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Uberblick

B GMP-konforme Herstellung und Translation ‘, @
von Zell- und Gentherapien (ZGT) - *If‘ ®
mit besonderem Blick auf CAR-T-Zellen p

“ . ~

GMP: Good Manufacturing Practice CAR: Chimarer Antigen-Rezeptor Z Fraunhofer
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Prazisionsmedizin - die Medizin der Zukunft

Heute - Linderung

= Chemische Substanz

= Kontinuierliche Einnahme

= Linderung von Symptomen

Zell- und Gentherapien

ﬁ @) Genmodifikation
Zellen n

/.'/ '\\

|

= EX vivo manipulierte Zellen

= |n vivo-Therapien
Vektoren, mRNA

Heilung - Korrektur

Genomchirurgie & Gentherapie

- ‘.‘!'
vcha_lup,Jtock.

= Einmalige Behandlung
= Korrektur der Ursache
= Langanhaltende Wirkung

Heilung von Krebs-, Infektions-, Autoimmun-, Monogenetische Erkrankungen bis zu den grof3en
Volkskrankeiten durch zellulare Gentherapie sowie direkte in vivo Gentherapie

~ Fraunhofer
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Uberblick Marktentwicklung ZGT

Stabil wachsende Pipeline

Vorhersage: 40 Mrd. € bis 2026 ® >4000 Gen-, Zell- & RNA-Therapien in Entwicklung
- " > 2000 zell-basierte ZGT in klinischen Studien
v 45 mCelbasedtherapy (inklusive CAR-T-Therapien)
- 40
— B Gene therapy o .
2 o " Wachsende Anzahl klinischer Studien
O 5
§’ 2 I ® Durchschnittliche Zeitspanne von Phase 1 bis zum
g— 10 B I Zulassungsantrag betragt neun Jahre
— 5
1) .
E 0 2:0 2:1 2!2 2!3 2024 2025 2026 - Weltwelte ZU|assungen'
— 32 Gentherapien (inkl. genetisch mod. Zelltherapien)
Beispiele — 68 Zelltherapien (nicht genetisch modifiziert)
Sichelzellandmie, Hamophilie B bis Metachroma- 34 RNA-Therapien

tische Leukodystrophie: 2-4 Mio € (einmalig)
im Vergleich: bis zu 20 Mio € (lebenslang)

Pharmaevaluation | Roland Berger GmbH, Feb 2023 American Society of Gene and Cell Therapy 2024 ?
Alliance for Regenerative Medicine 2024 https://www.iqvia.com = Fraunhofer

AAV: Adeno-Assoziierte Viren Cell and Gene Therapy dashboard | Citeline, October 2024 iz



Personalierte, autologe CAR-T-Zelltherapien

EJNOP
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Genmodifikation

3 ' —— : Patient
. < 10% in Europa
Grol3e Erfolge mit autologen CAR-T-Zellen ° P
bei hamatologischen Erkrankungen RO ey B S

= Weltweit Erfolge bei den CD19+ ALL und DLBCL, gefolgt vom MM

= 6 Marktzulassungen: Anti-CD19-, anti-BCMA-CAR-T-Zellen (> ¥4 Mio € / Produkt)

= Inzwischen > 40.000 Patienten behandelt!?

> 1000 klinische Studien, 90% in USA & China, < 10% in Europa, ~ 5% in Deutschland?

> 80 Studien mit allogenen (Fremdspender) CAR Effektor-Zellen (NK-, T-Zellen und Makrophagen)

ALL = Akute Lymphatische Leukamie 'Levine et al. Nat Med 2024 . _ —
U. Kehl DLBCL = Diffuses Large B Zell-Lymphom 2 www.globenewswire.com/news CAR: Chimare Antigenrezeptoren =2 Fraunhofer

MM = Multiples Myelom 3\/ucinic V .. Koehl U. Frontiers Medicine 2021 11



http://www.globenewswire.com/news

Zulassungsstudien fur CAR-T-Zellen
Beeindruckende Remissions- und Uberlebensraten nach CAR-T-Zell-Therapie

