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Abstract

Immunosenescence is het immuunsysteem-specifieke verouderingsproces, wat leidt tot
veranderingen in het fenotype en de functie van zowel het aangeboren als het verworven
immuunsysteem. Een belangrijke verandering in de immunosenescense is de verminderde
thymopoiesis, wat leidt tot een afname van het aantal naieve T-cellen. Daarnaast is er bij
immunosenescence een verminderde CD28 expressie in de T-cel subset. CD28 is een
belangrijke costimulatie receptor, die betrokken is bij de activatie van T-cellen. Daarnaast is
CD28 essentieel voor de ontwikkeling van regulatoire T-cellen (Tregs) in de periferie vanuit
CD4" non-Tregs. Deze functies gaan gedeeltelijk verloren bij immunosenescence. Daarnaast
gaat de verminderde CD28 expressie gepaard met een toegenomen cytotoxiciteit, pro-
inflammatoire eigenschappen, en een verminderde gevoeligheid voor apoptose inductie van
deze T-cellen. De meeste van de uitgedifferentieerde CD28" T-cellen hebben hun capaciteit
voor celdeling verloren. De verminderde CD28 costimulatie heeft gevolgen voor de
gezondheid van ouderen en wordt onder andere verantwoordelijk gehouden voor het ontstaan
van auto-immuunziektes op latere leeftijd. Door de verminderde CD28 costimulatie vindt er
minder tolerantie inductie plaats tegen auto-antigenen mogelijk door een verminderde
aanmaak van Tregs. Herstel van CD28 zou mogelijk kunnen bijdragen aan het voorkomen
van immunosenescence en de daarmee gepaard gaande pathologie. Echter, het is gebleken dat
herstel van de CD28 expressie niet genoeg is om auto-immuunziektes te voorkomen. CD28
kan zelfs de al bestaande immuunpathologie verergeren doordat het verlies van CD28 een
beschermingsmechanisme is van het lichaam. Door de replicatie senescence neemt het aantal
auto-reactieve CD28" T-cellen niet toe maar als deze cellen hun capaciteit voor celdeling
terugkrijgen door herstel van CD28 nemen ze toe in aantal. Daarnaast zal de CD28
costimulatie leidden tot meer activatie van T-cellen waardoor de bestaande ontstekingsreactie
kan verergeren. Een goede therapie zal de oorzaak van immunosenescence moeten aanpakken
en niet alleen CD28, omdat het immuunsysteem een ingewikkeld en zeer sterk gereguleerd
proces is.
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1. Inleiding

Ouderen hebben een afgenomen resistentie tegen infecties en daarnaast een verhoogde
vatbaarheid voor autoimmuunziektes en kanker. Dit is met name een probleem in de Westerse
wereld aangezien de levensverwachting daar erg hoog is (75-83 jaar) [1]. Het verouderen
wordt gekenmerkt door een degeneratief proces van biologische systemen. Het
immuunsysteem is onderhevig aan deze algemene biologische veroudering. Daarnaast is er
sprake van een immuunsysteem-specifiek verouderingsproces waardoor fenotype en functie
van het immuunsysteem in de loop van de tijd verandert. Het immuunsysteem-specifiek
verouderingsproces wordt immunosenescence genoemd. Er vinden zowel veranderingen
plaats in de functie van het aangeboren als het verworven immuunsysteem. Goed
functionerende T-cellen, natural killer (NK) cellen en fagocyterende cellen hebben een
positief effect op de levensverwachting maar deze cellen zijn door de immunosenescence aan
veranderingen onderhevig [2-6]. Een groot percentage van de T-cellen verliest hun CD28
expressie, dit leidt tot een verminderde immuniteit tegen antigenen maar ook tot een
verminderde tolerantie tegen de auto-antigenen. Maar of dit de primaire oorzaak is van het
ontstaan van meer auto-immuunziektes op latere leeftijd is nog maar de vraag. Er zijn
namelijk meerdere oorzaken die leiden tot immunosenescence. Daarnaast leidt
immunosenescence tot meer veranderingen dan alleen de verminderde CD28 expressie op T-
cellen. Om een goed beeld te krijgen van de rol van CD28 bij immunosenescence en het
ontstaan van auto-immuunziektes, zal eerst globaal ingegaan worden op de oorzaken van
immunosenescence en de gevolgen voor de gezondheid. Vervolgens zal verder ingegaan
worden op de rol van CD28 expressie in een ‘gezonde’ individu en de gevolgen van het
verlies van CD28 expressie. Daarbij zal gekeken worden of CD28 verantwoordelijk gehouden
kan worden voor het ontstaan van auto-immuunziektes op latere leeftijd.

2. Oorzaken veroudering

Er zijn meer dan 300 theoriéen over het verouderingsproces [7]. Veroudering wordt in het
algemeen beschreven als het totale effect van intrinsieke veranderingen die in een organisme
optreden bij het ouder worden en die de vitaliteit en het functioneren van het organisme
negatief beinvloeden [8]. Hierdoor wordt het organisme ontvankelijker voor ziektes, die
uiteindelijk tot de dood kunnen leiden. Er bestaan verschillende theorieén over de oorzaak van
het algemene verouderingsproces.

2.1 Oxidatieve stress

Oxidatieve stress is een belangrijke oorzaak die leidt tot veroudering van het lichaam. Het
leidt tot een opeenhoping van schade in biomoleculen, veroorzaakt door de hoge reactiviteit
van vrije radicalen en reactieve zuurstof moleculen (ROS). Deze worden geproduceerd in
lichaamscellen als een gevolg van het gebruik van zuurstof. Het lichaam heeft verschillende
antioxidant mechanismen, die de formatie van ROS voorkomen of deze neutraliseren als ze
eenmaal geproduceerd zijn. Het lichaam ondervindt minder schade van de ROS formatie als
deze gebalanceerd wordt door eenzelfde hoeveelheid anti-oxidanten. Door een verstoring van
deze balans raken als eerste de mitochondrién beschadigd. Het is bekend dat tijdens de
veroudering een chronische oxidatieve stress conditie ontstaat doordat er meer oxidanten zijn



dan antioxidanten [1]. De oxidanten tasten alle cellen aan, waardoor het aantal T-lymfocyten
afneemt, maar er wordt juist een toename in sommige fagocyterende cellen gemeld. Deze
fagocyterende cellen vormen radicalen om pathogenen aan te vallen, maar daarnaast activeren
ze ook de transcriptiefactor NF-kB. Als NF- kB een bepaald niveau van activatie bereikt
stimuleert deze de ontstekingsreactie [1]. Als dit proces niet goed gereguleerd wordt ontstaat
er een vicieuze cirkel waardoor de oxidatieve stress toeneemt en het verouderingsproces
wordt versneld.

