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Samenvatting

Wereldwijd lijden er 300 miljoen mensen aan de chronische longziekte astma. Bij deze ziekte zijn de
bronchién continu ontstoken waardoor de luchtwegen prikkelbaarder worden en vernauwen. Dit
heeft tot gevolg dat de patiént moeite heeft met ademhalen, een goede behandeling is hierdoor
gewenst. De huidige behandeling haakt in op het ontstekingsproces door de toediening van
corticosteroiden. Dit remt echter de structurele veranderingen in de luchtwegwand niet. Deze
structurele veranderingen worden luchtwegremodeling (herstructurering) genoemd. Er treedt onder
andere fibrose van het subepitheel en angiogenese op en er worden meer gladde spiercellen
gevormd. Naast deze remodeling treden er ook veranderingen op in de buitenste laag van de
luchtwegwand, het epitheel. Het epitheel heeft onder normale omstandigheden een beschermende
functie tegen micro-organismen, gassen en allergenen. De barriére die het epitheel vormt wordt in
stand gehouden door zogeheten junctions die zorgen voor contacten tussen cellen. Bij de ziekte
astma zijn deze cel-celcontacten verminderd en is de barriere die het epitheel vormt aangetast. Het
vermoeden bestaat dat de luchtwegremodeling en veranderingen in het luchtwegepitheel ontstaan
door een proces genaamd epitheel-naar-mesenchym (EMT) transitie. Bij het EMT proces veranderen
epitheelcellen langzaamaan in cellen met een mesenchymaal fenotype, bij. Deze mesenchymale
cellen hebben minder cel-celcontacten en brengen andere eiwitten tot expressie dan de
epitheelcellen. Het EMT proces kan worden geinduceerd door bepaalde signaalstoffen, zoals TGF-B
dat verhoogd wordt gevonden in de luchtwegen van astmapatiénten. Huisstofmijt kan dit nog eens
bevorderen.In deze scriptie wordt de hypothese gesteld dat het EMT proces een rol speelt bij
luchtweg remodeling in astma.
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1. Inleiding

ledereen doet het iedere dag minstens 12 keer per minuut en het is essentieel om te overleven.
Toch hebben we het vaak niet in de gaten en gaat het geheel automatisch. Ademen. De ademhaling
is zo geautomatiseerd dat het vaak als vanzelfsprekend beschouwd wordt en het pas wordt
opgemerkt als er problemen ontstaan. Astma is een voorbeeld van een ziekte die een negatieve
invloed heeft op de manier van adembhalen.

De lucht die je inademt en de longen die de zuurstof hieruit opnemen zijn essentieel om goed te
kunnen functioneren. De ingeademde lucht gaat in de longen via de bronchién naar de luchtblaasjes,
die de zuurstof uit de lucht opnemen voor het lichaam. De bronchién zijn aan de buitenkant
omgeven door spiertjes die ontspannen bij het inademen en samentrekken bij het uitademen. Aan
de binnenkant zijn de bronchién bekleed met slijmvlies. Dit beschermt de longen tegen indringers
van buiten en beschermt de luchtwegbekledende cellen, het epitheel, tegen schade. Het kan voor
komen dat dit mechanisme wordt verstoord. Hierdoor hebben de indringers vrij baan naar de
luchtweg en wordt de barriere functie van het epitheel en het slijmvlies verminderd.

De bronchién zijn daarnaast overgevoelig voor bepaalde prikkels. Deze prikkels kunnen allergenen
zijn zoals pollen en huisstofmijt, maar het kunnen ook aspecifieke prikkels zijn zoals rook en mist. In
eerste instantie treedt er een overdreven afweerreactie op in de luchtwegen als deze in aanraking
komen met een bepaald allergeen, hierdoor ontstaat er een ontsteking. Als gevolg van deze
ontsteking zijn de luchtwegen gevoeliger voor aspecifieke prikkels. Dit komt doordat
ontstekingscellen zoals eosinofielen en mestcellen hun mediatoren afgeven wanneer ze in aanraking
komen met deze aspecifieke prikkels. Hierdoor trekken de gladde spiercellen om de bronchién
samen. Dit heet luchtweghyperreactiviteit. Tevens wordt er meer slijm aangemaakt, de doorgang
wordt vernauwd en het wordt moeilijker voor de patiént om adem te halen. Gelukkig zijn deze
aanvallen tijdelijk en kan de patiént hierna weer normaal ademhalen.!

Door deze continue ontstokenheid van de bronchién kunnen er ook veranderingen optreden in de
structuur en de samenstelling van de wand van de luchtwegen. Er komen onder andere meer gladde
spiercellen en bloedvaten bij in de luchtweg. Dit proces wordt remodeling genoemd. Tevens kunnen
er veranderingen optreden in het epitheel van de luchtwegen, zo wordt het aantal cel-celcontacten
verminderd en krijgen de cellen de capaciteit om te migreren.? De mogelijkheid om te migreren is
van belang om de weefsels getroffen door schade, als gevolg van de afweerreactie, af te schermen
van de buitenwereld. Dit beperkt de schade enigszins. Het vermoeden heerst dat het epitheel-naar-
mesenchym (EMT) transitieproces hier een rol in heeft. Bij dit proces veranderen de epitheelcellen
van de luchtwegen in mesenchymaalachtige cellen met expressie van andere eiwitten.’
Epitheelcellen zijn de luchtwegbekledende cellen die de eerste verdedigingslinie vormen tegen de
buitenwereld terwijl mesenchym een mix is van fibroblasten en collageenbundels waaruit
verschillende soorten cellen zich kunnen ontwikkelen, zoals gladspierweefsel en endotheel.

Het is tot nu toe dus nog niet helemaal duidelijk wat het precieze mechanisme is achter de
luchtwegremodeling bij astma. Deze scriptie zal proberen om de mechanismes die bekend zijn in
kaart te brengen en de rol van EMT hierin uit te leggen. Eerst zal een uitleg volgen wat de ziekte
astma precies inhoud. Daarna zal er worden gekeken naar de veranderingen in het epitheel die
optreden bij astmapatiénten, naar de remodeling en naar het EMT proces. Tenslotte zal de vraag
worden gesteld of het EMT proces een rol speelt bij astma en remodeling. Beantwoording van deze
vraag zou kunnen bijdragen aan het beter begrijpen van de luchtwegremodeling die optreedt bij
astma en bij het ontwikkelen van eventuele behandelmethodes hiertegen.



2. Pathofysiologie van astma

2.1Kenmerken van Astma

Astma is een chronische longziekte waarbij de bronchién continu ontstoken zijn. Wereldwijd komt
de ziekte steeds vaker voor bij zowel kinderen als volwassenen.? In Nederland is de diagnose astma
bij een half miljoen mensen vast gesteld" en wereldwijd is dit zelfs 300 miljoen.* De symptomen van
astma zijn onder andere vernauwing en prikkelbaar worden van de luchtwegen, niezen, overmatige
slijmproductie en hoesten.” Een ander kenmerk van astma is bronchiale hyperreactiviteit. De
luchtwegen van de patiénten zijn dan hyperreactief voor bepaalde prikkels.

