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Samenvatting

Al jaren worden zwangere vrouwen aangeraden niet te roken, omdat componenten uit sigarettenrook
ook het kind kunnen bereiken en de ontwikkeling van het kind zouden kunnen beinvioeden. Er is
aangetoond dat verhoogde Transforming Growth Factor-8 (TGF-8) productie en concentraties, onder
andere in de longen, gepaard gaan met blootstelling aan sigarettenrook. Blootstelling aan
sigarettenrook wordt in het embryo geassocieerd met verminderde alveolarisatie en verminderd
parenchymaal elastisch weefsel. Dit zijn effecten die juist niet bij TGF-8 verhoging verwacht zouden
worden, omdat TGF-8 extracellulaire matrix (ECM) dikte positief beinvlioedt. Verminderde of verstoorde
alveolarisatie is wellicht een risicofactor voor het ontwikkelen van longziektes waarin ECM remodelering
plaatsvindt. Ook lipofibroblast-myofibroblast transdifferentiatie, mogelijk een gevolg van sigarettenrook,
kan wellicht voor verminderde ontwikkeling van de alveoli zorgen. Naast het effect van TGF-6 op de ECM,
is TGF-8 een groeifactor en stimuleert het inflammatie en oxidatieve stress. Een belangrijk embryonaal
proces betrokken bij inflammatie is chromatine remodelering van pro-inflammatoire genen, wat
langetermijn gevolgen kan hebben. In dit literatuuronderzoek worden de gevolgen van blootstelling aan
sigarettenrook op TGF-6 signalering in longontwikkeling weergegeven. Ook wordt aandacht besteed aan
chronic obstructive lung disease (COPD), een longziekte die mogelijk deels door processen in gang gezet
tijdens embryogenese, veroorzaakt kan worden.
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Inleiding

Een zwangere vrouw bepaalt door haar dieet en levensstijl grotendeels waar haar kind aan blootgesteld
wordt. Zo is het mogelijk dat een zwangere vrouw rookt en daarmee schadelijke componenten en
daaruit ontstane metabolieten uit sigarettenrook overbrengt naar de foetus (1). Nicotine is bijvoorbeeld
een component in sigarettenrook. Een metaboliet van nicotine, cotinine, is aanwezig in het serum van
foetussen van een rokende moeder. Cotinineconcentraties liggen tussen de 21 en 36 weken
zwangerschap op ongeveer 90% van de maternale niveaus, onafhankelijk van leeftijd of aantal gerookte
sigaretten (1). Naast actief roken, leidt ook passief roken tot een significante verhoging van
cotinineconcentraties in de foetus (1). Het is voor de hand liggend aan te nemen dat ook andere
componenten uit sigarettenrook of metabolieten daarvan in contact komen met de foetus.

Alle componenten en metabolieten die in contact komen met de foetus kunnen in principe vervolgens
de ontwikkeling van de foetus beinvlioeden. Uit onderzoek naar de invloed van prenatale blootstelling
aan rook, is gebleken dat deze blootstelling een negatieve invloed heeft op longontwikkeling. Zo leidt
prenatale blootstelling aan rook tot een verlaagde longfunctie, luchtwegobstructie, luchtweg
overgevoeligheid en verminderde longvolgroeiing (2-5). Naast in mensen, is ook in dieren aangetoond
dat longontwikkeling wordt aangetast na blootstelling aan rook. In ratten bleken foetussen waarvan de
moeder (actief of passief) aan rook blootgesteld was, een lager longvolume en een lager aantal vergrote
alveoli te bevatten dan foetussen waarvan de moeder niet aan rook was blootgesteld (6). Verder bleken
ratten minder parenchymaal elastisch weefsel (6), een hogere intersitiumdichtheid, minder elastine en
collageen te bevatten (7) en werd een hogere expressie van Clara cell secretory protein waargenomen

(8).

Deze resultaten ondersteunen de hypothese dat componenten uit sigarettenrook of metabolieten
hiervan via de moeder het embryo bereiken en invloed hebben op embryonale ontwikkeling. In dit
literatuuronderzoek wordt gekeken naar het effect van prenatale blootstelling aan sigarettenrook op de
ontwikkeling van de longen. Hierbij wordt specifiek gekeken naar het effect op de Transforming Growth
Factor-8 (TGF-8) signaleringsweg, welke onder andere een belangrijke rol speelt in het vertakkingproces
van de luchtwegen en de vorming van alveoli. Bij de vorming van alveoli speelt correcte vorming van de
extracellulaire matrix (ECM), waar TGF-B bij betrokken is, een belangrijke rol. Deze ECM wordt
vernietigd bij longemfyseem, vaak gezien als onderdeel van de ziekte chronic obstructive pulmonary
disease (COPD), maar juist buiten proportie aangemaakt bij fibrose. Mogelijk heeft prenatale
blootstelling aan sigarettenrook dusdanige effecten op longontwikkeling dat dit op latere leeftijd ziektes
als COPD kan veroorzaken.

Hoewel TGF-B in epitheelcellen van de long hoger tot expressie wordt gebracht door blootstelling aan
sigarettenrook (9-10) en TGF-B alveolarisatie en ECM productie aanwakkert, wordt blootstelling aan
sigarettenrook geassocieerd met minder alveolarisatie en minder parenchymaal elastisch weefsel. Dit,
en ook de invloed van (prenatale) blootstelling aan sigarettenrook op het ziekteproces van COPD, wordt
geprobeerd te verklaren.

Samenvattend wordt het effect van prenatale blootstelling aan sigarettenrook op de TGF-8 signalering in
met name alveolarisatie bestudeerd. Dit wordt vervolgens gekoppeld aan de ontwikkeling van COPD.
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Hoofdstuk 1. Embryogenese

Een bevruchte eicel is het begin van een nieuw organisme. Deze eicel ontwikkelt zich uiteindelijk tot een
volledig organisme met al zijn verschillende celtypes en bijbehorende functies. Ook vormt het de extra-
embryonale amniotic sac en de placenta. In eerste instantie deelt de eicel zich tot zestien cellen op dag
drie na bevruchting (11). Tussen de cellen worden de verbindingsstructuren tight junctions gevormd,
wat leidt tot een compacte bol met cellen, de morula. Vervolgens wordt een interne holte gevormd,
waarna de structuur een blastocyst genoemd wordt. De buitenste cellaag van deze bol, het
trofectoderm, zal zich ontwikkelen tot de extra-embryonaal weefsels. Het binnenste klontje vormt het
eigenlijke embryo. Na ongeveer vier dagen maakt het trofectoderm contact met de baarmoederwand,
waar het de vorming van de placenta in gang zet. Het binnenste klontje cellen groeit en differentieert in
de tussentijd. Een deel van dit klontje cellen vormt de overige extraembryonale structuren waaronder
de dooierzak, terwijl de rest van de cellen zich ontwikkelt tot embryo. Deze embryonale cellen
transformeren door middel van gastrulatie van een holle bol tot een structuur met een gut. Hierbij
vormt de buitenste cellaag de epitheliale laag. Het grootste gedeelte van deze cellaag blijft extern en
vormt het ectoderm (figuur 1). Dit ectoderm is de voorouder van de epidermis (figuur 1, in lichtblauw)
en het zenuwstelsel (figuur 1, in donkerblauw). Een deel van de embroynale cellen plooit naar binnen en
vorm het endoderm (figuur 1, in geel), de voorouder van de maag en zijn aanhangsels, zoals long en
lever. Een andere groep cellen beweegt naar de ruimte tussen het ectoderm en het endoderm en vormt
het mesoderm (figuur 1, in groen). Het mesoderm ontwikkelt zich tot spieren, bindweefsels en
verschillende andere componenten.
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Hoofdstuk 2. Longontwikkeling

In dit hoofdstuk wordt specifiek ingegaan op de longontwikkeling, zowel tijdens embryogenese als
daarna. Longontwikkeling vindt in de mens namelijk plaats vanaf week drie in het embryo tot de leeftijd
van zeven jaar. Hierin zijn verschillende fases te onderscheiden (figuur 3).