2.2 Telomeerlengte

Een ander proces, wat zowel een gevolg als een oorzaak van veroudering wordt gezien, is de
afgenomen telomeerlengte. Telomeren bestaan uit enkelstrengs DNA en zitten aan de
uiteinden van een chromosoom. Zo beschermen ze de chromosoom uiteinden tegen
degradatie. De telomeerlengte is belangrijk voor het replicatie potentie van cellen [9]. Cel
replicatie leidt tot telomeer verlies wat in sommige cellulaire systemen, zoals in het
immuunsysteem, gecompenseerd wordt door telomerase activiteit. Echter, als T-cellen vaak
gestimuleerd worden, worden ze ongevoelig voor telomerase inductie en raken ze hun
telomeersequenties kwijt en kunnen ze uiteindelijk niet meer delen, met als eindstadium
replicatie senescence [9]. In een studie van Valenzuela et al. is gebleken dat zolang de T-
cellen CD28" zijn, ze zelfs na de derde antigeen stimulatie nog hoge telomerase activiteit
vertonen [10]. De afgenomen telomerase activiteit bij ouderen kan mede verklaard worden
door het toegenomen aantal CD28" T-cellen.

2.3 DNA schade

Veroudering van het lichaam gaat gepaard met accumulatie van schade aan het DNA en dit
leidt tot een aanschakeling van DNA schade signaalroutes. De tumorsupressorgenen p53 en
p16™"“® worden onder andere aangeschakeld bij DNA schade om zo kanker te voorkomen
[11]. Deze tumorsupressorgenen bevorderen het proces van veroudering door apoptose en een
arrest van de celgroei, echter activatie van p53 kan ook door een tijdelijk arrest van de
celgroei en DNA reparatie het verouderingsproces vertragen [11].

Al deze oorzaken hangen met elkaar samen zo kan oxidatieve stress ook schade toebrengen
aan de telomeren waardoor deze korter worden [1]. Deze verkorte telomeren leiden op hun
beurt weer tot “‘uncapped’ chromosomen waardoor p53 en p16 worden aangeschakeld [9, 11].
Dus geen van de theoriéen staat op zichzelf en hebben allemaal hun effect op de
lichaamsfuncties, zoals op het immuunsysteem.

3. Immunosenescence veranderingen in het immuunsysteem

3.1 Aangeboren immuunsysteem

In cellen van het aangeboren immuunsysteem vinden er zowel veranderingen plaats in het
fenotype van deze cellen als in hun functie. Zo is bekend dat de natural killer (NK) cellen een
verminderde cytotoxiciteit hebben in ouderen. [12-15]. Andere NK cel functies zoals de
secretie van chemokines of interferon (IFN)-y in respons op interleukine (IL)-2 zijn ook
afgenomen in de ouderen [16]. Dendritische cellen (DC) daarentegen behouden hun antigeen
presenterende functie, maar er is een reductie in het aantal DC’s [17,18]. In andere studies van
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dendritische cellen zijn leeftijdsafhankelijke veranderingen in MHC 11 en andere oppervlakte
moleculen aangetoond en ziet men juist een potentiéle dysfunctie van DC’s bij hogere leeftijd.
Regulatoire T-cellen (Tregs) leveren hier een bijdrage aan door co-stimulatie moleculen zoals
CD40 en B7-2 (CD86) op DC’s te laten afnemen [19, 20]. Het aantal macrofagen neemt niet
af in de ouderen maar er is wel een significante afname in het aantal macrofaag voorloper
cellen en in het aantal macrofagen in het beenmerg van ouderen. [21]. Er vindt ook een
verandering plaats in de functie van macrofagen. De capaciteit van macrofagen om microben
door middel van fagocytose en door vorming van ROS te vernietigen neemt namelijk af bij
ouderen [21]. Ook in de neutrofielen ziet men bij ouderen een afname in de fagocytose
capaciteit. Daarnaast is er ook een afname in de Fc-receptor gemedieerde superoxide
productie. Het aantal neutrofielen en hun voorloper cellen blijven daarentegen wel goed
intact bij ouderen, net zoals het proces van chemotaxis en adhesie naar de plaats van infectie
[21]. Vergeleken met het verworven immuunsysteem blijft het aangeboren immuunsysteem
nog redelijk intact.