Deze prikkels kunnen allergenen zijn, zoals pollen en huisstofmijt bij allergische astma. Allergische
astma wordt veroorzaakt door atopie, de aanleg om allergische hypersensitieve reacties te
ontwikkelen en immunoglobuline (IgE) te produceren als reactie op de allergenen. Atopie komt
vooral voor bij kinderen, slechts de helft van de volwassen astmapatiénten heeft hier last van.°
Behalve allergische astma zijn er ook nog drie andere varianten, namelijk intrinsieke astma,
inspanningsastma en beroepsastma.’ Allergische astma is echter de meest voorkomende variant,
waar het meeste onderzoek naar is gedaan. In de rest van de scriptie zal vooral worden gefocust op
allergische astma.

De hoofdoorzaak van astma is de ontsteking die optreedt na blootstelling aan een bepaalde prikkel.
Als een astmapatiént een allergeen inhaleert treedt er een overdreven afweerreactie op. Het
epitheel herkent het allergeen en laat chemokines vrij, deze chemokines kunnen de Ty2 cellen van
het immuunsysteem aantrekken. Onder normale omstandigheden zijn er al meer Ty2 cellen in de
luchtwegen van astmapatiénten aanwezig, na de reactie op het allergeen worden dit er nog meer. De
T42 cellen laten cytokines vrij zoals IL-4, IL-5 en II-13, ook wordt het histamineproducerende
antilichaam immunoglobuline (IgE) geproduceerd als reactie op het allergeen. Deze reacties zorgen
ervoor dat de mestcellen geactiveerd worden en de eosinofielen worden aangetrokken waardoor
deze hun inhoud vrijgeven. Hierdoor trekken de gladde spiercellen in de luchtwegen zich samen en
krijgt de patiént moeite met ademhalen, dit heet bronchoconstrictie. Deze reactie treedt zo vaak op
dat de ontsteking chronisch wordt, zodat uiteindelijk het epitheel beschadigt, het basale membraan
verdikt en de slijmvliezen opzwellen. Bij de chronische ontsteking spelen vooral eosinofielen een
belangrijke rol, in tegenstelling tot de mestcellen die hier nauwelijks bij betrokken zijn. Na verloop
van tijd kan de patiént ook astma-aanvallen ontwikkelen als de luchtwegen in contact komen met
aspecifieke stoffen, zoals rook, mist en koude lucht. Bij deze hyperreactiviteit treedt er geen
ontsteking op, maar de mastcellen en eosinofielen die al aanwezig zijn door de chronische ontsteking
laten dan hun inhoud vrij, als reactie op de aspecifieke stof. Dit heeft tijdelijke gladde
spiercelconstrictie tot gevolg.

De symptomen bij astma hebben vaak een variabel en reversibel verloop, met symptoom vrije
periodes gevolgd door periodes van ernstige symptomen.® ® Ook kan de mate van astma onderling
erg verschillen, zo bestaat er een ernstige variant en een milde variant. De symptomen van astma zijn
het resultaat van een aantal processen, waaronder de contractie van de gladde spiercellen in de
luchtwegen, luchtweginfectie, allergische reacties en luchtwegontsteking.? De luchtwegontsteking is
het gevolg van de allergische reactie die optreedt na blootstelling aan een allergeen. Om de diagnose
astma vast te stellen wordt vaak gebruik gemaakt van het meten van de piek van uitademingsvolume
(PEF) of het geforceerde uitademingsvolume in 1 seconde (FEV,).?



2.2 Oorzaak

De precieze oorzaak van astma is nog niet helemaal duidelijk. De ziekte begint vaak bij kinderen, al
kan het ook pas later optreden.® Wel is er geconstateerd dat het in veel gevallen erfelijk is. Als een
kind één ouder heeft die astmatisch of allergisch is, is de kans 50% dat dit kind ook aanleg heeft voor
prikkelbare luchtwegen. De kans is ruim 70% als beide ouders astma of allergieén hebben. Een kind
loopt slechts vijf tot tien procent kans om astma te ontwikkelen als geen van beide ouders astma of
allergische aanleg heeft.!

Naast de genetische aanleg heeft ook de omgeving een rol op het ontwikkelen van astma of een
allergie.” Een kind met aanleg voor astma en allergieén kan langzaam een allergie ontwikkelen als het
regelmatig met allergenen in contact komt. Personen met een allergie hebben ook een grotere kans
om astma te ontwikkelen." Andere oorzaken dan de genetische aanleg zijn ook aan te wijzen.
Kinderen waarvan de moeder rookte tijdens de zwangerschap en te vroeg geboren kinderen hebben
vaker last van astma of allergieén. Een laag geboortegewicht' en zwaarlijvigheid lijken ook
risicofactoren van astma.? Bij beroepsastma is het vaak en lang inademen van chemische stoffen de
oorzaak.! In een onderzoek is aangetoond dat de verdikking van het basale membraan en
epitheelschade al waarneembaar is in jonge kinderen, een aantal jaren voordat astma zich
openbaart.’

2.3 Behandeling

Om de acute symptomen van astma te behandelen wordt ook wel een kortwerkende B,-agonist
geinhaleerd, maar dit onderdrukt het ziekte proces echter niet.? De huidige lange termijnbehandeling
tegen astma bestaat onder andere uit toediening van corticosteroiden. Corticosteroiden staan erom
bekend dat ze ontstekingsreacties remmen. Met deze therapie wordt dan ook beoogd de ontsteking
die plaats vindt bij astmapatiénten te remmen. De structurele veranderingen die optreden in de
luchtwegen, remodeling, worden met deze behandelingen echter niet geremd'® Daarom is het van
belang om te begrijpen hoe deze structurele veranderingen ontstaan en wat de beste behandeling
hier tegen is.

