, el sistema
para la separacién basada en inmunoafinidad es o contiene una columna de separacion magnética. En algunos
casos, antes de la separacion, pueden realizarse uno 0 mas pasos de procesamiento en la cdmara, como el lavado.

Tales pasos de separacién pueden basarse en una seleccion positiva, en la que las células que se han
unido a los reactivos, por ejemplo, anticuerpo o comparero de unién, se retienen para un uso posterior, y/o seleccion
negativa, en la que las células no se han unido al reactivo, por ejemplo, anticuerpo o compafiero de union, se
retienen. En algunos ejemplos, ambas fracciones se retienen para su uso posterior. En algunos aspectos, la
seleccién negativa puede ser particularmente Gtil cuando no hay anticuerpos disponibles que identifiquen
especificamente un tipo de célula en una poblaciéon heterogénea, de tal manera que la separacion se realiza mejor
en base a los marcadores expresados por células distintas de la poblacién deseada.

La separacion no necesita dar como resultado un enriquecimiento o eliminacion del 100% de una poblacién
de células particular o células que expresan un marcador particular. Por ejemplo, la seleccién positiva o el
enriquecimiento de células de un tipo particular, como las que expresan un marcador, se refiere al aumento del
niamero o porcentaje de dichas células, pero no es necesario que dé como resultado una ausencia completa de
células que no expresan el marcador. De igual manera, la selecciéon negativa, la eliminacion o el agotamiento de las
células de un tipo particular, como las que expresan un marcador, se refiere a la disminucion del nimero o
porcentaje de dichas células, pero no necesariamente da como resultado la eliminacion completa de todas esas
células.

En algunos ejemplos, se llevan a cabo multiples rondas de pasos de separacién, donde la fraccion
seleccionada positiva o negativamente de un paso se somete a otro paso de separacion, como una seleccién
positiva 0 negativa posterior. En algunos ejemplos, un solo paso de separacion puede agotar las células que
expresan multiples marcadores simultaneamente, como incubando células con una pluralidad de anticuerpos o
compaferos de unién, cada uno especifico para un marcador dirigido a la seleccion negativa. De igual manera,
pueden seleccionarse positivamente simultdneamente multiples tipos de células incubando células con una
pluralidad de anticuerpos o compaferos de union expresados en los varios tipos de células. En cualquiera de dichos
ejemplos, por lo menos una parte de la seleccion o los pasos de seleccidn adicionales se realiza en una cdmara de
centrifuga, que incluye la incubacion de células con un reactivo de seleccion, como se ha descrito anteriormente.

Por ejemplo, en algunos aspectos, subpoblaciones especificas de células T, como células positivas o que
expresan altos niveles de uno o mas marcadores de superficie, por ejemplo, células T CD28+, CD62L+, CCR7+,
CD27+, CD127+, CD4+, CD8+, CD45RA+, y/o CD45RO+, se aislan mediante técnicas de seleccién positivas o
negativas. En algunos casos, tales células se seleccionan por incubaciéon con uno o0 mas anticuerpos o compafnero
de unién que se une especificamente a tales marcadores. En algunos casos, el anticuerpo o comparero de union
puede conjugarse, como directa o indirectamente, a un soporte o matriz solido para efectuar la seleccién, como una
perla magnética o una perla paramagnética. Por ejemplo, las células T CD3+, CD28+ pueden seleccionarse
positivamente usando perlas magnéticas conjugadas CD3/CD28 (por ejemplo, expansor de células T CD3/CD28
DYNABEADS® M-450 y/o perlas ExpACT®).

En algunos casos, los pasos del proceso incluyen ademas una seleccién negativa y/o positiva de las células
incubadas, como el uso de un sistema o aparato que puede realizar una seleccién basada en afinidad. En algunos
casos, el aislamiento se lleva a cabo mediante enriquecimiento para una poblacién celular particular mediante
seleccién positiva, o agotamiento de una poblacién celular particular, mediante seleccion negativa. En algunos
casos, la seleccion positiva o negativa se logra incubando células con uno o mas anticuerpos u otro agente de unién
que se une especificamente a uno 0 mas marcadores de superficie expresados o expresados (marcador+) a un nivel
relativamente mas alto (marcador alto) en las células seleccionadas positiva o negativamente, respectivamente.

En algunos casos, las células T se separan de una muestra de PBMC mediante seleccion negativa de

marcadores expresados en células no T, como células B, monocitos u otros glébulos blancos, como CD14. En
algunos aspectos, se usa un paso de seleccion de CD4+ o CD8+ para separar las células T CD4+ auxiliares y CD8+
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citotoxicas. Tales poblaciones de CD4+ y CD8+ pueden clasificarse adicionalmente en subpoblaciones mediante
seleccioén positiva 0 negativa para marcadores expresados o expresados a un grado relativamente mas alto en una o
mas subpoblaciones de células T no tratadas, de memoria y/o efectoras.

En algunos casos, las células CD8+ se enriquecen o agotan adicionalmente de células madre sin tratar, de
memoria central, de memoria efectora y/o de memoria central, como mediante seleccién positiva o negativa en base
a los antigenos de superficie asociados con la subpoblacién respectiva. En algunos casos, el enriquecimiento para
células T de memoria central (TCM) se lleva a cabo para aumentar la eficacia, como para mejorar la supervivencia a
largo plazo, la expansion y/o el injerto después de la administracion, que en algunos aspectos es particularmente
robusto en tales subpoblaciones. Ver Terakuraet al. (2012) Blood.1:72-82; Wang et al. (2012) J Immunother.
35(9):689-701. En algunos casos, combinar células T CD8+ enriquecidas con TCM y células T CD4+ aumenta adn
mas la eficacia.

En las casos, las células T de memoria estan presentes en los subconjuntos CD62L+ y CD62L- de linfocitos
de sangre periférica CD8 +. Las PBMC pueden enriquecerse o agotarse de las fracciones CD62L-CD8+ y/o
CD62L+CD8+, como usando anticuerpos anti-CD8 y anti-CD62L.

En algunos casos, el enriquecimiento para las células T de memoria central (TCM) se basa en la expresion
superficial positiva o alta de CD45RO, CD62L, CCR7, CD28, CD3 y/o CD 127; en algunos aspectos, se basa en la
seleccién negativa para células que expresan o expresan altamente CD45RA y/o granzima B. En algunos aspectos,
el aislamiento de una poblacién de CD8+ enriquecida para células TCM se lleva a cabo mediante el agotamiento de
las células que expresan CD4, CD14, CD45RA y la seleccién positiva o enriquecimiento para las células que
expresan CD62L. En un aspecto, el enriquecimiento de las células T de memoria central (TCM) se lleva a cabo
comenzando con una fraccién negativa de células seleccionadas en base a la expresién de CD4, que se somete a
una seleccién negativa en base a la expresion de CD14 y CD45RA, y una seleccion positiva basada en CD62L.
Dichas selecciones en algunos aspectos se llevan a cabo simultdneamente y en otros aspectos se llevan a cabo
secuencialmente, en cualquier orden. En algunos aspectos, el mismo paso de seleccion basado en la expresion de
CD4 usado en la preparacién de la poblacion o subpoblacion de células CD8+, también se usa para generar la
poblacién o subpoblacién de células CD4+, de tal manera que tanto las fracciones positivas como las negativas de la
separacion basada en CD4 se retienen y usan en pasos posteriores de los métodos, opcionalmente después de uno
0 mas pasos de seleccién positiva 0 negativa adicionales.

En un ejemplo particular, una muestra de PBMC u otra muestra de glébulos blancos se somete a seleccion
de células CD4+, donde se retienen tanto las fracciones positivas como las negativas. La fraccién negativa se
somete luego a una seleccién negativa basada en la expresién de CD14 y CD45RA o CD19, y una seleccién positiva
basada en un marcador caracteristico de las células T de memoria central, como CD62L o CCR7, donde se llevan a
cabo las selecciones positivas y negativas en cualquier orden.

Las células auxiliares T CD4+ pueden clasificarse en células sin tratar, de memoria central y efectoras
mediante la identificacién de poblaciones celulares que tienen antigenos de superficie celular. Los linfocitos de CD4+
pueden obtenerse mediante métodos estandar. En algunos casos, los linfocitos T CD4+ sin tratar son células T
CD45R0O-, CD45RA+, CD62L+ o CD4+. En algunos casos, las células CD4+ de memoria central son CD62L+ y
CD45RO+. En algunos casos, las células efectoras CD4+ son CD62L- y CD45RO-.

En un ejemplo, para enriquecer las células CD4+ mediante seleccion negativa, un coctel de anticuerpos
monoclonales tipicamente incluye anticuerpos contra CD14, CD20, CD11b, CD16, HLA-DR, y CD8. En algunos
casos, el anticuerpo o comparfiero de unién esta unido a un soporte o matriz sélida, como una perla magnética o una
perla paramagnética, para permitir la separacién de las células para la seleccion positiva y/o negativa. Por ejemplo,
en algunos casos, las células y las poblaciones celulares se separan o aislan usando técnicas de separacion
inmunomagnéticas (afinidadmagnéticas) (revisado en Methods in Molecular Medicine, vol. 58: Metastasis Research
Protocols, Vol. 2: Cell Behavior In Vitro and In Vivo, p 17-25 Editado por: S. A. Brooks and U. Schumacher© Humana
Press Inc., Totowa, NJ).

En algunos aspectos, la muestra incubada o la composicion de las células a separar se incuba con un
reactivo de seleccidon que contiene material pequefio, magnetizable o con respuesta magnética, como particulas o
microparticulas con respuesta magnética, como perlas paramagnéticas (por ejemplo, Dynalbeads o perlas MACS®).
El material que responde magnéticamente, por ejemplo, particulas, generalmente esta unido directa o indirectamente
con un compariero de union, por ejemplo, un anticuerpo, que se une especificamente a una molécula, por ejemplo,
marcador de superficie, presente en la célula, células o poblacién de células que se desea separar, por ejemplo, que
se desea seleccionar negativa o positivamente.

En algunos casos, la particula o perla magnética comprende un material magnéticamente sensible unido a
un miembro de unién especifico, como un anticuerpo u otro compafiero de unién. Se conocen muchos materiales
magnéticamente sensibles conocidos para su uso en métodos de separacion magnética, por ejemplo, los descritos
en Molday, Patente de Estados Unidos N° 4.452.773, y en la Especificaciéon de Patente Europea EP 452342 B.
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También pueden usarse particulas coloidales, como las descritas en Owen, Patente de Estados Unidos N°
4.795.698, y Liberti et al., Patente de Estados Unidos N° 5.200.084.

La incubacién generalmente se lleva a cabo en condiciones por las cuales los anticuerpos o compafieros de
unién, o moléculas, como anticuerpos secundarios u otros reactivos, que se unen especificamente a dichos
anticuerpos o compareros de unién, que estan unidos a la particula o perla magnética, se unen especificamente a
las moléculas de la superficie celular si estan presentes en las células dentro de la muestra.

En ciertos casos, las particulas magnéticamente sensibles estan recubiertas con anticuerpos primarios u
otros compaferos de unién, anticuerpos secundarios, lectinas, enzimas o estreptavidina. En ciertos casos, las
particulas magnéticas se unen a las células a través de un recubrimiento de anticuerpos primarios especificos para
uno o mas marcadores. En ciertos casos, las células, en lugar de las perlas, se marcan con un anticuerpo primario o
un companero de unién, y luego se afiaden particulas magnéticas recubiertas de anticuerpo secundario especifico
del tipo celular u otro compafiero de union (por ejemplo, estreptavidina). En ciertos casos, se usan particulas
magnéticas recubiertas con estreptavidina junto con anticuerpos biotinilados primarios o secundarios.

En algunos aspectos, la separaciéon se logra en un procedimiento en el que la muestra se coloca en un
campo magnético, y aquellas células que tienen particulas magnéticamente sensibles 0 magnetizables unidas a las
mismas seran atraidas al iman y separadas de las células no marcadas. Para la seleccién positiva, se retienen las
células que se sienten atraidas por el iman; para la seleccién negativa, las células que no son atraidas (células no
marcadas) se retienen. En algunos aspectos, se realiza una combinacion de seleccion positiva y negativa durante el
mismo paso de seleccion, donde las fracciones positivas y negativas se retienen y se procesan o se someten a
pasos de separacion adicionales.

En algunos casos, la seleccion basada en afinidad es a través de clasificacion celular activada
magnéticamente (MACS) (Miltenyi Biotech, Auburn, CA). La clasificacion celular activada magnéticamente (MACS),
por ejemplo, los sistemas CliniMACS son capaces de seleccionar células de alta pureza que tienen particulas
magnetizadas unidas a las mismas. En ciertos casos, MACS opera en un modo en el que las especies no objetivo y
objetivo se eluyen secuencialmente después de la aplicacién del campo magnético externo. Es decir, las células
unidas a particulas magnetizadas se mantienen en su sitio mientras las especies no unidas se eluyen. Luego,
después de completar este primer paso de elucion, las especies que quedaron atrapadas en el campo magnético y
se les impidi6 eluir se liberan de alguna manera de tal manera que puedan eluirse y recuperarse. En ciertos casos,
las células no objetivo se marcan y agotan de la poblacién heterogénea de células.

En algunos casos, los pasos de procesamiento incluyen la extraccion de la camara de centrifuga de células
incubadas con uno o mas reactivos de seleccién. En algunos casos, las células pueden expresarse posteriormente
y/o continuamente con uno o mas pasos de lavado, que pueden, en algunos aspectos, realizarse en la camara de
centrifuga.

En algunos casos, las particulas magnéticamente sensibles se dejan unidas a las células que se incubaran,
cultivaran y/o manipularan con posterioridad; en algunos aspectos, las particulas se dejan unidas a las células para
la administracion a un paciente. En algunos casos, las particulas magnetizables o magnéticamente sensibles se
eliminan de las células. Los métodos para eliminar particulas magnetizables de las células son conocidos e incluyen,
por ejemplo, el uso de anticuerpos no marcados competitivos, particulas magnetizables o anticuerpos conjugados
con conectores escindibles, etc. En algunos casos, las particulas magnetizables son biodegradables.

Congelacion y crioconservacion

En algunos casos, las células, como las células seleccionadas, se suspenden en una solucion de
congelacién, por ejemplo, después de un paso de lavado para eliminar plasma y plaquetas. En algunos aspectos
pueden usarse cualquiera de una variedad de soluciones y parametros de congelacién conocidos. Un ejemplo
implica el uso de PBS que contiene 20% de DMSO y 8% de albumina de suero humano (HSA), u otros medios
adecuados de congelacién celular. Esto luego se diluye 1:1 con medios para que la concentracion final de DMSO y
HSA sea del 10% y 4%, respectivamente.

En algunos casos, las células, como las células seleccionadas, pueden transferirse a medios de
crioconservacion usando una camara de centrifuga junto con uno o mas sistemas asociados con un sistema de
procesamiento celular, como una camara de centrifuga producida y vendida por Biosafe SA, incluidos los que se
usan con los sistemas de procesamiento de células Sepax® o Sepax 2®. En algunos casos, la transferencia al
medio de crioconservacion esta asociada con uno o mas pasos de procesamiento que pueden implicar el lavado de
la muestra, por ejemplo, muestra celular seleccionada, como eliminar los medios de seleccion y/o reemplazar las
células en un tampoén o medio de crioconservacion apropiado para su posterior congelacién.

En algunos casos, las células se congelan, por ejemplo, se crioconservan, ya sea antes, durante o después
de dichos métodos de procesamiento. En algunos casos, el paso de congelacién y la descongelacién subsiguiente
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elimina granulocitos y, en cierta medida, monocitos en la poblacion celular. Generalmente, las células se congelan a
-80° C a una velocidad de 1°C por minuto y se almacenan en la fase de vapor de un tanque de almacenamiento de
nitrégeno liquido.

Cultivo y estimulacion.

En algunos casos, los pasos de procesamiento (por ejemplo, los llevados a cabo en la camara y/o sistema
cerrado) incluyen cultivo, estimulacion y/o activacion de células, como incubacion y/o cultivo de células. Por ejemplo,
en algunos casos, se proporcionan métodos para estimular las células aisladas, como poblaciones de células
seleccionadas. En algunos casos, los pasos de procesamiento incluyen la incubacion de una composicién que
contiene las células, como células seleccionadas, donde por lo menos una parte de la incubaciéon esta en una
camara de centrifuga y/u otro recipiente, por ejemplo, en condiciones de estimulacion. La incubacién puede ser
anterior o en conexion con la ingenieria genética, como la ingenieria genética resultante de las casos del método de
transduccion descrito anteriormente. En algunos casos, la estimulacién da como resultado la activacién y/o la
proliferacién de las células, por ejemplo, antes de la transduccion.

En algunos casos, los pasos de procesamiento incluyen incubaciones de células, como células
seleccionadas, en las que los pasos de incubacién pueden incluir cultivo, cultivacion, estimulacion, activacion y/o
propagacion de células. En algunos casos, las composiciones o células se incuban en presencia de condiciones de
estimulacién o un agente de estimulacion. Tales condiciones incluyen aquellas disefiadas para inducir la
proliferacién, expansién, activacion y/o supervivencia de las células en la poblacién, para imitar la exposicion al
antigeno y/o cebar las células para la ingenieria genética, como la introducciéon de un receptor de antigeno
recombinante.

En algunos casos, las condiciones para la estimulaciéon y/o activacion pueden incluir uno o mas medios
particulares, temperatura, contenido de oxigeno, contenido de diéxido de carbono, tiempo, agentes, por ejemplo,
nutrientes, aminodcidos, antibiéticos, iones y/o factores estimuladores, como citoquinas, quimiocinas, antigenos,
compafieros de unién, proteinas de fusién, receptores solubles recombinantes y cualquier otro agente disefiado para
activar las células.

En algunos casos, las condiciones o agentes de estimulacion incluyen uno o mas agentes, por ejemplo,
ligando, que es capaz de activar un dominio de sefalizacion intracelular de un complejo de TCR. En algunos
aspectos, el agente enciende o inicia la cascada de sefalizacién intracelular de TCR/CD3 en una célula T, como los
agentes adecuados para suministrar una sefial primaria, por ejemplo, para iniciar la activacién de una sefal inducida
por ITAM, como los especificos para un componente de TCR, y/o un agente que promueve una sefal
coestimuladora, como una especifica para un receptor coestimulador de células T, por ejemplo, anti-CD3, anti-CD28
o anti-41-BB, por ejemplo, unido a un soporte sélido como una perla, y/o una o mas citoquinas. Entre los agentes de
estimulacién estan las perlas anti-CD3/anti-CD28 (por ejemplo, expansor de células T CD3/CD28DYNABEADS® M-
450 y/o las perlas ExpACT®). Opcionalmente el método de expansion puede comprender ademas el paso de afadir
anticuerpo anti-CD3 y/o anti CD28 al medio de cultivo. En algunos casos, los agentes de estimulacion incluyen IL-2
y/o IL-15, por ejemplo, una concentracion de IL-2 de por lo menos aproximadamente 10 unidades/ml. En algunos
casos, la incubacion se lleva a cabo de acuerdo con técnicas como las descritas en la Patente de Estados Unidos N2
6.040.1 77 de Riddell et al., Klebanoff et al. (2012) J Immunother. 35(9):651-660, Terakuraet al. (2012) Blood.1:72-
82, y/o Wang et al. (2012) J Immunother. 35(9):689-701.

