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Samenvatting

Het verlies van CD28-expressie op T-lymfocyten treedt vooral op bij oudere personen en
vormt een goede indicator voor immunologische veroudering. Persistente blootstelling aan
antigenen en involutie van de thymus leiden tot proliferatieve stress in de perifere T-cellen,
wat gepaard gaat met verlies van het costimulatoire molecule CD28. De CD4*CD28™' T-
cellen vormen een functioneel aberrante celpopulatie. Zo verwerven ze alle kenmerken van
senescentie maar ook pro-inflammatoire en cytotoxische capaciteiten. Opmerkelijk is dat
CD4*CD28™' T-lymfocyten ook in verhoogde aantallen teruggevonden worden in een
subgroep van patiénten met multiple sclerose (MS) en reumatoide artritis (RA). In deze studie
werd de mogelijke betrokkenheid van CD4*CD28™ T-cellen in de pathogenese van dergelijke
auto-immuunziekten nader onderzocht.

Antigeenreactiviteit van CD4'CD28™' T-cellen werd bestudeerd in een CFSE-
proliferatieassay. CFSE-gelabelde CD4*CD28™ T-cellen werden gecultiveerd met myelin
basic protein (MBP), humaan collageen (hCII), cytomegalovirus (CMV) en tetanus toxoid
(TT). Na 8 dagen werd T-celreactiviteit bepaald via FACS-analyse van het CFSE-signaal. Ter
bevestiging van de resultaten werd expressie van o.a. perforine en interferon-y (IFN-y) op
RNA-niveau en vrijzetting van IFN-y en granzyme B in het cultuursupernatans bestudeerd.
Een subset van CD4*CD28™' T-cellen was CMV-reactief in alle onderzochte personen (3
controles, 2 RA-patiénten en 1 MS-patiént). Eén gezonde controle bezat tevens MBP- en
hCIl-reactieve CD4*CD28™ T-cellen. Analyse van het T-cel receptor (TCR) BV-gengebruik
toonde aan dat slechts enkele BV-families verhoogd tot expressie kwamen in de
antigeenreactieve CD28™' T-celpopulatie. De totale diversiteit in het TCR repertoire was
echter niet gerestricteerd. Studie van de intracellulaire opslag van cytotoxische (granzymes,
perforine) en inflammatoire (IFN-y, interleukine-4) moleculen liet zien dat significant meer
CD28™' T-cellen positief waren voor cytotoxische merkers dan CD28* T-cellen. De
hoeveelheid van deze moleculen per cel was niet significant verschillend tussen beide
celtypes. Er waren tevens geen significante verschillen aanwezig in het percentage cellen
positief voor en de hoeveelheid van een bepaalde merker tussen controles en patiénten.

In deze studie werd aangetoond dat een groot gedeelte van de CD4*CD28™' T-cellen CMV-
reactief is. Een directe autoreactieve rol van deze cellen in de pathogenese van RA en MS lijkt
dus onwaarschijnlijk. Echter gezien hun sterk cytotoxisch profiel is een indirecte rol zeker

niet uitgesloten.
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1. Inleiding

De mens wordt in zijn dagelijkse leven constant blootgesteld aan microdrganismen, waarvan
vele schadelijke effecten kunnen uitoefenen. Het menselijke lichaam heeft echter een
verdedigingssysteem  ontwikkeld dat zorgt voor bescherming hiertegen. Als
eerstelijnsverdediging wordt het aangeboren immuunsysteem ingeschakeld dat hulp krijgt van
het verworven immuunsysteem. Het verworven immuunsysteem is opgebouwd uit CD4" T-
lymfocyten (helper T-cellen), CD8" T-lymfocyten (cytotoxische T-cellen) en B-lymfocyten.'

De T-celpopulatie kan reageren tegen een immense variéteit aan antigenen omdat ze
samengesteld is uit veel verschillende T-celklonen die elk een unieke receptor voor een
bepaald antigeen tot expressie brengen. Hiertussen bevinden zich ook T-lymfocyten met een
receptorspecificiteit voor lichaamseigen antigenen. Centrale en perifere tolerantie-
mechanismen reguleren de immuunrespons om te voorkomen dat deze autoreactieve T-cellen
een immuunrespons induceren tegen lichaamseigen componenten. Daarbij moet de
beschermende immuniteit toch behouden blijven. Bij het falen van deze
regulatiemechanismen kan immuniteit tegen lichaamseigen antigenen of auto-immuniteit
optreden via autoreactieve lymfocyten.”* In deze inleiding zal het begrip auto-immuniteit en

de rol die T-lymfocyten hierin spelen verder besproken worden.

1.1 Auto-immuniteit

Auto-immuniteit is een reactie van lymfocyten tegen lichaamseigen antigenen. Autoreactieve
T-cellen worden teruggevonden in alle personen. In het geval van een auto-immuunziekte
zorgen deze autoreactieve cellen voor weefselbeschadiging. Hieronder worden de centrale en
perifere tolerantiemechanismen, die de auto-immuniteit reguleren, besproken. Het doorbreken

van deze tolerantie kan leiden tot auto-immuunziekten.

1.1.1 Centrale en perifere tolerantiemechanismen

Het vastleggen van de centrale tolerantie gebeurt voor de T-lymfocyten in de thymus, waar ze
blootgesteld worden aan lichaamseigen antigenen gepresenteerd door een major
histocompatibility complex (MHC) molecule. Enkel de T-cellen met een receptor die met
voldoende kracht kan binden aan de lichaamseigen antigenen, worden positief geselecteerd.
Tijdens de negatieve selectie ondergaan alle T-lymfocyten met een hoge receptorspecificiteit

voor autoantigenen apoptose. De T-celpopulatie die deze selectiemechanismen in de thymus
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overleeft, bedraagt slechts 3% van de oorspronkelijke T-celprecursors. Al deze T-lymfocyten
vertonen receptoren met een lage of intermediaire bindingskracht voor lichaamseigen
antigenen.”*

Perifere tolerantiemechanismen zorgen ervoor dat T-cellen met een intermediaire affiniteit
voor autoantigenen niet uitgroeien tot pathogene effectorcellen. Hiervoor heeft het
immuunsysteem zowel intrinsieke als regulatoire mechanismen ter beschikking. Enkel bij een
krachtige en langdurige interactie tussen T-celreceptor (TCR) en antigeen vindt er activatie
van de T-lymfocyt plaats. Bij afwezigheid van een adequate costimulatie gaat de T-cel in
anergie (niet-specifieke functionele inactivatie) of wordt ze immuuntolerant (antigeen-
specifieke functionele inactivatie). Deletie of activatie-geinduceerde celdood kan in werking
treden na de activatie van de T-lymfocyt. De geactiveerde T-cel wordt hierbij gedood door de
expressie van apoptotische receptoren of pro-apoptotische proteinen, zoals de tumor necrosis
factor (TNF) receptor en Fas-FasL (Fas ligand). Regulatoire mechanismen zorgen voor
differentiatie van de T-helper cellen in Thl- of Th2-cellen en in mindere mate ook in type 1
regulatoire T-cellen (Trl) of type 3 regulatoire T-cellen (Tr3). Deze subtypes oefenen
regulatoire functies uit op de respons op zowel lichaamseigen als lichaamsvreemde antigenen
en medi€éren de onderdrukking van een immuunrespons door productie van cytokines.
Regulatoire CD4"CD25" (TREG) T-cellen zijn eveneens regulatoire T-cellen die zorgen voor
de uitschakeling van mogelijk pathogene autoreactieve T-lymfocyten zonder de respons tegen
lichaamsvreemde antigenen te verstoren. Hiervoor zijn ze athankelijk van celcontact of van

cytokineproductie (interleukine 10 en transforming growth factor B).**

1.1.2 Doorbreken tolerantie

De rol van de T-lymfocyten in auto-immuunreacties ligt in het doorbreken van de tolerantie.
Lichaamseigen peptiden worden in de thymus namelijk op persoonsafhankelijke niveaus tot
expressie gebracht. Indien een bepaald lichaamseigen antigeen niet of in verminderde mate
aanwezig is in de thymus, ontsnappen de T-lymfocyten die specifiek zijn voor dit antigeen
aan de centrale selectie. Het doorbreken van de perifere tolerantie kan plaatsvinden als gevolg
van omgevingsfactoren of genetische factoren. Antigeenpresenterende cellen (APCs) die
costimulatoire moleculen en cytokines tot expressie brengen, worden gerekruteerd naar de
plaats van infectie en zorgen ervoor dat naieve T-cellen kunnen reageren op autoantigenen die
gepresenteerd worden door weefselcellen. Verder kan een immuunrespons tegen een infectie
leiden tot de activatie van autoreactieve cellen, indien het lichaamsvreemde antigeen

gelijkaardige epitopen vertoont als een autoantigeen. De T-lymfocyten of antilichamen die
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reageren op de infectie vertonen vervolgens kruisreactiviteit met het lichaamseigen weefsel.
Dit proces wordt moleculaire mimicry genoemd. Ook de blootstelling van cryptische
antigenen, lichaamseigen antigenen die in normale omstandigheden niet blootgesteld worden
aan het immuunsysteem, kan een immuunreactie tegen deze antigenen veroorzaken. Defecten
in de regulatoire T-cellen, in de regulatie van de Thl- of Th2-respons of in anti-idiotype
antilichamen en T-cellen spelen tevens een rol. Tot slot oefent ook genetische
voorbestemdheid een invloed uit op het ontstaan van auto-immuniteit. Dit wordt o.a. bepaald

door de expressie van bepaalde MHC klasse II loci.’

1.1.3 Auto-immune aandoeningen en de rol van de T-cellen

In dit afstudeerwerkstuk gaat de aandacht uit naar twee auto-immuunziekten, namelijk
multiple sclerose (MS) en reumatoide artritis (RA). Beiden zijn inflammatoire ziekten met een
chronisch ziekteverloop. Algemeen wordt aangenomen dat CD4" T-lymfocyten een

belangrijke rol spelen in de pathogenese van zowel MS als RA.

Multiple Sclerose

Multiple sclerose is een aandoening van het centrale zenuwstelsel (CZS) die voorkomt bij
genetisch voorbestemde individuen in een vatbare omgeving. De ziekte wordt gekenmerkt
door demyelinisatie, axonale degeneratie en gliose, wat leidt tot een verstoring van de
signaaloverdracht. Als gevolg hiervan treden symptomen op zoals spierzwakte, verlamming
en codrdinatiemoeilijkheden. MS gaat gepaard met een genetische voorbestemdheid door
expressie van bepaalde MHC-genen op chromosoom 6. De wereldwijde prevalentie van MS
bedraagt 120 op 100 000 personen.®"

De algemeen aanvaarde hypothese omtrent de pathogenese van MS (figuur 1) stelt dat
microben zorgen voor de activatie van myeline-reactieve T-lymfocyten in de periferie via
moleculaire mimicry. Een daling in het aantal en de functie van regulatoire T-cellen is een
mechanisme dat deze activatie begunstigt. De geactiveerde myeline-reactieve T-cellen
migreren vervolgens naar het centrale zenuwstelsel (CZS) waar ze een tweede maal
geactiveerd worden door antigenen gepresenteerd door microglia. Dit leidt tot de secretie van

Thl-cytokines en het in gang zetten van een inflammatoire cascade.®”'
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IV. Regulation of autoimmune
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Figuur 1. Pathogenese MS. (I) Microben activeren myeline-reactieve T-lymfocyten in de periferie
d.m.v. moleculaire mimicry. (II) Een daling in de regulatoire T-cellen begunstigt de activatie van
de autoreactieve cellen, die naar het CZS migreren. (III) In het CZS worden de myeline-reactieve
T-cellen een tweede maal geactiveerd door autoantigenen gepresenteerd door microglia. Dit leidt
tot secretie van Thl-cytokines en de initiatie van een inflammatoire cascade. (IV) De auto-
immuunrespons wordt gereguleerd door activatie van myeline-reactieve Th2-, Th3- en Trl-cellen

die in het CZS de autoreactieve Thl-cellen onderdrukken.’