3.2 Verworven immuunsysteem

Het verworven immuunsysteem is opgebouwd uit CD4+ T-cellen (helper T-cellen),

CD8" T-cellen (cytotoxische T-cellen) en B-lymfocyten. Eén van de kenmerken van
immunosenescence in het verworven immuunsysteem is inkrimping van de thymus. Deze
verandering wordt gekenmerkt door een verlies van thymus epitheel cellen en een afgenomen
thymopoiesis [22]. Hierdoor worden er minder naieve T-cellen aangemaakt. Er treden zowel
veranderingen op in de CD8" T-cellen als in de CD4" T-cellen. De CD8" T-cellen nemen
eerder in aantal af dan de CD4" T-cellen, maar uiteindelijk draagt de afname van de productie
van beide T-celpopulaties bij aan een afname van het T-cel repertoire. De grootte van het T-
cel repertoire kan gemeten worden door middel van de analyse van het aantal T-cel receptor
excisie cirkels (TRECS). Dit zijn cirkelvormige stukjes DNA die ontstaan bij het T-cel
rijpingsproces in de thymus, tijdens de vorming van de antigeen receptor van de T-cel. De
frequenties van deze TRECs nemen exponentieel af bij toenemende leeftijd [22]. Daarnaast is
er een verminderde IL-2 productie en een afgenomen expansie en differentiatie in effector T-
cellen in vergelijking met naieve T-cellen van jonge mensen [23]. Er bevinden zich op latere
leeftijd veel meer ‘oude’ gedifferentieerde geheugen en effector T-cellen in het lichaam. De
accumulatie van deze T-cellen zorgt voor een bezetting van immunologische niches [24]. De
andere T-cellen krijgen daardoor minder tot geen stimulatie signalen van cytokines en/of
oppervlakte ligands. Daarnaast hebben T-cellen een verminderde CD28 expressie, dit leidt
onder andere tot meer antigeen-experienced memory T-cellen en een afgenomen aantal naiéve
T-cellen en een verminderd aantal CD4"CD25" regulatoire T-cellen [25, 26]. Naast de
veranderingen in de T-cel populatie zijn er ook veranderingen waar te nemen in de B-cel
populatie. De memory B-cellen vertonen een afgenomen gevoeligheid voor apoptose en dit
leidt tot een verdere accumulatie van specifieke B-cellen [27,28]. Hierdoor neemt de
diversiteit van het B-cel repertoire af en zijn er meer antigeen-experienced memory cellen dan
naieve B-cellen in ouderen [21]. De serum immunoglobuline niveaus zijn daarentegen stabiel
tijdens de veroudering maar de antilichamen vertonen wel een afgenomen affiniteit doordat er
minder shift van antilichaam isotype IgM naar IgG plaatsvindt [29].



4. Klinische veranderingen ten gevolge van immunosenescence

De veranderingen in zowel het aangeboren als het verworven immuunsysteem hebben
gevolgen voor de gezondheid van ouderen. Vanuit een evolutionair perspectief gezien leidt de
afgenomen productie van lymfocyten tot het behoud van energie voor andere biologische
processen. Er worden heel veel primaire lymfocyten gevormd maar er zijn maar enkele die
slagen in het productief recombineren van antigen-receptor genen, de meeste primaire
lymfocyten ondergaan apoptose. Daarnaast is de recombinatie van antigenreceptor genen
afhankelijk van het knippen en ligeren van DNA; dit proces maakt de lymfoide progenitors
extra gevoelig voor chromosoom translocatie. Chromosoom translocatie kan leiden tot acute
lymfoblastische leukemie, deze vorm van leukemie komt minder voor bij ouderen [30]. De
afgenomen lymfocyten productie kan dus ook gezien worden als een positief gevolg van
immunosenescence, maar immunosenescence heeft vooral negatieve gevolgen. Er is onder
andere een positieve relatie gevonden tussen verhoogde cytokine niveaus bij chronische
ontstekingen en het ontstaan van depressies [31].

4.1 Inflammaging

Immunosenescence kan leiden tot een staat van chronische ontsteking: inflammaging. Dit
leidt tot een verminderde kwaliteit van leven door een opeenstapeling van ziektebeelden. Een
acute ontsteking leidt tot een verminderde serum albumine productie voor de productie van
acute fase eiwitten. Bij een chronische ontsteking worden er aminozuren uit de skeletspieren
onttrokken omdat er geen grote voorraad is van intracellulair aloumine [32]. Dit leidt tot een
afname van de spiermassa. Daarnaast worden de ontstekings signaalroutes gedeeltelijk
verantwoordelijk gehouden voor het ontstaan van neurodegeneratie op oudere leeftijd [33]. In
een studie van Giunta et al. wordt beschreven dat IFN-y en TNF-a de productie van het A
peptide kunnen veroorzaken. Het A peptide is een pathologisch kenmerk van de ziekte van
Alzheimer. In deze studie wordt gesuggereerd dat inflammaging, vanwege verhoogde IFN-y
en pro-inflammatoire cytokine productie, een voorbode is voor het ontstaan van de ziekte van
Alzheimer [34]. Een ander gevolg van inflammaging is dat er tijdens een ontsteking meer IL-
6 en IL-1 geproduceerd wordt. Deze interleukines kunnen de erythroid progenitor cellen
inhiberen en stimuleren daarnaast de erythrocyt fagocytose door macrofagen, waardoor het
aantal rode bloedcellen afneemt [31]. Dit alles kan aanleiding geven tot het ontstaan van
bloedarmoede bij ouderen. Naast de gevolgen van inflammaging voor de gezondheid van
ouderen leidt immunosenescence in het algemeen tot een verhoogde kans op het krijgen van
infectieziekten en tot een verhoogde mortaliteit onder ouderen.

4.2 Vaccinaties

Immunosenescence leidt er toe dat vaccinaties minder effectief zijn bij oudere mensen. Dit
komt onder andere door de verminderde antigeenpresentatie in antigeen presenterende cellen
(APC’s). Daarnaast zijn er minder naieve T-cellen door inkrimping van de thymus waardoor
een minder goede primaire immuunreactie is tegen het antigeen van de vaccinatie. Daarnaast
is er een gereduceerde B-cel productie, verminderde isotype switching en somatische
hypermutatie wat er toe leidt dat er een zwakkere en lagere affiniteit is van de antilichamen
tegen het antigeen. Er wordt dus geen goede adaptieve immuunrespons ontwikkeld [21]. Voor



ouderen zijn betere vaccinatie strategieén nodig met nieuwe adjuvanten en vaccins die
specifiek het verouderde immuunsysteem als doel hebben.

4.3 Transplantatie

Immunosenescense levert daarnaast problemen op bij transplantatie. Men zou verwachten dat
een transplantatie minder problemen oplevert bij ouderen aangezien hun immuunsysteem
minder goed werkt waardoor er minder snel afstoting van het transplantaat zou optreden.
Maar het immuunsysteem is ook belangrijk bij het ontstaan van tolerantie [35]. Hierbij spelen
de co-stimulatie signaalroutes van allogeen herkenning een belangrijke rol, deze zijn bij
immunosenescence verzwakt. Zowel de CD28-CTLA4 en CD40-CD40L pathways worden
dysfunctioneel met veroudering [21].

