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Voorwoord

Immuuntherapie speelt een steeds belangrijkere rol in de behandeling van kanker. Momenteel betreft
dit vooral de toediening van gezuiverde antistoffen met een grote specificiteit voor een bepaald tumo-
rantigeen of celreceptor. Naast deze ‘humorale’ aanpak, wordt ook getracht de cellulaire immuniteit
van een kankerpatiént in te zetten tegen zijn tumor. Tot voor kort richtte deze manier van immuun-
therapie zich vooral op het in of ex vivo stimuleren en verrijken van T-cellen met een natuurlijke anti-
geenspecificiteit voor de betreffende tumor. Recent onderzoek heeft aangetoond dat ook T-cellen met
een artificiéle antigeenspecificiteit gegenereerd kunnen worden die een sterke cytotoxische anti-tu-
mor werking hebben. Het stimuleren en transduceren van autologe T-cellen met een recombinant chi-
mere antigeenreceptor (CAR), en het vervolgens toedienen van dit preparaat aan een patiént blijkt
een krachtige manier te zijn om tumorcellen te vernietigen waardoor de patiént kan overleven.

Aangezien het bij CAR T-celtherapie gaat om introductie van een genetisch-gemodificeerd organisme
(ggo), heeft de COGEM in haar adviezen al een aantal keer stil gestaan bij het eventuele risico op ver-
spreiding daarvan naar derden en naar het milieu. Hierbij lag de focus nogal eens op inschatting van
de kans op het ontstaan van een replicerend recombinant virus uit de virale vector die gebruikt werd
bij het inbrengen van het CAR-coderende DNA in de T-cellen. De kans op overleving van de CAR T-cel-
len zelf, in het milieu of in een accidentele (immuuncompetente) ontvanger bijvoorbeeld na een prik-
accident, werd verwaarloosbaar klein geacht. Over het potentiele risico van overdracht van CAR T-cel-
len van moeder naar kind, zoals die kan plaatsvinden via de placenta en via moedermelk, was onvol-
doende kennis beschikbaar om hier een uitspraak over te doen. Gezien de toegenomen kans op over-
leving van (jonge, vrouwelijke) kankerpatiénten en de daaraan gekoppelde mogelijke kinderwens,
dient in het kader van T-celtherapie weldegelijk over deze mogelijke ggo-transmissie te worden nage-
dacht, ten einde over de risico’s ervan te kunnen adviseren. Eenzelfde redenering kan gevolgd worden
als het gaat om overdracht van T-cellen via orgaantransplantatie, bloedtransfusie en seksueel contact.

De relatieve onbekendheid met T-cel fysiologie, waaronder T-cel ontwikkeling, overleving en functio-
naliteit, heeft de COGEM ertoe gebracht om een onderzoek te laten uitvoeren naar deze aspecten. De
resultaten van dit onderzoek beschreven in dit rapport leveren een aantal belangrijke conclusies en
aanbevelingen op, bijvoorbeeld ten aanzien van de (lange) levensduur van sommige T-cel subsets, hun
(blijvend) vermogen tot expansie, en de immunotolerantie voor (maternale) T-cellen in een nakome-
ling of een afweeronderdrukte transplantatie-ontvanger. Over de functionaliteit van gg(-CAR)-T-cellen
van maternale of donor oorsprong en eventuele complicaties daarvan, bijvoorbeeld een verstoorde
rijping van het foetale immuunsysteem, kon minder gezegd worden door gebrek aan gegevens.

De auteurs concluderen dat de kans op overdracht van gg-T-cellen, met name in het kader van zwan-
gerschap en borstvoeding reéel is, en dat met dit feit rekening moet worden gehouden in de advise-

ring ten aanzien van het gebruik van gg-T-cellen. Om de uiteindelijke impact van overgedragen gg-T-

cellen te beoordelen is nog meer onderzoek nodig naar de functionaliteit en schadelijke effecten van
gg-T-cellen op termijn, zowel in behandelde patiénten en hun nakomelingen als in (proefdier)model-
len. In zijn totaliteit is de Begeleidingscommissie van mening dat dit rapport een schat aan informatie
biedt over dit onderwerp en een belangrijke bijdrage zal leveren aan de milieurisico-analyse ten aan-
zien van het toenemend gebruik van gg(-CAR)-T-cellen.

Mariet Feltkamp, voorzitter Begeleidingscommissie namens de COGEM
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Afkortingen

APC antigeen presenterende cel

ACT adoptive cell transfer

CAR chimere antigeenreceptor

CCMO Centrale Commissie Mensgebonden Onderzoek
CD cluster of differentiation

CEA carcinoembryonic antigen

CmvV cytomegalovirus

COGEM Commissie Genetische Modificatie

CRISPR-Cas clustered regularly interspaced short palindromic repeats-CRISPR associated genes
CTA cancer-testis antigen

DTH delayed type hypersensitivity

EBV Epstein-Barr virus

ErbB human epidermal growth factor receptor

gg genetisch gemodificeerd

ggo genetisch gemodificeerd organisme

gp100 glycoprotein 100

FIV Feline immune deficiency virus

GVHD graft versus host disease

GVT graft versus tumor

HIV Human immunodeficiency virus

HLA human leukocyte antigen

HSCT hematopoietische stamceltransplantatie

lenW (Ministerie van) Infrastructuur en Waterstaat
MAGE melanoma-associated antigen

MART melanoma-associated antigen recognized by T cells
MELOE melanoma-overexpressed antigen

MHC major histocompatibility complex

MMc maternale microchimere

MRA milieurisicoanalyse

NIMA non-inherited maternal antigen

NTS Nederlandse Transplantatie Stichting

NY-ESO New York esophageal squamous cell carcinoma
PBL perifere lymfocyten (peripheral blood lymphocytes)
RCL replicatie competent lentivirus

RCR replicatie competent retrovirus

SAE serious adverse event

SIV Simian immunodeficiency virus

SOT solide orgaan transplantatie

Tem central memory T-cel

TCR T-cel receptor

Tem effector memory T-cel

TIL tumor infiltrating lymphocyte

Tre regulatoire T-cel

Tsem stem cell memory T-cellen

VWS (Ministerie van) Volksgezondheid, Welzijn en Sport
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Samenvatting

Er wordt steeds meer onderzoek gedaan naar de inzet van genetisch gemodificeerde organismen
(ggo’s) bij de behandeling van patiénten die aan kanker leiden. In de afgelopen jaren zijn er in klinische
studies hoopvolle resultaten geboekt bij kankerbestrijding met genetisch gemodificeerde (gg-)T-cellen
die worden toegediend aan patiénten met het doel om tumorcellen te doden. De goede resultaten
zullen naar verwachting leiden tot een toename van het aantal klinische studies met gg-T-cellen, voor
behandeling van tumoren en ook voor andere toepassingen, bijvoorbeeld bestrijding van virale infec-
ties.

Bij deze klinische studies gaat het om introductie in het milieu van ggo’s, waarvoor een vergunning no-
dig is. In de procedure voor de vergunningverlening voor deze klinische studies wordt een milieurisico-
analyse (MRA) uitgevoerd. Milieurisico’s kunnen zich voordoen als derden in contact komen met de
aan de patiént toegediende ggo’s. Overdracht van gg-T-cellen kan plaatsvinden bij weefsel- en orgaan-
transplantatie en bloedtransfusie, waarbij een met gg-T-cellen behandelde patiént als donor optreedt.
Ook kan overdracht van gg-T-cellen plaatsvinden van een behandelde moeder naar haar (ongeboren)
kind, via de placenta of door het geven van borstvoeding. De Commissie Genetische Modificatie (CO-
GEM) wil met dit rapport inzicht krijgen in de eventuele risico’s die verbonden zijn aan overdracht van
gg-T-cellen langs deze wegen. Deze inzichten kunnen mogelijk worden meegenomen in de MRA en de
basis vormen van COGEM adviezen over introductie van ggo’s in het milieu.