Bewijs voor de rol van de CD4" T-lymfocyten in de pathogenese van MS wordt gegeven door
de volgende opmerkelijkheden. Injectie van myelinecomponenten in vatbare dieren leidt tot
experimental —autoimmune encephalomyelitis (EAE), een CD4"-gemedieerde auto-
immuunziekte die gelijkenissen vertoont met MS.!" Deze ziekte kan overgedragen worden
naar gezonde dieren door transfer van de CD4" T-cellen uit een ziek dier.""> Expressie van
bepaalde human leukocyte antigen (HLA) klasse II moleculen op chromosoom 6 vormen een
sterke genetische risicofactor voor MS door hun rol als antigeen-presenterende moleculen
voor pathogene CD4" T-lymfocyten.” Verder zijn CD4" autoreactieve T-cellen terug te vinden
in het inflammatoire celinfiltraat in het CZS en het cerebrospinale vocht (CSV) bij MS-

patiénten.’
Reumatoide artritis

Reumatoide artritis is de meest voorkomende vorm van inflammatoire artritis die gekenmerkt

wordt door lymfoide infiltraten in de synoviale membraan. Dit leidt tot progressieve destructie
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van de gewrichtsarchitectuur met boterosie en afbraak van het kraakbeen. Het ziekteverloop
wordt gekenmerkt door chronische inflammatie met periodische opflakkeringen. RA komt
wereldwijd voor in 0,5% tot 1% van de volwassen populatie en is geassocieerd met een
genetisch veroorzaakte susceptibiliteit door expressie van HLA-DR4. Ook extra-articulaire
symptomen zoals vasculitis, subcutane inflammatoire nodulen en coronaire atherosclerose
komen voor bij RA."”"

De pathogenese die momenteel algemeen aanvaard wordt, stelt dat vroeg in het ziekteproces
van RA het aangeboren immuunsysteem geactiveerd wordt. Dit is mogelijk via stimulatie van
dendritische cellen, macrofagen, fibroblasten en mastcellen door autoantilichamen of
agonisten van de Toll-like receptors. Immuuncellen migreren naar het synovium door
productie van cytokines en expressie van adhesiemoleculen. Daar geven ze aanleiding tot
synoviale inflammatie. Vervolgens ontwikkelt zich een immuunrespons van het verworven
immuunsysteem. Een variéteit aan autoantigenen zorgen dan voor B-celmaturatie en T-
celactivatie. Extra-articulaire componenten worden in het auto-immune proces betrokken door
migratie van synoviale dendritische cellen naar de lymfeknopen, waar ze een Thl-respons
doen ontstaan. Weefseldestructie wordt gemedieerd door activatie van osteoclasten die
botresorptie veroorzaken en door productie van metalloproteinasen. De activatie van het
aangeboren en verworven immuunsysteem verloopt in sommige gevallen parallel.” '

Ook bij RA zijn verscheidene bewijzen geleverd voor de betrokkenheid van de CD4" T-
lymfocyten in de pathogenese. Zo veroorzaakt de expressie van het HLA-DR4 allel een
genetische susceptibiliteit. Dit HLA-molecule behoort tot de klasse II HLA-moleculen die
functioneren als antigeenpresenterende moleculen voor de schadelijke T-cellen.”'® CD4"
autoreactieve T-cellen komen voor in het celinfiltraat van het synovium bij RA-patiénten.
Ook zijn er verscheidene auto-antigenen voor RA geidentificeerd aan de hand van de T-

celreactiviteit tegen deze lichaamseigen antigenen."

1.2 CD4'CD28™ T-cellen: een aberrante celpopulatie

De CD4*CD28™' T-cellen zijn functionele helper T-lymfocyten die het costimulatoire
molecule CD28 niet tot expressie brengen aan hun celoppervlak. Dit celtype maakt 0,1% tot
2,5% van de T-helper cellen uit bij gezonde personen. Ze accumuleren echter tot 70% met de
leeftijd. Er bestaan verschillende theorieén rond het ontstaan van deze cellen maar hun functie
is nog onduidelijk. Opmerkelijk aan deze T-lymfocyten zijn hun eigenschappen die sterk

afwijken van de normale CD4" T-cellen.'*"
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1.2.1 Rol van het CD28-molecule bij activatie van de T-lymfocyten

Bij de activatie van de naieve CD4" en CD8" T-lymfocyten speelt het oppervlaktemolecule
CD28 een belangrijke rol. CD28 is een costimulatoire receptor op de T-cel die vereist is voor
de activatie en de persistentie van T-celresponsen. De initi€rende gebeurtenis bij de T-
celactivatie is de herkenning van een antigeenpeptide door de TCR, gepresenteerd op een
MHC-molecule door een APC. Voor CD4" T-cellen is dit een extracellulair antigeen
(bijvoorbeeld een bacterie of proteine) dat gepresenteerd wordt door een klasse II MHC-
molecule. Het betreft een interactie van lage affiniteit die de activatie van de T-lymfocyt niet
kan onderhouden. CD28 versterkt het activatiesignaal van de TCR door te binden aan zijn
liganden CD80 en CD86 op de APC. Door deze interactie geeft CD28 een tweede
activatiesignaal (costimulatoir signaal) dat de T-cellen volledig activeert en ze doet
prolifereren. Ook wordt de productie van cytokines zoals interleukine-2 (IL-2), interleukine-4
(IL-4), interleukine-5 (IL-5), tumor necrosis factor alpha (TNF-a) en granulocyte
macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) geinduceerd.'*

Het CD28-molecule komt constitutief tot expressie op T-lymfocyten maar vertoont daarbij
wel variérende expressieniveaus. Indien CD28 afwezig is of indien CD28 geen interactie
aangaat met zijn liganden, ondergaat de T-cel anergie waardoor ze functioneel inactief

WOI‘dt 17-18,20

1.2.2 Ontstaan van de CD4*CD28™ T-cellen
De CD4*CD28™ T-lymfocyten zijn duidelijk functioneel actief, hoewel de costimulatie via
CD28 ontbreekt. Over het ontstaan van deze CD28™" helper T-cellen bestaan verschillende

theorieén die hieronder verder uitgediept worden.

Aparte cellijn
CD4*CD28™ T-cellen zouden tijdens de ontwikkeling van T-cellen in de thymus kunnen
ontstaan als een aparte lijn van T-lymfocyten. Deze mogelijkheid wordt ondersteund door het

14,20

feit dat de CD4*CD28™" T-cellen ook voorkomen bij jonge personen.

TNF-o

Een andere hypothese stelt dat de CD4*CD28™! T-lymfocyten ontstaan uit de CD4*CD28" T-
cellen die functionele en fenotypische wijzigingen ondergaan in respons op de omgeving.
Hierbij differentiéren de CD4"CD28" T-lymfocyten eerst in geheugencellen waarna ze

omgevormd worden tot CD4*CD28™' T-cellen.”” Een lange periode van blootstelling aan
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TNF-a zorgt voor een transcriptionele blokkade van het CD28-gen. De expressie van het
CD28-gen wordt gereguleerd door een initiatorelement (INR element) dat bestaat uit twee
niet-competerende a- en f-eenheden. Deze eenheden bezitten een verschillende
bindingsplaats voor transcriptiefactoren.”’ Het cytokine TNF-a verstoort de samenstelling van
de transcriptiefactoren die binden aan het INR-element. Zo wordt het CD28 af3-INR element
in de promoter van het CD28-gen geinactiveerd en komt het CD28-gen niet meer tot

expressie.'”'*?

Senescentie

Een andere mogelijkheid is dat de CD4"CD28" T-cellen door een herhaalde stimulatie met
hetzelfde antigeen onder replicatieve stress komen te staan. Dit kan een lichaamsvreemd
antigeen of pathogeen zijn, maar in het geval van een auto-immuunziekte is er sprake van
herhaaldelijke activatie door een autoantigeen. Door de replicatieve stress wordt opnieuw het
intiatorcomplex van het CD28-gen verstoord. Het resultaat is een progressief afnemende
expressie van het CD28-molecule aan het oppervlak van de CD4" T-cellen.''®

De involutie van de thymus is nog een ander fenomeen dat hierbij betrokken is. Reeds vanaf
de geboorte wordt de epitheliale ruimte van de thymus, waar maturatie en selectie van de T-
cellen plaatsvindt, geleidelijk omgezet in vetweefsel. Bijgevolg komen steeds minder nieuwe
T-lymfocyten uit de thymus in de periferie terecht. Voor het behoud van een constant aantal
T-cellen zullen de perifere T-cellen aangezet worden tot proliferatie, een proces dat
homeostatische proliferatie genoemd wordt. Dit gaat gepaard met replicatieve stress die zorgt

17-18,23

voor het progressieve verlies van CD28 op de CD4"CD28" T-cellen.

1.2.3 Functionele eigenschappen van de CD4*CD28™" T-cellen

CD4*CD28™' T-lymfocyten dragen alle kenmerken van senescentie, namelijk erosie van de
telomeren, oligoklonale expansie en resistentie voor apoptose. Ze worden tevens getypeerd
door een wijziging in de expressie van verscheidene oppervlaktemerkers en functionele

veranderingen."’

Senescentie

De CD4'CD28™! T-cellen vertonen sterk verkorte telomeren, indicatief voor een lange
replicatieve geschiedenis. Telomeren bevinden zich aan het uiteinde van de chromosomen en
bestaan uit repetitief DNA met de sequentie TTAGGG. Door het zogenaamde eind-replicatie

probleem treedt er bij elke replicatieronde een telomeerverkorting op van ongeveer 50 basen.
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Als de telomeren te kort worden, wordt dit door de cel gedetecteerd als DNA-schade. De cel
zal dan stoppen met prolifereren en in een staat van (pre-)senescentie gaan.

Verder zijn CD4*CD28™ T-cellen sterk oligoklonaal, dit wil zeggen dat de meeste van deze
lymfocyten identiecke TCR-sequenties bezitten en bijgevolg specifiek zijn voor hetzelfde
antigeen. Omwille van deze klonale expansie en de competitie voor groeifactoren en ruimte
worden T-cellen met andere TCR-sequenties verdrukt en ontstaat er een restrictie van het T-
celrepertoire.'*'**

CD4*CD28™' T-cellen brengen moleculen tot expressie die celdood induceren, bijvoorbeeld
CD95 en leden van de TNF receptorfamilie. Ze verwerven ook anti-apoptotische moleculen
zoals B-cell leukemia/lymphoma 2 (Bcl-2), waardoor ze een verhoogde resistentie voor

apoptose vertonen. Het gevolg van deze resistentie is een progressieve accumulatie van de

CD4*CD28™ T-lymfocyten doorheen het leven.'7'8%

Wijziging expressie oppervlaktemerkers

Het verlies van CD28-expressie gaat samen met de winst van een aantal functies en met het
verlies van andere functies (figuur 2). Samen met CD28 gaat ook de expressie van CD154
(CD40L) verloren op de helper T-cellen. CD4*CD28™ T-lymfocyten zijn hierdoor niet meer
in staat om B-cellen te ondersteunen in hun proliferatie en antilichaamproductie. De
activatiemerkers CD25 en CD69 gaan transiént verloren op de CD4*CD28™' T-cellen,
hetgeen overeenkomt met een geheugen fenotype. Deze activatiemerkers komen echter terug
tot expressie na interactie met CD3. CD54 (ICAM-1), CD11A (LFA-1) en CD29 zijn
adhesiemoleculen die constitutief voorkomen op de CD4*CD28™" T-cellen. Ook de expressie
van alternatieve costimulatoire moleculen, die onafhankelijk van CD28 functioneren
(bijvoorbeeld CD134, CD29 en CD26), wordt gestimuleerd.***

Verder winnen CD4*CD28™' T-lymfocyten een aantal receptoren die normaal tot expressie
komen op natural killer (NK-) cellen. Hiertoe behoren de killer inhibitory receptors (KIRs)
die binden aan HLA klasse I moleculen op targetcellen waardoor de cytotoxische activiteit
van T-cellen geinhibeerd wordt. Een andere NK-cel gerelateerde receptor die ze tot expressie

brengen, is NKG2D.'"'%%
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Figuur 2. Expressie oppervlakte- en functionele merkers op CD4*CD28™ T-cel. Links wordt een
gezonde CD4"CD28* T-cel weergegeven. Rechts staat een verouderde T-cel afgebeeld die
activatiemerkers zoals CD28 en IL-2 verliest maar functionele merkers zoals KIRs, perforines,

IFN-y en CD16 verwerft."?