En algunos casos, las células T se expanden mediante la adicion a la composicion de células
alimentadoras, como células mononucleares de sangre periférica no divisorias (PBMC), (por ejemplo, de tal manera
que la poblacién resultante de células contenga por lo menos aproximadamente 5, 10, 20, o 40 o mas células
alimentadoras de PBMC para cada linfocito T en la poblacién inicial a expandir); e incubar el cultivo (por ejemplo,
durante un tiempo suficiente para expandir el niumero de células T). En algunos aspectos, las células alimentadoras
no divisorias pueden comprender células alimentadoras PBMC irradiadas con rayos gamma. En algunos casos, las
PBMC se irradian con rayos gamma en el intervalo de aproximadamente 3000 a 3600 rads para evitar la division
celular. En algunos aspectos, las células alimentadoras se afiaden al medio de cultivo antes de la adicion de las
poblaciones de células T.

En algunos casos, las condiciones de estimulacién generalmente incluyen una temperatura adecuada para
el crecimiento de linfocitos T humanos, por ejemplo, por lo menos aproximadamente 25 grados Celsius,
generalmente por lo menos aproximadamente 30 grados, y generalmente a aproximadamente 37 grados Celsius.
Opcionalmente, la incubacién puede comprender ademas la adicion de células linfoblastoides transformadas por
EBV no divisorias (LCL) como células alimentadoras. Las LCL pueden irradiarse con rayos gamma en el intervalo de
aproximadamente 6000 a 10.000 rads. Las células alimentadoras de LCL en algunos aspectos se proporcionan en
cualquier cantidad adecuada, como una proporcion de células alimentadoras de LCL a linfocitos T iniciales de por lo
menos aproximadamente 10:1.

En casos, las células T especificas de antigeno, como las células T CD4+ y/o CD8+ especificas de
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antigeno, se obtienen estimulando linfocitos T no tratados o especificos de antigeno con antigeno. Por ejemplo,
pueden generarse lineas o clones de células T especificas de antigeno para antigenos de citomegalovirus aislando
células T de sujetos infectados y estimulando las células in vitro con el mismo antigeno.

En algunos casos, por lo menos una parte de la incubacion con una o mas condiciones de estimulacion o
agentes de estimulaciéon, como cualquiera de los descritos anteriormente, se realiza en una camara de centrifuga.
En algunos casos, por lo menos una parte de la incubacién realizada en una camara de centrifuga incluye mezclar
con un reactivo o reactivos para inducir estimulacion y/o activacion. En algunos casos, las células, como las células
seleccionadas, se mezclan con una condicién de estimulaciéon o agente de estimulacion en la camara de centrifuga.
En algunos aspectos de tales procesos, un volumen de células se mezcla con una cantidad de una o mas
condiciones o agentes de estimulacion que es mucho menor de lo que normalmente se emplea cuando se realizan
estimulaciones similares en una placa de cultivo celular u otro sistema.

En algunos casos, el agente de estimulacion se afade a las células en la cavidad de la camara en una
cantidad que es sustancialmente menor que (por ejemplo, no es mas del 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50 %, 60%,
70% u 80% de la cantidad) en comparacion con la cantidad del agente de estimulacién que se usa tipicamente o que
seria necesario para lograr aproximadamente la misma eficiencia de seleccidén o una similar del mismo numero de
células o el misma volumen de células cuando la seleccién se realiza sin mezclar en una cdmara de centrifuga, por
ejemplo, en un tubo o bolsa con agitacion o rotacion periédica. En algunos casos, la incubacién se realiza con la
adicion de un tampon de incubacion a las células y un agente de estimulacién para lograr un volumen objetivo con la
incubacién del reactivo de, por ejemplo, 10 ml a 200 ml, como por lo menos o de aproximadamente por lo menos o
de aproximadamente o de 10 ml, 20 ml, 30 ml, 40 ml, 50 ml, 60 ml, 70 ml, 80 ml, 90 ml, 100 ml, 150 ml 0 200 ml. En
algunos casos, el tampon de incubacion y el agente de estimulacién se mezclan previamente antes de la adicién a
las células. En algunos casos, el tampén de incubacion y el agente de estimulacion se afaden por separado a las
células. En algunos casos, la incubacion por estimulacion se lleva a cabo con una condicion de mezcla suave
periddica, que puede ayudar a promover interacciones energéticamente favorecidas y, por lo tanto, permite el uso de
menos agente de estimulacién general a la vez que se logra la estimulacion y activacion de las células.

En algunos casos, la duracion total de la incubacion con el agente de estimulacién es de o de
aproximadamente 1 hora y 72 horas, 1 hora y 48 horas, 4 horas y 36 horas, 8 horas y 30 horas 0 12 horas y 24
horas, como por lo menos o aproximadamente por lo menos 6 horas, 12 horas, 18 horas, 24 horas, 36 horas o 72
horas. En algunos casos, la duracién total de la incubacion en la camara de centrifuga es de o de aproximadamente
5 minutos a 6 horas, como de 30 minutos a 3 horas, por ejemplo, por lo menos o aproximadamente por lo menos 30
minutos, 60 minutos, 120 minutos o 180 minutos En algunos casos, una parte adicional de la incubacién puede
realizarse fuera de la cdmara de centrifuga.

En algunos casos, la incubacién generalmente se lleva a cabo en condiciones de mezcla, como en
presencia de giro, generalmente a una fuerza o velocidad relativamente baja, como una velocidad inferior a la
utilizada para sedimentar las células, como desde o desde aproximadamente 600 rpm a 1700 rpm (por ejemplo a o
aproximadamente a 600 rpm, 1000 rpm o 1500 rpm o 1700 rpm), como en un RCF en la muestra o pared de la
camara u otro recipiente de o de aproximadamente 80 g a 100 g (por ejemplo de o aproximadamente de o por lo
menos de 80 g, 85 g, 90 g, 95 g, 0 100 g). En algunos casos, el giro se lleva a cabo usando intervalos repetidos de
un giro a una velocidad asi de baja seguida de un periodo de descanso, como un giro y/o descanso durante 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9 0 10 segundos, como un giro a aproximadamente 1 o0 2 segundos seguido de un descanso durante
aproximadamente 5, 6, 7 u 8 segundos.

En algunos casos, las células se incuban en una camara de centrifuga con un agente o agentes de
estimulaciéon de células que es/son un agente de union celular, tal como un reactivo de unién a antigeno, como un
anticuerpo, que es capaz de inducir sefalizacién intracelular. y/o proliferacion celular. En algunos casos, las células
se incuban, incluso se mezclan con, perlas anti-CD3/anti-CD28 en una camara de centrifuga de acuerdo con
aspectos de los procesos en los métodos proporcionados.

En algunos casos, los pasos de procesamiento incluyen la extraccion de la camara de centrifuga de células
incubadas, como mezcladas con una o mas condiciones de estimulacién o agentes de estimulacion. En algunos
casos pueden realizarse uno o mas pasos de procesamiento adicionales en la camara, como lavado, que puede ser
anterior, posterior y/o continuo con la incubacién por estimulaciéon. En algunos casos, el lavado se realiza antes de la
estimulacion, como en células seleccionadas o descongeladas, para eliminar y reemplazar los medios con un medio
adecuado para la estimulacion y el cultivo de células.

En algunos casos, las células extraidas de la camara de centrifuga que se han incubado, como mezcladas
con una o mas condiciones de estimulacién o agentes de estimulacién, se incuban adicionalmente fuera de la
camara. En algunos casos, la incubacién adicional se efectla a temperaturas mayores que la temperatura ambiente,
como de mas de o de mas de aproximadamente 25° C, como generalmente de mas de o de mas de
aproximadamente 32° C, 35° C o 372 C. En algunos casos, la incubacién adicional se efectia a una temperatura de
aproximadamente 37° C+2° C, como a una temperatura de aproximadamente 37° C. En algunos casos, la incubacion
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adicional es durante un tiempo de entre o de aproximadamente entre 12 horas y 96 horas, como por lo menos o por
lo menos aproximadamente 12 horas, 24 horas, 36 horas, 48 horas, 72 horas o 96 horas.

En algunos casos, la incubacion adicional se produce en un sistema cerrado. En algunos casos, después
de la extraccion desde la camara de las células incubadas, como mezcladas, con una o mas condiciones de
estimulacién o agentes de estimulacion, como en un recipiente (por ejemplo, una bolsa), el recipiente que contiene
las células se incuba durante una parte de tiempo adicional. En algunos casos, el recipiente, como la bolsa, se
incuba a una temperatura de o de aproximadamente 37° C+2° C durante un tiempo de entre o aproximadamente
entre 1 hora y 48 horas, 4 horas y 36 horas, 8 horas y 302 horas 0 12 horas y 24 horas, inclusive.

Formulacion

En algunos casos, los pasos del proceso (por ejemplo, llevados a cabo en la camara de centrifuga y/o
sistema cerrado) pueden incluir la formulacion de células, como la formulacién de células modificadas genéticamente
que resultan de los pasos de procesamiento de transduccién proporcionados y/o uno o mas otros pasos de
procesamiento como se describe. En algunos casos, los métodos proporcionados asociados con la formulaciéon de
células incluyen el procesamiento de células transducidas, como células transducidas y/o expandidas usando los
pasos de procesamiento descritos anteriormente, en un sistema cerrado, como en 0 asociado con una camara de
centrifuga.

En algunos casos, las células se formulan en un tampdén farmacéuticamente aceptable, que puede, en
algunos aspectos, incluir un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable. En algunos casos, el procesamiento
incluye el intercambio de un medio en un medio o tampén de formulacion que sea farmacéuticamente aceptable o
deseado para la administracién a un sujeto. En algunos casos, los pasos de procesamiento pueden implicar lavar las
células transducidas y/o expandidas para reemplazar las células en un tampé6n farmacéuticamente aceptable que
puede incluir uno o mas portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables opcionales. Ejemplos de tales
formas farmacéuticas, incluyendo los portadores o excipientes farmacéuticamente aceptables, pueden ser cualquiera
de las descritas a continuacién junto con formas aceptables para administrar las células y composiciones a un
sujeto. La composiciéon farmacéuticamente aceptable en algunos casos contiene las células en cantidades eficaces
para tratar o prevenir la enfermedad o afecciéon, como una cantidad terapéuticamente eficaz o profilacticamente
eficaz.

En algunos casos, el tamp6n de formulacion contiene un crioconservante. En algunos casos, las células se
formulan con una soluciéon de crioconservacion que contiene del 1,0% al 30% de solucion de DMSO, como una
solucion de DMSO del 5% al 20% o una solucion de DMSO del 5% al 10%. En algunos casos, la solucién de
crioconservacién es o contiene, por ejemplo, PBS que contiene 20% de DMSO y 8% de albumina de suero humano
(HSA), u otros medios de congelacion celular adecuados. En algunos casos, la solucion de crioconservacion es o
contiene, por ejemplo, por lo menos o aproximadamente 7,5% de DMSO. En algunos casos, los pasos de
procesamiento pueden implicar lavar las células transducidas y/o expandidas para reemplazar las células en una
solucién de crioconservacion.

En algunos casos, el procesamiento puede incluir la dilucion o concentracion de las células a una
concentracién o numero deseado, como composiciones de forma de dosis unitaria que incluyen el nimero de células
para administracion en una dosis dada o fraccién de la misma. En algunos casos, los pasos de procesamiento
pueden incluir una reduccion de volumen para aumentar de ese modo la concentracion de células como se desee.
En algunos casos, los pasos de procesamiento pueden incluir una adicién de volumen para disminuir de este modo
la concentracién de células como se desee.

En algunos casos, el procesamiento incluye la adicién de un volumen de un tampén de formulacion a
células transducidas y/o expandidas. En algunos casos, el volumen del tampdn de formulacion es de o de
aproximadamente 10 ml a 1000 ml, como por lo menos o aproximadamente por o menos o aproximadamente o 50
ml, 100 ml, 200 ml, 300 ml, 400 ml, 500 ml, 600 ml, 700 ml, 800 ml, 900 ml o 1000 ml.

Pueden realizarse ejemplos de tales pasos de procesamiento usando una camara de centrifuga junto con
uno o mas sistemas o kits asociados con un sistema de procesamiento celular, como una camara de centrifuga
producida y vendida por Biosafe SA, incluyendo aquellas para uso con los sistemas de procesamiento de células
Sepax ® o Sepax 2@.

En algunos casos, el método incluye efectuar la extraccién desde la cavidad interna de la camara de
centrifuga una composicion formulada, que es la composicién resultante de células formuladas en un tampo6n de
formulacion, como un tampén farmacéuticamente aceptable, en cualquiera de los casos como se ha descrito
anteriormente. En algunos casos, la extraccion de la composicién formulada es a un recipiente, como una bolsa que
esté conectada operativamente como parte de un sistema cerrado con la camara de centrifuga. En algunos casos, el
recipiente, como la bolsa, esta conectado a un sistema en una linea de salida o posicion de salida como se
ejemplifica en los sistemas ejemplares representados en la FIG. 50 la FIG. 7.
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En algunos casos, el sistema cerrado, como el asociado con un sistema de procesamiento celular, como la
camara de centrifuga, incluye un kit de salida de multiples puertos que contiene un colector de tubos de mdltiples
vias asociado en cada extremo de una linea de tubos con un puerto al cual puede conectarse uno o una pluralidad
de recipientes para la extracciéon de la composicion formulada. En algunos aspectos, un nimero deseado o una
pluralidad de recipientes de salida, por ejemplo, bolsas, pueden conectarse de manera estéril a uno o mas,
generalmente dos o mas, como por lo menos 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 mas de los puertos de la salida de mdltiples puertos.
Por ejemplo, en algunos casos, pueden unirse uno 0 mas recipientes, por ejemplo, bolsas a los puertos, o0 a no todos
los puertos. Por tanto, en algunos casos, el sistema puede efectuar la extraccion de la composicién de salida en una
pluralidad de bolsas de salida.

En algunos aspectos, las células pueden expresarse en una o mas de la pluralidad de bolsas de salida en
una cantidad para la administracién de dosificacién, como para una administracién de dosificacion unitaria individual
o administracién de dosificacién multiple. Por ejemplo, en algunos casos, las bolsas de salida pueden contener cada
una el nimero de células para la administracion en una dosis dada o fraccién de la misma. Por tanto, cada bolsa, en
algunos aspectos, puede contener una dosis unitaria individual para la administracién o puede contener una fraccion
de una dosis deseada, de tal manera que mas de una de la pluralidad de bolsas de salida, como dos de las bolsas
de salida, o 3 de las bolsas de salida, juntas, constituyen una dosis para la administracion.

Por tanto, los recipientes, por ejemplo, bolsas, contienen generalmente las células a ser administradas, por
ejemplo, una o mas dosis unitarias de las mismas. La dosis unitaria puede ser una cantidad o nimero de células a
administrar al sujeto o dos veces el nimero (o mas) de las células a ser administradas. Puede ser la dosis mas baja
o la dosis mas baja posible de las células que se administrarian al sujeto.

En algunos casos, cada uno de los recipientes, por ejemplo, bolsas, comprende individualmente una dosis
unitaria de las células. Por tanto, en algunos casos, cada uno de los recipientes comprende el mismo numero o
aproximadamente o sustancialmente el mismo namero de células. En algunos casos, la dosis unitaria incluye menos
de aproximadamente 1 x 108, menos de aproximadamente 5 x 107, menos de aproximadamente 1 x 10 o menos de
aproximadamente 5 x 10° de células, por kg del sujeto a tratar y/o del cual se han derivado las células. En algunos
casos, cada dosis unitaria contiene por lo menos o aproximadamente por lo menos 1 x 108, 2 x 108, 5 x 108, 1 x 107,
5 x 107 o 1 x 108 células modificadas, células totales, células T o PBMC. En algunos casos, el volumen de la
composicion celular formulada en cada bolsa es de 10 ml a 100 ml, como por lo menos o aproximadamente por lo
menos 20 ml, 30 ml, 40 ml, 50 ml, 60 ml, 70 ml, 80 ml, 90 ml o 100 ml.

En algunos casos, una o mas de la pluralidad de bolsas de salida pueden usarse para pruebas, como para
evaluar la eficiencia de transduccién. Por ejemplo, la eficiencia de la transduccién en algunos aspectos puede
evaluarse midiendo el nivel de expresién de una proteina recombinante, como una proteina heteréloga, codificada
por un &cido nucleico contenido en el genoma de la particula del vector viral después de la transduccion usando
casos de los métodos proporcionados. Por tanto, en algunos casos, el nivel de expresién de las moléculas
recombinantes puede evaluarse mediante cualquiera de una serie de métodos bien conocidos como métodos
basados en afinidad, por ejemplo métodos basados en inmunoafinidad, por ejemplo, en el contexto de proteinas de
la superficie celular, como por citometria de flujo. En algunos aspectos, las células contenidas en uno o mas de la
pluralidad de recipientes, por ejemplo, bolsas, se prueban para determinar el nivel de expresiéon de moléculas
recombinantes mediante la deteccién de un marcador de transduccién y/o constructo informador. En otros casos, la
expresion se evalla usando un acido nucleico que codifica una proteina de superficie truncada incluida dentro del
vector como marcador.

En algunos casos, todos o sustancialmente todos de una pluralidad de recipientes a los que se extraen las
células contienen el mismo numero de células y a la misma o sustancialmente la misma concentracion. En algunos
casos, antes de extraer las células a uno de una pluralidad de recipientes, se ceban las lineas de tubos.

IV. Células y composiciones

Entre las células que se usaran en los métodos, como los pasos de procesamiento, por ejemplo, la
transferencia de acidos nucleicos virales, por ejemplo, transduccion, se encuentran células, poblaciones celulares y
composiciones.

Las células generalmente son células de mamifero, y tipicamente son células humanas. En algunos casos,
las células se derivan de la sangre, la médula dsea, la linfa o los érganos linfoides. En algunos aspectos, las células
son células del sistema inmune, como células de inmunidad innata o adaptativa, por ejemplo, células mieloides o
linfoides, incluyendo linfocitos, tipicamente células T y/o células NK. Otras células ejemplares incluyen células
madre, como células madre multipotentes y pluripotentes, incluyendo las células madre pluripotentes inducidas
(iPSC). Las células son tipicamente células primarias, como las aisladas directamente de un sujeto y/o aisladas de
un sujeto y congeladas. En algunos casos, las células incluyen uno o mas subconjuntos de células T u otros tipos de
células como poblaciones de células T completas, células CD4+, células CD8+ y subpoblaciones de las mismas,
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como las definidas por la funcién, estado de activacion, madurez, potencial de diferenciacion, expansion,
recirculacion, localizacion y/o capacidades de persistencia, especificidad de antigeno, tipo de receptor de antigeno,
presencia en un érgano o compartimento particular, perfil de secrecién de marcador o citoquina, y/o grado de
diferenciacion. Con referencia al sujeto a tratar, las células pueden ser alogénicas y/o autélogas. En algunos casos,
los métodos incluyen aislar células del sujeto, prepararlas, procesarlas, cultivarlas y/o disefiarlas, y reintroducirlas en
el mismo sujeto, antes o después de la crioconservacion que, en algunos aspectos, se puede lograr en un sistema
cerrado que usa uno o mas de los pasos de procesamiento proporcionados.

