I\

Expressie en functie van
Fc-gammareceptoren: binding van
immuunglobuline G en IgG-
glycovarianten

Expression and function of Fc-gamma receptors: binding of immunoglobulin G
and its glycoform

dr. ir. C.W. Bruggeman

SAMENVATTING

Op 22 maart 2019 promoveerde dr. ir. Christine W.
Bruggeman aan de Universiteit van Amsterdam op Q'

haar proefschrift ‘Expression and function of Fc- &

gamma receptors; binding of immunoglobulin G and EXPRESSION AND

its glycoforms’, onder begeleiding van promotor prof.

dr. T.W. Kuijpers en copromotor prof. dr. T.K. van den | FUNCTION OF .' .
Berg. De belangrijkste bevindingen van het onder- &} FC-GAMMA RECEPTORS é _
zoek worden hieronder weergegeven. >4
(NED TIJDSCHR HEMATOL 2019;16:313-5)

c Christine W. Bruggeman

Binding of Immunoglobulin G
and its glycoforms

TR . T U L

SUMMARY

March 22, 2019, Christine W. Bruggeman, PhD, de-
fended her thesis ‘Expression and function of Fc-
gamma receptors: binding of immunoglobulin G and
its glycoforms’, under supervision of promotor prof.
T.W. Kuijpers, MD, PhD, and copromotor prof. T.K. van
den Berg, PhD. The most important findings of her
study are summarized in this report.
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INLEIDING

Bij patiénten met auto-immuun hemolytische anemie (ATHA)
en immuuntrombocytopenie (ITP) worden autoantilichamen
gevormd tegen respectievelijk de lichaamseigen erytrocyten
en trombocyten. Dit leidt tot klaring van deze cellen, via
IgG-gemedieerde fagocytose, door macrofagen in de milt en
lever. De behandeling bestaat uit het toedienen van hoge
concentraties IgG, oftewel intraveneus immuunglobuline
(IVIG), meestal 2 g/kg lichaamsgewicht. Het exacte werkings-
mechanisme van IVIG als immuunmodulerend middel bij
ATHA en ITP is niet bekend. Voor ITP is aangetoond dat het
Fc-gedeelte van IgG het werkzame bestanddeel is, aangezien
[TP-patiénten die werden behandeld met Fe-fragmenten in
plaats van intact IgG een even grote stijging in plaatjesaantal
lieten zien.! De meest gangbare hypothese voor het werkings-
mechanisme van IVIG bij ITP en AIHA is dat de hoge con-
centratie IgG leidt tot verzadiging van de IgG-receptoren
(oftewel de Fc-gammareceptoren; FcyRs) op het oppervlak
van de milt- en/of levermacrofagen, waardoor de autoantili-
chaam-gedpsoniseerde bloedcellen niet meer kunnen worden
gefagocyteerd. Tijdens dit promotieonderzoek is de fagocy-
tose van IgG-gedpsoniseerde bloedcellen en het werkings-
mechanisme van IVIG onderzocht. In de eerste plaats is het
FcyR-expressiepatroon van macrofagen uit verschillende
weefsels, waaronder milt en lever, bestudeerd. In de tweede
plaats is het onderliggende mechanisme van IVIG-gemedi-
eerde anemie onderzocht; een ernstige bijwerking van IVIG-
behandeling die in enkele specificke gevallen voorkomt. In
de laatste plaats is onderzocht of de glycosylering van IgG’s
de binding aan FcyR’s beinvloedt en daarmee het werkings-
mechanisme van IVIG.

DE EXPRESSIE VAN
Fc-GAMMARECEPTOREN DOOR
WEEFSELMACROFAGEN

Tot op heden worden met name macrofagen die in vitro
worden gekweekt uit bloedmonocyten gebruikt voor het
bestuderen van fagocytose. Omdat de fagocytose van auto-
antilichaam-getpsoniseerde bloedcellen voornamelijk plaats-
vindt door macrofagen in de milt, zijn macrofagen uit humane
milt geisoleerd en is bepaald welke Fc-gammareceptoren
zij tot expressie brengen. Gevonden werd dat humane milt-
macrofagen een ander fenotype hebben dan gekweekte
macrofagen. Miltmacrofagen brengen met name veel FcyRIla
en FcyRlIIla tot expressie, in tegenstelling tot gekweekte
macrofagen die ofwel met name FcyRl en FcyRlIlla tot
expressie brengen (dit zijn de ‘M1’ of ‘GM-CSF-gekweekte’
macrofagen) ofwel voornamelijk FcyRIla (dit zijn de ‘M2’ of
‘M-CSF-gekweekte’ macrofagen). Naast het bepalen van het
fenotype, zijn de miltmacrofagen ook functioneel getest.
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Door IVIG toe te voegen aan de in vitro fagocytosetest werd
de opname van gedpsoniseerde erytrocyten geremd. Hieruit
bleek dat de fagocytose van gedpsoniseerde erytrocyten
door miltmacrofagen in dezelfde mate werd geremd als die
door gekweekte macrofagen. Ook al is het fenotype van
de miltmacrofagen dus iets anders dan dat van gekweekte
macrofagen, ze reageren hetzelfde op het toevoegen van
IVIG. Gekweekte macrofagen vormen dus nog steeds een
goed modelsysteem om de fagocytose van gedpsoniseerde
bloedcellen en de werking van IVIG te bestuderen.
Interessant is dat macrofagen uit andere weefsels een ander
FcyR-expressiepatroon lieten zien dan miltmacrofagen. Blijk-
baar wordt het unieke fenotype van de macrofagen voor een
deel bepaald door de weefselomgeving.