2.4 Rol van het epitheel bij de ontwikkeling van astma

Het epitheel bestaat uit de buitenste laag cellen die in contact komen met de buitenwereld. Ze
beschermen de onderliggende cellen onder andere door een fysieke barriere te vormen. Deze fysieke
barriére kan ontstaan door contacten tussen aan elkaar grenzende cellen, cel-celcontacten. Een eiwit
dat zorgt voor deze cel-celcontacten is E-cadherine. Tevens zorgen de epitheliale slijmbekercellen
voor bescherming door slijm te produceren. Het slijm in de luchtwegen beschermt onder normale
omstandigheden het epitheel oppervlakte tegen schade en maakt het verwijderen van bacterién en
andere schadelijke deeltjes gemakkelijker.'*°

Bij de ziekte astma is de bescherming van het epitheel afgenomen. Dit komt onder andere doordat
E-cadherine, wat voor de cel-celcontacten zorgt, is afgenomen bij astmapatiénten. Hierdoor
vermindert de fysieke barriere die het epitheel vormt en kunnen allergenen doordringen tot het
onderliggende weefsel. Dit zorgt ervoor dat er sneller een afweerreactie op kan treden, waardoor er
ontstekingen kunnen ontstaan. Deze ontstekingen worden geregeld door de T2 cellen. T2 cellen
scheiden onder andere het cytokine IL-13 uit dat de slijmbeker cellen vergroot, waardoor er meer
slijm wordt aangemaakt. Hierdoor verandert tevens de morfologie van de epitheelcellaag, wat tot
gevolg heeft dat de fysieke barriere nog verder afneemt.'™'* De ontstekingsfactoren hebben
eveneens tot gevolg dat er structurele veranderingen optreden in het onderliggende weefsel zoals
verhoging van het aantal gladde spiercellen en fibrose van het subepitheel. Dit proces wordt
remodeling genoemd.

Het epitheel-naar-mesenchym transitie (EMT) proces is een proces wat mogelijk kan bijdragen aan
de remodeling in astmapatiénten. Uit onderzoek is gebleken dat EMT E-cadherine in bronchiale
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epitheelcellen kan verlagen en mesenchymale eiwitten kan verhogen. De verlaging van E-cadherine is
ook waargenomen in het luchtwegepitheel van astmapatiénten. De grote vraag is nu of het EMT
proces daadwerkelijk optreedt in de luchtwegen van astmapatiénten en of dit bijdraagt aan de
remodeling en pathologie van astma. Om meer inzicht hierin te verkrijgen zal in deze scriptie eerst de
functie van het epitheel en de veranderingen hierin bij astma worden besproken, daarna zal er
worden gekeken naar de remodeling en EMT. Als laatste zal de rol van EMT bij astma en remodeling
zoals nu bekend is aan bod komen.



3. Epitheel

3.1 Functie

De belangrijkste functie van het epitheel is om het interne milieu te beschermen tegen pathogenen,
microben en andere schadelijke partikelen. Het epitheel vervult deze rol op verschillende manieren:
door een fysieke barriére, slijmproductie en immuunreacties. =

Het eerste deel van de bescherming bestaat uit de fysieke barriére. De fysieke barriere wordt
gevormd doordat de epitheelcellen aan elkaar gebonden zijn, waardoor pathogenen en microben het
interne milieu niet kunnen binnen dringen. De zogeheten intercellulaire epitheel junctions
onderhouden de epitheel barriere door cel-celcontacten tussen cellen te vormen. Onder deze
intercellulaire epitheel junctions vallen de tight junctions, adherens junctions en de desmosomen.
Adherens junctions verbinden de aan elkaar grenzende cellen met elkaar en initiéren de
differentiatie van cellen door E-cadherine adhesies. Deze zitten vast aan het actine cytoskelet en aan
het microtubule netwerk door verschillende catenines, zoals B-catenine. E-cadherine zorgt er ook
voor dat andere junction complexen kunnen worden gevormd. Tight junctions worden gezien als de
belangrijkste regulatoren van de permeabiliteit tussen cellen. Ze bestaan uit transmembraan
eiwitten, junction adhesion molecules (JAM), occludines en claudines, die aan het cytoskelet
vastzitten. Desmosomen bestaan uit niet-klassieke cadherines die adhesie verbindingen vormen
tussen het cytoskelet filament van de epitheelcellen en de lamina propria.

Veranderingen in de adhesie junctions zijn van groot belang nadat er schade in het epitheel is
opgetreden. Hierdoor kunnen de epitheelcellen migreren en verspreiden om de schade tijdelijk te
herstellen en kunnen ze tijdelijk overleven op een fibrine extracellulaire matrix, totdat het weefsel op
de juiste manier hersteld is door gedifferentieerde epitheelcellen.'* Schade aan het epitheel leidt tot
de vrijgeving van veel factoren, waaronder transforming growth factor (TGF), epidermal growth
factor (EGF), fibroblast growth factor (FGF) en cytokines, chemokines en proteases. Deze stimuleren
de remodeling van de celadhesie junctions en migratie tijdens het weefselherstel. Tevens laten
beschadigde en omliggende epitheelcellen verschillende FGFs vrij, zoals FGF-2, insulin-like growth
factor-1 en TGF-B. De FGFs induceren proliferatie en differentiatie van fibroblasten in
myofibroblasten en bevorderen hiermee het weefselherstel. De myofibroblasten hopen zich opeen
en geven fibronectine en collageen matrix vrij om celmigratie en contractie op het gebied van
schade mogelijk te maken.? Hierdoor wordt de schade die is ontstaan snel gedicht en wordt verdere
blootstelling aan de buitenwereld voorkomen.

Het tweede deel van de bescherming wordt gevormd door de productie van slijm. Slijm wordt
geproduceerd door een bepaald type epitheelcellen, namelijk de slijmbekercellen. Het slijm vangt als
het ware de partikels uit de lucht op en maakt ze hierdoor onschadelijk. Het slijm met de partikels
wordt verwijderd door de bovenste laag van het epitheel dat bedekt is met trilharen. Een beweging
in deze cellen zorgt voor trilhaarbeweging wat het slijm kan verplaatsen naar de uitgang en het
daarmee verwijdert.

Het derde deel van de bescherming wordt gevormd door de aangeboren immuunreacties die het
epitheel kan opwekken. In het deel dat aan de omgeving wordt blootgesteld worden pattern
recognition receptors (PRRs) tot expressie gebracht, zodat pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) uit microben snel gedetecteerd kunnen worden en er snel op gereageerd kan worden. Deze
receptoren dienen er dus voor om gevaar van buitenaf te kunnen herkennen en hierop te reageren.
Als deze PRRs geactiveerd worden, komen er verschillende cytokines, chemokines en antimicrobiéle
peptiden vrij. Deze cytokines en chemokines kunnen de immuuncellen en dendritische cellen
aantrekken en activeren, waarna deze pathogenen en microben onschadelijk maken.™



3.2 Veranderingen bij astma

Bij de ziekte astma treden er veranderingen op in het epitheel. Deze veranderingen zijn onder
andere het loslaten van het epitheel, verlies van trilhaarcellen en een verhoging van groeifactoren,
cytokines en chemokines.’®"” Een aantal onderzoeken hebben ook uitgewezen dat de barriére
functie van het epitheel verslechterd is in astmapatiénten, doordat de tight junctions van het
epitheel en E-cadherine worden afgebroken en het herstel van het epitheel na schade minder
wordt'® *°.