Entre los subtipos y subpoblaciones de células T y/o de células T CD4+ y/o CD8+ se encuentran las células
T sin tratar (Tn), las células T efectoras (Terr), las células T de memoria y subtipos de las mimas, como las células T
de memoria de células madre (Tscm), T de memoria central (Tcm), T de memoria efectora T (Tem) o T de memoria
efectora diferenciadas terminalmente, linfocitos infiltrantes de tumores (TIL), células T inmaduras, células T maduras,
células T auxiliares, células T citotdxicas, células T invariantes asociadas a la mucosa (MAIT), células T reguladoras
de origen natural y adaptativas (Treg), células T auxiliares, como células TH1, células TH2, células TH3, células
TH17, células TH9, células TH22, células T auxiliares foliculares, células T alfa/beta y células T delta/gamma.

En algunos casos, las células son células asesinas naturales (NK). En algunos casos, las células son
monocitos o granulocitos, por ejemplo, células mieloides, macréfagos, neutréfilos, células dendriticas, mastocitos,
eosindfilos y/o basdfilos.

V. Particulas de vectores virales, vectores virales y productos recombinantes codificados

Los métodos de transduccion generalmente implican la transduccién con vectores virales, como los que
codifican productos recombinantes para ser expresados en las células. El término "vector", como se usa en la
presente, se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de propagar otro acido nucleico al que esta unida. El
término incluye el vector como una estructura de acido nucleico auto-replicativa, asi como el vector incorporado en el
genoma de una célula huésped en la que se ha introducido. Ciertos vectores son capaces de dirigir la expresion de
acidos nucleicos a los que estan operativamente enlazados. Dichos vectores se denominan en la presente "vectores
de expresion". Los vectores incluyen vectores virales, como vectores retrovirales, por ejemplo vectores lentivirales o
gammaretrovirales, que tienen un genoma que lleva otro acido nucleico y son capaces de insertarse en un genoma
huésped para la propagacion del mismo.

En algunos casos, un vector viral se transfiere a una célula en un vehiculo que es una particula del vector
viral, que incluye un viribn que encapsula y/o empaqueta un genoma de vector viral. En algunos de tales casos, el
genoma del vector viral incluye tipicamente secuencias ademas del &cido nucleico que codifica la molécula
recombinante que permite que el genoma se empaquete en la particula del virus.

En algunos casos, el vector viral contiene un &cido nucleico recombinante, como un &cido nucleico que
codifica una molécula recombinante y/o heter6loga, como una proteina recombinante o heterdloga. En algunos
casos, como en aspectos de los métodos proporcionados, la transduccién con los vectores virales produce una
composicion de salida, células de la cual han sido transducidas y expresan productos recombinantes o
genéticamente modificados de tales acidos nucleicos. En algunos casos, los acidos nucleicos son heterélogos, es
decir, normalmente no estan presentes en una célula o muestra obtenida de la célula, como una obtenida de otro
organismo o célula, que por ejemplo, no se encuentra ordinariamente en las células que se transducen y/o un
organismo del que se deriva dicha célula. En algunos casos, los acidos nucleicos no son de origen natural, como un
acido nucleico que no se encuentra en la naturaleza, incluido uno que comprende combinaciones quiméricas de
acidos nucleicos que codifican varios dominios de mdltiples tipos de células diferentes.

En algunos casos, los acidos nucleicos recombinantes se transfieren a las células usando virus
recombinantes o particulas de vectores virales como, por ejemplo, vectores derivados del virus simio 40 (SV40),
adenovirus, virus adenoasociados (AAV). En algunos casos, los &cidos nucleicos recombinantes se transfieren a las
células, como las células T, usando vectores lentivirales recombinantes o vectores retrovirales, como los vectores
retrovirales gamma (ver, por ejemplo, Koste et al. (2014) Gene Therapy 3 de abril de 2014 doi: 10.1038/gt.2014.25;
Carlens et al. (2000) Exp Hematol 28(10): 1137-46; Alonso-Camino et al. (2013) Mol Ther Nucl Acids 2, e93; Park et
al., Trends Biotechnol. 29 de noviembre de 2011 (11):550-557.

En algunos casos, el vector retroviral tiene una secuencia de repeticion terminal larga (LTR), por ejemplo,
un vector retroviral derivado del virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLV), virus del sarcoma
mieloproliferativo (MPSV), virus de células madre embrionarias murinas (MESV), virus de células madre murinas
(MSCV), virus formador de foco de bazo (SFFV) o virus adenoasociado (AAV). La mayoria de los vectores
retrovirales se derivan de los retrovirus murinos. En algunos casos, los retrovirus incluyen los derivados de cualquier
fuente de células de ave o mamifero. Los retrovirus tipicamente son anfotropicos, lo que significa que son capaces
de infectar células huésped de varias especies, incluidos los humanos. En un caso, el gen a expresar reemplaza las
secuencias retrovirales gag, pol y/o env. Se han descrito una serie de sistemas retrovirales ilustrativos (por ejemplo,
las Patentes de Estados Unidos N? 5.219.740; 6.207, 453; 5.219.740; Miller y Rosman (1989) BioTechniques 7:980-
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990; Miller, A.D. (1990) Human Gene Therapy 1:5-14; Scarpa et al. (1991) Virology 180: 849-852; Burns et al. (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:8033-8037; y Boris-Lawrie y Temin (1993) Cur. Opin. Genet. Develorp. 3: 102-109.

Los vectores virales generalmente incluyen acidos nucleicos recombinantes como transgenes que codifican
productos recombinantes para ser expresados por las células. Los productos recombinantes incluyen receptores
recombinantes, que incluyen receptores de antigeno como receptores de antigeno no TCR funcionales, por ejemplo,
receptores de antigeno quimérico (CAR), y otros receptores de union a antigeno como receptores de células T
transgénicos (TCR). También entre los receptores hay otros receptores quiméricos.

Los de receptores de antigenos ejemplares, incluyendo CAR, y los métodos para disefar e introducir tales
receptores en las células, incluyen los descritos, por ejemplo, en los nimeros de publicacién de solicitud de patente
internacional  WO0200014257, WO02013126726, WO02012/129514, WO02014031687, WO2013/166321,
WO02013/071154, W02013/123061, nuimeros de publicacion de la patente de Estados Unidos US2002131960,
US2013287748, US20130149337, Patentes de Estados Unidos 6.451.995, 7.446.190, 8.252.592, 8.339.645,
8.398.282, 7.446.179, 6.410.319, 7.070.995, 7.265.209, 7.354.762, 7.446.191, 8.324.353, y 8.479.118. y el nimero
de solicitud de patente europea EP2537416, y/o los descritos por Sadelain et al., Cancer Discov. abril 2013l; 3(4):
388-398; Davila et al. (2013) PLoS ONE 8(4): e61338; Turtle et al., Curr. Opin. Immunol., octubre 2012; 24(5): 633-
39; Wu et al., Cancer, marzo 2012 18(2): 160-75. En algunos aspectos, los receptores de antigeno incluyen un CAR
como se describe en la Patente de Estados Unidos N° 7.446.190, y los descritos en la Publicacion de Solicitud de
Patente Internacional N° WO/2014055668 Al. Los ejemplos de CAR incluyen los CAR como se divulgan en
cualquiera de las publicaciones mencionadas anteriormente, como la W0O2014031687, US 8.339.645, US 7.446.179,
US 2013/0149337, Patente de Estados Unidos N? 7.446.190, Patente de Estados Unidos N2 8.389.282,
Kochenderfer et al., 2013, Nature Reviews Clinical Oncology, 10, 267-276 (2013); Wang et al. (2012) J. Immunother.
35(9): 689-701; y Brentjens et al., Sci Transl Med. 2013 5(177). Ver también las WO2014031687, US 8.339.645, US
7.446.179, US 2013/0149337, la Patente de Estados Unidos N° 7.446.190 y Patente de Estados Unidos N°
8.389.282. Los receptores quiméricos, como los CAR, generalmente incluyen un dominio de unién a antigeno
extracelular, como una parte de una molécula de anticuerpo, generalmente una region de cadena pesada variable
(VH) y/o region de cadena ligera variable (VL) del anticuerpo, por ejemplo, un fragmento de anticuerpo scFv.

En algunos casos, la parte de anticuerpo del receptor recombinante, por ejemplo, CAR, incluye ademas por
lo menos una parte de una regién constante de inmunoglobulina como una region bisagra, por ejemplo, una regién
bisagra 1gG4, y/o una region CH1/CL y/o Fc. En algunos casos, la region o parte constante es de una IgG humana,
como IgG4 o IgG1. En algunos aspectos, la parte de la region constante sirve como una regidn espaciadora entre el
componente de reconocimiento de antigeno, por ejemplo, scFv y el dominio transmembrana. El espaciador puede
tener una longitud que proporcione una capacidad de respuesta aumentada de la célula después de la unién al
antigeno, en comparacion con la ausencia del espaciador. Los espaciadores ejemplares, por ejemplo, regiones
bisagra, incluyen los descritos en la publicacién de solicitud de patente internacional numero WO2014031687. En
algunos ejemplos el espaciador tiene o tiene aproximadamente 12 aminoacidos de longitud o no tiene mas de 12
aminoacidos de longitud. Los espaciadores ejemplares incluyen aquellos que tienen por lo menos aproximadamente
de 10 a 229 aminoécidos, aproximadamente de 10 a 200 aminoacidos, aproximadamente de 10 a 175 amino&cidos,
aproximadamente de 10 a 150 aminoacidos, aproximadamente de 10 a 125 aminoacidos, aproximadamente de 10 a
100 aminoécidos, aproximadamente de 10 a 75 aminoacidos, aproximadamente de 10 a 50 aminoacidos,
aproximadamente de 10 a 40 aminoacidos, aproximadamente de 10 a 30 aminoéacidos, aproximadamente de 10 a 20
aminoacidos o aproximadamente de 10 a 15 aminoéacidos, e incluyendo cualquier nimero entero entre los puntos
finales de cualquiera de los intervalos enumerados. En algunos casos, una region espaciadora tiene
aproximadamente 12 aminodcidos o menos, aproximadamente 119 aminoacidos o menos, o aproximadamente 229
aminoacidos o menos. Los espaciadores ejemplares incluyen la bisagra 1gG4 sola, la bisagra IgG4 unida a los
dominios CH2 y CH3, o la bisagra IgG4 unida al dominio CH3.

Este dominio de reconocimiento de antigeno generalmente estd enlazado a uno o mas componentes de
sefalizacion intracelular, como componentes de sefalizacion que imitan la activacion a través de un complejo
receptor de antigeno, como un complejo TCR, en el caso de un CAR, y/o sefal a través de otro receptor de
superficie celular. Por tanto, en algunos casos, el componente de unién a antigeno (por ejemplo, anticuerpo) esta
enlazado a uno o mas dominios de sefalizacion transmembrana e intracelular. En algunos casos, el dominio
transmembrana esta fusionado con el dominio extracelular. En un caso, se usa un dominio transmembrana que esta
naturalmente asociado con uno de los dominios en el receptor, por ejemplo, CAR. En algunos casos, el dominio
transmembrana se selecciona o modifica por sustitucion de aminoacidos para evitar la unién de dichos dominios a
los dominios transmembrana de las mismas o diferentes proteinas de membrana superficial para minimizar las
interacciones con otros miembros del complejo receptor.

El dominio transmembrana en algunos casos se deriva de una fuente natural o sintética. Cuando la fuente
es natural, el dominio en algunos aspectos se deriva de cualquier proteina unida a la membrana o transmembrana.
Las regiones transmembrana incluyen aquellas derivadas de (es decir, comprenden por lo menos la(s) regién(es)
transmembrana) de la cadena alfa, beta o zeta del receptor de células T, CD28, CD3 épsilon, CD45, CD4, CD5,
CDS, CD9, CDh16, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD 134, CD137, CD 154. Alternativamente, el dominio
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transmembrana en algunos casos es sintético. En algunos aspectos, el dominio transmembrana sintético comprende
predominantemente residuos hidr6fobos como leucina y valina. En algunos aspectos, se encontrard un triplete de
fenilalanina, triptéfano y valina en cada extremo de un dominio transmembrana sintético. En algunos casos, el enlace
es por conectores, espaciadores y/o dominios transmembrana.

Entre los dominios de sefializacion intracelular estan aquellos que imitan o aproximan una sefial a través de
un receptor de antigeno natural, una sefal a través de dicho receptor en combinacién con un receptor coestimulador,
y/o una sefal a través de un receptor coestimulador solo. En algunos casos, esta presente un conector oligo- o
polipéptido corto, por ejemplo, un conector de entre 2 y 10 aminoacidos de longitud, como uno que contiene glicinas
y serinas, por ejemplo, doblete de glicina-serina, y forma un enlace entre el dominio transmembrana y el dominio de
sefalizacion citoplasmatica del CAR.

El receptor, por ejemplo, el CAR, incluye generalmente por lo menos un componente o componentes de
sefalizacion intracelular. En algunos casos, el receptor incluye un componente intracelular de un complejo TCR,
como una cadena TCR CD3 que media la activacion de células T y la citotoxicidad, por ejemplo, la cadena zeta CD3.
Por tanto, en algunos aspectos, la parte de unién al antigeno esta conectada a uno o mas modulos de senalizacion
celular. En algunos casos, los moédulos de sefalizacion celular incluyen el dominio transmembrana CD3, los
dominios de sefalizacion intracelular CD3 y/u otros dominios transmembrana CD. En algunos casos, el receptor, por
ejemplo, CAR, incluye ademas una parte de una o mas moléculas adicionales como el receptor Fc y, CD8, CD4,
CD25 o CD16. Por ejemplo, en algunos aspectos, el CAR u otro receptor quimérico incluye una molécula quimérica
entre CD3-zeta (CD3-¢) o receptor Fc y y CD8, CD4, CD25 o CD16.

En algunos casos, tras la ligadura del CAR u otro receptor quimérico, el dominio citoplasmatico o el dominio
de senfalizacién intracelular del receptor activa por lo menos una de las funciones o respuestas efectoras normales
de la célula inmune, por ejemplo, células T disefadas para expresar el CAR. Por ejemplo, en algunos contextos, el
CAR induce una funciéon de una célula T, como la actividad citolitica o la actividad T-auxiliar, como la secrecion de
citoquinas u otros factores. En algunos casos, una parte truncada de un dominio de sefalizacion intracelular de un
componente receptor de antigeno o molécula coestimuladora se usa en lugar de una cadena inmunoestimuladora
intacta, por ejemplo, si transduce la sefal de funcion efectora. En algunos casos, el dominio o dominios de
sefalizacion intracelular incluyen las secuencias citoplasmaticas del receptor de células T (TCR), y en algunos
aspectos también las de los co-receptores que en el contexto natural acttan en concierto con dichos receptores para
iniciar la transduccion de sefales después del acoplamiento del receptor al antigeno.

En el contexto de un TCR natural, la activacion completa generalmente requiere no solo senalizacion a
través del TCR, sino también una sefal coestimuladora. Por tanto, en algunos casos, para promover la activacion
completa, también se incluye en el CAR un componente para generar una sefal secundaria o coestimuladora. En
otros casos, el CAR no incluye un componente para generar una sefial coestimuladora. En algunos aspectos, se
expresa en la misma célula un CAR adicional y proporciona el componente para generar la sefial secundaria o
coestimuladora.

La activacion de células T se describe en algunos aspectos como mediada por dos clases de secuencias de
sefalizacion citoplasmaticas: las que inician la activacion primaria dependiente de antigeno a través del TCR
(secuencias de sefalizacion citoplasmaticas primarias) y las que actidan de manera independiente del antigeno para
proporcionar una sefial secundaria o coestimuladora (secuencias de sefnalizacién citoplasmaticas secundarias). En
algunos aspectos, el CAR incluye uno o ambos de dichos componentes de sefalizacion.

En algunos aspectos, el CAR incluye una secuencia de sefalizacién citoplasmatica primaria que regula la
activacion primaria del complejo TCR. Las secuencias de sefalizacion citoplasmaticas primarias que actian de
manera estimuladora pueden contener motivos de sefalizacibn que se conocen como motivos de activacion
basados en tirosina de inmunorreceptores o ITAM. Los ejemplos de ITAM que contienen secuencias de sefalizacion
citoplasmaticas primarias incluyen las derivadas de TCR zeta, FcR gamma, FcR beta, CD3 gamma, CD3 delta, CD3
épsilon, CDS, CD22, CD79a, CD79b y CD66d. En algunos casos, las moléculas de sefalizacion citoplasmatica en el
CAR contienen uno o mas dominios de sefializacién citoplasmica, una parte de la misma o una secuencia derivada
de zeta CD3.

En algunos casos, el CAR incluye un dominio de sefalizacion y/o una parte transmembrana de un receptor
coestimulador, como CD28, 4-1BB, OX40, DAP10 e ICOS. En algunos aspectos, el mismo CAR incluye los
componentes activadores y coestimuladores.

En algunos casos, el dominio de activacion esta incluido dentro de un CAR, mientras que el componente
coestimulador es proporcionado por otro CAR que reconoce otro antigeno. En algunos casos, los CAR incluyen CAR
activadores o estimuladores, CAR coestimuladores, ambos expresados en la misma célula (ver WO2014/055668).
En algunos aspectos, las células incluyen uno o mas CAR estimuladores o activadores y/o un CAR coestimulador.
En algunos casos, las células incluyen ademas CAR inhibidores (iCAR, ver Fedorov et al., Sci. Transl. Medicine,
5(215) (diciembre de 2013), como un CAR que reconoce un antigeno distinto del asociado con y/o especifico para la
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enfermedad o afeccién por la cual una sefal activadora suministrada a través del CAR dirigido a la enfermedad se
disminuye o inhibe mediante la union del CAR inhibidor a su ligando, por ejemplo, para reducir los efectos fuera del
objetivo.

En ciertos casos, el dominio de sefalizacion intracelular comprende una transmembrana CD28 y un
dominio de sefalizaciéon enlazado a un dominio intracelular CD3 (por ejemplo, CD3-zeta). En algunos casos, el
dominio de sefalizacién intracelular comprende dominios coestimuladores CD28 y CD 137 (4-1BB, TNFRSF9)
quiméricos, enlazados a un dominio intracelular zeta CD3.

En algunos casos, el CAR abarca uno o mas, por ejemplo, dos 0 mas dominios coestimuladores y un
dominio de activacion, por ejemplo, dominio de activacion primaria, en la parte citoplasmatica. Los CAR ejemplares
incluyen componentes intracelulares de CD3-zeta, CD28 y 4-1BB.

En algunos casos, el CAR u otro receptor de antigeno incluye ademas un marcador, como un marcador de
superficie celular, que puede usarse para confirmar la transduccién o modificacion de la célula para expresar el
receptor, como una versién truncada de un receptor de superficie celular, como EGFR truncado (tEGFR). En algunos
aspectos, el marcador incluye todo o parte (por ejemplo, forma truncada) de CD34, un NGFR o receptor del factor de
crecimiento epidérmico (por ejemplo, tEGFR). En algunos casos, el acido nucleico que codifica el marcador esta
enlazado operativamente a un polinucleétido que codifica una secuencia conectora, como una secuencia conectora
escindible, por ejemplo, T2A. Ver WO2014031687.