2.1 Embryonale fase (3-7 weken)
Na vier tot zes weken zwangerschap start de ontwikkeling van de longen in mensen (13). In de

embryonale fase vindt de eerste ontkieming en aftakking van de longknopjes plaats vanuit de
laryngotracheale groeve, gelegen in de voordam. Het proximale gedeelte van deze primitieve structuur
groeit uit tot het strottenhoofd en luchtpijp, welke van de slokdarm wordt gescheiden. Vooroudercellen
aan het distale gedeelte van de primitieve luchtpijp groeien uit tot de basis van de linker en rechter
hoofdbronchi van de long (13). Epitheelcellen vallen mesenchym (embryoniaal bindweefsel) binnen om
gezamenlijk de long te vormen. Dit epitheel ontkiemt en vormt met het naastliggende mesenchym het
begin van een buizensysteem dat herhaaldelijk zal vertakken tijdens de ontwikkeling. De proliferatie of
groei van epitheel- en mesenchymcellen worden door de TGF-B signaleringsweg, die centraal staat in dit
literatuuronderzoek, beinvioed. TGF-B remt celproliferatie van veel verschillende celtypes, waaronder
van epitheelcellen. Daarentegen worden de meeste mesenchymcellen echter gestimuleerd in groei door
TGF-B (14). De embryonale fase eindigt met de ontwikkeling van de toekomstige broncho-pulmonaire
segmenten (15).

2.2 Pseudoglandulaire fase (7-16 weken)

Na vorming van de broncho-pulmonaire segmenten zorgt verdere vertakking van de linker en rechter
bronchi (tot 21 generaties) voor ontwikkeling tot de terminale bronchiolen in de pseudoglandulaire fase
(13, 15). De toekomstige luchtwegen bevatten op dit punt kleine luimen en schubachtig epitheel. Ze zijn
ingebed in snelgroeiend mysenchym en de structuur heeft een klierachtige morfologie.

2.3 Canaliculaire fase (16-24 weken)

Het begin van deze fase wordt gekarakteriseerd
door extensieve angiogenese in het snelgroeiende
mesenchym om een dichtbepakt capillair netwerk
te vormen (15). De diameter van de luchtwegen
neemt toe met als gevolg een afname in
epitheeldikte en de uiteinden van de bronchiolen

Domain Planar

branching bifurcation bifurcation

Orthogonal

vertakken zich verder (figuur 2). Daarnaast vindt (scaffolds) f(edges) (surfaces/interior)
differentiatie van het mesenchym plaats, wat Figuur 2: Vertakking van de longen in muizen
resulteert in vorming van andere essentiéle cellen Schaal: lengte zwarte lijn 200 mm. (28)

zoals chondrocyten, fibroblasten en myoblasten.
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2.4 Sacculaire / Terminale sac fase (24-36 weken)

Wanneer het vertakkingproces is voltooid, kan worden begonnen aan de vorming van alveoli (10). Er
vindt in dit proces, wat plaats heeft in de sacculaire fase, vertakking en groei van de terminal sacs of
primitieve alveolaire buisjes plaats (15). Voortschrijdende verdunning van het stroma brengt de
capillairen in contact met de toekomstige alveoli. Daarnaast ontstaan er functionele type II
pneumocyten die een essentiéle rol spelen in toekomstige alveoli. Type | pneumocyten differentiéren en
vormen cellen met een type Il-achtig fenotype. Deze cellen vlakken af, waardoor het
epitheelopperviakte vergroot wordt en onvolwassen alveoli ontstaan (13). Na 25 weken heeft zich
vanuit deze onvolwassen alveoli een rudimentair, maar functionele, bloed/gas barriere gevormd.
Ontwikkeling van de alveoli continueert door verdere vergroting van de terminal sacs, depositie van
elastine met daaromheen ontwikkeling van gevasculariseerde septae.

2.5 Alveolaire fase (36 weken — volwassene)

De rudimentaire bloed/gas barriére volgroeit in de alveolaire fase van de long, begint op week 36. De
vorming van nieuwe alveoli gaat door tot de leeftijd van twee of drie jaar (15). Verder vindt er
optimalisatie van microvascularisatie plaats vanaf de geboorte tot een leeftijd van twee a drie jaar.
Alveolarisatie vindt bij de mens plaats tot minstens zeven jaar, waardoor de alveolaire gasdiffusie-
oppervlakte 20x groter wordt.

Het gehele ontwikkelingsproces van de long (figuur 3) wordt bepaald door een wisselwerking van
netwerken en transcriptiefactoren, matrix componenten en fysieke krachten (13, 16-19). Sigarettenrook
en incorrecte hoeveelheden groeifactoren zoals TGF-B hebben zoals genoemd een nadelig effect op de
ontwikkeling van de longen (9-10).

A. Chronologische volgorde van de fases in longontwikkeling
Pseudoglandulaire > Canaliculaire > Sacculaire - Alveolaire

fase fase fase fase
Mens 7-16 weken 16-24 weken 24-36 weken 36 weken-7 jaar (P)
Muis E10.5-16.5 E16.5-E17.5 E17.5-P5 P5-P30

B. Globaal overzicht van vroege longvertakkingsmorfogenese in de muis
pseudoglandular stage

RPR'L (I 4 of

E10 EN5 E125 E135 E14.5 *‘ E155 o "TE165

A RO
e

e

Figuur 3: Longontwikkeling chronologie

A. De verschillende fases met tijdsaanduiding in mensen en in

muizen (embryonaal, E, in dagen en postnataal, P, in weken). 5
B. Vertakkingsmorfogenese van een muizenlong waarin expressie

van Sp-C getoond wordt.

C. Histologische structuren van een muizenlong op verschillende

tijdstippen. Het weefsel is met een hematoxylineosine kleuring

zichtbaar gemaakt. (13)
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2.6 Alveolarisatie
Omdat TGF-B betrokken is bij alveolarisatie en dit onderwerp nog veel aan bod zal komen in dit schrift,

wordt hier extra aandacht aan besteed. Vorming van alveoli (figuur 4) vindt plaats tijdens de
ontwikkeling van de distale long: zoals genoemd, in de canaliculaire, sacculaire en alveolaire fases (20).

