RIIIHIISCHG ||mmuno|og||e

Het immuunsysteem in balans:
inhibitoire iImmuunreceptoren Iin
de klinische praktijk

Balancing the immune system: inhibitory receptors in clinical practice
L.L. van den Hoogen', dr. L. Meyaard?

Samenvatting

Inhibitoire receptoren op immuuncellen remmen en reguleren de immuunrespons. De meeste inhibitoire
receptoren bevatten een ‘tyrosine-based inhibitory motif’ (ITIM), dat via de rekrutering van fosfatasen in
staat is een cellulaire respons af te remmen. Het belang van inhibitoire receptoren voor een adequaat
immuunsysteem blijkt uit dierproeven waarin deze receptoren worden uitgeschakeld. Dergelijke dieren
ontwikkelen heftiger verlopende infecties en zijn gevoeliger voor de inductie van auto-immuniteit. Bij
mensen zijn polymorfismen in enkele genen die coderen voor inhibitoire receptoren geassocieerd met
het ontstaan van auto-immuunziekten en astma. Door blokkade van een inhibitoire receptor wordt een
immuunrespons bevorderd; van dit principe wordt al gebruikgemaakt bij de behandeling van maligniteiten.
De diverse inhibitoire receptoren worden tot expressie gebracht op verschillende immuuncellen, waar-
onder mestcellen. Medicijnen die inhibitoire receptoren stimuleren, zouden in de toekomst kunnen worden
gebruikt als gerichte immunosuppressiva bij de behandeling van verschillende ziekten zoals auto-immuun-
ziekten, allergieén en astma.

(Ned Tiidschr Allergie & Astma 2014,14.136-42)

Summary

Various inhibitory receptors are expressed on immune cells and capable of downregulating an immune
response. Most inhibitory receptors signal through the activation of immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motifs (ITIM), which recruit intracellular phosphatases which dephosphorylate activated signaling
pathways. Inhibitory receptor knock-out mice usually display a more severe clinical phenotype when
infected with pathogens and are more prone to developing autoimmune diseases. Polymorphisms in some
inhibitory receptor genes are associated with the development of auto-immune diseases and allergic
asthma. Currently, blocking of inhibitory receptors or their ligands leading to an increased immune re-
sponse is already used therapeutically in the treatment of malignancies. Various immune cells like mast
cells express different inhibitory receptors which can downregulate its activation and therefore form an
interesting target for immunosuppressive therapy in the future.
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Inleiding

Cellen van het immuunsysteem bevatten verschillende
receptoren waarmee een immuunrespons kan worden
geinitieerd. Voorbeelden van dergelijke receptoren zijn
pattern recognition receptors’ (PRR’s) zoals toll-like-
receptoren, maar ook de T- en B-celreceptoren. Al deze
receptoren zijn gericht op de herkenning van pathoge-
nen of beschadigd weefsel. Deze herkenning leidt tot
activering van de cel door bijvoorbeeld verschillende
cytokinen te produceren of tot effectorfuncties zoals
cytotoxie.

Cellen van het immuunsysteem bevatten echter ook
verschillende inhibitoire immuunreceptoren (in het ver-
volg inhibitoire receptoren) die een belangrijke rol spelen
in de regulatie en de remming van de immuunrespons.
Veertig jaar geleden bleek al dat de Fe-staarten van anti-
lichamen naast activerende ook inhiberende signalen
kunnen afgeven aan B-cellen, via de toen nog onbe-
kende inhibitoire receptor FcyRIIB. Natural killer- of
NK-cellen bleken inhibitoire signalen te ontvangen van
MHC-I-moleculen op andere cellen.”

Verscheidene inhibitoire receptoren op NK-cellen en
andere immuuncellen, waaronder de eerder genoemde
FcyRIIB zijn daarna gekarakteriseerd en beschreven.>*
Elke inhibitoire receptor heeft een ander ligand. Binding
van het ligand aan de inhibitoire receptor zal leiden tot
een remmend signaal aan de cel. Dergelijke liganden
kunnen zich op het oppervlak van (andere) cellen
bevinden, maar ook in het bloed of de extracellulaire
matrix voorkomen.

