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Die zelluldre Immuntherapie ist ein vielversprechendes und schnell wachsendes Feld zur
Behandlung maligner Erkrankungen (hdmatologischer und onkologischer) und zur regene-
rativen Medizin bei degenerativen Gewebe- und Organschéden. Dies schlieft insbesonde-
re Patienten nach Organ- oder Stammzelltransplantation (SCT) ein. Die Applikation von ex
vivo aktivierten, transduzierten und expandierten Zellen sind entscheidende Werkzeuge

in der personalisierten Medizin, um eine Verbesserung des Uberlebens von Patienten mit
schwerem Krankheitsverlauf zu erreichen. Die Anwendung dieser Arzneimittel fiir Neuarti-
ge Therapien (ATMPs) in klinischen Priiftungen nehmen kontinuierlich zu (clinicaltrials.gov).
Eine Herausforderung bei der Translation immuntherapeutischer Ansatze in die klinische
Anwendung liegt in der Entwicklung von GMP-konformen Verfahren zur Herstellung
zelluldrer Priifarzneimittel.

Das Institut fiir Zelltherapeutika (Direktorin: Prof. Dr. U. Khl) umfasst zwei Abteilun-
gen, die GMP-Entwicklungseinheit (ATMP-GMPDU) und das Cellular Therapy Centre (CTC)
als Herstell- und Prifeinrichtung der MHH.

Der Schwerpunkt der ATMP-GMPDU (Leitung: Dr. R. Esser) liegt in der Entwicklung
und Implementierung von Verfahren zur GMP-konformen Herstellung von Zelltherapeu-
tika. Dies umfasst verschiedene hdmatopoetische und stromale Zelltypen, z. B. T-Zellen,
CAR T- und CAR NK-Zellen, TRUCKs, induzierte DCs, Tregs, MSCs und iPS-Zellen. Die Auf-

gabe unserer zentralen Einrichtung ist die Beratung und Unterstiitzung von Forschungs-
gruppen bei der GMP-konformen Umsetzung ihrer Projekte. Insbesondere im Hinblick auf
die Zulassigkeit und Verwendung von Techniken und Hilfsstoffen ist es sinnvoll bereits in
der Anfangsphase des Projektes Riicksprache mit der ATMP-GMPDU zu halten. In der da-
rauffolgenden Phase wird das Projekt in enger Zusammenarbeit zwischen den Forschern,
der ATMP-GMPDU und den Klinikern weitergefiihrt.

Innerhalb des EU-Konsortiums H2020-MSCA-ITN-2017 ,Mature NK" unter der Lei-
tung von U. K6hl wird die Wirkung von gerichteten Chimaren Antigenrezeptor (CAR)- NK-
Zellen gegen Leukdmien und Tumoren (bei letzterem Kopf-Hals-Tumoren) untersucht.

Das CTC (Leiter: Dr. Lubomir Arseniev) ist verantwortlich fiir die Herstellung zellularer
Arzneimittel zur Behandlung schwerer Erkrankungen vor allem des blutbildenden Systems.
Die Herstellung erfolgt entsprechend nationalen und europaischen Richtlinien, technischen
Regeln sowie dem aktuellen Stand der medizinischen und pharmazeutischen Wissenschaft
und Technik. Das CTC verfiigt Uber alle erforderlichen Fahigkeiten, Gerdte und Mitarbeiter
(z.B. Sachkundige Personen, Leiter der Qualitdtskontrolle und Herstellung) etc. sowie den
notwendigen Einrichtungen (Klasse A/B Reinrdume nach den EU-GMP-Richtlinien) und ist
Inhaber von Herstellungserlaubnissen fiir periphere und Knochenmarkstammzellen (inkI.
(D34 Selektion, CD3/CD19 oder TCR-alpha/beta-Depletion, CAR-T-Zellen usw.).