Weefselbeschadiging

De helperfunctie van de CD4*CD28™! T-lymfocyten wordt vervangen door een
weefselbeschadigende functie. Dit vertaalt zich in de productie van grote hoeveelheden IFN-y
wat gepaard gaat met pro-inflammatoire capaciteiten (figuur 2).* Ook de expressie van
CD161 wijst op een beschadigende functie aangezien dit molecule weefselinvasie
vergemakkelijkt. Door de aanmaak en vrijzetting van granzymes en perforine krijgt de
CD4*CD28™' T-cel tevens cytotoxische eigenschappen (figuur 2)."'? Perforine zorgt
namelijk voor lyse van de targetcel terwijl granzymes de targetcel doden op een wijze die

afhankelijk of onafhankelijk is van perforine.

1.2.4 Antigeenreactiviteit van de CD4*CD28™" T-cellen

Er is nog niet veel geweten over de antigeenspecificiteit van de CD4*CD28™' T-cellen.
Diverse onderzoeksgroepen hebben getracht de antigeenspecificiteit van deze cellen te
achterhalen. Hierbij toonden sommige studies autoreactiviteit aan en andere virusreactiviteit.
In een studie van Schmidt et al werd gesuggereerd dat de CD4*CD28™ T-cellen autoreactief

zijn aangezien ze reactie vertoonden in een autologe mixed lymphocyte reaction (MLR)."
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Echter in deze MLR werd gebruik gemaakt van bestraalde autologe lymfocyten, die ook
lichaamsvreemde antigenen zouden kunnen presenteren.

Markovic-Plese et al toonde dan weer een populatie van CD4*CD28™' T-cellen aan die
reactief waren tegen myelin basic protein (MBP). Dit werd gedaan door CD4*CD28™ T-
cellen van MS-patiénten in kweek te brengen met feeders die vooraf gepulst werden met MBP
en de reactiviteit te meten met behulp van een split-well assay.” In deze studie werd echter
gebruik gemaakt van lange termijn in vitro kweek. Dus CD4*CD28™' T-cellen zouden
geinduceerd kunnen worden door de kweekprocedure.

Nog een andere studie (Zal et al) onderzocht de reactiviteit van geisoleerde CD4*CD28™" T-
cellen tegen een reeks antigenen betrokken in de pathogenese van coronaire hartziekten.
Hiertoe werden geisoleerde CD4*CD28™! T-lymfocyten na antigeenstimulatie 48 uur
geincubeerd, om interferentie van transiénte CD28-downregulatie te voorkomen. In de helft
van de geteste patiénten met acute coronaire ziekte werd reactiviteit van de CD4*CD28™" T-
cellen tegen HSP-60 aangetoond door expressie van IFN-y en perforine op mRNA-niveau.”
CMV-specificiteit van de CD4*CD28™' T-cellen werd aangetoond in een studie uitgevoerd
door van Leeuwen et al. Gesorte CD4*CD28™' T-cellen van CMV-seropositieve donors
werden in kweek gebracht en gestimuleerd met CMV-antigenen. Dit gaf als resultaat dat de
CD4*CD28™" T-lymfocyten prolifereerden na de stimulatie met CMV, in tegenstelling tot
stimulatie met enkel IL-2 of bestraalde autologe PBMCs.”

1.3 De rol van CD4*CD28™" T-cellen in auto-immune aandoeningen

CD28™! T-lymfocyten komen niet alleen voor bij oudere gezonde personen maar zijn ook in
verhoogde percentages terug te vinden bij pati€nten met auto-immuunziekten. Zo bezit
ongeveer de helft van de RA-patiénten en één op drie van de MS-patiénten verhoogde
aantallen van deze cellen. Verder zijn de CD4'CD28™' T-cellen vaak in verhoogde
percentages aanwezig in coronary artery disease (CAD), inflammatory bowel disease (IBD)
en in chronische infecties zoals lepra, human immunodeficiency virus (HIV) en acquired

immune deficiency syndrome (AIDS)."'**

1.4 CD4'CD28™ T-cellen als therapeutische targets

Auto-immuunziekten worden meestal op een aggressieve manier behandeld omwille van

systemische complicaties. Door de vervelende bijwerkingen zijn specifiekere therapieén
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wenselijk. Eén van de mogelijke targets van zulke therapie zouden de CD28™' T-cellen
kunnen zijn. Dit celtype bezit immers schadelijke fenotypische en functionele afwijkingen,
zodat specifieke eliminatie of functionele bijsturing ervan een positief effect zou kunnen
hebben voor de patiént. Enkele mogelijkheden om de CD28-expressie te herstellen, is
behandeling met anti-TNF-o en IL-12. Anti-TNF-a zorgt voor een opheffing van de
transcriptionele blokkade in het CD28-gen. IL-12 beschikt over de capaciteit om de functie
van het INR-element van het CD28-gen te herstellen, waardoor CD28 terug op het oppervlak
van sommige CD28™ T-cellen verschijnt.*® Ook door middel van gentherapie zou CD28
opgereguleerd kunnen worden. Aangezien de involutie van de thymus een rol speelt bij de
expansie van de CD28™ T-cellen, kan men ook proberen om de thymus te reconstitueren.
Interleukine-7 (IL-7) bijvoorbeeld zorgt voor de groei van pre-B-cellen en pre-T-cellen.
CD28™! T-cel therapie brengt echter ook een aantal nadelen en problemen met zich mee. Een
subfractie van de CD8'CD28™ T-cellen heeft een regulatoire functie. Herstel van CD28-
expressie zou dus een negatief effect kunnen uitoefenen op de perifere regulatiemechanismen.
Een andere factor waarmee rekening gehouden moet worden, is dat de expressie van de
moleculen die de CD28™ T-cellen verworven hebben niet wijzigt door herstel van CD28-
expressie. Men kan zich dus de vraag stellen of het herstel van de CD28-expressie voldoende
is voor het herstel van functie. Voorts kan het CD28 costimulatoir signaal de auto-

immuunreactie versterken en de immunopathologie verergeren.'”"

1.5 Doelstelling

Tijdens dit onderzoeksproject wordt de rol van de CD4*CD28™ T-cellen in de pathogenese
van MS en RA verder onderzocht. De antigeenreactiviteit en mogelijke auto-
antigeenreactiviteit van de CD4*CD28™ T-cellen wordt bestudeerd. Tevens worden de
CD4*CD28™! T-cellen verder functioneel gekarakteriseerd.

In deze studie zal gebruik gemaakt worden van 5,6-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl
ester (CFSE) om de antigeenreactiviteit van de CD4*CD28™' T-lymfocyten te achterhalen.
CFSE is een groene fluorescente kleurstof die zich door middel van zijn succinimidyl
estergroep covalent kan vasthechten aan intracellulaire macromoleculen. Daardoor kan het
CFSE gedurende lange periodes aanwezig blijven in de cel.”’ Cellen gelabeld met CFSE
halveren hun fluorescentie met elke celdeling omdat de fluorochroom verdeeld wordt over de
dochtercellen.” Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of gesorte CD4*CD28™" T-

cellen worden gelabeld met CFSE en dan gecultiveerd in aanwezigheid van verschillende
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antigenen en autoantigenen. Dit zijn MBP, CMYV, tetanus toxoid (TT) en collageen (hCII).
Door gebruik te maken van fluorescent gelabelde antilichamen gericht tegen CD4 en CD28,
kan specifiek de proliferatie van de CD4*CD28™ T-cellen in respons op de (auto-)antigenen
gevolgd worden.

Om een beter beeld te krijgen van de functionele eigenschappen van de CD4*CD28™' T-
cellen, wordt de expressie en productie van functionele merkers onderzocht. Zo wordt met
behulp van intracellular fluorescence activated cell sorting (iFACS) de expressie van
granzymes, perforines en cytokines nagegaan. De vrijzetting van cytokines door de
CD4*CD28™' T-lymfocyten wordt dan weer geanalyseerd door middel van een enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Deze functionele eigenschappen van de CD4*CD28™' T-
cellen worden vergeleken tussen patiénten (RA en MS) en gezonde controles.

Een laatste aandachtspunt is het TCR BV gengebruik, dat achterhaald wordt via polymerase
chain reaction (PCR). Het extracellulaire deel van de TCR kan onderverdeeld worden in een
variabel (V) domein, dat het verst van de celmembraan gelegen is, en een constant (C) domein
dat tegen de membraan gesitueerd is. De V-gebieden vormen de bindingsplaats voor
antigenen en kunnen ingedeeld worden in een aantal families. In dit onderzoeksproject wordt
gekeken welke BV-families betrokken zijn bij de antigeenrespons in de CD4*CD28™' T-

celpopulatie.”
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2. Materiaal en methoden
2.1 Patiénten- en controlepopulatie

De studiepopulatie bestond uit vijf gezonde controles (GC), vijf RA-patiénten en zeven MS-
patiénten. De RA-patiénten en de MS-patiénten voldeden respectievelijk aan de criteria
opgesteld door de American Rheumatism Association en de McDonald criteria.”*” Alle
personen in deze studie hadden een percentage CD4*CD28™" T-lymfocyten hoger dan 2%. De

eigenschappen van de studiepopulatie zijn weergegeven in tabel 1.

Tabel 1. Eigenschappen studiepopulatie
Studiepopulatie Leeftijd Geslacht % CD4"CD28™ T-cellen

GC-1 29 m 12%
GC-2 32 m 3,9%
GC-3 30 v 8,4%
GC-4 45 m 4,2%
GC-5 48 m 11,7%
RA-1 68 A% 25%
RA-2 57 A% 14%
RA-3 76 m 6,4%
RA-4 59 v 9,9%
RA-4 64 A% 10,5%
MS-1 38 A% 4,9%
MS-2 51 m 9,9%
MS-3 31 2.2%
MS-4 26 A% 3,3%
MS-5 45 A% 4,5%
MS-6 51 v 2.2%
MS-7 46 v 3,6%
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2.2 Celcultuur gebaseerde technieken

2.2.1 Isolatie lymfocyten

PBMCs werden geisoleerd uit bloed met behulp van Histopaque®—1077 densiteitscentrifugatie
(Sigma-Aldrich, Bornem, Belgi¢). De verkregen cellen werden extensief gewassen in RPMI
1640 medium gesupplementeerd met L-glutamine en 25mM HEPES (Invitrogen, Merelbeke,
Belgi€). Voor de celcultuur werd gebruik gemaakt van kweekmedium, dit is 10%
geinactiveerd fetal bovine serum (FBS, Hyclone Europe, Erembodegem, Belgi€) in RPMI
1640 medium gesupplementeerd met 50 U/ml penicilline, 50 pg/ml streptomycine, L-
glutamine, 25mM HEPES, 1% niet-essentiéle aminozuren en 1% natrium pyruvaat (allen

Invitrogen, Merelbeke, Belgié).