Inhibitoire receptoren: van herkenning
naar remming

Na binding van het ligand vindt signaaltransductie
plaats via het cytoplasmatische gedeelte van de receptor.
In het algemeen worden intracellulaire enzymen door
kinasegemedicerde fosforylering geactiveerd, en geinac-
tiveerd door fosfatasegemedieerde defosforylering. De
meeste inhibitoire receptoren bevatten in het cytoplas-
matische deel van hun receptor één of meerdere aan een
vaste aminozuursequentie te herkennen ‘immunorecep-
tor tyrosine-based inhibitory motif * (ITIM), in tegen-
stelling tot activerende receptoren met ‘immunoreceptor
tyrosine-based activation motif” (ITAM). Wanneer het
ligand wordt herkend door de inhibitoire receptor, vindt
na clustering van de receptoren, fosforylering van deze
ITIM plaats door Src-family-kinases. Dit leidt ertoe dat
tyrosinefosfatasen SHP-1 en SHP-2 en de inositolfosfa-
tase SHIP worden gerekruteerd. Deze fosfatasen kun-
nen andere al gefosforyleerde en daarmee geactiveerde
moleculen defosforyleren. Dit leidt tot een rem op de
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geactiveerde cel (Figuur I1).° Hoewel de meerderheid
van de inhibitoire receptoren één of meerdere ITIM’s
bevat, hebben niet alle inhibitoire receptoren een ITIM
in hun cytoplasmatische gedeelte. Een voorbeeld van
zon inhibitoire receptor zonder ITIM is CTLA-4.
CTLA-4 gaat de competitie aan met CD28, welke beide
tot expressie komen op T-helpercellen, om te binden aan
de costimulatoire moleculen CD80/86 op antigeen-
presenterende cellen (APC’s). Als CD28 bindt aan de
costimulatoire moleculen van APC, dan wordt de T-cel
geactiveerd, terwijl als CTLA-4 bindt aan de costimu-
latoire moleculen, dan wordt de T-cel geremd. CTLA-4
is dus in staat de binding tussen CD28 en de costimu-
latoire moleculen te voork omen en een remmend signaal
af te geven aan de cel.® Van deze remmende capaciteit
van CTLA-4 wordt therapeutisch gebruikgemaake, wat
later wordt besproken.

Een tweedeling in activerende en inhibitoire receptoren
op basis van ITAM- of ITIM-sequenties is niet zwart-
wit. Er zijn namelijk ook ITIM’s beschreven die kunnen
leiden tot activatie en ITAM’s die leiden tot inhibitie
van een cel.” De meeste receptoren met een ITIM zijn
echter inhibitoir.

Inhibitoire receptoren kunnen worden ingedeeld op
basis van hun moleculaire structuur. Zo behoort een
groot deel van deze receptoren tot de zogeheten immuno-
globulinesuperfamilie (IgSF), die zelf ook weer is in te
delen in verschillende subgroepen op basis van bijvoor-
beeld ligandherkenning: Siglecs herkennen suikergroe-
pen, KIR’s herkennen HLA. Een andere grote groep
inhibitoire receptoren maakt deel uit van de c-type
lectinen.

Er zijn ruim zestig verschillende inhibitoire receptoren
gekarakteriseerd, elk met een eigen ligand en expressie-
patroon, die soms afhankelijk zijn van de activatiestatus
van de cel. In het humane genoom kunnen driehon-
derd sequenties worden gevonden die coderen voor
membraanmoleculen met een ITIM,® wat erop duidt
dat nog lang niet alle inhibitoire receptoren bekend zijn.