Zur Ansicht der Struktur des Instituts fir Zelltherapeutika
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From CARs to TRUCKs: Induction of a concerted antitumor immune response by
engineered T cells
GMP-konforme Herstellung von ill-18 TRUCKs und Entwicklung einer klinischen Studie

Ziele

Ziel des Verbundprojekts From CARs to TRUCKSs: Induction of a concerted anti-tumor
immune response by engineered T cells war die Entwicklung einer innovativen Zelltherapie
mit sogenannten TRUCK (T cells redirected for antigen-unrestricted cytokine-initiated
killing). Dabei werden T-Zellen aus peripherem Blut in vitro aktiviert und mittels Gentrans-
fer mit einem chimdren Antigenrezeptor (CAR) ausgestattet, der nach antigenspezifischer
Aktivierung die Sekretion eines Zytokins induziert. TRUCK sind Arzneimittel fir neuartige
Therapien (Advanced Therapy Medicinal Products, ATMPs). Exemplarisch wurde ein
TRUCK entwickelt, der a) das tumorassoziierte Antigen GD2 erkennt, und b) nach Erken-
nung der Tumorzelle das immunaktivierende Zytokin IL-18 sezerniert (Zimmermann et al.
2020, Cancers 12:375ff).

Ziel unseres Teilprojektes war die Entwicklung eines Verfahrens zur GMP-konformen
Herstellung von TRUCK, welches die einzelnen Prozessschritte (1) Aufreinigung der Aus-
gangszellen, (2) Aktivierung der T-Zellen, (3) Transduktion, (4) Expansion zur Erreichung
der erforderlichen Zielzelldosis und (5) Formulierung des Endproduktes, umfasst und den
regulatorischen Anforderungen zur Herstellung eines ATMP fiir eine zukiinftige klinische
Studie entspricht.

Herstellung von TRUCK am CliniMACS Prodigy

Die Herstellung von TRUCK erfolgte am CliniMACS Prodigy, einem automatisierten Gerat

zur Zellverarbeitung (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) (siehe Abb.1) in ei-
nem geschlossenen System unter Verwendung der T cell transduction (TCT) Prozess-Soft-

ware. Im Rahmen des automatisch ablaufenden Prozesses ist die Eingabe verschiedener

flexibler Parameter fiir bestimmte Prozessschritte z. B. Zeitpunkt Transduktion, Waschen
der Kultur, Ernte, Mediumzugabe bzw. -wechsel innerhalb der Software Activity Matrix)
maglich. Die von uns verwendeten Parameter flir den Prozessablauf ist unten beschrieben
und in Abb. 2 schematisch dargestellt.

Halterungen fur
Medien, Puffer
und Reagentien

Touchscreen
Gasmischeinheit

Peristaltische
Pumpe

Kultivierungs- und
Zentrifugationskammer

CliniMACS Prodigy®

Abb. 1: Der CliniMACS Prodigy® ein vollautomatisches Gerat zur Zellverarbeitung mit installiertem
tubing set fir den T cell transduction Prozess. Foto: Dr. Wolfgang Glienke.
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Abb. 2: Schematische Darstellung ber den Ablauf des TRUCK-Herstellungsprozesses am
Clin MACS Prodigy.
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Abb. 3: Die automatisierte GMP-konforme Herstellung von GD2-spezifischen IL-18 TRUCKs,

unter Verwendung des CliniMACS Prodigya (Verfahren im klinischen Madstab). (A) Recovery
(CD4+, CD8+ Zellpopulation nach Anreicherung in Prozent der entsprechenden Zellpopulation
(B) Zellzusammensetzung nach Anreicherung von CD4+- und CD8-+-Zellen und in den Endpro-
dukten. Die erreichte T-Zellreinheit in der positiven Fraktion (PF) betrug 79,1% D1 und 87,7% D2
mit kontaminierenden CD56+CD3+ NKT-Zellen (12,0% D1 und 3,8% D2), CD56+CD3-NK-Zellen
(6,4% D1 und 6,8% D2), CD14+ Monozyten (1,9% D1 und 0,6% D2) und CD20+ B-Zellen (0,2%

D1 und 0,5% D2). Zellzusammensetzung der Endprodukte (FP) mit einer Reinheit von 92,1% D1