2.2.2 Isolatie CD4*CD28™" T-lymfocyten en CD4*CD28" T-lymfocyten

CD4*CD28™! T-cellen en CD4*CD28" T-cellen werden bekomen door high speed cell sorting
van PBMCs (FACS Aria Flow Cytometer, BD, Erembodegem, Belgi¢). Hiertoe werden
PBMCs aangekleurd met PE-gelabelde anti-CD28 en PerCP-gelabelde anti-CD4 antilichamen
(BD Biosciences, Erembodegem, Belgi€). Vervolgens werd de celsuspensie gefiltreerd door
een MACS filter van 30 micron (Millipore, Brussel, Belgi¢) om celklonters te verwijderen.
De gelabelde PBMCs werden opgenomen in kweekmedium aan 20 mio/ml en gesort op basis
van CD28 en CD4 expressie. Het resultaat was een populatie CD4*CD28™ T-cellen en een

populatie CD4"CD28" T-cellen met een zuiverheid van meer dan 98%.

2.2.3 CFSE-assay

De antigeenreactiviteit van de CD4*CD28™' T-cellen werd nagegaan aan de hand van een
CFSE-assay. De cellen werden eerst gelabeld met het fluorescente molecule CFSE en dan
gecultiveerd in aanwezigheid van verschillende (auto-)antigenen. Delende cellen kunnen
gedetecteerd worden door halvering van de CFSE-fluorescentie. In het hoofdstuk
“Resultaten” zal de optimalisatie van deze CFSE-assay uitgebreid besproken worden.

PBMCs of gesorte cellen werden geresuspendeerd in 0,1% bovine serum albumin (BSA,
Immunosource, Halle-Zoersel, Belgi€) in phosphate-buffered saline (PBS, Canbrex Bio,
Verviers, Belgi¢) aan 20 mio/ml. De PBMCs of gesorte cellen werden 7 minuten geincubeerd
op 37°C met respectievelijk 0,5 uM en 1 uM CFSE (Vybrant CFDE cell tracer kit, Molecular

probes Invitrogen, Merelbeke, Belgi€). Vervolgens werden de cellen gewassen en nogmaals
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geincubeerd gedurende 15 minuten op 37°C in kweekmedium. CFSE-labeling werd
gecontroleerd via FACS-analyse.

CFSE-gelabelde PBMCs werden opgenomen in kweekmedium met 0,1 U/ml IL-2 (Roche
Diagnostics, Brussel, Belgi€) en gecultiveerd aan 1 mio cellen per conditie in een 24-well
plaat met platte bodem (Nalge-Nunc, Hereford, United Kingdom). De zeven geteste condities
waren kweekmedium (achtergrondproliferatie), anti-CD3 (aCD3, 2 ug/ml, BIOMED,
Diepenbeek, Belgi€), TT (2,5 limes flocculation units per milliliter, Lf/ml, RIVM, Bilthoven,
Nederland), MBP (40 upg/ml, BIOMED, Diepenbeek, Belgi€¢), hCII (40 pg/ml, MD
Biosciences, Zurich, Zwitserland), CMV (2,5 ul/mio, BD Pharmingen, Erembodegem,
Belgi€) en dimethyl sulfoxide (DMSO, 2,5 ul/mio, Molecular Probes, Leiden, Nederland). De
cellen werden op dag 10 van de celcultuur gecollecteerd voor analyse van hun proliferatie. Op
dit tijdstip werd ook het supernatans van de celcultuur ingevroren en een deel van de cellen
gepelleteerd.

20 000 tot 40 000 (afhankelijk van opbrengst sorten) gesorte CD4*CD28™ en CD4*CD28" T-
lymfocyten werden in kweek gebracht in een 96-well plaat met ronde bodem (Nunc, Roskilde,
Denemarken). Cellen werden gestimuleerd met antigeengepulste feeders. Dit waren autologe
PBMC:s die gedurende 3 uur gepulst werden met TT (20 Lf/ml), MBP (100 pg/ml), hCII (100
pug/ml), CMV (2,5 pl/mio) of DMSO (2,5 ul/mio). Daarna werden de cellen radioactief
bestraald op 8275 Rad in een 37Cesium bron (CIS Biointernational, Gif-sur-Yvette Cedex,
Frankrijk). De gesorte CD4*CD28™' T-cellen werden gekweekt in kweekmedium met 0,5
U/ml IL-2. Als positieve controle werd aCD3 (2 pug/ml) aan de betreffende wells toegevoegd.
Op de achtste dag van de celcultuur werd het supernatans ingevroren en de helft van de cellen
gepelleteerd. Proliferatie (CFSE-dilutie) werd nagegaan met behulp van FACS-analyse
(FACS Calibur flow cytometer, BD Biosciences, Erembodegem, Belgi€). Bovendien werden
7-amino actinomycin D (7-AAD) en antilichamen gericht tegen CD28 (beiden BD
Biosciences, Erembodegem, Belgi€) meegenomen waardoor specifiek gekeken kon worden

naar de proliferatie van levende CD28" of CD28™" cellen.

2.2.4 Studie cytotoxische activiteit CD4*CD28™ T-cellen via iFACS

Met een intracellulaire FACS-kleuring werd de opslag van cytotoxische en inflammatoire
moleculen nagegaan. Het percentage cellen positief voor granzyme A (GrA), granzyme B
(GrB), perforine, IFN-y en IL-4 werd vergeleken tussen CD4*CD28™! T-cellen en

CD4"CD28" T-cellen in gezonde controles en patiénten.
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PBMCs (1 x 10° per kleuring) werden gewassen in een PBS-buffer met 2% FBS en 0,1%
NaNs. De oppervlaktekleuring werd gedurende 15 minuten op kamertemperatuur verricht met
FITC-gelabelde anti-CD28 antilichamen (Immunotools, Friesoythe, Duitsland) of PE-
gelabelde anti-CD28 antilichamen en anti-CD4-PerCP antilichamen. Vervolgens werden de
cellen gedurende 20 minuten op 4°C gefixeerd en gepermeabiliseerd in een commerciéle
cytofix/cytoperm oplossing (Pharmingen, Erembodegem, Belgi€). Intracellulaire kleuring
werd gedurende 30 minuten uitgevoerd bij 4°C met FITC- of PE-gelabelde antilichamen voor
GrA, GrB, perforine (allen van Immunotools, Friesoythe, Duitsland), IFN-y en IL-4 (BD
Biosciences, Erembodegem, Belgi¢). Muis IgG1 en IgG2a antilichamen (BD Biosciences,
Erembodegem, Belgi€) werden gebruikt als isotype controle antilichamen. Expressie van
merkers op en in PBMCs werd bekeken met een FACS Calibur flow cytometer. Data werden

geanalyseerd met behulp van Cellquest software (BD Biosciences, Erembodegem, Belgié).

2.2.5 Meting productie IFN-y en GrB via ELISA

De productie van IFN-y en GrB in het cultuursupernatans van de CD4*CD28™' en
CD4'CD28" T-lymfocyten werd bepaald aan de hand van een sandwich ELISA in 96-well
microtiter platen (Greiner Bio-One, Wemmel, Belgi€). Overnacht werden de microtiter platen
gecoat met 2 pg/ml capture antilichaam voor IFN-y (Biosource, Nivelles, Belgi€) of voor GrB
(Mabtech AB, Nacka Strand, Zweden) in coatingsbuffer (0,14 M NaCl, 0,01 M
Na,HPO,.2H,0, 1,5 mM KH,PO4 en 2,6 mM KCI, pH 7,4). Na enkele wasstappen in een
0,9% NaCl-oplossing met 0,1% Tween-20 (VWR International, Leuven, Belgi€) werden de
niet-specifieke bindingsplaatsen gedurende twee uur geblokkeerd door middel van
blockingbuffer (0,5% BSA in coatingsbuffer). Stalen werden samen met de
detectieantilichamen (0,4 ug/ml) voor IFN-y (Biosource, Nivelles, Belgi€) of voor GrB
(Mabtech AB, Nacka Strand, Zweden) twee uur geincubeerd op kamertemperatuur onder
voortdurend schudden (700 toeren per minuut). Na een wasstap werden de platen 30 minuten
geincubeerd met 1 pg/ml streptavidine-geconjugeerd horse radish peroxidase (HRP, Jackson
ImmunoResearch Europe Ltd, Cambridgeshire, United Kingdom). De cytokines werden, na
een laatste wasstap, gedetecteerd met 130 pl van een tetramethyl-benzidine dihydrochloride
(TMB) oplossing van 10 mg/ml. De kleurreactie werd gestopt door toevoeging van 65 ul 1,8N
H,S0Os4. Optische densiteiten van de stalen werden gemeten bij 450 nm met behulp van een
ELISA-reader (Biorad, Nazareth, Belgi€). De cytokineproductie werd berekend door de
concentraties in gestimuleerde stalen te corrigeren voor het achtergrondniveau, gemeten in

niet-gestimuleerde stalen.
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2.3 Moleculair biologische technieken

2.3.1 RNA-isolatie

Uit de ingevroren pellets van PBMCs, gesorte CD4*CD28™ en CD4*CD28" T-cellen uit de
CFSE-assay, werd RNA geisoleerd met behulp van de High pure RNA isolation kit (Roche,
Brussel, Belgi€) volgens de instructies van de fabrikant. Celpellets werden geresuspendeerd in
200 ul PBS en gelyseerd met 400 ul lysis-/bindingsbuffer. De suspensies werden aangebracht
op een High Pure filtertube en gecentrifugeerd. Het RNA werd opgezuiverd door een 15
minuten durende incubatie met 200 U DNase gevolgd door drie wasstappen. Uiteindelijk

werd het RNA geélueerd in 50 pl gedestilleerd water.

2.3.2 ¢cDNA-synthese

RNA werd omgezet in cDNA via het reverse transcription system (Promega, Madison, W1,
USA). Hiervoor werd gebruik gemaakt van een reactiemix met 5 mM MgCl,, 1 x reverse
transcriptase buffer (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI en 0,1% Triton X-100), 20 U rRNase
inhibitor, 1 mM dNTP, 15 U AMYV reverse transcriptase, 0,5 ug oligo dT primer en 10 pl
RNA per reactie van 20 pl. De reactie werd één uur geincubeerd op 42°C zodat het mRNA
omgezet werd in cDNA-kopieén. Vervolgens werd nog een incubatie van 5 minuten op 90°C
en een incubatie van 10 minuten op ijs uitgevoerd. Na twee opzuiveringsstappen met
chloroform/isoamylalcohol (24/1), werd het cDNA geprecipiteerd bij -80°C met 3 M natrium-
acetaat en 100% ijskoude ethanol. Het cDNA-pellet werd gewassen met 70% ethanol en
opgenomen in 35 ul gedestilleerd water.

Controle van de cDNA-synthese werd uitgevoerd via een controle PCR. Hierbij werd gebruik
gemaakt van de constant B (BC) reverse en forward primers (sequenties in bijlage,
Eurogentec, Seraing, Belgi€). 1 ul cDNA werd geamplificeerd in 1 x PCR buffer, 0,2 mM
dNTP, 0,9 U Taq polymerase (alles van Roche Diagnostics, Brussel, Belgi¢), 2,5 pm forward
primer en 2,5 pm reverse primer per reactie van 20 ul. De PCR werd ingezet voor 40 cycli
(20s 95°C, 20s 60°C en 40s 72°C) in een GeneAmp PCR system 9600 thermal cycler (Perkin
Elmer, Zaventem, Belgi€). Via agarose gelelektroforese werd de lengte en de hoeveelheid van
het PCR-product gecontroleerd. De analyse van de agarosegels gebeurde met behulp van

Quantity One software (Biorad, Nazareth Eke, Belgié).
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2.3.3 Analyse BV-repertoire antigeenreactieve CD4*CD28™" T-cellen met PCR

Het BV-gengebruik werd kwalitatief bestudeerd aan de hand van een PCR op het cDNA van
antigeenreactieve CD4*CD28™! T-lymfocyten. PCR amplificatie werd uitgevoerd met één van
de 23 primerparen specifiek voor elke BV-familie (sequenties primers in bijlage). Het BC-
specifieke primerpaar werd meegenomen als positieve controle. De reactiemixen bestonden
uit 20 ng cDNA, 1 x PCR-buffer, 0,2 mM dNTP, 2 pm forward primer, 2 pm reverse primer
en 0,9 U Taq polymerase in een totaal volume van 20 pl. Het programma bestond uit 45 cycli
van 95°C voor 20s, 61°C voor 20s en 72°C voor 40s. PCR-producten werden geanalyseerd

via agarose gelelektroforese en Quantity One software.

