TGF-B en Astma
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Samenvatting

Astma is een chronische, inflammatoire ziekte van de luchtwegen, die ontstaat door een interactie
tussen genen en factoren uit de omgeving, zoals inhalatie van honden- en kattenallergenen en
pollen, en zich gedraagt als een typische complexe ziekte. Dit houdt in dat mutaties met een klein
individueel effect tezamen een groot fenotypisch effect kunnen veroorzaken in een permissieve
omgeving. Een permissieve omgeving bestaat, in het geval van astma, uit sensitisatie tegen
allergenen en respiratoire virusinfecties."

In patiénten met allergisch astma vindt een chronische, allergeen-geinduceerde inflammatie van de
luchtwegen plaats.® Deze inflammatie veroorzaakt schade aan de bekleding van de luchtwegen,
waarbij onder andere transforming growth factor-p (TGF-B), een cytokine en fibrogene groeifactor,
vrijkomt.” > TGF-B heeft meerdere functies in verschillende celtypes of zelfs in hetzelfde celtype,
afhankelijk van het milieu in en om de cel. TGF-B bindt aan het TGF-B receptorcomplex op cellen die
een rol spelen bij remodellering en kan in deze cellen verschillende intracellulaire pathways
activeren. Activatie van deze pathways leidt tot gentranscriptie en kan zo remodellering van de
luchtwegen induceren.> °® De expressie van de isovormen TGF-B; en TGF-B, is verhoogd in astma, dit
is vooral te wijten aan het verhoogde aantal eosinofielen en macrofagen in de luchtwegen.’
Allergeengeinduceerde inflammatie van de luchtwegen veroorzaakt schade aan de bekleding van de
luchtwegen.” Een ontwrichting in het reparatieproces leidt tot remodellering van de luchtwegen.
Remodellering speelt een belangrijke rol bij het ontstaan van de symptomen die geassocieerd
worden met een verslechterde pulmonaire functie van patiénten en kan reversibel of deels
irreversibel zijn.” ® Onder remodellering wordt onder andere schade aan het epitheel, hyperplasie
van slijmklieren en slijmbekercellen, subepitheliale fibrose en hypertrofie en hyperplasie van gladde
spiercellen verstaan. Elk van deze componenten van remodellering van de luchtwegen draagt bij aan
de verslechterde pulmonaire functie bij astma.”®

TGF-B heeft door zijn pro- en anti-inflammatoire eigenschappen ook invloed op de immuunrespons
zelf; het induceert de differentiatie van T-lymfocyten, maar reguleert ook de lymfocyt homeostase,
inhibeert Th1- en Th2-cel responsen en promoot de differentiatie van Treg-cellen.®

Concluderend, TGF-B, en TGF-B, spelen een grote rol bij remodellering en inflammatie in astma. TGF-
B1 en TGF-B, hebben vele verschillende effecten, zowel in verschillende celtypes als binnen hetzelfde
celtype. Ook de rol die ze spelen bij de verschillende remodelleringsprocessen is erg ambigue, omdat
TGF-B via verschillende pathways verschillende effecten kan hebben op hetzelfde
remodelleringsproces. Aangezien huidige therapieén niet in staat zijn om remodellering terug te
draaien, is TGF-B een interessant doelwit voor therapie.?
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Inleiding

Astma is een chronische, inflammatoire ziekte van de luchtwegen, die voorkomt bij circa 300 miljoen
mensen wereldwijd.> Astma ontstaat door een interactie tussen genen en factoren uit de omgeving,
zoals inhalatie van honden- en kattenallergenen en pollen, en gedraagt zich als een typische
complexe ziekte. Dit houdt in dat mutaties met een klein individueel effect tezamen een groot
fenotypisch effect kunnen veroorzaken in een permissieve omgeving." In het geval van astma worden
onder een permissieve omgeving sensitisatie tegen allergenen en respiratoire virusinfecties
verstaan.?

Bij astmapatiénten veroorzaakt het inademen van allergenen een ontstekingsreactie in de longen,
welke schade veroorzaakt aan de bekleding van de luchtwegen.” De symptomen van astma worden
veroorzaakt door deze inflammatie en bestaan uit terugkerende aanvallen van een piepende
ademhaling, kortademigheid, een beklemmend gevoel op de borst en hoesten, vooral ’s nachts en in
de vroege ochtend. Ook kan inflammatie van de luchtwegen leiden tot een verhoogde responsiviteit
van de luchtwegen op verschillende stimuli.” Een ontwrichting in het reparatieproces veroorzaakt
bovendien remodellering van de luchtwegen. Remodellering is een aanpassing van de normale,
structurele eigenschappen van de bekleding van de luchtwegen en veroorzaakt hier veranderingen in
de samenstelling en organisatie van de cellulaire en moleculaire bestanddelen. Remodellering speelt
een belangrijke rol bij het ontstaan van de symptomen die geassocieerd worden met een
verslechterde pulmonaire functie van patiénten en kan reversibel of deels irreversibel zijn. De deels
irreversibele vorm van remodellering komt voor in chronische stadia van astma. Onder remodellering
wordt onder andere schade aan het epitheel, hyperplasie van slijmklieren en slijmbekercellen,
subepitheliale fibrose en airway smooth muscle cell (ASMC; gladde spiercellen) hypertrofie en
hyperplasie verstaan.” ® Zowel remodellering als inflammatie van de luchtwegen houdt aan in
afwezigheid van verdere blootstelling aan allergeen.*

Tijdens de ontwikkeling van astma dringen inflammatoire cellen door in de luchtwegen, waar ze een
rol spelen bij remodellering. Zowel structurele cellen, zoals fibroblasten, epitheelcellen,
endotheelcellen en ASMC, als inflammatoire cellen die geinfiltreerd zijn in het bronchiale mucosa,
zoals eosinofielen, lymfocyten en macrofagen, secerneren cytokines en groeifactoren, waaronder
TGF-B. TGF-B is vooral belangrijk omdat het meerdere functies heeft in verschillende celtypes of zelfs
in hetzelfde celtype, afhankelijk van het milieu in en om de cel. Door binding aan verschillende cellen
die een rol spelen bij remodellering kan TGF-B verschillende pathways activeren die leiden tot
gentranscriptie.” ° Bij remodellering van de matrix komt latent TGF-p vrij, dit kan binden aan de ECM.
Latent TGF-B kan onder andere geactiveerd worden door structurele epitheelcellen en
mestcellen.'"

De behandeling van astma bestaat op dit moment uit het toedienen van corticosteroiden en j,-
antagonisten. Dit is redelijk succesvol in het verbeteren van de pulmonaire luchtstroom, maar is niet
in staat om structurele remodellering om te keren.” Daarnaast kleven er nadelen aan het toedienen
van corticosteroiden.

In deze scriptie wordt gekeken hoe TGF-B bijdraagt aan de pathogenese van astma. Aan de hand van
de literatuur wordt bekeken hoe astma ontstaat en welke invioed TGF- heeft op remodellering en
inflammatie van de luchtwegen, welke kenmerkend zijn voor chronische astma. Ook wordt gekeken
of het mogelijk is om therapeutisch in te grijpen in de TGF-B signalering.



Omgevingsfactoren en het Ontstaan van Astma

Astma gedraagt zich, zoals genoemd, als een typische complexe ziekte, waarbij mutaties met een
klein individueel effect samen een groot fenotypisch effect kunnen veroorzaken in een permissieve
omgeving; sensitisatie tegen allergenen en respiratoire virusinfecties.” * De belangrijkste risicofactor
voor het ontstaan van astma is Immunoglobuline E (IgE)-gemedieerde sensitisatie tegen
geinhaleerde, niet schadelijke allergenen, een proces dat atopische sensitisatie wordt genoemd.
Opvallend is dat, hoewel allergische sensitisatie het risico op astma verhoogt, de meeste allergische
individuen geen astma hebben. Een mogelijke verklaring hiervoor is dat astma niet één enkele ziekte
is, maar een complex van verschillende ziektes met verschillende omgevings- en genetische
risicofactoren, die zich presenteren met overeenkomende symptomen.?