Er wordt gesuggereerd dat de ontwikkeling van astma vooral wordt veroorzaakt door gebreken in
de epitheellaag waardoor de allergenen, micro-organismen en toxines vrij baan hebben naar het
weefsel van de luchtweg.” Deze gebreken zouden het gevolg kunnen zijn van een verlaging van de
hoeveelheid E-cadherine in de epitheelcellen. Hierdoor vermindert de vorming van cel-celcontacten
en verandert de structuur van de epitheellaag. De schade in de epitheellaag in astmapatiénten is
geassocieerd met een verminderd herstelproces, wat de ontstekings- en remodelingreacties in de
onderliggende submucosa stimuleert, doordat microben vrij baan krijgen naar het onderliggende
weefsel in de luchtweg. Hierdoor treden er ontstekingen op, die het remodelingsproces weer
beinvloeden. Ook omgevingsfactoren of mechanische stress dragen bij aan de schade aan het
epitheel en de vrijlating van factoren uit het epitheel die bijdragen aan weefselremodeling.

Enkele van deze factoren zijn TGF-B en chemokines. Ze worden vrijgelaten uit het beschadigde of
herstellende epitheel of als reactie op ontstekingsfactoren, zoals IL-13. Deze factoren een
belangrijke rol in de ontwikkeling van de fibrose van de cellen in de subepitheellaag en de verhoogde
gladde spiermassa. Hierdoor is de veronderstelling ontstaan dat astma ontstaat door een verstoring
in de epitheel-mesenchym interacties.’®* Mesenchymale cellen spelen een rol in de ontwikkeling van
de luchtwegen en zijn geprogrammeerd om samen te werken met het epitheel. Dit wordt het
epithelial-mesenchymal trophic unit (EMTU) genoemd. Onder normale omstandigheden
communiceren het epitheel en het onderliggende mesenchym met elkaar door middel van cytokines
en groeifactoren (TGF-B en EGF) om de groei en het herstel na schade te codrdineren.” Bij astma is
deze communicatie verstoord doordat de mesenchymale cellen in myofibroblasten zijn
gedifferentieerd die cytokines produceren de remodeling bevorderen.” De gedachte is ontstaan dat
ook de epitheelcellen in myofibroblasten zijn gedifferentieerd door het EMT proces, zodat de
remodeling nog meer wordt gestimuleerd. Recent is aangetoond dat epitheel-naar-mesenchym
transitie kan ontstaan in het luchtweg epitheel van muizen blootgesteld aan allergenen, terwijl deze
transitie normaal alleen betrokken is bij de ontwikkeling van de luchtwegen.”*** De vraag is nu of de
ziekte astma daadwerkelijk ontstaat door een verstoring in de epitheel-mesenchym interacties en
daarmee door het EMT proces.



4. Remodeling

Remodeling staat voor veranderingen in de normale samenstelling en structurele organisatie van
weefsels. Hierbij zijn ontstekingen geassocieerd met cellulaire en structurele veranderingen die
leiden tot verdikking van de wand van de luchtwegen. Deze verdikking heeft tot gevolg dat de
luchtwegen vernauwen en de longen minder lucht krijgen. Remodeling bij astmapatiénten is de
oorzaak van veel pathosfysiologische veranderingen. Er treden onder andere veranderingen op in het
epitheel, er ontstaan meer gladde spiercellen en er is een verhoogd aantal geactiveerde fibroblasten
en myofibroblasten. Ook ontstaan er meer bloedvaten (angiogenese) en is er een overmatige
slijmsecretie®®(Figuur 1).
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Figuur 1.% Veranderingen bij luchtwegremodeling.

Bij remodeling treden er cellulaire veranderingen op in de luchtwegen van astmapatiénten, dit is
waarschijnlijk het gevolg van de chronische ontsteking die hierbij aanwezig is. Een oorzaak van deze
veranderingen is de overgang van fibroblasten in myofibroblasten. De myofibroblasten geven
ontstekingsmediatoren en extracellulaire matrix (ECM) eiwitten, zoals fibronectine, tenascin en de
collagenen |, lll en V vrij, waardoor de expressie van deze eiwitten verhoogd is in de luchtwegen van
astmapatiénten.” De synthese en degradatie van deze ECM wordt geregeld door matrix
metalloproteinases (MMPs) en tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs). Cytokine TGF-B speelt
in dit verhaal een belangrijke rol. Het stimuleert de omzetting van fibroblasten in myofibroblasten en
verhoogd de expressie van zowel MMPs als TIMPs.'® Hierdoor neemt het basaalmembraan in
omvang toe en wordt de migratiecapaciteit van de epitheelcellen verhoogd. Uit onderzoek is een
verhoging waargenomen van TGF-B in astmapatiénten in vergelijking met gezonde subjecten.”® Dit
komt doordat het beschadigde epitheel in de luchtwegen van astmapatiénten TGF-B kan aanmaken
en hierdoor de remodeling verder kan bevorderen.™®
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4.10ntstaan van remodeling

Het vermoeden heerst dat ontsteking de drijvende kracht is achter de meeste kenmerken van
luchtwegremodeling. Meerdere cytokines, chemokines en groeifactoren van ontstekingscellen en
structurele cellen in de luchtwegen zijn verantwoordelijk voor de remodeling. Het histamine
producerende antilichaam immunoglobuline (IgE) en mest cellen zijn betrokken bij de acute reactie
en eosinofielen in de late reactie. T-cellen, voornamelijk T,2 cellen, regelen deze reacties door de
productie van cytokines, zoals IL-4, IL-5, IL-9 en IL-13.® ¥ ?® Deze cytokines zijn essentieel voor IgE
synthese, chemokine productie, luchtweg eosinofilie en gladde spiercel proliferatie (hyperplasie).”® *2
De cytokines dragen ook bij aan de subepitheliale fibrose en aan de overmatige slijmproductie door
de epitheliale slijmbekercellen. Deze veranderingen zijn ook kenmerkend voor de remodeling, wat
het vermoeden ondersteunt dat de ontsteking ten grondslag ligt aan de remodeling. Uit een
onderzoek van Holgate et al. is echter gebleken dat de structurele veranderingen van de remodeling
al ontstaan voordat het ontstekingsproces plaats vindt.*® Dit wekt de suggestie dat er een ander
mechanisme zou moeten bestaan die betrokken is bij de ontwikkeling van de remodeling. Dit
mechanisme zou het EMT proces kunnen zijn.

4.2 Fibrose van het subepitheel

Een kenmerk van astma is de verdikking van het basaalmembraan. Het basaalmembraan van het
epitheel bestaat uit twee lagen: de basale lamina en de lamina reticularis. Als er wordt gesproken
over verdikking van het basaalmembraan is het gebied net onder de lamina reticularis in omvang
toegenomen™ In de buurt van het basaalmembraan liggen fibroblasten. Fibroblasten zijn grote,
platte cellen die in een omgeving met veel ontstekingen zoals de astmatische luchtwegen, worden
geactiveerd en differentiéren in myofibroblasten.'® Dit zijn gespecialiseerde cellen met kenmerken
van zowel fibroblasten als monocyten. Het fenotype ligt tussen dat van fibroblasten en gladde
spiercellen. Ze brengen alpha-smooth muscle actin (a-SMA) tot expressie en kunnen chemokines
vrijgeven die de levensduur van eosinofielen kunnen verlengen."* Ook kunnen de myofibroblasten
proinflammatoire mediatoren en extracellulaire matrix (ECM) eiwitten vrijgeven.