2.3.4 Spectratypering TCR CDR3-lengte

Dominante BV-genen in de CD4*CD28™' T-lymfocyten, werden onderworpen aan een
spectratypering van het complementarity determining region 3 (CDR3) gebied.

In de eerste PCR-ronde werd 1 ul cDNA (50 ng) geamplificeerd in 1 x PCR-buffer, 0,2 mM
dNTP, 2,5 pm Cp reverse primer (5° CTC TTG ACC ATG GCC ATC 3’), 5 pm BV forward
primer, 0,9U Taq polymerase in een totaal volume van 25 ul. De PCR-reactie bestond uit 35
cycli met 95°C voor 40s, 55°C voor 40s en 72°C voor 20s. De lengte van de PCR-producten
werd gecontroleerd via agarose gelelektroforese alvorens er een semi-nested PCR op werd
uitgevoerd. 1 pul PCR-product werd gedurende 25 cycli (40s 95°C, 40s 55°C en 20s 72°C)
geamplificeerd in 1 x PCR-buffer, 0,2 mM dNTP, 10 pm 6-carboxy-fluoresceine (FAM)
gelabelde TCR-Cp reverse primer (5 FAM-GT GGC CAG GCA CAC CAG TGT GGC 3),
5 pm BV forward primer en 0,9 U Taq polymerase. Opnieuw werd het product getest middels
agarose gelelektroforese via Quantity One software. De lengte van de PCR amplicons werd
geanalyseerd met behulp van een 310 ABI DNA sequencer (Applied Biosystems, Warrington,
UK) via een carboxy-x-rhodamine (ROX) gelabelde standaard (Promega, Leiden, Nederland).
FAM-intensiteit werd uitgezet ten opzichte van migratietijd ter productie van het

piekenpatroon dat een indicatie geeft van de clonaliteit van de T-celpopulatie.

2.3.5 Studie genexpressie perforine, IFN-y, OPG en RANKL door middel van PCR

De genexpressie van IFN-y, perforine, osteoprotegerine (OPG) en receptor activator of NF-
kappa-B ligand (RANKL) op RNA-niveau in de antigeenreactieve CD4*CD28™" T-cellen,
werd nagegaan middels PCR. Het cDNA afkomstig van de antigeenreactieve gesorte cellen
werd geamplificeerd met forward en reverse primers specifiek voor IFN-y (fwd

GCAGAGCCGGGTTGTCTCCT, rev ATGCTCTTCGACCTCGAAAC), perforine (fwd
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GGAGTGCCGCTTCTACAGTTTC, rev TGGAAGGAGGCCGTCATCT), OPG (fwd
GCTCGTGTTTCTGGACATCTC, rev CCTCACACAGGGTAACATCTATTC) en RANKL
(fwd CTATTTCAGAGCGCAGATGGAT, rev TATGAGAACTTGGGATTTTGATGC)
(allen van Eurogentec, Seraing, Belgi€). Voor de 4 merkers werden 50 cycli doorlopen in een
PCR-reactie met 20 ng cDNA per reactie en de standaardcondities van de controle PCR. De
annealingstemperatuur voor OPG, RANKL en perforine bedroeg 60°C, die voor IFN-y was
57°C. Ter normalisatie van de resultaten werd telkens ook een PCR met primers specifiek
voor het constante gedeelte van de TCR (BC) uitgevoerd in 50 cycli met een

annealingstemperatuur van 60°C.

2.4 Statistische Analyse

Voor alle statistische analyses werd de tweezijdige T-toets voor twee steekproeven met
ongelijke varianties uitgevoerd met behulp van Microsoft Excel. Een p-waarde kleiner dan

0,05 werd beschouwd als statistisch significant.
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3. Resultaten
3.1 Optimalisatie CFSE-assay

Om de antigeenreactiviteit van de CD4*CD28™ T-cellen te bestuderen, werden PBMCs
(PBMC assay) of gesorte CD4*CD28™! en CD4*CD28* T-lymfocyten (sorted cell assay)
gelabeld met CFSE en in kweek gebracht met verschillende (auto-)antigenen. Via FACS werd
gekeken naar proliferatie van de gecultiveerde cellen door gebruik te maken van fluorescent
gelabelde antilichamen tegen CD4 en CD28. Een aantal parameters zoals CFSE-concentratie,
IL-2 concentratie bij opzet cultuur, duur celkweek en toediening IL-2 na een week celcultuur

werden in een eerste fase geoptimaliseerd.

3.1.1 Delende cellen zijn antigeenreactieve cellen

Een experiment werd uitgevoerd om te zien of de deling die optreedt in de CFSE-assay
specifiek veroorzaakt wordt door het antigeen, m.a.w. of de delende cellen antigeenreactieve
cellen zijn. CFSE-gelabelde PBMCs werden gecultiveerd in aanwezigheid van TSST of
zonder stimulus (KM). TSST is een superantigeen dat preferentieel zorgt voor stimulatie van
T-lymfocyten met een BV20-positieve TCR. Na vier en vijf dagen celcultuur werd met
behulp van fluorescent gelabelde antilichamen tegen CD4 en BV20 het percentage BV20-
positieve helper T-cellen in de gedeelde celfractie bestudeerd. Op dag vier was een groot
percentage BV20-positieve cellen aanwezig in de gedeelde celfractie (47%) en dit nam nog
toe op dag vijf (53%). In de KM-conditie waren geen gedeelde BV20-positieve cellen terug te
vinden. Deze resultaten illustreren dat de CFSE-dilutie die optreedt, te wijten is aan

antigeenreactiviteit.

3.1.2 Concentratie CFSE en IL-2

De concentratie CFSE waarmee de cellen gelabeld werden, diende tevens geoptimaliseerd te
worden. Een hoge concentratie CFSE geeft een efficiénte labeling waarbij meerdere
celdelingen gevolgd kunnen worden voordat het CFSE-signaal volledig in de achtergrond
verdwenen is. CFSE veroorzaakt echter een cellulaire toxiciteit die erger wordt met
toenemende concentratie. De optimale labelingsconcentratie werd voor PBMCs vastgesteld
op 0,5 uM CFSE en voor gesorte cellen op 1 uM CFSE.

IL-2 is een pro-inflammatoir cytokine dat geactiveerde, IL-2 receptor positieve T-cellen

aanzet tot deling. Een fractie van de CD4'CD28" T-cellen bezit, in tegenstelling tot de

Rol CD4*CD28™" T-cellen in de pathogenese van auto-immune aandoeningen - Resultaten 20




CD28™! T-cellen, een IL-2 receptor waardoor het risico bestaat dat deze in vivo geactiveerde
CD28" T-cellen verder gaan uitgroeien als IL-2 toegevoegd wordt aan de cultuur. Echter
CD4*CD28™! T-lymfocyten hebben dit cytokine nodig om na activatie te kunnen overleven.
Bij een concentratie IL-2 van 0,1 U/ml werd er weinig tot geen achtergrondproliferatie in de
CD28" T-cellen waargenomen, terwijl de CD28™" T-cellen konden overleven en reageren op
stimulatie. Om deze reden werd bij de opzet van PBMCs 0,1 U IL-2 per ml toegevoegd. In de
sorted cell assay vormde de IL-2 concentratie geen probleem aangezien de CD28" en CD28™!
T-cellen apart opgezet werden. Aan de cultuur van CD28™' T-cellen werd 0,5 U/ml IL-2
toegevoegd terwijl bij de opzet van CD28" T-cellen geen IL-2 toegevoegd werd.

3.1.3 Duur antigeenstimulatie

Vervolgens werd gekeken na hoeveel dagen stimulatie de antigeenreactiviteit optimaal was,
d.w.z. maximale proliferatie bij een goede viabiliteit. Tevens werd bekeken of additie van IL-
2 na een week cultuur de antigeenreactiviteit positief beinvloedde.

CFSE-gelabelde PBMCs werden gecultiveerd in verschillende stimulatiecondities (KM,
oCD3, TT, MBP, hCII, CMV en DMSO). Na een week werd aan de helft van elke conditie 2
U/ml IL-2 toegediend. De IL-2 concentratie lag hier hoger dan bij de cultuuropzet aangezien
verwacht wordt dat alle in vivo geactiveerde cellen na een week uit de cultuur verdwenen
zijn. Op verschillende tijdstippen (na 8, 9, 10, 11 en 14 dagen) werd een deel van de cellen
geanalyseerd op proliferatie en viabiliteit. Figuur 3 toont de viabiliteit en proliferatie van de
PBMC:s op de verschillende tijdstippen met of zonder toevoeging van IL-2. Er werd geopteerd
voor toevoeging van 2 U/ml IL-2 na een week en voor analyse na 10 dagen kweek aangezien
proliferatie en viabiliteit van de PBMCs, over het algemeen, optimaal waren onder deze

condities.
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Figuur 3. Viabiliteit en proliferatie PBMCs met of zonder IL-2 op verschillende tijdstippen na
stimulatie. Viabiliteit wordt weergegeven als het percentage levende CD4" cellen, proliferatie als
het percentage gedeelde CD4" cellen. De proliferatie bij TT (A), MBP (B) en hCII (C) werd
gecorrigeerd voor de achtergrondproliferatie, CMV (D) werd gecorrigeerd voor de proliferatie bij

DMSO.

Voor de sorted cell assay werden CD4"CD28" T-cellen van twee personen gelabeld met
CFSE en gecultiveerd met verschillende stimuli (KM, TT, MBP, hCIl en CMV). Op twee
tijdstippen (dag 5 en 8) werd een deel van de cellen gecollecteerd voor FACS-analyse van de
proliferatie. In figuur 4 is te zien dat de proliferatie na acht dagen kweek in alle condities
beter was dan na vijf dagen. Omwille van de resultaten na additie van IL-2 in de PBMC assay

werd besloten aan de gesorte cellen na vijf dagen eveneens 2 U IL-2 per ml toe te voegen.
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Figuur 4. Proliferatie CD4"CD28" T-cellen van 2 verschillende personen (A en B) na 5 en 8
dagen kweek. Het percentage gedeelde CD4"CD28" T-lymfocyten is uitgezet voor de vijf geteste

condities na vijf en na acht dagen cultuur.

3.2 Antigeenspecificiteit CD4*CD28™" T-lymfocyten

De antigeenreactiviteit van de CD4*CD28™! T-cellen tegen TT, MBP, hCIl en CMV werd
bepaald middels de CFSE-assays die hierboven besproken werden. Stimulatie van de cellen
met aCD3 en ongestimuleerde cellen (KM) werden meegenomen als respectievelijk positieve
en negatieve controle. De gebruikte CMV-peptiden werden opgelost in DMSO, zodat ook een

DMSO-conditie meegenomen werd om te zien of er enige invloed was op de proliferatie.

3.2.1 Bepaling antigeenspecificiteit CD4*CD28™" T-cellen in de PBMC assay

De PBMC assay werd éénmaal uitgevoerd met cellen van een gezonde controle (GC-1). Om
te kunnen besluiten of de proliferatie van de cellen in een bepaalde conditie significant was,
werd gebruik gemaakt van 3 criteria. Allereerst moest het percentage van de cellen in de
totale populatie lymfocyten groter zijn dan 1%. Als hieraan voldaan was, werd de
prolifererende fractie (APF) berekend door de achtergrondproliferatie af te trekken van de

proliferatie in respons op het betreffende antigeen. Het laatste criterium was de stimulatie-
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index (SI) die berekend werd door de APF te delen door de achtergrondproliferatie. Een
respons werd als positief aangenomen bij een APF groter dan 1 en een SI groter dan 3.