En algunos casos, el marcador es una molécula, por ejemplo, proteina de la superficie celular, que no se
encuentra de manera natural en las células T o no se encuentra de manera natural en la superficie de las células T,
0 una parte de las mismas.

En algunos casos, la molécula es una molécula no propia, por ejemplo, una proteina no propia, es decir,
una que no es reconocida como "propia” por el sistema inmune del huésped al que se transferiran las células
adoptivamente.

En algunos casos, el marcador no cumple ninguna funcién terapéutica y/o no produce otro efecto que el de
ser usado como marcador para ingenieria genética, por ejemplo, para seleccionar células modificadas con éxito. En
otros casos, el marcador puede ser una molécula terapéutica o una molécula que ejerza de otro modo algun efecto
deseado, como un ligando para que una célula se encuentre in vivo, tal como una molécula de punto de control
coestimulante o inmune para potenciar y/o amortiguar las respuestas de las células tras la transferencia adoptiva y el
encuentro con el ligando.

En algunos casos, los CAR se denominan CAR de primera, segunda y/o tercera generacion. En algunos
aspectos, un CAR de primera generacion es uno que Unicamente proporciona una sefial inducida por la cadena CD3
tras unirse al antigeno; en algunos aspectos, un CAR de segunda generacion es uno que proporciona dicha sefial y
sefal coestimuladora, como una que incluye un dominio de sefalizacion intracelular de un receptor coestimulador
como CD28 o CD 137; en algunos aspectos, un CAR de tercera generacion es uno que incluye multiples dominios
coestimuladores de diferentes receptores coestimuladores.

En algunos casos, el receptor de antigeno quimérico incluye una parte extracelular que contiene un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo. En algunos aspectos, el receptor de antigeno quimérico incluye una parte
extracelular que contiene el anticuerpo o fragmento y un dominio de sefializacion intracelular. En algunos casos, el
anticuerpo o fragmento incluye un scFv y el dominio intracelular contiene un ITAM. En algunos aspectos, el dominio
de sefalizacién intracelular incluye un dominio de sefalizacién de una cadena zeta de una cadena CD3-zeta (CD-{).
En algunos casos, el receptor de antigeno quimérico incluye un dominio transmembrana que enlaza el dominio
extracelular y el dominio de sefalizacion intracelular. En algunos aspectos, el dominio transmembrana contiene una
parte transmembrana de CD28. En algunos casos, El receptor de antigeno quimérico contiene un dominio
intracelular de una molécula coestimuladora de células T. En algunos aspectos, la molécula coestimuladora de
células T es CD28 0 41BB.

Los términos "polipéptido" y "proteina" se usan indistintamente para referirse a un polimero de residuos de
aminoacidos, y no estan limitados a una longitud minima. Los polipéptidos, incluyendo los receptores proporcionados
y otros polipéptidos, por ejemplo, conectores o péptidos, pueden incluir residuos de aminoacidos que incluyen
residuos de aminoacidos naturales y/o no naturales. Los términos también incluyen modificaciones posteriores a la
expresion del polipéptido, por ejemplo, glicosilacion, sialilacién, acetilacion y fosforilacion. En algunos aspectos, los
polipéptidos pueden contener modificaciones con respecto a una secuencia nativa o natural, siempre que la proteina
mantenga la actividad deseada. Estas modificaciones pueden ser deliberadas, como a través de mutagénesis
dirigida al sitio, o pueden ser accidentales, como a través de mutaciones de huéspedes que producen las proteinas o
errores debido a amplificaciéon por PCR.

Los receptores recombinantes, como los CAR, expresados por las células administradas al sujeto
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generalmente reconocen o se unen especificamente a una molécula que se expresa, se asocia y/o es especifica
para la enfermedad o afeccion o las células de la misma que se estan tratando. Tras la unién especifica a la
molécula, por ejemplo, antigeno, el receptor generalmente suministra una sefial inmunoestimuladora, como una
sefal transducida por ITAM, en la célula, promoviendo de este modo una respuesta inmune dirigida a la enfermedad
o afeccion. Por ejemplo, en algunos casos, las células expresan un CAR que se une especificamente a un antigeno
expresado por una célula o tejido de la enfermedad o afeccién o asociado con la enfermedad o afeccion.

En algunos contextos, la sobreexpresion de un factor estimulante (por ejemplo, una linfocina o una
citoquina) puede ser toxica para un sujeto. Por tanto, en algunos contextos, el vector viral se introduce en los
segmentos de genes celulares que hacen que las células sean susceptibles a la selecciéon negativa in vivo, como
tras la administracién en inmunoterapia adoptiva. Por ejemplo, en algunos aspectos, después de la transduccion de
las células con dichos segmentos de genes, las células se eliminan como resultado de un cambio en la condicion in
vivo del sujeto al que se administran. El fenotipo seleccionable negativo puede resultar de la inserciéon de un gen que
confiere sensibilidad a un agente administrado, por ejemplo, un compuesto. Los genes seleccionables negativos
incluyen el gen de la timidina quinasa del virus del herpes simple tipo | (HSV-1 TK) (Wigler et al., Cell II: 223, 1977)
que confiere sensibilidad al ganciclovir; el gen de la hipoxantina fosforibosiltransferasa celular (HPRT), el gen de la
adenina fosforibosiltransferasa celular (APRT), la citosina desaminasa bacteriana, (Mullen et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA. 89:33 (1992)).

Entre los acidos nucleicos adicionales que pueden incluirse en el vector viral para la transduccion y
expresion en las células estan aquellos productos codificadores que mejoran la eficacia de la terapia, como
promoviendo la viabilidad y/o funcién de las células transferidas; proporcionan un marcador genético para la
seleccién y/o evaluacion de las células, como para evaluar la supervivencia o localizacién in vivo, y/o mejorar la
seguridad, por ejemplo, haciendo que la célula sea susceptible a la seleccién negativa in vivo como se describe por
Lupton S.D. et al.., Mol. and Cell Biol., 11:6(1991); y Riddell et al., Human Gene Therapy 3:319-338 (1992); ver
también las publicaciones de PCT/US91/08442 y PCT/US94/05601 de Lupton et al. que describen el uso de genes
de fusion bifuncionales seleccionables derivados de la fusidn de un marcador seleccionable positivo dominante con
un marcador seleccionable negativo. Ver, por ejemplo, Riddell et al., Patente de Estados Unidos N® 6.040.177, en las
columnas 14-17.

VI. Métodos y composiciones terapéuticas

En algunos aspectos, los productos de los métodos se usan en métodos de tratamiento, por ejemplo,
métodos terapéuticos, como para administrar las células y composiciones a sujetos en terapia celular adoptiva.
También se proporcionan tales métodos y usos de células procesadas y producidas por los métodos, y
composiciones farmacéuticas y formulaciones para su uso en las mismas. Los métodos proporcionados
generalmente implican administrar las células o composiciones, por ejemplo, composicién de salida y/o
composiciones formuladas, a sujetos.

En algunos casos, las células expresan receptores recombinantes, como los CAR, u otros receptores de
antigenos, como TCR transgénicos, por ejemplo, los transferidos en los métodos de transduccién proporcionados en
la presente. Dichas células generalmente se administran a sujetos que tienen una enfermedad o afeccion
especificamente reconocida por el receptor. En un caso, las células expresan un receptor recombinante o un
receptor quimérico, como un receptor de antigeno, por ejemplo, un CAR o un TCR, que se une especificamente a un
ligando asociado con la enfermedad o afeccion o se expresa por una célula o tejido del mismo. Por ejemplo, en
algunos casos, el receptor es un receptor de antigeno y el ligando es un antigeno especifico y/o asociado con la
enfermedad o afeccién. La administracién generalmente produce una mejora en uno o mas sintomas de la
enfermedad o afeccion y/o trata o previene la enfermedad o afeccion o un sintoma de la misma. Entre las
enfermedades, afecciones y trastornos se encuentran los tumores, incluidos los tumores sélidos, tumores malignos
hematolégicos y melanomas, incluyendo los tumores localizados y metastasicos, enfermedades infecciosas, como la
infeccion con un virus u otro patégeno, por ejemplo, VIH, VHC, VHB, CMV y enfermedades parasitarias, y
enfermedades autoinmunes e inflamatorias. En algunos casos, la enfermedad o afeccién es un tumor, cancer, tumor
maligno, neoplasia u otra enfermedad o trastorno proliferativo. Dichas enfermedades incluyen, pero no estan
limitadas a, leucemia, linfoma, por ejemplo, leucemia linfocitica crénica (CLL), ALL, linfoma no de Hodgkin, leucemia
mieloide aguda, mieloma multiple, linfoma folicular refractario, linfoma de células del manto, linfoma de células B
indolente, tumores malignos de células B, canceres de colon, pulmén, higado, mama, prostata, ovario, piel,
melanoma, hueso y cancer de cerebro, cancer de ovario, canceres epiteliales, carcinoma de células renales,
adenocarcinoma de pancreas, linfoma de Hodgkin, carcinoma cervical, cancer colorrectal, glioblastoma,
neuroblastoma, sarcoma de Ewing, meduloblastoma, osteosarcoma, sarcoma sinovial, y/o mesotelioma.

En algunos casos, la enfermedad o afeccion es una enfermedad o afeccion infecciosa como, pero no
limitado a, infecciones virales, retrovirales, bacterianas y protozoarias, inmunodeficiencia, citomegalovirus (CMV),
virus de Epstein-Barr (EBV), adenovirus, poliomavirus BK. En algunos casos, la enfermedad o afeccién es una
enfermedad o afeccién autoinmune o inflamatoria, como artritis, por ejemplo, artritis reumatoide (AR), diabetes tipo |,
lupus eritematoso sistémico (LES), enfermedad inflamatoria intestinal, psoriasis, esclerodermia, enfermedad tiroidea
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autoinmune, enfermedad de Grave, enfermedad de Crohn, esclerosis multiple, asma, y/o una enfermedad o afeccién
asociada con trasplantes.

En algunos casos, el antigeno asociado con la enfermedad o trastorno al que se dirigen las células o
composiciones se selecciona del grupo que consiste del receptor huérfano de tirosina quinasa ROR1, tEGFR, Her2,
L1-CAM, CD19, CD20, CD22, mesotelina, CEA y antigeno de superficie de hepatitis B, receptor antifolato, CD23,
CD24, CD30, CD33, CD38, CD44, EGFR, EGP-2, EGP-4, 0OEPHa2, ErbB2, 3 0 4, FBP, receptor de aceticolina fetal
e, GD2, GD3, HMW-MAA, IL-22R-alfa, IL-13R-alfa2, kdr, cadena ligera kappa, Lewis Y, molécula de adhesion de
células L1, MAGE-A1, mesotelina, MUC1, MUC16, PSCA, ligandos NKG2D, NY-ESO-1, MART-1, gp100, antigeno
oncofetal, ROR1, TAG72, VEGF-R2, antigeno carcinoembrionario (CEA), antigeno prostatico especifico, PSMA,
Her2/neu, receptor de estrogeno, receptor de progesterona, ephrinB2, CD123, CS-1, c-Met, GD-2 y MAGE A3, CE7,
tumor de Wilms 1 (WT-1),una ciclina, tal como ciclina A1 (CCNA1), y/o moléculas biotiniladas, y/o moléculas
expresadas por VIH, VHC, VHB u otros patogenos.

En algunos casos, las células o composiciones se administran en una cantidad que es eficaz para tratar o
prevenir la enfermedad o afeccion, tal como una cantidad terapéuticamente eficaz o profilacticamente eficaz. Por
tanto, en algunos casos, los métodos de administracion incluyen la administracién de las células y composiciones en
cantidades eficaces. La eficacia terapéutica o profilactica en algunos casos se monitoriza mediante la evaluacién
periddica de los sujetos tratados. Para administraciones repetidas durante varios dias o mas, dependiendo de la
condicion, el tratamiento se repite hasta que se produce la supresion deseada de los sintomas de la enfermedad. Sin
embargo, pueden ser Utiles y pueden determinarse otros regimenes de dosificacién.

Como se usa en la presente, "tratamiento” (y variaciones gramaticales del mismo como "tratar" o "tratando")
se refiere a la mejora o reduccién completa o parcial de una enfermedad o afeccién o trastorno, o un sintoma, efecto
adverso o resultado, o fenotipo asociado con el mismo. Los efectos deseables del tratamiento incluyen, pero no
estan limitados a, la prevenciéon de la aparicion o recurrencia de la enfermedad, el alivio de los sintomas, la
disminucion de cualquier consecuencia patoldgica directa o indirecta de la enfermedad, la prevencién de metéstasis,
la disminucién de la tasa de progresién de la enfermedad, la mejora o la paliacién del estado de la enfermedad, y
remision o prondstico mejorado. Los términos no implican la curacién completa de una enfermedad o la eliminacién
completa de cualquier sintoma o efecto(s) sobre todos los sintomas o resultados.

Como se usa en la presente, "retrasar el desarrollo de una enfermedad" significa diferir, obstaculizar,
ralentizar, retrasar, estabilizar, suprimir y/o posponer el desarrollo de la enfermedad (como el cancer). Este retraso
puede ser de diferentes periodos de tiempo, dependiendo del historial de la enfermedad y/o del individuo que esta
siendo tratado. Como es evidente para un experto en la técnica, un retraso suficiente o significativo puede, en efecto,
abarcar la prevencion, ya que el individuo no desarrolla la enfermedad. Por ejemplo, puede retrasarse un cancer en
etapa tardia, como el desarrollo de metastasis.

"Prevenir’, como se usa en la presente, incluye proporcionar profilaxis con respecto a la aparicién o
recurrencia de una enfermedad en un sujeto que puede estar predispuesto a la enfermedad pero que audn no se le
ha diagnosticado la enfermedad. En algunos casos, las células y composiciones proporcionadas se usan para
retrasar el desarrollo de una enfermedad o para retrasar la progresion de una enfermedad.

Como se usa en la presente, "suprimir" una funcion o actividad es reducir la funcién o actividad cuando se
compara con otras condiciones por lo demas iguales, excepto por una condicibn o parametro de interés, o
alternativamente, en comparacién con otra condicién. Por ejemplo, las células que suprimen el crecimiento tumoral
reducen la tasa de crecimiento del tumor en comparacion con la tasa de crecimiento del tumor en ausencia de las
células.

Una "cantidad eficaz" de un agente, por ejemplo, una formulacién farmacéutica, células o composicién, en
el contexto de la administracion, se refiere a una cantidad eficaz, a dosificaciones/cantidades y durante los periodos
de tiempo necesarios, para lograr un resultado deseado, como un resultado terapéutico o profilactico.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un agente, por ejemplo, una formulacién farmacéutica o células,
se refiere a una cantidad eficaz, a dosificaciones y durante los periodos de tiempo necesarios, para lograr un
resultado terapéutico deseado, como para el tratamiento de una enfermedad, afeccién o trastorno y/o efecto
farmacocinético o farmacodinamico del tratamiento. La cantidad terapéuticamente eficaz puede variar de acuerdo
con factores como el estado de la enfermedad, la edad, el sexo y el peso del sujeto, y las poblaciones de células
administradas.

Una "cantidad profilacticamente eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, a las dosificaciones y durante los
periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado profilactico deseado. Tipicamente, pero no necesariamente,
dado que se usa una dosis profilactica en sujetos antes o en una etapa mas temprana de la enfermedad, la cantidad
profilacticamente eficaz sera menor que la cantidad terapéuticamente eficaz.
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Los métodos para la administracién de células para la terapia celular adoptiva son conocidos y pueden
usarse en conexion con los métodos y composiciones proporcionados. Por ejemplo, los métodos de terapia de
células T adoptivas se describen, por ejemplo, en la Publicacién de Solicitud de Patente de Estados Unidos N°
2003/0170238 de Gruenberg et al; la Patente de Estados Unidos N° 4.690.915 de Rosenberg; Rosenberg (2011) Nat
Rev Clin Oncol. 8(10):577-85). Ver, por ejemplo, Themeli et al. (2013) Nat Biotechnol. 31(10):928-933; Tsukahara ert
al. (2013) Biochem Biophys Res Commun 438(1): 84-9; Davila et al. (2013) PLoS ONE 8(4): e61338.

En algunos casos, la terapia celular, por ejemplo, la terapia celular adoptiva, por ejemplo, la terapia
adoptiva de células T, se lleva a cabo mediante transferencia autdloga, en la que las células se aislan y/o preparan
de otro modo a partir del sujeto que va a recibir la terapia celular, o0 de una muestra derivada de dicho sujeto. Por
tanto, en algunos aspectos, las células se derivan de un sujeto, por ejemplo, un paciente, que necesita un
tratamiento y las células, y después del aislamiento y el procesamiento, las células se administran al mismo sujeto.

En algunos casos, la terapia celular, por ejemplo, terapia celular adoptiva, por ejemplo, terapia adoptiva de
células T, se lleva a cabo mediante transferencia alogénica, en la que las células se aislan y/o preparan de otro
modo a partir de un sujeto que no es un sujeto que va a recibir o quién finalmente recibe la terapia celular, por
ejemplo, un primer sujeto. En tales casos, las células se administran luego a un sujeto diferente, por ejemplo, un
segundo sujeto, de la misma especie. En algunos casos, el primer y el segundo sujetos son genéticamente idénticos.
En algunos casos, el primer y el segundo sujetos son genéticamente similares. En algunos casos, el segundo sujeto
expresa la misma clase de HLA o supertipo que el primer sujeto.

Las células pueden administrarse mediante cualquier medio adecuado, por ejemplo, mediante infusion en
bolo, mediante inyeccién, por ejemplo, inyecciones intravenosas o subcutaneas, inyeccién intraocular, inyeccién
periocular, inyeccion subretiniana, inyeccion intravitrea, inyeccion trans-septal, inyeccién subescleral, inyeccion
intracoroidea, inyeccion intracameral, inyeccién subconjectval, inyeccion subconjuntival, inyeccion de sub-Tenon,
inyeccion retrobulbar, inyeccién peribulbar o adminitracién yuxtascleral posterior. En algunos casos, se administran
por via parenteral, intrapulmonar e intranasal y, si se desea para el tratamiento local, por administracion intralesional.
Las infusiones parenterales incluyen administracion intramuscular, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal o
subcutanea. En algunos casos, una dosis dada se administra mediante una Unica administracién de bolo de las
células, mediante multiples administraciones de bolo de las células o mediante la administracion por infusion
continua de las células.

Para la prevencion o el tratamiento de la enfermedad, la dosificacion apropiada puede depender del tipo de
enfermedad a tratar, el tipo de células o receptores recombinantes, la gravedad y el curso de la enfermedad, si las
células se administran con propdsitos preventivos o terapéuticos, terapia previa, el historial clinico del sujeto y la
respuesta a las células, y la discrecién del médico tratante. En algunos casos, las composiciones y las células se
administran adecuadamente al sujeto de una vez o durante una serie de tratamientos.