De ECM eiwitten vormen een netwerk van collagene en niet-collagene structuren om de cellen in de
luchtwegen en hebben een invioed op het celgedrag, zoals migratie, differentiatie en proliferatie.*
De belangrijkste ECM elementen zijn collagenen, fibronectine, bepaalde matrix metalloproteinases
(MMPs) en tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs), de inhibitors van MMPs.'® Het ECM deel
van de luchtwegwand is dynamisch en wordt geregeld door synthese en degradatie. MMPs reguleren
de degradatie van de extracellulaire matrix en TIMPs reguleren de synthese hiervan. Veranderingen
in de degradatie en synthese zouden kunnen leiden tot een verbeterde migratiecapaciteit van de
epitheelcellen en zouden kunnen bijdragen aan de remodeling. In astma zijn de meest belangrijke
leden van deze families MMP-9 en TIMP-1.

Onderzoeken op astmapatiénten hebben laten zien dat er een verhoogde productie van zowel
MMP-9 als TIMP-1 aanwezig is. De ratio van MMP-9 en TIMP-1 is lager in controle groepen en
vertoond een correlatie met de mate van luchtwegobstructie veroorzaakt door remodeling. Dit zou
verklaard kunnen worden doordat een verhoging van TIMP-1 kan leiden tot verdikking van het
basaalmembraan,™ ** een onderdeel van het remodelingproces. MMP-9 is verantwoordelijk voor de
degradatie van de ECM, dus een verhoging hierin kan leiden tot een verhoging van de
migratiecapaciteit van een epitheelcel. Waarschijnlijk zijn cellen die het EMT proces hebben
ondergaan de belangrijkste bron van MMP-9 in de astmatische luchtwegen. Een verandering in de
balans tussen TIMPs en MMPs kan ook leiden tot fibrose. De fibrose heeft tot gevolg dat de structuur
in de luchtwegen wordt veranderd en dat de luchtwegwand abnormale eigenschappen krijgt. Als in
astmapatiénten fibroblasten continu worden geactiveerd kan dit leiden tot fibrose van het
subepitheel.®

Het lijkt er dus op dat een verhoging van de fibrose van het subepitheel en de verdikking van het
basaalmembraan belangrijke kenmerken zijn van het remodelingproces. Verschillende onderzoeken
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hebben echter aangetoond dat er zowel patiénten zijn met ernstige astma die geen verhoogde
fibrose hebben in het subepitheel als dat er mensen zijn zonder astma met een verhoogde fibrose
van het subepitheel.** Er is ook gesuggereerd dat fibrose van het subepitheel een vroeg kenmerk is
voor astma bij kinderen.* Dit zou er op kunnen wijzen dat fibrose van het subepitheel toch niet zo
kenmerkend is voor het remodelingproces als wordt gedacht. Fibrose van het subepitheel zou
hierdoor een verstoorde epitheel-mesenchym signalering kunnen vertegenwoordigen en niet de
directe respons op een ontsteking, aangezien personen zonder astma geen ontstekingen hebben in
de luchtwegen.*® * Bij deze personen zou er wel een verstoorde epitheel-mesenchym signalering
aanwezig kunnen zijn, dat de verhoging van de fibrose van het subepitheel zou verklaren. De
patiénten met ernstige astma hebben wel ontstekingen, maar hier treedt geen fibrose van het
subepitheel op wat deze bewering verder ondersteunt. Ook de rol van de verdikking van het
basaalmembraan bij de remodelingproces wordt in twijfel gebracht. Er is aangetoond dat de
ernstigheid van de symptomen, de leeftijd of lengte van de astmaklachten is niet per se gerelateerd
is aan de mate van verdikking van het basaal membraan. De verdikking van het basaal membraan
heeft wel een negatieve correlatie met %FEV1 en een dosis van methacholine. Methacholine is een
stofje dat kan leiden tot luchtwegvernauwing, wat wordt gebruikt om bronchiale hyperreactiviteit
aan te tonen. De verdikking van het basaalmembraan heeft dus tot gevolg dat de patiént minder kan
ademhalen en meer luchtwegvernauwing heeft dan personen zonder deze verdikking van het
basaalmembraan. Andere onderzoeken hebben aangetoond dat de hoeveelheid collageen depositie
gecorreleerd is met de ernstigheid van de astma.'

4.3 Verhoogde gladde spiercelmassa

Gladde spiercellen zijn belangrijke structuurcellen in de bronchién. Remodeling van deze cellen
wordt dan ook gezien als één van de hoofdoorzaken van Iluchtwegobstructie door
bronchoconstrictie. Hierbij trekken de gladde spiercellen in de bronchién zich samen waardoor de
luchtweg zich vernauwd. In astmapatiénten is de hoeveelheid gladde spiercellen sterk toegenomen
door celproliferatie (hyperplasie) en celvergroting (hypertrofie). Hyperplasie vindt voornamelijk
plaats in de centrale luchtwegen, waar hypertrofie in de gehele luchtweg plaats vindt. Ook de
migratie van de gladde spiercellen richting het epitheel is een bijdragende factor. Gladde spiercellen
spelen tevens een rol in het ontstekings- en remodelingproces. In de gladde spiercellaag kunnen net
als in het basaalmembraan veranderingen optreden in de ECM compositie. Dit kan zelfs verkorting
van de gladde spiercelbundels voorkomen en hiermee de ernstige luchtwegvernauwing beperken.*’

4.4 Angiogenese

In astmapatiénten is er een abnormale verhoging in het aantal en de grootte van de microvaten in
het bronchiale weefsel in de luchtwegen. Een verstoorde balans tussen VEGF (vascular endothelial
growth factor) en angiopoietin-1 is hierbij betrokken. VEGF kan worden aangemaakt door het
epitheel en verhoogt de permeabiliteit van deze abnormale bloedvaten, wat leidt tot dilatatie en
oedeem. Dit heeft tot gevolg dat de luchtwegen vernauwen. Behalve dat deze vaten voedingsstoffen
brengen aan de luchtwegen, zijn ze ook de bron van ontstekingscellen en cytokines.*®

4.5 Overmatige sliimproductie:

Overmatige slijmproductie is een belangrijk kenmerk van astma. Slijmbekercellen, een bepaald type
epitheelcellen, en slijmklieren zijn de belangrijkste bron van mucin glycoproteins (MUCs). MUC5AC
genexpressie lijkt hoger te zijn in de luchtwegen van astmapatiénten dan van gezonde personen.
Onderzoek heeft uitgewezen dat er een verhoogde expressie van de epidermal growth factor
receptor (EGFR) optreedt in de luchtweg epitheelcellen van astmapatiénten. Zoals de naam al zegt
komt de EGFR voor op het epitheel en de ligand (EGF) hiervoor wordt door het epitheel aangemaakt.
EGFR activatie kan leiden tot mucin MUC5AC synthese en slijmbekercelproductie in menselijke
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bronchiale cellen in vivo en in vitro, waardoor dit een belangrijke rol kan spelen bij de overmatige
slijmproductie.
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5. Epitheel-naar-mesenchym transitie