Overall Survival probability

Kinder und junge Erwachsene mit
Hoch-Risiko r/r B-ALL

= > 3 Jahre: ~ 3 der Patienten in Remission

= > 60% Gesamtiuberleben

100 o

CAR-T-Zellen

motandard of care“ Therapie
= : E:;:i,:l‘:lf.y (Agaregens Auswenung) HR: 0,24 [0,11; (;.51] p = 0.0002

w Bunatumomabd (Patentanindividuete Auswertung) HR: 0,25 [0,15; 0,43] p < 0,001
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Novartis, Stellungnahme zur Nutzenbewertung Kymriah (ALL), 7/2020

Maude SL et al. NEJM 2018 r/r = Rezidiv/Refraktar
Laetsch TW et al. ASCO 2022

Erwachsene mit r/r B-Zell-Lymphom:

= Uber die Hélfte der Patienten in Remission

= >3 Jahre: Stabile Remission und Uberlebensrate

A n=115 Patienten
1004, Median NE {05% 0 100-NE)
=

= .< i .

i R N Patienten nach CAR-T-Zell-Therapie
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Schuster S et al. NEJM 2018 —

~ Fraunhofer

Schuster S et al. Lancet 2021 z1



CAR-T-Zellen: ,,Beyond“ hamatologischer Krebserkrankungen
Autoimmunerkrankungen und solide Tumore

Autoimmunerkrankungen

v NEW EXGLAND

JOURNAL  NEDICINS ' NEng JNwa .

= 2021: Weltweit erste Behandlung
bei SLE mit erfolgreicher Remission
(Universitatsklinikum Erlangen)

= Langzeitremission

= Aktuell > 90 Klinische Studien?
SLE, Myositis, Syst. Sklerose ...

CD19-Targeted CAR T Cells in Refractory Systemic
Lupus Erythematosus

Hochmaligne Gliome [

BRIEF REPORT

= 2024: Erste klinische Erfolge
mit CAR-T-Zellen gerichtet
gegen EGFRUVIII, IL-13RaZ2...

100-fach mehr Patienten
Zu adressieren

SLE = Systemischer Lupus erythematodes

Intraventricular CARv3-TEAM-E T Cells

in Recurrent Glioblastoma

Matthew | §

Marz 2024

1 https://clinicaltrials.gov/ Update 11/2024

REVIEW

CART cells for treating
autoimmune diseases

'It's all gone': CAR-T therapy
forces autoimmune diseases

into remission
Heidi Ledford
Nature 12-2023

2023

Ulrich Brache ©
Stephan Fricke'~

' Sandy Tretbar,'* Ulrike Koehl,"**

a PRE

nature medicine |

Lbcoregionaldelivery oﬂL-BRdZ-targeting |
CAR-T cellsinrecurrent high-grade glioma:
aphaseltrial

3 X CAR-T
oV .
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C.E. Brown et al.

Marz 2024

= Fraunhofer
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ledford+H&cauthor_id=38087105
https://clinicaltrials.gov/

Herstellung von ZGT unter GMP-Bedingungen

Reinraume ,A in B Sicherheitsklasse S2

B

~ \ | - : i
SAR-T-Zell-Herstellung
am Fh IZ|

Film CAR-T-Zell-Herstellung am Fraunhofer 1ZI:

. . =
https://www.izi.fraunhofer.de/content/dam/izi/de/Videos/Beitrag CAR_T_Extern _2018.mp4 GMP = Good Manufacturing Practice 7 Fraunhofer
1Z1

U. Kéhl



https://www.izi.fraunhofer.de/content/dam/izi/de/Videos/Beitrag_CAR_T_Extern_2018.mp4

Herstellung: Dezentral und zentral
Eigene Erfahrungen zu CAR-T-Zellen und anderen Zell-/ Gentherapieprodukten

Insgesamt > 3.500 freigegebene Produkte:

~ 550 CAR-T-Zell-Produkte
~ 430 Dendritische Zellprodukte

~ 330 Stammzell-basierte gentechnologisch
bearbeitete Gewebeprodukte

~ 1.400 allogene Zellprodukte

~ 900 autologe Stammzellprodukte

— Facility No. 1: (410 m?, 8 Reinraume, Grad A in B, S2)
— Facility No. 2: (222 m?, 5 Reinraume, Grad A in B, S2)
— Facility No. 3: (350 m? under construction flir AAV Produktion)

Wucinic V. ... Koehl U. Frontiers Medicine 2021 2Koehl U et al, HGT 2018 =
. . X . | | = Fraunhofer
M. Hudecek, H. Einsele, Wirzburg und Z. lvics, MDC Berlin 3Aleksandrova K .. Koehl U. Frontiers Immunology 2024 o1