Tijdens de canaliculaire fase verlengen de uiteindes van epitheliale knopjes zich en vertakken ze zich om
kleine clusters van buisjes en knopjes te vormen. Deze ontwikkelen zich verder tijdens de sacculaire fase
door middel van primaire septatie. Dit zorgt voor de vorming van primitieve saccules, wat dikke, gladde
wanden zijn die twee lagen met capillairen bevatten (21). Deze capillairen zijn aan beide kanten met
epitheel belijnd.

Tijdens de laatste maand van de zwangerschap in mensen tot ongeveer vijf dagen na de bevalling,
ontwikkelen de saccules zich verder tot alveoli via secundaire septatie en remodelering van de sacculaire
wand. De sacculen worden gedeeld in pre-alveolaire ondiepe zakjes door secundaire septa (21). De
secundaire septa worden vervolgens geherstructureerd tot dunne wanden die een enkel cappillair
netwerk bevatten. Dit wordt vermoedelijk gedaan door de wanden van de primitieve saccules aan
sterke vezelbundels te koppelen en richting de luchtruimte te trekken, waarbij er twee wanden ontstaan
met elk een enkel capillair netwerk (aangetoond bij ratten 21). Onder andere voor dit proces moeten de
vezelbundels van de ECM goed georganiseerd zijn. De structuur van het longparenchym wordt verzekerd
door deze vezelcontinuiteit; wanneer een vezel geknipt wordt, zorgt dit voor het instorten van het
septum, waarna de aangrenzende delen geherstructureerd worden, zoals bij emfyseem (21). Een aantal
jaren na de geboorte in de mens of een aantal weken na de geboorte in de muis, neemt de vorming van
secundaire septa af. Alveolivorming kan echter nog continueren via een ander mechanisme (22).

pneumocyt (type 11)
.\ Pneumocyt (type I)

alveolaire
ruimte

matrix

Figuur 4: Alveolus
Algemeen overzicht van de alveolus met een type | en een type Il pneumocyt, fibroblast, macrofaag, capillairen en ECM. (23)

Met behulp van gerichte gen inactivatie studies bij muizen heeft men genen geidentificeerd die
sacculevorming of secundaire septavorming beinvioeden. TGF-B blijkt zowel belangrijk in
sacculevorming als in vorming van alveoli belangrijk. De vorming van alveoli is verantwoordelijk voor de
gigantische toename van de respiratoire gasuitwisselingsopperviakte van de longen. Er ontstaat
uiteindelijk een gasdiffusie-oppervlakte van 70 m® met een dikte van 1 pm. In een volwassene kan
hiermee tussen de vijf en vijfentwintig liter bloed per minuut van gaswisseling kan worden voorzien.
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Hoofdstuk 3. TGF-B superfamily

Al een aantal malen is vermeld dat TGF-B een belangrijke factor in longontwikkeling is en dat TGF-
geinduceerd wordt door sigarettenrook (9-10). Vandaar dat een introductie in de TGF-f familie niet mag
ontbreken. De TGF-B superfamilie bevat structureel op elkaar lijkende cytokines die in vele diersoorten
voorkomen: van wormen en insekten tot zoogdieren. Naast TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3, behoren onder
andere de activins, bone morphogenetic proteins (BMPs) en growth differentiation factors (GDFs) ook
tot de TGF-B familie. TGF-B familieleden zijn betrokken bij allerlei cel-cel signaleringswegen met
betrekking tot proliferatie, apoptose, differentiatie en migratie en spelen een essentiéle rol in de
ontwikkeling van multicellulaire organismen en in weefselhomeostase (24). Zo is er ook een rol voor hen
weggelegd in longvertakking en alveolarisatie en spelen ze een belangrijke rol in de vorming en het
behoud van de ECM.

TGF-B wordt gesynthetiseerd als membraangebonden precursor die geknipt wordt door MMP-2 om de
functionele ligand vrij te laten (25). TGF-B bindt vervolgens aan serine/threonine kinase receptoren.
Activatie van de TGF-B receptor type Il leidt tot het samenkomen van type Il en |, waarbij het type I
receptor gefosforyleerd wordt en type | geactiveerd wordt (figuur 5) (26). Deze type | receptor
fosforyleert vervolgens specifieke receptorgeactiveerde Smads (R-Smads). Wanneer de R-Smad
gefosforileerd is, vormt het een heteromerisch complex met de gemeenschappelijke partner Smad4. De
heteromerische complexen verplaatsen dan naar de nucleus, waar ze specifieke genen activeren door
coOperatieve interacties met andere DNA-bindende eiwitten en co-activatoren of co-repressoren. Naast
deze Smads die een rol spelen bij signaaltransductie, kunnen Smads ook de activering van
receptorgereguleerde Smads remmen. Voorbeelden van deze Smads zijn de I-Smads Smad6 en Smad7.
Er bestaan ook niet-Smad gereguleerde TGF-B signaleringswegen, maar ook signaleringswegen die Smad
functie beinvloeden (27).

A R-Smad Co-Smad I-Smad
Smad1, Smad2, Smad4 Smad6
Smad3, Smad5, Smad8 Smad7
Kinase sites
' PY motif NES: SAD PY motif
| SxS ‘ — |
—i4 | D g
MH1 MH2 J ) { MH2 |
’ ® : .. J
hp -—
Basic Hydrophobic Basic

pocket corridor pocket

B Ligands Typell Type
R R-Smads Co-Smad
BMP2/4/7 ——» BMPR-Il g ALK2 (ActR-1A) Smad1
BMP7 — ActR-IlllIB 7 ALK3 (BMPR-IA) Smad5 o)
AMH —> AMHR-Il ALK6 (BMPR-IB) Smad8 # [
Al Smadd
TGFR — TRR-Il
e.
Activin, Nodal —» ActRll ALKS{TERE) Smad2 4
:::?; (ActR-IB) Smad3 RSmad-Smadd complex

Figuur 5: Smad eiwitten en hun signaleringsroutes

A. Smad eiwitten bevatten twee geconserveerde globulaire domeinen: MH1 en MH2 en een variabele koppelingsregio.

De zeven Smad eiwitten die zoogdieren bevatten zijn weergegeven. Het koppelingsgedeelte bevat

fosforyleringsplaatsen voor MAPKs, CDKs en andere eiwit kinases. De moleculen bevatten verder structuurelementen 7
waardoor ze interacties aan kunnen gaan met bijvoorbeeld Smurf ubiquitin ligases en geactiveerde type | receptoren.