Respiratoire virusinfecties worden gezien als een belangrijke oorzaak van exacerbaties bij astma. Ook
zou een aanhoudende infectie een belangrijke rol kunnen spelen bij de ontwikkeling van astma.? Een
piepende ademhaling tijdens de kindertijd komt vaak voor, zeker wanneer het geassocieerd wordt
met een respiratoire infectie. Lange termijn geboortecohort studies hebben echter aangetoond dat,
in een deel van deze kinderen, een piepende ademhaling leidt tot een versterkt klinisch patroon dat
overeenkomt met een vroeg stadium van astma. Dit fenotype wordt sterk geassocieerd met een
vroege sensitisatie tegen aeroallergenen. Daarnaast kan een virusinfectie van de lage luchtwegen
een vergrote aanleg voor astma induceren, deze aanleg is groter dan het risico op astma bij atopie
alleen. De zwaarste vorm van astma tijdens de kindertijd, het type dat ook het grootste risico geeft
op de ontwikkeling van persistente astma, komt voor wanneer een virusinfectie van de lage
luchtwegen plaatsvindt in een individu dat al gesensitiseerd is tegen aeroallergenen. Deze uitkomst
wordt beinvloed door zowel de hevigheid van en het aantal virusinfecties als door de aanwezigheid
van aeroallergeenspecifiek IgE.”* Een interactie tussen de aanwezigheid van aeroallergeenspecifiek
IgE en virusinfecties van de lage luchtwegen kan dus een risicofactor zijn voor het ontwikkelen van
astma.

Genen

Astma en astmagerelateerde eigenschappen hebben een sterke erfelijke component. De
fenotypische impact van individuele mutaties is klein, maar synergie van meerdere varianten in een
permissieve context kunnen grote effecten tot gevolg hebben. Er zijn al meer dan honderd genen
gekoppeld aan astma, maar de focus in deze studies lag meer op het vinden van een verband tussen
genen en IgE-gemedieerde sensitisatie, atopie en astma en minder op het verband tussen astma en
remodellering. Een genetisch polymorfisme in ADAM metallopeptidase domain 33 (ADAM-33), een
metalloprotease die verhoogd tot expressie komt in astma, wordt geassocieerd met een versnelde
daling van de longfunctie in astma. Dit suggereert dat een deelverzameling van genen bestaat die
geassocieerd zijn met remodellering. Er is meer onderzoek nodig om dit te bevestigen en om vast te
stellen welke genen een rol spelen bij remodellering, welke mechanismen de fenotypische
heterogeniteit van astma veroorzaken en welke omgevings- en ontwikkelingsfactoren een interactie
aangaan en zo de vatbaarheid voor de ziekte vergroten.” ****

IgE-gemedieerde Sensitisatie

IgE-gemedieerde sensitisatie tegen geinhaleerde allergenen is de belangrijkste risicofactor voor het
ontstaan van astma. De hevigheid van de ziekte stijgt wanneer patiénten blootgesteld worden aan
grotere hoeveelheden sensitiserend allergeen.? Blootstelling aan geinhaleerde allergenen leidt in
allergische patiénten tot een vroege allergische inflammatoire reactie en kan in sommige gevallen
gevolgd worden door een late fase reactie. De vroege fase reactie begint na activatie van cellen met
allergeenspecifiek Ig en wordt gekarakteriseerd door een snelle activatie van mestcellen en
macrofagen in de luchtwegen. Celtypes anders dan basofielen en mestcellen die de hoge affiniteit IgE
receptor FceRl tot expressie brengen, kunnen ook een rol spelen, maar het is niet duidelijk of deze
direct geactiveerd kunnen worden door allergeen. De geactiveerde cellen geven pro-inflammatoire



mediatoren, zoals histamine en reactive oxygen species (ROS) af, die contractie van de ASMC,
mucussecretie en vasodilatatie induceren.’

De late fase inflammatoire reactie vindt zes tot negen uur na blootstelling aan allergeen plaats en
bestaat uit rekrutering en activatie van eosinofielen, CD4+ T-cellen, basofielen, neutrofielen en
macrofagen. De activatie van T-cellen na blootstelling aan allergeen induceert de afgifte van T-
helpercel type 2 (Th2)-achtige cytokines, die van groot belang kunnen zijn voor de late fase reactie.’
Waarschijnlijk is er binnen de eerste fase van de late fase reactie niet genoeg tijd voor
gentranscriptie, -translatie en eiwitproductie van cytokines in gesensitiseerde Th2-cellen, waardoor
de afgifte van voorgevormde cytokines door mestcellen waarschijnlijk de initiator voor de vroege
rekrutering van cellen is. Mestcellen kunnen op deze manier aanhoudende activiteit van T-cellen
induceren, die waarschijnlijk betrokken zijn bij de chronische fase van de respons die ontstaat bij
astma.’

Respiratoire Virusinfecties

Synergie tussen een hoge blootstelling aan allergeen en respiratoire virusinfecties verhogen het risico
op exacerbaties van astma.’ De hevigheid van de virusinfectie en de leeftijd waarop de eerste
besmetting met het virus plaatsvond lijken de belangrijkste determinanten voor het risico op astma
op latere leeftijd te zijn. De meest voorkomende virussen die geassocieerd worden met het risico op
astma zijn respiratory syncytial virus (RSV), human rhinovirus (HRV), and metapneumovirus. De
onderliggende mechanismen waarop deze virussen het risico op astma verhogen zijn nog niet
volledig bekend, onder andere omdat genetische factoren invloed hebben op de immuunrespons
tegen deze virussen en eigenschappen van het virus zelf en verschillen tussen virusstammen mogelijk
van belang zijn.”® Een vroegere RSV infectie van de lage luchtwegen wordt geassocieerd met Th2-
responsen. Dit suggereert dat een vroegere eerste infectie een grotere verschuiving in de
immuunrespons veroorzaakt, waarbij downregulatie van de Thl-reactie, een antivirale reactie, en
upregulatie van de Th2-reactie, een allergische reactie, plaatsvindt.”"’

Het is onduidelijk of virusinfecties astma veroorzaken of dat ze een marker zijn voor een verhoogde
vatbaarheid voor astma. Wel is er steeds meer bewijs dat genetische polymorfismen invlioed hebben
op de vatbaarheid voor zware respiratoire virusinfecties en hierdoor op het risico om astma te
ontwikkelen. Daarnaast is het onduidelijk of de immuunrespons aangepast wordt door het virus of
dat de aard van de respons gerelateerd is aan het ontwikkelingsstadium waarin het immuunsysteem
zich bevond op het moment van infectie. Het is bekend dat voorgaande blootstelling aan allergeen in
een gesensitiseerde gastheer leidt tot een vergrote Th2-dominante, allergische immuunrespons
tegen RSV. Andersom kan de reactie op allergeen afhankelijk zijn van de staat waarin het
immuunsysteem van de gastheer zich bevond tijdens de eerste blootstelling aan het virus; in
klinische studies is aangetoond dat specifieke IgE-antilichamen tegen virale pathogenen gevormd
worden na verschillende virale infecties. De ontwikkeling van virusspecifiek IgE wordt geassocieerd
met een ernstigere uitkomst van de ziekte en speelt mogelijk een kritieke rol bij reinfectie-
geinduceerde inflammatie van de luchtwegen. Er zijn dus overeenkomsten tussen RSV-gemedieerde
astma en allergeen-gemedieerde astma.”



