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Herausforderungen und Perspektiven

U. Köhl

◼ CAR-T-Zellen: „Lebende Krebsmedikamente“

Herstellung, Qualitätskontrolle und Logistik

◼ Automatisierung und Upscaling – Produktion 4.0

◼ Neue Technologien – Technologische Souveränität



Die Medizin der Zukunft

U. Köhl

Immunzellen (CAR-T-Zellen…): Heilung von Krebs- bis zu den großen Volkskrankeiten

▪ Einmalige Behandlung

▪ Korrektur der Ursache

▪ Langanhaltende Wirkung

Heute - Linderung

▪ Chemische Substanz

▪ Kontinuierliche Einnahme

▪ Linderung von Symptomen

Morgen - HeilungPräzisionsmedizin

▪ Zell- und Gentherapie

▪ Ex vivo Manipulation der

Immunzellen

Genmodifikation Genomchirurgie & Gentherapie

Zellen

CAR: Chimärer Antigen-Rezeptor



Präzisionsmedizin gegen Krebs

Einsatz von CAR-T-Zellen

U. Köhl

Große Erfolge in der Krebsbehandlung

Gentherapie mit  autologen „CAR“-T-Zellen

2022

Krebs-

zelle

CAR

T-Zelle

CAR: Chimärer Antigen-Rezeptor 

◼ Weltweit große Erfolge bei CD19+ hämatologischen Erkrankungen (ALL, DLBCL)

◼ CAR-T-Zelltherapien bei hochmalignen Tumoren: 100-fach mehr Patienten

◼ Neuerdings auch Einsatz von CAR-T-Zellen bei Autoimmunerkrankungen*

ATMP: Advanced Therapy Medicinal Products (Zell- / Gentherapeutika)

ALL: Akute Lymphatische Leukämie

DLBCL: Diffuse Large B-Cell Lymphoma

*Mackensen et al. (2022), Nature Medicine

https://emilywhiteheadfoundation.org/10-years-of-car-t/



Zeitalter der Zell- und Gentherapien

U. Köhl

CAR-T-Zellen: Marktzulassungen und Klinische Studien

Upstaza®

Roctavian®

2009 - 2014           2015         2016          2017                  2018 2019                    2020 2021                  2022

Chondrocelect®

Glybera®

Provenge® und MACI®

(alle zurückgezogen)

Imlygic®

Holoclar®

Zalmoxis®

Strimvelis®

Yescarta® (FDA)

Kymriah® (FDA)

Spherox®

Kymriah® (EMA)

Yescarta® (EMA)

Zynteglo ®

Obnitix ®

Tecartus ®

Libmeldy®

Breyanzi® (FDA)

Abecma®

(FDA)

Luxturna®

Alofisel®

Zolgensma®

Cavykti ®

1Vucinic V .. Koehl U.  Frontiers Medicine 2021

◼ 6 Marktzulassungen (anti-CD19-, anti-BCMA- CAR-T-Zellen)

◼ Derzeit weltweit > 1200 klinische Studien, 90% in USA & China

weniger als 10% in Europa, ~ 5% in Deutschland1* 

◼ Marktprognose ATMP & CAR-T-Zellen: ~10-15 Mrd. USD bis 

2024#, ~200 Mrd. € bis 2026+

*Updated 01/2023 (Source: https://clinicaltrials.gov )  
# www.globenewswire.com
+Focus Report, Roland Berger, Future of health3  9/2021

https://clinicaltrials.gov/


CAR-T-Zellherstellung: Dezentral und zentral

Eigene Erfahrungen

U. Köhl

Dezentrale, akademische Herstellung

◼ Frühe Phase I/IIa- Studien 

◼ nur möglich durch ausreichend geschultes und trainiertes Personal

Beispiel: 

1) CD20 CAR T-Zellen2,3 – Herstellung an der MHH

Erfahrung im Team: 200 Stammzellprodukte & > 80 virus-spezifische T-Zellprodukte/ Jahr

2) ROR1 CAR T-Zellen mit Sleeping Beauty Techn. – Herstellung am IZI (Koop. M. Hudecek
∗
)

Schnelle Umsetzung neuer Innovationen über Akademie

Zentrale, akademische Herstellung

◼ Phase I-IV- Studien bis Übergang kommerziell – CAR Pipeline (Akademie & Industrie) 