B. Hierin zijn TGF-B familieleden weergegeven en de receptoren waarop ze aangrijpen en de R-Smads die vervolgens

gefosforyleerd worden. De R-Smads vormen een complex met Smad 4, waarbij zowel heterotrimere als heterodimere

complexen gevormd kunnen worden. (26)
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Hoofdstuk 4. De rol van TGF-f3 in normale longontwikkeling

Alle drie in het vorige hoofdstuk benoemde vormen van TGF-B blijken behoorlijk hoog tot expressie te
komen tijdens normale longmorfogenese in de muis. Het blijkt dan ook essentieel voor normale
longontwikkeling en -functie. Muizen waarin het TGF-B gen gericht was verstoord, overleden namelijk
rond de geboorte als gevolg van het onvermogen om te ademhalen. De longen zagen er echter
structureel niet abnormaal uit (28). In de ontwikkeling van de longen komt TGF-B1 als eerste tot
expressie, namelijk op dag elf van de zwangerschap bij muizen. Het komt tot expressie in het cytoplasma
van de stromale en de epitheliale cellen van de primordiale buizen. TGF-B1 blijkt een cruciale rol te
spelen in vertakking van de longen en toont een hogere expressie tussen dag veertien en vijftien in de
embryogenese van de muis. Dit staat in verband met differentiatie van de primordiale buizen tot
alveolaire en bronchiolaire buizen (29). TGF-B1 blijkt voor te komen op dezelfde plaatsen als
verschillende ECM eiwitten, waaronder collageen types | en Ill, die tot expressie komen in het
epitheliale-mesenchymale grensvlak (29). Naast TGF-B1, komt ook TGF-B2 in de longen voor. TGF-32
transcripten zijn echter alleen aangetroffen in het endodermale bronchiolaire epitheel, waarin de
expressie hoger wordt tijdens latere fases van ontwikkeling (30). Dan is er nog TGF-B3, welke tot
expressie komt van dag 12.5 tot 15.5 van de embryonale ontwikkeling van de muis. Het mesenchym van
de trachea toont als eerste transcripten, gevolgd door expressie in epitheelcellen (30).

Exogene toevoeging van TGF-B1 en TGF-B2 remt concentratie-afhankelijk de het vertakkingproces in een
gecultiveerde muis embryolong (31-32). Voor TGF-B1 blijkt deze remming geassocieerd met de
suppressie van het proto-oncogen N-myc die tot expressie komt in epitheelcellen. N-myc suppressie
leidt tot G1 fase arrest in de epitheelcellen, waarvan de rol in het vertakkingproces in hoofdstuk 2 is
beschreven (33). Vertakking van de long werd daarnaast gestimuleerd wanneer TGF-BIIR signalering uit
werd geschakeld (32, 34). Ook door het voorkomen van TGF-B1 geinduceerde downregulatie van
epitheliale differentiatiemarker genen zoals surfactant proteine C werd vertakking gestimuleerd.

In vivo en in vitro studies met overexpressie van TGF-B1 in muizen en cellen resulteerde in het verstoren
van epitheliale differentiatie en remmen van de synthese van Clara cell secretory protein, fosfolipide en
de surfactant eiwitten A, B en C (35-37). In dieren met een knock-out van dit gen ontwikkelde zich
binnen twee tot drie weken na de geboorte een diffuus inflammatoir syndroom (38-39). Dit diffuse
inflammatoire patroon werd gekenmerkt door inflammatie van het endotheel en interstitiéle
longontsteking. Dieren met TGF-B2 en TGF-B3 knock-outs zijn ook onderzocht. In tegenstelling tot TGF-
B2 null mutanten, hadden TGF-B3 null mutant muizen een specifiek neonataal lethaal long fenotype,
welke gekarakteriseerd werd door ontwikkelingsachterstand in alveolarisatie (40). Zo was er sprake van
alveolaire hypoplasie, verminderde septumvorming en verminderde expressie van surfactant proteine C
(40). Al met al lijkt TGF-B een belangrijke rol te spelen in de ontwikkeling van de longen tijdens het
vertakken en tijdens alveolarisatie. Vertakking wordt onderdrukt, terwijl alveolarisatie gestimuleerd
wordt. Het effect wordt bewerkstelligd door differentiatie en proliferatie van cellen te beinvioeden.
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Hoofdstuk 5. TGF-B signalering en de ECM

Bij de vorming en ook remodelering (41) van alveoli, waarin TGF-B erg belangrijk is, speelt afzetting van
ECM componenten zoals collageen en elastine een belangrijke rol. Er dient echter een balans te bestaan
in de productie van ECM en de afbraak ervan. De afbraak van ECM wordt gereguleerd door een protease
/ anti-protease balans en plasminogeen activatiesysteem (PA systeem). Een disbalans in oxidatieve
beschadiging en herstel of in proliferatie en apoptose van alveolaire cellen zijn mogelijke andere
belangrijke factoren in de ECM balans (42-49). Null mutatie van TGF-B1 resulteert in lethale
longinflammatie, hoewel overmatige TGF-B1l expressie resulteert in alveolaire hypoplasia in de
pasgeborene (50) en tot fibrose in volwassenen (51). De meeste studies richten zich op TGF-f1, omdat
dit de meest belangrijke vorm lijkt bij vorming van fibrose. Echter, er zijn ook hogere concentraties van
TGF-B2 en TGF-B3 gevonden bij fibrose (52). Cytokines die hun profibrotische effecten via TGF-B lijken te
bewerkstelligen, zijn tumor necrosis factor-a (TNF-a) (51), keratinocyte growth factor (53), angiotensine
Il (54) en interleukine 10 (55).

5.1 Protease / Anti-protease balans
Matrix metalloproteases (MMPs) zijn zinkafhankelijke, redoxgevoelige proteases en kunnen ECM

componenten degraderen: ze zijn betrokken bij de afbraak van deels gedegradeerde vezelachtige
collagenen, basaalmembraancollagenen, proteoglycanen, elastine en fibronectine (56). Neutrofielen,
macrofagen, mononucleaire inflmmatoire cellen, dendritische cellen en type Il pneumocyten scheiden
grote hoeveelheden extreem actieve MMPs uit (57-62). Neutrofiel elastase is ook een belangrijke
protease. Het degradeert elastine, collageen |, Il en Ill, proteoglycanen en zijn remmer (anti-protease)
TIMP-1 (63). Een ander molecuul waarvoor hierbij een rol is weggelegd, is macrofaag elastase.
Macrofaag elastase (MMP-12) degradeert tevens zijn remmer (anti-protease), al-antitrypsin (63).

De protease / anti-protease balans wordt veelvuldig aangehaald bij beschrijving van ECM processen.
Mogelijk bestaat er ook in de embryonale ontwikkeling een balans tussen productie en afbraak van ECM
waarbij proteases en anti-proteases betrokken zijn. Voor de protease Desintegrin and metalloproteinase
domein protein-13 (ADAM-13) blijkt namelijk een belangrijke rol weggelegd in embryogenese van
Xenopus laevis (64). Verder tonen TIMP-3, een anti-protease, null muizen een significante grotere
luchtruimte in de longen vergeleken met wildtype muizen op het moment van alveolarisatie
(postpartum dagen 1, 5, 9, en 14) (65). Alveolaire wanden van TIMP-3 null muizen was bovendien
dunner dan van coltrolemuizen. Gevonden hogere MMP-2 activiteit in de afwezigheid van TIMP-3 zou
wellicht ECM proteolyse kunnen aanwakkeren, waardoor juiste vorming van primitieve alveolaire septa
tijdens de sacculaire fase van alveologenese verstoord wordt. TIMP-3 zou zo indirect alveolivorming
kunnen reguleren in de muis (65).
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5.2 Fibrose
TGF-B1 zou wellicht fibrose kunnen induceren onder andere via de proapoptotische moleculen Bax en

Bid (66). Bid activatie en Bid-Bax interacties leveren daarnaast een belangrijke bijdrage aan de
inflammatoire reacties die door TGF-B worden geinduceerd. De fibrose zou het gevolg kunnen zijn van
stimulatie van mRNA accumulatie door TGF-B. Dit is het geval voor collageen |, Il en lll, fibronectine,
elastine, laminine en type IV collageen mRNA. Wat interpretatie van deze gegevens lastig maakt, is het
feit dat TGF-B daarnaast de accumulatie van zowel mRNA van proteases (MMP-12) als van anti-
proteases (TIMP-1, TIMP-3) stimuleert. Bovendien wordt MMP-9 activiteit geremd. Zowel Bax als Bid zijn
proapoptotische factoren en apoptose van epitheelcellen blijkt essentieel in het kunnen ontwikkelen
van TGF-B1 geinduceerde fibrose en alveolaire remodelering in ziekteprocessen (41).