EMT staat voor epitheel-naar-mesenchym transitie. Bij dit proces veranderen epitheelcellen in
cellen met een mesenchym fenotype, zoals myofibroblasten. Mesenchymale cellen hebben onder
andere minder cel-celcontacten en hierdoor meer migratiecapaciteit® (figuur 2). Veranderingen
vinden ook plaats in de expressie van eiwitten. Er is een toename in eiwitten kenmerkend voor
mesenchymcellen, zoals fibronectine en vimentine, en er is een afname in eiwitten kenmerkend voor
epitheelcellen zoals E-cadherine en cytokeratines. Er zijn verschillende soorten EMT te
onderscheiden; type |, Il en lll. Type | EMT is betrokken bij de ontwikkeling van het mesoderm uit het
epitheel tijdens de gastrulatie en bij de gecodrdineerde organogenese van weefsels zoals het hart.*
Type Il EMT zorgt voor wondsluiting en weefselregeneratie als reactie op epitheelstress of
weefselschade. De epitheelcellen die EMT hebben ondergaan, zorgen voor een snelle tijdelijke
sluiting van de wond, waarna de wond goed hersteld kan worden. Het oncogene type Ill EMT-proces
maakt het mogelijk dat de migratiecapaciteit van malignante epitheelcellen wordt verhoogd.
Hierdoor kan er tumorinvasie kan ontstaan en metastase.*’ Bij luchtwegremodeling is vermoedelijk
type Il EMT betrokken.?
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Figuur 2.2 EMT proces. Epitheelcellen veranderen tijdens het EMT proces in mesenchymcellen
waarbij het aantal cel-celcontacten afneemt en de cel epitheelmarkers verliest en mesenchymale
markers verwerft.

5.1 Oorzaak

Het EMT proces kan worden geinduceerd door een complex netwerk van extracellulaire signalen,
zoals extracellulaire matrix componenten (collageen en hyaluronisch zuur) en oplosbare
groeifactoren (TGF, FGF, EGF).”* De werking van TGF-B (tumor growth factor) op het EMT proces is
het meest bestudeerde van al deze signalen. Van TGF-B is al bekend dat het een duidelijke rol speelt
in de remodeling van de luchtwegen®. Het induceert echter ook EMT door SMAD2/3 afhankelijke
mechanismen, waaronder de verhoging van Snaill (SNA1) en SNA2, die de transcriptie van E-
cadherine onderdrukken.” Vooral de regulatie van de SNA1 eiwitstabiliteit en de lokalisatie van
cellen door verschillende fosforylaties door glycogen-synthase-kinase-3b (GSK3B) is belangrijk voor
de veranderingen die optreden bij EMT, na stimulatie met TGF-B.*°

TGF-B is een cytokine wat de productie van de extracellulaire matrix stimuleert. Het wordt
gesynthetiseerd door onder andere epitheelcellen, macrofagen, eosinofielen, lymfocyten en
fibroblasten. TGF-B; mRNA is verhoogd in patiénten met matige of ernstige astma en de expressie
van dit cytokine is direct gerelateerd aan de mate van fibrose van het subepitheel.”” Smad 7 is een
eiwit met een remmend karakter tegen intracellulaire signaal transductie van TGF-B en is een
modulator van TGF-B acties. Hierdoor zou gesteld kunnen worden dat de expressie van Smad 7
betrokken is bij de progressie van de verdikking van het basaalmembraan.*®
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5.2 Kenmerken

Veel EMT inducerende routes grijpen in op het E-cadherine gen. Dit gen is belangrijk voor het
fenotype van het epitheel en de functie hiervan. E-cadherine is een celadhesie -eiwit,
verantwoordelijk is voor de cel-celcontacten tussen de cellen.* Het belangrijkste kenmerk van het
EMT proces is de afbraak van de cel-celcontacten en daarmee de verlaging van E-cadherine. TGF-B;
verlaagd E-cadherine door de stimulatie van SNA1 en SNA2.* Door deze verlaging van E-cadherine
komen de B-catenines die E-cadherine verbinden met het actineskelet vrij. De B-catenines kunnen
dan gerecycled worden naar het celmembraan of in het cytosol terecht komen®, waar het snel
gedegradeerd kan worden door glycogen synthase kinase 3-beta (GSK-3p).*° De activatie van onder
andere TGF-B en EGFR kan GSK-3B echter inactiveren.”® Hierdoor kan het vrije B-catenine naar de
nucleus transloceren, waar het de transcriptie van verschillende belangrijke eiwitten betrokken bij
remodeling, zoals MMPs en EGFR, kan induceren.*® Ook kan de vrije B-catenine slijmbekercel
hyperplasie tot gevolg hebben’! en kan het SNA1 en SNA2 activeren, waardoor E-cadherine nog meer
verlaagd.”

De afbraak van epitheel adhesie eiwitten is echter niet de enige verandering die optreedt na EMT.
Er zijn eveneens mesenchymale eigenschappen verworven door de epitheelcellen. Onder deze
mesenchymale eigenschappen vallen onder andere de expressie van de eiwitten vimentine, FSP-1
(fibroblast-specific protein-1), EDA-fibronectine en o-SMA. Het eiwit a-SMA is een typische
myofibroblast marker, die pas later tot expressie komt als de epitheelcel een myofibroblast is
geworden. Bij het EMT proces wordt een epitheelcel eerst mesenchymaal en daarna myofibroblast.
Vimentine en FSP-1 zijn markers om het onderscheidt te maken tussen volledig opgetreden EMT
waar de cel een myofibroblast is geworden of gedeeltelike EMT waar de transitie naar
mesenchymale cel nog bezig is.”>. EDA-fibronectine is een specifieke marker voor fibroblasten,
myofibroblasten en gladde spiercellen. Andere belangrijke mesenchymale markers zijn MMP-2 en
MMP-9. Deze verhogen de migratiemogelijkheid van de cellen door de extracellulaire matrix te
knippen, waardoor de cellen gemakkelijker kunnen bewegen.” Als epitheelcellen worden
blootgesteld aan TGF-B wordt de cel een langwerpige fibroblastachtige cel, die veel van deze
mesenchymale markers tot expressie brengt* (figuur 3).
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Figuur 3. Markers. Na het EMT proces verandert de eiwitexpressie van de cel. Links zijn de epitheelcellen te zien met o.a.
de markers E-cadherine en occludin. Na de EMT, rechts, worden o.a. fibronectine en vimentine tot expressie gebracht. EMT
kan worden veroorzaakt door groeifactoren, cytokines en ECM.
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5.3 Mesenchym-naar-epitheel transitie

Het doel van het EMT proces is dus het bevorderen van het wondherstel. Dit doet het door
epitheelcellen om te zetten in cellen met een mesenchymaal fenotype die gemakkelijk kunnen
migreren en hierdoor de wond kunnen dichten. De wond is dan echter nog niet helemaal genezen.
De uiteindelijke bedoeling is om van de laag die gevormd is weer een functionele en
gedifferentieerde epitheellaag te maken. Hiervoor zouden de mesenchymale cellen weer omgezet
moeten worden in epitheelcellen, dit kan door middel van een proces genaamd mesenchym-naar-
epitheel transitie (MET). Een stof dat mogelijk het MET proces kan stimuleren is bone morphogenesis
protein-7.