und 95,0% D2 T-Zellen (CD3+/CD56-) und Verunreinigungen mit NKT-Zellen (7,6% D1 und 4,4%
D2) sowie Rest 0,1% D1 und 0,2% D2 NK-Zellen. In den Endprodukten konnten residuale B-Zellen
(0,05% D2) jedoch keine Monozyten nachgewiesen werden. (C) Expansion und Viabilitat von
T-Zellen (CD3+ CD56-) wahrend der 12-tagigen Herstellung. (D) Das CD4/CD8-Verhéltnis anderte
sich wéhrend der Kultivierung (nach Selektion bis Endprodukt) von 2,9 bis 3,3 bei D1 und 2,2 bis 2,0
D2. (E) Transduktionsrate von CD3+-Zellen und CD4+-CD8+-Subtypen in den Endprodukten. (F) Die
Analyse des T-Zell-Phanotyps des Ausgangsmaterials am Tag 0 (Lymphozytenapherese) und in den
Endprodukten am Tag 12. Die durchflusszytometrische Analyse der Expression von CD45R0, CCR7
und CD95 unter vitalen CD3+-Zellen wurde zu der Definition der verschiedenen T-Zell-Phanotypen
herangezogen: Naive (TN: CD45R0-, CCR7+, CD95-), Stammzellgedachtnis (TSCM: CD45R0-,
CCR7+, CD95+), zentrale Gedachtnis (TCM: CD45R0+, CCR7+ CD95+), Effektor-Gedachtnis (TEM:
CD45R0+, CCR7-CD95+) und Effektor- (TEF: CD45R0-, CCR7-CD95+). Im Ausgangsprodukt waren
TN-(33,1% D1 und 30,0% D2), TCM- (25,1% und 11,8% D2) und TEM- (37,6% D1 und 53,0% D2)
Zellen mit unterschiedlichem Anteil der T-Zellsubtypen vorhanden. TSCM: 2,2% D1 und 0,62% D2,
TEF: 2,1% D1 und 4,62% D2). Im Unterschied dazu enthielten die Endprodukte TCM (56,9% D1 und
8,17% D2) und TSCM (18,3% D1 und 8,62% D2) Zellen, TEM (23,6% D1 und 72,74% D2) und TEF
(1,2% D1 und 9,9% D2)-Zellen sowie TN (0,1% D1 und 0,54% D2)-Zellen. Der Anteil der T-Zellen
(CD3+ CD56-), Monozyten (CD14+), NK-Zellen (CD56+ CD16+), NKT-Zellen (CD56+ CD3+) und der
B-Zellen (CD20+) unter vitalen CD45+ Zellen wurden anhand der entsprechenden linienspezifischen
Marker identifiziert.

Erstellung von SOPs zur Herstellung und Qualitatskontrolle von TRUCK
Basierend auf unseren Erfahrungen bei der Etablierung eines Prozesses zur Herstellung
von CD20-CAR-Zellen am CliniMACS Prodigy wurden SOPs (Standard Operating Proce-
deres) sowie die zugehdrigen Unterlagen zur Dokumentation der Arbeitsschritte erstellt.
Diese Dokumente umfassen sowohl den Herstellungsprozess als auch die Qualitatskontrol-
le zur Charakterisierung der Zellen wahrend des Prozesses und des TRUCK-Endproduktes.

Prozessetablierung: Proof-of-concept

Zur Prlifung der Machbarkeit wurden zwei komplette Prozesse zur Herstellung von TRUCK
entsprechend der SOPs am CliniMACS Prodigy durchgefiihrt und in den entsprechenden
Unterlagen (Herstellungspriifprotokolle) die Arbeitsschritte dokumentiert. Der gesamte
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Herstellungsprozess dauerte insgesamt 12 Tagen bis zum fertigen TRUCK-Produkt (Abb.
2). Im ersten Schritt an Tag 0 wurden mit Hilfe von magnetischen anti-CD4- und anti-
CD8-Beads die CD4+ und CD8+ Zellen aus der Lymphozytenapherese selektioniert. Am
gleichen Tag begann die Kultivierung der selektionierten CD4+ und CD8+-Zellen mit den
Zytokinen Interleukin 7 (IL-7) und IL-15 sowie die Aktivierung mit CD3- und CD28-Agonis-
ten (TransAct). Von Tag 1 bis Tag 3 fand die Transduktion durch Zugabe des Lentivirus zur
Zellkultur statt. Wahrend der Kultivierung erfolgte regelmaBig die Zugabe bzw. der Wech-
sel von Kulturmedium. Nach der Expansion an Tag 12 wurde das formulierte Endprodukt
vom CliniMACS Prodigy ausgegeben und anschlieBend kryokonserviert.