En algunos casos, las células se administran como parte de un tratamiento combinado, como
simultaneamente o secuencialmente, en cualquier orden, otra intervencion terapéutica, como un anticuerpo o célula
0 receptor o agente modificado, como un agente citotéxico o terapéutico. Las células en algunos casos se
coadministran con uno 0 mas agentes terapéuticos adicionales o en conexion con otra intervencion terapéutica, ya
sea simultanea o secuencialmente en cualquier orden. En algunos contextos, las células se coadministran con otra
terapia lo suficientemente cercana en el tiempo como para que las poblaciones celulares mejoren el efecto de uno o
mas agentes terapéuticos adicionales, o viceversa. En algunos casos, las células se administran antes del uno o
mas agentes terapéuticos adicionales. En algunos casos, las células se administran después del uno o mas agentes
terapéuticos adicionales. En algunos casos, el uno o méas agentes adicionales incluyen una citoquina, como IL-2, por
ejemplo, para mejorar la persistencia.

Una vez que las células se han administrado al sujeto (por ejemplo, humano), la actividad biolégica de las
poblaciones celulares en algunos aspectos se mide por cualquiera de varios métodos conocidos. Los parametros a
evaluar incluyen la unién especifica de las células al antigeno, in vivo, por ejemplo, imagenologia, o ex vivo, por
ejemplo, por ELISA o citometria de flujo. En ciertos casos, la capacidad de las células para destruir células objetivo
puede medirse usando cualquier método adecuado conocido en la técnica, como ensayos de citotoxicidad descritos
en, por ejemplo, Kochenderfer et al., J. Immunotherapy, 32(7):689-702 (2009), y Herman et al. J. Immunological
Methods, 285(1): 25-40 (2004). En ciertos casos, la actividad biolégica de las células también puede medirse
analizando la extraccion y/o secrecion de ciertas citoquinas, como CD 107a, IFNy, IL-2 y TNF. En algunos aspectos,
la actividad biologica se mide evaluando el resultado clinico, como la reduccion de la carga tumoral. En algunos
aspectos, se evaluan los resultados toxicos, persistencia y/o expansion de las células, y/o la presencia o ausencia de
una respuesta inmune del huésped.

En ciertos casos, las células se modifican de varias maneras, de tal manera que se incrementa su eficacia
terapéutica o profilactica. Por ejemplo, los CAR o TCR modificados expresados por la poblacion puede conjugarse
directa o indirectamente a través de un conector con una fraccién objetivo. La practica de conjugar compuestos, por
ejemplo, el CAR o TCR, a fracciones objetivo es conocida en la técnica. Ver, por ejemplo, Wadwa et al., J. Drug
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Targeting 3: 1 1 1 (1995), y la patente de Estados Unidos 5.087.616.

También se proporcionan composiciones o formulaciones farmacéuticas para su uso en tales métodos, que
en algunos casos se formulan en relacion con los métodos de procesamiento proporcionados, como en el sistema
cerrado en el que se llevan a cabo otros pasos de procesamiento, como de manera automatizada o parcialmente
automatizada.

En algunos casos, las células y composiciones se administran a un sujeto en forma de una composicion o
formulacion farmacéutica, como una composicion que comprende las células o poblaciones de células y un portador
o excipiente farmacéuticamente aceptable.

El término "formulacion farmacéutica" se refiere a una preparacion que esta en tal forma que permite que la
actividad biolégica de un ingrediente activo contenido en la misma sea eficaz, y que no contiene componentes
adicionales que sean inaceptablemente téxicos para un sujeto para el cual se administraria la formulacién.

Las composiciones farmacéuticas en algunos casos comprenden adicionalmente otros agentes o farmacos
farmacéuticamente activos, como agentes quimioterapéuticos, por ejemplo, asparaginasa, busulfano, carboplatino,
cisplatino, daunorrubicina, doxorrubicina, fluorouracilo, gemcitabina, hidroxiurea, metotrexato, paclitaxel, rituximab,
vinituinab, vincristina, etc. En algunos casos, los agentes se administran en forma de una sal, por ejemplo, una sal
farmacéuticamente aceptable. Las sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables adecuadas incluyen
aquellas derivadas de acidos minerales como acidos clorhidrico, bromhidrico, fosférico, metafosférico, nitrico y
sulfirico, y acidos organicos como acidos tartarico, acético, citrico, malico, lactico, fumarico, benzoico, glicélico,
gluconico, succinico y arilsulfénico, por ejemplo, acido p-toluenosulfénico.

Un “portador farmacéuticamente aceptable” se refiere a un ingrediente en una formulacién farmacéutica,
distinto de un ingrediente activo, que no es tdxico para un sujeto. Un portador farmacéuticamente aceptable incluye,
pero no esta limitado a, un tampdn, excipiente, estabilizante o conservante.

En algunos aspectos, la eleccién del portador esta determinada en parte por la célula particular y/o por el
método de administracion. En consecuencia, hay una variedad de formulaciones adecuadas. Por ejemplo, la
composicién farmacéutica puede contener conservantes. Los conservantes adecuados pueden incluir, por ejemplo,
metilparabeno, propilparabeno, benzoato de sodio y cloruro de benzalconio. En algunos aspectos, se usa una
mezcla de dos 0 mas conservantes. El conservante o mezclas de los mismos estan tipicamente presentes en una
cantidad de aproximadamente el 0,0001% a aproximadamente el 2% en peso de la composicién total. Los
portadores se describen, por ejemplo, por Remington's Pharmaceutical Sciences 162 edicién, Osol, A. Ed. (1980).
Los portadores farmacéuticamente aceptables generalmente no son téxicos para los receptores a las dosificaciones
y concentraciones empleadas, e incluyen, pero no estan limitados a: tampones como fosfato, citrato y otros acidos
organicos; antioxidantes que incluyen acido ascorbico y metionina; conservantes (como cloruro de
octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio; cloruro de bencetonio; fenol, alcohol
butilico o bencilico; alquil parabenos como metil o propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-
cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas como albumina
sérica, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos como polivinilpirrolidona; aminoacidos como glicina,
glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos que incluyen
glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes como EDTA; azlicares como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol;
contraiones formadores de sal como el sodio; complejos metalicos (por ejemplo, complejos de Zn-proteina); y/o
tensioactivos no i6nicos como polietilenglicol (PEG).

Los agentes tamponantes en algunos aspectos estan incluidos en las composiciones. Los agentes
tamponantes adecuados incluyen, por ejemplo, acido citrico, citrato de sodio, acido fosférico, fosfato de potasio, y
varios otros acidos y sales. En algunos aspectos, se usa una mezcla de dos o mas agentes tamponantes. El agente
tamponante o mezclas de los mismos estan tipicamente presentes en una cantidad de aproximadamente el 0,001%
a aproximadamente el 4% en peso de la composicién total. Se conocen métodos para preparar composiciones
farmacéuticas administrables. Los métodos ejemplares se describen con mas detalle en, por ejemplo, Remington:
The Science and Practice of Pharmacy, Lippincott Williams & Wilkins; 212 ed. (1 de mayo de 2005).

Las formulaciones pueden incluir soluciones acuosas. La formulacion o composicion también puede
contener mas de un ingrediente activo util para la indicacién, enfermedad o afeccion particular que se esta tratando
con las células, preferiblemente aquellas con actividades complementarias a las células, donde las actividades
respectivas no se afectan negativamente entre si. Tales ingredientes activos estdn adecuadamente presentes en
combinacion en cantidades que son eficaces para el propodsito pretendido. Por tanto, en algunos casos, la
composicién farmacéutica incluye ademas otros agentes o farmacos farmacéuticamente activos como agentes
quimioterapéuticos, por ejemplo, asparaginasa, busulfano, carboplatino, cisplatino, daunorrubicina, doxorrubicina,
fluorouracilo, gemcitabina, hidroxiurea, metotrexato, paclitaxel, rituximab, vinblastina y/o vincristina.

La composicion farmacéutica en algunos casos contiene las células en cantidades eficaces para tratar o
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prevenir la enfermedad o afeccién, como una cantidad terapéuticamente eficaz o profilacticamente eficaz. La eficacia
terapéutica o profilactica en algunos casos se monitoriza mediante la evaluacion periédica de los sujetos tratados. La
dosificacién deseada puede administrarse mediante una Unica administracién en bolo de las células, mediante
multiples administraciones en bolo de las células o mediante la administracion por infusion continua de las células.

Las células y composiciones pueden administrarse usando técnicas de administracion, formulaciones y/o
dispositivos estandar. La administracion de las células puede ser autdloga o heteréloga. Por ejemplo, pueden
obtenerse células inmunosensibles o progenitoras de un sujeto y administrarse al mismo sujeto o un sujeto
compatible diferente. Las células inmunosensibles derivadas de sangre periférica 0 su progenie (por ejemplo,
derivadas in vivo, ex vivo o in vitro) pueden administrarse mediante inyeccién localizada, incluyendo la
administracion por catéter, inyeccién sistémica, inyeccion localizada, inyeccion intravenosa o administracién
parenteral. Cuando se administra una composicién terapéutica (por ejemplo, una composicion farmacéutica que
contiene una célula inmunosensible modificada genéticamente), generalmente se formulara en una forma inyectable
de dosificacién unitaria (solucion, suspension, emulsion).

Las formulaciones incluyen aquellas para administracion oral, intravenosa, intraperitoneal, subcutanea,
pulmonar, transdérmica, intramuscular, intranasal, bucal, sublingual o por supositorio. En algunos casos, las
poblaciones celulares se administran parenteralmente. El término "parenteral”, como se usa en la presente, incluye
la administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea, rectal, vaginal e intraperitoneal. En algunos casos, las
células se administran al sujeto usando administracion sistémica periférica mediante inyeccion intravenosa,
intraperitoneal o subcutanea.

Las composiciones en algunos casos se proporcionan como preparaciones liquidas estériles, por ejemplo,
soluciones acuosas isotonicas, suspensiones, emulsiones, dispersiones 0 composiciones viscosas, que en algunos
aspectos pueden tamponarse a un pH seleccionado. Las preparaciones liquidas son normalmente mas faciles de
preparar que los geles, otras composiciones viscosas y las composiciones soélidas. Adicionalmente, las
composiciones liquidas son algo mas convenientes de administrar, especialmente por inyeccion. Las composiciones
viscosas, por otro lado, pueden formularse dentro del intervalo de viscosidad apropiado para proporcionar periodos
de contacto mas largos con tejidos especificos. Las composiciones liquidas o viscosas pueden comprender
portadores, que pueden ser un solvente o medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, solucion salina,
solucién salina tamponada con fosfato, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, polietilenglicol liquido) y mezclas
adecuadas de los mismos.

Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse incorporando las células en un solvente, como en
una mezcla con un portador, diluyente o excipiente adecuado como agua estéril, solucion salina fisioldgica, glucosa,
dextrosa o similares. Las composiciones pueden contener sustancias auxiliares como agentes humectantes,
dispersantes o0 emulsionantes (por ejemplo, metilcelulosa), agentes tamponantes del pH, aditivos gelificantes o
potenciadores de la viscosidad, conservantes, agentes aromatizantes y/o colores, dependiendo de la via de
administracion y la preparacion deseada. Los textos estandar pueden ser consultados en algunos aspectos para
preparar preparaciones adecuadas.

Pueden anadirse varios aditivos que mejoran la estabilidad y la esterilidad de las composiciones, incluyendo
conservantes antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y tampones. La prevencién de la accion de los
microorganismos puede garantizarse mediante varios agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo,
parabenos, clorobutanol, fenol y acido sérbico. La absorcién prolongada de la forma farmacéutica inyectable puede
lograrse mediante el uso de agentes que retrasan la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las formulaciones que se usaran para la administracion in vivo son generalmente estériles. La esterilidad
puede lograrse facilmente, por ejemplo, por filtracion a través de membranas de filtracién estériles.

Entre los pasos de procesamiento puede incluirse la formulacion de tales composiciones.

Como se usa en la presente, las formas singulares "un", "uno" y "el" incluyen referentes plurales a menos
que el contexto indique claramente lo contrario. Por ejemplo, "un" o "uno" significa "por lo menos uno" o "uno o mas".
Se entiende que los aspectos y variaciones descritos en la presente incluyen "que consiste" y/o "que consiste
esencialmente de” aspectos y variaciones.

A lo largo de esta divulgacién, se presentan varios aspectos de la materia divulgada en un formato de
intervalos. Debe entenderse que la descripcion en formato de intervalos es meramente por conveniencia y brevedad
y no debe interpretarse como una limitacién inflexible en el alcance de la materia divulgada. Por consiguiente, debe
considerarse que la descripciéon de un intervalo ha divulgado especificamente todos los subintervalos posibles, asi
como los valores numéricos individuales dentro de ese intervalo. Por ejemplo, cuando se proporciona un intervalo de
valores, se entiende que cada valor intermedio, entre el limite superior e inferior de ese intervalo y cualquier otro
valor declarado o intermedio en ese intervalo declarado esta comprendido dentro de la materia divulgada. Los limites
superior e inferior de estos intervalos mas pequefnos pueden incluirse independientemente en los intervalos mas
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pequerios, y también estan incluidos en la materia divulgada, sujetos a cualquier limite especificamente excluido en
el intervalo indicado. Cuando el intervalo indicado incluye uno o ambos limites, los intervalos que excluyen uno o
ambos de los limites incluidos también estan incluidos en la materia divulgada. Esto se aplica independientemente
de la amplitud del intervalo.

El término "aproximadamente” como se usa en la presente se refiere al intervalo de error habitual para el
valor respectivo facilmente conocido por el experto en este campo técnico. La referencia a "aproximadamente” un
valor o parametro en la presente incluye (y describe) casos que estan dirigidos a ese valor o parametro per se. Por
ejemplo, la descripcion que se refiere a "aproximadamente X" incluye la descripcién de "X".

Como se usa en la presente, una composicion se refiere a cualquier mezcla de dos o mas productos,
sustancias o compuestos, incluyendo las células. Puede ser una solucion, una suspensién, liquido, polvo, una pasta,
acuosa, no acuosa o cualquier combinacién de los mismos.

Como se usa en la presente, una afirmacion de que una célula o poblacién de células es "positiva" para un
marcador particular se refiere a la presencia detectable sobre o en la célula de un marcador particular, tipicamente
un marcador de superficie. Cuando se hace referencia a un marcador de superficie, el término se refiere a la
presencia de expresion de superficie detectada por citometria de flujo, por ejemplo, mediante tincion con un
anticuerpo que se une especificamente al marcador y detectar dicho anticuerpo, en donde la tincién es detectable
por citometria de flujo en un nivel sustancialmente por encima de la tincién detectada llevando a cabo el mismo
procedimiento con un control coincidente con isotipo en condiciones por lo demas idénticas y/o a un nivel
sustancialmente similar al de la célula que se sabe que es positiva para el marcador, y/o a un nivel sustancialmente
mas alto que para una célula que se sabe que es negativa para el marcador.

Como se usa en la presente, una afirmacién de que una célula o poblacién de células es "negativa” para un
marcador particular se refiere a la ausencia de presencia sustancial detectable en la célula de un marcador
particular, tipicamente un marcador de superficie. Cuando se hace referencia a un marcador de superficie, el término
se refiere a la ausencia de expresiéon de superficie detectada por citometria de flujo, por ejemplo, mediante tincién
con un anticuerpo que se une especificamente al marcador y detectar dicho anticuerpo, en donde la tincion no se
detecta mediante citometria de flujo a un nivel sustancialmente por encima de la tincion detectada llevando a cabo el
mismo procedimiento con un control coincidente con el isotipo en condiciones por lo demas idénticas, y/o a un nivel
sustancialmente mas bajo que el de la célula que se sabe que es positiva para el marcador, y/o a un nivel
sustancialmente similar en comparacion al de una célula que se sabe que es negativa para el marcador.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se incluyen solo con propésitos ilustrativos y no se pretende que limiten el alcance
de la invencién.

Ejemplo 1: Transduccion viral de células T humanas primarias en una camara de centrifuga

Este ejemplo demuestra la transduccion de células T humanas primarias aisladas con un vector viral
recombinante que codifica un receptor de antigeno quimérico (CAR), con transduccion iniciada bajo fuerza centrifuga
en una camara de centrifuga cilindrica sustancialmente rigida, de acuerdo con un caso proporcionado en la
presente. Las células T se aislaron mediante seleccion positiva de una muestra de producto de aféresis humana.

Las células resultantes se activaron usando un reactivo anti-CD3/CD28. Para el inicio de la transduccién,
las células se incubaron con una particula viral que contiene un genoma de vector viral que codifica un CAR anti-
CD19 en varias condiciones después de la activacion.

Bajo un conjunto de condiciones ("Sepax"), la transduccion se inici6 incubando las células en una cavidad
de una camara de centrifuga (Biosafe SA, A200), bajo centrifugacion en una unidad de procesamiento Sepax® 2
(Biosafe SA). Una composicion liquida de 50 ml que contenia 50 x 10° de las células aisladas se combiné en un
paquete de transferencia de 300 ml con un stock de liquido de 50 ml que contenia las particulas del vector viral.
Usando el sistema Sepax® para mover el pistdn de la camara, la composicion se introdujo en la cavidad de la
camara de centrifuga. También se introdujeron 100 ml de aire, aumentando de este modo el volumen de la cavidad a
200 ml y dando como resultado una disminucién en la proporcion del volumen de liquido en la cavidad con respecto
al area superficial interna de la cavidad. La camara se hizo girar aumentando a una velocidad de aproximadamente
4600 rpm en la unidad Sepax® 2, correspondiente a una fuerza g relativa (fuerza centrifuga relativa (RCF)) en la
pared lateral interna de la cavidad de procesamiento de la camara de aproximadamente 600. La duracion del giro a
esta velocidad fue de 60 minutos.

Para otro conjunto de condiciones ("VueLife"), una composicién que contenia 25 x 10° células y el mismo

stock de particulas virales del vector a una proporciéon volumétrica de 1:1 se incubaron en 50 ml en una bolsa de
centrifuga, en un adaptador de centrifuga CI-50, y se giraron a una fuerza centrifuga relativa aproximada (RCF) en
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las células de aproximadamente 1000 g durante 60 minutos. Se us6 una bolsa con un volumen menor en
comparacioén con la camara de centrifuga para permitir la centrifugaciéon a una fuerza centrifuga relativa en la célula
de 1000 g. Los controles incluyeron una muestra "no transducida" (misma concentracién de células incubadas
durante el mismo tiempo en una placa de 24 pocillos sin virus sin centrifugacion y una muestra de control "sin giro"
("Oxg") (misma concentracién de células/virus incubados durante el mismo tiempo en la misma placa sin
centrifugacién). En cada conjunto de condiciones, se incluyé un polication. Después del giro (o incubacién “sin giro”
comparable), las composiciones se incubaron durante 24 horas a 37 grados C para la transduccion completa.

Las células se expandieron y la eficiencia de transduccion para cada una de las condiciones respectivas se
calculd el dia 6 después del aislamiento como porcentaje de células T CD3* con expresion de superficie del CAR
codificado (como se detecta por citometria de flujo usando un anticuerpo especifico para el CAR). Los resultados se
muestran en la FIG. 1A. Como se muestra, se observé una mayor eficiencia de transduccion después del inicio de la
transduccion incubando células en la cavidad de la camara de centrifuga bajo rotacion, en comparacién con la bolsa
centrifuga (Vuelife®) y los controles. La FIG. 1B muestra expansion celular (como lo indica el nimero de
duplicaciones de poblacion) durante el periodo de seis dias.

