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Kernpunten
•  �Na allogene stamceltransplantatie kunnen adenovirusinfecties 

leiden tot ernstige complicaties en mortaliteit.
•  �Een gecombineerde respons van CD8-positieve en CD4-positieve 

T-cellen tegen adenovirus-hexonepitopen is geassocieerd met 
klaring van adenovirus.

•  �Adenovirus-hexonspecifieke T-cellen geïsoleerd uit perifeer bloed 
van de stamceldonor kunnen gebruikt worden voor preventie of 
behandeling van adenovirusziekte na stamceltransplantatie.

Inleiding
Humaan adenovirus kan ernstige complicaties veroorzaken bij 
immuungecompromitteerde patiënten, vooral bij kinderen na 
allogene stamceltransplantatie [1-3]. Onvoldoende afweer door 
T-cellen kan leiden tot gedissemineerde adenovirusziekte, die is 
geassocieerd met hoge mortaliteit. Er zijn geen gecontroleerde 
studies met antivirale geneesmiddelen zoals ribavirine en cidofovir 
die hun werkzaamheid tegen adenovirusziekte aantonen, en hun 
toepassing wordt beperkt door toxiciteit. Herstel van immuniteit, 
in de vorm van T-cellen die specifiek zijn voor adenovirus, is 
essentieel ter bescherming tegen adenovirusziekte na stamcel-
transplantatie [4-6]. Bevordering van herstel van adenovirusspeci-
fieke T-cellen door deze cellen van de stamceldonor naar de 
patiënt over te brengen, zou een effectieve en langdurige bescher-
ming tegen adenovirus kunnen bieden.
T-cellen die adenovirus-epitopen herkennen, zijn bij gezonde 
volwassenen in kleine aantallen aangetoond. Het zijn vooral 
CD4-positieve T-helpercellen, hoewel ook CD8-positieve cytotoxi-
sche T-cellen werden gezien. De T-cellen herkennen vooral 
structurele eiwitten van het virus, zoals het adenovirus-hexon
eiwit [7]. De epitopen die door de T-cellen herkend werden, zijn 
geconserveerd aanwezig in verschillende adenovirusvarianten,  
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Abstract
Combined CD8-positive and CD4-positive adenovirus hexon-
specific T cells associated with viral clearance after stem cell 
transplantation as treatment for adenovirus infection
Objective

To investigate the role of both CD8-positive cytotoxic and 
CD4-positive helper T cells against the adenovirus hexon protein 
in protection from adenovirus disease, and to develop a method 
to allow transfer of these T cells as a treatment option. Human 
adenovirus can cause morbidity and mortality in immunocom-
promised patients after allogeneic stem cell transplantation. 
Reconstitution of adenovirus-specific CD4-positive helper T cells 
has been reported to be associated with sustained protection 
from adenovirus disease, but epitope specificity of these 
responses has not been characterized.
Design and methods

The presence of T cells specific for adenovirus hexon was 
analyzed in peripheral blood of paediatric and adult allogeneic 
stem cell transplantation recipients who showed spontaneous 
resolution of disseminated adenovirus infection. Isolation of the 
specific T cells from healthy donors was performed by magnetic 
separation after antibody labelling.
Results

Clearance of adenovirus viremia coincided with emergence of a 
coordinated CD8-positive and CD4-positive T cell response 
against adenovirus hexon epitopes in patients after allogeneic 
stem cell transplantation. Specific T cells were efficiently 
isolated from donor peripheral blood, resulting in adenovirus-
specific T cell lines, which were functional and efficiently lysed 
adenovirus-infected target cells.
Conclusion