IVIG-GEMEDIEERDE ANEMIE
IVIG-gemedieerde anemie is een zeldzame, maar ernstige
bijwerking van IVIG-behandeling, die alleen voorkomt bij
patiénten met bloedgroep A, B of AB, niet O. Bovendien
zien we deze bijwerking alleen bij patiénten met een onder-
liggende inflammatoire status, dus wel bij patiénten met de
ziekte van Kawasaki, maar niet bij ITP-patiénten die geen
tekenen van acute inflammatie hebben ten tijde van de
trombopenie. Onderzocht is wat het onderliggende mecha-
nisme van deze bijwerking is en waarom deze bij sommige
IVIG-preparaten meer optreedt dan bij andere. Hieruit bleek
dat anti-bloedgroep-specifieke antilichamen, aanwezig in
IVIG-preparaten, leiden tot de opsonisatie van erytrocyten
van bloedgroep A, B of AB. De mate van opsonisatie hangt
af van de bloedgroep van de patiént en de anti-A- en anti-
B-titer in het IVIG-preparaat. Deze anti-A- en anti-B-anti-
lichamen zijn van de IgG,-subklasse. Normaal gesproken
worden IgG,-gedpsoniseerde deeltjes niet gefagocyteerd door
macrofagen, aangezien IgG, niet wordt herkend door FcyRI
en met zeer lage affiniteit door de andere FcyRs. Als de
macrofagen echter worden gestimuleerd met LPS of TNFa,
is er een toename in fagocytose, via FcyRIla. Dit verklaart
waarom 1VIG-gemedieerde anemie voorkomt bij patiénten
met een onderliggende inflammatoire status, dus wel bij
patiénten met de acute ziekte van Kawasaki, maar niet bij
[TP-patiénten.

IgG-GLYCOSYLERING

IgG bevat een zogeheten glycaan op aminozuurpositie 297
in de Fc-staart van het eiwit. Deze glycaan bestaat uit een
structuur van mannose en N-acetyl-glucosamine (GlcNAc)-
residuen en kan worden uitgebreid met een extra fucose,
GlcNAc, galactose en siaalzuurresiduen. De samenstelling
van de glycaan beinvloedt de quaternaire structuur van IgG
en daarmee de binding aan FcyRs. Er zijn 20 verschillende



IgG-glycovarianten geproduceerd en getest met de in vitro

fagocytosetest van gedpsoniseerde rode bloedcellen.? Het
toevoegen van IgG aan de macrofagen, voor het toevoegen
van de gedpsoniseerde rode cellen, leidt tot verminderde
fagocytose. Bij het testen van de 20 verschillende glyco-
varianten zijn twee glycovarianten gevonden die de fagocy-
tose significant beter remmen dan ongemodificeerd IgG:
IgG zonder fucose en galactose (-F—G) en IgG zonder fucose
en met een extra bisecting GlcNAc (-F+B). Nieuwe expe-
rimenten moeten aantonen of deze glycovarianten ook
in vivo leiden tot een betere remming van fagocytose van
IgG-gedpsoniseerde bloedcellen dan ongemodificeerd IgG.
Bovendien moet worden onderzocht of deze glycovarianten
op grote schaal kunnen worden geproduceerd en gezuiverd.

CONCLUSIE
Al decennia lang wordt IVIG gebruikt voor de behandeling

van verschillende auto-immuunziekten en inflammatoire
ziekten, maar het werkingsmechanisme is nog steeds niet
geheel duidelijk. Als we het werkingsmechanisme beter
zouden begrijpen, zouden de therapieén mogelijk efficiénter
en effectiever kunnen worden gemaakt. De onderzoeken
die tijdens dit promotieonderzoek zijn gedaan, brengen ons
een stapje verder in de kennis van de FcyR-expressie door
weefselmacrofagen, de interactie tussen FcyR’s en IgG’s en
hoe de glycosylering van IgG’s het werkingsmechanisme van
IVIG zou kunnen verbeteren.
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