TGF-B2 zorgde in astrocyten voor een hogere expressie van elastine, collageen Vla2, collageen Vla3,
MMP-2, TIMP-1/-3 en Plasminogen acitvator inhibitor-1 (PAI-1) (67). Bovendien lagen tissue
plasminogeen activatorconcentraties (tPA) een stuk lager. De invloed van TGF-B2 op TIMP-1, -3, PAI-1 en
tPA expressie verlaagt de activatie van MMPs. Dit alles draagt bij aan verdikking van de ECM.

Sigarettenrook verhoogt de expressie en vrijgifte van TGF-a, TGF-B, amphiregulin en diphtheria toxin
receptor in epitheelcellen van de luchtweg (9). Daarnaast stimuleert sigarettenrook de productie van
profibrotische groeifactoren in de wand van de luchtweg (figuur 6) (68). Fibroblasten zijn de cellen die
voornamelijk betrokken zijn bij productie van ECM. Na enkele keren blootstelling aan rook, werd bij
muizen na twee uur een verhoogde concentratie van procollageen, CTGF, TGF-B, platelet-derived
growth factor (PDGF)-A en —B gevonden (69).

chemotaxis of fibroblasts
and macrophages

fibroblasts, type |l cells,
macrophages:

secretion of mesenchymal
growth factors

ECM degradation

by metalloproteinases
=l =N

surfactant synthesis

by type Il cells

Figuur 6: De effecten van TGF-B op ECM, leidend tot fibrose (68)
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5.3 (Tropo)elastine

Elastine is zoals genoemd een belangrijk W
onderdeel van de ECM. Men denkt dat W
uitgescheiden  tropoelastinemoleculen aan Microiibri bundie
fibrilline microvezels worden toegevoegd (70) l Estin
(figuur 7). Microfibril-associated glycoprotein-1 Elastic fibre assembly SR — Elastin

(MAGP-1) bindt de N-terminus van fibrilline-1

moleculen aan elkaar, waarna tropoelastine of Fibulin-5 —

kleine elastine aggregaten in verbinding worden Tropoelastin deposition
gebracht met de fibrilline microvezels. Fibulin-5 l LOX crossiinking

speelt mogelijk een rol in dit verbindingsproces.
Elastin core

Lysyl oxidase (LOX) en/of lysyl oxidase-like

(LOXL) moleculen stabiliseren vervolgens de Mature elastic fibre

neergeslagen elastine. Figuur 7: Elastine en microfibril assemblage (70)

TGF-B verhoogt de synthese van tropoelastine (figuur 8), mogelijk via de Smad2/3 weg en stabiliseert
wellicht tropoelastine mRNA (71). Deze mRNA stabilisatie zou kunnen gaan via proteine kinase C-A (PKC-
A) en de door stress geinduceerde proteine kinase p38 (71). Neutrofiel elastase blijkt een negatieve
feedback loop te bewerkstelligen waardoor de hoeveelheid tropoelastine in balans blijft (figuur 8).
Neutrofiel elastase initieert het vrijkomen van oplosbare epidermal growth factor receptor (EGFR)
liganden (72). Deze grijpen aan op de EGFR en via het EGFR/Mek/Erk pad wordt de kortlevende Smad
transcriptional corepressor TG interacting factor (TGIF) gefosforyleerd (72). Deze fosforylatie zorgt voor
stabilisatie en daardoor is er meer TGIF om in competitie te gaan met coactivatoren (72). Bovendien
blijft het na binding mogelijk langer geassocieerd met Smad2 en Smad3 door deze stabilisatie van TGIF
en/of door het voorkomen van ubiquinatie van Smad2 (73). Het door TGF-B geinitieerde pad voor
transcriptie van tropoelastine wordt daarmee onderbroken.

TGF-B t = Smad2/3 1t - tropoelastine 1
TGF-B T - PKC-A/p38 D - tropoelastine mRNA stabilisatie T

NE P = EGFRligands = EGFR/Mek/Erk © = TGIF fosforylatie = TGIF en TGIF-Smad2/3 associatie T —» tropoelastine ¥
Figuur 8: Effect van TGF-B en NE op tropoelastine concentraties

Nullmutatie van Smad3 resulteert in de muis in eerste instantie in een subtiele afwijking van de
organisatie van de matrix, wat gevolgd wordt door vroege ontwikkeling, maar milde vorm, van
pulmonair emfyseem (74). Deze vroege ontwikkeling van emfyseem in Smad3 null mutanten wordt ook
geassocieerd met overmatige MMP activiteit. Passief roken verergert en versnelt alveolaire vernietiging
in jonge Smad3 null muizen (13). Wanneer de ECM niet aanwezig is, gedegradeerd, niet correct
gecrosslinked of niet goed georiénteerd, kan dit leiden tot verminderde alveolarisatie. Een afwijkende of
gedegradeerde matrix van alveolaire crests is vervolgens niet in staat de structurele nis, maar ook niet
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de omgevingssignalen, te bieden aan alveolaire stam-/voorlopercellen om het correcte fenotype aan te
nemen en/of een herstelproces in te zetten.

5.4 Advanced glycation end products (AGEs)
AGEs worden geproduceerd door niet-enzymatische glycosylering of oxidering van eiwitten en vetten,

gedreven door blootstelling aan rook of inflammatoire stress (75). AGEs accumuleren in mensen die
roken en blijken giftig voor embryo’s (76). Er is aangetoond dat accumulatie van AGEs kan leiden tot
hogere TGF-Bl expressie, connective tissue growth factor (CTGF), fibronectine mRNA expressie,
radicaalvorming en lagere glutathionconcentraties in sommige cellijnen (77). Het leidt (indirect) ook tot

een hogere productie van ECM componenten (78), bijvoorbeeld via TGF-f en CTGF, een molecuul dat
verderop in het TGF-B signaleringspad een rol speelt. Radicaalvorming en lagere glutathionconcentraties
verhogen ook weer de oxidatieve stress. Bovendien zorgt ligandbinding aan de AGE receptor (RAGE)
voor activering van mechanismes die geassocieerd worden met afweer, weefselremodelering en
inflammatie (79). RAGEs blijken in de normale long in lage concentratie aanwezig op bronchiaal epitheel,
type Il pneumocyten, macrofagen en sommige endotheelcellen (75). In pathologische omstandigheden
als longontsteking blijken daarnaast ook fibroblasten RAGE tot expressie te brengen (75). Bovendien
produceren fibroblasten in longontsteking ook AGEs. De activatie van RAGE is wellicht relevant als een
niet-specifiek pad voor langdurige inflammatie in meerdere longziektes.