This study provides a rationale and strategy for the transfer of 
donor-derived adenovirus-specific CD8-positive and CD4-posi-
tive T cells for the treatment of disseminated adenovirus 
infection after allogeneic stem cell transplantation.
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wat waarschijnlijk bescherming biedt tegen alle varianten.
Voornamelijk CD4-positieve T-helpercellen tegen adenovirus 
worden bij patiënten na allogene stamceltransplantatie gemeten 
nadat adenovirusinfecties geklaard zijn [4-6]. Er is niet onderzocht 
tegen welke adenoviruseiwitten de T-cellen gericht zijn. Daarnaast 
blijft het onduidelijk of alleen CD4-positieve T-helpercellen bij 
deze afweer betrokken zijn, of dat ook CD8-positieve cytotoxische 
T-cellen belangrijk zijn, zoals bij de meeste andere virale infecties. 
In dit onderzoek hebben we gekeken welke T-celrespons geassoci-
eerd is met het klaren van adenovirusinfectie na stamceltransplan-
tatie, om hierop een nieuwe behandelstrategie te kunnen baseren.
Met als doel de afweer tegen adenovirusinfecties na een stamcel-
transplantatie te herstellen, kunnen adenovirusspecifieke T-cellen 
afkomstig van de donor aan de patiënt worden toegediend. 
Wanneer ongeselecteerde donor-T-cellen aan de patiënt worden 
gegeven, kan een deel van het totale repertoire aan donor-T-cellen 
normale weefsels van de patiënt herkennen en ernstige schade 
aanrichten aan vooral huid, darmen en lever in de vorm van 
graft-versus-host disease. Om deze herkenning te voorkomen 
hebben wij er in dit onderzoek voor gekozen de T-cellen die gericht 
zijn tegen adenovirus-hexoneiwit te isoleren uit perifeer bloed van 
de stamceldonor. Deze adenovirusspecifieke T-cellen kunnen 
vervolgens toegediend worden aan patiënten na stamceltransplan-
tatie ter preventie of behandeling van adenovirusziekte.

Methoden
Voor dit onderzoek is gebruikgemaakt van cellen uit perifeer bloed 
en uit huidbiopten van gezonde donoren en van patiënten na 

allogene stamceltransplantie, nadat toestemming was verkregen 
van de lokale medisch-ethische toetsingscommissie en na 
informed consent.
Mononucleaire cellen werden geïsoleerd uit perifeer bloed door 
middel van ficoll-isopaque-scheiding. Als infectieparameter werd 
adenovirus-DNA in plasma van patiënten gemeten met kwantita-
tieve polymerase-kettingreactie (PCR) [8]. Synthetische peptiden 
werden geproduceerd volgens de sequentie van hexoneiwit van 
humaan adenovirus serotype 5 – als bekende immunogene 
peptiden of als pool van overlappende peptiden van 15 aminozuren 
die het hele hexoneiwit omvatten. Voor analyse van mononucle-
aire cellen uit perifeer donorbloed en analyse van T-cellijnen werd 
gebruikgemaakt van fluorescent gelabelde antilichamen en 
analyse middels flowcytometrie.
Om T-cellijnen te genereren werden mononucleaire cellen uit 
perifeer bloed gedurende vier uur gestimuleerd met 10–6 mol/L 
gepooled adenovirus-hexonpeptide. Vervolgens werden de cellen 
gewassen in fosfaatgebufferde zoutoplossing, en werden cellen 
geïsoleerd die interferon gamma (IFNγ) produceerden. Hiertoe 
werd op het oppervlak van alle T-cellen een antilichaam aange-
bracht dat uitgescheiden IFNg direct kan binden. Een tweede 
antilichaam, gericht tegen IFNg en gekoppeld aan superparamag-
netische deeltjes, kan vervolgens binden aan alle met IFNg gecoate 
cellen. Met behulp van een magneet kunnen daarna de IFNg-pro-
ducerende cellen gescheiden worden van de overige cellen. De 
geïsoleerde cellen en de achtergebleven fractie werden beide 
gekweekt met 50 IU/mL interleukine-2, waarbij het kweekmedium 
elke drie tot vier dagen werd ververst.