5. Expressie en functie van CD28

5.1CD28

CD28 is een disulfide-linked homodimeer, waarvan elk subunit één extracellulair Ig domein
heeft. Het CD28 molecuul wordt bij mensen op 90% van alle CD4" T-cellen en op 50% van
alle CD8" T-cellen tot expressie gebracht. Het zorgt voor costimulatie naast het signaal dat
geleverd wordt door de binding van de T-cel receptor (TCR) en CD4 of CD8 coreceptor aan
het peptide-MHC complex. CD28 geeft een costimulatoir signaal doordat het een binding aan
gaat met het costimulatoir molecuul B7-1 (CD80) of B7-2 (CD86). Deze moleculen komen
voor op dendritische cellen, macrofagen en B-lymfocyten. CD28 co-stimulatie stimuleert de
productie van groeifactoren en andere cytokines. Dit leidt tot een verhoogde T-cel proliferatie
en differentiatie. CD28 gemedieerde signalen zijn met name belangrijk voor de productie van
de groeifactor IL-2. Dit komt waarschijnlijk door een combinatie van verhoogde transcriptie
en stabilisatie van het IL-2 messenger RNA. Daarnaast leidt costimulatie tot een signaal naar
de T-cellen voor expressie van anti-apoptotische eiwitten door verhoogde expressie van het
anti-apoptotische eiwit Bcl-x, [36].

5.2 CTLA-4

Naast activerende co-stimulatie receptoren is er ook een receptor die structureel gelijk is aan
CD28 maar een remmend effect heeft: CTLA-4. Deze wordt tot expressie gebracht op recent
geactiveerde CD4" en CD8" T-cellen en zijn functie is om de T-cel activatie te inhiberen door
tegenovergestelde signalen te geven aan het TCR complex en CD28. CTLA-4 is dus
betrokken bij het beéindigen van de T-cel respons en zorgt voor anergie tegen weefsel
antigenen. Opvallend is dat zowel CTLA-4 als CD28 aan dezelfde B7 moleculen binden, B7-
1 en B7-2 [36]. Beide concurreren om de B7 costimulatoire moleculen maar CTLA-4 heeft
een hogere affiniteit voor B7 dan CD28. Dit zorgt ervoor dat T-cellen minder snel geactiveerd
worden. Daarnaast is beschreven dat CTLA-4 remmende biochemische signalen afgeeft, die
actief de signalen van de TCR en/of CD28 blokkeren [40].

5.3 Regulatoire T-cellen

Een belangrijke functie van de B7-CD28 pathway is dat het zorgt voor de ontwikkeling van
regulatoire T-cellen (Tregs). Tregs zijn CD4"CD25" T-cellen welke de functie van effector T-
cellen kunnen onderdrukken. Hierdoor zorgen ze ervoor dat, na een immuunreactie, het



immuunsysteem weer naar een ruststaat gaat om zo verdere schade te voorkomen aan eigen
weefsels. Daarnaast spelen deze T-cellen een belangrijke rol bij het beschermen van het
lichaam tegen zelf-reactieve lymfocyten, welke de selectie tegen autoreactieve immuuncellen
hebben overleefd. Tregs worden niet alleen ontwikkeld in de thymus (nTregs) maar kunnen
ook gegenereerd worden vanuit naieve T-cellen in de periferie (iTregs). In vitro hangt de
ontwikkeling van Tregs vanuit perifere T-cellen af van TCR complex signaal en TGF-B1 [37],
terwijl in vivo costimulatie nodig is via B7-1 of B7-2 en CD28 als costimulatoir molecuul dus
essentieel is [38]. In het onderzoek van Guo et al. komt naar voren dat CD28 essentieel is
doordat het de ontwikkeling van Tregs in de periferie vanuit CD4" non-Tregs controleert via
de IL-2 productie [39]. CD28 deficiénte muizen hebben een afgenomen aantal Tregs [37].

6. Verminderde CD28 expressie tijdens immunosenescence

Het verlies van de CD28 expressie heeft gevolgen voor de functie van T-cellen. CD28" T-
cellen hebben een gebrekkige antigeen-geinduceerde proliferatie, en een korte replicatie
levensduur, maar wel een verhoogde cytotoxiciteit. Daarnaast hebben ze een verminderde
antigeen receptor diversiteit maar dit wordt mede veroorzaakt door inkrimping van de thymus.
Hierdoor neemt het aantal nieuwe naiéve T-cellen af en daarnaast differentiéren sommige
naiéve T-cellen, na herhaalde antigeen stimulatie, tot geheugen T-cellen waardoor de antigeen
receptor diversiteit verder afneemt.

6.1 CD4"CD28" T-cellen

CD4'CD28 T-cellen verschillen van de gewone CD28" helper T-cellen in zowel fenotype als
functie [41]. CD4"CD28" T-cellen zijn chronisch geactiveerde cellen, die hun klassieke helper
functie hebben verloren. Ze hebben pro-inflammatoire eigenschappen door productie van
hoge niveaus van IFN-y en TNF-a [42]. Daarnaast zijn ze cytotoxisch, dit wordt gemedieerd
door cytolytische enzymen, zoals perforine, granzyme A en granzyme B, welke tot expressie
worden gebracht door CD4"CD28" T-cellen [43, 44]. Deze cytolytische enzymen zijn normaal
aanwezig in cytotoxische CD8" T-lymfocyten (CTLs) en NK cellen, waar de klassieke CD4"
T-cellen deze niet hebben. Daarnaast brengen CD4"CD28™ T-cellen de C-type lectin receptor
NKG2D tot expressie en een aantal andere NK cel gerelateerde receptoren, welke behoren tot
de killer immunoglobuline receptoren (KIR) familie [45].