◼ Fraunhofer IZI: großes GMP-Team (105 Mitarbeitende I 14 Reinräumen) – höchster Standard

Beispiel: CTL019-Studie/ Kymriah® (Fraunhofer IZI – Koop. Novartis) > 500 CAR-T-Zell-Produkte1

Hohe technologische Plattform → viele Patienten

1Vucinic V. … Koehl U. Frontiers Medicine 2021 

*M. Hudecek, H. Einsele, Würzburg und Z. Ivics, MDC Berlin

2Koehl U et al, HGT 2018
3Aleksandrova K et al. Transfusion Medicine and  Hemotherapy 2019

© Fraunhofer IZI 

© Fraunhofer IZI 



Herstellung von CAR-T-Zellen: Aktueller Stand der Technik

U. Köhl

Weltweit übliches Verfahren#: 

Manuell bis teil-automatisiert

Prozessschritte: 1. Stimulation 

2. Transduktion

3. Expansion

4. Formulierung

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

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

(Aktuell: Prozessverkürzungen)

▪ Komplexe Qualitätskontrolle

▪ Zugelassene Produkte > ¼ Mio €

▪ Hoher personeller Trainingsaufwand
(Herausforderung für kleine akademische Einheiten)

Komplex, zeitaufwendig &  kostenintensiv

*Koehl U et al, HGT 2018    | Roddie et al. Cytotherapy 2019   | ten Haml R et al. Cytotherapy 2020

# Maschan M et al. Nat Communication 2021  I   Fowler N et al. Nature Med 2021  I  Schuster S et al. Leukemia & Lymphoma 2022



Komplexe Qualitätskontrolle (QC) der CAR-transduzierten T-Zellen

Eingangskontrollen, In-prozess-Kontrollen (IPC), freigaberelevante QC & Begleituntersuchungen

U. Köhl

IPC QC

Immuno-
selection

Selected
T cells

Formulation &
cryopreservation

IMP
Storage,   

thawing, &
application

Activation

day 0

Expansion
CAR 

T cells

up to day 10-12

Leuk-
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Mononuclea
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Patient
Cryo-

preservation
Thawing

and/or

Trans-
duction

day 1

▪ Aussehen & Beschreibung

▪ Identität

▪ Mikrobiol./Mykopl.-Kontrolle

▪ Reinheit /Unreinheit

▪ CAR-Expression

▪ Quantität

▪ Funktionalität

Exemplarisch:

EP 2.7.23 Flowzytometrische Analyse

EP 2.6.21 Realtime PCR: VCN

(vector copy number)

EP 2.6.14 Bakteriol. Endotoxin Test

EP 2.6.27 Mikrobiologische Kontrolle

EP 2.6.21 Mykoplasmen



Aufwendige Logistik

U. Köhl

Überprüfung

Identität

Vorbereitung

zur Infusion

Apherese

Zentrum

(Zellsammlung)

Leukapherisat

Labeln

Kryoprä-

servation
Transport zum

Fraunhofer IZI

Behandlung Rücktransport zur

behandelnden Klinik

CAR T-Zell 

Produkt

Kryoprä-

servation

am IZI

Herstellung am

Fraunhofer IZI

Identität

▪ Transport und Herstellung von CAR-T-Zellen erfordert interdisziplinäre Zusammenarbeit

▪ Vein-to-vein time (dezentral – zentral): 2- 6 Wochen

CTL019 /  Kymriah®: Kooperation Fraunhofer IZI und Novartis Abbildung modifiziert- Tyagarajan S et al. Molecular Therapy 2020 



Optimierung Herstellungsprozess

Beschleunigte Herstellung mit neuartiger T-Charge™Plattform

U. Köhl

Produkt 1 2 3 4 5 6 Total

Tisagenlecleucel 1 day 1 day 2 day 7-8 days 9 day 1 day 21-22 days

T-ChargeTM platform 1 day 1 day 9 days 1 day 12 days*

2
purification & 
activation

3 transduction

4 Ex vivo expansion

5 QC & formulation
1

apheresis & 
transport

6
Final product 
delivery

▪ Vereinfachte Herstellung < 2 Tage, keine in-vitro Expansion der Zellen

▪ Verkürzung der Vein-to-vein time auf 12 Tage (inkl. 9 Tage für QC)