Hoofdstuk 1 geeft achtergronden van de MRA die wordt uitgevoerd in het kader van de ggo-vergun-
ningverlening. De omvang van een risico wordt bepaald aan de hand van 1) de kans dat er blootstelling
aan het ggo plaatsvindt en 2) de schadelijke effecten in aard en omvang die het gevolg kunnen zijn van
de blootstelling. Hoofdstuk 1 biedt tevens een overzicht van adviezen die de COGEM tot op heden
over de MRA van klinische studies met gg-T-cellen heeft uitgebracht. In de adviezen wordt gewezen op
de mogelijkheid van overdracht van gg-T-cellen bij transplantatie en bloedtransfusie, en door over-
dracht van moeder naar kind, maar er wordt nog geen uitgebreide analyse gegeven of hier risico’s aan
verbonden zijn.

Hoofdstuk 2 presenteert de huidige kennis van de biologie van T-cellen en hun T-cel receptor (TCR),
waarmee zij een specifiek antigeen op hun doelwitcel herkennen. In dit rapport ligt de nadruk op de
werking van cytotoxische T-cellen, die bijvoorbeeld een antigeen op tumorcellen kunnen herkennen
waarna zij de cel doden. Zij kunnen ook andere cellen aanvallen als die het antigeen dragen dat door
de T-cel worden herkend. Ook andere T-cellen worden beschreven, bijvoorbeeld regulatoire T-cellen
die de cytotoxische activiteit van T-cellen kunnen onderdrukken (tolerantie). Een belangrijke eigen-
schap van T-cellen is dat zij, na stimulering door het antigeen dat door hun TCR wordt herkend, wor-
den aangezet tot expansie: celdeling, waarbij grote aantallen T-cellen worden gevormd.

Vervolgens gaat dit hoofdstuk in op wat er bekend is over de mogelijkheden van overdracht van T-cel-
len van het ene naar het andere individu.

Tijdens een zwangerschap vindt er via de placenta uitwisseling plaats van lymfocyten, o.a. T-cellen,
tussen de zwangere vrouw en de foetus. Deze uitwisseling leidt tot de aanwezigheid van maternale
microchimere (MMc) cellen in de foetus, die zeer lang, soms levenslang, aanwezig blijven in de nako-
meling. Overgedragen MMc cellen veroorzaken immunologische effecten, zoals tolerantie van de na-
komeling voor non inherited maternal antigens (NIMAs) van de moeder. Overdracht van T-cellen via
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borstvoeding is met name aangetoond in een aantal dierstudies. Ook deze overdracht leidt tot micro-

chimerie, en tot immunologische effecten. Als de moeder gg-T-cellen draagt is er dus een kans dat
deze worden overgedragen naar het kind, zowel via de placenta als via borstvoeding.

Bij transplantatie wordt onderscheid gemaakt tussen hematopoietische stamcel transplantatie (HSCT)
en transplantatie van solide organen (solide orgaan transplantatie, SOT). Bij HSCT worden, naast de
stamcellen, ook gedifferentieerde T-cellen overgedragen. Dat blijkt, bijvoorbeeld, uit het optreden van
graft versus host disease (GVHD) als complicatie. Ook bij SOT kunnen T-cellen worden overgedragen.
Op basis van deze gegevens kan geconcludeerd worden dat als de donor gg-T-cellen draagt, er een
kans is dat deze met het transplantaat worden overgedragen naar een ontvanger. Hetzelfde geldt voor
overdracht van (gg-)T-cellen tijdens bloedtransfusie. Weliswaar worden er routinematig lymfocyten
verwijderd uit de erythrocytenfractie van het bloed, maar er blijven doorgaans T-cellen achter, die on-
der bepaalde omstandigheden schadelijke effecten kunnen veroorzaken na transfusie, bijvoorbeeld in
gevallen dat de kans op eliminatie van de ontvangen (gg-)T-cellen door het immuunsysteem van de
ontvanger gering is. Aldus kan overdracht van gg-T-cellen voor geen van bovenstaande wijzen van
overdracht worden uitgesloten.

Tenslotte beschrijft dit hoofdstuk de mogelijkheid van overdracht van T-cellen via semen, bij seksueel
contact. Die mogelijkheid bestaat maar de kans op overleving van eventueel overgedragen T-cellen, en
het daarmee optreden van schadelijke effecten in de ontvanger, lijkt verwaarloosbaar. Het risico van
overdracht van gg-T-cellen via semen is daarmee eveneens verwaarloosbaar.

Hoofdstuk 3 beschrijft het therapeutisch gebruik van T-cellen en de mogelijk nadelige effecten die
daaraan verbonden zijn, en het belang daarvan voor de MRA van gg-T-cellen.

Een ‘proof of principle’ dat cytotoxische T-cellen bruikbaar zijn in tumortherapieén werd geleverd door
de succesvolle adoptive cell transfer (ACT) van tumor infiltrating lymphocytes (TILs). Hierbij worden T-
cellen uit de patiént ex vivo opgekweekt en teruggebracht in de patiént. De anti-tumor werking van de
TILs berust op de aanwezigheid van cytotoxische T-cellen die specifiek zijn voor de tumorcellen. Als de
patiént dergelijke T-cellen niet zelf al draagt dan kunnen deze beschikbaar worden gemaakt door de
genen die coderen voor de gewenste TCR via genetische modificatie ex vivo in te brengen in T-cellen
van de patiént en de getransduceerde cellen in de patiént te brengen. De TCR genen kunnen bijvoor-
beeld worden geisoleerd uit cytotoxische T-cellen van een andere patiént, die de gewenste specifici-
teit bezitten.

Een belangrijke ontwikkeling om het scala aan antigenen dat wordt herkend door T-cellen te verrui-
men is de ontwikkeling van de chimere antigeenreceptor (CAR). Een CAR lijkt in opbouw op een TCR:
er is een trans-membraan domein gekoppeld aan intracellulaire domeinen die zorgen voor de active-
ring van de T-cel. Het antigeen-herkennend domein van de CAR buiten de cel kan bijvoorbeeld het va-
riabele deel zijn van een (monoclonaal) antilichaam gericht tegen een antigeen van de tumorcel. In
principe kan er voor ieder oppervlakteantigeen van een tumorcel een CAR worden geconstrueerd.

ACT is vooral succesvol als daarbij autologe T-cellen worden gebruikt. Heterologe T-cellen zullen vaak

worden geélimineerd door het afweersysteem van de ontvanger; zij kunnen ook GVHD veroorzaken in
de ontvanger. Toch zou het, uit oogpunt van beschikbaarheid van de therapie, gunstig zijn om ‘univer-
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sele’ T-cellen te ontwikkelen die antigenen herkennen die veel voorkomen op bepaalde typen tumo-

ren, en die inzetbaar zijn in heterologe ACT doordat de reacties die voor eliminatie en GVHD zorgen,
zijn uitgeschakeld. Dergelijke ‘universele’ T-cellen zijn momenteel in ontwikkeling.

De gewenste reactie bij klinische toepassing van cytotoxische gg-T-cellen is het doden van de doelwit-
cellen. Zij kunnen echter ook schadelijke bijwerkingen hebben, doordat het door de TCR of CAR her-
kende antigeen ook op andere, gezonde cellen voorkomt die dan ook worden herkend en gedood, het
‘on-target off-tumor effect’. Deze effecten zullen minder ernstig zijn of zelfs niet voorkomen als het
herkende antigeen uitsluitend op de tumorcellen en niet op andere cellen voorkomt. Voor behande-
ling van melanomen wordt bijvoorbeeld gekozen voor antigenen van eiwitten die specifiek op melano-
cyten voorkomen, of voor antigenen van eiwitten die een rol spelen tijdens embryogenese en daarna
worden uitgeschakeld, maar in tumoren soms weer worden aangeschakeld. In de MRA van de over-
dracht van gg-T-cellen moet er rekening mee worden gehouden dat de expressie van deze eiwitten
anders kan zijn in de ontvanger dan in de patiént. Eiwitten uit de embryogenese kunnen bijvoorbeeld
wél tot expressie komen in een foetus. Verder kan de TCR of CAR van de T-cel in een kruisreactie een
ander antigeen herkennen op een gezonde cel, wat kan leiden tot een schadelijk ‘off-target off-tumor
effect’. De kans van optreden van een off-tumor effect is het kleinst als de T-cel een antigeen herkent
dat specifiek is voor de tumorcel, bijvoorbeeld een gemuteerd eiwit, een ‘neo-antigeen’, dat uitslui-
tend zal voorkomen in de (tumor)cel die de mutatie draagt.