Figuur 5 geeft de SI van de CD4*CD28™ T-cellen van GC-1 in de geteste condities weer. De
CD4*CD28™' T-lymfocyten vertoonden een significante reactiviteit ten opzichte van CMV
(SI > 200) maar ook tegen MBP (SI = 5) en hCII (SI = 6). Er was geen respons bij aCD3 en
TT omdat in deze condities de CD28™" T-cellen volledig overgroeid waren door de CD28"
helper T-cellen.
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Figuur 5. Stimulatie-index CD4*CD28™" T-cellen in de PBMC assay van GC-1. De SI is uitgezet
ten opzichte van de geteste condities. Voor aCD3, TT, MBP en hCII werd de proliferatie in de
KM-conditie genomen als achtergrondproliferatie, voor CMV was dit de proliferatie in

aanwezigheid van DMSO.

Omdat het gebruik van gesorte cellen meer voordelen biedt en de resultaten uit de PBMC
assay vaak moeilijk interpreteerbaar waren, werd met de sorted cell assay verdergegaan. Er is
dan geen contaminatie mogelijk door de CD4"CD28" T-lymfocyten. Het supernatans van de
celcultuur kan tevens gebruikt worden voor de bepaling van cytokinevrijzetting en celpellets

kunnen gecollecteerd worden voor de analyse van genexpressie.

3.2.2 Bepaling antigeenspecificiteit CD4*CD28™" T-cellen in de sorted cell assay

De antigeenreactiviteit van gesorte CD4*CD28™! T-lymfocyten werd bepaald voor drie
gezonde controlepersonen (GC-1, GC-2 en GC-3), één MS-patiént (MS-1) en twee RA-
patiénten (RA-3 en RA-4). Om te bepalen in welke condities reactiviteit waarneembaar was,
werden dezelfde criteria gebruikt als in de PBMC assay. Indien dit onmogelijk was doordat
geen levende cellen overbleven in de KM-conditie, werd als criterium voor het wel of niet
meetellen van een conditie gesteld dat het percentage van de cellen in de betreffende conditie

meer dan 1% moest zijn van de totale lymfocytpopulatie.
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Figuur 6. Overzicht CFSE-plots gezonde controle. De dilutie van de CFSE-fluorescentie met elke deling is te
zien in de zeven testcondities. Bij A en B werd gegate op levende CD4*CD28" T-lymfocyten en bij C en D op
levende CD4*'CD28™' T-lymfocyten. De rechtse piek rond 10> CFSE betreft de ongedeelde cellen, alle picken
links ervan hebben een verminderde CFSE-fluorescentie en tonen de celdelingen aan. A en C tonen deze

resultaten in de vorm van histogrammen, B en D als dotplots.
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Figuur 6 is een voorbeeld van proliferatieresultaten uit de sorted cell assay van GC-3. Er was
geen proliferatie bij KM en een sterke proliferatie bij aCD3 te zien voor zowel CD28" als
CcD2g™ T-lymfocyten. De CD4"CD28" T-lymfocyten prolifereerden in alle andere condities,
dit bevestigde dat de antigeenstimulatie succesvol was. De CD4*CD28™' T-cellen waren
enkel CMV-reactief. In de andere condities was geen significant CFSE-signaal en dus ook
geen antigeenreactiviteit waarneembaar. Opmerkelijk was dat bij antigeenreactieve CD28™!
T-cellen de CD28-expressie opgereguleerd leek te worden.

Figuur 7 toont de resultaten van de zes sorted cell assays waarbij voor elk antigeen de
reactiviteit wordt gegeven. In alle onderzochte personen waren de CD4*CD28™' T-
lymfocyten reactief tegen aCD3 met een gemiddelde proliferatie bij GC van 96%, bij MS van
93% en bij RA van 81%. CD4*CD28™" T-cellen waren CMV-reactief in alle geteste personen
met een gemiddeld percentage gedeelde cellen van 49% bij GC, 41% bij MS en 78% bij RA.
De RA-patiénten hadden een gemiddelde SI van 5 in de CMV-gestimuleerde cellen. Er waren
geen significante verschillen in CMV-reactiviteit tussen de controle- en patiéntengroepen. Eén
op zes onderzochte personen (GC-2) vertoonde 79% gedeelde CD28™ T-cellen bij MBP en
34% bij hCIL Van diezelfde persoon waren na het sorten niet genoeg CD28™ T-cellen over

om de condities aCD3 en TT mee te nemen.
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Figuur 7. Antigeenreactiviteit CD4*CD28™ T-cellen bij 3 gezonde controles, 1 MS-patiént en 2
RA-patienten. Correctie voor achtergrondproliferatie gebeurde bij aCD3, TT, MBP en hCII aan de
hand van de proliferatie in de KM-conditie. CMV werd gecorrigeerd voor de proliferatie bij

DMSO. Het percentage gedeelde cellen is weergegeven bij de betreffende condities.

Deze data geven een duidelijke aanwijzing voor CMV-reactiviteit in de CD4*CD28™' T-
cellen. Autoreactieve CD4*CD28™' T-cellen werden echter eveneens waargenomen in één

van de geteste personen.
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3.3 Meting vrijzetting IFN-y en GrB door CD4"CD28™ T-lymfocyten

Met behulp van ELISA werd de productie van IFN-y en GrB in het supernatans van de
celculturen uit de sorted cell assays bepaald. De resultaten hiervan werden zowel voor de

achtergrond als voor de verdunning van de stalen gecorrigeerd.
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Figuur 8. Vrijzetting IFN-y (A) en GrB (B) door CD4*CD28™ T-cellen na stimulatie met aCD3,
TT, MBP, hCII en CMV. Productie van GrB en IFN-y werd bij aCD3, TT, MBP en hCII
gecorrigeerd voor de achtergrondproductie in de KM-conditie, bij CMV voor de

achtergrondproductie in de DMSO-conditie.

Figuur 8 is een weergave van de ELISA-resultaten waarbij de productie van IFN-y en GrB
uitgezet is voor de verschillende stimulatiecondities. CD4*CD28™' T-cellen die reactiviteit
vertoonden tegen aCD3 en CMV, zetten IFN-y en GrB vrij. De gemiddelde IFN-y productie
van aCD3- en CMV-reactieve CD28™ T-cellen bedroeg bij GC 520 pg/ml en 1071 pg/ml, bij
de RA-patiénten 810 pg/ml en 1145 pg/ml en bij de MS-patiént 226 pg/ml en 1211 pg/ml,
respectievelijk. De aCD3- en CMV-reactieve CD28™ T-cellen produceerden respectievelijk
een gemiddelde hoeveelheid GrB van 368 pg/ml en 896 pg/ml bij GC, 1694 pg/ml en 1788
pg/ml bij RA en 976 pg/ml en 1271 pg/ml bij de MS-patiént. Deze vrijzetting van IFN-y en
GrB was niet significant verschillend tussen gezonde controles en patiénten. De positieve
controleconditie werd niet meegenomen in de sorted cell assay van GC-2. In de andere
condities was soms een verwaarloosbare vrijzetting van IFN-y of GrB waarneembaar. Zo
zetten de MBP- en hCll-reactieve CD28™' T-cellen van GC-2 wel GrB (46 pg/ml en 11
pg/ml, respectievelijk) maar geen IFN-y vrij. De MBP-gestimuleerde CD28™" T-lymfocyten
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in de MS-patiént en de hCII-gestimuleerde CD28™ T-cellen in de RA-patiénten produceerden
bovendien ook GrB (respectievelijk 58 pg/ml en 147 pg/ml gemiddeld). Voor deze condities
werd echter geen proliferatie waargenomen in de sorted cell assay.

Deze resultaten ondersteunen de proliferatiedata aangezien de antigeenreactieve CD4*CD28™"
T-lymfocyten IFN-y en/of GrB vrijzetten. Zowel proliferatie als cytokineproductie zijn

merkers van geactiveerde cellen.

3.4 Genexpressie antigeenreactieve CD4*CD28™ T-lymfocyten

Na activatie zullen T-cellen allerlei effectormoleculen tot expressie brengen. De expressie op
RNA-niveau van IFN-y, perforine, OPG en RANKL werd bepaald in de antigeenreactieve
CD4*CD28™' T-cellen uit de sorted cell assays.

In figuur 9 is te zien dat CMV-reactieve CD4*CD28™' T-lymfocyten zowel IFN-y als
perforine tot expressie brachten op RNA-niveau in alle geteste patiénten en controlepersonen.
Bij de MBP-reactiecve CD28™' T-cellen (GC-2) daarentegen kwam enkel perforine tot
expressie. OPG en RANKL zijn twee moleculen die betrokken zijn bij het botmetabolisme.
Ze kwamen in geen enkele persoon tot expressie in de antigeenreactieve CD4*CD28™' T-
cellen op RNA-niveau. Omdat de meeste cellen niet overleefden zonder hun antigeen te zien,
was in de KM-conditie steeds een licht bandje zichtbaar voor BC. Bij KM werd noch
perforine, noch IFN-y tot expressie gebracht. Dit wijst erop dat in de negatieve
controleconditie van de CFSE-assay inderdaad geen reactieve CD28™ T-cellen voorkwamen.
De resultaten van deze genexpressieanalyse komen overeen met de proliferatieresultaten van
de sorted cell assays en de cytokinevrijzetting gemeten met ELISA. De CMV-reactieve
CD28™' T-lymfocyten brengen perforine en IFN-y tot expressie op RNA-niveau en zetten
deze twee moleculen ook vrij in het supernatans. De MBP-reactieve CD28™' T-cellen brengen

geen IFN-y tot expressie op RNA-niveau en zetten ook geen IFN-y vrij in het supernatans.
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Figuur 9. Genexpressie van IFN-y, perforine, OPG en RANKL in antigeenreactieve cD28™ T-

cellen van drie gezonde controles (A-C), één MS-patiént (D) en twee RA-patiénten (E-F). Als

positieve controle werden voor IFN-y en perforine aCD3-gestimuleerde cellen uit de CFSE-assay

genomen terwijl voor OPG en RANKL een OPG of RANKL sequentie bevattend plasmide werd

meegenomen. Een PCR met primers specifiek voor het constante gedeelte van de TCR (BC) werd

meegenomen ter normalisatie.
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3.5 TCR BV-gengebruik en klonaliteit CDR3-gebied antigeenreactieve
CD4"CD28™ T-cellen

Door middel van PCR werd het TCR BV-gengebruik bepaald voor de antigeenreactieve
CD4*'CD28™' T-lymfocyten uit de sorted cell assays. De gebruikte assay is niet kwantitatief
maar stelt ons wel in staat om de expressie in te delen in drie niveaus: geen expressie,
expressie en verhoogde expressie als het individuele BV-gebruik meer dan 10% bedraagt van

het totaal.

GC-1|2(3|4|5/6|7[9]10(11|12]13|14|15(16| 18 [19|20(24(25|27|28(29|30
CMV

GC-3|2(3]14|5|6|7][9](10]11]12|13]14] 15 [16]18|19[20]24|25|27[28]29|30
CMV

MS-112]3]4 5] 6 |7]9]10]11]12]13]14]15]16]18]19]20]24]125]27]128]29]30
CMV

RA-3|12(3[4|5]6[7|9]10{11]12|13][14]15|16[18][19| 20 |24[25|27|28|29|30
CMV

RA4 |2 |3]14[5|6|7[9(|10[11]12|13[14[15|16[18[19] 20 [24|25|27(28]29|30
CMV

geen expressie

expressie

verhoogde expressie

Figuur 10. BV-repertoire antigeenreactieve CD4*CD28™" T-cellen van drie gezonde controles,
één MS-patiént en twee RA-patiénten. In de kolommen zijn de 23 BV-families gegeven met
daaronder de BV-expressie van de antigeenreactieve CD4*CD28™' T-cellen. Het betreffende
antigeen staat in de eerste kolom aangeduid. De klonaliteit van het CDR3-gebied wordt

weergegeven bij enkele BV-families die verhoogd tot expressie komen.