Hochwirksame CAR-T-Zellen 
▪ verbesserte in-vivo Expansion und längere Persistenz

▪ akzeptables Nebenwirkungsprofil

Konventionelle Herstellung:

▪ Hauptsächlich zentrale Gedächtnis-T-Zellen mit 

einigen Effektor- und Effektor-Gedächtnis-T-Zellen

Höherer Grad an Seneszenz und Effektor-

Funktion, kürzere Lebensdauer1

T-ChargeTM Plattform3-6:

▪ Mehr naive T-Zellen und T-Gedächtnis-

Stammzellen (TSCM) im Endprodukt

▪ weniger erschöpfte T-Zellen

▪ Bewahrt die Stammzelleigenschaft der T-Zellen →

führt zu verbesserter in-vivo Expansion und 

Antitumoraktivität2

Höhere Potenz, Proliferation, Persistenz und 

klinische Wirksamkeit2-6

Studien: YTB323 (anti-CD19) NCT03960840

PHE885 (anti-BCMA) NCT05172596

3Bu et al, ASH 2021
4Sperling et al, ASH 2021

5Engels Blood 2021
6Flinn Blood 2021

1Gattinoni L, JCI 2005
2Gattinoni L, Nat Med. 2011



Herausforderungen und Perspektiven

U. Köhl

◼ CAR-T-Zellen: Lebende Krebsmedikamente

Herstellung, Qualitätskontrolle und Logistik

◼ Automatisierung und Upscaling – Produktion 4.0

◼ Neue Technologien – Technologische Souveränität



Automatisierung des Herstellungsprozesses

Dezentrale POC-Herstellung von CAR-T-Zellen

Provided by
Miltenyi Biotec



Automatisierte Herstellung von CAR-T-Zellen
Eigene Erfahrungen

Nature Reviews | Immunology
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Cross-priming

The ability of certain 

antigen-presenting cells to load 

peptides that are derived from 

exogenous antigens onto MHC 

class I molecules. This property 

is atypical, because most cells 

exclusively present peptides 

from their endogenous 

proteins on MHC class I 

molecules.

Immunoediting

A process by which the 

immune system of a host may 

alter the gene expression of an 

emerging tumour, such that the 

most immunogenic epitopes 

are removed or ‘edited’, 

thereby facilitating tumour 

escape from immune 

recognition.

exogenous antigens and present them to T cells in the con-

text of MHC class II molecules, or in the context of MHC 

class I molecules through a mechanism known as cross-

priming. Such indirect recognition of tumour-associated 

antigens by T cells might provide an effective means of 

targeting tumour masses that have lost MHC expression  

by triggering innate immunity and vascular collapse.

Immune surveillance might eliminate many micro-

scopic tumours before they become evident and, based 

on experiments in mice, some investigators have pro-

posed that tumours experience immunoedit ing13,14,163. 

However, tumour masses that grow uncontrollably 

and ultimately kill their hosts demonstrably express 

immunologically targetable antigens. Thus, not only 

do tumour masses ‘escape’ recognition by eliminating 

antigenic targets that they express, but they also co-opt 

or render insufficient the adaptive immune system of 

the host164.

The first human tumour-associated antigen gene 

to be defined at the sequence level was melanoma-

associated antigen 1 (MAGEA1), which encodes the 

antigen MZ2E15. Since then, hundreds of antigens that 
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Multizentrische Studie (BMBF): 

Rezidivierendes Melanom Stage III/IV 

▪ Koop.:Miltenyi Biotec (Sponser)  

H. Abken (Forschung)/ U. Köhl (Herstellung)

▪ Klinische Studie „3+3“ Design (frische Applikation)

▪ Bisher: 8 Patienten behandelt

CD3
CD4

CD8

TransduktionseffizienzExpansion der T-Zellen

Automatisierte Herstellung:  

▪ Homogene Expansionsrate

Median: 6x10e9 Gesamt T-Zellen

▪ Erfolgreiche Transduktionseffizienz

Priesner C … Koehl U. HGT 2016  | Aleksandrova K … Koehl U. Transfusion Medicine and Hemotherapy, 2019U. Köhl