On-target en off-target off-tumor effecten kunnen slechts tot op zekere hoogte worden voorspeld. Er
is daarom gezocht naar mogelijkheden om T-cellen na ACT ‘terug te kunnen roepen’ in het geval er
ernstige schadelijke effecten in de patiént optreden. Dat kan bijvoorbeeld doormiddel van het inbren-
gen van ‘suicide switches’ in de gg-T-cel.

De kans dat na ACT van gg-T-cellen schadelijke effecten optreden wanneer de gg-T-cellen worden
overgedragen naar een derde, is onder meer afhankelijk van de overleving van de overgedragen gg-T-
cellen. Die is afhankelijk van de mogelijkheid dat er afstoting plaatsvindt van de T-cellen. Bij over-
dracht via transplantatie bijvoorbeeld, zullen, afhankelijk van de vorm van transplantatie, afstotingsre-
acties worden onderdrukt. Daarnaast speelt het type overgedragen T-cellen, effector cellen of central
memory cellen, een rol, en de kans dat overgedragen T-cellen worden aangezet tot deling door active-
ring door het antigeen dat zij herkennen.

Een eerste voorwaarde voor overdracht van gg-T-cellen naar derden is de aanwezigheid van gg-T-cel-
len in de patiént. In verschillende studies worden gegevens verschaft over de duur van de aanwezig-
heid van toegediende (gg-)T-cellen in een patiént. T-cellen worden teruggevonden op tijdstippen wis-
selend van minder dan een jaar tot meer dan 16 jaar (wat in dat geval de halfwaardetijd is). Het is me-
thodologisch onmogelijk om de afwezigheid van gg-T-cellen te bewijzen. Er moet daarom rekening
worden gehouden dat er na toediening van gg-T-cellen aan een patiént overdracht naar derden kan
optreden. Wel kan er meer zekerheid worden verkregen dat de gg-T-cellen zijn verdwenen als er een
mechanisme is waarmee de gg-T-cellen actief kunnen worden geinactiveerd, zoals de verschillende
vormen van ‘suicide switches’ die in hoofdstuk 3 worden behandeld, en als dat mechanisme is geacti-
veerd.
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Hoofdstuk 4 geeft een overzicht van de MRA van mogelijke overdracht en effecten van gg-T-cellen van
een patiént naar derden, op basis van de gegevens uit de hoofdstukken 2 en 3. De MRA bevat een
groot aantal onzekerheden: 1) de kans op overdracht verschilt per overdrachtsweg, maar is niet uit te
sluiten; 2) de overlevingskansen van overgedragen gg-T-cellen verschillen per situatie; 3) de mogelijke
schadelijke effecten van ovegedragen gg-T-cellen verschillen afhankelijk van de gebruikte TCR of CAR.
De uiterste risicobeheersingsmaatregel: het verbieden van de behandeling zodat overdracht naar een
derde de facto niet mogelijk is, zou buiten proporties zijn. De risico’s zullen per geval geanalyseerd
moeten worden. Daartoe wordt in hoofdstuk 4 een overzicht gegeven van de informatie die daarbij

door de vergunningaanvrager aangeleverd kan worden.

Bij de conclusies wordt een aantal opmerkingen geplaatst over juridische aspecten van de vergunning-
verlening, aangaande de aanwezigheid van ggo’s bij transplantatie en bloedtransfusie en bij zwanger-
schap en het geven van borstvoeding. De zienswijze wordt verdedigd dat het bij de risico’s van over-
dracht van ggo’s bij transplantatie en bloedtransfusie gaat om risico’s van medisch handelen. In de mi-
lieuvergunning kunnen hierover een aantal voorschriften worden opgenomen die echter kunnen wor-
den opgevat als adviezen aan de verantwoordelijke instantie (de Nederlandse Transplantatie Stichting
(NTS), en Sanquin, de Nederlandse bloedbank faciliteit), en een behandelend arts. Ook ten aanzien van
de risico’s van zwangerschap en het geven van borstvoeding wordt ervoor gepleit voorschriften hier-
omtrent als adviezen te formuleren.

Tenslotte wordt een aantal aanbevelingen gedaan naar aanleiding van de bevindingen in het rapport.
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Executive Summary

The use of genetic modification and genetically modified organisms in the research and treatment of
cancer is growing. Over the past years cancer therapies using genetically modified (GM) T cells have
yielded positive results. The GM T cells are administered to patients with the aim of killing specific tu-
mor cells. It is expected that these hopeful results will lead to an increase in the number of clinical tri-
als with GM T cells.

Clinical trials with GM T cells may lead to the exposure of third parties, i.e., individuals other than the
treated patient, to the GM T cells. Exposure may occur through tissue and organ transplantation, and
blood transfusion, using organs or blood from a patient who has been treated with GM T cells. An-
other potential route of transmission of GM T cells is from a treated mother to her unborn child,
through the placenta, or to her newborn child through breastfeeding.

The Dutch Advisory Committee on Genetic Modification (COGEM) has commissioned this report in or-
der to get insight into potential risks attached to transfer of GM T cells along these routes of transmis-
sion. These considerations can be taken into account in the environmental risk assessments (ERAs) on
which the advices of COGEM are based.

Chapter 1 presents an overview of the Dutch legislation regarding genetically modified organisms
(GMOs). In this legislation, the exposure of third parties to GMOs, including GM T cells, is seen as de-
liberate release of GMOs into the environment. The ERA of deliberate release assesses the potential
risks of a release on basis of 1.) the chance of exposure to the GMO and 2.) the magnitude of the ad-
verse effect that is the consequence of the exposure. In previous advices COGEM has already pointed
out the possibility that GM T cells may be transferred by organ transplantation and blood transfusion,
as well as from mother to child.

Chapter 2 of this report presents an overview of the biology of T cells, and the way that T cells recog-
nize their specific target cells through their T cell receptor (TCR). The emphasis of this report is on cy-
totoxic (CD8*) T cells that kill, for instance, tumor cells, but that may also attack normal cells. The cyto-
toxic activity of CD8* T cells is under the control of regulatory T cells, leading to tolerance. Upon anti-
gen recognition, T cells undergo extensive cell division, resulting in large numbers of antigen-specific T
cells.

Chapter 2 then provides an overview of what is known about the possibilities of transfer of T cells from
person to person.During pregnancy exchange of lymphocytes, including T cells, occurs between the
expecting mother and her unborn child across the placenta. This results in the presence of maternal
microchimeric (MMc) cells in the fetus. These MMc cells survive over long periods, even lifelong, in the
offspring. MMc cells cause immunological effects in the offspring, e.g., tolerance to non-inherited ma-
ternal antigens (NIMAs).Transfer of T cells through breastfeeding has been shown to occur in various
animal models. This transfer also leads to the presence of MMc cells in the child, which causes immu-
nological effects.Therefore, if the mother carries GM T cells during pregnancy or lactation, these GM
cells may be transferred to the fetus or newborn child, across the placenta or through breastfeeding.