In figuur 10 zijn de resultaten van het TCR BV-gengebruik weergegeven voor de zes geteste
personen. Opmerkelijk is de grote diversiteit aan BV-families die tot expressie komen in de
CD4*CD28™ T-lymfocyten van zowel gezonde controles als MS- en RA-patiénten. Voor alle

personen, met uitzondering van RA-2, kwamen één of enkele BV-genen verhoogd tot
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expressie in de CMV-reactieve CD4*CD28™ T-cellen. Voor de gezonde controles waren dit
BV12, BV18 (GC-1), BV3, BV10, BV14 (GC-2) en BV15 (GC-3). De MS-patiént bracht
enkel BV6 verhoogd tot expressie en één van de RA-patiénten (RA-3) BV20. Bij de MBP-
reactieve cellen van GC-2 kwamen vooral BV4, BV14, BV15 en BV27 tot expressie. Er is
dus geen overeenkomst in de BV-ketens voor de antigeenspecifieke gebieden van de TCR
tussen de verschillende personen. Verdere analyse van de TCR sequentie van enkele verhoogd
voorkomende BV-families in de CMV-reactieve CD4*CD28™" T-cellen toonde aan dat in alle

onderzochte gevallen sprake was van een monoklonaal CDR3-gebied.

3.6 Opslag cytotoxische en inflammatoire merkers CD4*CD28™" T-cellen

De opslag van cytotoxische (GrA, GrB en perforine) en inflammatoire (IFN-y en IL-4)
moleculen in de CD4*CD28™' en CD4*CD28" T-lymfocyten werd vergeleken tussen vijf
gezonde controles, vijf RA-patiénten en zeven MS-patiénten met behulp van iFACS. Cellen
werden vooraf niet gestimuleerd, zodat gekeken kon worden naar het percentage cellen dat

deze moleculen intracellulair opgeslagen had.
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Figuur 11. Opslag GrA (A), GrB (B), perforine (C) en IFN-y (D) in CD4*CD28"* en CD4*CD28™!
T-lymfocyten. * Significant verschil tussen het percentage CD28" en CD28™" T-cellen positief voor
een bepaalde merker (p < 0,01). Resultaten zijn weergegeven als het percentage cellen positief

voor de betreffende merker.
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Figuur 11 toont het percentage CD28™' en CD28" helper T-cellen die positief waren voor de
betreffende moleculen. In alle geteste personen (pati€énten en controles) waren significant
meer CD28™' T-cellen positief voor GrA, GrB en perforine dan CD28* T-cellen (p < 0,01).
Voor IFN-y was er geen significant verschil in het percentage cellen dat deze merker
opgeslagen had tussen CD28™ en CD28" T-cellen. De opslag van IL-4 werd eveneens
bekeken, echter noch de CD28* T-cellen noch de CD28™' T-cellen hadden dit anti-
inflammatoire cytokine intracellulair opgeslagen. Er werden geen significante verschillen
waargenomen in het percentage CD28™' T-cellen positief voor de onderzochte
effectormoleculen tussen de gezonde controles en de patiéntenpopulaties.

Naast het percentage cellen dat positief is voor een effectormolecule kan ook gekeken worden
naar de hoeveelheid per cel van het betreffende effectormolecule. Dit wordt gedaan aan de
hand van de intensiteit van het fluorescerende signaal of de mean fluorescence intensity
(MFD).

In figuur 12 wordt de hoeveelheid per cel voor GrA, GrB en perforine in de CD4*CD28™ en
CD4'CD28" T-lymfocyten getoond. In geen enkele van de geteste groepen waren significante
verschillen terug te vinden in de hoeveelheid GrA, GrB en perforine per cel tussen de CD28"
en CD28™ T-cellen. Tevens was er voor de CD28™ cellen geen verschil in de hoeveelheid

GrA, GrB en perforine per cel tussen de gezonde controles en de MS- of RA-patiénten.
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Uit deze iFACS-resultaten kan besloten worden dat meer CD4*CD28™' T-cellen positief zijn
voor intracellulaire opslag van GrA, GrB of perforine dan CD4"CD28" T-cellen. Dit is niet
het geval voor IFN-y en IL-4. Er zijn geen verschillen in het percentage CD28™ cellen die
GrA, GrB, perforine, IFN-y en IL-4 bevatten tussen gezonde controles en patiénten met een
auto-immune aandoening. Bovendien komt de hoeveelheid van de vijf effectormoleculen die
opgeslagen ligt per cel overeen tussen de CD28% en CD28™' T-cellen maar ook tussen de

CD28™' T-cellen van gezonde controles en patiénten.
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4. Discussie

CD4*CD28™' T-lymfocyten zijn functioneel actieve, terminaal gedifferenticerde helper T-
cellen die gekenmerkt worden door sterk afwijkende functies. Ze accumuleren met de leeftijd
en vormen een goede immunologische merker voor veroudering. Opmerkelijk is dat dit
celtype verhoogd voorkomt in een subgroep van MS- en RA-patiénten. In deze studie werden
de antigeenspecificiteit alsmede de functionele eigenschappen van de CD4*CD28™ T-cellen
nader bestudeerd om hun rol in de pathogenese van auto-immuunziekten zoals RA en MS te
onderzoeken.

Waarschijnlijk ontstaan CD4*CD28™' T-cellen uit CD4*CD28"* T-cellen door herhaaldelijke
stimulatie met hetzelfde antigeen. Hierdoor komen ze onder replicatieve stress te staan en
wordt de CD28-transcriptie geblokkeerd. Het betreffende antigeen zou een veel voorkomend
lichaamsvreemd antigeen of een pathogeen kunnen zijn, maar wanneer het een lichaamseigen
antigeen betreft, zouden deze cellen een directe rol kunnen spelen in autoimmune
aandoeningen. Aangezien CD4*CD28™' T-lymfocyten verhoogd voorkomen bij een
subpopulatie van MS- en RA-patiénten en deze cellen over schadelijke eigenschappen
beschikken, is het interessant om uit te zoeken welke antigenen verantwoordelijk zijn voor de
expansie van deze cellen. Door kennis te verwerven over hun antigeenspecificiteit zou immers
meer inzicht verkregen kunnen worden in de rol van CD4*CD28™ T-cellen in de pathogenese
van autoimmune aandoeningen.

Ter bestudering van de antigeenspecificiteit van de CD4*CD28™' T-cellen werd in dit
onderzoek gebruik gemaakt van een sorted cell assay. CFSE-gelabelde gesorte cellen werden
in kweek gebracht met lichaamsvreemde (TT, CMV) en lichaamseigen (MBP, hCII)
antigenen. Met behulp van fluorescent gelabelde antilichamen werd gekeken naar de
proliferatie van de gecultiveerde cellen. Om een beeld te krijgen van de CD4*CD28™" T-
celreactiviteit ten opzichte van frequent voorkomende lichaamsvreemde antigenen werd TT,
een geinactiveerd tetanus toxine dat gebruikt wordt in tetanusvaccinaties, getest. T-
celreactiviteit tegen TT is terug te vinden in de meerderheid van de recent gevaccineerde
mensen. De lichaamseigen antigenen MBP en hCII werden meegenomen om te zien of de
CD4*CD28™" T-cellen een rol spelen in respectievelijk MS en RA. In de literatuur werd
immers uitgebreid aangetoond dat MBP een vermoedelijk autoantigeen is in MS. MBP-
reactieve T-lymfocyten komen bijvoorbeeld frequenter voor in MS-patiénten dan in gezonde
controles.” Deze MBP-specifieke T-cellen zijn in vivo geactiveerd bij MS en zijn minder

afhankelijk van CD28-costimulatie voor hun activatie dan in gezonde controles." Tevens zijn
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er bewijzen voor de productie van antilichamen tegen MBP in het CSV van MS-patiénten en
kan EAE geinduceerd worden door immunisatie met MBP.” Voor collageen is dan weer een
rol in de pathogenese van RA aangetoond door de aanwezigheid van collageenspecifieke
antilichamen in RA-patiénten en de inductie van een RA-achtige ziekte in bepaalde
muisstammen na immunisatie met collageen.” Tot slot werden ook CMV-peptiden
meegenomen om de eerder aangetoonde CMV-reactiviteit van de CD4*CD28™" T-cellen te
bestuderen.”

Deze assay is de eerste die de antigeenspecificiteit van de CD4*CD28™" T-cellen bepaalt voor
meerdere antigenen tegelijkertijd. Zoals reeds vermeld werd, suggereerden Schmidt et al
MBP-reactiviteit in de CD4*CD28™" T-cellen van MS-patiénten." Ook werden aanwijzingen
gevonden voor autoreactiviteit van de CDh4*CD28™ T-lymfocyten bij RA in een studie van
Markovic-Plese et al.® Zal et al toonde HSP-60 reactiviteit aan in de CD4*CD28™' T-
celpopulatie.” Deze studies konden echter geen sluitend bewijs leveren voor de reactiviteit
van de CD4*CD28™" T-lymfocyten. Een pluspunt van de in onze studie gebruikte assay is dat
door het gebruik van CFSE op een eenvoudige wijze naar de proliferatie van specifieke
celpopulaties gekeken kan worden. Bovendien kan er informatie verkregen worden over het
percentage delende cellen. Wel moet rekening gehouden worden met de frequentie waarmee
de antigeenreactieve cellen voorkomen. Indien te weinig cellen in cultuur gebracht worden,
kan het zijn dat de reactieve cellen niet opgepikt worden of dat het moeilijk is om onderscheid
te maken met de achtergrondproliferatie. Samengevat kan gesteld worden dat de sorted cell
assay een goede assay is die nieuwe inzichten kan bieden in de reactiviteit van de
CD4*CD28™" T-cellen.

Een mogelijk directe rol van CD4*CD28™" T-cellen in MS en RA werd bestudeerd door te
kijken naar hun reactiviteit ten opzichte van lichaamseigen antigenen. In deze studie werd
reactiviteit tegen MBP en hCII teruggevonden in slechts één van de zes geteste personen. De
cytotoxische eigenschappen van de MBP-specifieke CD4*CD28™' T-cellen (expressie
perforine op RNA-niveau en vrijzetting GrB in de cultuur) bevestigden de reactiviteit. Bij
hCII bleven niet genoeg levende cellen over voor analyse van activatiemerkers op RNA-
niveau, maar via ELISA werd wel een kleine vrijzetting van GrB waargenomen. Deze
persoon was echter gezond, dus de geéxpandeerde CD4*CD28™ autoreactieve T-cellen
werden  waarschijnlijk  in  vivo onder controle gehouden door regulatoire
controlemechanismen. Immers, aanwezigheid van autoreactieve cellen is niet voldoende om
auto-immune aandoeningen te veroorzaken, aangezien eerder aangetoond is dat autoreactieve
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T cellen ook voorkomen in gezonde personen. Naast de functionaliteit van de
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controlemechanismen wordt de vatbaarheid voor auto-immune aandoeningen mede bepaald
door genetische aanleg en omgevingsfactoren. De MS-patiént en twee RA-patiénten bezaten
geen MBP- en/of collageenreactieve CD4*CD28™ T-cellen. Toch sluit dit autoreactiviteit van
de CD4'CD28™' T-cellen niet helemaal uit. Misschien bevatte de fractie cellen wel
autoreactieve T-lymfocyten maar waren deze reactief tegen andere autoantigenen dan degene
die gebruikt werden in de assay. Het zou ook kunnen dat hun frequentie te laag was zodat ze
in deze assay niet opgepikt werden. Dit is echter onwaarschijnlijk aangezien beschreven is dat
CD4*CD28™! T-cellen een gerestricteerd TCR-repertoire hebben en waarschijnlijk dus uit een
beperkt aantal klonen is samengesteld.* Indien de CD4*CD28™' T-cellen direct na hun
activatie migreren naar de hersenen (MS) of gewrichten (RA) is het bovendien moeilijk om
reactiviteit aan te tonen in cellen die geisoleerd werden uit bloed.