TGF-B: Remodellering en Inflammatie

In atopische astmapatiénten vindt een chronische, allergeen-geinduceerde inflammatie van de
luchtwegen plaats, waarbij onder andere TGF-B, een cytokine en fibrogene groeifactor, gesecerneerd
wordt.” De TGF-B superfamilie van liganden in zoogdiercellen bestaat uit de TGF-B isovormen TGF-B,,
TGF-B, en TGF-B;, activines, inhibines, bone morphogenetic proteins (BMPs), nodal, growth and
differentiation factors (GDFs) en anti-Miillerian hormoon (AMH).*® Bottoms et al. onderzochten of de
expressie van de TGF-B isovormen verschilt in astma ten opzichte van normaal. Een muismodel werd
gesensitiseerd door middel van i.p. injectie van kippen ovalbumine (OVA) in zoutoplossing. Deze
muizen werden eenentwintig dagen na sensitisatie intratracheaal blootgesteld aan OVA in
zoutoplossing. Controles werden gesensitiseerd door middel van i.p. injectie van zoutoplossing en
eenentwintig dagen na sensitisatie intratracheaal blootgesteld aan zoutoplossing. De longen werden
gefixeerd op drie, zeven of twaalf dagen na sensitisatie. De preparaten werden gekleurd door middel
van immunohistochemie en bekeken onder de lichtmicroscoop (zie figuur 1).”
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Figuur 1: Lokalisatie van TGF-B, ,TGF-B, en TGF-B; in normale en OVA-gesensitiseerde muizen, drie, zeven of twaalf
dagen na blootstelling aan OVA.

Immunostain (bruin) voor TGF-B, (A-D), TGF-B, (E-H) en TGF-B; (I-L). Verschillende populaties cellen worden aangegeven

met pijlen:

BE Bronchiale epitheelcel M Macrofaag

F Fibroblast-achtige cel Pmn Polymorphonuclear cell

G Slijmbekercel ATII Type Il alveolaire cel (Bottoms et al. 2010)

TGF-B, werd in controles vooral tot expressie gebracht door het bronchiale epitheel, maar ook door
aanwezige macrofagen en fibroblast-achtige cellen, gladde spiercellen, vasculair endotheel en de
ECM (figuur 1A). Drie tot zeven dagen na sensitisatie kleurden slijmbekercellen licht, terwijl de
bronchiale epitheelcellen, die in aantal daalden, sterk gekleurd bleven. Daarnaast waren verhoogde
aantallen positief gekleurde macrofagen zichtbaar (figuur 1B, C). Twaalf dagen na blootstelling was
een sterke kleuring zichtbaar in macrofagen en waren enkele polymorphonuclear cells (PMNs;
neutrofielen, eosinofielen en basofielen) positief. Ook was de ECM sterker gekleurd (figuur 1D). De
expressie van TGF-B, in gezonde luchtwegen leek op die van TGF-B;, hoewel smooth muscle cells en
fibroblast-achtige cellen sterker kleurden dan andere celpopulaties (figuur 1E). Drie tot zeven dagen
na blootstelling kleurden slijmbekercellen licht, macrofagen kleurden positief en subepitheliale
fibroblast-achtige cellen en de ECM kleurden licht of niet (figuur 1F, G). Na 12 dagen waren de



aanwezige macrofagen en PMNs sterk gekleurd, bronchiale epitheelcellen kleurden minder sterk dan
in controles (figuur 1H). Kleuring van TGF-B; vertoonde geen sterk veranderde expressie (figuur 1I-
L).”

De expressie van TGF-B; en TGF-B, is verhoogd na sensitisatie met allergeen en wordt veroorzaakt
door een verschuiving van de expressie; van expressie door het epitheel in gezonde individuen naar
expressie door submucosale inflammatoire infiltraten, zoals macrofagen en PMNs, in patiénten.*
Hoewel de TGF-B superfamilie een groot aantal cellulaire en weefselspecifieke effecten kan
ontlokken, wordt deze gereguleerd door een relatief klein aantal receptoren, 7 type | en 5 type Il
receptoren, en pathways, de Smad pathway en de non-Smad pathways.*®

Smad Signalering

De dimere liganden uit de TGF-B superfamilie induceren de celsignalering door aan specifieke
combinaties van de heterotetramere complexen van type | en type Il receptor kinases op het
celopperviak te binden, waardoor receptor hetero-oligomerisatie in gang gezet wordt. De type Il
receptor transactiveert de type | receptor. Dit vindt plaats door fosforylering-afhankelijke activatie
van het cytoplasmatisch gelokaliseerde serine/threonine residu van de latente type | receptor kinase
door de constitutief actieve type Il receptor kinase. De geactiveerde type | receptor kan verschillende
uitkomsten induceren; zowel de Smad-afhankelijke pathway als een Smad-onafhankelijke pathway
kan geactiveerd worden.’® '° De TGF-B signalering verloopt voornamelijk via de Smad-afhankelijke
pathway.?

SMAD-afhankelijke Signalering

Na activatie fosforyleert en activeert de type | receptor kinase een receptor-geactiveerde Smad (R-
Smad). De TGF-B superfamilie signalering kan opgedeeld worden in twee takken: de TGF-$ tak en de
BMP tak. De TGF-f tak bestaat uit liganden zoals de isovormen van TGF-, activine en nodal, die de R-
Smads Smad2 of Smad3 activeren. De BMP tak bestaat uit liganden zoals BMPs en GDFs, die de R-
Smads Smad1, Smad5 of Smad8 activeren.” De gefosforyleerde R-Smads vormen complexen met de
“common mediator”, Smad4, en gaan de kern binnen. In de kern binden de complexen aan het DNA
en gaan interactie aan met transcriptiefactoren die de genexpressie reguleren. De Smad pathway
wordt gereguleerd door verschillende processen, waaronder inhibitie door “inhibitory” Smads (-
Smads: Smad 6 en Smad 7). I-Smads worden geinduceerd door de Smad-signalering. Ze accumuleren
in de kern en worden hiervandaan geéxporteerd na stimulatie van de cel met TGF-f of BMP.
Vervolgens binden ze aan de type | receptoren en oefenen zo negatieve feedback uit door de
fosforylering van R-Smads te blokkeren, defosforylering van de receptor te stimuleren door
fosfatases te rekruteren en ubiquitinatie en lysosomale degradatie van de receptor te induceren.®

SMAD-onafhankelijke Signalering

De Smad-onafhankelijke signalering omvat vele verschillende pathways en kan een rol spelen bij
verschillende processen in en om de cel. In een aantal gevallen is het verband tussen het
geactiveerde receptorcomplex en het cytoplasmatische effectormolecuul nog niet volledig bekend.
Belangrijke Smad-onafhankelijke pathways zijn de mitogen-activated protein kinases (MAPK)
pathways, zoals p38 and c-Jun N-terminal kinases (JNKs).*

Remodellering van de Luchtwegen

TGF-B,, TGF-B, en TGF-B; worden in gezonde, menselijke longen tot expressie gebracht door het
bronchiale epitheel, waar ze ook gelokaliseerd zijn. Door middel van in situ hybridisatie en
immunohistochemie is aangetoond dat de verhoging van TGF-B; in astmatische luchtwegen
voornamelijk geassocieerd wordt met submucosale en inflammatoire cellen, gladde spiercellen en de
ECM van de luchtwegen. Met immunostaining werd aangetoond dat ook de hoeveelheid TGF-B,
verhoogd is in het epitheel van astmatische luchtwegen; na blootstelling aan allergeen waren de
hoeveelheden TGF-B,-positieve eosinofielen en neutrofielen in zware en milde astma verhoogd.> 72



Zowel TGF-B zelf als andere cytokines, zoals interleukine (IL)-13, kunnen de productie en afgifte van
TGF-B induceren. TGF-f wordt in inactieve vorm gesecerneerd, waarvan latency associated peptide
(LAP)-1 afgesplitst wordt om de actieve peptide vrij te geven. Dit proces wordt gekatalyseerd door
verschillende proteases, zoals a,B¢ integrine en matrix metalloprotease (MMP)-2 en -9. De activatie
van TGF-B wordt streng gereguleerd, aangezien het verschillende, belangrijke consequenties kan
hebben.> %

Binding van TGF-B aan de receptor kan, zoals genoemd, verschillende pathways activeren en zo
verschillende effecten op de cel uitoefenen. Het celtype, de cellulaire conditie en het micromilieu
spelen een rol in het bepalen welke pathway geactiveerd wordt. De activatie van deze pathways is,
op zijn beurt, een indicatie voor gentranscriptie. TGF-B speelt een rol in verschillende
remodelleringsprocessen, namelijk schade aan het epitheel, hyperplasie van slijmklieren en
slijmbekercellen, subepitheliale fibrose en ASMC hypertrofie en hyperplasie,” maar op welke manier
heeft TGF-B invloed op deze processen?

