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De allergieopwekkende capaciteit
van huisstofmijt wordt bepaald
door het effect op de barriere-
functie en pro-inflammatoire cyto-
Kineproductie in luchtwegepitheel

The allergenic capacity of house dust mite depends on its effect on barrier
function and pro-inflammatory cytokine production in airway epithelium
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Samenvatting

Astmapatiénten die allergisch zijn voor huisstofmijt, het meest voorkomende luchtweg-
allergeen, reageren met een door T-helper 2-(Th2)cellen gedreven ontstekingsreactie in
de luchtwegen, terwijl deze immunologische reactie uitblijft bij gezonde personen. Tot op
heden is onbekend wat ervoor zorgt dat astmapatiénten een allergische luchtwegontsteking
ontwikkelen in reactie op ingeademd huisstofmijt, hoewel steeds meer onderzoek aantoont
dat het luchtwegepitheel hierbij mogelijk een belangrijke rol speelt. Het luchtwegepitheel
komt als eerste in contact met het ingeademde allergeen en vormt een belangrijke barriére.
Het epitheel kan onder meer beschadigd raken na contact met een allergeen, waardoor
de barriere wordt verstoord wat mogelijk leidt tot het aanmaken van pro-inflammatoire
cytokinen die allergische luchtwegontsteking bevorderen. Huisstofmijt heeft een complexe
samenstelling, en van meerdere componenten in huisstofmijt is bekend dat het verlies van
epitheelbarriérefunctie en/of aanmaak van pro-inflammatoire cytokinen door het epitheel
kan veroorzaken. Om beter inzicht te krijgen in de effecten van huisstofmijt op luchtwegepi-
theel en de gevolgen voor sensibilisatie en ontwikkeling van allergisch astma, hebben we
de effecten van verschillende huisstofmijtextracten vergeleken op luchtwegepitheel in vitro
en in een muismodel voor astma in vivo. We vonden dat serine- en cysteineproteasen niet
essentieel zijn, maar dat het vermogen van huisstofmijt om de epitheelbarriére aan te tasten
bepalend is voor allergische sensibilisatie.
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Auteurs: mw. S. Post, junior-onderzoeker, dhr. prof. dr. A.J.M. van Oosterhout, hoogleraar en mw. dr. |.H. Heijink, senior-onderzoeker,
afdeling Pathologie en Medische Biologie, Laboratorium Allergologie en Longziekten, Universitair Medisch Centrum Groningen.
Correspondentie graag richten aan: mw. dr. |.H. Heijink, senior-onderzoeker, afdeling Pathologie en Medische Biologie, Laboratorium
Allergologie en Longziekten, Universitair Medisch Centrum Groningen, Hanzeplein 1, 9713 GZ Groningen, e-mailadres: h.i.heljink@umcg.nl.
Belangenconflict: geen gemeld.

Financiéle ondersteuning: Astma Fonds (3.2.07.019)

Nederlands Tijdschrift voor Allergie & Astma Jaargang 13, nr. 1 - 2013 1 8



xuerglle

Summary

Asthma patients who are allergic to house dust mite, the most common aeroallergen, respond
with a Th2-driven inflammatory reaction in the airways, while this immune response does
not occur in healthy persons. At present, it is still unknown why certain individuals become
sensitized to house dust mite, although increasing evidence suggests that the airway epithe-
lium may play an important role in this process. Inhaled allergens first encounter the airway
epithelium, which forms an important structural barrier. Allergens may inflict damage to the
epithelium and epithelial damage with loss of barrier function may lead to increased ex-
pression of pro-inflammatory cytokines. House dust mite is a complex allergen composed
of different components, some of which are known to cause loss of barrier function as well
as the expression of pro-inflammatory cytokines by the airway epithelium. To obtain more
insight in the effects of house dust mite on airway epithelium and the subsequent allergic
sensitization and development of allergic asthma, we compared the effects of several house
dust mite extracts on bronchial airway epithelium in vitro as well as in vivo in a mouse model
for asthma. Our data show that serine and cysteine proteases were not responsible for the
allergic response to house dust mite, but that effects on the epithelial barrier are decisive

for its allergenic properties.