De CD4CD28" T-cellen zijn resistent tegen apoptotische celdood ondanks normale expressie
van apoptose inducerende receptoren zoals CD95 (Fas), zoals te zien is in figuur 1 [46]. Deze
resistentie tegen apoptose is gemedieerd door upregulatie van anti-apoptotische eiwitten zoals
B-cel leukemie/lymfoom 2 (Bcl-2) [47]. Daarnaast zijn CD4"CD28" T-cellen maar
gedeeltelijk vatbaar voor de regulatoire capaciteiten van Treg cellen. VVolledige competente
Treg cellen kunnen de productie van IFN-y door CD4"CD28" T-cellen onderdrukken maar
kunnen hun expansie niet voorkomen, zoals te zien is in figuur 1. De proliferatie en cytokine
productie worden onafhankelijk van elkaar gereguleerd. In mensen lijkt de target van Treg
suppressie de transcriptie van IL-2 in effector cellen te zijn [48]. Echter, de productie van IL-2
is verminderd bij immunosenescence waardoor de CD4"CD28" T-cellen gedeeltelijk resistent
zijn tegen de regulatoire capaciteiten van de Tregs [48]. De resistentie tegen zowel apoptose
als Treg supressie van de CD4"CD28" T-cellen kan uiteindelijk leiden tot een accumulatie van
autoreactieve CD4"CD28" T-cellen, zoals te zien is in figuur 1. In gezonde individuen zijn



0.1-2,5% van de CD4" T-cellen CD28" T-cellen [49]. Het verouderingsproces en chronische
ontstekingziektes leiden tot een toename van deze T-cel populatie [50].
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Figuur 1 Een auto-antigen wordt gepresenteerd door antigeen-presenteerde cellen (APCs) zoals dendritische
cellen (DCs) aan CD4CD28" T-cellen (A). Na herhaalde activatie door de DCs verliezen sommige van de
CD4"CD28" T-cellen hun CD28 expressie en ondergaan oligoclonale expansie (B). CD4"CD28" T-cellen zijn
resistent tegen apoptose inductie (C) en zijn relatief ongevoelig voor supressie gemedieerd door Tregs (D). Deze
factoren leiden tot een expansie en accumulatie van CD4"CD28 T-cellen, die autoreactief zijn.

6.2 CD8"CD28 T-cellen

Het verouderingsproces heeft invlioed op de CD8" T-cel subset. CD8" T-cellen spelen een
belangrijke rol in het verworven immuunsysteem tegen intracellulaire pathogenen en uitgroei
van kanker. Echter op hogere leeftijd neemt de CD28 expressie af in de CD8" T-cellen. Bij
mensen boven de 80 jaar zijn 60-80% van de CD8" T-cellen CD28 T-cellen [26]. De meeste
van deze zijn uitgedifferentieerde effector lymfocyten, die hun capaciteit om celdeling te
ondergaan hebben verloren. In een studie van Vallejo et al. wordt beschreven dat replicatieve
senescence een overlevingsmechanisme is voor oude CD8"CD28" T-cellen vanwege hun al
erg verkorte telomeren [51]. Daarnaast kunnen ze niet hun eigen 1L-2 produceren [51].
Desondanks kunnen ze nog wel door IL-15 gestimuleerd worden om te prolifereren [26]. De
CD8" T-cellen bij ouderen hebben een grotere capaciteit om IFN-y en TNF-a te produceren.
Daarnaast behouden CD8"CD28" T-cellen hun cytotoxiciteit of deze neemt toe als gevolg van
een hoge expressie van granzyme B en perforine [52]. Net zoals in de CD4" T-cellen brengen
de CD8'CD28 T-cellen de NK gerelateerde receptoren KIR en NKG2D tot expressie [51].

6.3 Memory T-cellen

Naast de gevolgen voor de primaire immuunreactie, heeft de verminderde CD28 expressie
ook effect op de secundaire immuunreactie. Een toegenomen aantal CD28" T-cellen correleert
met een afgenomen aantal functioneel actieve CD8" centrale memory T-cellen in
gevaccineerde ouderen [20]. Daarnaast neemt de CTLA-4 expressie toe in ouderen, dit leidt
tot een verminderde CD28 costimulatie aangezien CTLA-4 een hogere affiniteit heeft voor B7
dan CD28 [20]. Terwijl de CD28 costimulatie van memory T-cellen van belang is voor een
goede secundaire T-cel respons.
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6.4 Oorzaken verminderde CD28 expressie

CD28 expressie is gereguleerd door een specifiek CD28 initiatie complex, deze bevat de
kerneiwitten nucleolin en hnRPD. Replicatieve senescence en chronische blootstelling aan
TNF-a leiden tot een verlies van dit initiatie complex in T-cellen [41, 53] De herhaalde
antigeen stimulatie, die leidt tot replicatieve senescence, wordt onder andere bewerkstelligd
door het Cytomegalovirus (CMV), wat een persisterende infectie veroorzaakt in mensen [21].
T-cellen zijn essentieel voor het controleren van de virus infecties. Een CMV infectie leidt tot
veranderingen in het CD8" T-cel repertoire en tot een accumulatie van CD8" T-cellen met een
CD28 fenotype [21]. Deze T-cellen zijn specifiek voor de Cytomegalovirus (CMV)
antigenen [24]. Maar het verlies van CD28 komt niet alleen door herhaalde TCR activatie. Zo
leidt chronische blootstelling aan TNF-a tot de onderdrukking van de transcriptie activiteit
van de gen promoter door de binding van nucleaire eiwitcomplexen te voorkomen [53].
Daarnaast hebben recente studies bewezen dat I1L-2, IL-7, IL-15 en type | IFN (IFN-a, IFN-B,
IFN-0) het verlies van CD28 versnellen in CD8" T-cellen, die al geactiveerd zijn door de
TCR [54,55]. Een andere mogelijke oorzaak van de verminderde CD28 expressie is dat
CD8'CD28 T-cellen al hoog gedifferentieerde T-cellen zijn [56]. In de studie van Noiciari et
al. vond men niet alleen CD8"CD28" T-cellen met expressie van CD45R0O", maar ook met
expressie van CD45RA". CD45RO" is een marker voor memory lymfocyten en CD45RA" is
een marker voor naieve lymfocyten. De gevonden T-lymfocyten waren al antigeen ervaren,
ondanks hun CD45RA" fenotype. Waarschijnlijk zijn deze cellen ontstaan door een omkeer
van CD45R0O" naar CD45RA" en zijn daarom al antigeen ervaren. Daarnaast was in de studie
van Noiciari et al. het telomeerverlies niet geassocieerd met CD28 verlies aangezien de
CD28"CD45RA" T-cellen het laagste aantal telomeer sequenties hadden. Het verlies van
CD28 expressie in vivo lijkt dus eerder het resultaat te zijn van differentiatie dan van
herhaalde antigeen stimulatie [56]. Naast het verlies van de CD28 expressie vindt er ook een
accumulatie plaats van CD28 T-cellen. Een oorzaak van de accumulatie van CD8*CD28" T-
cellen kan de afgenomen expressie van TGF-B genen zijn [57]. De TGF-f signaalroute is
betrokken bij een aantal cellulaire processen in CD4" en CD8" T-cellen zoals celgroei,
celdifferentiatie, apoptose inductie en cellulaire homeostase. In een studie van Cao et al.
bleken verschillende genen van de TGF-B receptor downgereguleerd op hogere leeftijd, zoals
Tgfbrl en Tgfbr 2 en hun substraten Smad2, Smad4, en de transcriptie factor Sp1. Waardoor
er minder CD28" T-cellen tot apoptose worden geinduceerd en minder geblokkeerd worden in
hun replicatie [57].