5.5 Histone (de)acetylering onder invloed van sigarettenrook
In een postnatale studie bij ratten is aangetoond dat blootstelling aan sigarettenrook daarnaast leidt tot

veranderende chromatine remodelering met verminderde histone deacetylase activiteit (80). Dit

resulteert in verhoging van de transcriptie van proinflammatoire genen in longen van de ratten.
Acetylering en deacetyleringsprocessen kunnen langdurige effecten hebben op de transcriptie van
genen, waarbij acetylering het DNA ontvouwt en dus beschikbaar maakt voor transcriptie en
deacetylering het tegenovergestelde effect heeft. Dit stond in verband met een hogere concentratie
gefosforyleerde p38 MAPK in de long overeenkomstig met een verhoogde histone 3 fosfoacetylering,
histone 4 acetylering, verhoogde DNA binding van Nuclear Factor-kappaB (NF-KB) en activator proteine
1 (AP-1) (81) en ECM eiwitsynthese (52, 82-87). Er is ook aangetoond dat oxidatieve stress histone
acetylering verhoogt en histone deacetylase activiteit verlaagt, leidend tot bemiddeling in NF-KB
activatie (88). Foetussen van zwangere schapen waarbij chorioamnionitis werd geinduceerd door LPS
injecties, vertoonden geactiveerd NF-KB in neutrofielen en monocyten na twee of zeven dagen
blootstelling aan LPS (89). Deze neutrofielen en monocyten brachten bovendien onder andere de
activatiefactor macrophage-1 antigen (CD11b) tot expressie (89). Expressie van deze of andere
membraaneiwitten zijn mogelijk ook betrokken bij COPD (hoofdstuk 7).
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Hoofdstuk 6. Nicotine en TGF-$3

Nicotine lijkt een belangrijke stof uit sigarettenrook die verantwoordelijk is voor de effecten op
longontwikkeling van de foetus. Nicotine kan de placenta overbruggen en kan op nicotinereceptoren
aangrijpen, die op vele foetale cellen aanwezig zijn. Prenatale blootstelling aan nicotine in apen leidt tot
een verhoogde intensiteit van immunoreactiviteit van de acetylcholine o7 receptor in
kraakbeenbevattende luchtwegcellen, bloedvaatwanden en luchtwegepitheelcellen, maar geen
verandering in een van de andere types nicotinereceptoren (90). Verder leidt nicotinebehandeling tot
meer kleuring van collageen rond de grote luchtwegen en vaten. Dit is in overeenstemming met de
vinding dat blootstelling van een zwangere aap aan nicotine wordt geassocieerd met hogere type | en ll|
collageen mRNA’s en eiwitexpressie in luchtweg en alveolaire wanden en een verhoogde oppervlakte
van de luchtwegwand (90). Het effect van blootstelling aan nicotine is wellicht het grootst tijdens de
pseudoglandulaire fase, aangezien een hogere expressie van acetylcholine a7 receptoren gevonden is in
deze fase bij muizen dan bij longen in latere fases (91). In deze fase vindt vooral ontwikkeling tot
terminale bronchiolen plaats. Effect op longvertakking door nicotine is daarnaast ook gevonden:
nicotine stimuleerde via de a7 receptor longvertakking in uitgenomen weefsel van muizen (91).

Blootstelling aan nicotine en een hogere TGF- concentratie worden vaak samen gezien. Blootstelling
aan nicotine kan via structurele remodelering leiden tot boezemfibrilleren. Boezem fibroblasten uit
gezonde honden werden met nicotine behandeld voor dertig dagen (92). Dit zorgde voor significante
upregulatie van de expressie van TGF-B1 en TGF-BRII op eiwitniveau en een 60-70% afname in de miRNA
concentraties van miR-133 en miR-590. De downregulatie van deze miRNAs zorgt voor de upregulatie
van TGF-B1 en TGF-BRII. De effecten van nicotine werden voorkomen door een a7 nicotine acetylcholine
receptor antagonist. Al met al suggereert dit dat nicotine via de a7 acetylcholine receptor miR-113 en
miR-590 kan downreguleren. Dit heeft hogere TGF-B1 en TGF-BRII expressies tot gevolg. Mogelijk vindt
een vergelijkbaar proces plaats in bronchiale fibroblasten en andere celtypes in de long, aangezien ook
zij de a7 acetylcholine receptor bevatten (tabel 1).

Tabel 1: Verdeling van nicotinereceptoren subtypes in de long

Subtype Referentie
Bronchiale epitheelcellen a3, a5, a7, B2, B4 (109, 110, 111)
Alveolaire epitheliale cellen a3, a4, a5, a6, a7 (110)
Neuroendocriene cellen o7 (109)
Submucosale klieren a7 (110)
Luchtweg en bloedvat glad spierweefsel cellen o7 (109)
Fibroblasten o7 (109)
Pulmonaire macrofagen o7 (109)

13



Lﬁ)\ /@ Het effect van roken op TGF-8 signalering met betrekking tot de extracellulaire matrix || Auteur: A.E. Marneth
Z])
: Gevolgen voor longontwikkeling en COPD | Eerste begeleidster: M.N. Hylkema

2009

6.1 LIF-MYF transdifferentiatie
Long endoderm scheidt tijdens embryogenese parathyroid hormone-related protein (PTHrP) uit,

waardoor lipofibroblast differentiatie wordt gestimuleerd in het mesoderm (93). Nicotine uit
sigarettenrook verstoort de PTHrP-gedreven alveolaire epitheel-mesenchymale paracriene

signaleringsweg, resulterend in transdifferentiatie van pulmonaire lipofibroblasten (LIFs) naar
myofibroblasten (MYFs). De myofibroblasten worden in vele ziektes waarbij fibrose voorkomt,
geassocieerd met het produceren van ECM eiwitten (93). De PTHrP gedreven Wnt downregulatie en
cAMP afhankelijke protein kinase A (PKA) weg upregulatie, induceert normaalgesproken het alveolaire
fibroblast lipogene fenotype (LIF) (93). Dit fenotype is essentieel voor verdere normale longontwikkeling
en homeostase (94-95).

Onderzoek wijst uit dat PPARy mogelijk een antiproliferatief effect heeft en ECM productie vermindert
(95). Wanneer door nicotine dit pad wordt onderbroken, zou dit kunnen leiden tot verhoogde ECM
productie. Er is inderdaad aangetoond dat PPARy agonisten fibronectine expressie, geinduceerd door
TGF-B1, remmen in glomerulaire mesangimale cellen (94). De agonist pioglitazone inhibeerde dan ook in
muis mesangimale cellen TGF-B1 geinduceerde fibronectine expressie door AP-1 activiteit te inhiberen
en was afhankelijk van PPARy. Een natuurlijke ligand, 15-Deoxy-A1214-prostaglandine J kon lagere
fibronectine expressie in deze cellen op twee manieren bewerkstelligen. Ten eerste via onderdrukking
van door TGF-B1 geactiveerde AP-1 en ten tweede door TGF-f1 geinduceerde MAPK activering.
Crosstalk tussen PPARy en Smad zouden ook betrokken kunnen zijn in de remmende effecten van PPARy
liganden (95, 96).