De rol van inhibitoire receptoren bij
infecties, auto-immuunziekten en
allergieén

Het belang van inhibitoire receptoren voor de regulatie
van een immuunrespons blijkt wanneer genen die code-
ren voor deze receptoren in muismodellen worden uit-
geschakeld. In de meeste van deze knock-outmodellen
ontwikkelen dergelijke muizen heftiger verlopende infec-
ties of zijn gevoeliger voor het ontstaan van auto-immuun-
ziekten.” CTLA-4-knock-outmuizen overlijden op korte
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Figuur 1. Schematische weergave werkingsmechanisme inhibitoire receptoren met een ITIM. Na herkenning van het

ligand door de inhibitoire receptor en clustering van de inhibitoire receptoren (1) fosforyleren Src-family-kinasen de [TIM in het

cytoplasmatische gedeelte van de receptor (2). Dit leidt tot de rekrutering van fosfatasen zoals SHP-1, SHP-2 en SHIP (3). Deze

fosfatasen zijn in staat moleculen uit al geactiveerde pathways te

termijn door een lymfoproliferatieve ziekte met afwij-
kingen in verscheidene orgaansystemen.'® Uitschakelen
van het ligand voor de inhibitoire receptor CD200R bij
muizen leidt onder andere tot heftiger verlopende influ-
enza-infecties met meer weefselschade," wat erop wijst
dat ook bij virusinfecties zoals influenza een adequate
remming door inhibitoire receptoren noodzakelijk is
om een juiste balans te vinden in de immuunrespons.
Ook laten verschillende knock-outmuismodellen van
inhibitoire receptoren een verhoogde gevoeligheid zien
voor de inductie van auto-immuunbeelden zoals in
diermodellen voor artritis, multipele sclerose (MS), of
systemische lupus erythematosus (SLE),” maar er zijn
ook knock-outmodellen waarin (nog) geen verhoogde
gevoeligheid voor auto-immuniteit is gevonden.'* Blijk-
baar heeft elke inhibitoire receptor een andere rol in de
remming van het immuunsysteem.

Al met al lijkt het aannemelijk dat polymorfismen in
genen die coderen voor inhibitoire receptoren bijdragen
aan het ontstaan van auto-immuunziekten. Dergelijke
polymorfismen zouden immers leiden tot minder rem-
ming en dus een sterker geactiveerd immuunsysteem.
De bijdrage van dergelijke polymorfismen aan het ont-
staan van ziekten kan worden onderzocht in genoom-
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defosforyleren (4), wat leidt tot een remmend signaal.

brede associatiestudies. Relatief weinig van dergelijke
polymorfismen in inhibitoire receptoren worden echter
geidentificeerd als risicofactor voor het ontwikkelen van
verschillende auto-immuunziekten bij dergelijke genoom-
brede associatiestudies. Enkele komen wel naar voren;
zo worden polymorfismen in CTLA-4 geassocieerd
met type-1-diabetes, de ziekte van Graves, cocliakie en
reumatoide artritis en polymorfismen in FCYRIIB met
inflammatoire darmziekten en mogelijk SLE. Voor de
grote meerderheid van inhibitoire receptoren wordt echter
geen verband gevonden.’

Ook bij allergieén spelen inhibitoire receptoren een rol.
Type-I-overgevoeligheidsreacties ontstaan nadat aller-
geengebonden IgE bindt aan FCeR op mestcellen en
basofiele granulocyten, wat leidt tot degranulatie van
ontstekingsmediatoren waaronder histamine en het
aantrekken van andere ontstekingscellen waaronder
eosinofiele granulocyten. Immuunsuppressiva zoals
corticosteroiden en antihistaminica worden ingezet in
de behandeling van dergelijke reacties. Mestcellen en
eosinofiele granulocyten brengen echter verschillende
inhibitoire receptoren tot expressie en deze zijn in staat
de degranulatie te remmen.'>'* Zo komt de inhibitoire
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Tabel 1. Inhibitoire receptoren besproken in dit artikel en hun mogelijke relevantie voor

de klinische praktijk.

Inhibitoire receptor | Ligand Belang voor klinische praktijk
FovRIB e Eerst beschreven inhibitoire receptor. Polymorfismen zijn geassocieerd met het
¥ 9 ontstaan van inflammatoire darmziekten en mogelijk SLE.
Polymorfismen zijn geassocieerd met het ontstaan van verschillende auto-immuun-

CTLA-4 CD28 . L o
Ziekten en astma. Aangrijpingspunt voor medicatie (zie Tabel 2)

CD200R CD200 Speelt een belangrijke rol in de immunrespons tegen influenzavirus (bij muizen).
Verschillende tumoren brengen CD200 verhoogd tot expressie.