Epitheelschade

De balans tussen proliferatie en apoptose is zeer belangrijk voor het onderhouden van het aantal
cellen en de integriteit van het epitheel.” Chronische astma wordt gekenmerkt door wijdverspreide
schade en een gebrekkig herstel van het luchtwegepitheel.”® Het bronchiale epitheel is de barriére
van de longen tegen het externe milieu en speelt een belangrijke rol bij het beschermen van het
interne milieu. Als deze barriere verstoord wordt, worden immunologische barriéres geactiveerd om
het interne milieu te beschermen. Het bronchiale epitheel functioneert binnen het epitheliale-
mesenchymale “trophic unit” (EMTU) om het lokale micromilieu onder controle te houden en de
homeostase van het weefsel te behouden. Het EMTU verwijst naar de betrokkenheid van structurele
cellen van de luchtwegen bij het onder controle houden van het micromilieu in de longen tijdens
belangrijke processen, zoals de ontwikkeling van de longen, de reparatie van beschadigd weefsel en
het reguleren van de inflammatoire respons. Bij astma leiden chronische verstoringen van
homeostatische mechanismes, vatbaarheid voor schade en een afwijkend herstel tot een continue
activatie van het EMTU. Dit leidt tot remodellering en een aangepaste functie van de luchtwegen.**
Het reparatieproces van het epitheel bestaat uit een aantal stadia (zie figuur 2). De directe respons
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bestaat uit de inductie van migratie van epitheelcellen, waardoor een tijdelijke barriere ontstaat. Dit
vindt plaats als reactie op groeifactoren, zoals TGF-, en induceert “epithelial-to-mesenchymal
transition” (EMT) in epitheelcellen. Tijdens EMT worden downregulatie van tight junctions en een
verhoogde expressie van MMPs en ECM componenten geinduceerd, wat epitheelcellen in staat stelt
om te migreren. Tegelijk met de activatie van het epitheel reageert de onderliggende, aangepaste
fibroblastlaag op epitheelschade door synthese en secretie van een voorlopige matrix te induceren,
die de tijdelijke barriére helpt af te sluiten. De proliferatie van fibroblasten gaat hierbij omhoog, net
als de differentiatie naar myofibroblasten. Zodra de barriere gevormd is, delen epitheelcellen om de
cellen die verloren zijn gegaan te vervangen. Hierna differentiéren deze cellen tot slijmbekercellen,
wat helpt de secretoire functie te herstellen. De afscheiding van deze cellen biedt een extra
beschermlaag voor de luchtwegen. Dit proces wordt gevolgd door ciliogenese om de mucociliaire
klaring te herstellen. Aangezien de normale functie van het epitheel hersteld moet worden, moet de
voorlopige matrix geherstructureerd en afgebroken worden om de normale samenstelling van het
weefsel te herstellen. Tijdens dit proces ondergaan myofibroblasten apoptose om het aantal
submucosale fibroblasten terug te brengen naar normaal. Er zijn aanwijzingen dat epitheelschade en
het herstel hiervan abnormaal zijn bij astma,** maar via welke pathway heeft TGF-B invlioed op EMT
en op welke manier verschilt EMT van normaal bij astmapatiénten?

Hackett et al. onderzochten of EMT plaatsvindt als reactie op TGF-B; en welke pathway hierbij van
invloed is. Primaire culturen van epitheelcellen uit humane luchtwegen werden gebruikt; airway
epithelial cells (AECs) werden verkregen uit gedoneerde longen van astmapatiénten en gezonde
individuen. ALI-AEC culturen werden verkregen door toevoeging van een aantal mediatoren. Primaire
monolagen van AECs werden geincubeerd met TGF-B, gedurende achtenveertig of tweeénzeventig
uur. Daarnaast werden AECs geincubeerd met TGF-B; en vervolgens behandeld met neutraliserend
antilichaam tegen TGF-B,. Ook werden monolagen van AECs getransfecteerd met humaan Smad3-
specifiek chimera-RNAi (Smad3 siRNA) of non-silencing controle siRNA en geincubeerd in Bronchial
Epithelial Growth Medium (BEGM) met of zonder TGF-B,. De genoemde culturen werden gelyseerd,
waarna de eiwitexpressie werd geanalyseerd door middel van immunoblot. Om te bepalen welke
mesenchymale- en ECM genen tijdens TGF-B;-geinduceerde EMT tot expressie komen, werd mRNA
geisoleerd uit met TGF-B; behandelde AECs. De expressie werd bepaald met een gPCR. ALI-AEC
culturen werden geincubeerd met of zonder TGF-B,. Een immunofluorescente kleuring werd gedaan,
waarna de culturen werden bekeken onder een confocale microscoop. Primaire AEC monolaag
culturen ondergingen TGF-B;-geinduceerde EMT; immunoblot toonde aan dat deze cellen de
expressie van de adhesie-eiwitten E-cadherine en Zonular Occludin-1 (ZO-1) verloren en dat de
expressie van mesenchymale eiwitten, zoals a-smooth muscle actin (a-SMA), geinduceerd werd. Ook
induceerde TGF-B; de expressie van CTGF, TGF-B; en ECM eiwitten, zoals fibronectine. Daarnaast
induceerde het de expressie van Smad3-afhankelijke transcriptiefactoren Snaill en -2. Neutraliserend
antilichaam tegen TGF-B; keerde TGF-B;-geinduceerde EMT om in AECs, zowel in astmapatiénten als
in controles. Toevoeging van Smad3 siRNA blokkeerde de genexpressie van Smad3 en TGF-f;-
geinduceerde EMT volledig. ALI-AEC culturen van astmatische donoren met TGF-B, verloren de
expressie van E-cadherine en brachten fibronectine tot expressie. In het astmatische epitheel vond
een fenotypische verschuiving plaats naar een minder gedifferentieerd, basaal fenotype. EMT was
beperkt tot basale cellen die specifieke makers tot expressie brachten, het aantal van deze cellen was
verhoogd in patiénten. Deze resultaten geven aan dat humane primaire luchtwegepitheelcellen in
cultuur EMT ondergaan als reactie op TGF-B; en dat dit proces afhankelijk is van de Smad3 pathway.
In astmapatiénten is het EMT proces verstoord en ondergaan meer cellen EMT dan normaal,
waardoor het reparatieproces verstoord wordt.”> De Smad pathway speelt dus een rol bij EMT, maar
waar komen Smad eiwitten tot expressie bij astma en heeft deze pathway, naast EMT, nog andere
effecten op remodellering?