Lipofibroblasten zijn zoals genoemd belangrijk voor de normale longontwikkeling en homeostase. Zij
sturen weer andere cellen aan voor verdere ontwikkeling. Zo stimuleren zij bijvoorbeeld
surfactantproductie in type Il pneumocyten, wat ook essentieel is in longontwikkeling. Door
transdifferentiatie stagneert wellicht de verdere longontwikkeling, waardoor alveolarisatie niet volledig
wordt bewerkstelligd.
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Hoofdstuk 7. COPD: een ziekte met emfyseem en verhoogde TGF-B expressie

COPD is een longziekte die in 80% van de gevallen door sigarettenrook wordt veroorzaakt. De ziekte
openbaart zich vaak na het veertigste levensjaar en wordt gekenmerkt door chronische bronchitis en/of
longemfyseem. Echter minder dan 20% van de rokers ontwikkelt COPD (97). Er wordt gedacht dat
genetische predispositie of verminderde longontwikkeling kan verklaren waarom slechts 20% van de
rokers COPD ontwikkelt. Naast sigarettenrook zijn andere soorten irritanten zoals vervuiling, stof of
chemicalen, in 15% van de gevallen verantwoordelijk voor de ontwikkeling van COPD. a-1-antitrypsine-
deficiéntie, de anti-protease van onder andere MMP-12, zorgt in de overige gevallen voor COPD (98).

Bij emfyseem worden de alveolaire wanden afgebroken, waardoor ze hun elasticiteit en vorm verliezen.
Naast emfyseem wordt er in de luchtwegen van COPD patiénten tevens fibrose waargenomen (99). Het
emfyseem wordt vooral gezien in de bronchiolen zonder kraakbeen en submucosale klieren, ter hoogte
van de alveoli. Hier vindt ook de chronische ontsteking plaats met infiltratie van vele immuuncellen.
Fibrose evenals kleine toenames in alveolaire macrofagen en interstitiéle immuuncellen (100-102) vindt
plaats in de kleine luchtwegen die daarboven gelegen zijn.

Net als in een embryo dat blootgesteld is aan sigarettenrook, wordt bij rokende COPD patiénten een
verhoging van TGF- waargenomen. Dit geldt zowel voor de bovenste luchtwegen waar fibrose optreedt
als de onderste luchtwegen waar emfyseem plaatsvindt. Naast emfyseem is er bij COPD echter ook
sprake van chronische bronchitis. Deze chronische bronchitis komt vooral voor op de plaatsen waar ook
het emfyseem voorkomt en gaat gepaard met remodelering en infiltratie van allerlei immuuncellen,
waaronder neutrofielen en macrofagen (103). Vooral neutrofielen blijken een belangrijke rol te spelen in
het ziekteproces van COPD. Deze immuuncellen, alsook macrofagen en epitheelcellen, scheiden
proteases uit zoals matrix metalloproteinases en neutrofiel elastase wat elastinedegradatie en
emfyseem kan veroorzaken (14, 103-104). Neutrofiel elastase is daarnaast al genoemd in zijn
inhiberende rol bij tropoelastine afzet. Epitheelcellen en macrofagen scheiden ook TGF-B uit, wat
fibroblast proliferatie stimuleert, waardoor weer ECM componenten geproduceerd kunnen worden.
Hoewel er dus een verhoogde TGF-B expressie wordt waargenomen in COPD patiéten, wat geassocieerd
wordt met ECM productie en ECM productie toeneemt als gevolg van de inflammatoire reactie, wordt
COPD geassocieerd met emfyseem. Naast ECM afzetting, gaat COPD echter ook gepaard met
inflammatie, gekenmerkt door infiltratie van immuuncellen die proteases afzetten en met stimulatie van
protease uitscheiding.
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7.1 Ontwikkeling van de longen

Mogelijk begint het ziekteproces van COPD met TGF-B inductie door sigarettenrook, al tijdens de
ontwikkeling van de longen. Blootstelling aan sigarettenrook tijdens embryonale ontwikkeling leidt tot
oxidatieve stress en meer histone acetylering, waardoor expressie van pro-inflammatoire genen wordt
aangepast en vastgelegd. Mogelijk leidt blootstelling aan sigarettenrook tot hogere aantallen CD11b
makers op macrofagen, wat ook gezien wordt bij macrofagen van COPD patiéten ten opzichte van
gezonde, niet-rokende mensen (105). Hogere CD11b expressie wordt geassocieerd met ernstige
achteruitgang van longfunctie. Daarnaast worden hogere TGF- concentraties tijdens de ontwikkeling
geassocieerd met hogere emfyseemgehaltes in babylongen. Mogelijk leidt slechte onwtikkeling van
alveoli en slechte initiéle structuur van de alveoli tot een vergrote gevoeligheid voor
emfyseemontwikkeling. Tijdens de ontwikkeling kan nicotine uit sigarettenrook daarnaast mogelijk
zorgen voor LIF-MYF transdifferentiatie, wat wellicht de verdere alveolarisatie doet stagneren.
Bovendien bestaat de hypothese dat remodelering in de long tijdens ontwikkeling bijdraagt aan hogere
luchtweggevoeligheid en hogere kans op chronische ontsteking (106). Al met al zouden het
aanwakkeren van genexpressie van pro-inflammatoire genen, hogere CD11b expressie, slechte vorming
en ontwikkeling van alveoli, LIF-MYF transdifferentiatie en hogere luchtweggevoeligheid kunnen
bijdragen aan ontwikkeling van COPD.

7.2 Genetische predispositie

Polymorfismes van fibrillin-1, latent TGF-B-binding protein 4 in het TGF- pad en matrix metalloprotease
(MMP) genen zijn bekend in mensen met emfyseem (107-109). Daarnaast zijn mutaties in endogline,
een proteoglycaan die signaleringsfuncties in de TGF-B weg moduleert, gevonden bij mensen met COPD
of pulmonaire telangiectasia (110). Deze genoemde polymorfismes zijn mogelijk betrokken bij de
ontwikkeling of het in stand houden van de ECM in de longen. Wanneer dit niet goed verloopt, zou
emfyseem kunnen ontstaan.