Mogelijk zijn de CD4*CD28™' T-cellen wel op een indirecte wijze betrokken in de
pathogenese van auto-immuunziekten. CMV-reactiviteit werd immers teruggevonden in alle
geteste personen, zowel gezonde controles als patiénten. CMV is een B-herpesvirus dat
meestal verworven wordt tijdens een asymptomatische infectie in de vroege kindertijd waarna
het virus levenslang persistent aanwezig blijft. Bevestiging van de proliferatiedata werd
gevonden door de aanwezigheid van activatiemerkers op zowel RNA-niveau als eiwitniveau.
Niet alle CD4*CD28™" T-lymfocyten vertoonden proliferatie in aanwezigheid van CMV, wat
erop kan wijzen dat de CD4*CD28™' T-cellen ook nog andere antigeenspecificiteiten bezitten.
Verder is het mogelijk dat een deel van de CD4*CD28™" T-celpopulatie geinhibeerd wordt in
de respons tegen CMV door ontsnappingsmechanismen van het virus of dat ze niet gericht
zijn tegen het virus zelf maar tegen moleculen die geinduceerd worden tijdens een infectie
met CMV. Onze resultaten bevestigen de eerder gevonden CMV-reactiviteit in de
CD4*CD28™ T-cellen door van Leeuwen et al.”®

Deze virusreactiviteit van CD4" cellen is echter wel opmerkelijk. Helper T-cellen zijn
normaal immers enkel betrokken in adaptieve immuunresponsen. Recent werd echter
aangetoond dat helper T-cellen ook geinfecteerde cellen kunnen doden op een directe wijze,
via Fas-ligand of perforines.” Er zijn namelijk verschillende endogene en exogene
mechanismen beschreven waardoor virale antigenen gepresenteerd kunnen worden op MHC
klasse II moleculen voor herkenning door CD4" T-cellen. Zo kunnen fragmenten van
geinfecteerde cellen of viruspartikels opgenomen worden door APCs voor MHC klasse II
presentatie. Virale membraanproteinen kunnen samen met MHC klasse II moleculen migreren

naar MHC-ladingscompartimenten in de APC (comigratie). Een laatste mechanisme voor
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CD4" T-cel recognitie is macroautofagie, waarbij het cytoplasma geincludeerd wordt in
autofagosomen die vervolgens naar lysosomen gevoerd worden.*

Door hun virusreactiviteit zouden CD4*CD28™" T-lymfocyten op verschillende manieren
kunnen bijdragen aan het ontstaan van auto-immuunziekten. Indien CMV-epitopen
kruisreactiviteit vertonen met lichaamseigen antigeenepitopen zouden CMV-reactieve
CD4*CD28™" T-cellen autoreactieve responsen kunnen uitlokken via moleculaire mimicry.*”
Verder creéert virusinfectie een inflammatoire en cytotoxische omgeving waarin
autoreactieve T-cellen op niet-specifieke wijze geactiveerd zouden kunnen worden. Het virus
zorgt bij deze bystander activation zowel voor de selectie van het targetweefsel als voor de
inductie van een sterke inflammatoire respons.” Bewijzen voor de bijdrage van CD4*CD28™"
T-cellen in de vorming van een inflammatoir en cytotoxisch milieu werden ook in ons
onderzoek teruggevonden. iFACS-analyse wees immers uit dat CD4*CD28™" T-cellen grote
hoeveelheden granzymes en perforines hebben klaarliggen om te secreteren. CD4*CD28™ T-
cellen verschilden echter niet tussen gezonde controles, RA-patiénten en MS-patiénten. Dit
onderzoek wijst bovendien uit dat IFN-y productie pas na activatie geinduceerd wordt. Een
andere mogelijke rol van CMV-reactieve CD4*CD28™ T-cellen in auto-immuniteit zou zijn
dat de immuunrespons tegen CMV verspreid wordt vanaf de initiérende CMV-epitoop naar
een epitoop van een lichaamseigen molecule (epitope spreading).*

CMV-infectie wordt bovendien gekenmerkt door een extreme differentiatie van CMV-

specifieke T-lymfocyten.*

Dit leidt tot replicatieve senescentie van deze cellen door
telomeererosie. Sommige sterk efficiénte geheugen T-celpopulaties gaan dan verloren door
competitie voor ruimte en groeifactoren, zodat geéxpandeerde maar functioneel suboptimale
CMV-specifieke cellen accumuleren (CD28™ T-cellen). De aangetoonde inkrimping van het
TCR BV-repertoire in antigeenreactieve CD4*CD28™' T-lymfocyten komt overeen met zulke
contractie van de T-celpool.*"** Aangezien de immuunfunctie afhankelijk is van de T-cel
diversiteit zou deze inkrimping de drempel tot het ontwikkelen van auto-immuunziekten
kunnen verlagen door een aanreiking van minder functionele T-lymfocyten. In dit onderzoek
brachten de antigeenreactieve CD4*CD28™! T-cellen slechts enkele BV-families verhoogd tot
expressie. Analyse van hun CDR3-gebied toonde aan dat het telkens ging om expansie van
één kloon. Echter moet opgemerkt worden dat in totaal veel verschillende BV-genen tot
expressie kwamen. De CD4*CD28™! T-celpopulatie is dus mogelijk meer divers dan wordt
aangenomen. Wel moet opgemerkt worden dat de gebruikte assay niet kwantitatief was,

waardoor BV-genen die slechts minimaal aanwezig waren, enorm aangereikt werden door de

PCR. De BV-families die verhoogd tot expressie kwamen in de antigeenreactieve
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CD4*CD28™' T-cellen verschilden tussen de geteste personen. Er is dus waarschijnlijk niet
één antigeenepitoop verantwoordelijk voor de klonale expansie van de CD4*CD28™' T-cellen.
Deze studie gaf aanwijzingen voor opregulatie van de CD28-expressie in de CMV-reactieve
CD4*CD28™' T-celpopulatie. Dit wijst op een opheffing van de transcriptionele blokkade in
het CD28-gen. Het is dus mogelijk dat de sterk geéxpandeerde CD4*CD28™' T-cellen
opnieuw gebruik maken van costimulatie via CD28 om hun respons nog te versterken. De
mechanismen hiervan zijn onduidelijk maar zouden wel nieuwe mogelijkheden tot therapie
kunnen bieden voor patiénten met een sterke klonale expansie van senescente T-cellen.

Naar de toekomst toe zou het interessant kunnen zijn om te onderzoeken of de CMV-reactieve
CD4*CD28™' T-cellen auto-immuniteit begunstigen door kruisreactiviteit tussen CMV-
epitopen en autoantigenen. Ook zou met behulp van de sorted cell assay de specificiteit van
de CD4*CD28™' T-lymfocyten ten opzichte van andere autoantigenen onderzocht kunnen
worden. Een verdere TCR spectratypering van het CDR3-gebied zou meer informatie kunnen
geven over de diversiteit binnen de verschillende BV-families die tot expressie komen in
antigeenreactieve CD4*CD28™' T-lymfocyten. Om te zien of CD4*CD28™' T-cellen
inderdaad onmiddellijk na hun activatie naar de hersenen of gewrichten migreren, zou de
aanwezigheid van CD4*CD28™" T-cellen in het CSV van MS-patiénten en het synoviaal
vocht van RA-patiénten onderzocht kunnen worden.

Samenvattend wordt gesteld dat met behulp van een CFSE-proliferatieassay een populatie
CMV-reactieve CD4*CD28™" T-cellen aangetoond werd in alle geteste personen. Echter niet
alle CD4*CD28™ T-lymfocyten waren CMV-reactief, wat de mogelijkheid voor andere
antigeenspecificiteiten openhoudt. Eén op zes onderzochte personen vertoonde reactiviteit ten
opzichte van MBP en hCII in zijn CD4*CD28™ T-celpopulatie, terwijl bij geen enkele
persoon TT-reactiviteit teruggevonden werd. Deze resultaten werden over het algemeen
ondersteund op zowel RNA-niveau (genexpressie) als eiwitniveau (vrijzetting
effectormoleculen). De CD4*CD28™' T-cellen bezaten een duidelijk cytotoxisch profiel,
onathankelijk van de testgroep, in hun intracellulaire opslag van cytotoxische merkers.

De resultaten van deze studie sluiten een directe rol van de CD4*CD28™ T-cellen in de
pathogenese van auto-immune aandoeningen zoals MS en RA bijna volledig uit. Een indirecte
rol in auto-immune ziekten blijft echter wel mogelijk omwille van hun CMV-reactiviteit en

hun cytotoxische en pro-inflammatoire capaciteiten.
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Bijlage

Bijlage 1. Primers voor de TCR BV-ketens en de TCR BC-keten

FWD

REV

BV
1 Bv2
2 BV3
3 Bv4
4 BV5
5 BV6
6 BV7
7 BV9
8 BV10
9 BV11
10 Bvi2
11 BV13
12 BV14
13 BV15
14 BV16
15 BV18
16 BV19
17 BV20
18 Bv24
19 BV25
20 Bv27
21 Bv28
22 BV29
23 BV30
BC

CACAGATGGGACAGGAAGTGATC
CCAAAATACCTGGTCACACAG

CATGGGAATGACAAATAAGAAGTCT

GATCAAAACGAGAGGACAGCA
TGAAGACAGGACAGAGCATGACA
CTCAGGTGTGATCCAATTTCA
AAGCACCTGATCACAGCAACT
CAAGACACAAGATCACAGAGACA
CCCAGATATAAGATTACAGAGAAA
CCCCGCCATGAGGTGACAGAG
AAGAGGGAAACAGCCACTCTG
GTTCCCCAGCCACAGCGTAATA
CCAAGATACCAGGTTACCCAGTTT
AAAACATCTTGTCAGAGGGGAA
AGACACCTGGTCAGGAGGAGG
GTCCCCAAAGTACCTGTTCAGA
GGTTATCTGTAAGAGTGGAACCT
TCACAAAGACAGGAAAGAGGATT
TTATAGGGACAGGAAAGAAGATC
ACCCAAGATACCTCATCACAGTG
TCGAGATATCTAGTCAAAAGGACG
AAGCAGGGATATCTGTCAACGT
GACCCTGGTGCAGCCTGTG
CAGCGCCCTTGTGTTGATG

GTCCTCCAGCTTTGTGGACCG
CCAGGGAATTGATGTGAAGATT
TGGCTGCAGGGCGTGTAGGTG
AGCACCAAGGCGCTCACATTCA
CACAGATGTCTGGGAGGGAGC
CCCCCGCTCTGTGCGCTGGAT
TAGTTCAGAGTGCAAGTCAGG
GGCAGCAGACTCCAGAGTGAG
CTGGATCTTGAGAGTGGAGTC
GAGTCCCTGGGTTCTGAGGGC
CAGCTCCAAGGAGCTCATGTT
CAGTTCTGCAGGCTGCACCTT
CAGGCCTGGTGAGCGGATGTC
TGAATCCTCAAGCTTCGTAGC
TGCCGAATCTCCTCGCACTAC
AGCTGTCGGGTTCTTTTGGGC
AGGATGGGCACTGGTCACTGT
GGGGATGGCAGACTCTAGGGA
ATGTGAGGGCCTGGCAGACTC
AGAGGTCTGGTTGGGGCTGGG
GGTGCTGGCGGACTCCAGAAT
TTCAGGGCTCATGTTGCTCAC
GAGGAGGAGCTTCTTAGAACT
AAGCGCTGGCAAAAGAAGAA
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