Afhankelijk van de pathway die geactiveerd wordt, kan TGF-f pro- of anti-apoptotische effecten
hebben.”> Torrego et al. wilden het effect van blootstelling aan allergeen op remodellering en
inflammatie van de luchtwegen bepalen en kijken of de isovormen van TGF-B en de Smad pathway
hier een rol bij spelen. Patiénten werden blootgesteld aan twee allergenen, waarna een fiberoptische
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bronchoscopie werd gedaan om bronchiale biopten te verkrijgen. De biopten werden gekleurd door
middel van immunohistochemie en onder een confocale microscoop bekeken, het aantal Smad
positieve cellen werd geteld. Na blootstelling aan allergeen bracht een significant verhoogd aantal
epitheelcellen Smad2/3 tot expressie ten opzichte van blootstelling aan zoutoplossing (zie figuur 3A);
na blootstelling aan zoutoplossing bracht 4,4% van de cellen Smad2/3 tot expressie, na blootstelling
aan allergeen bracht 13,0% van de cellen Smad2/3 tot expressie. Ook veroorzaakte blootstelling aan
allergeen een significante verhoging van het aantal epitheelcellen dat Smad4 tot expressie bracht ten
opzichte van blootstelling aan zoutoplossing (zie figuur 3B); na blootstelling aan zoutoplossing bracht
4,4% van de cellen Smad4 tot expressie, na blootstelling aan allergeen bracht 16,1% van de cellen
Smad4 tot expressie. Deze verhoogde expressie na blootstelling aan allergeen was voornamelijk
gelokaliseerd in de celkern van epitheelcellen, zowel voor Smad2/3 als voor Smad4 (zie figuur 3B.A2
en 3B.B2). Uit dit onderzoek is te concluderen dat de expressie en activatie van Smad2/3 en Smad4
vooral in het epitheel verhoogd zijn na blootstelling aan allergeen.” De verhoogde expressie en
activatie van deze pathway kan een oorzaak zijn van de verhoogde afzetting van het ECM eiwit
tenascine die al binnen vierentwintig uur na blootstelling aan allergeen gemeten kan worden en een
rol kan spelen bij remodellering van de luchtwegen.”
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30] Figuur 3: Smad2/3- en Smad4-eiwitexpressie voor en na blootstelling aan

allergeen.

A) Veranderingen in de percentages van totale cellen uit biopsie met een
positieve, nucleaire kleuring voor Smad2/3- en Smad4-eiwitten na blootstelling
aan een zoutoplossing en een allergeen. De gestippelde lijnen geven het
gemiddelde weer.

B) “Representative immunofluorescence confocal micrograph” van Smad2/3-
(A) en Smad4-eiwitten (B) in bronchiaal weefsel (rode kleuring) na
zoutoplossing (A1, B1l) en na blootstelling aan allergeen (A2, B2). Na
blootstelling aan allergeen zijn de Smad2/3 en Smad4 expressie verhoogd in de
nuclei (pijlen). (Torrego et al. 2007)

207

Via de Smad2/3 pathway in epitheelcellen kan TGF-B dus een rol spelen bij remodellering van de
luchtwegen, maar heeft inhibitie van de Smad2/3 pathway een positief effect op remodellering van
het epitheel? Undevia et al. onderzochten de invloed van TGF-3; op epitheelcellen van de centrale
luchtwegen en of TGF-B; Fas-geinduceerde apoptose verhoogt of verlaagt. Primaire
luchtwegepitheelcellen werden geoogst uit donorlongen. Om vast te stellen of de Smad2/3 pathway
essentieel is voor de anti-apoptotische effecten van TGF-f werd een cellijn die Smad7 stabiel tot
overexpressie brengt (1HAEo.Smad7") gebruikt. Beide cellijnen werden behandeld met CH11, wat
Fas activeert, of dexamethason, wat apoptose induceert, en stijgende concentraties TGF-B;. Ook
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werden de 1HAEo.Smad7" cellen geincubeerd met een p38 MAPK inhibitor. Behandeling met CH11
was geassocieerd met een daling in apoptose op een concentratieafhankelijke manier, wat
suggereert dat TGF-B, een beschermend effect heeft. Toevoeging van TGF-B; en dexamethason aan
deze cellijn veroorzaakte een verhoogde apoptose ten opzichte van cellen die niet met TGF-B;
behandeld werden. Behandeling van 1HAEo.Smad7" cellen met TGF-B; had geen beschermend effect
tegen dexamethason-geinduceerde apoptose. Incubatie met een p38 MAPK inhibitor toonde aan dat
apoptose in deze cellen gemedieerd wordt door p38 MAPK. Dit suggereert dat de Smad2/3 pathway
een beschermende rol speelt tegen Fas-geinduceerde apoptose in epitheelcellen en dat blokkering
van deze pathway met Smad7 p38 MAPK gemedieerde apoptose induceert.”’

In astmapatiénten ondergaan meer cellen EMT, waardoor het reparatieproces verstoord wordt. TGF-
B; induceert EMT via de Smad3 pathway, deze pathway heeft ook een beschermend effect tegen
apoptose. Zowel inductie als inhibitie van Smad3, maar ook van Smad2, hebben een negatief effect
op remodellering van de luchtwegen; inductie van deze pathways induceert productie van het ECM
eiwit tenascine en draagt zo bij aan fibrose, inhibitie van deze pathways induceert apoptose in
epitheelcellen.

Hyperplasie van Slijmbekercellen en Slijmklieren
Een verhoogde proliferatie van slijmbekercellen en mucus hypersecretie zijn symptomen van astma.’
Hyperplasie van de slijmbekercellen maakt waarschijnlijk deel uit van het reparatieproces van het
epitheel.”* Mucus uit de luchtwegen bestaat onder andere uit water, ionen en mucine glycoproteines
(mucines). Mucus van astmapatiénten bevat veel mucine, waardoor de focus van de meeste
onderzoeken op de regulatie van deze eiwitten ligt.”" ?* Slijmklieren en slijmbekercellen groeien als
reactie op de gecombineerde effecten van inflammatoire “agents” op de bekleding van de
luchtwegen. Slijmbekercellen produceren mucus en een verhoogde groei en stimulatie van dit
celtype zal leiden tot een verhoogde mucusproductie en —secretie. In combinatie met de andere
remodelleringsprocessen zorgt hypersecretie van mucus voor een afsluiting van de luchtwegen en
een verminderde longfunctie,” maar op welke manier heeft een veranderde expressie van TGF-B
door het bronchiale epitheel effect op slijmbekercellen en slijmklieren?

Chu et al. onderzochten de invloed van de veranderde expressie van TGF-B door het bronchiale
epitheel. De epitheliale expressie van TGF-B,, TGF-B, en mucine in endobronchiale biopten van
astmapatiénten en gezonde individuen werd gemeten door middel van immunostaining. Analyse
werd gedaan met een NIH Scion image analysis program op het intacte epitheel. De effecten van
TGF-B, of TGF-B, op de expressie van mucine MUCS5AC-eiwit in gekweekte bronchiale epitheelcellen
van beide groepen werd gemeten met een dot-blot immunoassay en de expressie van MUC5AC
MmRNA werd bepaald met een real-time
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quantitative polymerase chain reaction 1 L) [ ®
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van TGF-B, hoger was dan die van TGF-B; in E 6 6 =
de biopten van zowel astmapatiénten als ﬁ? 2
gezonde individuen. Alleen TGF-B, was é 4 4 ;':
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significant met een verhoogde expressie van M psoo0s | 2
mucine, de expressie van TGF-B; was laagen & 21 g 0024 [ 2 %
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Deze resultaten suggereren dat productie Normal Asthma Normal Asthma
. . (n=10) (n=230) (n=10) (n=230)
van TGF-B, door het bronchiale epitheel van

astmapatiénten kan leiden tot een  Figuur 4: TGF-B2 en TGF-B1 eiwitexpressie door bronchiale
verhoogde mucine expressie in de epitheelcellen in endobronchiale biopten van astma-
luchtwegen 21 patiénten en gezonde individuen. (Chu et al. 2004)

TGF-B, draagt dus bij aan de verhoogde mucusproductie en —secretie die gevonden wordt bij astma,
maar speelt de Smad pathway of een Smad-onafhankelijke pathway een rol in dit proces? Dit is nog
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onduidelijk, maar mogelijk speelt Smad4 een rol in dit proces. Harrop et al. vonden, aan de hand van
een analyse van evolutionair geconserveerde sequenties van de MUC5AC promoter, een Smad4
“recognition sequence” die deze promoter sterk reguleert. Aan de hand van chromatine
immunoprecipitatie werd bevestigd dat het om een Smad4 “binding site” gaat. Deze resultaten
suggereren dat Smad4 inderdaad een rol speelt bij de TGF-B,-geinduceerde productie van mucine in
astma.”