Ejemplo 2: Transduccion de células T humanas primarias en una camara de centrifuga a diferentes
proporciones de volumen de liquido a area de superficie

La eficacia de la transduccion después del inicio de la transduccion en la camara de centrifuga se evalué en
varias condiciones, usando el mismo nuimero de células y unidades infecciosas de virus, y diferentes proporciones
de volumen de liquido a area de superficie interna de la cavidad de la camara. Las células fueron generalmente
preparadas y estimuladas como se describe en el Ejemplo 1. Todas las condiciones de inicio de la transduccién
usaron una proporcion Ul: célula de 2:1 y un nimero total de 100 x 108 células.

Para una primera muestra ("5.1 ml/pulgada cuadrada”, que se refiere a 5,1:1 ml de liquido por pulgada
cuadrada de superficie de la cavidad interna usada en esta condicion), se combinaron 100 x 108 células, en un
volumen de liquido de 100 ml, con 100 ml de una composicion liquida que contenia las particulas del vector viral.
Para una segunda muestra ("2,5 ml/pulgada cuadrada", que se refiere a 2,5 ml de liquido por pulgada cuadrada de
superficie de la cavidad usada en esta condicion), se combinaron 50 ml de una composicion liquida con el mismo
numero de células con 50 ml de una composicion liquida que contenia las particulas del vector viral. En cada caso,
se incluy6 un polication para una concentracién final durante la centrifugacion de 10 pg/ml. Las composiciones
liquidas respectivas (y para la segunda muestra, 100 ml de aire) se extrajeron e incubaron en la cavidad de retencion
de liquido de la camara. En cada caso, la camara se hizo girar (aumentando) en la unidad de procesamiento
Sepax® 2 a unas rpm de aproximadamente 4600, correspondiente a un RCF en la pared lateral de la cavidad interna
de aproximadamente 600 g durante 60 minutos. Las muestras se incubaron luego durante 24 horas adicionales a 37
grados, para completar la transduccién.

Las células se expandieron y se calculé la eficiencia de la transduccién en el dia 6 después del aislamiento,
determinando el porcentaje de células T CD3*+ Células con expresion superficial del CAR, detectadas como se ha
descrito anteriormente. Los resultados se muestran en la FIG. 2. Como se muestra, para el inicio de la transduccion
en la camara de centrifuga usando el mismo numero de células y unidades infecciosas de virus, se observo una
mayor eficiencia de transduccion cuando se usa una proporcidon mas baja de volumen de liquido de la composicion
en la cavidad al area de superficie interna de la cavidad.

Ejemplo 3: Transduccion de células T humanas primarias en una camara de centrifuga

Otro estudio compard la eficiencia de transduccién en varias condiciones, incluyendo la transduccién en
una camara de centrifuga de acuerdo con los casos de los métodos proporcionados, usando varias proporciones de
volumen de liquido a area de superficie de la cavidad. Las células T humanas se aislaron de un producto de aféresis
y se estimularon como se ha descrito anteriormente.

Después de la estimulacién, se incubaron 80 x 10° células en condiciones variables, incluyendo la
transduccioén con un vector viral que codifica un CAR. Se incluyé un polication en todas las muestras.

Para condiciones en las cuales se inici6 la transduccion en la camara de centrifuga, se incubaron 80 x 10°
células con virus que contenia el vector en la cavidad de la cadmara, a una proporcién de 2 Ul de virus por célula. La
incubacién se llevd a cabo mientras se centrifugaba la camara usando el sistema de procesamiento Sepax® 2 a un
RCF en la pared lateral interna de la cavidad de aproximadamente 600 g durante 60 minutos. Bajo un conjunto de
condiciones ("Sepax (0,1 Ul/célula/ml)", con 0., ml de volumen de liquido por pulgada cuadrada de superficie de la
cavidad interna), para la centrifugacién, las células y el virus se introdujeron en la cavidad de la camara en un
volumen de liquido total de 20 ml; también se introdujeron 180 ml de aire en la cavidad. Bajo otro conjunto de
condiciones ("Sepax (0,01 Ul/célula/ml)", con 5,1 ml de volumen de liquido por pulgada cuadrada de superficie de la
cavidad interna), se introdujeron la misma cantidad de células y unidades infecciosas de virus en un volumen de
liquido de 200 ml.
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En condiciones separadas, "1000 g en placa”", la transduccién de células se inici6 en presencia de virus (2
Ul/célula) en una placa de 24 pocillos, con centrifugacion a un RCF en las células de aproximadamente 1000 g
durante 60 minutos. También se usaron un control negativo "no transducido" (incubacién en una placa de 24 pocillos
sin virus o centrifugacion) y un control "sin giro" (incubacién con virus a una proporcion de 2 unidades infecciosas
(Ul) por célula sin centrifugacion en la misma placa de 24 pocillos). Las células se incubaron durante 24 horas a 37
grados C para completar la transduccion.

Las células se expandieron y se calculd la eficiencia de transduccién para cada muestra como porcentaje
de células CD3* que expresan el CAR en su superficie, como se describe en los Ejemplos 1 y 2. Los resultados se
muestran en la FIG. 3. Como se muestra, la transduccion se observé después del inicio de la transduccién bajo
rotacion en la camara de centrifuga y en la placa de 24 pocillos en comparacién con las condiciones de control. Para
el inicio de la transduccién en la camara de centrifuga, se observé una mayor eficiencia de transducciéon con una
proporcion mas baja de volumen de liquido con respecto al area de superficie interna de la cavidad de la camara.

Ejemplo 4: Evaluacion del numero de copias del vector (VCN) después de la transduccion en una camara de

centrifuga

El nimero de copias del vector viral integrado (VCN) se evalué después de la transduccion iniciada bajo
ciertas condiciones en el estudio descrito en el Ejemplo 3. Se determiné el VCN por célula para el vector retroviral
derivado de SGF por PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR). EI VCN medio se determiné mediante gPCR
especifico para el genoma viral entre todas las células en la composicién después de la transduccién ("VCN/célula"),
y por separado entre las células transducidas (células que expresan el transgén) solo ("VCN/CAR*). Los resultados
se presentan en la FIG. 4. En el grafico mostrado en la FIG. 4, la etiqueta "Sepax 20" se refiere a un volumen de
liquido de 20 ml usado en la cavidad de la camara durante el inicio de la transduccion; los resultados asi etiquetados
son del mismo estudio y condicién etiquetada como "Sepax (0,1 Ul/célula/ml)" en el Ejemplo 3 (para el cual se
determiné que la eficiencia de transduccion era del 25%). De manera similar, la etiqueta "Sepax 200" se refiere a un
volumen de liquido de 200 ml utilizado en la cavidad de la cdmara durante el inicio de la transduccion; los resultados
asi etiquetados son del mismo estudio y las condiciones etiquetadas como "Sepax (0.01 Ul/célula/ml)" en el Ejemplo
3 (para el cual se determind que la eficiencia de transduccion era del 7%). Como se muestra, cuando se inici6 la
transduccion iniciando la transduccion de células en la camara de centrifuga sustancialmente rigida cilindrica bajo
rotacion, la eficiencia de transducciéon aumentada no se asoci6 con un numero de copias de vector aumentado. En
este estudio, las condiciones que producen una eficiencia de transduccion aumentada también produjeron una
disminucion del nimero medio de copias del vector por célula.

Ejemplo 5: Transduccion usando un sistema de procesamiento Sepax® 2

En un proceso ejemplar, las células T se transducen con una particula de vector viral de forma
automatizada en una camara de centrifuga integral a un sistema de un solo uso y al sistema de procesamiento
Sepax® 2 (Biosafe SA). La camara es integral a un sistema cerrado estéril y desechable, que es un kit de
procesamiento de un solo uso vendido por Biosafe SA para su uso en medicina regenerativa. El kit esta configurado
para incluir una serie de lineas de tubos que conectan la camara a una serie de recipientes, con una configuracién
general mostrada en la FIG. 5 y/o la FIG. 7. La camara (1) incluye una pared final (13) que incluye una abertura de
entrada/salida (6), una pared lateral rigida (14) y un pistdn (2), que definen colectivamente una cavidad interna (7)
del camara. El sistema esta configurado para incluir varios recipientes etiquetados: Bolsa de salida, Bolsa de
residuos, Bolsa de entrada, y dos bolsas de diluyente (Bolsa de diluyente 1 y Bolsa de diluyente 2), y varios
conectores, incluyendo llaves de paso y valvulas. Se incluyen abrazaderas (5) para bloquear el flujo entre diferentes
partes del sistema a través de las lineas de tubos. En algunos casos, el sistema incluye un filtro estéril de conexién
luer macho (15) con una tapa de conexién luer hembra (16), a través de la cual puede extraerse gas, por ejemplo,
aire, de manera estéril, cuando se libera/retira la tapa. El sistema se coloca en asociacion con la unidad de
procesamiento Sepax® 2, que incluye una centrifuga y un armario para alojar los componentes.

En el proceso ejemplar, la Bolsa de entrada contiene una composicion que contiene las células a transducir.
La Bolsa de diluyente 1 contiene particulas de vectores virales, policatiéon y medio. En algunos casos, se incluye aire
en la bolsa con las particulas del vector. Por ejemplo, en un caso alternativo, puede conectarse un recipiente con
aire y/o medio adicional en esta posicion en lugar de y/o ademas de la composicién del virus.

Un usuario indica a la unidad de procesamiento a través de una interfaz de usuario que debe ejecutarse un
nuevo programa e introduce varios parametros en el sistema, incluyendo un Volumen Inicial (entre 20-900 ml), un
Volumen Final (entre 20-220 ml), un Volumen Intermedio (entre 10-100 ml), un Volumen de Dilucién (entre 50-220
ml), una fuerza g (entre 100-1600 o entre 200-3200 g) (RCF en la pared lateral interna del cavidad de procesamiento
de la camara)) y un Tiempo de Sedimentacién (entre 120 y 3600 segundos). El usuario indica al sistema que el
proceso debe iniciarse, introduce informacién de identificacion para el sujeto del que se derivan las células e indica
al sistema que la entrada esta completa, lo que le indica al sistema que lleve a cabo una prueba del kit del sistema
cerrado.
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Con todas las valvulas de llave de paso respectivas en la posicion cerrada, las abrazaderas bloquean el
movimiento del fluido entre los tubos y la Bolsa de Diluyente 1, Bolsa de residuos, Bolsa de Entrada y Bolsa de
Salida (para la recogida del producto que contiene las células), respectivamente, estan abiertas y se inicia un
programa automatizado por la comunicacién con el sistema por parte del usuario.

En respuesta, el sistema provoca, de manera automatizada, el movimiento de liquido y/o gas entre los
varios componentes del sistema cerrado al hacer que la apertura y cierre de las véalvulas y el movimiento del piston
varien el volumen de la cavidad. Provoca el reposicionamiento de una llave de paso para permitir el flujo entre la
Bolsa de Entrada y la cavidad interna de la cdmara, a través de la abertura de entrada/salida y bajando el piston
dentro de la camara de centrifuga, aumentando de este modo el volumen de la cavidad y extrayendo un volumen (el
Volumen Inicial definido por el usuario) de la composicion de las células y las particulas del vector viral desde la
Bolsa de Entrada a la cavidad de procesamiento, a través de una entrada/salida en la pared final de la camara.

El sistema hace que la centrifuga gire la camara durante 120 segundos a 500 g, provoca la purga de 20 ml
de volumen de la cavidad a la Bolsa de Entrada para enjuagarla, y extrae el volumen de nuevo dentro de la cavidad.
El sistema hace que la centrifuga gire la camara durante 180 segundos a 500 g, provocando sedimentacién. El
sistema reposiciona las llaves de paso para permitir el flujo de fluido y/o gas entre la cavidad y la Bolsa de Residuos
y efectua la extraccion de fluido de la cavidad hacia la Bolsa de Residuos, dejando el Volumen Intermedio definido
por el usuario en la cavidad.

El sistema provoca la rotacion de la llave de paso para bloquear el movimiento del fluido entre el tubo y la
bolsa de residuos. El sistema provoca la entrada de una composicion liquida que contiene particulas de vectores
virales y, si corresponde, aire (colectivamente, al Volumen de Diluyente definido por el usuario) desde la Bolsa de
Diluyente 1 a la cavidad de la cdmara. Estos pasos efectian colectivamente la entrada de una composicion de
entrada que contiene células para transducir y particulas de vectores virales y, en algunos casos, aire, en la cavidad.
En algunos casos, el volumen total de la cavidad es de 200 ml, por ejemplo, incluyendo un volumen de liquido de
200 ml o incluyendo menos de 200 ml de volumen de liquido y el resto del volumen de la cavidad incluye aire.

La centrifugacion de la camara se lleva a cabo durante el Tiempo de Sedimentacién definido por el usuario
a la fuerza g definida por el usuario, lo que da como resultado el inicio de la transducciéon de células en la
composicion de entrada con particulas virales de vectores. En un caso alternativo, un volumen de aire y/o medio se
introduce en la cavidad desde otra bolsa en la posicién de las Bolsas de Diluyente 1 y 2, antes de la centrifugacién.
En un caso alternativo, se extrae aire antes de la centrifugacion a través del filtro de conexion luer (15), por ejemplo,
cuando el usuario abre la abrazadera (5) bloqueando el movimiento del fluido entre el filtro (15) y las lineas de tubos
y la cavidad (7) y liberando la tapa hembra (16), permitiendo que el aire que queda en la camara pase a través del
filtro desde el entorno. En algunos casos, el movimiento del aire es automatizado por el sistema, por ejemplo, en
base a un volumen de entrada de aire adicional definido por el usuario introducido en el sistema y el usuario indica al
sistema que el aire puede ser introducido al volumen de aire definido. En algunos casos, aire, si lo hay, se libera a
través de la linea de tubos y el filtro sin tapar (15) mediante un proceso similar después de la centrifugacion.

Cuando el sistema lo solicita, el usuario cierra el movimiento de bloqueo de la abrazadera de fluido entre la
Bolsa de Diluyente 1y las lineas de tubos y abre el movimiento de bloqueo de la abrazadera de fluido entre la Bolsa
de Diluyente 2y las lineas de tubos. El sistema provoca el movimiento del fluido desde la Bolsa de Diluyente 2 hacia
la cavidad de procesamiento abriendo la valvula de la llave de paso apropiada y el movimiento del piston para
extraer a la cavidad un volumen de fluido desde la Bolsa de Diluyente 2 igual a la cantidad requerida para producir
un volumen de liquido total en la camara igual al Volumen Final definido por el usuario. Luego, el sistema provoca la
mezcla del liquido en la cavidad durante 60 segundos y luego transfiere el fluido en la cavidad interna a la Bolsa de
Salida, que contiene de este modo una composicion de salida con células a las que se han unido las particulas
virales y/o infectado con el vector viral. Estas células luego se incuban generalmente para la finalizacién de la
transduccion, por ejemplo, a 37 grados C, durante por ejemplo 24 horas.

Ejemplo 6: Evaluacidon del crecimiento celular y la viabilidad a diferentes fuerzas centrifugas

Se evalud el efecto de la fuerza centrifuga sobre las células durante la centrifugacion usada para iniciar la
transduccion de células en una camara de acuerdo con ciertos casos proporcionados. La expansion celular y la
viabilidad celular se evaluaron tras la exposicion a diferentes fuerzas centrifugas.

Las células T se aislaron y se estimularon esencialmente como se describe en el Ejemplo 1. En el dia 4,
varias, cada una conteniendo individualmente las células, se introdujeron en una cavidad de una camara de
centrifuga en una unidad de procesamiento Sepax® 2 (Biosafe SA) y se sometieron a centrifugacién a varias fuerzas
centrifugas. Especificamente, las muestras se centrifugaron durante 60 minutos en una camara (A-200F) integral a
un kit de un solo uso usando el sistema de procesamiento Sepax® 2 a aproximadamente 4600 rpm,
aproximadamente 6000 rpm y aproximadamente 7400 rpm, respectivamente), que logré un RCF en la superficie
interna de la pared lateral de la cavidad de aproximadamente 600 g, 1000 g y 1600 g, respectivamente. Como
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control, se extrajo una muestra de las células por separado en la cavidad de la centrifuga, pero no se giré (condicién
de 0 g). En cada caso, después del giro (o incubacion sin giro), las células se incubaron a 372 C, 5% de COz2 hasta el
dia 10. En varios puntos a lo largo del proceso, se monitorizé la expansion celular (duplicacion de la poblacion en
comparacién con el nimero de células en el dia 0) y la viabilidad. Especificamente, estas mediciones se tomaron los
dias 0, 3, 4, 5, 6, 7 y 10. Los resultados se muestran en la FIG. 6.

Como se muestra en la FIG. 6A y la FIG. 6B, respectivamente, se observé que la centrifugacion a varias
velocidades no tenia un efecto sustancial sobre la expansion celular ("duplicaciones de la poblacion") o la viabilidad
durante los 10 dias. Los resultados demuestran que las células T podrian tolerar la centrifugacion a fuerzas
centrifugas relativas de por lo menos hasta o aproximadamente 1600 g, como se mide en la pared lateral de la
cavidad de la camara, lo que corresponde a aproximadamente la misma fuerza media sobre las células en la
superficie celular: interfaz liquida, en condiciones usadas para el inicio de la transduccién en los casos
proporcionados en la presente, sin cambios sustanciales detectables en expansién o viabilidad.

Ejemplo 7: Paso del proceso de transduccidon usando inicio de la transducciéon en camara de centrifuga
generalmente cilindrica

Este ejemplo describe los parametros generales de un paso del proceso de transduccién que se usoé en los
estudios descritos en los Ejemplos 8-10. La transduccion de células con un vector viral recombinante que codifica un
receptor de antigenos quimérico (CAR) se inici6 en una camara de centrifuga de acuerdo con los casos
proporcionados.

Las células T CD4+/CD8* se aislaron mediante seleccion positiva de una muestra de producto de aféresis
humana. Las células aisladas se crioconservaron y descongelaron a 37° C. Las células descongeladas se activaron
usando perlas CD3/CD28 en presencia de IL-2 (100 Ul/ml) durante 72 horas a 37° C antes del inicio de la
transduccion. En algunos casos, varios aspectos de los pasos de preparacion, aislamiento y/o activacion de aféresis
también se llevaron a cabo en la cavidad de una camara de centrifuga de acuerdo con los casos proporcionados, en
asociacion con el sistema Sepax® 2, por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 11.

En preparacioén para la transduccion, una camara de procesamiento centrifuga (1) (A-200F), integral a un kit
desechable estéril de un solo uso vendido por Biosafe SA para uso de medicina regenerativa, esencialmente como
se representa en la FIG. 7, se colocé en asociaciéon con una unidad de procesamiento SEPAX® 2, que por lo tanto
podria proporcionar a la cdmara de centrifuga la fuerza y el desplazamiento axial (que permite el control de las
dimensiones de la cavidad interna). (Patente de Estados Unidos N° 6.733.433).