For organ transplantation a distinction can be made between haematopoietic stem cell transplanta-

tion (HSCT) and solid organ transplantation (SOT). In HSCT, primarily stem cells are transferred to the
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recipient, but differentiated T cells may also be transferred during treatment, often resulting in the oc-

currence of graft versus host disease (GVHD). SOT may also lead to the transfer of T cells, which occa-
sionally leads to GVHD. Therefore, if the donor carries GM T cells, there is a possibility that these may
also be transferred to the recipient together with the transplant. Survival of the transferred cells will
depend on the chance of elimination by the immune system of the recipient, which depends on the
type of transplantation, human leukocyte antigen (HLA) matching between donor and competence of
the recipient’s will have occurred, or the immune system . For blood transfusion a similar situation ex-
ists. Although lymphocytes are removed from the erythrocyte fraction (‘packed cells’) of the blood,
that is used for transfusion, some T cells remain. This is apparent from the fact that blood transfusion
is known to lead to GVHD in cases where (complete) elimination of donor T cells by the recipient’s im-
mune system is unlikely to occur. If the donor carries GM T cells, transfer of these T cells by transfu-
sion with the donated blood cannot be excluded but the chance is small.

The possibility of sexual transfer of T cells is also taken into consideration. Semen may contain T cells,
therefore semen of males that have been treated with GM T cells may contain these T cells. The
chances of survival of the GM T cells after transfer to another person are considered to be minimal,
because after transfer the T cells are likely to be eliminated by the immune system of the recipient.
The possibility of sexual transfer of T cells is therefore considered negligible.

Chapter 3 describes the therapeutic use of GM T cells. Proof of principle of the efficacy of cytotoxic T
cells in tumor therapies was obtained by the successful adoptive cell transfer (ACT) of tumor infiltrat-
ing lymphocytes (TILs). This therapy involves ex vivo culturing of TILs isolated from tumor biopsies of
the patient, followed by the expansion and infusion of these T cells into the patient. The anti-tumor
activity of TlLs is based on cytotoxic T cells that recognize and kill tumor cells. If such T cells are not
available in the immune repertoire of the patient, T cells carrying the required TCR can be constructed
by transducing T cells with a gene construct coding for the polypeptides that make up the TCR. The
TCR genes can be isolated from cytotoxic T cells that have proven to be effective against the tumor

type.

The range of antigens that are recognized by cytotoxic T cells can be extended by the development of
chimeric antigen receptors (CARs). Like a TCR, a CAR contains a transmembrane domain linked to in-
tracellular domains that are functional in activating the T cell. The antigen recognizing domain of the
CAR that extends from the cell surface, can be, for instance, the variable domain of a monoclonal anti-
body that recognizes an antigen on the tumor cell. This offers the possibility to construct a CAR with
specificity for, in principle, any antigen located on the surface of a tumor cell.

ACT treatment is successful when autologous T cells of the patient are used, but heterologous T cells
will often be eliminated by the immune system of the recipient. They may also cause GVHD in the re-
cipient. Still, the development of a ‘universal’ heterologous T cell, that can be used ‘off the shelf’, in
various patients, is attractive from the point of view of availability of a cost effective therapy. A suc-
cessful universal T cell should not be sensitive to elimination by the recipient’s immune system, e.g.,
by inactivating the HLA expression of the T cell, and not cause GVHD, which can be accomplished by
inactivating its endogenous TCRs.
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Next to the intended effect of killing the target tumor cells, cytotoxic T cells can also cause adverse

side effects. If the antigen recognized by the TCR or CAR of the T cell is also expressed on other, nor-
mal cells, these cells may be killed as well by the T cell: an ‘on-target off-tumor effect’. Depending on
the type of healthy cells that are recognized and killed, the off-tumor effect may cause a serious or
even lethal serous adverse event (SAE). No SAEs are expected if the antigen recognized by the T cell is
exclusively expressed on the tumor cells. This is illustrated by the various types of antigens that may
be chosen for treatment of melanomas: differentiation proteins that are specific for melanocytes; pro-
teins that are overexpressed in melanomas; proteins like cancer/testis proteins that have a function in
embryogenesis, and that are downregulated later in life but may be expressed again in tumor cells;
and so-called neo-antigens, gene products of a gene that carries a mutation that only occurs in the
particular tumor.

Differentiation proteins and overexpressed proteins are also present (at least to some extent) in nor-
mal melanocytes. Cytotoxic T cells recognizing these antigens may also attack these normal cells, with
potential adverse effects. Proteins expressed in embryogenesis are not expected to be present in
healthy tissues, but may be expressed in a fetus or young child. T cells recognizing these antigens may
cause adverse effects if they are transferred to them. Neo-antigens can be expected to be fully specific
for the tumor in which they are expressed, and T cells recognizing these antigens are not expected to
cause adverse off-tumor effects. The TCR or CAR may also be crossreactive with another antigen on a
healthy cell causing an ‘off-target off-tumor effects’. One such effect has already led to a severe SAE.

The possibilities to predict on- and off-target off-tumor effects are limited. Therefore strategies have
been developed to inactivate T cells if they show adverse effects after administration to a patient. ‘Sui-
cide switches’ have been devised that can be installed into a T cell, and can be activated so as to cause
instantaneous cell death, should elimination of the GM T cells be necessary because of SAEs.

The likelihood that GM T cells will have adverse effects also depends on their survival after transfer.
Survival depends on the likelihood of elimination of the T cells by the immune system of the recipient.
In transfer via organ transplantation, for instance, the treatment may involve, dependent on the type
of transplantation, suppression of immune reactions in the recipients. In other cases, elimination
through the immune system is less likely, because of HLA matching between donor and recipient.
Other factors are the phenotype of the transferred T cells, i.e., effector cells or memory cells, and the
chance that transferred T cells encounter their cognate antigen in the recipient, followed by expansion
of the T cells.

Measurements of survival of (GM) T cells after transfer to a patient show variation from less than a
year to a half life of over 16 years. However, no definite proof can be obtained regarding the complete
disappearance of GM T cells in blood, only an indication that the number of T cells is below the limit of
detection. Therefore, an ERA should take into account that there is a chance of transfer of GM T cells
from a patient who has been treated with the GM T cells to a recipient, by (organ) transplantation,
blood transfusion, pregnancy or breastfeeding.

Chapter 4 presents an overview of the ERA of the potential transfer of GM T cells from a patient to a
third party. The ERA is based on the arguments discussed in chapters 2 and 3. There will be major sci-
entific uncertainty about the arguments underpinning the ERA, therefore the precautionary principle
applies. The ultimate risk management measure would be to prohibit the use of GM T cells in clinical
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trials, but such a measure would be disproportionate, given the importance of the development of this
type of medical treatment.

The risks will have to be assessed on a case-by-case basis. The chance of transfer of GM T cells should

be considered low but not unrealistic for pregnancy, breast feeding and organ transplantation, and

only minimal to negligible for blood transfusion. The magnitude of the potential adverse effects can be

assessed on the basis of information elements that an applicant can supply:

- Which antigen is recognized by the T cell, and in that context, can an estimate be made of the
chance of on- and off-target off-tumor effects?

- Have additional modifications been introduced in the T cell to increase the safety, e.g., suicide
switches; can these switches be applied in all potential recipients, e.g., also in a young child?

- Have additional modifications been introduced in the T cell, such as a knock-out of an endogenous
TCR or the endogenous HLA?

- Have specific safety studies been conducted on the TCR/CAR and what were the results?

- What is the expected duration of survival of the GM T cells after transfer to the patient?

If it cannot be excluded that adverse effects may occur in a recipient of the GM T cells, an estimate

should be made of the potential survival of transferred GM T cells in the recipient:

- Isthe recipient immune tolerant for the transferred GM T cells?

- What s the likelihood that the transferred GM T cells will be stimulated by their cognate antigen in
the recipient?

In a discussion of the legal aspects of licensing of clinical trials with GM T cells, it is argued that the lia-
bility for the potential effects of organ transplantation and blood transfusion is with the Dutch Trans-
plant Foundation and with the blood bank facility Sanquin. These organizations should be responsible
for performing the ERA described in this report.

The decision to become pregnant and to breastfeed is a primary concern of a woman who has been
treated with GM T cells. She should be informed by the ERA, and she should be counseled by her med-
ical advisors regarding the potential risks.