Onderdeel van de TGF-B familie zijn de bone morphogenesis proteins (BMPs). Onderzoek heeft
uitgewezen dat TGF-geinduceerde EMT geremd kan worden in de nier en het hart met BMP-7 door
middel van Smad1, Smad5 en Smad7.”® *° In de epitheelcellen van de luchtweg remt BMP-7 de TGF
geinduceerde EMT echter niet.*® Dit suggereert dat BMP-7 celspecifieke functies heeft, die de
epitheelcellen in de luchtwegen niet hebben. Dit kan verklaard worden doordat in de nier, waar
BMP-7 wel werkt, de epitheelweefsels afgeleid zijn van het mesoderm door mesenchym-naar-
epitheel transitie (MET), het tegenovergestelde proces van EMT.”” In de luchtwegen is het epitheel
niet afkomstig van het MET proces. Hoewel BMP-7 betrokken is bij het remmen van het EMT proces
in de nieren en het hart, is familielid BMP-4 betrokken bij het induceren van EMT in de luchtwegen.
In de aanwezigheid van BMP-4 verlagen de adherens junctions eiwitten, de cellen krijgen meer
motiliteit en er is meer genexpressie van collageen, fibronectine. Een mogelijke verklaring waarom
BMP-4 wel invloed heeft op de epitheelcellen van de luchtwegen is doordat BMP-4 betrokken is bij
de morfogenese en epitheeldifferentiatie in de ontwikkelende longen.”®
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6. Rol van EMT bij astma en remodeling

Het is bekend dat remodeling bij astmapatiénten optreedt, maar of hier een rol voor het EMT-
proces is weggelegd is nog niet helemaal duidelijk. Er vindt steeds meer onderzoek plaats om de
relatie tussen deze twee vast te stellen.

Een aanwijzing dat het EMT proces optreedt bij astma kan gevonden worden in het feit dat niet alle
cellen in EMT gaan na blootstelling aan TGF-B. Dit geldt alleen voor de basale epitheelcellen die
normaal gesproken cytokeratine-5 en p63 tot expressie brengen en niet voor trilhaarcellen die
cytokeratine-18 en/of MUCS5AC tot expressie brengen. Er wordt gedacht dat deze basale cellen, die
de onderste laag vormen van het epitheel, de voorlopers zijn van alle epitheelcellen in de
luchtwegen. Hierdoor zouden ze meer plasticiteit en minder gedifferentieerd zijn dan andere cellen,
door het ontbreken van het eiwit E-cadherine wat voor de cel-celcontacten zorgt. Dit zou kunnen
bijdragen aan het vatbaar zijn voor een herprogrammeringproces zoals EMT. Aangezien de
hoeveelheid basale cellen is verhoogd bij de remodeling in astmapatiénten®® zou gezegd kunnen
worden dat de epitheelcellen in de luchtwegen bij astmapatiénten sneller in EMT gaan dan gezonde
personen na contact met een prikkel, zoals een allergeen. Tevens zou dit betekenen dat EMT een
belangrijke rol heeft bij de remodeling van de luchtwegen.

Een kenmerk van astma en remodeling is het verlies van de cel-celcontacten in het epitheel van de
luchtwegen. Onderzoek in vitro heeft uitgewezen dat allergenen zoals huisstofmijt (HDM), histamine
en pollen epitheel cel-celcontacten kunnen afbreken. HDM is een van de meest voorkomende
allergenen betrokken bij allergische astma, in een aantal onderzoeken is dan ook de nadruk gelegd
op de gevolgen van dit allergeen. Er is gebleken dat HDM de hoeveelheid E-cadherine en occludin
kan verlagen in de bronchiale epitheel cellijn 16HBE door EGF receptor afhankelijke mechanismen
wanneer het heeft blootgestaan aan TGF. HDM in combinatie met TGF induceert ook de
mesenchymale markers vimentine en fibronectine in epitheelcellen. Het EMT proces verlaagt de
hoeveelheid E-cadherine en verhoogt de mesenchymale markers. Er is gebleken dat de blootstelling
aan HDM de epitheelmarkers kan afbreken, net zoals dat het geval is bij het EMT proces geinduceerd
door TGF-B. Dit impliceert dat het EMT proces zou kunnen plaats vinden in patiénten met allergische
astma met overgevoeligheid voor huisstofmijt.>***

Onderzoek naar EMT door gebruik te maken van huisstofmijt is ook in vivo bij muizen gedaan.”® Om
de veranderingen en migratie van het epitheel bij deze muizen aan te tonen, zijn eerst een aantal
stappen uitgevoerd waardoor de epitheelcellen permanent gemarkeerd waren door het gen LacZ.
Door chronische blootstelling aan HDM werd bij deze muizen allergische astma geinduceerd. Er is
gerapporteerd dat deze blootstelling heeft geleid tot een verhoging van mesenchymale markers,
waaronder collageen |, a-SMA en vimentine in het epitheel van de luchtwegen. De expressie van TGF
in de epitheelcellen werd eveneens verhoogd na de blootstelling aan het allergeen. Door stimulatie
met TGF-B werd de gefosforyleerde Smad3 en SNA1 expressie in de kern van de epitheelcellen
verhoogd.*” SNAL1 is een inhibitor van het celadhesie eiwit E-cadherine, wat een verklaring geeft voor
het feit waarom E-cadherine is verlaagd. De migratiecapaciteit van de epitheelcellen werd eveneens
verhoogd, waarna de epitheelcellen via het subepitheel naar de gladde spiercelbundels konden
migreren. Dit is aangetoond door kleuringen te verrichten op gladde spiercelsecties, die aantoonde
dat er cellen aanwezig waren met het LacZ gen eraan. Al deze kenmerken komen overeen met wat er
kan gebeuren als het EMT proces op zou treden, zoals in vitro is aangetoond.”® Aangezien de
hoeveelheid gladde spiercellen is toegenomen bij het remodelingsproces versterkt dit de suggestie
dat EMT een rol heeft in het remodelingsproces bij astma. Ook zou gesteld kunnen worden dat
omgevingsallergenen EMT routes in de luchtwegen van astmapatiénten.?
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7. Conclusie