Subepitheliale Fibrose

Subepitheliale fibrose is een belangrijk kenmerk van remodellering van de luchtwegen en komt
vooral voor in de kleine luchtwegen.”® De subepitheliale laag van de longen, de lamina reticularis, ligt
onder de subepitheliale basale lamina en bestaat uit ECM eiwitten, waaronder type |, lll en V
collageen, proteoglycanen, tenascine en fibronectine.’ Bij astma vindt een overmatige afzetting van
collageen en andere ECM eiwitten plaats in het subepitheliale basaalmembraan van de proximale
luchtwegen, waarschijnlijk wordt dit vooral veroorzaakt door myofibroblasten.?® Dit proces wordt
subepitheliale fibrose genoemd en draagt bij aan een verminderde longfunctie.’

In astma vindt een abnormale respons van fibroblasten op TGF-B plaats, maar hebben fibroblasten
uit verschillende delen van de longen dezelfde eigenschappen? Kotaru et al. voerden een
vergelijkende studie uit, waarin anatomisch verschillende regio’s van de longen onderzocht werden.
Fibroblasten werden uit endobronchiale en transbronchiale biopten van astmapatiénten geisoleerd
en een morfologische beoordeling werd uitgevoerd onder de microscoop. Fibroblasten uit
endobrionchiale biopten werden airway fibroblasten (AFs) genoemd, transbronchiale biopten gaven
distale longfibroblasten (DLFs). De fibroblast proliferatie werd geschat aan de hand van de DNA-
synthese en de cellen werden geteld. Een a-Smooth Muscle Actin (a-SMA) Western Blot Assay werd
uitgevoerd om de myofibroblast differentiatiegraad te bepalen voor en na stimulatie met TGF-p.
Procollageen type | (PC-l1) en eotaxine-1 waarden van fibroblast supernatanten werden gemeten met
een Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA). Onder de microscoop _
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om PC-l en eotaxine-1 te produceren Figuur 5: Verschillen in a-SMA-expressie in AFs en DLFs.

in de basale staat dan DLFs. DLFs zijn Expressie van a-SMA ten opzichte van B-actine van zeven paren
dus meer myofibroblast-achtig en astmatische fibroblasten aan de hand van densitometrie. De
gemiddelde waarden zijn weergegeven ten opzichte van de expressie

rolifereren sneller, terwijl AFs meer
P ! ) van AFs bij “baseline”. (Kotaru et al. 2006)

collageen en eotaxine produceren.”®
Er bestaan dus regionale verschillen tussen fibroblasten in de longen, maar op welke manier hebben
fibroblasten invlioed op remodellering?

Connective tissue growth factor (CTGF) is een potent eiwit, dat een rol speelt bij de proliferatie van
fibroblasten, celadhesie en de stimulatie van ECM productie. De expressie van CTGF in fibroblasten
wordt gestimuleerd door TGF-B.”> CTGF lijkt een belangrijke rol te spelen in de pathogenese van
fibrotische aandoeningen, waaronder astma, maar via welke pathway heeft TGF- invlioed op de
expressie van CTGF? Utsugi et al. onderzochten de rollen van JNK, p38 MAPK en ERK bij TGF-B-
geinduceerde CTGF mRNA expressie in humane foetale longfibroblasten (HFL-1). Hoeveelheden
mRNA werden gemeten met een Northern blot. Een Western blot werd uitgevoerd om de
hoeveelheid JNK, p38 MAPK en ERK te bepalen. Hierbij waren de primaire antilichamen selectief voor
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de gefosforyleerde vormen van deze eiwitten. Vervolgens werd met een specifieke wortmannin
inhibitor bepaald via welke pathway TGF-B; zijn effect uitoefent op CTGF. De Northern blot toonde
aan dat de expressie van CTGF mRNA gerelateerd is aan de hoeveelheid TGF-B,. De Western blot
toonde aan dat de hoeveelheid gefosforyleerd JNK en p38 significant verhoogd waren, maar dat dit
niet gold voor ERK. De specifieke inhibitors onderdrukten TGF-B;-geinduceerd JNK, maar niet de
activatie van p38 MAPK en ERK. Deze resultaten suggereren dat TGF-B, de upregulatie van CTGF op
transcriptieniveau medieert en dat TGF-B;-geinduceerde CTGF expressie via de JNK pathway wordt
gereguleerd. Dit vermoeden werd bevestigd aan de hand van JNK antisense oligonucleotides.”
Fibroblasten uit verschillende delen van de longen hebben dus verschillende eigenschappen.
Aangezien DLFs myofibroblast-achtige cellen zijn, welke een rol spelen bij het reparatieproces, en
minder ECM eiwitten secerneren dan AFs, zijn AFs mogelijk schadelijker voor astmatische luchtwegen
dan DLFs. Fibroblasten brengen de fibrogene groeifactor CTGF tot expressie, dit wordt geinduceerd
door TGF-B; en verloopt via de Smad-onafhankelijke JNK pathway. Op deze manier kan TGF-B, via
fibroblasten, een rol spelen bij fibrose van de luchtwegen.

ASMC Hypertrofie

Een verdikking van de airway smooth muscle layer wordt veroorzaakt door hypertrofie en
hyperplasie van ASMCs. Bij astmapatiénten is een vergroting van het aantal ASMCs te zien, waardoor
dezelfde hoeveelheid contractie van dit celtype in een grotere kracht resulteert. Dit draagt bij aan
vernauwing van de luchtwegen. De verhoging van het aantal cellen kan een resultaat zijn van een
verhoogde proliferatie, een verhoogde overleving van deze cellen of beide. Ook draagt de in volume
toegenomen ECM tussen ASMCs mogelijk bij aan de vergroting van het aantal ASMCs. ASMCs
secerneren TGF-B, dit kan autocrien of paracrien werken,” * maar onder welke omstandigheden
vindt secretie van TGF-B plaats en wat is het effect hiervan?

Coutts et al. deden onderzoek naar de invloed 0

van het milieu van ASMCs op de secretie van O Aiktve
TGF-B. De activiteit van TGF-B in e ) ® Total
subconfluente en confluente omstandigheden T

werd gemeten met een CCL-63 bioassay, TGF- ., &

B werd geinhibeerd met een neutraliserend 5’% 300 {
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omstandigheden werd 61,5% van het totale é - [