Herstellung von CAR-T-Zellen: Stand der Technik

Weltweit Ubliches Verfahren®:
Manuell bis teilautomatisiert

1. Stimulation
2. Transduktion
3. Expansion
4. Formulierung

Prozessschritte:

" Herstellung im Median 12 Tage (7-22)*

(Aktuell: Prozessverkirzungen; z.B.
CliniMACS Prodigy/ Miltenyi 7 Tage
T-Charge Prozess/ Novartis < 2 Tagen)

= Komplexe Qualitatskontrolle
Zellzahl, Vitalitat, Reinheit, CAR-Expression ...

" Hoher personeller Trainingsaufwand
(Herausforderung fur kleine akademische Einheiten)

Chimeric
antigen
receptor

CART cellli P 1 x CAR T cell product

Q

Cancer cell

Genetic
> interletikin 2 modification
Autologous patient cells tn diateanit

e® T cell
— \actlvatln / expansion
©_ 0o

activation beads

Blache U, Popp G, Diinkel A, Koehl U & Fricke S. Nature Communication 2022

mmm) Komplex, zeitaufwendig & kostenintensiv

# Maschan M et al. Nat Communication 2021 | Fowler N et al. Nature Med 2021 | Schuster S et al. Leukemia & Lymphoma 2022 % Fraunhofer
*Koehl U et al, HGT 2018 | Roddie et al. Cytotherapy 2019 | ten Haml R et al. Cytotherapy 2020 izl




Von der manuellen Produktion zur automatischen, Kl-gesteuerten und
digital kontrollierbaren modularen Produktionsstralde

wergdein

o~ i \ by vt
=
7 e e

by | -

o Corars CAR-T cell -
manufacturing e )'q

”~
= N e

CARY Ty e

Manuelle Fertigung CliniMACS Prodigy® Cocoon® Platform  Sefia Cell Processing ADVA X3

. . Produktionsstrassen
Miltenyi Biotec Lonza Cytiva ADVA Biotechnology

v Step 1: Halb-automatisch zu vollautomatisch

Aber: Es fehlen noch Konzepte um 100-fach mehr Patienten zu adressieren
(notwendig: Von hamatologischen zu onkologischen und anderen Erkrankungen)

= Robotic/ Modular / Skalierbar: Konzept Industrie 4.0

Z Fraunhofer

1ZI



Uberblick

B GMP-konforme Herstellung und Translation v &
von Zell- und Gentherapien (ZGT) " 1”1 R
mit besonderem Blick auf CAR-T-Zellen R g

!‘;. 't

B Technische und biologische Prozessoptimierung:
Von Kl und Robotik bis zu
viralem und nicht-viralem Gentransfer

Kl: Kiinstliche Intelligenz GMP: Good Manufacturing Practice = Fraunhofer
CAR: Chimarer Antigen-Rezeptor 1Zi



Zukunftsfahige Konzepte fur die Herstellung und Qualitatskontrolle (QK)
Adressieren grol3er Patientenzahlen und Kosteneinsparung

Herstellung
; : . Kl-vermittelte Industrie 4.0
Manufacturing devices & principles
a
—d || .. .
:§ (. 1 | z ® Digital kontrollierte modulare
"’§ =1 = m J 7 : Produktionsstraf’en & Robotik
- o ,
. - - -
Manual manufacturing All-in-one bioreactors Scale out Modular process street Pharma 4.0 Automatisierte UberwaChung
Semi-automated Semi-automated / automated Automated
- T s " Echtzeitiberwachun
Technologien fiir die Qualitatskontrolle -nizeliube 9
| | (nicht-invasiv, kontaktfrei,
Existing quality | Monitoring technologies | Digitalization kennzeichnungsfrei)
controls \
\ - g S ' o > N | = Dlglta_le Kommunikation & KI,
4 o - _ (¥} % ' ‘ adaptiver Prozessstrategien
— ALY 3 > s -
" Inline-Sensoren
Manual sampling In-line Label-free ~ Contact-free | Digital m-to-m Digital  Machine
Manual analysis monitoring methods methods /|  interfaces communication twins  learning ®  Machine Learning
=
Blache U, Popp G, Diinkel A, Koehl U & Fricke S. Nature Communication 2022 = Fraunhofer

1ZI



Bedeutung Kl-basierter Anséatze fur hoch personalisierte Therapien

Weshalb sind Biomarker und pradiktive Berechnungsmodelle flr Planung und Durchftihrung wichtig?