7. Immunosenescence en het ontstaan van auto-immuunziektes,

rol van CD28
De incidentie van auto-immuunziektes is hoger bij oudere mensen. In een studie van Weyand
et al. blijkt dat reumatoide artritis, een auto-immuunziekte, toeneemt bij hogere leeftijd en een
piek heeft op 70-jarige leeftijd [58]. Immunosenescence wordt hier verantwoordelijk voor
gehouden want met immunosenescence neemt de effectiviteit van het immuunsysteem af. Zo
neemt de expressie van CD28 op de naieve T-cellen af, dit heeft gevolgen voor de T-cel
tolerantie voor de auto-antigenen. T-cel tolerantie wordt verkregen en niet overgeérfd. VVoor
de inductie en het onderhoud van tolerantie is het belangrijk dat het immuunsysteem nog
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functioneel competent is. CD28" T-cellen worden veel aangetroffen bij auto-immuunziektes
en lijken dus een belangrijke rol te spelen bij het falen van het zelftolerantie mechanisme. Er
bestaan verschillende theoriéen over de betrokkenheid van CD28 bij het ontstaan van auto-
immuunziektes.

7.1 Occupatie immunologische niche

Bij 33% van de patiénten met reumatoide artritis is er een toename van het aantal
CD4'CD28 T-cellen en bij 24% van de MS patiénten worden ook meer CD4"CD28 T-cellen
gevonden [48]. Volgens een studie van Thewissen et al. lijken deze CD4"CD28" T-cellen niet
autoreactief, maar aan de verhoging te zien bij deze patiénten met een auto-immuunziekte
spelen ze wel een rol bij de pathologie van auto-immuunziektes [48]. In sommige individuen
neemt de CD28 T-cel populatie namelijk meer dan de helft van de totale CD4" T-cel
populatie in. Dit leidt tot een opvulling van de immunologische ruimte, waardoor functionele
T-cellen minder signalen ontvangen, waaronder overlevingssignalen. Dit geldt ook voor de
Treg cel subsets.

7.2 Afgenomen aantal functionerende Tregs

Doordat de Tregs minder signalen ontvangen, is er een aantal Tregs die sub-optimaal
geactiveerd is, deze hebben IL-2 nodig voor volledige supressie van effector T-cellen [59].
Bovendien neemt tijdens immunosenescence de productie van I1L-2 door CD8" T-cellen af
door de verminderde expressie van CD28. Daardoor is er een afgenomen aantal
functionerende Tregs bij ouderen, wat dus een mogelijke oorzaak is voor het ontstaan van
meer auto-immuunziektes. Er is immers een aantal perifere CD4" T-cellen die de potentie
hebben om autoreactief te zijn. Tregs voorkomen normaal dat deze cellen eigen weefsels
kunnen aanvallen [60]. Daarnaast zijn de CD4*CD28" T-cellen door de immunosenescence
minder vatbaar voor de onderdrukkende effecten van Treg cellen [48]. Dit draagt mogelijk bij
aan de ongecontroleerde expansie van CD28" T lymfocyten in auto-immuunziektes.

7.3 Verminderde gevoeligheid voor apoptose inductie

Oligoklonale memory CD8" T-cellen zonder CD28 expressie zijn meer resistent tegen
apoptose dan naieve en centrale memory T-cellen [57]. Daarnaast zijn ook de CD4"CD28" T-
cellen resistent tegen apoptose. CD4"CD28" T-cellen brengen meer Bcl-2 tot expressie, wat
ervoor zorgt dat deze T-cellen minder gevoelig zijn voor het terugtrekken van groeifactoren.
Ook zijn deze T-cellen resistent tegen de Fas-gemedieerde apoptose. Ze falen in het
degraderen van FLIP door T-cel activatie en/of IL-2 stimulatie, daardoor vindt er geen
apoptose inductie plaats na Fas-ligand contact. De resistentie tegen apoptose leidt tot een
accumulatie van oligoklonale T-cellen, waardoor expansie kan optreden van autoreactieve
cellijnen [61,62]. Deze veranderingen in apoptose gevoeligheid van T-cellen is dus een
mogelijke oorzaak van het toegenomen aantal auto-immuunziektes.

7.4 Telomeerlengte

Er is een verband gevonden tussen telomeerverlies en auto-immuunziektes. Enkele theorieén
gaan er vanuit dat de verminderde CD28 expressie hieraan bijdraagt doordat de CD28" T-
cellen bij een chronische ontsteking perforine/granzym cytotoxiciteit en IFN-y secretie
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vertonen [63]. Het chronische ontstekingsproces verstoort het telomeer onderhoud en dit leidt
tot premature senescence. Daarnaast weerspiegelt het telomerase verlies, bij chronische T-cel
stimulatie, de verminderde CD28 expressie volgens een studie van Andrews et al. In deze
studie wordt beschreven dat door het verlies van CD28 costimulatie er minder serine/treonine-
eiwit kinase (Akt) naar de T-cel synaps wordt aangetrokken, waardoor er minder telomerase
activiteit is [63]. Akt zorgt voor een vergrote telomerase activiteit door fosforylatie van de
telomerase reverse transcriptase subunit. Desondanks werd er in een onderzoek van
Valenzuela et al. gevonden dat ook in de CD28" T-cel populatie er een afname is in de
telomerase activiteit, afhankelijk van het aantal herhaalde antigeenstimulatie. De CD8" T-
cellen verliezen hun telomerase capaciteit bij de derde antigeen stimulatie [10]. CD28 kan dus
het proces van telomeerlengte verlies remmen via Akt maar niet volledig.