Kommerzielle zentrale Produktion von CAR-T-Zellen

Versorgung vieler Patienten gewährleisten

▪ Kapazität erhöhen (Novartis +124% 2019 vs. 2021)

▪ Logistik und „turnaround time“ reduzieren       

(Vein-to-vein time (dezentral – zentral): 2- 6 Wochen)

▪ Novartis weltweit 7 Hersteller auf 4 Kontinenten
(> 6000 Patienten in über 33 Ländern mit Kymriah® versorgt)* 

▪ Kite neben USA neue Produktionsstätte in Niederlanden                
(> 6600 Patienten weltweit mit Yescarta® und Tecartus® versorgt)*

https://www.gilead.com/news-and-press/press-room/press-releases/2018/5/kite-announces-new-worldwide-facilities-

and-expanded-collaboration-with-national-cancer-institute-to-support-cell-therapy-pipeline

*Stand 2021
U. Köhl



Von der manuellen Produktion zur automatischen, KI-gesteuerten und 

digital kontrollierbaren modularen Produktionsstraße

zentrale ProduktionCliniMACS Prodigy®

Miltenyi Biotec 

Cocoon® Platform

Lonza

Sefia Cell Processing

Cytiva

ADVA X3TM

ADVA Biotechnology
Manuelle Fertigung

Aber: Es fehlen noch Konzepte um 100-fach mehr Patienten zu adressieren

(notwendig: Von hämatologischen zu onkologischen und anderen Erkrankungen)

✓ Step 1: Halb-automatisch zu vollautomatisch

▪ Robotik/ Modular/ Skalierbar: Konzept Industrie 4.0

U. Köhl



Massenproduktion

Technologische Souveränität
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Mass Production

e.g. VW Käfer

„People can have the

Model T in any colour

− as long as it's black.“

Henry Ford (1913)

e.g. BMW online car configurator

Personalisierte

Produktion

9-fach mehr Produkt/ pro Mitarbeiter

Clinimacs

Prodigy

Automatisierung

autolog

allogen

KI-gesteuert, Robotik, Prozessstraßen

According to Yoram Koren: The Global Manufacturing 

Revolution; source: Ford, beetleworld.net, bmw.de, dw.de

Copyright © 2020 McCoy R, Hasan J, Ward S & Gaddum N.,

Published by Cell and Gene Therapy Insights under Creative

Commons License Deed CC BY NC ND 4.0.
U. Köhl



Zukunftsfähige technische Konzepte für die Qualitätskontrolle

▪ Fortschritte in der Fertigung erfordern ebenso neue technische Lösungen in der Qualitätskontrolle

▪ Entwicklung und Umsetzung muss in enger Abstimmung mit den Aufsichtsbehörden erfolgen

Aktuell:

▪ Manuelle Probennahmen und zeitaufwändige Analysen

▪ Basis QC-Parameter

(z.B. Zellzahl, Vitalität, Reinheit, CAR-Expression)

▪ Bioreaktoren – nur wenige integrierte Parameter zu 

Kulturbedingungen (Gas, Temperatur, ph-Wert)

Künftige Anforderungen:

▪ Echtzeitüberwachung und Inline-Technologien

(nicht-invasiv, kennzeichnungsfrei, kontaktfrei)

▪ Automatisierte Prozessüberwachung, digitale 

Kommunikation & KI, adaptiver Prozessstrategie

Produktion

Technologien für die Qualitätskontrolle

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



Blick auf Trends in der Qualitätskontrolle und Patientenüberwachung

Begleitende Studien mit Omics, RNAseq und fortschrittlicher Durchflusszytometrie

Seliger B … Koehl U.  Immuno-Oncology Insights 2021
Seliger B & Koehl U. Frontiers Immunology 2022

Transcriptomics and neurotoxicity (ICONS)

Loeffler-With H …. Koehl U, Reiche K. Frontiers Immunology in press

Frontiers Immunology 2021

Close cooperation in the crosslink Fraunhofer IZI and University/ University hospital Leipzig