 Figuur 1

Adenovirusspecifieke T-celrespons bij patiënten na allogene stamceltransplantatie

Aandelen van CD8-positieve en CD4-positieve T-cellen die interferon gamma (IFNγ) produceren na stimulatie met gepooled adenovirus-
hexonpeptide in monsters perifeer bloed van 7 kinderen en 6 volwassenen (A) tijdens of (B) na klaring van adenovirus-DNA in plasma. 
Aantallen zijn bepaald direct ex vivo, of na een week proliferatie om detectie van zeer lage aantallen mogelijk te maken. Blauwe bolletjes 
geven specifieke responsen weer, witte bolletjes tonen metingen onder de detetectielimiet.
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Cytotoxische capaciteit werd getest met een 51Cr release assay [9]. 
Hiertoe werden fibroblasten geïncubeerd met 10–6 mol/L adenovi-
ruspeptiden of deeltjes adenovirus serotype 5 (multiplicity of 
infection 500). Na wassen werden de fibroblasten gedurende een 
uur gelabeld met Na2

51CrO4 en geïncubeerd met een T-cellijn. Na 
tien uur werd supernatant geoogst om de hoeveelheid 51Cr te 
bepalen als maat voor specifieke celdood. Verdere details betref-
fende de methoden zijn beschreven in de oorspronkelijke publica-
tie [10].

Resultaten
Om bij gezonde volwassen donoren de T-celrespons te analyseren 
die gericht was tegen adenovirus-hexoneiwit, als mogelijke bron 
voor T-celtherapie, werd de frequentie van hexonspecifieke 
CD8-positieve cytotoxische en CD4-positieve T-helpercellen 
bepaald. Hiertoe werden mononucleaire cellen uit perifeer bloed 
geïncubeerd met een pool van synthetische peptiden die het 
volledige adenovirus-hexoneiwit omvat. Specifieke T-cellen werden 
hierdoor geactiveerd en gingen IFNg produceren, wat door 
flowcytometrie met een fluorescent label gemeten kon worden op 
celniveau. Daarnaast brachten geactiveerde CD4-positieve T-cellen 
het molecuul CD40L tot expressie, wat gebruikt is als tweede 
parameter voor activatie.
Na stimulatie met de hexonpeptiden werden bij 6 van 16 gezonde 
donoren CD8-positieve T-cellen en bij 13 van 16 donoren CD4-posi-
tieve T-cellen tegen adenovirus-hexon gemeten, met frequenties 
van 0,03-0,46% van de T-cellen. Van de overige donoren werd 
perifeer bloed een week gekweekt met gepooled hexonpeptide, 
waardoor de specifieke T-cellen gingen prolifereren, waarna bij alle 
donoren hexon-specifieke CD8-positieve en CD4-positieve T-cellen 
gemeten konden worden. Deze resultaten geven aan dat bij alle 
gezonde donoren kleine tot zeer kleine aantallen T-cellen gericht 
tegen adenovirus-hexonepitopen aanwezig zijn.
Om de therapie met specifieke T-cellen tegen adenovirus-hexon te 
onderbouwen, is vervolgens onderzocht of de ontwikkeling van 
hexonspecifieke T-cellen bij patiënten na allogene stamceltrans-
plantatie is geassocieerd met klaring van adenovirus. Uit eerder 
beschreven cohorten zijn 7 kinderen en 6 volwassenen geselec-
teerd die adenovirusziekte ontwikkelden na allogene stamcel-
transplantatie, bij wie adenovirus-DNA in plasma aanwezig was en 
die vervolgens spontaan herstelden van gedissemineerde adenovi-
rusziekte [3, 4]. T-celresponsen tegen adenovirus-hexon konden 
niet geanalyseerd worden bij patiënten die overleden aan adenovi-
rusziekte, omdat slechts enkele bloedmonsters beschikbaar waren 
met daarin erg kleine aantallen T-cellen. Monsters perifeer bloed 
die waren verkregen tijdens adenovirusziekte, waren beschikbaar 
van 10 patiënten, en bloedmonsters verkregen na klaring van 
adenovirus waren beschikbaar van alle 13 patiënten.
Tijdens adenovirusziekte konden direct ex vivo geen hexonspeci-
fieke CD8-positieve T-cellen gevonden worden, en hexonspecifieke 
CD4-positieve T-cellen werden gedetecteerd bij slechts 2 patiënten 
(figuur 1A). Na een week kweken van de monsters met gepooled 
hexonpeptide konden kleine aantallen hexonspecifieke CD4-posi-
tieve T-cellen worden aangetoond bij 5 patiënten, terwijl geen 
hexonspecifieke CD8-positieve T-cellen werden gevonden. Na 
klaring van adenovirusziekte werden hexonspecifieke CD8-positie-