Allergin-1 ? Komt onder andere tot expressie op mestcellen uit neusswabs en BAL-vioeistof en
is daarmee mogelijk een interessant aangrijpingspunt voor medicatie bij astma en
allergieén

PD1 PD-L1 Verschillende tumoren brengen PD-L1T verhoogd tot expressie. Aangrijpingspunt voor
medicatie (zie Tabel 2)

SIRL-1 ? Remt de oxidatieve burst in fagocyten en remt NETose bij SLE. Mogelijk een

interessant aangrijpingspunt voor medicatie bij een verscheidenheid aan ziekten.

receptor allergin-1 tot expressie op mestcellen in het bloed
maar ook op mestcellen uit neusswabs van patiénten
met allergische rinitis en tevens in de bronchoalveolaire
lavagevloeistof van patiénten met verscheidene long-
ziekten. Deze inhibitoire receptor is in staat de IgE-
gemedieerde degranulatie van mestcellen te remmen.”
Ook zijn andere inhibitoire receptoren in staat de pro-
ductie van antistoffen, waaronder IgE te remmen.'
Hiermee vormen inhibitoire receptoren een toekomstig
doelwit in de behandeling van allergieén en astma.
Conform auto-immuunziekten coderen ook polymor-
fismen in genen voor inhibitoire receptoren, in dit geval
CTLA-4 en Siglec-8, die zijn geassocieerd met het ont-
wikkelen van astma,”!® hoewel dit niet in alle studies
wordt gevonden.”” De verminderde remmende werking
van inhibitoire receptoren door genetische polymorfis-
men leidt zo tot een verhoogd risico op het ontwikkelen
van astma.

Maligniteiten trappen zelf op de rem
van het immuunsysteem

Het eigen immuunsysteem speelt naast de afweer tegen
pathogenen een rol bij de afweer tegen maligne cellen.
In de praktijk blijkt dit uit het verhoogde risico op het
ontstaan van maligniteiten bij de behandeling met
immuunsuppressiva of bij hiv-geinduceerde immuun-
suppressie. Tumorcellen proberen een immuunrespons te
omzeilen, bijvoorbeeld door downregulatie van MHC-
I-moleculen. Ook blijken verschillende tumoren liganden
voor inhibitoire receptoren verhoogd tot expressie te

brengen, waardoor de tumor probeert een immuunres-
pons die tegen zichzelf is gericht, te remmen.?

Door met medicijnen de binding tussen inhibitoire
receptor en deze liganden te blokkeren, kan een
immuunrespons gericht op de tumor worden versterkt,
wat leidt tot een antitumoreffect. Meerdere studies
laten hoopvolle resultaten zien bij medicijnen die
gebruikmaken van dit mechanisme.?” Maar er zijn ook
tumoren die liganden voor inhibitoire receptoren juist
verminderd tot expressie brengen,® waardoor ze uit
zichzelf al effectiever geklaard kunnen worden door het
immuunsysteem. Toekomstig preklinisch en klinisch
onderzoek zal moeten uitwijzen welke inhibitoire recep-
tor wanneer geblokkeerd kan worden ter bevordering
van de tumorgerichte immuunrespons en wat daarvan
de gevolgen zijn voor de rest van het immuunsysteem.

Medicamenteus op de rem trappen of
deze juist loslaten

Bovengenoemde voorbeelden geven aan dat inhibitoire
receptoren een rol spelen in het ontstaan van auto-
immuunziekten en allergieén en daarnaast een immuun-
respons kunnen afremmen. De immuunrespons kan juist
worden versterkt door de binding tussen inhibitoire
receptor en zijn ligand te blokkeren. Inhibitoire recep-
toren vormen daarmee een doelwit voor immuunthera-
pieén bij verschillende ziektebeelden. Hierna volgen
enkele klinische voorbeelden en mogelijkheden van het
therapeutisch gebruik van inhibitoire receptoren.
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Tabel 2. Geneesmiddelen besproken in dit artikel die aangrijpen op inhibitoire receptoren.