Inleiding

Allergisch astma is een steeds meer voorkomende
chronische ziekte, gekarakteriseerd door reversibele
luchtwegvernauwing, luchtweghyperreactiviteit en
een chronische ontstekingsreactie in de luchtwegen.
Astmapatiénten reageren op het inhaleren van stoffen
waarvoor ze allergisch zijn (de zogeheten allergenen)
met een acute [gE-afhankelijke mestceldegranulatie,
een ontstekingsreactie in de luchtwegen, luchtweg-
obstructie en luchtweghyperreactiviteit. Het is tot op
heden onbekend waarom astmapatiénten reageren op
huisstofmijtallergenen met luchtwegontsteking. In de
luchtwegen vormt het epitheel de primaire barriere
tegen de buitenwereld en geinhaleerde allergenen en
het voorkomt dat schadelijke stoffen in de submucosa
terechtkomen. Deze barriere wordt gevormd door de
adhesie tussen naburige epitheelcellen, via moleculen
die betrokken zijn bij de vorming van de zogeheten
‘tight junctions’ (T]’s), waaronder de eiwitten zona
occludens-1 (ZO-1), occludine, claudines 1-5 en ‘junc-
tional adhesion molecules’ (JAM’s) en de ‘adherens
junctions’ (AJ’s), waaronder het eiwit E-cadherine.
De TJ’s zijn grotendeels verantwoordelijk voor de
ondoordringbaarheid van het luchtwegepitheel, terwijl
gedacht wordt dat E-cadherine verantwoordelijk is
voor de opbouw voor deze T]’s." Al deze eiwitten zijn
essentieel voor de vorming van de cel-celcontacten en
barrierefunctie van het luchtwegepitheel (Figuur 1).?
Wij hebben aangetoond dat epitheel na verlies van
E-cadherine een verminderde barriérefunctie vertoont,

waardoor allergenen makkelijker de onderliggende
dendritische cellen (DC’s) kunnen bereiken in de sub-
mucosa, en het epitheel ook meer proallergische cyto-
kinen gaat aanmaken.’ Bij patiénten met allergisch
astma zijn bepaalde cel-celcontacteiwitten, zoals E-
cadherine en ZO-1, verminderd aanwezig in het
luchtwegepitheel waardoor het contact tussen de
cellen minder sterk wordt.* Momenteel is het echter
onbekend of deze vermindering van cel-celcontacten
de oorzaak dan wel het gevolg is van de allergische
ontstekingsreactie in de luchtwegen van astma-
patiénten. Opmerkelijk genoeg komen veel van de
on-langs ontdekte astmagevoeligheidsgenen, inclu-
sief de DPP10, GPCRA, CHI3L1 en PCDHI (lid
van de protocadherinefamilie) tot expressie in het
luchtwegepitheel, wat een belangrijke rol voor epi-
theel in astma onderstreept. Bovendien is bekend
dat bepaalde E-cadherinegen(CDHI)polymorfismen
zijn geassocieerd met luchtwegepitheelveranderingen,
luchtwegontstekingen en vermindering van longfunc-
tie bij astmapatiénten die corticosteroiden gebruiken.>®
Dit geeft aan dat veranderingen in de cel-celcontac-
ten van het epitheel van belang zouden kunnen zijn
in de ontwikkeling van allergisch astma. Dit wordt
verder ondersteund doordat is gebleken dat de struc-
turele veranderingen in het luchtwegepitheel van
kinderen vaak al v6ér de diagnose van astma optre-
den.” Naast zijn barri¢refunctie is het epitheel belang-
rijk voor het aansturen van het afweersysteem, door
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Figuur 1. Structuur van het ‘tight-’ en ‘adherens junction’-complex in het luchtwegepitheel. De ‘tight junctions’