= Optimierung der Patientenauswahl /
Genomics
. &T ranscript-
= Unterstitzung Therapiemanagement omia. /il
§ dxscovery&
/ vul d-ton
= Vorhersageparameter flr ( Clinieal

research

(i) Therapieansprechen,
(i) unerwuinschter Nebenwirkungen und

(i) Auftreten von sekundaren Malignitaten : Patient-focussed
5 ] ‘ complementa :
B W Sofonare A diagnostics
prototype 2
- d | ON oty
current m emerging i 4,0 opment S
approaches \lE approaches /resolved gene
GOOx generation N exprassion
. o—o (S Biomarkers |T€g =0 profiling
@ \ o] ol -
= { Single '/ ATMP
(9 tg cell /' treatment 4
SOV Data Computing  Jiis / sequencing _ '\ monitoring
Science Resources / NGS-based !
\/ pathogen ¢
o detection g
>

certified QMS

Derraz B...Koehl U .. Gilbert S NP

. =
U. Kol J Prec Oncology 2024 Eraunhofer 121 — Fraunhofer
1ZI

Biomarker Center am



Multiomics-Analysen fur pradiktive Marker zum Therapieansprechen
61 Patienten behandelt mit anti-BCMA-CAR-T-Zellen

| |
- PB/ KM zum Zeitpunkt der Leukapherese und
Uberlebenskurve P pher
30 Tage nach CAR-T-Zelltherapie
Progression-free survival nonCR
Response == CR == nonCR
)
€ 100% A
2 =3
v
§ 75% i S
o § -
E 50%- Log-rank p-value = 0.0018
= ‘
o 4
£ 25% 4
2 i
3 0% 5
0 100 200 300 400 usAP 1 &
Days since CAR T cell infusion Lymphoid Myeion Oty B
. © Pavma (ol B COATCo & MneCDI4 & <OC @ Pogentor -
Number at risk ® oo ® COBTCen @ Mone COI6 @ pOC
L B S @ 9ot Cen
CR 5 5 3 2 0
nonCR § 2 0 0 0

mm) Unterschiede zwischen Patienten mit CR und nonCR konnten schon zum Zeitpunkt der Leukapherese
vorhergesagt werden

CR = Complete response

U. Kahl nonCR = non Complete response Rade M, ...Koehl U, ...Platzbecker U,...Reiche K,...Vucinic V,...Merz M. =
0 Nature Cancer 2024 # Fraunhofer

PB/ KM = Peripheres Blut/ Knochenmark 1zi




Translationslicke schliefen in starken Netzwerken

= Starke Netzwerke:
Universitaten & aul3eruniversitare Forschungseinrichtungen

Industrie-Akademie Partnerschaften

-

Innovationsliicke

/\lt

Industrie

Grundlagen-  Massen-
forschung / 47 8" produktion
K Technologiekonzept Transfer/ KI|n|sche Studien /

—
TRL: Technology Readiness Level ~ Fraunhofer

1ZI



Livin CLUSTERS  f | Bndeimiriceium

Cluster fur Zell- und Gentherapien %ﬁgmzu e I S ELUL ]
38 wissenschaftliche Pls und 23 Industriepartner

Wertschopfungskette Préklinisch Herstellung Klinische Studien

UniK-T
SB-TRACT
SafeTy

AlloCARTreg
UltraCART

CAR & TCR

Automatisierung T-Zell
-Zellen

Robotik
Kinstliche Intelligenz

Virale Vektoren

Nicht viraler
Gentransfer:
- Genom-Editierung/ TheraSTAR

Designer-Nukleasen

- Sleeping-Beauty 1. Forderperiode: 2022-10/2024
- mMRNA ECP-CAR 2. Forderperiode: 11/2024-2027

OPTIX

U. Kohl Sprecher Leipzig & Dresden: U. K6hl & F. Buchholz Co-Sprecher: U. Platzbecker & M. Bornhauser % Fraunhofer
1zl



Strategien zur genetischen Modifikation
Vom viralen zum nicht viralen Gentransfer