Ergebnisse und Diskussion

In der Machbarkeitspriifung, die auf den von uns entwickelten Herstellungs-SOPs
basierte, wurden aus Lymphozytenapheresen gesunder Spender ilL-18 TRUCKSs in einer flr
die klinische Anwendung entsprechenden Quantitat und Qualitat hergestellt. Die CD4/
CD8 Selektion zu Beginn des TRUCK-Herstellungsprozesses flihrte zu einer Reinheit von
>79% T-Zellen, vergleichbar mit anderen Studien.

Die Transduktionsraten der TRUCKs waren mit >70% im Endprodukt im Vergleich zu
anderen verdffentlichten Studien, in welchen CAR T-Zellen mit dem CliniMACS Prodigy
hergestellt wurden, sehr hoch. Die Ergebnisse der VCN-Untersuchung (2,6 bzw. 2,4 Kopi-
en pro Zelle im Endprodukt) erfiillen die Empfehlungen der Behdrden (VCN <5 Kopien pro
Zelle), um das potenzielle Risiko einer Insertionsmutagenese zu verringern.

Durch die hohe Transduktionsrate und starke Expansion der T-Zellen ist die Ausbeute
von CAR+ T-Zellen im Endprodukt mit 3,6 x109 bzw. 4,5 x 109 sehr gut und definitiv aus-
reichend fiir die therapeutischen Dosierungen bei der geplanten klinischen Anwendung.
Detaillierte Ergebnisse sind in Abb. 3 und in der Veroffentlichung von Glienke et al. 2022,
Front Immunol 13:839783 dargestellt.

Auswirkungen der Projektergebnisse auf Klinik und Praxis

Die Machbarkeit der GMP-konformen Herstellung von GD2-spezifischen ilL-18 TRUCKs

konnte exemplarisch gezeigt werden (Glienke et al., 2022) und miindet in der ,Klinische

Phase |-Studie der Sicherheit, Dosisfindung und Machbarkeit einer GD2-1L18 CART-Zell-

Therapie bei Patientinnen und Patienten mit rezidivierten oder refraktaren GD2-positiven

soliden Tumoren” FKZ 01EN2007A.

» Projektleitung: Kohl, Ulrike (Prof. Dr.); Kooperationspartner: Wels, W., Georg-Speyer-
Haus Institut fir Tumorbiologie und experimentelle Therapie Frankfurt am Main,
Frankfurt am Main, Deutschland; Réssig, C., Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin
Universitatsklinikum Munster, Minster, Deutschland; Abken, H., Leibniz-Institut fiir
Immuntherapie, Universitat Regensburg, Regensburg, Deutschland; Mackensen, A.,
Medizinische Klinik 5, Universitatsklinikum Erlangen, Erlangen, Deutschland; Hudecek,
M., Medizinische Klinik Il Hdmatologie, Universitatsklinikum Wirzburg, Wirzburg,
Deutschland; Serve, H., Medizinische Klinik Il Universitatsklinikum Frankfurt, Frankfurt,
Deutschland; Handgretinger, R., Universitatsklinikum Tibingen, Universitatsklinik
fir Kinder- und Jugendmedizin, Tiibingen, Deutschland; Moritz, Thomas (Prof. Dr.)
Experimentelle Hdmatologie AG Reprogrammierung und Gentherapie, Medizinische
Hochschule Hannover; Schambach, Axel (Prof. Dr. Dr.) Institut Experimentelle
Hamatologie, Medizinische Hochschule Hannover; Eiz-Vesper, Britta (Prof. Dr.) Institut fiir
Transfusionsmedizin und Transplantat Engineering, Medizinische Hochschule Hannover;
Forderung: Stiftung Deutsche Krebshilfe
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CAR NK-Zellen mit zielgerichteter Pharmakotherapie z Herstellung der BCR-ABL
negativen akuten B-lineage lymphoblastischen Leukdmie des Erwachsenen
» Projektleitung: Esser, Ruth (Dr.); Forderung: Deutsche José Carreras Leukamie-Stiftung e.V.
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Impact of GRAFALON on antigen-specific T-cells
» Projektleitung: Glienke, Wolfgang (Dr.); Forderung: Neovii Biotech GmbH Financial
Departement

Kombination gerichteter dual-spezifischer NK-Zellen mit Checkpointinhibitoren
zur verbesserten Wirkung gegen resistente Kopf-Hals-Tumoren und
Tumorstammzelle

» Projektleitung: K6hl, Ulrike (Prof. Dr.); Forderung: Stiftung Deutsche Krebshilfe

MAnufacturing of TUmour-REactive Natural Killer cells
» Projektleitung: Kohl, Ulrike (Prof. Dr.); Forderung: European Research Council Executive
Agency (ERCEA)

Verbund CD20 CAR-TIME: CD20CAR transduzierte T-Zellen fiir die

individualisierte Melanom-Therapie -TP: Herstellung Zellprodukte.