ve T-cellen gemeten bij 7 patiënten, en hexonspecifieke CD4-posi-
tieve T-cellen bij alle patiënten (figuur 1B). Na een week specifieke 
expansie werden zowel CD8-positieve als CD4-positieve T-cellen 
gericht tegen adenovirus-hexon aangetoond bij 12 van de 13 
patiënten.
Figuur 2 geeft een meer gedetailleerde analyse van de ontwikke-
ling van de adenovirusspecifieke T-celrespons bij 5 patiënten van 
wie meerdere bloedmonsters beschikbaar waren. Bij deze patiën-
ten werden tijdens adenovirusziekte geen of nauwelijks T-cellen 
tegen hexonepitopen gevonden. Na klaring van adenovirus steeg 
het aandeel hexonspecifieke T-cellen sterk: tot 30% van de 
CD8-positieve T-cellen en tot 16% van de CD4-positieve T-cellen in 
perifeer bloed. De hexonspecifieke T-cellen kwamen op direct na 
klaring van adenovirus-DNA uit plasma. De relatie tussen ontwik-
keling van hexonspecifieke T-cellen en beheersing van adenovirus-
infectie werd nog geïllustreerd door de kleine virale reactivatie op 
dag 152 na transplantatie bij patiënt 2, die werd gevolgd door een 
toename van specifieke T-cellen en tegelijkertijd virale klaring 
(figuur 2C). Deze resultaten laten zien dat een gecombineerde 
CD8-positieve en CD4-positieve T-celrespons tegen adenovirus-
hexonepitopen geassocieerd is met klaring van adenovirusziekte 
bij zowel kinderen als volwassenen na allogene stamceltransplan-
tatie.
Om na allogene stamceltransplantatie bij patiënten met adenovi-
rusziekte een veilige behandeling mogelijk te maken met gecom-
bineerde CD8-positieve en CD4-positieve T-cellen tegen adenovi-
rus-hexon, werd een methode ontwikkeld om deze T-cellen te 
isoleren uit perifeer bloed van gezonde donoren. Hiertoe werden 
mononucleaire cellen uit perifeer bloed gestimuleerd met de pool 
van synthetische overlappende hexonpeptiden, en vervolgens 
werden IFNg-producerende cellen geïsoleerd en gekweekt in 
aanwezigheid van de groeifactor interleukine 2. De gegevens van 
een representatieve T-cellijn zijn afgebeeld in figuur 3A-C. Voor 
isolatie werden zeer kleine aantallen van 0,01-0,02% adenovirus-
specifieke T-cellen gemeten (figuur 3A). Na isolatie en veertien 
dagen kweken bestond de cellijn vrijwel uitsluitend uit T-cellen, 
waarbij 94% van de CD8-positieve T-cellen en 91% van de CD4-
positieve T-cellen gericht waren tegen adenovirus-hexonepitopen 
(figuur 3B). Een nadere analyse toonde aan dat een groot gedeelte 
van de CD8-positieve T-cellen (58% van alle cellen) was gericht 
tegen een eerder beschreven specifiek hexonepitoop: hexon-MPN-
B35. In de overgebleven celfractie werden na kweken slechts kleine 
aantallen adenovirusspecifieke T-cellen waargenomen (figuur 3C).
Om te controleren of de T-cellijnen daadwerkelijk adenovirus-
geïnfecteerde cellen konden herkennen en vernietigen, werden 
fibroblasten gebruikt die makkelijk door adenovirus geïnfecteerd 
kunnen worden. De adenovirusspecifieke T-cellijnen vernietigden 
zeer efficiënt fibroblasten die beladen waren met adenoviruspepti-
den of die geïnfecteerd waren met adenovirus, terwijl ze geen 
effect hadden op adenovirus-geïnfecteerde fibroblasten met 
andere human leukocyte antigen-moleculen als controle voor 
specifieke herkenning. De T-cellen hadden markers op het 
oppervlak die karakteristiek waren voor T-geheugencellen, gingen 
sterk prolifereren na activatie en waren volledig functioneel door 
middel van cytokineproductie en cytotoxische capaciteit, zoals 
past bij een adequate fysiologische T-celrespons.
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 Figuur 2