The chapter ends with a summary of recommendations.
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1 Inleiding

Dit hoofdstuk presenteert de door de Commissie Genetische Modificatie (COGEM) geformuleerde
aanleiding en het doel van het voorliggende onderzoek, dat gericht is op de milieurisico-analyse
(MRA) van de klinische toepassing van gg-T-cellen. Vervolgens wordt in paragraaf 1.3 de juridische
achtergrond van de vergunningverleningsprocedure toegelicht waarbinnen de MRA wordt uitge-
voerd, gevolgd door uitleg over de methodologie van de MRA. Dit hoofdstuk wordt afgesloten met
een kort overzicht van eerdere adviezen van de COGEM over klinische toepassingen van gg-T-cellen
en van de MRAs die aan die adviezen ten grondslag liggen. Daarbij wordt verwezen naar een bijlage
waarin de COGEM adviezen worden samengevat.

1.1 Aanleiding van het onderzoek

De COGEM heeft de aanleiding voor het onderzoek als volgt geformuleerd:

“In de afgelopen jaren zijn er in (vooralsnog kleine) klinische studies hoopvolle resultaten geboekt met
gg-T-cellen om verschillende vormen van kanker te bestrijden. De gg-T-cellen worden aan patiénten’
gegeven met als doel om een effectieve afweerreactie tegen tumoren te genereren. Voor verschillende
typen tumoren is aangetoond dat deze benadering kan werken en het aantal wereldwijd uitgevoerde
klinische proeven met gg-T-cellen neemt dan ook toe.

Ook in Nederland worden klinische studies met gg-T-cellen uitgevoerd. In deze experimenten worden T-
cellen van patiénten of van gezonde donoren ex vivo (buiten het lichaam) genetisch gemodificeerd zo-
dat de gg-T-cellen een receptor op hun opperviak tot expressie brengen die specifieke antigenen op tu-
morcellen kan herkennen. Nadat de gg-T-cellen weer zijn ingebracht in de patiént kunnen tumorcellen
door de gg-T-cellen herkend en vernietigd worden.

Bij het gebruik van lichaamsvreemde donor T-cellen, bijvoorbeeld omdat de patiént zelf niet voldoende
T-cellen aanmaakt, kan het noodzakelijk zijn om de T-cellen ook dusdanig genetisch te modificeren dat
ze niet als lichaamsvreemd herkend en vernietigd worden. Een andere modificatie die aangebracht kan
worden in het geval van o.a. leukemiepatiénten, is er op gericht dat de T-cellen niet herkend en vernie-
tigd worden door antilichamen die als onderdeel van de behandeling aan patiénten worden toege-
diend. Aangezien het hier gentherapie betreft, d.w.z. toepassing van ggo’s bij mensen, vallen deze klini-
sche studies onder de ggo-regelgeving en moet een MRA worden uitgevoerd. Deze MRA richt zich
hoofdzakelijk op de werkzaamheden met, en het eventuele verspreidingsrisico van de virale vector ge-
bruikt om de gemodificeerde antigeenreceptor te introduceren.

Hoewel de behandeling voor de betrokken patiénten risico’s met zich mee kan brengen, lijken de ri-
sico’s voor derden? (c.q. het milieu) beperkt tot afwezig. De gg-T-cellen kunnen zich niet handhaven
buiten het lichaam en kunnen zich zodoende niet verspreiden naar derden. Een uitzondering hierop vor-
men bloed-, weefsel- en orgaandonaties, waarbij ook T-cellen kunnen worden overgedragen. Om te
voorkomen dat gg-T-cellen zich op een dergelijke wijze verspreiden naar derden, worden behandelde

1 Het gaat in dit rapport om de MRA van klinische studies met gg-T-cellen. De deelnemers aan deze studies zijn
patiénten die in gespecialiseerde ziekenhuizen een behandeling ondergaan. In het kader van deze studie zouden
zij ook kunnen worden gezien als ‘proefpersonen’. Gekozen is echter voor de term ‘patiénten’; waar in de tekst de
term ‘patiént’ wordt gebruikt kan dus ook de term ‘proefpersoon’ worden gelezen.

2 ‘Derden’ zijn de ‘niet-patiénten’, dus alle personen die niet de klinische behandeling ondergaan.
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proefpersonen levenslang uitgesloten van donatie. Levenslang, omdat (bepaalde subsets van) T-cellen

een jarenlange levensduur hebben en aangenomen wordt dat gg-T-cellen eenzelfde levensduur ken-
nen. Deze opgelegde beperking roept een aantal additionele vragen op, aangezien T-cellen ook kunnen
worden overgedragen van moeder naar (ongeboren) kind, zowel via de placenta als via moedermelk.
Zo is het onduidelijk in welke mate gg-T-cellen worden overgedragen op het ongeboren kind tijdens een
zwangerschap van een behandelde patiént, en of het noodzakelijk is dat patiénten behandeld met gg-
T-cellen uitgesloten worden van het geven van borstvoeding. Daarnaast is het onduidelijk of overdracht
van gg-T-cellen daadwerkelijk risico’s met zich meebrengt voor het (ongeboren) kind. Specifieke vragen
die hierbij onder meer spelen zijn:
- hoe lang overleven (al dan niet) ex vivo geéxpandeerde (gg-)T-cellen eigenlijk in het lichaam
van de behandelde patiént?
- hoeveel T-cellen en welke typen T-cellen worden overgedragen tijdens de zwangerschap, via moe-
dermelk en via bloed-, weefsel- en orgaandonatie?
- hoe lang overleven de ‘gedoneerde’ T-cellen vervolgens in hun nieuwe gastheer, en wat zijn de mo-
gelijke effecten in het blootgestelde kind, en de ontvangers van donororganen, -weefsels en bloed?
Bij bovengenoemde vragen spelen mogelijk de exacte modificaties in de gg-T-cel een rol, maar ook de
rijpheid of conditie van het immuunsysteem van de ontvanger.”

1.2 Doel van het onderzoek

De COGEM heeft het doel van het onderzoek als volgt geformuleerd:

“De COGEM wil graag:

1) inzicht verkrijgen in eventuele risico’s voor kinderen die voor, tijdens of na hun geboorte zijn
blootgesteld aan gg-T-cellen afkomstig van moeders die eerder behandeld zijn met gg-T-cellen,
waarbij een mogelijk nadelig effect op het rijpend immuunsysteem ook aandacht verdient. Dit is
van belang voor de MRA bij klinische gentherapiestudies met T-cellen en het voorschrijven van
eventuele maatregelen. Daarnaast geven de resultaten de betroffen patiénten ook inzicht in de
aan- of afwezigheid van risico’s voor hun kinderen.

2) inzicht verkrijgen in de risico’s verbonden aan bloed-, weefsel- en orgaandonaties door personen
die eerder behandeld zijn met gg-T-cellen en de eventuele tijdstermijnen verbonden aan het op-
leggen van maatregelen. Bij het in kaart brengen van deze risico’s dient oog te zijn voor het type
transplantatie of transfusie (solide orgaan, beenmerg of bloedcomponent), en voor de conditie
van het immuunsysteem van de ontvanger, d.w.z. onderdrukt (bijv. bij een niertransplantatie) of
gedepleteerd (bij allogene beenmergtransplantatie).”

1.3 De MRA van klinische studies

Het Besluit genetisch gemodificeerde organismen (verder ‘het Besluit ggo’) bepaalt dat doelbewuste
introductie van ggo’s in het milieu alleen plaats mag vinden als uit een vooraf uitgevoerde MRA3 blijkt

3 Voor meer uitleg over de MRA voor ggo toepassingen in het algemeen zie het COGEM rapport ‘Analyse van de
Europese wet- en regelgeving over genetisch gemodificeerde organismen’ (CGM 2016-05). In de vergunningverle-
ningsprocedure van het Besluit ggo wordt op basis van de MRA de beslissing genomen of een vergunning ver-
leend kan worden.
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dat er bij de introductie geen onaanvaardbare risico’s optreden voor ‘de gezondheid van de mens en

het milieu’. Een vergunning onder het Besluit ggo voor een klinische studie met gg-T-cellen wordt af-
gegeven als uit de MRA blijkt dat de risico’s voor mens en milieu aanvaardbaar zijn*.