7.5 Rol van CD28 bij reumatoide artritis

Een voorbeeld van een auto-immuunziekte is reumatoide artritis waarbij er ontstekingen zijn
in de gewrichten. Bij reumatoide artritis zijn er verschillende kenmerken die overeenkomen
met immunosenescence. Zo zijn er grote populaties van CD4" oligoklonale T-cellen, welke
geen expressie van CD28 meer hebben [64]. Deze CD28" T-cellen zijn daarnaast autoreactief
en verliezen versneld hun telomeer sequenties, brengen stimulatoire KIRs tot expressie en
hebben een verhoogde productie van IFN-y. Ook zijn ze hyperreactief met expressie van NK-
en CD8-markers bij een lage dosis van TCR stimulatie, terwijl er bij de CD4'CD28" T-cellen
amper een respons wordt waargenomen [64]. Dit alles lijkt op een voortijdige
immunosenescence van de T-cellen. Zo worden bij jonge patiénten met reumatoide artritis al
sterk verlaagde aantallen TRECS gevonden [58]. CD4"CD28" T-cellen komen dus veel voor
bij reumatoide artritis en dragen waarschijnlijk bij aan de ziektemanifestaties door de hoge
secretie van cytokines.

8. Therapie voor immunosenescence, herstel CD28 expressie
Immunosenescence heeft vooral negatieve gevolgen voor de gezondheid van ouderen. Een in
het oog springende verandering tijdens immunosenescence is de verminderde CD28
expressie, welke mede verantwoordelijk wordt gehouden voor het ontstaan van auto-
immuunziektes op latere leeftijd. Het is daarom interessant om te kijken hoe de CD28
expressie hersteld kan worden en wat dit voor implicaties heeft voor de gezondheid van
ouderen en of het proces van immunosenescence hiermee vertraagd kan worden.

8.1 IL-12 herstelt initiatie complex van CD28 en upreguleert CD161

IL-12 is een interleukine dat het verlies van het iniatie complex van CD28 gedeeltelijk kan
herstellen, en daarmee de CD28 expressie [53]. Costimulatie van de T-cel en de IL-12
receptoren induceert de transcriptie van CD28 in ongeveer 50% van de CD4"CD28" T-cel
lijnen [65]. De herexpressie van CD28 is functioneel en leidt ertoe dat de CD4"CD28" T-
cellen weer CD25 en CD40 ligand tot expressie brengen. De CD28 restoratie lijkt geen
verandering teweeg te brengen in de expressie van KIR en NKG2D of in de secretie van
perforine van ‘verouderde’ CD4" T-cellen [51]. Daarnaast zorgt 1L-12 voor een upregulatie
van het gen CD161, waarvan gesuggereerd wordt dat deze zorgt voor een toename van de
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transendothele migratie van cellen onafhankelijk van chemotactische stimuli [65]. Dit kan
ervoor zorgen dat CD4"CD28" autoreactieve T-cellen gemakkelijker weefsels kunnen
binnendringen.

8.2 Anti-TNFa therapie normaliseert CD28 expressie

In een studie van Bryl et al. werd gekeken naar de gevolgen van TNF-a in patiénten met
reumatoide artritis. Het immuunsysteem van patiénten met reumatoide artritis wordt
gekenmerkt door accumulatie van CD4"CD28" T-cellen en een opregulatie van TNF-a. Er
werd gevonden dat de CD28 expressie verhoogd werd bij patiénten die TNF-a neutraliserende
therapie ondergingen. Na 3 maanden was de CD28 expressie in die patiénten gelijk aan die
van de gezonde controles [66]. Dit komt doordat TNF-a leidt tot een verlies van het CD28
iniatie complex in T-cellen. Daarnaast is een hypothese in deze studie van Bryl et al. dat de
anti-TNF-a therapie zorgt voor een beter werkend immuunsysteem doordat de CD154
expressie hersteld wordt en TNF-a niet langer CD3(, één van de subunits van het TCR/CD3
complex, remt [66]. Of deze therapie daadwerkelijk zorgt voor een beter werkend
immuunsysteem zal nog getest moeten worden door te kijken wat op lange termijn de
therapeutische effecten zijn.

8.3 CD28 costimulatie verhogen

De CD28 costimulatie kan verhoogd worden door een superagonist van CD28:
superagonistisch CD28-specifiek monoklonaal antilichaam (supCD28 mAD) toe te dienen
[67]. SupCD28 mAD stimuleert alle T-cellen om te proliferen zowel in vitro als in vivo in
afwezigheid van een TCR signaal. Er vindt een shift plaats naar een Th2 cytokine profiel;
verhoogde expressie niveau’s van IL-4 en IL-10 en een verminderde IFN-y expressie.
Daarnaast is er een afname in het transcriptie niveau van perforin en granzyme B. SupCD28
mADb zorgt daarnaast voor een toename van het aantal nTregs. Dit komt mede door de
verhoogde expressie van de transcriptie factor Foxp3, wat er voor kan zorgen dat naieve T-
cellen differentiéren naar nTregs. De CD28-geactiveerde Tregs inhiberen de alloreactieve T-
cel respons in vivo in ratten [67]. SupCD28 mAb heeft een gunstig effect op het verloop en
het voorkomen van auto-immuunziektes in proefdieren [68]. Een ander superagonistisch
CD28-specifiek monoklonaal antilichaam: TGN1412 werd getest op mensen en leidde in alle
6 gezonde mensen in een klinische fase-1 trail tot desastreuze gevolgen. Ze kregen te maken
met een heftige systemische inflammatoire reactie en lymfopenie wat leidde tot multipele
orgaanuitval [69]. In een studie van Muller et al. werd gevonden dat er 2 verschillende T-cel
activaties zijn. De eerste T-cel activatie, die tot een cytokine storm leidde in mensen, werd
niet waargenomen in ratten, wel werd er een T-cel lymfopenie in de ratten waargenomen.
Daarna vond er een tweede T-cel activatie plaats die zorgde voor een expansie van
CD4'CD25"FoxP3" Tregs. In een studie van Gogishvili et al. is gebleken dat als ratten een
superagonist van CD28 toegediend krijgen dit onmiddellijk zorgt voor een toename van het
aantal Tregs, mede door de verhoogde IL-2 productie van CD4" T-cellen. De Tregs
domineren daarop heel snel de reactie van de effector T-cellen op de CD28 superagonist en
voorkomen zo een cytokine storm. Bij mensen domineren de Tregs niet snel genoeg de reactie
van de effector T-cellen en dit leidt tot een cytokine storm [70].
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8.4 Abatacept remt accumulatie CD28" T-cellen