TGF-B gesecerneerd in actieve vorm (zie figuur e [ #
6), onder confluente omstandigheden lag dit " -
veel lager. Subconfluente ASMCs brengen 9 ——— =T —
grotere hoeveelheden procollageen type | (PC-
I) tot expressie. Deze expressie was verlaagd
in aanwezigheid van een neutraliserend > : .
. TGF-B activiteit werd gemeten in een serumvrij
antilichaam voor TGF-B. Confluente geconditioneerd medium (CM). De metingen werden gedaan
monolagen van ASMCs brengen kleine  met neutraal CM, representatief voor TGF-B in actieve vorm,
hoeveelheden PC-l tot expressie. Deze en aangezuurd CM, representatief voor totale TGF-B
resultaten geven aan dat het verlies van cel-  3ctiviteit (Coutts et al. 2001)
cel contact resulteert in de secretie van biologisch actief TGF- en dat de PC-I synthese van ASMCs
gereguleerd wordt door autocrien werkend TGF-B,° maar welke effecten heeft TGF-B op de
proliferatie van ASMCs?
Chen et al. onderzochten het effect van TGF-B, op ASMC proliferatie en de rol die MAPKs spelen bij
de TGF-B-geinduceerde veranderingen van de proliferatie van ASMCs. ASMCs werden uit de trachea
van runderen geisoleerd, als indicator voor proliferatie werden de cellen geincubeerd met [*H]-
thymidine. Na een aantal uren werd de radioactiviteit gemeten met een scintillation counter. Om te
bepalen welke rol MAPKs spelen bij de ASMC proliferatie werden cellen behandeld met selectieve
inhibitors voor p38, ERK1/2 en JNK, waarna ze geincubeerd werden met TGF-B. Met een Western
blot werd de expressie van totaal en gefosforyleerd p38, ERK1/2 en JNK bepaald. De proliferatie van
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Figuur 6: Afgifte van TGF-B door ASMCs in cultuur.
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ASMCs na stimulatie met TGF- was verhoogd. De Western blot toonde aan dat TGF-B fosforylering
van p38 en ERK1/2 induceert en dat dit geinhibeerd wordt door de specifieke inhibitors. Bij JNK was
geen veranderde fosforylering zichtbaar tussen controle, TGF-B en TGF-B en inhibitor. Inhibitors van
p38 en ERK1/2 blokkeerden TGF-B-geinduceerde proliferatie, blokkering van JNK inhibeerde de TGF-
B-geinduceerde proliferatie niet. Deze data geven aan dat TGF-B de proliferatie van ASMC verhoogt
via de fosforylering van p38 en ERK1/2.*!

ASMC secerneren biologisch actief TGF-B bij verlies van cel-cel contact. TGF- kan autocrien werken
op ASMCs en zowel synthese van PC-l reguleren als proliferatie van ASMC via de Smad-
onafhankelijke p38 MAPK en ERK1/2 pathways induceren.

TGF-B en Inflammatie

In atopische astmapatiénten vindt een chronische, allergeengeinduceerde inflammatie van de
luchtwegen plaats met rekrutering van inflammatoire cellen en hierop volgende secretie van Th2-
geassocieerde cytokines, zoals IL-4, IL-5 en IL-13, en groeifactoren, zoals TGF-B.* TGF-B heeft pro-
inflammatoire eigenschappen; het is een potente chemotactische factor en activator van
inflammatoire cellen. Zoals genoemd worden TGF-B; en TGF-B, geproduceerd door zowel structurele
cellen als inflammatoire cellen die geinfiltreerd zijn in het bronchiale mucosa, waardoor deze cellen
bijdragen aan de verhoogde waarden in astmatische luchtwegen. Daarnaast induceert TGF-B, de
differentiatie van T-lymfocyten naar pro-inflammatoire Th17- en Th9-cellen, die het inflammatoire
component vergroten. Ook heeft TGF-B; anti-inflammatoire eigenschappen; het reguleert de
lymfocyt homeostase, inhibeert Thl- en Th2-cel responsen en promoot de differentiatie van Treg-
cellen. Differentiatie van T-lymfocyten naar het pro- of anti-inflammatoire fenotype is waarschijnlijk
afhankelijk van de hoeveelheid TGF-B; een micromilieu waarin de concentraties TGF-f hoog zijn,
induceert Treg-cellen ten koste van effector T-cellen, zoals Th17-cellen. In vitro studies impliceerden
dat een combinatie van grote hoeveelheden IL-6 en intermediaire hoeveelheden TGF-B het Th17-
celtype induceert.*

Allergisch astma wordt gekarakteriseerd door een chronische, mucosale Th2-inflammatie, die
normaal onderdrukt wordt door CD4+CD25+ Treg-cellen. TGF-B; induceert bijvoorbeeld de perifere
expressie van de transcriptiefactor FoxP3, die de generatie van CD4+CD25+ Treg-cellen promoot en
huisstofmijtgeinduceerde allergische reacties voorkomt. Bij astma neigt inflammatie vaak zwaar naar
een Th2-respons, wat waarschijnlijk veroorzaakt wordt door een tekort aan Treg-cellen. Aan de hand
van deze bevindingen kan het volgende model voorgesteld worden: Een tekort aan TGF-B;-expressie
veroorzaakt een tekort aan Treg-cellen, waardoor de Th2-respons versterkt kan optreden. Hierdoor
ontstaat een eosinofiele inflammatie, die, als deze sterk genoeg is, een stijging van de concentratie
TGF-B, in het weefsel veroorzaakt. Dit activeert epitheliale-mesenchymale transitie (EMT) en
myofibroblasten, waardoor fibrose geinduceerd wordt. De verhoging in TGF-B; is niet in staat om de
eosinofiele inflammatie te onderdrukken, omdat er een tekort aan Treg-cellen is en omdat Tregs de
Th2-geinduceerde inflammatie niet effectief onderdrukken.®

TGF-B heeft dus pro- en anti-inflammatoire eigenschappen, hoeveelheden TGF-B in het micromilieu
beinvloeden welk component groter is. Een tekort aan TGF-B induceert een inflammatoir fenotype,
waardoor onder andere fibrose geinduceerd wordt.
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TGF-B: Therapeutisch Doelwit?

Acute inflammatie in astma veroorzaakt een bronchoconstrictieve respons die gekarakteriseerd
wordt door kortstondige symptomen, zoals een piepende ademhaling, dyspnoe en kortademigheid.
De behandeling van deze symptomen is het meest effectief door middel van B,-antagonisten die op
korte termijn werken. Langwerkende B,-antagonisten worden voorgeschreven ter preventie van de
genoemde symptomen. De behandeling van exacerbaties is gebaseerd op lange termijn controle
medicaties, zoals corticosteroiden en langwerkende B,-antagonisten. Hoewel de inflammatoire aard
van astma nog niet volledig begrepen wordt, blijven corticosteroiden de meest potente anti-
inflammatoire behandeling van astma.’ Hoewel B,-antagonisten en corticosteroiden in staat zijn om
de kortstondige symptomen van astma onder controle te houden, zijn ze niet in staat het
remodelleringsproces terug te draaien.?

Aangezien TGF-B een grote rol speelt bij remodellering van de luchtwegen bij astma, is het een
interessant doelwit voor therapeutische interventie. Er zijn meerdere methoden voorgesteld om de
activiteit van TGF-p te blokkeren. Selectieve inhibitors van TGF-B, zoals SB-431542, blokkeren de
fosforylering van Smad3 tijdens de TGF-B signalering. Cytokines, zoals interferon-y (IFN-y), zijn in
staat om de productie van TGF-B te inhiberen. Daarnaast is aangetoond dat neutraliserende
antilichamen voor TGF-B in diermodellen orgaanfibrose, ASMC proliferatie en mucusproductie
voorkomen door de Smad2 signalering te inhiberen.?