In Nederland worden klinische studies waarbij ggo’s worden gebruikt gezien als introductie in het mi-
lieu van ggo’s, omdat een patiént die een behandeling met ggo’s ondergaat of heeft ondergaan zich na
behandeling weer ‘in het milieu’ kan begeven, ook als hij nog drager is van ggo’s. De patiént wordt
vanzelfsprekend niet in juridische zin in zijn of haar vrijheid beperkt; het staat de patiént op ieder mo-
ment vrij®> om zich in het milieu te begeven. Daarbij bestaat echter wel de mogelijkheid dat de bij de
patiént behandeling toegepaste ggo’s zich in het milieu gaan verspreiden en daarmee wordt rekening
gehouden in de MRA.

De MRA

De MRA wordt uitgevoerd als onderdeel van een vergunningverleningsprocedure van het Ministerie
van Infrastructuur en Waterstaat (lenW), krachtens het Besluit ggo. Met betrekking tot de gezondheid
gaat het Besluit ggo over de veiligheid van de menselijke gezondheid in algemene zin. Het is niet ge-
richt op de gezondheid van een patiént die in het kader van een medische handeling wordt blootge-
steld aan een ggo. Die veiligheid valt onder wet- en regelgeving waarvoor het Ministerie van Volksge-
zondheid, Welzijn en Sport (VWS) verantwoordelijkheid draagt. Ethische aspecten van medisch onder-
zoek bij de mens worden getoetst door de Centrale Commissie Mensgebonden Onderzoek (CCMO).
Het Loket Gentherapie coordineert de procedures die bij de verschillende instanties moeten worden

doorlopen, met het doel om deze te stroomlijnen en voor de onderzoekers inzichtelijker te laten verlo-

pen.

De mogelijke milieurisico’s van een klinische toepassing van een ggo worden bepaald in een MRA, aan

de hand van:

1) de eigenschappen van het uitgangsorganisme waaruit het ggo is vervaardigd;

2) de nieuwe (en eventueel ook de door de genetische modificatie veranderde oude) eigenschap-
pen die het ggo heeft gekregen door de genetische modificatie, en

3) de omstandigheden waaronder het ggo wordt toegepast, die onder meer bepalend zijn voor de
blootstelling van mens en milieu aan het ggo.

De MRA volgt een vast stramien dat is vastgelegd in de Europese ggo regelgeving (zie de Richtlijn

2001/18/EG; zie ook de uitleg over de MRA van de Europese Commissie in 2002/623/EG). De verande-

ring die door de genetische modificatie is aangebracht in de eigenschappen van het ggo, bijvoorbeeld

de toevoeging van een nieuw gen, wijziging van de eigenschappen of de expressie van een bestaand

gen of het uitschakelen van de werking van een gen, bepalen, in combinatie met de eigenschappen

van het uitgangsorganisme, de door de genetische modificatie veroorzaakte mogelijke schadelijke ef-

fecten die kunnen optreden bij de toepassing van het ggo. De omstandigheden van de toepassing be-

palen de kans dat een mogelijk schadelijk effect ook daadwerkelijk op kan treden.

De risico’s van de toepassing van een ggo worden vastgesteld aan de hand van overwegingen over de

ernst van het schadelijke effect en de kans dat dit schadelijke effect optreedt. Afhankelijk van deze

5 In vergunningen voor gentherapie wordt gesproken van ‘aanvaardbare’ risico’s, als de risico’s verwaarloosbaar
zijn. Voor vergunningen voor gentherapie zie de GGO Vergunningendatabase; kies bij ‘procedure’: ‘IM-MV’, en bij
‘status’: ‘vergunning onherroepelijk’.

6 In een vergunning onder het Besluit ggo kunnen alleen voorschriften worden opgenomen ten aanzien van de
behandeling, geen voorschriften die bindend zijn voor een persoon die de behandeling ondergaat.
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overwegingen worden de risico’s ingeschat van hoog tot verwaarloosbaar (zie ook het COGEM rapport

‘Methodology for environmental risk assessments in medical and veterinary biotechnology’, CGM
2012-04). Als uit de MRA blijkt dat de risico’s van de handeling met een ggo niet verwaarloosbaar zijn,
wordt vervolgens vastgesteld of en hoe de risico’s door middel van risicobeheersingsmaatregelen kun-
nen worden ingeperkt tot verwaarloosbaar. De vergunning wordt in zo’n geval afgegeven met het
voorschrift dat de betreffende risicobeheersingsmaatregelen moeten worden uitgevoerd.

De milieurisicobeoordeling van effecten van ggo’s kan worden gekenmerkt door een hoge mate van
onzekerheid, bijvoorbeeld door ontbrekende kennis. Als een dergelijke onzekerheid bestaat dan moet
deze in de risicoanalyse worden beschreven. De onzekerheid zal bij het nemen van een beslissing over
het verlenen van een vergunning door de vergunningverlener verder worden geanalyseerd conform
het voorzorgbeginsel (zie paragraaf 4.2).

De aanvraagformulieren van Loket Gentherapie, bijvoorbeeld het Aanvraagformulier Beoordeling van

klinisch onderzoek met gentherapeutica - Virale vectoren, geven meer uitleg over de MRA zoals die

moet worden uitgevoerd voor klinisch gentherapieonderzoek.

1.4 Eerdere COGEM adviezen betreffende toepassing gg-T-cellen

De COGEM heeft in de loop van de tijd diverse adviezen uitgebracht over klinische experimenten met
gg-T-cellen. In Bijlage 1 wordt een overzicht van deze adviezen gegeven (met internet links naar de ad-
viezen).

In de adviezen gaat de COGEM in op de volgende twee risico’s:

1) de eventuele vorming en de verspreiding van replicatiecompetent (recombinant) virus.

De gg-T-cellen die worden gebruikt zijn vervaardigd met behulp van virale vectoren. Het gebruik van
virale vectorsystemen brengt het risico met zich mee dat er in de preparaten infectieus replicatiecom-
petent virus aanwezig is, dat de T-cellen tijdens het transductieproces kan infecteren.

Dit risico valt buiten het kader van de vragen voor de MRA die in dit rapport wordt behandeld.

2) de effecten van de mogelijke verspreiding van de gg-T-cellen in het milieu.

In de klinische studies waarover de COGEM heeft geadviseerd worden gg-T-cellen intraveneus toege-
diend aan een patiént. Er is aangetoond dat (niet-gemodificeerde) T-cellen na intraveneuze toediening
minstens 6 maanden tot een jaar aanwezig blijven (Morgan et al., 2006; Kalos et al., 2011; Porter et al.,
2011). Daarbij bestaat de kans dat gg-T-cellen buiten het lichaam komen en dus vrijkomen in het mi-
lieu, bijvoorbeeld bij handelingen tijdens de toediening en bij monstername na de toediening, of bij
verwonding van de patiént. Op een dergelijke manier vrijgekomen gg-T-cellen kunnen niet overleven
in het milieu en zullen op die wijze niet worden overgedragen aan derden. Onbedoelde overdracht van
gg-T-cellen naar derden kan wel plaatsvinden als een medewerker slachtoffer is van een prikaccident.
Echter, de kans is groot dat overgedragen gg-T-cellen hierbij herkend en geélimineerd worden door
het afweersysteem van de, immuun-competente, medewerker.