Para iniciar la transduccion, se llevaron a cabo los siguientes pasos.

Para generar una composicién que contiene particulas de vectores virales para la mezcla estéril con las
células activadas en la cdmara de centrifuga, se transfirieron asépticamente medio completo (que contienen medio
de células hematopoyéticas libres de suero suplementado con suero humano al 5% e IL-2, y un policatién en una
cantidad suficiente para una concentracion final durante el inicio de la transduccion de 10 pg/ml), particulas de
vectores virales en el nimero indicado o el nimero relativo de unidades infecciosas (Ul) (por ejemplo, 1,8 Ul/célula o
3,6 Ul/célula) y, cuando correspondia, aire, a una bolsa de centrifuga, que en Ultima instancia se conectaria de
manera estéril con el kit en una posicion de Bolsa de Diluyente para la entrada como se describe a continuacion.

Una bolsa de cultivo que contenia las células activadas se conecté de manera estéril con el kit desechable
de un solo uso a través de una linea tubos en la posicion de la "Bolsa de Entrada" mostrada en la FIG. 5y la FIG. 7.
Se ejecutd un protocolo automatizado de "dilucion" en la unidad de procesamiento Sepax® 2. De este modo, a
través del movimiento del pistén, el niumero deseado de células (como se indica en los estudios individuales
descritos, por ejemplo, 50 x 108, 100 x 10% 0 200 x 108 células) se transfirid de la bolsa de cultivo a una bolsa de
producto en la posicion "Bolsa de Salida" mostrada en la FIG. 5y FIG. 7, a través de la cavidad de la camara.

Para generar una composicién de entrada con células y virus (y, cuando corresponda, aire) para la entrada
en la camara y la transduccion, la bolsa de producto que contenia el nimero deseado de células activadas se
conectd de manera estéril en la posicién de la Bolsa de Entrada como se muestra en la FIG. 5y la FIG. 7. La bolsa
de centrifuga que contiene las particulas virales, los medios y opcionalmente aire se conecté de manera estéril en la
posicion de la Bolsa de Diluyente 1 mostrada en las figuras. Se ejecuté un ciclo de lavado automatizado en el
Sepax® 2, lo que facilitd la extraccion de la composicién que contenia las células en la cavidad de la camara, el giro
de la composicion en el Sepax® 2 a un RCF aproximado en la pared interna de la cavidad de 500 g para sedimentar
las células, y la eliminacién del volumen apropiado de liquido requerido para lograr un volumen deseado, por
ejemplo, 10 ml. El contenido de la bolsa de centrifuga en la posicion de la Bolsa de Diluyente 1, incluyendo las
particulas virales, los medios, el policatién y, cuando corresponda, el aire, se introdujo en la cavidad de la camara
con las células. Este proceso efectué por tanto una reduccién de volumen de la composicion celular y combiné las
células de volumen reducido con la composicién que contenia virus y, cuando corresponde, aire. El volumen
resultante de 200 ml (que contenia las células, el virus y, opcionalmente, el aire) se transfirié luego a una bolsa de
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centrifuga en la posicion "Bolsa de Salida" del kit como se muestra en la FIG. 5y la FIG. 7.

Para iniciar la transduccién, la bolsa de centrifuga que contenia 200 ml de virus, células y aire, cuando
correspondia, se retird y se conecté de manera estéril en la posicion de la Bolsa de Entrada del kit. Una bolsa que
contenia medio completo se conecté de manera estéril al kit en una posicién de "Bolsa de Diluyente". Se conecto6 de
manera estéril una bolsa de cultivo celular al sistema en la posicion "Bolsa de Salida". El usuario indicé a través de la
interfaz que se debe ejecutar un protocolo automatizado en el sistema para iniciar la transduccion. Especificamente,
el programa provoco la transferencia del volumen de 200 ml que contenia células, virus y, donde se indico, aire, a
través de las lineas de tubos a la cavidad de la cAmara mediante el movimiento del pistén. El programa continué con
la centrifugacién de los contenidos en la cavidad de la camara (volumen total 200 ml) a la fuerza indicada, para
iniciar la transduccion de células con las particulas del vector viral. En algunos casos, se usé un tacémetro laser de
mano para verificar revoluciones por minuto (rpm) en varios puntos de ajuste en la unidad Sepax® usando métodos
conocidos. Excepto donde se indica especificamente, el centrifugado se llevé a cabo a la velocidad indicada durante
1 hora (3600 s), con tiempo de aceleracion y deceleracion adicionales. Después del giro y cuando se solicitd por el
sistema, el usuario cerr6 la abrazadera permitiendo el movimiento del fluido entre la cavidad y la Bolsa de Entrada y
abrié el movimiento de bloqueo de la abrazadera del fluido entre la cavidad y la bolsa del producto en la posicion de
la Bolsa de Salida. Tras la entrada del usuario, el programa continué efectuando el movimiento del liquido desde la
camara a la bolsa de salida.

Cuando correspondia, para la expulsién de aire, cuando lo solicité el sistema, el usuario abrié el movimiento
de bloqueo de la abrazadera de fluido entre la cavidad de la camara y el filtro, y el programa provoco la extraccién de
aire a través del filtro.

Luego se ejecutd un programa de dilucion en el sistema Sepax® 2, con el movimiento de bloqueo de la
abrazadera de fluido entre la bolsa de diluyente con el medio y la camara abierta y el programa provocando
movimiento (al abrir la(s) llave(s) de paso y el movimiento del piston) de la cantidad adecuada de liquido desde esa
bolsa a la céamara, mezclandola durante 60 segundos y luego transfiriendo el fluido desde la cavidad de
procesamiento a la bolsa de salida, siendo la cantidad apropiada la necesaria para lograr un Volumen Final definido
por el usuario de 200 ml, dada la presencia de aire durante la centrifugacion, si lo hay.

La bolsa de cultivo en la posicién de Bolsa de Salida contenia de este modo una composicién de salida con
células que contenian particulas virales unidas y/o inoculadas con el genoma viral. Las células se incubaron luego
en la bolsa durante ~24 horas a 37 grados C, 5% de COz, para la finalizacién de la transduccién. Durante el inicio y
la finalizacion de la transduccion, las particulas del vector viral inocularon las células y sus genomas se integraron en
los genomas celulares, como lo indican las carias medidas para la eficiencia de la transduccién y el nimero de
copias en los ejemplos individuales.

Ejemplo 8: Inicio _de la transduccidn en una camara de centrifuga con volumen constante y numero de
particulas virales y diferentes concentraciones celulares

Las composiciones con varios nimeros de células y unidades infecciosas (Ul) de particulas virales, en
volumen de liquido constante, se sometieron al proceso de transduccién descrito en el Ejemplo 7. En cada caso,
antes del inicio de la transduccién, las células se recogieron, lavaron, aislaron, crioconservaron y activaron como se
describe en el Ejemplo 11.

Ejemplo 8A.

El inicio de la transduccién y el cultivo adicional para completar la transduccién se llevaron a cabo como se
describe en el Ejemplo 7, con los siguientes detalles.

En dos condiciones separadas en dos estudios separados, el proceso de inicio de la transduccion se llevo a
cabo a un volumen de liquido total de 70 ml (el volumen restante de 130 ml de la cavidad durante el giro conteniendo
aire). Las condiciones separadas se llevaron a cabo en 200 x 106 células y 100 x 10° células, respectivamente. Se
us6 el mismo numero total de unidades de particulas de vectores virales que contenian vectores que codifican CAR
anti-CD19, dando como resultado 1,8 Ul/célula y 3,6 Ul/célula para las dos condiciones, respectivamente. Durante el
programa de transduccion, el giro de 3600 segundos fue a aproximadamente 7400 rpm, correspondiente a un RCF
de aproximadamente 1600 g en la pared lateral de la cavidad de procesamiento.

Después de la incubacién de ~24 horas, las células se expandieron en un sistema de biorreactor con
perfusion. La eficiencia de transduccion para las composiciones respectivas se calculé el dia 6 como el porcentaje
de células T CD3* con expresion superficial del CAR codificado, detectado como se describe en el Ejemplo 1, y se
comparé con una poblacion de células no transducidas como control ("no transducido"). Los resultados se muestran
en la FIG. 8A. Como se muestra, con el mismo volumen total y nimero total de unidades infecciosas durante la
incubacién bajo rotacion, se observé una mayor eficiencia de transduccion para la afeccion usando un namero
menor de 100 x 10° células en la cavidad durante la incubacién.
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Ejemplo 8B.

En otro estudio, el inicio de la transduccion y el cultivo adicional para completar la transduccion se llevaron
a cabo como se describe en el Ejemplo 7, con los siguientes detalles.

En tres condiciones separadas, el proceso de inicio de la transduccién se llevé a cabo en un volumen de
liquido total de 70 ml (el volumen restante de 130 ml de la cavidad durante el giro conteniendo aire). Las condiciones
separadas se llevaron a cabo en 200 x 10° células, 100 x 108 células y 50 x 108 células, respectivamente. Se uso el
mismo numero total de unidades de particulas de vectores virales que contienen vectores que codifican CAR anti-
CD19, que era el nimero de unidades necesarias para dar como resultado 1,8 Ul/célula para la afeccién con 200 x
108 células. Durante el programa de transduccion, el giro de 3600 segundos se realiz6 en el sistema Sepax® 2 a
aproximadamente 7400 rpm, correspondiente a un RCF de aproximadamente 1600 g en la pared lateral de la
cavidad de procesamiento.

Después de la incubacién de ~24 horas, las células se expandieron en un sistema de biorreactor con
perfusion. La eficiencia de transduccion para las composiciones respectivas se calculé el dia 6 como porcentaje de
células T CD3* con expresién superficial del CAR codificado, detectado como se describe en el Ejemplo 1, y se
comparé con una poblacién de células no transducidas como control ("no transducido"). Los resultados se muestran
en la FIG. 8B. Como se muestra, con el mismo volumen total y nimero total de unidades infecciosas durante la
incubacién bajo rotacion, se observé una mayor eficiencia de transduccion para la afeccion usando un namero
menor de 100 x 108 células en la cavidad durante la incubacion.

El nimero de copias del vector (VCN) también se evalu6 en células transducidas el dia 6, como se describe
en el Ejemplo 4, con el VCN medio determinado entre las células transducidas (células que contienen acido nucleico
de vector viral SGF+ en su genoma). También se evaluaron un control celular no transducido ("PD UnTD") y células
de control positivo ("Control positivo de 2 copias"). Los resultados se presentan en la FIG. 8C.

Ejemplo 9: Inicio _de la transduccion en una camara de centrifuga con varios volumenes y unidades de
particulas de vectores virales

Las composiciones con un namero creciente de unidades infecciosas (Ul) de particulas virales y volimenes
de liquido (con un numero constante (100 x 108) de células) se sometieron al proceso de transduccion descrito en el
Ejemplo 7, con los siguientes detalles. En cada caso, antes del inicio de la transduccion, las células se recogieron,
lavaron, aislaron, crioconservaron y activaron como se describe en el Ejemplo 11.

En el proceso descrito en el Ejemplo 7, la composiciéon que contenia las particulas virales, los medios y el
aire que se extrajo de la posicion de la Bolsa de Diluyente para combinar con las células a través del protocolo de
dilucion, incluyé volimenes de liquido de 60, 90 y 120 ml, respectivamente, para las diferentes condiciones (con la
composicion que contiene 10 ml de células, lo que da como resultado un volumen de liquido de 70, 100 y 130 ml,
respectivamente, para las condiciones individuales), con el resto del volumen total de 200 ml introducido en la
camara para girar estando compuesto de aire. Cada uno de estos volimenes de liquido incluia 6 x 108 IU particulas
de vector viral por ml de volumen de liquido, dando como resultado un aumento de IU e IU/célula para cada
condicion. La velocidad para el giro de 3600 segundos se realizé a aproximadamente 7400 rpm, correspondiente a
un RCF de aproximadamente 1600 g en la pared interna de la cavidad en la unidad Sepax®. También se usd un
control no transducido ("simulado”).

Después de la incubacién de ~24 horas, las células se expandieron en un sistema de biorreactor con
perfusion. La eficiencia de transduccion para las composiciones respectivas se calculé el dia 6 como porcentaje de
células T CD3* con expresion superficial del CAR codificado, detectado como se describe en el ejemplo 1. Los
resultados se muestran en la FIG. 9A. Como se muestra, para la misma cantidad de células, una cantidad creciente
de virus con el correspondiente aumento de volumen dio como resultado una mayor eficiencia de transduccion en
este estudio.

El nimero medio de copias del vector (VCN) por célula transducida (células que expresan el transgén)
también se determiné en el dia 6 para cada condicién por PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR) como se
describe en el Ejemplo 4. Los resultados se presentan en la FIG. 9B.

Ejemplo 10: Efecto del tiempo de centrifugacion sobre la eficiencia de transduccion usando una camara de
centrifuga

100 x 108 células se sometieron a transduccion como se describe en el Ejemplo 7, con varias duraciones
usadas para la incubacion bajo centrifugacion. Especificamente, el volumen total de liquido usado para la
centrifugacién en la cavidad de procesamiento de la camara fue de 70 ml (con los 130 ml restantes del volumen total
de 200 ml compuestos de aire). Las particulas del vector viral que contienen un vector que codifica un CAR anti-
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CD19 se incluyeron en este volumen a una proporcién de 3,6 Ul/célula. En cada caso, antes del inicio de la
transduccion, las células se recogieron, lavaron, aislaron, crioconservaron y activaron como se describe en el
Ejemplo 11.

El giro para el inicio de la transduccion se llevd a cabo a aproximadamente 7400 rpm, que corresponde a
una fuerza centrifuga relativa de aproximadamente 1600 g sobre la pared lateral interna de la camara de
procesamiento. La duracion del giro a esta velocidad fue de 10 minutos para una condicién y de 60 minutos para la
otra.

Después de la incubacién de ~24 horas, las células se expandieron en un sistema de biorreactor con
perfusion. La eficiencia de transduccion para las composiciones respectivas se calculé el dia 6 como porcentaje de
células T CD3* con expresion superficial de la CAR codificada detectada como se describe en el Ejemplo 1. También
se evalud un control no transducido ("no transducido"). Los resultados se muestran en la FIG. 10. Como se muestra,
en este estudio, se observd una mayor eficiencia de transduccion después del inicio de la transduccion de 100 x 108
células en la cavidad de procesamiento de la camara de centrifuga bajo centrifugacion durante 60 minutos en
comparaciéon con 10 minutos.

Ejemplo 11: Preparacion de células modificadas genéticamente

Este ejemplo describe un proceso ejemplar que se ha llevado a cabo para preparar, a partir de una muestra
biolégica, células T modificadas genéticamente transducidas con un &cido nucleico codificado por un vector viral, de
acuerdo con ciertos casos proporcionados en la presente. Como se describe en ejemplos individuales, antes de los
pasos de transduccién llevados a cabo en los estudios descritos en varios ejemplos en la presente, se llevaron a
cabo algunos de los pasos de este proceso, por ejemplo, pasos de recogida, lavado, crioconservacion, seleccion y
activacion, como se describe en este ejemplo.

Se llevaron a cabo varios pasos del proceso dentro de la cavidad de procesamiento de una camara de
centrifuga que tiene una pared lateral rigida, generalmente cilindrica, y un pistdn capaz de moverse dentro de la
camara para variar el volumen de la cavidad (la cavidad de procesamiento de un camara de centrifuga Sepax®
contenida dentro de un kit de un solo uso). Especificamente, los pasos realizados en la camara incluyeron lavado
celular, dilucion/intercambio de tampones, pasos para la seleccién basada en afinidad (por ejemplo, incubacién con
agentes de unidn inmunoespecificos), inicio de la transduccion, formulacion y pasos para la activacion/expansién
(por ejemplo, incubacion con agente(s) estimulador(es)).

1. Recogida de muestras y leucaféresis

Se obtuvo una muestra de leucaféresis humana enriquecida en células mononucleares de una muestra de
sangre completa de un sujeto usando un sistema de recogida de leucaféresis. La muestra de leucaféresis se
almacen¢ sellada a 2-8° C, durante no mas de aproximadamente 48 horas.

2. Lavado de leucaféresis

La muestra de leucaféresis se transfirié6 de manera estéril a un paquete de transferencia. Las células de la
muestra de leucaféresis se lavaron y se volvieron a suspender en un tampo6n para usar en la seleccion basada en
afinidad, el tampén conteniendo PBS, EDTA y albimina de suero humano. El lavado se realizé dentro de un kit
desechable estéril de un solo uso vendido por Biosafe SA para su uso en medicina regenerativa, que incluia una
camara de centrifuga (1), esencialmente como se muestra en la FIG. 7. El paquete de transferencia que contenia las
células y una bolsa que contenia el tampdn ese conectaron de manera estéril al kit, que fue colocado en asociacién
con una unidad de procesamiento SEPAX® 2. El lavado y la resuspension se llevaron a cabo usando un protocolo
de lavado de células estandar en la unidad, con las células retenidas en la cavidad de procesamiento (7) de la
camara de centrifuga al final del protocolo, para la incubacidon posterior con reactivos para la seleccion basada en
afinidad (ver 3).

3. Seleccion basada en afinidad

Para la seleccion basada en inmunoafinidad positiva de células T, se continué el mismo programa
automatizado para incubar las células lavadas en el tampén de seleccion con perlas magnéticas acopladas a
anticuerpos monoclonales especificos para CD4 y CD8. La incubacién se llev6 a cabo a temperatura ambiente en la
misma camara de centrifuga (1) en la que se retuvieron las células después del lavado (ver 2) descrito
anteriormente. Especificamente, las perlas se mezclaron en tampdn de seleccién en un paquete de transferencia,
que luego se conectd de manera estéril en una posicién de Bolsa de Diluyente del kit de un solo uso usado para el
paso de lavado. Se ejecut6é un programa en la unidad Sepax® 2 que provoco que la mezcla de perlas y el tampén de
seleccién se introdujeran en la camara con las células lavadas, y el contenido de la camara (volumen total de liquido
100 ml) se mezclé durante 30 minutos, mediante un proceso semicontinuo. La mezcla se llevé a cabo a intervalos
repetidos, cada uno incluyendo una centrifugacién de duracion corta (aproximadamente 1 segundo) a baja velocidad
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(aproximadamente 1700 rpm), seguido por un corto periodo de reposo (aproximadamente 6 segundos).

Al final del programa, la unidad Sepax® 2 provocé la sedimentacién de las células y la expulsion del
exceso de tampon/perlas en una bolsa en la posicién de Bolsa de Residuos, lavado de las células sedimentadas y
resuspension en el tampodn de seleccién. El lavado se llevé a cabo en el Sepax® a un RCF en la pared interna de la
cavidad de aproximadamente 200 g, durante 180 segundos. El programa provoc6é que las células lavadas se
recogieran en un paquete de transferencia colocado en la posicién de la bolsa de salida en el kit ejemplar que se
muestra en la FIG. 7, cuyo contenido podria transferirse a través de lineas de tubos a una columna para separacién
magnética, dentro de un sistema cerrado. Por tanto, el lavado celular y la incubacién con el reactivo de seleccién
basado en afinidad se llevd a cabo completamente dentro del mismo sistema estéril cerrado, pasando liquido y
células hacia y desde la cavidad de la camara de centrifuga. La capacidad de controlar y ajustar volimenes de
liquido y mezclar las células bajo rotacion en la camara permitid usar sustancialmente menos reactivo de seleccién
por célula procesad en comparacion con la incubacién en un tubo con agitacion o rotacién.