TGF-B lijkt een goed doelwit te zijn voor therapie, maar ook de veiligheid van de voorgestelde
therapieén moet in acht genomen worden. In genetische muismodellen werd namelijk gevonden dat
de TGF-B pathway een essentiéle immunoregulatoire functie heeft; TGF-B, deficiénte muizen
ontwikkelden twee tot vier weken na de geboorte een grote, systemische autoinflammatoire reactie,
die de dood tot gevolg had. Daarnaast speelt TGF-B een rol bij kanker; in premaligne stadia werkt
TGF-B als een potente tumor suppressor door anti-proliferatieve en pro-apoptotische signalen te
induceren in epitheelcellen. Systemische inhibitie van de pathway zou hierdoor kunnen leiden tot de
inductie van een pro-tumorgeen profiel."*®

Mogelijk biedt lokale inhibitie van de TGF-B signalering in de luchtwegen mogelijkheden voor de
behandeling van astma en het omkeren van het remodelleringsproces.
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Discussie & Conclusie

Astma is een veelvoorkomende ziekte, waarvan de oorzaken voor een deel nog onbekend zijn.
Nieuwe ontwikkelingen op het gebied van genetica suggereren dat een deelverzameling van genen
bestaat die een rol spelen bij remodellering van de luchtwegen in astma. Daarnaast wordt het risico
op het ontwikkelen van astma beinvloed door andere genen, IgE-gemedieerde sensitisatie en
respiratoire virusinfecties, waarbij de aanwezigheid van allergeenspecifiek IgE en de hevigheid van en
het aantal virusinfecties belangrijke factoren zijn. Blootstelling aan allergeen veroorzaakt in
astmapatiénten een allergische inflammatoire reactie. Deze inflammatoire reactie veroorzaakt
schade aan de luchtwegen, waarbij TGF-B gesecerneerd wordt. Na sensitisatie met allergeen is de
expressie van TGF-B, en TGF-B, verhoogd, doordat de expressie verschuift van het epitheel naar
expressie door submucosale inflammatoire infiltraten. De verhoogde waarden van TGF-B hebben
invloed op verschillende remodelleringsprocessen. TGF-B heeft verschillende effecten, zowel in
hetzelfde celtype als in verschillende celtypes. Het celtype, de cellulaire conditie en het micromilieu
bepalen welke pathways geactiveerd worden door TGF-p.

Zoals genoemd veroorzaakt chronische inflammatie schade aan het epitheel; wijdverspreide schade
en een gebrekkig herstel zijn kenmerkend voor chronische astma. Het epitheel van de luchtwegen
dient als een barriere tegen het externe milieu en functioneert binnen het EMTU om de homeostase
van het weefsel te behouden. Bij astma is de deze barriere verstoord en wordt de immunologische
barriére geactiveerd. Chronische verstoringen van homeostatische mechanismes, epitheelschade en
een afwijkend herstel veroorzaken een continue activatie van het EMTU.

Het reparatieproces van het epitheel bestaat uit verschillende stadia, waarbij TGF-B EMT induceert
via de Smad3 pathway. EMT stelt epitheelcellen in staat om te migreren, zodat de barriére hersteld
kan worden. Daarnaast heeft de Smad2/3 pathway in epitheelcellen een beschermend effect tegen
Fas-geinduceerde apoptose. Ook fibroblasten spelen een rol bij het herstel van het epitheel.
Epitheelcellen differentiéren tot slijmbekercellen, waardoor de secretoire functie van het epitheel
hersteld wordt. In astmatische luchtwegen ondergaan meer cellen EMT, waardoor het
reparatieproces verstoord wordt. Naast de functie die Smad3 vervult in het herstel van het epitheel,
heeft het ook negatieve effecten. Inductie van deze pathway induceert een verhoogde secretie van
het ECM eiwit tenascine en kan zo een rol spelen bij fibrose. Inhibitie van de Smad3 pathway door
Smad7 induceert apoptose in epitheelcellen via de p38 MAPK pathway.

Zoals genoemd differentiéren epitheelcellen tot slijmbekercellen als onderdeel van het
reparatieproces van het epitheel. Dit proces wordt hyperplasie van slijmbekercellen genoemd,
waarbij een verhoogde groei en stimulatie van slijmbekercellen leidt tot een verhoogde
mucussecretie. De verhoogde mucussecretie wordt geinduceerd door TGF-f3, via de Smad4 pathway.
Een opvallend resultaat in het onderzoek van Chu et al. was dat TGF-B; niet verhoogd was in
astmapatiénten. Dit is in strijd met de resultaten die gevonden werden door andere groepen,” maar
werd ook bevestigd door een aantal groepen.” In het onderzoek van Chu et al. werd gebruik
gemaakt van endobronchiale biopten die niet blootgesteld waren aan allergeen voor biopsie. Het
weefsel stond hierdoor niet meer in contact met de systeemcirculatie, waardoor er geen rekrutering
van onder andere PMNs en macrofagen kan plaatsvinden na blootstelling. Aangezien deze cellen de
grootste bron van TGF-B zijn, kon het zijn dat de gevonden resultaten hierdoor niet overeenkomen
met de werkelijkheid. Aan- of afwezigheid van allergeen voor biopsie kan op deze manier een
mogelijke verklaring zijn voor het feit dat beide, tegenstrijdige, resultaten bevestigd worden door
meerdere onderzoeken.

Fibroblasten spelen een belangrijke rol bij het herstellen van de barrierefunctie van het epitheel na
schade. Fibroblasten uit verschillende delen van de longen hebben verschillende effecten; distale
longfibroblasten hebben een myofibroblast-achtig fenotype en prolifereren sneller, airway
fibroblasten produceren meer ECM eiwitten. Naast de gunstige effecten die fibroblasten kunnen
uitoefenen bij herstel, kunnen deze cellen een grote rol spelen bij fibrose van de longen. Een
belangrijke rol in dit proces is weggelegd voor CTGF, dat invioed heeft op de pathogenese van
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fibrotische aandoeningen, zoals astma. TGF-B1 induceert de expressie van CTGF via de JNK pathway
en is op deze manier in staat om een rol te spelen bij remodellering van de luchtwegen. In het
onderzoek door Utsugi et al. werd geen onderscheid gemaakt tussen endobronchiale fibroblasten en
distale longfibroblasten. Dit kan van invloed zijn op de resultaten, aangezien de verschillende
celtypes verschillende eigenschappen hebben.

TGF-B wordt gesecerneerd door inflammatoire cellen en structurele cellen, zoals ASMCs. Bij verlies
van cel-cel contact secerneren ASMCs TGF-B, wat autocrien of paracrien kan werken. Autocrien
werkend TGF-B induceert proliferatie van ASMCs via de p38 MAPK en ERK1/2 pathways. Daarnaast
induceert autocrien werkend TGF-B de synthese van procollageen type | door ASMC, wat effect heeft
op fibrose van de luchtwegen. TGF-B kan ook in dit celtype dus zowel positieve als negatieve effecten
hebben.

De genoemde remodelleringsprocessen hebben een negatief effect op de pulmonaire functie. Naast
de invloed die TGF-B heeft op remodellering van de luchtwegen, heeft het ook invloed op de
immuunrespons. TGF-B heeft pro- en anti-inflammatoire eigenschappen, de hoeveelheid TGF- in het
micromilieu is een bepalende factor voor de ontwikkeling van Treg-cellen, bij grote hoeveelheden
TGF-B, of Th17-cellen, bij intermediaire hoeveelheden TGF-B. Aangezien TGF-B een grote rol speelt
bij remodellering en huidige therapieén voor astma niet in staat zijn om remodellering om te keren,
is TGF-B een interessant therapeutisch doelwit. Therapeutisch ingrijpen in deze signalering is echter
lastig, omdat het vele verschillende effecten heeft, zowel in verschillende cellen als binnen hetzelfde
celtype. Mogelijk is lokale inhibitie van de TGF-f signalering in de longen een optie voor behandeling.
Concluderend, TGF-B;, en TGF-B, spelen een grote rol bij remodellering en inflammatie in astma. TGF-
B1 en TGF-B, hebben vele verschillende effecten, zowel in verschillende celtypes als binnen hetzelfde
celtype. Ook de rol die ze spelen bij de verschillende remodelleringsprocessen is erg ambigu, omdat
TGF-B via verschillende pathways verschillende effecten kan hebben op hetzelfde
remodelleringsproces. Nog niet alle pathways die geinduceerd worden door TGF-B zijn volledig
bekend, hier liggen mogelijkheden voor toekomstig onderzoek.
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