Een medicijn om de gewrichtsontsteking enigszins af remmen is Abatacept. Abatacept is een
humaan fusie eiwit, wat bestaat uit een Fc-domein van een immunoglubine dat gefuseerd is
met het extracellulaire domein van CTLA-4. Dit medicijn remt de CD28-gemedieerde
costimulatie [71]. Het lijkt nu vooral effectief in de beginfase van de ziekte omdat CD28 dan
een grote rol speelt door de activatie van naieve T-cellen. Daarnaast is er in het begin van de
ziekte een lage frequentie van autoreactieve memory T-cellen, die door de remming van de
CD28 costimulatie minder snel in aantal toenemen [71]. In een recent onderzoek van Scarsi et
al. is bewezen dat het aantal circulerende CD28" T-cellen en CD8" effector T-cellen
afgenomen is bij patiénten met rheumatoide artritis die behandeld zijn met Abatacept [72].

9. Discussie

Immunosenescence leidt tot verschillende veranderingen in het immuunsysteem. In de T-cel
subset vinden er belangrijke veranderingen plaats. Door inkrimping van de thymus is er een
verminderde thymopoiesis en daardoor een afname van het aantal naieve T-cellen. Daarnaast
is er bij immunosenescence een verminderde CD28 expressie op zowel de CD4" als CD8" T-
cellen. Dit heeft gevolgen voor de competentie van het immuunsysteem. Zo neemt de
productie van IL-2 door CD8" T-cellen af door de verminderde CD28 expressie. IL-2 is nodig
voor het behoud van nTregs en de novo inductie van Foxp3" Tregs vanuit naieve T-cellen.
Door de verminderde CD28 expressie zijn er dus minder nTregs en houdt men het verlies van
CD28 expressie ook wel verantwoordelijk voor het ontstaan van auto-immuunziektes op
latere leeftijd. nTregs spelen een belangrijke rol bij het inhiberen van alloreactieve T-cel
proliferatie. Herstel van CD28 zou mogelijk kunnen bijdragen aan het voorkomen van
immunosenescence en daarmee gepaard gaande pathologie. Echter, de verschillende
therapieén die bedacht zijn om de CD28 expressie te herstellen hebben ook tot nadelige
bijwerkingen geleid. Zo blijkt met IL-12 niet alleen het initiatie complex van CD28
gedeeltelijk hersteld te worden maar wordt ook de CD161 expressie verhoogd, waardoor
autoreactieve T-cellen gemakkelijker weefsels kunnen binnendringen. Daarnaast leidt herstel
van de CD28 expressie niet tot een verandering in de expressie van KIR, NKG2D of in de
secretie van perforine van ‘verouderde’ CD4" T-cellen, terwijl herstel van de CD28 expressie
wel ervoor zorgt dat er meer Akt naar de T-cel synaps wordt aangetrokken waardoor de
telomerase activiteit toeneemt. Hierdoor herkrijgen de cellen hun proliferatieve capaciteit
waardoor het aantal auto-reactieve T-cellen ook kan toenemen en er meer CD4" T-cellen zijn
met NK-gerelateerde receptoren, perforine/granzym cytoxiciteit en IFN-y secretie. Een andere
studie uitgevoerd met een CD28 superagonist leidde zelfs tot desastreuze gevolgen in mensen
[69]. CD28 kan dus de al bestaande immuunpathologie verergeren daarom kan het verlies van
CD28 ook wel beschouwd worden als een beschermingsmechanisme van het lichaam. Door
het verlies van CD28 gaat het costimulatiesignaal verloren waardoor de T-cellen minder snel
geactiveerd worden en daardoor minder immuunreacties plaatsvinden ook tegen de auto-
antigenen. VVoor reumatoide artritis is er zelfs een medicijn op de markt: Abatacept, dat juist
de CD28-gemedieerde costimulatie blokkeert. Het vermindert op lange termijn de
gewrichtsontsteking bij reumatoide artritis [71]. Dit kan mede verklaard worden doordat er
minder circulerende CD28" T-cellen en CD8" effector T-cellen zijn bij patiénten met
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reumatoide artritis die vroeg behandeld zijn met Abatacept [72]. Er vindt minder accumulatie
plaats van CD28" T-cellen, wat mogelijk één van de grootste oorzaken is van het ontstaan van
auto-immuunziektes op latere leeftijd. De accumulatie zorgt voor een bezetting van de
immunologische niche waardoor andere T-cellen minder signalen krijgen om te overleven of
te proliferen. Hierdoor is er een verminderd aantal naieve T-cellen en Tregs beschikbaar, die
voor de tolerantie inductie zorgt. Het is interessant om te volgen wat er gebeurt met het
immuunsysteem van patiénten die met Abatacept behandeld worden om zo te kunnen
beoordelen of de accumulatie van CD28" T-cellen een grote rol speelt bij het ontstaan en
verloop van auto-immuunziektes. Desondanks zal een therapie gericht op het voorkomen van
het ontstaan van auto-immuunziektes zich nu vooral moeten bezighouden met het vertragen of
voorkomen van het hele immunosenescense proces. Een therapie tegen oxidatieve stress zal
hieraan bijdragen doordat het algemene verouderingsproces vertraagd wordt en daarmee ook
het proces van immunosenescence. Een therapie die alleen gericht is op CD28 herstel kan
leiden tot verergering van de al bestaande immuunpathologie omdat het immuunsysteem een
ingewikkeld en zeer sterk gereguleerd proces is. De verminderde CD28 expressie is dus niet
verantwoordelijk voor het ontstaan van auto-immuunziektes en kan beschouwd worden als
een protectiemechanisme van het immuunsysteem.
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