Gedetailleerde analyse van adenovirusspecifieke T-celrespons bij patiënten na allogene stamceltransplantatie
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De dot plots tonen geactiveerde IFNg- en CD40L-positieve T-cellen na stimulatie met gepooled adenovirus-hexonpeptide van monsters 
perifeer bloed van (A) kind 1 en (B) volwassene 1, verkregen tijdens en na klaring van adenovirusziekte. De grafieken tonen aandelen van 
specifieke IFNg-producerende cellen onder CD8-positieve T-cellen (blauwe lijn) en onder CD4-positieve T-cellen (groene lijn), en de plasma 
load van adenovirus-DNA (rode lijn). Deze grafieken zijn ook getoond in (C), (D), en (E), voor kinderen 2, 3 en 4.
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 Figuur 3

Voorbeeld van een adenovirusspecifieke T-cellijn met CD8-positieve en CD4-positieve T-cellen gericht tegen adenovirus-
hexonepitopen

donorbloed
(dag 0)

IFNγ -geisoleerd
(dag 14)

restfractie
(dag 14)

CD8+ cellen CD4+ cellen

 IF
N

 γ
 IF

N
 γ

 IF
N

 γ

CD
8

CD
8

CD
8

 IF
N

 γ
 IF

N
 γ

0,02% 0,01% 0,02%0,01% 0,02%

58% 0% 94%

0,01% 1% 18%

100% 6%

99% 82%

0% 91%

1% 5%

CD4

CD3 CD40L

geen peptide hexon pool

geen peptide hexon pool

geen peptide hexon pool

CD8+ cellen CD4+ cellen

CD3

Hex-MPN-B35

Hex-MPN-B35

Hex-MPN-B35 CD40L

geen peptide hexon pool geen peptide hexon pool

HAdV5poolTDLX MM+dV5

Verhouding T-cellen/fibroblasten

sp
ec

ifi
ek

e 
ce

ld
oo

d 
%

100

80

60

40

20

0

A

B

C

D

0,1/1

1/1

10/1

2012;6 :a1208oorspronkeli jk  artikel

(A) Kleuring [met peptide-MHC-tetrameer (MHC = major histocompatibility complex)] van CD8-positieve T-cellen die specifiek zijn voor het 
hexonepitoop MPN-B35, en van specifieke IFNg-producerende T-cellen na stimulatie met gepooled adenovirus-hexonpeptide van perifeer 
bloed van gezonde donor 1. Specificiteit van (B) de IFNg-geïsoleerde cellijn en (C) de achtergebleven fractie na veertien dagen kweken, 
bepaald door kleuring met hetzelfde peptide-MHC-tetrameer, en IFNg-productie na stimulatie met controlecellen of met cellen beladen  
met gepooled adenovirus-hexonpeptide. (D) Specifieke celdood van HLA-gematchte of -gemismatchte (MM) fibroblasten beladen met 
controlemedium (X), specifiek hexonpeptide (TDL), gepooled hexonpeptide (pool), of geïnfecteerd met adenovirus type 5 (HAdV5), na  
tien uur incubatie met de T-cellijn afkomstig van gezonde donor 4, bij drie verhoudingen van T-cellen en fibroblasten.
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Ten slotte werd geanalyseerd welke bekende adenovirus-hexonepi-
topen door de T-cellijnen herkend werden, en werden enkele 
nieuwe epitopen geïdentificeerd. Hieruit bleek dat de T-cellijnen 
meerdere CD8-positieve en CD4-positieve adenovirus-hexonepito-
pen herkenden, die geconserveerd waren in verschillende adenovi-
rusvarianten.