Inhibitoire receptor | Ligand Medicatie (Toekomstige) toepassing | Fase van onderzoek
PD-1 PD-1L nivolumab (PD-1) solide tumoren fase |
lambrolizumab (PD-1L) solide tumoren fase |
CTLA-4 CD28 iplimumab gemetastaseerd melanoom geregistreerd in
Nederland
abatacept reumatoide artritis geregistreerd in

Blokkade van PD-1 en PD-L1 bij solide tumoren:
nivolumab en lambrolizumab

PD-1 is een inhibitoire receptor die onder andere tot
expressie komt op T-cellen en bindt aan PD-LI en
PD-L2, die verhoogd tot expressie komen op verschil-
lende tumorcellen, waarmee een immuunrespons door
de tumorcellen zelf wordt geremd. De binding tussen
PD-1 en zijn ligand kan worden voorkomen door mono-
klonale antilichamen gericht tegen PD-1 (nivolumab)
of PD-L1 (lambrolizumab). Twee fase-I-studies naar de
behandeling met deze antilichamen gericht tegen PD-1
of PD-L1 lieten een gunstige respons zien bij patiénten
met verschillende vergevorderde solide tumoren waar-
onder melanoom en nietkleincellig longcarcinoom.
Het is niet verwonderlijk dat de bijwerkingen van deze
immuunrespons bevorderende medicatie met name
bestonden uit immuungemedieerde klachten zoals huid-
uitslag en diarree.”"** Tot 52% van de patiénten met
een gemetastaseerd melanoom die behandeld werden
met lambrolizumab (anti-PD-1) lieten een respons zien
in een fase-I-studie” en verdere klinische trials zullen de
precieze effecten van deze middelen moeten uitwijzen.

Blokkade van CTLA-4 bij gemetastaseerd melanoom:
ipilimumab

Een ander middel dat aangrijpt op een inhibitoire recep-
tor is al geregistreerd voor de behandeling van gemeta-
staseerd melanoom. Dit middel, ipilimumab, grijpt aan
op CTLA-4. Het werkingsmechanisme van CTLA-4
in het remmen van een immuunrespons is eerder in dit
artikel beschreven. Door met ipilimumab de werking
van CTLA-4 te blokkeren, wordt een immuunrespons
bevorderd. Een gerandomiseerde klinische trial onder
676 patiénten met gemetastaseerd melanoom behandeld
met ipilimumab versus een groep behandeld met gp100
(een experimenteel vaccin) liet een mediane overleving
zien van 10,1 maanden in de ipilimumabgroep tegen-
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Nederland

over 6,4 maanden in de gpl00-groep. Ook bij deze
behandeling komen immuungerelateerde bijwerkingen
voor, zoals huiduitslag en diarree, namelijk bij 60% van
de patiénten behandeld met ipilimumab tegenover 32%
in de gp100-groep. Dergelijke bijwerkingen kunnen wel
vaak afdoende worden behandeld met corticosteroiden.*
Combinatie van ipilimumab en het eerder genoemde
anti-PD-1 antilichaam (nivolumab) bij patiénten met
stadium-III- of -IV-melanoom liet een vergelijkbaar bij-
werkingenprofiel zien met een mogelijk additief klinisch
effect.” Aangrijpen op verschillende inhibitoire recep-
toren bij de behandeling van maligniteiten is dus een inte-
ressante therapeutische optie en wordt al klinisch toe-
gepast bij de behandeling van gemetastaseerd melanoom.

