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Abstract

The translation of experimental immunotherapy for clinical practice requires the
development of efficient, rapid, robust and reproducible cell expansion
bioprocesses. Since the cells are the product, the cultivation system must minimize
the variability in cell population, to ensure the maintenance of the effector functions
of the cells, allow harvest and formulation without damaging the cells and
incorporate processes to ensure viability during storage, transportation and
administration in a safety and cost-effective manner. For this, the cell expansion
technology should be ideally closed and disposable, which allows the expansion
according to GMP standards. Taking this into consideration this subproject aims at
the development of GMP-compliant bioprocesses for expansion of the
immunocompetent cells that will be used in preclinical and clinical trials.

Specific Goals

1. Isolation and characterization subpopulations of human T and NK cells;

2. Development of GMP-compliant bioprocesses for large scale expansion of T and
NK cells in bioreactors;

3. Phenotypical and functional characterization of expanded T cells;

4. Phenotypical characterization; gene expression and citokynes production
evaluation as well as functional analysis of the expanded NK cells in cytotoxicity
assays, flow cytometry and NK degranulation assays;

5. Development of cryopreservation protocols for expanded T and NK cells for
clinical application;

6. Development of protocols for quality control of the expanded cells.



Implementation schedule

Metas
Semestres

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1

2

3

4

5

6

Researchers:

Kamilla Swiech Antonietto

Maristela Delgado Orellana

Virgínia Picanço Castro

Kelen Malmegrim de Farias

Simone Kashima Haddad

References

Bilodeau, K. & Mantovani, D. Bioreactors for tissue engineering: focus on mechanical
constraints. A compara-tive review. Tissue Eng. 12, 2367–2383, 2006.

Lapteva, N; Szmania, SM;, van Rhee, F; Rooney, CM. Clinical grade purification and
expansion of natural killer cells. Crit Rev Oncog. 19(1-2):121-32, 2014.

Placzek, MR; Chung, IM; Macedo, HM; Ismail, S; Blanco, TM; Lim, M; Cha, JM; Fauzi,
I; Kang, Y; Yeo, DCL; Ma, CYJ; Polak, JM; Panoskaltsis, N; Mantalaris, A. Stem cell
bioprocessing: fundamentals and principles. J. R. Soc. Interface 6, 209–232, 2009.

Sadeghi A, Pauler L, Anneren C, Friberg A, Brandhorst D, Korsgren O, et al: Large-
scale bioreactor expansion of tumor-infiltrating lymphocytes. J Immunol Methods,
364:94-100, 2011.

Shaw, Robert. Industrializing stem cell production. BioProcess International,
October, 2010.

Somerville et al. Clinical scale rapid expansion of lymphocytes for adoptive cell
transfer therapy in the WAVE® bioreactor. Journal of Translational Medicine 10:69,



2012.

Tran, CA; Burton, L; Russom, D; Wagner, JR; Jensen, MC; Forman, SJ; DiGiusto, DL.
Manufacturing of large numbers of patient-specific t cells for adoptive
immunotherapy  an approach to improving product safety, composition, and
production capacity. J Immunother 30 (6), 2007.



Subprojeto 12: Expansão de linfócitos para imunoterapia de doenças neoplásicas e
imunomediadas

Pesquisador Responsável: Dimas Covas

Introdução

A translação da imunoterapia experimental para a prática clínica requer o
desenvolvimento de bioprocessos de expansão de células eficientes, rápidos,
robustos e reprodutíveis.  Uma vez que as células são o produto, o sistema de cultivo
deve minimizar a variabilidade na população celular,  garantir a manutenção das
funções efetoras das células, permitir a coleta e formulação sem danificar as células
e incorporar processos para garantir a viabilidade durante a estocagem, transporte e
administração de maneira segura e com custo reduzido. Para isto, a tecnologia para
expansão das células deve estar baseada em sistemas, idealmente fechados e
descartáveis, que permitam a expansão de acordo com as normas GMP. Levando
isto em consideração este subprojeto tem como objetivo o desenvolvimento de
bioprocessos, compatíveis com as normas GMP, para expansão das células
imunocompetentes que serão utilizadas nos ensaios pré-clínicos e clínicos.

Metas

1. Isolar e caracterizar as subpopulações de células T, Tregs e NK humanas;

2. Desenvolver bioprocessos em condições compatíveis com as normas GMP para
expansão em larga escala de células T, Tregs e NK em biorreatores;

3. Caracterizar o imunofenótipo, avaliar a expressão de genes imunorreguladores e
avaliar funcionalmente as células Tregs expandidas in vitro em ensaios de supressão
de linfócitos in vitro;

4. Caracterizar o imunofenótipo, avaliar a expressão de genes relacionados, avaliar
a produção de citocinas, e avaliar funcionalmente as células NK expandidas in vitro
em ensaios de citotoxicidade por citometria de fluxo e ensaios de degranulação de
células NK);

5. Desenvolver protocolos de criopreservação das células Tregs e NK humanas
expandidas in vitro para aplicação clínica em várias infusões;

6. Desenvolver protocolos para o controle de qualidade dos produtos celulares para
aplicação clínica.
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