Overdracht van gg-T-cellen kan ook plaatsvinden bij donatie van bloed en weefsels en organen. In haar
analyses van de risico’s gaat de COGEM hier niet uitgebreid op in, maar er wordt (bijvoorbeeld in
CGM/171013-02) ingestemd met het voornemen van de aanvrager om erop toe te zien dat patiénten
afzien van het doneren van bloed(producten) en organen.
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In CGM/171013-02 en CGM/180103-02 wordt erop gewezen dat het niet is uitgesloten dat T-cellen via
borstvoeding worden overgedragen van moeder op kind. Of overdracht van gg-T-cellen via borstvoe-
ding plaatsvindt, hoe lang (geactiveerde) gg-T-cellen in het kind kunnen persisteren en of hier risico’s
aan verbonden zijn is niet bekend. Het advies is daarom om patiénten aan wie gg-T-cellen worden toe-
gediend af te laten zien van het geven van borstvoeding. Er wordt aangegeven dat de COGEM, na na-
der onderzoek, in een later stadium terugkomt op de levensduur van gg-T-cellen, de mogelijke over-
dracht van gg-T-cellen van moeder op kind, en eventuele risico’s van gg-T-cellen voor het kind.

Juist de risico’s die in deze alinea zijn genoemd vormen de aanleiding voor het onderzoek waarvan

voorliggend rapport het resultaat is.

Ameco & NKI 18 Milieurisicoanalyse gg-T-cellen



2
NETHERLANDS

CANCER
INSTITUTE L5

2 Overdracht van niet-gemodificeerde T-cellen

Dit hoofdstuk biedt een algemeen overzicht van de eigenschappen van T-cellen, toegespitst op de
functies die in dit rapport aan de orde zijn. Vervolgens wordt ingegaan op de mogelijkheden van
overdracht van T-cellen van een behandelde patiént naar een andere persoon, bij zwangerschap,
borstvoeding, geslachtsgemeenschap, weefsel- en orgaandonatie en bloedtransfusie. Deze gegevens
vormen de achtergrond voor de MRA van de overdracht van gg-T-cellen, die in Hoofdstuk 3 wordt
behandeld.

2.1 Eigenschappen van T-cellen

T-cellen zijn gespecialiseerde cellen binnen het immuunsysteem die over een zeer brede antigeen-her-
kenning beschikken en een rol spelen bij het herkennen en doden van lichaamsvreemde cellen, cellen
met lichaamsvreemde elementen, zoals virus geinfecteerde cellen, of afwijkende cellen zoals tumor-
cellen. Dit proces wordt sterk gereguleerd, om te voorkomen dat goed functionerende lichaamseigen
cellen worden gedood. Tijdens een zwangerschap zorgt deze regulatie er ook voor dat cellen van de
foetus niet worden gedood door T-cellen van de moeder.

T-cellen ontstaan in het beenmerg uit hematopoietische stamcellen. Onder invloed van cytokines ont-
staan er pro-T-cellen die in een rijpingsproces in de thymus uitgroeien tot verschillende typen T-cellen.
Na het rijpingsproces komen de T-cellen terecht in de perifere bloedcirculatie, in de lymfe en in de
(lymfoide) organen.

T-cellen herkennen antigenen gepresenteerd op andere cellen met behulp van een T-cel receptor
(TCR). Figuur 1 geeft de opbouw weer van een TCR. Een TCR bestaat uit 2 ketens, een a en een B keten
voor aTCRs. Daarnaast zijn er TCRs met een y en een 6 keten: y6TCRs.

Figuur 1 De afTCR (Sharpe en Mount, 2015)

E Target cell De afTCR, zoals die zich bevindt op het oppervlak van CD8*
cytotoxische T-cellen (CD: cluster of differentiation), is verant-
@ i woordelijk voor de antigeenherkenning. Een TCR bestaat uit
i ” Peptide twee ketens: de a en B keten. Beide ketens hebben een con-

TCR stant deel (c) en een variabel deel (v). Het variabele deel be-
paalt de antigeenspecificiteit. De TCR is geassocieerd met het
CD3 complex, dat bestaat uit drie transmembraan signaalmo-
leculen (CD3{Z, CD36¢ en CD3ye). Een TCR kan een interactie
aangaan met een antigeen op een doelwitcel wanneer het
doelpeptide wordt gepresenteerd door het juiste MHC (MHC-
| voor CD8" cytotoxische T-cellen). Efficiénte activering van de
T-cel vereist ook gelijktijdige binding van de T-cel co-receptor
(CD8 voor cytotoxische T-cellen). (ss: disulfide brug)

T cell

CD3 complex
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Voor het herkennen van het grote aantal verschillende (peptide) antigenen dat voor kan komen is een
grote verscheidenheid aan TCRs nodig. Die verscheidenheid ontstaat door een specifiek recombinatie-
proces tussen de V(D)J DNA segmenten die de genetische informatie bevatten voor de vorming van de
a- en B- (dan wel de y- en 6-) ketens. Door dit recombinatieproces kan een groot aantal, in de orde van
107, verschillende TCRs worden gevormd. De diversiteit van de ontstane TCRs is random; er ontstaan

daarbij TCRs die zowel vreemde als lichaamseigen antigenen herkennen.

Een aBTCR herkent een antigeen op een andere cel als het wordt gepresenteerd op een specifiek ma-
jor histocompatibility complex (MHC) van die cel. De TCR is dan ‘gerestricteerd’ tot dat MHC. In de thy-
mus vindt een positieve selectie plaats van T-cellen die een TCR dragen die, in combinatie met een
CD4 of CD8 co-receptor, gerestricteerd zijn tot een lichaamseigen MHC van de juiste klasse: MHC-I
voor CD8* T-cellen, MHC-Il voor CD4* T-cellen. MHC-I en MHC-Il worden bij de mens aangeduid als res-
pectievelijk human leukocyte antigen (HLA) klasse | en Il. Zich ontwikkelende T-cellen met afTCRs die
niet in staat zijn om MHC te herkennen, worden tijdens de positieve selectie geélimineerd. Sommige
Y8TCRs zijn eveneens gerestricteerd tot herkenning van MHC-gepresenteerde antigenen, maar er zijn
ook y6TCRs die andere moleculen op hetceloppervlak herkennen.

T-cellen hebben de belangrijke functie dat zij niet-lichaamseigen antigenen herkennen. Herkenning
van een antigeen door een CD8* T-cel leidt tot celdood. Een T-cel die antigenen van lichaamseigen cel-
len herkent zal dus die cellen kunnen doden; herkenning van eigen antigenen moet dus worden voor-
komen. Daarom wordt er vroeg in de ontwikkeling van het immuunsysteem tolerantie opgebouwd te-
gen de herkenning van lichaamseigen antigenen. T-cellen die eigen antigenen met sterke affiniteit her-
kennen ondervinden negatieve selectie en sterven in de thymus. Een deel van de CD4* T-cellen die ei-
gen antigenen herkennen gaat niet dood en deze T-cellen ontwikkelen zich tot regulatoire T-cellen
(Tres cellen), die vanuit de thymus in de periferie terecht komen en daar immuunreacties onderdruk-
ken. T-cellen die in de thymus met lage affiniteit binden aan een eigen antigeen, of die buiten de thy-
mus pas binden aan een eigen antigeen dat niet in de thymus voorkomt, gaan dood in de lymfeklieren,
of hun activiteit wordt onderdrukt door CD4* Trec cellen die hetzelfde antigeen herkennen.

De T-cellen die een TCR dragen dat een niet-lichaamseigen antigeen herkent verlaten de thymus als
‘naieve’ T-cellen (er heeft nog geen perifere antigeen herkenning plaatsgehad) en circuleren daarna in
het lichaam in een rustende staat. Zij kunnen worden geactiveerd door interactie met hun antigeen,
als dat op het juiste MHC worden gepresenteerd door een antigeen presenterende cel (APC). De T-cel
groeit dan uit tot een kloon van T-cellen die allemaal dezelfde TCR dragen. Bij de uitgroei ontstaan
dochtercellen die differentiéren in de richting van memory cellen en effector cellen. Bij CD8* T-cellen
worden daarbij verschillende stadia onderscheiden: stem cell memory T cells (Tscm), central memory T
cells (Tem), effector memory T cells (Tem) en effector T cells (Terr). De differentiatie wordt geregeerd
door een groot aantal factoren die de expressie van (groepen van) genen reguleren (Best et al., 2013).
Nadat een infectie is bedwongen en het antigeen niet meer aanwezig is, verdwijnen de T-cellen met
een effector fenotype en blijven de T-cellen met een memory fenotype over. Ook CD4* T-cellen ken-
nen Tem, Tem en Terr stadia.