(TJ) bevinden zich aan de apicale kant van de cel en worden gevormd door interactie tussen de moleculen occludine,

claudines 1-5 en ‘fjunctional adhesion molecule’ (JAM), welke zijn verbonden met het actinecytoskelet van de cel via

respectievelik zonula occludens (ZO) 1-3, en de ‘protease activated receptor'(Par)-eiwitten. De adherens junctions (AJ)

pevinden zich aan de basolaterale kant van de TJ's en vormen intracellulaire verbindingen, waarbij het eiwit E-cadherine

als belangrijkste adhesiemolecuul functioneert. E-cadherine is verbonden met het cytoskelet via B-catenine. Meest basaal

bevinden zich de desmosomen.

de aanmaak van cytokinen die allergische luchtweg-
ontsteking bevorderen. In luchtwegepitheel komen
zogeheten ‘pattern recognition receptors’ (PRR’s)
tot expressie, waartoe de proteaseactiverende recep-
toren (PAR’s), dectin-1-receptoren en toll-like recep-
toren (TLR’s) behoren.®'® Deze receptoren herkennen
lichaamsvreemde stoffen (zoals bacterién, virussen,
schimmels), wat ertoe dient dat het epitheel signalen
van gevaar aan zijn omgeving kan doorgeven. Huis-
stofmijtextract is complex van samenstelling, en van
meerdere componenten in huisstofmijt is bekend dat
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ze bepaalde PRR’s activeren, waardoor deze receptoren
mogelijk een rol kunnen spelen in de ontwikkeling
van astma.!!

Reactie van epitheel op huisstofmijt
Tot op heden is het nog onduidelijk welke compo-
nenten in huisstofmijt de reactie van het luchtweg-
epitheel na de inademing veroorzaken. Huisstofmijt
bevat meerdere verschillende proteasen, waarvan de
allergenen Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) 1,
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Tabel 1. Vergelijking van huisstofmijtpreparaten van verschillende bedrijven.

Huisstofmijt (Citeq) Huisstofmijt (ALK) Huisstofmijt (Greer)

Totale proteaseactiviteit St 4+ +
Serineproteaseactiviteit ++ ++ +
Cysteineproteaseactiviteit + + +
Totale proteaseactiviteit na

. . + + 4+
hittebehandeling
Chitinaseactiviteit ++ +++ ++
Chitinaseactiviteit na
hittebehandeling i
Endotoxinespiegels ++ +
+++ = zeer veel, ++ = veel, + = weinig, - = geen. Bron: Post et al. 201226

3, 6 en 9 de serine- en cysteineproteaseactiviteit heb-
ben. Aanvankelijk werd beschreven dat de eiwit-
knippende serineproteasen verantwoordelijk zijn voor
de afbraak van ZO-1, occludine en ook in een min-
dere mate E-cadherine.”” Het activeren van PAR-2
in epitheel door serineprotease in huisstofmijt kan
ook immunologische tolerantie voor het geinhaleerd
eiwit zoals ovalbumine doorbreken en allergie op-
wekken in een muismodel.”” Ook is beschreven dat
het activeren van de PAR-2-receptor niet alleen het
verstoren van de E-cadherinecel-celcontacten teweeg
kan brengen via een intracellulaire route, maar ook
de aanmaak van pro-inflammatoire cytokinen stimu-
leert, waaronder IL-6, IL-8, ‘granylocyte-macrophage
colony-stimulating factor’ (GM-CSF), chemokine-
ligand 17 (CCL17), ‘thymic stromal lymphopoietin’
(TSLP) en CCL20.%'*'¢ De cytokinen CCL17 en
TSLP zijn respectievelijk verantwoordelijk voor het
aantrekken en differentiéren van de Th2-cellen, ter-
wijl CCL20 het aantrekken van DC-cellen bevor-
dert.””"? CCL20 is verder een interessant chemokine,
omdat is aangetoond dat CCL20 verhoogd wordt
afgegeven na allergeenprovocatie bij astmapatiénten
en mogelijk een belangrijke rol speelt bij de ontste-
kingsreactie in de luchtwegen van astmapatiénten.”?!
Bovendien zijn de CCL20-spiegels verhoogd bij ern-
stig astma vergeleken met niet-ernstig astma en na
inademing van het allergeen.*