Remmen van een immuunrespons met CTLA-4 bij
reumatoide artritis

Door een oplosbare vorm van CTLA-4 te gebruiken,
wordt voorkomen dat CD80/86 aan CD28 bindt en
kan dus het costimulatoire signaal aan T-helpercellen
niet worden geleverd. Dit leid, in tegenstelling tot ipil-
imumab, tot een immunosuppressieve werking.
Abatacept is zo'n middel. Dit CTLA-4/humaan IgGl-
fusie-eiwit is in Nederland geregistreerd voor de behan-
deling van reumatoide artritis (RA) en polyarticulaire
juveniele idiopathische artritis (JIA). Behandeling met
abatacept leidde tot significant meer responders ten
opzichte van placebo in een ‘randomized controlled
trial’ bij patiénten met RA met een inadequate respons

26 hoewel het middel veel minder

op TNFa-remmers,
effectief is bij SLE? of bij allergeengeinduceerde astma.?®
Abatacept vormt zo naast conventionele antireumatica,
cytokineblokkers zoals TNFa-remmers en B-celdeple-
tie therapie een optie in de behandeling van RA. Net
als bij andere immunosuppressiva behoort een grotere
gevoeligheid voor het ontwikkelen van infecties tot de

bijwerkingen.
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Aanwijzingen voor de praktijk

1. Medicijnen die aangrijpen op inhibitoire receptoren worden reeds gebruikt bij de behandeling van
gemetastaseerd melanoom en reumatoide artritis. Verschillende fase-I-studies laten gunstige
resultaten zien bij de behandeling van maligniteiten.

2. Ook mestcellen en eosinofiele granulocyten bevatten meerdere inhibitoire receptoren die in staat
zijn hun activatie te remmen. Toekomstig onderzoek moet uitwijzen of aangrijpen op inhibitoire
receptoren een therapeutische optie vormt in de behandeling van astma en allergieén.

Remmen van neutrofiele granulocyten door stimu-
latie van SIRL-1

NETose is een vorm van neutrofielactivatie waarin
neutrofielen het eigen DNA en antimicrobiéle peptiden
in webvormige structuren uitscheiden in een poging
pathogenen te vangen en te doden.”” In de laatste jaren
is duidelijk geworden dat NETose een belangrijke rol
speelt bij het in stand houden van de immuunrespons
bij SLE.** Ook lijkt deze vorm van neutrofielactivatie
een rol te spelen in de pathofysiologie van verscheidene
longaandoeningen waaronder cystische fibrose en aller-
gisch astma.’’ Recent onderzocek liet zien dat NETose
geremd kan worden door stimulatie van de inhibitoire
receptor SIRL-1 bij SLE.** Eerder was al aangetoond dat
SIRL-1 de oxidatieve burst in fagocyten kan remmen.*
Hiermee is SIRL-1 een interessant doelwit voor therapeu-
tische interventie voor een verscheidenheid aan ziekten
waarbij de influx van neutrofielen via de productie van
zuurstofradicalen of NETose leidt tot weefselschade.

Eerder genoemde opties vormen slechts een deel van
de therapeutische mogelijkheden bij het aangrijpen op
inhibitoire receptoren. De verwachting is dat in de
tockomst meerdere therapieén gericht op inhibitoire
receptoren worden ontwikkeld. Naast de al genoemde
ziektebeelden zullen zij mogelijk ook bruikbaar zijn
voor de behandeling van rejectie van transplantatieor-
ganen en sommige infectieziekten.

Conclusie

Naast receptoren die na herkenning van hun ligand een
activerend signaal afgeven dat leidt tot een immuunres-
pons, bevatten de diverse cellen van het immuunsysteem
verschillende typen inhibitoire receptoren, die in staat
zijn het immuunsysteem af te remmen. Deze inhibitoire
receptoren zijn niet alleen van belang bij de regulatie van
een normale immuunrespons, maar spelen ook een rol
bij verscheidene ziektebeelden. Zo leiden polymorfismen
in genen die coderen voor enkele van dergelijke inhibi-

toire receptoren tot een verhoogd risico op het ontstaan
van auto-immuunziekten en bijvoorbeeld astma.
Daarnaast vormt aangrijpen op inhibitoire receptoren een
interessante therapeutische optie voor de behandeling
van verschillende ziektebeelden. Blokkade van de inhi-
bitoire receptoren CTLA-4 en PD-1 heeft in onderzoek
naar de behandeling van verschillende maligniteiten al
een klinisch effect laten zien. Stimulatie van inhibitoire
receptoren heeft een immuunsuppressieve werking en
biedt mogelijkheden in de behandeling van auto-im-
muunziekten of astma en allergieén.
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