U. Köhl



Herausforderungen und Perspektiven

U. Köhl

◼ CAR-T-Zellen: Lebende Krebsmedikamente

Herstellung, Qualitätskontrolle und Logistik

◼ Automatisierung und Upscaling – Produktion 4.0

◼ Neue Technologien – Technologische Souveränität



Limitationen bei personalisierter CAR-T-Zelltherapie

▪ Ausfallraten bei CAR-T-Zell-Herstellung (Juliet, Zuma-1, Eliane …): 1-12%1-4, tlw. Angaben bis zu 17%

Warum? Stark vorbehandelte Patienten: 

(i) limitierte KM Funktion, 

(ii) gering funktionale / erschöpfte T-Zellen,

(iii) Faktoren beinflussen Lymphozytenmobilisierung

▪ Rezidiv durch transduzierten leukämischen Klon

während des Herstellungsprozesses5

Lyu et al. Nature Reviews Clinical Oncology 2020

Alternative Strategien:

▪ Allogene genom-editierte UCART6

▪ Allogene CAR-NK-Zellen, CAR-Makrophagen…

1Schuster SJ et al. NEJM 2019    I    2Neelapu SS et al. NEJM 2018                I    3Ambramson JS et al. JCO 2018  
4Maude SL et al. NEJM 2018       I    5Ruella M. et al. Nature Medicine 2018    I     6Benjamin R et al. …. Qasim W. Lancet 2020U. Köhl



Neue Formate: Von autologen zu allogenen CAR-Effektor-Zellen

Eigene Arbeiten: Allogene CAR NK-Zellen
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Neue Strategien zur genetischen Modifikation

Vom viralen zum nicht viralen Gentransfer für CAR-Effektorzellen

Lentiviral/ 

retrovirale Vektoren

CRISPR-Cas, 

Talen, ZFN

Adeno- ssoziierte

Viren (AAV) 

genomische Integration extra chromosomal/ episomal

Plasmide

DNA/RNA

Virale Vektoren Nicht viraler Gentransfer

transiente Expressionstabile Expression

Risiko für Genotoxizität

Herstellungskosten

Doudna and Charpentier, 

Science 2014

Büning et al, 

Human Gene Therapy 2021
U. Köhl



Zukunftscluster

Frühe Translation durch vernetzte Technologien (PIs: 38 Akademie & 13 Industrie)

Komplette Wertschöpfungskette

Virale Vektoren:

- AAVs

Nicht viraler

Gentransfer:

- Genom-Editierung/

Designer-Nukleasen
- Sleeping-Beauty

- mRNA

Automatisierung 

Robotik

Künstliche Intelligenz

Sprecher/ Co-Sprecher Leipzig und Dresden: U. Köhl/ U. Platzbecker und E. Bonifazio/ M. BornhäuserU. Köhl



SaxoCell

Zusätzlicher Nutzen durch Inter- und Transdisziplinarität 

Designer-Recombinase

▪ Universelle Applikation

(„off the shelf“)

Nicht-viraler Gentransfer

▪ Mono und bi-spezifische NK-Zellen

▪ NK-Zellen und mAB

▪ AAV (patentiert)-basierte CARs

▪ Intrazelluläre Optimierung

Plattform allogener CAR-NK-Zellen

▪ Sleeping Beauty (SB) Technologie

(patentiert)

▪ Nächste Generation SB I 

Erhöhtes Sicherheitsprofil

▪ Neuer CRISPR/Cas9 Safety switch

Gene Transfer 
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Ivics et al. (1997) Cell

RECTECH

PRECISION GENOME SURGERY

coop. Z. Ivics - IZIcoop. H. Büning - IZIF. Buchholz, DresdenU. Köhl



Zusammenfassung und Ausblick

▪ Technologische Souveränität: Automatisierung der 

Produktionsverfahren; Industrie 4.0

(Robotik, Digitalisierung, KI)

▪ Von autologen zu allogenen CAR-Effektorzellen (z.B. CAR-NK-Zellen)

▪ Preisgünstiger und sicherer Gentransfer: Von viral → AAV →

nicht viralem Gentransfer

▪ Transdisziplinäre Forschung in großen Netzwerken stärken →

Überwinden von Innovationslücken → Überführen in die klinische 

Anwendung

Ziel: Bezahlbare Zell- und Gentherapien für alle Patienten

Future_of_Health3_E_ONLINE  Ronald Berger 09/2021
U. Köhl
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