CD8* Terr cellen hebben cytotoxische activiteit: zij doden cellen die een antigeen presenteren dat door

de CD8* Terr cel wordt herkend. CD4* T-cellen hebben een helper functie. Een naieve CD4* T-cel kan
onder invloed van verschillende cytokines differentiéren tot een aantal typen T helper (Th) cellen,
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waarvan met name Th1, Th2 en Th17 cellen van belang zijn. De verschillende helpercellen onderschei-

den zich door de typen cytokines die zij aanmaken, waardoor verschillende cellen van het immuunsys-
teem worden gestimuleerd, zoals CD8* T-cellen, macrofagen, eosinofiele en neutrofiele granulocyten.
Tres cellen onderdrukken de proliferatie en de effectoractiviteit van T-cellen.

T-cellen kunnen ook ‘kunstmatig’ worden geactiveerd door binding van een antilichaam aan het CD3
deel van het TCR complex (zie figuur 1), wat een vergelijkbaar effect heeft als de binding van het anti-
geen aan de TCR. Hiervan wordt gebruik gemaakt bij adoptive cell transfer (ACT, paragraaf 3.1).

De activering van een T-cel die aanzet tot proliferatie en tot cytotoxische activiteit vindt ook plaats
wanneer een chimere antigeenreceptor (CAR) een interactie heeft met het antigeen dat door de CAR
wordt herkend (paragraaf 3.2.2).

2.2 Overdracht van T-cellen

Het risico dat derden lopen door overdracht van gg-T-cellen van een met T-cellen behandelde patiént

wordt mede bepaald door de kans dat deze overdracht daadwerkelijk plaatsvindt (zie paragraaf 1.3).

Omdat dierlijke cellen niet kunnen overleven in het milieu kan overdracht van (gg-)T-cellen van een

patiént naar een andere persoon alleen plaatsvinden als de cellen daarbij niet aan het milieu worden

blootgesteld. Zo’n directe (gg-)T-cel overdracht kan slechts op een beperkt aantal manieren plaatsvin-

den:

- van moeder naar ongeboren kind, via de placenta (paragraaf 2.2.1);

- van moeder naar geboren kind, via moedermelk (paragraaf 2.2.2);

- van donor naar ontvanger, via transplantatie en transfusie van organen, weefsels of bloed (para-
graaf 2.2.3);

- van man naar sexpartner, via seksueel contact (paragraaf 2.2.4).

Er zijn geen experimentele gegevens bekend over de overdracht van gg-T-cellen langs deze wegen van
een patiént naar andere personen, maar er zijn wel gegevens beschikbaar over de overdracht van niet-
gg-T-cellen. Informatie daarover wordt in de volgende paragrafen gepresenteerd.

2.2.1 Overdracht van maternale T-cellen naar de foetus, via de placenta

De placenta is een plaats waar cellen van de moeder en de foetus in nauw contact komen met elkaar.
Via de placenta vindt er uitwisseling plaats van maternale cellen naar de foetus en omgekeerd, van de
foetus naar de moeder, wat leidt tot microchimerie in zowel de moeder als het kind (Kinder et al.,
2017). Microchimerie is het resultaat van bidirectionele overdracht van cellen, die ‘microchimere cel-
len” worden genoemd, tussen een moeder en een foetus. De rol die de maternale microchimere
(MMc) cellen spelen in het kind is, evenals de rol van foetale microchimere cellen in de moeder, voor
een groot deel nog onbekend. MMc cellen blijven langdurig aanwezig en worden na overdracht vanuit
de moeder nog gevonden in volwassen nakomelingen. Bij MMc betrokken T-cellen maken een gering
deel uit van het totale aantal T-cellen (1 in 5000, het totale aantal overgedragen maternale cellen is in
de orde van 105 Loubiére et al., 2006; Molés et al., 2017). Kanaan et al. (2017) hebben gekeken naar
aantallen MMc cellen in navelstrengbloed. Zij laten zien dat MMc memory T-cellen en naieve T-cellen
overgerepresenteerd zijn in navelstrengbloed.
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MMc T-cellen kunnen levenslang aanwezig blijven in het kind. Ondanks hun geringe aantal hebben ze

aanwijsbare effecten op het immuunsysteem; zo induceren zij tolerantie tegen non-inherited maternal
antigens (NIMAs), waardoor bijvoorbeeld de kans op afstotingsreacties en graft versus host disease
(GVHD) wordt verlaagd bij weefsel- en orgaandonatie van moeder aan kind (Kinder et al., 2017).

Immuunreacties in de placenta worden sterk gereguleerd om te voorkomen dat er afstotingsreacties
en abortus optreden. Tilburgs en Strominger (2012) suggereren dat de activiteit van cytotoxische CD8*
T-cellen, ongeacht specificiteit, in de placenta wordt onderdrukt. Dit berust op een balans van een
groot aantal immunologische factoren op het foetaal-maternale grensvlak. Die balans kan verstoord
worden door bijvoorbeeld virale infecties, die daardoor kunnen leiden tot een (lichte) verhoging van
het aantal spontane abortussen. De auteurs van het artikel suggereren dat dit veroorzaakt zou kunnen
worden door een verandering van de immunologische balans en vermindering van de onderdrukking
van de activiteit van CD8* T-cellen. Memory T-cellen van de moeder gericht tegen paternale antigenen
in de foetus, waaronder CD8* memory T-cellen die direct binden aan paternale MHC moleculen, wor-
den niet geactiveerd in de placenta (Tilburgs en Strominger, 2013).

2.2.2 Overdracht van maternale T-cellen naar het kind, via borstvoeding

Moedermelk bevat levende cellen, onder andere leukocyten, waaronder T-cellen. Hassiotou et al.
(2013) hebben cel aantallen in moedermelk bij de mens gekwantificeerd, en daarbij het percentage
leukocyten bepaald. Colostrum (melk geproduceerd gedurende de eerste vier dagen post partum) be-
vat tot 2 x 10° cellen/ml, waarvan 13 - 70% leukocyten. Het totaal aantal cellen daalt in de twee weken
daarna naar rond 10°/ml. Het percentage leukocyten daalt naar waarden van 0 tot 2%. Molés et al.
(2018) noemen een aantal van >10° lymfocyten/ml in moedermelk in de eerste week post partum, da-
lend naar 6 x 10% in week vier, waarna het aantal daalt naar rond 103/ml in week acht. De lymfocyten
in moedermelk bestaan voornamelijk uit perifere CD4* en CD8* memory T-cellen (Moleés et al., 2017).
Met bovenstaande gegevens kan berekend worden hoeveel T-cellen aan het kind via moedermelk
worden overgedragen. Er vanuit gaande dat een baby van 2 weken 150 ml melk per dag drinkt, zouden
daarin 107 T-lymfocyten aanwezig kunnen zijn. Als de moeder meer dan 1 per 107 gg-T-cellen draagt
dan zouden er iedere dag één of meerdere gg-T-cellen beschikbaar zijn voor overdracht; die cellen
moeten dan nog wel het darmepitheel passeren. Molés et al. (2018) wijzen erop dat het darmepitheel
van een pasgeborene nog vrij doorlaatbaar is voor laagmoleculaire stoffen en geven als hypothese dat
het darmepitheel in deze periode vrij doorlaatbaar is voor (immuun)cellen. De hoge doorlaatbaarheid
duurt bij de mens slechts enkele dagen, maar het duurt meer dan een jaar voordat er een volledige
‘gut closure’ is. Ook na gut closure kunnen cellen nog steeds het darmepitheel passeren door transcy-
tose.

Gegevens over de overleving van leukocyten in gekolfde moedermelk zijn niet consistent (Weiss,
2005), maar laten zien da