Luego, las células se pasaron del paquete de transferencia, a través de un sistema cerrado y estéril de
lineas de tubos y una columna de separacion, en presencia de un campo magnético usando métodos estandar, para
separar las células que se habian unido a reactivos especificos de CD4 y/o CD8. Estas células marcadas
magnéticamente se recogieron en un paquete de transferencia para procesamiento adicional.

4. Crioconservacion

El paquete de transferencia con las células seleccionadas marcadas se conect6 de manera estéril a un kit
desechable de un solo uso vendido por Biosafe AS para medicina regenerativa para su uso con el sistema Sepax®
2. El kit era esencialmente como se muestra en la FIG. 7, excepto que dos puertos, a diferencia de uno, estaban
presentes en la posicién a la que esta unida la Bolsa de Salida en el sistema ejemplar mostrado en la FIG. 7, con
una bolsa colectora conectada de manera estéril en cada puerto; dos puertos, en oposicion a uno, estaban
presentes en la posicion a la que se conecta la bolsa de entrada en la FIG. 7; y un Unico puerto, en oposicion a dos,
estaban presentes en la posicion de las Bolsas de Diluyente 1 y 2 en la FIG. 7. Se realiz6 un ciclo de lavado
estandar en la unidad Sepax® 2 para reducir el volumen de las células lavadas. Se conecté de manera estéril una
bolsa con criomedio al kit y se ejecuté un protocolo de dilucion dos veces para transferir el criomedio a la
composicién celular y expulsar la composicion resultante a las dos bolsas de crioconservacién de salida. Las células
en las bolsas de crioconservacién se crioconservaron y almacenaron en nitrégeno liquido hasta su uso posterior.

5. Descongelacion y activacion

Se descongelaron las células crioconservadas. Las células descongeladas se activaron usando un
reactivo(s) anti CD3/CD28, generalmente a 37° C, durante un periodo de tiempo como se indica para estudios
individuales. Antes de la incubacion con el reactivo, las células se lavaron y se volvieron a suspender en medio
completo usando el sistema Sepax® 2, usando un programa de lavado celular estandar y en un kit esencialmente
como se muestra en la FIG. 7. En el mismo kit, las células se combinaron con el reactivo(s) anti-CD3/28 en la
cavidad de la camara mediante la mezcla con intervalos de centrifugacion a baja velocidad y reposo como se
describe para la incubacién de perlas para seleccion durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de la
incubacién, el material incubado se transfiri6 a través de la unidad Sepax® 2 a una bolsa de cultivo celular de salida,
que luego se incubd a 37° C durante el resto del periodo de activacion.

6. Transduccion

La transduccion se llevé a cabo en la cdmara de centrifuga integral al kit, colocada en asociaciéon con la
unidad de procesamiento Sepax®, como se describe en el Ejemplo 7, con detalles especificos dados en ejemplos
particulares.

7. Expansion

En algunos casos, después de la transduccion, las células se incubaron adicionalmente, generalmente a 37
grados C, para permitir la expansién.

8. Lavado, formulacion

En algunos casos, las células expandidas y/o transducidas se lavaron, diluyeron y/o formularon
adicionalmente para pruebas, almacenamiento y/o administracion. En algunos ejemplos, las células expandidas y/o
transducidas se lavaron en la cdmara integral a un kit de un solo uso para su uso con el sistema Sepax® 2, por
ejemplo, como se describe para la crioconservacién. En algunos casos, una bolsa que contenia células lavadas se
conecté de manera estéril a un kit tal como se muestra en la FIG. 7, o un kit de este tipo con una pluralidad de
puertos disponibles para la conexién de recipientes, por ejemplo, bolsas, en la posicién de la Bolsa de Salida que se
muestra en la FIG. 7.
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Un ejemplo de dicho kit de salida de multiples puertos se muestra en la FIG. 11, que muestra una pluralidad
de puertos (17), a uno o mas de los cuales puede conectarse un recipiente, como una bolsa, para la recogida de la
composicién de salida. La conexion puede ser mediante soldadura estéril del nimero deseado de recipientes,
dependiendo por ejemplo, del nimero deseado de formas de dosificacion unitarias de las células para producir
mediante un método dado. Para generar el kit mostrado en la FIG. 11, un colector de tubos multidireccional con una
pluralidad de puertos (en el ejemplo mostrado en la FIG. 11, ocho) se sold6 de manera estéril a una linea de salida
de un kit de un solo uso vendido por Biosafe AS para su uso en medicina regenerativa. Un niumero deseado de
pluralidad de bolsas de salida se conect6 de manera estéril a uno o mas, generalmente dos o mas, de estos puertos.
En algunos ejemplos, tales bolsas se unieron a menos de todos los puertos. Se colocaron abrazaderas (5) en las
lineas de tubos evitando el movimiento del fluido en las bolsas individuales hasta que se desed. Una bolsa que
contenia el liquido deseado, como formulacién, ensayo y/o medio de crioconservacién, se conectd de manera estéril
al kit y se ejecut6 un protocolo de dilucion en la unidad Sepax® 2 una pluralidad de veces, con el usuario abriendo y
cerrando las abrazaderas respectivas llevando al nimero apropiado de bolsas, generando de este modo una
composicién de salida en la formulacion deseada, dividida en el nimero deseado de bolsas. En algunos casos, se
recogié una unica dosis unitaria de células en cada una de las bolsas consideradas, en una formulacion para
administracion a un sujeto, como el sujeto del que se deriva el producto de la leucaféresis.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de transduccion, que comprende incubar, en una cavidad interna de una camara de centrifuga, una
composicién de entrada que comprende células y particulas virales que contienen un vector recombinante, en

la camara de centrifuga comprende:

una pared final, una pared lateral sustancialmente rigida que se extiende desde dicha pared final, y por lo
menos una abertura, en donde por lo menos una parte de dicha pared lateral rodea dicha cavidad interna
y dicha por lo menos una abertura es capaz de permitir la entrada de liquido en dicha cavidad interna y la
extraccién de liquido de dicha cavidad; y

un miembro moévil capaz de moverse dentro de la cdmara para varia el volumen interno de la cavidad
interna, por lo que la cavidad interna es una cavidad de volumen variable definida por dicha pared final,
dicha pared lateral sustancialmente rigida, y dicho miembro mévil; y

la camara de centrifuga es rotatoria alrededor de un eje de rotacion y rota alrededor de dicho eje de rotacion
durante por lo menos una parte de la incubacién; y

el método genera una composicion de salida que comprende una pluralidad de células transducidas con el
vector viral.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde dicha rotacion comprende rotacion a una fuerza centrifuga relativa en
una superficie interna de la pared lateral de la cavidad y/o en una capa superficial de las células que es de por lo
menos o aproximadamente 600 g, 1000 g, 0 1600 g.

3. El método de la reivindicacién 1 o 2, en donde:

el volumen de liquido medio de dicha composicién de entrada presente en dicha cavidad durante dicha
incubacién no es de mas de aproximadamente 5 mililitros (ml) por pulgada cuadrada (por 6,4516 cm
cuadrados) del area de superficie interna de la cavidad durante dicha incubacion;

el volumen de liquido maximo de dicha composicién de entrada presente en dicha cavidad en cualquier
momento durante dicha incubaciéon no es de mas de aproximadamente 5 ml por pulgada cuadrada (por
6,4516 cm cuadrados) del area de superficie interna maxima de la cavidad;

el volumen de liquido maximo de dicha composicién de entrada presente en dicha cavidad durante dicha
incubacién no es de mas de aproximadamente 2,5 mililitros (ml) por pulgada cuadrada (por 6,4516 cm
cuadrados) del area de superficie interna de la cavidad durante dicha incubacién; o

el volumen de liquido maximo de dicha composicién de entrada presente en dicha cavidad en cualquier
momento durante dicha incubacién no es de mas de aproximadamente 2,5 ml por pulgada cuadrada (por
6,4516 cm cuadrados) del area de superficie interna maxima de la cavidad.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde:

el nimero de dichas células en dicha composicion de entrada es de o aproximadamente del nimero de
dichas células suficientes para formar una monocapa sobre la superficie de dicha cavidad durante la rotacién
de dicha camara de centrifuga a una fuerza de o aproximadamente 1000 g o de o aproximadamente 2000 g
en una superficie interna de dicha pared lateral y/o capa superficial de las células; y/o

el nimero de dichas células en dicha composicion de entrada no es de mas de 1,5 veces o 2 veces el
numero de dichas células suficiente para formar una monocapa sobre la superficie de dicha cavidad durante
la rotacién de dicha camara centrifuga a una fuerza de o aproximadamente 1000 g o de o aproximadamente
2000 g en una superficie interna de dicha pared lateral y/o en una capa de superficie de las células; y/o

la composicion de entrada en la cavidad comprende por lo menos o aproximadamente 1 x 108 de dichas
células, 5 x 108 de dichas células, 1 x 107 de dichas células o 1 x 10 & de dichas células; y/o

la composicién de entrada comprende por lo menos o aproximadamente 1 unidad infecciosa (IU) de
particulas virales por una de dichas células.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde:

el volumen de liquido total maximo de dicha composicién de entrada presente en dicha cavidad en cualquier
momento durante dicha incubacién no es de més de 2 veces, no mas de 10 veces, o no mas de 100 veces, el
volumen total de dichas células en dicha cavidad o el volumen medio de la composicién de entrada a lo largo
del curso de la incubacién no es de mas de 2, 10, o 100 veces el volumen total de las células en la cavidad; o
el volumen de liquido en la composicién de entrada no es de mas de 20ml, no mas de 40 ml, o no mas de
100 ml o no mas de 200 ml.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde durante por lo menos una parte de la incubacién en
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la camara o durante la rotacion de la camara, el volumen de liquido de la composiciéon de entrada ocupa solo una
parte del volumen de la cavidad interna de la camara, el volumen de la cavidad durante dicha por lo menos una parte
o durante dicha rotacion comprende ademas un gas, dicho gas introducido en dicha cavidad a través de dicha por lo
menos una abertura, antes o durante dicha incubacion.

7. El método de la reivindicacién 6, en donde la entrada de gas en la camara de centrifuga efectia el movimiento del
miembro mévil para aumentar el volumen de la cavidad interna de la cdmara, disminuyendo de este modo el
volumen de liquido total de dicha composicion de entrada presente en dicha cavidad durante la rotacion de dicha
camara de centrifuga por pulgada cuadrada (por 6,4516 cm cuadrados) del area de superficie interna de la cavidad
en comparacioén con la ausencia de gas en la camara.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde:

la cavidad interna de la camara de centrifuga tiene un area de superficie interna de por lo menos o
aproximadamente 1 x 10° um? o por lo menos 1 x 10" um?;

el nimero de células en la composicion de entrada es de por lo menos 1 x 107 células, y las particulas virales
estan presentes en la composiciéon de entrada a aproximadamente o por lo menos 1 unidad infecciosa (IU)
por una de dichas células;

la composicién de entrada comprende un volumen de liquido que es menor que el volumen maximo de la
cavidad interna de la camara de centrifuga y

la cavidad interna comprende gas a un volumen que es hasta el resto del volumen maximo de la cavidad
interna de la camara de centrifuga.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde una parte adicional de la incubacion se lleva a cabo
fuera de la camara de centrifuga y/o sin rotacion, dicha parte adicional llevada a cabo después de la por lo menos
una parte llevada a cabo en la camara y/o con rotacion; y opcionalmente en donde la incubacion y/o la parte
adicional de la incubacion se lleva a cabo durante un tiempo que no es de mas de 24 horas, las células en la
composicién de entrada no se han sometido a una temperatura de mas de 30° C durante mas de 24 horas, y/o la
incubacién y/o la parte adicional de la incubacion no se realiza en presencia de un agente de estimulacién.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde:

la composicion de salida que contiene las células transducidas comprende por lo menos o aproximadamente
1 x 107 células o por lo menos o aproximadamente 5 x 107 células;

para una composicion de entrada que comprende un virus a una proporcion de aproximadamente 1 o
aproximadamente 2 IU por células, dicho método es capaz de producir una composicién de salida en la que
por lo menos el 10%, por lo menos el 25%, por lo menos el 30%, por lo menos el 40%, por lo menos el 50%,
o por lo menos el 75% de las células en dicha composicion de salida generada por el método comprenden
dicho vector viral recombinante y/o expresan un producto de un acido nucleico recombinante comprendido
dentro de dicho vector; o

entre las células en dicha composicion de salida que contienen el vector viral recombinante o en las que esta
integrado el vector viral recombinante, el numero de copias medio de dicho vector viral recombinante no es
de mas de aproximadamente 10, no mas de aproximadamente 5, no méas de aproximadamente 2,5, o no mas
de aproximadamente 1,5; o entre las células en la composicién de salida, el nimero de copias medio de
dicho vector no es de mas de aproximadamente 2, no mas de aproximadamente 1,5, o no mas de
aproximadamente 1.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde la camara centrifuga es integral a un sistema
cerrado, dicho sistema cerrado comprendiendo:

dicha camara y por lo menos una linea de tubos conectada operativamente con la por lo menos una salida a
través de un conector, por lo que se permite que el liquido y el gas se muevan entre dicha cavidad y dicha por
lo menos una linea de tubos en por lo menos una configuracion de dicho sistema; y

opcionalmente, en donde:

dicha por lo menos una linea de tubos comprende una serie de lineas de tubos;

dicho por lo menos un conector comprende una pluralidad de conectores;y

dicho sistema cerrado comprende ademads por lo menos un recipiente conectado operativamente con
la serie de lineas de rubos, la conexion permitiendo que el liquido y/o el gas pases entre dicho por lo
menos un recipiente y dicha por lo menos una abertura a través de una serie de lineas de tubos, y
opcionalmente en donde dicho por lo menos un recipiente comprende por lo menos un recipiente de
entrada que comprende dichas particulas de vector viral y dichas células; un recipiente de residuos, un
recipiente de producto, y por lo menos un recipiente de diluyente, cada uno conectado a dicha cavidad
a través de dicha series de lineas de tubos y dicha por lo menos una abertura.
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12. El método de la reivindicacién 11 en donde dicho método comprende ademas:

antes de y/o durante dicha incubacion, efectuar la entrada de dicha composicion de entrada en dicha cavidad,
dicha entrada comprendiendo hacer fluir liquido desde dicho por lo menos un recipiente de entrada en dicha
cavidad a través de dicha por lo menos una abertura; y

opcionalmente en donde por lo menos un recipiente comprende ademas un recipiente que comprende un gas
antes de y /o durante por lo menos un punto durante dicha incubacion y/o el sistema cerrado comprende
ademas un filtro microbiano capaz de introducir gas en la cavidad interna de la camara de centrifuga; y/o el
sistema cerrado contiene un puerto de jeringuilla para efectuar la entrada de gas; en donde opcionalmente,
antes de y/o durante dicha incubacion, proporcionar o efectuar la entrada de gas en dicha cavidad bajo
condiciones estériles, dicha introduccion siendo efectuada por (a) un flujo de gas desde el recipiente que
comprende gas, (b) flujo de gas desde un entorno externo al sistema cerrado, a través de un filtro microbiano,
o (c) flujo de gas desde la jeringuilla conectada al sistema en el puerto de la jeringuilla.

13. El método de las reivindicaciones 6-12, en donde el gas es aire.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde:

(a) la incubacion es parte de un proceso continuo, el método comprendiendo ademas:

durante por lo menos una parte de dicha incubacion, efectuar la entra continua de dicha composicion de
entrada, y opcionalmente gas, en dicha cavidad durante la rotacion de la camara; y

durante una parte de dicha incubacién, efectuar la extraccién continua de liquido, y opcionalmente gas, de
dicha cavidad a través de dicha por lo menos una abertura durante la rotacién de la camara; o

(b) la incubacion es parte de un proceso semicontinuo, el método comprendiendo ademas:
antes de dicha incubacion, efectuar la entrada de dicha composicién de entrada, y opcionalmente gas, en
dicha cavidad a través de dicha por lo menos una abertura;
posteriormente a dicha incubacién, efectuar la extraccién de liquido y/o opcionalmente gas de dicha
cavidad,
efectuar la entrada de otra composicion de entrada que comprende células y dichas particulas virales que
contienen un vector viral recombinante, y opcionalmente gas, en dicha cavidad interna; y
incubar dicha otra composicion de entrada en dicha cavidad interna,
en donde el método genera otra composicion de salida que comprende una pluralidad de células de otra
composicion de entrada que estan transducidas con dicho vector viral.

15. El método de cualquiera de las reivindicaciones 12-14, en donde el método comprende ademas:

efectuar la rotacion de dicha camara centrifuga antes de y/o durante dicha incubacién;

efectuar la extraccion de liquido de dicha cavidad en un recipiente de residuos después de dicha incubacion;
efectuar la extraccion de liquido de por lo menos un recipiente de diluyente en dicha cavidad a través de
dicha por lo menos una abertura y efectuar la mezcla de los contenidos de dicha cavidad; y

efectuar la extraccion de liquido de dicha cavidad en un recipiente de producto, transfiriendo de este modo las
células transducidas con el vector viral en dicho recipiente de producto.

16. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-15, que comprende ademas:

(a) lavar una muestra biolégica que comprende dichas células en una cavidad interna de una camara de
centrifuga antes de dicha incubacién; y/o

(b) aislar dichas células de una muestra bioldgica, en donde por lo menos una parte del paso de aislamiento
se realiza en una cavidad interna de una camara centrifuga antes de dicha incubacién; y/o

(c) estimular las células antes de y/o durante dicha incubacién, dicha estimulacién comprendiendo exponer
dichas células a condiciones de estimulacion, induciendo de este modo a las células de la composiciéon de
entrada a que proliferen, en donde por lo menos una parte del paso de estimular las células se realiza en una
cavidad interna de una camara de centrifuga y/o

(d) formular células transducidas por el método en un tampon farmacéuticamente aceptable en una cavidad
interna de una camara centrifuga, produciendo de este modo una composicién formulada, opcionalmente
efectuando la extraccion de la composicién formulada a uno o una pluralidad de recipientes.

17. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-16, en donde:

dichas células en dicha composicién de entrada comprenden células en suspension;
dichas células en dicha composicién de entrada comprenden glébulos blancos; y/o
dichas células en dicha composicién de entrada comprenden células T o células NK.
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18. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en donde la cdmara de centrifuga esté localizada dentro de
una centrifuga y esta asociada con un sensor, dicho sensor capaz de monitorizar la posiciéon de dicho miembro
moévil, y circuitos de control capaces de recibir y transmitir informacién desde dicho sensor y provocar el movimiento
de dicho miembro mévil, la entrada y la extraccion de liquido y/o gas hacia y desde dicha cavidad a través de dichas
una o mas lineas de tubos, y la rotacién de dicha camara a través de dicha centrifuga.

19. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-18, en donde dicho vector viral recombinante codifica un
receptor recombinante, que es expresado de este modo por las células de la composicién de salida.
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