Het luchtweg epitheel speelt een belangrijke rol in de pathologie van astma, omdat het naast dat
het een barriére functie heeft, de bron is van veel cytokines, chemokines en groeifactoren, die
bijdragen aan de ontstekingsreactie en de remodeling. Het vermoeden heerst dat schade bij
astmapatiénten aan het epitheel van de luchtwegen bijdraagt aan een verkeerd herstelproces van de
longen, wat remodeling tot gevolg heeft. Hierdoor veranderen de structuur en samenstelling van het
weefsel, waardoor de luchtwegen vernauwen. Tot voor kort werd gedacht dat de remodeling het
gevolg was van de ontsteking die optreedt bij astma. Dit punt werd weerlegd doordat de
behandeling van ontstekingsremmende corticosteroiden de remodeling niet kan voorkomen of
ongedaan kan maken. Ook is aangetoond dat de structurele veranderingen van de remodeling al
optreden voor het ontstekingsproces.*® Hierdoor wordt steeds vaker de suggestie gewekt dat het
EMT proces hierbij een rol zou kunnen spelen. Uit de in vitro data zijn veel belovende resultaten
gekomen die aantonen dat het EMT proces wel degelijk zou kunnen optreden in bronchiale
epitheelcellen door stimulatie met TGF-B. Er zijn echter weinig studies gedaan in vivo om
onomstotelijk aan te tonen dat dit proces optreedt in astmapatiénten. Zo zou er een remmer van het
EMT-proces ontwikkeld kunnen worden en in muizen kunnen worden getest, om aan te tonen of het
remodelingsproces ook optreedt zonder de bijdrage van EMT.

In de in vitro onderzoeken is aangetoond dat de hoeveelheid E-cadherine in de epitheelcellen van
de luchtwegen is verminderd na stimulatie met TGF-B en dat eveneens de expressie van andere
junction eiwitten is afgenomen. De verlaging van E-cadherine is een belangrijk kenmerk van EMT en
deze verlaging is tevens gevonden in het luchtwegepitheel van astmapatiénten. De cellen zullen
hierdoor minder cel-celcontacten hebben en mogelijk een mesenchymaal fenotype kunnen
ontwikkelen. Mesenchymale eiwitten worden geleidelijk verworven door de epitheelcellen in de
luchtwegen na stimulatie met TGF-B en de migratiecapaciteit neemt toe. De epitheelcellen migreren
naar het subepitheel van de grote luchtwegen, waarna ze zich in de gladde spiercelbundels begeven.
Dit versterkt de suggestie dat EMT bijdraagt aan remodeling, aangezien bij remodeling het aantal
gladde spiercellen toeneemt.

Stimulatie met het allergeen huisstofmijt in muizen bleek te leiden tot een verhoging van TGF-; en
tot een verlaging van de epitheelmarkers E-cadherine en occludin. Ook is er een verhoging
waarneembaar van de mesenchymale markers vimentine, a-SMA en pro-collagen | en van de E-
cadherine inhibitor SNA1. Bij deze muizen is echter een allergische reactie geinduceerd door middel
van chronische blootstelling aan huisstofmijt. De astmatische variant die hier is opgewekt is
allergische astma, er zal meer onderzoek moeten plaats vinden om vast te stellen dat deze resultaten
ook optreden bij andere astma varianten. Er zal tevens onderzoek gedaan moeten worden om aan te
tonen dat dit proces bij menselijke subjecten met astma plaats vindt. Dit aangezien menselijke
subjecten, niet zoals de muizen in het experiment, onder chronische blootstelling staan van het
allergeen. Er zou onderzoek gedaan kunnen worden naar de sporadische blootstelling aan
huisstofmijt om aan te tonen dat dan nog steeds EMT optreedt. Vervolgens zou er bij in vivo
onderzoek ook getest kunnen worden op andere mesenchymale markers, aangezien vimentine en
FSP-1 behalve op epitheelcellen ook op mononucleare cellen en endotheelcellen voor kunnen
komen. Zo is dus niet met zekerheid te zeggen of het een epitheelcel is die deze markers tot
expressie brengt of dat het een ander celtype is.

Aangezien TGF-B significant is verhoogd in de longen na blootstelling aan het allergeen, zou hier de
conclusie uit kunnen luiden dat TGF-B een belangrijke stimulator is van EMT in HDM geinduceerde
luchtwegontsteking. Smad3 en SNA1 waren aanwezig, wat tot de conclusie zou kunnen leiden dat
SNA1-Smad3/4 repressor complexen betrokken zijn in het stimuleren van EMT.

De vraag aan het begin van deze scriptie was of EMT een rol heeft bij astma. Dit is echter nog niet
met zekerheid te zeggen. Er komen wel steeds meer aanwijzingen dat EMT betrokken is bij de
remodeling in astma. Zo is aangetoond dat de eiwitten die verhoogd zijn bij remodeling, zoals
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fibronectine en tenascin, ook verhoogd kunnen worden door het EMT proces. Verder verlaagd EMT
E-cadherine, een verlaging die ook gevonden wordt in de luchtwegen van astmapatiénten die
remodeling hebben ondergaan. Uit het onderzoek van Johnson et al. is naar voren gekomen dat
epitheelcellen in de luchtwegen wel degelijk mesenchymale eigenschappen kunnen verwerven.” Het
is echter nog niet helemaal duidelijk of de verhoging van het aantal myofibroblasten zoals deze
gezien wordt bij astma, volledig wordt veroorzaakt door het EMT proces, aangezien de duidelijke
bijdrage van het EMT proces aan het aantal myofibroblasten pas in een latere fase van de ziekte te
zien was.

Naast het feit dat er nog veel vragen beantwoord moeten worden over het EMT proces moet ook
het precieze mechanisme van remodeling wat verder uitgediept worden. Als het duidelijk is welke
mechanismen op welke manier bijdragen aan de ziekte astma, kan hier uiteindelijk een goede
behandelmethode uitkomen die de schadelijke mechanismen tegen gaat. Het is nog niet met
zekerheid te zeggen of bijvoorbeeld het EMT proces de astma alleen maar verergerd of dat het een
soort feedbacksysteem van het lichaam is, waardoor meer schade beperkt wordt. Als dit allemaal
duidelijk is, kan er een goede behandeling tegen deze ziekte wordt gevonden. Mocht het EMT proces
astma daadwerkelijk verslechteren, zou bijvoorbeeld gedacht kunnen worden aan het ontwikkelen
van behandelingen die het MET proces bevorderen, zodat het EMT proces wordt omgedraaid. Door
een goede behandeling te ontwikkelen zullen astmapatiénten minder last hebben van de symptomen
en zal het leven voor hen er een stuk zorgelozer uit gaan zien.**
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