Beschouwing
Op grond van onze waarneming dat herstel van adenovirusziekte 
gepaard ging met de ontwikkeling van een gecombineerde 
CD8-positieve en CD4-positieve T-celrespons tegen adenovirus-
hexonepitopen, hebben we een methode ontwikkeld om T-cellij-
nen te produceren die specifiek zijn voor het hexon, als behande-
ling voor patiënten met adenovirusziekte na allogene 
stamceltransplantatie. Omdat in eerdere studies vooral CD4-posi-
tieve T-cellen tegen adenovirus zijn gevonden, en deze CD4-posi-
tieve T-helpercellen ook cytotoxische capaciteit bezitten, is 
getwijfeld aan de rol van CD8-positieve T-cellen bij bescherming 
tegen adenovirus. In dit onderzoek hebben we met zeer gevoelige 
technieken gekeken naar T-cellen met specificiteit voor adenovi-
rus-hexon, waarbij we bij gezonde volwassenen en bij patiënten na 
allogene stamceltransplantatie zowel CD8-positieve als CD4-posi-
tieve T-cellen tegen hexonepitopen hebben gevonden. Dit is de 
eerste keer dat een associatie is aangetoond tussen de ontwikke-
ling van adenovirusspecifieke CD8-positieve T-cellen en klaring 
van adenovirusziekte na transplantatie. De gegevens suggereren 
dat gecombineerde responsen van CD8-positieve en CD4-positieve 
T-cellen zorgen voor verweer tegen adenovirusinfecties, en dat 
deze cellen vervolgens als T-geheugencellen in kleine aantallen 
blijven circuleren, zoals ook beschreven is voor de meeste andere 
virale infecties.
Ondanks de kleine tot zeer kleine aantallen specifieke T-cellen 
tegen adenovirus-hexon, konden door middel van peptidestimula-
tie gevolgd door IFNg-isolatie T-cellijnen gegenereerd worden met 
zeer grote aantallen adenovirusspecifieke T-cellen. In tegenstelling 
tot eerdere studies hebben we een hoge en gedefinieerde specifici-
teit voor adenovirus-epitopen kunnen aantonen. Het risico op 
graft-versus-host disease zal bepaald worden door het repertoire 
aan T-cellen met een onbekende specificiteit, ofwel door het 
absolute aantal T-cellen dat niet specifiek is voor adenovirus dat in 
de geïsoleerde T-cellijn terechtkomt. De zeer kleine aantallen 
T-cellen met onbekende specificiteit zullen leiden tot een heel 
gering risico op graft-versus-host disease. Tot nu toe zijn in 
klinische studies met T-cellen die waren geïsoleerd op basis van 
IFNg-productie, nog geen bijwerkingen waargenomen die gerela-
teerd werden aan de behandeling.
De aanwezigheid van zowel CD8-positieve als CD4-positieve 
T-cellen gericht tegen adenovirus-hexonepitopen bij gezonde 
volwassenen en na klaring van adenovirusinfecties bij patiënten 
na stamceltransplantie, suggereert dat gecombineerde T-celres-
ponsen tegen hexoneiwit nodig zijn voor bescherming tegen 
adenovirusziekte. Dit onderzoek levert daarnaast een strategie om 
deze T-cellen te selecteren uit perifeer bloed van de stamceldonor 
en ze over te brengen naar patiënten ter preventie of behandeling 
van adenovirusziekte. Deze strategie en soortgelijke behandelwij-

zen zullen in de nabije toekomst toegepast worden in klinische 
studies in een samenwerking tussen de afdelingen Klinische 
Farmacie en Toxicologie, Hematologie, en het Kinder- en Jeugdcen-
trum van het Leids Universitair Medisch Centrum.
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