Een ander gen dat mogelijk betrokken is bij ontwikkeling van COPD, is ADAM33. Dit gen is waarschijnlijk
betrokken bij luchtweggevoeligheid (111-113). ADAM33 heeft ten eerste mogelijk een rol in het
vertakkingproces van de longen van muizen, aangezien mRNA expressie aangeschakeld wordt aan het
begin van vertakking (114). Daarna verhoogt de expressie van ADAM33 tijdens de zwangerschap en blijft
het aanwezig tot in de volwassen long (115). TGF-B en BMP zouden ADAMS33 expressie kunnen
verhogen als gevolg van het differentiatietraject van primitieve luchtwegmesenchymcellen tot
myofibroblasten, welke belangrijk zijn in chronische wondherstellingsprocessen (116). ADAM33 zou
daarnaast ook een belangrijke cytokine-stimulerende werking kunnen hebben die de ontstekingsreactie
in COPD kan aanwakkeren.
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Sigarettenrook kan zoals in hoofdstuk 5 besproken, daarnaast leiden tot AGE vorming. De activering van
RAGE is mogelijk relevant in het langdurige inflammatieproces van COPD. Er is aangetoond dat
accumulatie van AGEs kan leiden tot hogere TGF-B1 expressie, connective tissue growth factor (CTGF),
Fn mRNA expressie, radicaalvorming en lagere glutahionconcentraties in sommige cellijnen (77). Voor
sigarettenrook is aangetoond dat het de vorming van reactieve zuurstofradicalen en apoptose in
menselijke bronchiale epitheelcellen stimuleert en remodeleringsfactoren zoals TGF-B1, epidermal
growth factor en cyclin-dependent kinase inhibitor activeert. Eris ook aangetoond dat TGF-B kan zorgen
voor oxidatieve stress. Een lagere expressie van en polymorfismes in (79) anti-oxidant enzymen
(glutathion S-transferase P1, glutathion S-transferase M1, microsomal epoxide hydrolase en TIMP-2) en
een hogere expressie van chemokines (IL-1pB, IL-8, growth-related oncogene-a en monocyte chemotactic
protein-1) wordt in COPD waargenomen ten opzichte van gezonde mensen die niet rookten (117).

Samengevat kan aanwakkering van genexpressie van pro-inflammatoire genen, hogere CD11b expressie,
slechte vorming en ontwikkeling van alveoli, LIF-MYF transdifferentiatie en hogere
luchtweggevoeligheid, afwijkingen ontstaan in embryogenese, bijdragen aan ontwikkeling van COPD.
Ook kunnen mutaties in genen betrokken bij ECM ontwikkeling, radicaalwegvanging, inflammatie en
luchtweggevoeligheid bijdragen aan verminderde ontwikkeling van longen en aan het ziekteproces van
COPD op late leeftijd.
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Conclusie / discussie

Componenten of metabolieten uit sigarettenrook kunnen over de placenta vanuit de moeder naar het
embryo worden vervoerd. Deze stoffen, met nicotine als een belangrijke daarvan, kunnen vervolgens de
ontwikkeling van het embryo beinvioeden. Ontwikkeling van de longen wordt zo ook beinvioed en
blootstelling aan rook blijkt een negatief effect te hebben op longfunctie, longvolume en alveolarisatie.
In de ontwikkeling van de longen is TGF-B essentieel en TGF-B productie neemt toe als gevolg van roken.
Mogelijk vindt dit plaats via nicotine uit sigarettenrook die aangrijpt op de acetylcholine a7 receptor.
TGF-B familieleden zijn betrokken bij proliferatie, apoptose, differentiatie en migratie en spelen op deze
manier een essentiéle rol in de ontwikkeling van de longen. Daarnaast is TGF- betrokken in oxidatieve
stress en inflammatoire reacties.

TGF-B is zoals genoemd betrokken bij allerlei processen. Zo stimuleert het de vorming van alveoli. Voor
alveolarisatie is ECM productie nodig en dit wordt gestimuleerd door TGF-B. Een protease / anti-
protease balans is essentieel voor behoud van ECM, mogelijk ook in embryogenese. TGF-f remt
proteases en een hogere TGF-B concentratie gaat gepaard met hogere anti-protease concentraties.
Vorming van een goed gestructureerde ECM is essentieel voor alveolarisatie om een schavot te hebben
waarvandaan de omgevingssignalen geboden kunnen worden die alveolaire voorlopercellen nodig
hebben om het correcte fenotype aan te nemen en/of een herstelproces in te zetten. Mogelijk leiden
overmatige stimulatie van alveolarisatie en genetische afwijkingen tot een minder goed schavot. Dit, in
combinatie met overgevoeligheid van de longen, is wellicht verantwoordelijk voor hogere gevoeligheid
voor ontwikkeling van ziektes waarbij ECM productie en afbraak in disbalans is, zoals bij COPD.

Door blootstelling aan sigarettenrook vindt er ook inflammatie plaats, waardoor infiltratie van
immuuncellen plaatsvindt en proteases geproduceerd worden. Dit proces is waarschijnlijk betrokken bij
COPD en kan zijn wortels hebben in embryogenese. In embryogenese vindt namelijk chromatine
remodelering bij pro-inflammatoire genen, met als gevolg stimulatie van deze genen, plaats onder
invloed van sigarettenrook. Mogelijk heeft ook hogere CD1lb expressie bij macrofagen, wat
geassocieerd wordt met ernstige achteruitgang van longfunctie, zijn wortels in emrbyogenese. Bij COPD
is er sprake van emfyseem en/of chronische bronchitis. 80% van de COPD patiénten rookt en
sigarettenrook verhoogt de productie van TGF-B. TGF-B zorgt op zijn beurt weer voor ECM verdikking,
wat ook te zien is in de bovenste luchtwegen van COPD patiénten. Sigarettenrook heeft echter tevens
een chemotaxische werking op immuuncellen, wat leidt tot macrofaag- en neutrofielinfiltratie, met als
gevolg zowel verhoogde protease activiteit, betrokken bij ECM afbraak. Ook bevordert sigarettenrook de
vorming van AGEs, moleculen die mogelijk de chronische ontsteking bevorderen. Al met al lijkt een
chronische, ernstige blootstelling aan sigarettenrook te leiden tot ernstige inflammatie, met name in de
kleinste longstructuren. Dit leidt tot degradatie van de ECM en emfyseem.

18



L@)\ /@ Het effect van roken op TGF-8 signalering met betrekking tot de extracellulaire matrix || Auteur: A.E. Marneth
Z])
& Gevolgen voor longontwikkeling en COPD | Eerste begeleidster: M.N. Hylkema

o 2009

Een mogelijke andere verklaring voor verminderde alveolarisatie door blootstelling aan sigarettenrook is
de transdifferentiatie van lipofibroblasten naar myofibroblasten. Nicotine uit sigarettenrook verstoort
de PTHrP-gedreven alveolaire epitheel-mesenchymale paracriene signaleringsweg, resulterend in
transdifferentiatie van pulmonaire lipofibroblasten (LIFs) naar myofibroblasten (MYFs). Dit gaat gepaard
met verhoogde ECM productie door grotere aantallen MYFs en mogelijk door stimulatie van moleculen
in het TGF-B signaleringspad. Lipofibroblasten zijn belangrijk voor de normale longontwikkeling en
homeostase. Door transdifferentiatie naar myofibroblasten stagneert wellicht de verdere
longontwikkeling, waardoor alveolarisatie niet volledig wordt bewerkstelligd.

Al met al zorgen sigarettenrook en nicotine voor de hogere TGF-B concentraties in de longen. Hoewel
TGF-B ECM verdikking en alveolarisatie stimuleert, is het uiteindelijke effect van sigarettenrook op
longontwikkeling een lagere alveolarisatie en een dunnere ECM. Mogelijk spelen verstoorde ECM
structuur in schavotvorming bij alveolarisatie en transdifferentiatie van lipofibroblaten naar
myofibroblasten hierbij een cruciale rol. Genexpressie van pro-inflammatoire genen, hogere CD11b
expressie, slechte vorming en ontwikkeling van alveoli, LIF-MYF transdifferentiatie en hogere
luchtweggevoeligheid, afwijkingen ontstaan in embryogenese, bijdragen aan ontwikkeling van COPD.
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