» Projektleitung: Glienke, Wolfgang (Dr.); Férderung: Deutsches Zentrum fir Luft- und
Raumfahrt - DLR Projektrager Gesundheitsforschung

Verbundprojekt:iCARE - Induzierte pluripotente Stammzellen fiir die zelluldre

Therapie von Herzerkrankungen, Koordination und Anteil MHH (TP 1-6)

» Projektleitung: Kohl, Ulrike (Prof. Dr.); Kooperationspartner: Harder, Michael (Dr.),
Corlife oHG, Hannover, Deutschland; Boretius, Susann (Prof. Dr.), Deutsches
Primatenzentrum GmbH, Géttingen, Deutschland; Kaup, Franz-Joseph (Prof. Dr.),
Deutsches Primatenzentrum GmbH, Gottingen, Deutschland; Braun, Armin (Prof. Dr.),
ITEM, Hannover, Deutschland; Hoppe, Nils (Prof. Dr.), Leibniz Universitat Hannover,
Hannover, Deutschland; Kndbel, Sebastian (Dr.), Miltenyi Biotec B.V. &amp; Co. KG,
Bergisch-Gladbach, Deutschland; Eckardt, Dominik (Dr.), Miltenyi Biotec B.V. &amp;

Co. KG, Bergisch-Gladbach, Deutschland; Cebotari, Serghei (Prof. Dr.) Klinik fiir Herz-,

Thorax-, Transplantations- und GefaBchirurgie, Medizinische Hochschule Hannover;
Martin, Ulrich (Prof. Dr.) Klinik fir Herz-, Thorax-, Transplantations- und GefaBchirurgie,
Medizinische Hochschule Hannover; Sarikouch, Samir (Prof. Dr.) Klinik fur Herz-,

Thorax-, Transplantations- und GeféBchirurgie, Medizinische Hochschule Hannover;
Zweigerdt, Robert (Dr.) Klinik fir Herz-, Thorax-, Transplantations- und GefaBchirurgie,
Medizinische Hochschule Hannover; Gruh, Ina (Prof. Dr.) Leibniz Forschungslaboratorien
fur Biotechnologie und kiinstliche Organe, Medizinische Hochschule Hannover; Haase,
Alexandra (Dr.) Leibniz Forschungslaboratorien fiir Biotechnologie und kiinstliche
Organe, Medizinische Hochschule Hannover; Forderung: Deutsches Zentrum fiir Luft- und
Raumfahrt - DLR Projektrdger Bereich Gesundheit

A Multicenter, prospective, randomized, placebo-controlled, double-blind,
parallel-group clinical trial to assess the efficacy and safety of Inmune
Globulin Intravenous (Human) Flebogamma® 5% DIF in patients with Post-
Polio Syndrome

» Projektleitung: Kohl, Ulrike (Prof. Dr.)

A phase lll, double-blind, randomized, placebo-controlled multicentre clinical trial
to assess the efficacy and safety of VPM1002 in reducing healthcare professionals’
absenteeism in the SARS-CoV-2 pandemic by modulating the immune system

» Projektleitung: Kohl, Ulrike (Prof. Dr.)

A prospective Phase I/lla, open-label, multicenter trial to evaluate the safety
and efficacy of oNKord®, an of-the-shelf, ex vivo cultured allogeneic NK cell
preparation, in subjects with acute myeloid leukemia who are in complete
morphologic remission with measurable residual disease and without a strong
indication for stem cell transplantation

» Projektleitung: Kohl, Ulrike (Prof. Dr.)
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Multicenter trial for the treatment of acute Hepatitis C for 8 weeks with
Sofosbuvir/Velpatasvir fix dose combination_The HepNet acute HCV-V study

» Projektleitung: Kéhl, Ulrike (Prof. Dr.)

Recovery from Acute Immune Failure in Septic Shock by Immune Cell

Extracorporeal Therapy
» Projektleitung: Kohl, Ulrike (Prof. Dr.)
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