Virale Vektoren Nicht viraler Gentransfer
Lentiviral/ Adeno- ssoziierte CRISPR-Cas, Plasmide
retrovirale Vektoren Viren (AAV) Sleeping Beauty DNA/RNA

genomische Integration extra chromosomal/ episomal
stabile Expression transiente Expression

RISIKO fur Genotoxizitat

Herstellungskosten

. Biining et al, i ?
U. K8hl Doud dCh t
) Human Gene Therapy 2021 ou nSac;aer;lce zgr&en Ier, = Fra'-«l“h()felfI



Plattform fur virale und nicht virale Gentransfermethoden

Stabile und transiente CAR-Expression in verschiedenen Effektorzellen

Plattform allogener CAR-NK-Zellen

= KoRV-pseudotypisierte Lentiviren
ermoglichen die Transduktion von
sich nicht-teilender Zellen?

= AAV-basierte CARs;
Mittels Aktivierungsmix stabiles
Expressionslevel auf “80%. 2>
unabhangig vom Spender?

WK cell transduction
005

AAV vector .

! Patent: PCT/EP2022/081009 (D. Schmiedel, 1ZI)

2H. Buning, MHH — C. Fabian, Fh 1ZI

N
-------

MRNA-basierte CAR-T-Zellen3

CAR expression

ns
ns

F(ab'),+ cells [%]

\'?;o < days post-transfection

v transient CAR T cells

Mal3geschneiderte Nanocarrier

-
oooo
- .,

ok Selbstreplizierende mRNA
=/ und Stabilisierung tGber LNPs

3 S. Tretbar, U. Blache
R. Kitte, Fh 1Z|

Sleeping Beauty Technologie

= Nachste Generation von Sleeping
Beauty Technologien (Patent)*

= Novel CRISPR/Cas9 safety switch

$

Proof of Concept Studie®
ROR1/ ROR2 SB CAR-T-Zellen

Validierung abgeschlossen
Herstellungserlaubnis liegt vor
Studie bewilligt (10 Mio €)

47Z. lvics, 1ZI =
4 7. 1zsvak, MDC ~ Fraunhofer

45 M. Hudecek, UMW and 1ZI izl



... eingebettet in EU-Netzwerke

Nationale und weltweite Netzwerke
far Zell & Gentherapien

Nationale Strategie
fur Gen & Zell
Therapie

i BIH/Charite, Berlin

Akademische Partner

]
~ Fraunhofer
Produktionstechnik I

Sensortechnik
Automatisierung h
KI

Industrie Partner

Lokale Partner

B
XimSAVAR

T2EVOLVE

SAIDPATH

O-eanima

Certanty

Creatic

CAR T safety assessment

Next generation CAR T

ATMP production with Al

IPS-deriv. cardiomyocytes
Digilal Twins and ATMPs

GMP Training

New ATMPs

Designer NK cells

Automated manufacturing

Unsere EU und lokalen Cluster

Z Fraunhofer

1ZI



Zusammenfassung und Ausblick

Steigende Studien- und Patientenzahlen bei ZGT, als Beispiel CAR-T-Zelltherapien - neben der
Hauptindikation Krebs, gewinnt Behandlung anderer Erkrankungen (z.B. Autoimmunerkrankungen)
zunehmend an Bedeutung

Technologische Souveranitat: Komplexe Herstellung erfordert -
Forschung in Prozessverkiirzung, Kl, Automatisierung, Harmonisierung
um viele Patienten adressieren zu kénnen

KI fir Vorhersage von Therapieerfolg und Therapiesteuerung

Biologische Optimierung mit viralem und nicht viralem Gentransfer

Interdisziplinare Forschung in grof3en Netzwerken starken -
Uberwinden von Innovationsliicken = Klinische Anwendung

\ »
- )
“".‘"
oY :
- .
- -
‘ '
aa

Z Fraunhofer
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1ZI



Danke fur lhre Aufmerksamkeit

Sichere & hohe Qualitat
Automatisierung und ZGT-Produktion

technische Verbesserungen

Biologische Optimierung
und Prozessgestaltung

*1:w®@v

Fwwwl

Frl'.'lhzeitiger Dialog mit Smﬁe genetische Modifkation
den Aufsichtsbehorden

www.izi.fraunhofer.de Kontakt: ulrike.koehl@izi.fraunhofer.de ~ Fraunhofer
1zl