Huisstofmijt bevat ook componenten die niet enzy-
matisch zijn, zoals §-glucaanstructuren, die een

andere PRR genaamd dectin-1, kunnen activeren,
en waarvan bekend is dat het de aanmaak van CCL20
door luchtwegepitheel stimuleert.” Verder bevat huis-
stofmijt endotoxines afkomstig van gramnegatieve
bacterién en Der p2, die beide de toll-like receptor
(TLR)-4 in epitheel kunnen activeren en daarmee
belangrijk zijn voor de ontwikkeling van allergisch
astma in een muismodel.!”?*2* Daarnaast bevat huis-
stofmijt andere enzymatische stoffen zoals chitinase,
die de mijt bij zich draagt voor de opbouw en afbraak
van zijn chitineskelet. Van chitinase is gebleken dat
het de aanmaak van verschillende cytokinen, waar-
onder CCL17, in longepitheel stimuleert.” Huisstof-
mijt bevat dus verschillende componenten die op
meerdere manieren het luchtwegepitheel kunnen
beschadigen en/of activeren.

Eigenschappen van huisstofmijt die
belangrijk zijn voor het effect op
luchtwegepitheel en allergische sen-
sibilisatie in vivo

Omdat er nog weinig bekend is over de directe reactie
van luchtwegepitheel op huisstofmijt en daarmee
samenhangende sensibilisatie voor huisstofmijt, heb-
ben wij onlangs het effect van verschillende huis-
stofmijtextracten afkomstig van Greer, Citeq en ALK
vergeleken op humane bronchiale epitheelcellen in
vitro en bij de muis in vivo. Daarbij hebben wij de
effecten van huisstofmijtextract op barri¢refunctie
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Allergische sensibilisatie en luchtwegontsteking

Figuur 2. Effecten van huisstofmijt op luchtwegepitheel. De ‘tight junctions’ (TJ) en ‘adherens junctions’ (AJ) zijn
belangrijke cel-celcontacteiwitten voor barrierefunctie van het luchtwegepitheel. Huisstofmijt beschadigt het epitheel en
verstoort de integriteit van AJ's en TJ's, waardoor de barrierefunctie vermindert en huisstofmijt gemakkelijker de dendritische
cellen (DC’s) in de submucosa kan bereiken. Daarnaast kunnen verschillende receptoren (waaronder ‘protease activated
receptor’ (PAR)-2, toll-likereceptor (TLR)-4 en Dectin-1 op het epitheel verschillende componenten van de huisstofmijt
herkennen, wat niet alleen leidt tot verstoring van de TJ's/AJ’s maar ook de productie van pro-inflammatoire cytokines, zoals
‘granulocyte-macrophage colony-stimulating’ factor (GM-CSF), ‘thymic stromal lymphopoietin® (TSLP), chemokineligand
17 (CCL17) en CCL20, veroorzaakt. Al deze effecten van huisstofmijt leiden uiteindelijk tot een TH2-gemedieerde lucht-
wegontsteking en allergische sensibilisatie.

en cytokineproductie van epitheel in vitro en het
vermogen om kenmerken van allergisch astma te
induceren bij de muis onderzocht. Hierbij werden
luchtwegontsteking, pro-inflammatoire cytokinepro-
ductie, mestceldegranulatie, verhoogde IgE-spiegels
en luchtweghyperreactiviteit voor metacholine be-
paald. De samenstelling en biochemische activitei-
ten van de huisstofmijtextracten bleken sterk te
verschillen, voornamelijk wat betreft de serineprotea-
seactiviteit, chitinaseactiviteit en endotoxinespiegels
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(Tabel 1).*° Zo had het extract van Citeq de sterkste
serineprotease- en het extract van Greer de minste
serineproteaseactiviteiten. Bovendien was de totale
proteaseactiviteit in het Greerextract nog steeds actief
na hittebehandeling, wat aangeeft dat het Greerex-
tract hitteongevoelige proteasen bevat die verschillen
van serine- en cysteineproteasen (7zbel I). Eveneens
vonden we dat de aanwezigheid van chitinase-enzy-
men, waarvan de activiteit werd geremd door verhit-
ting, verschillend was tussen dehuisstofmijtextracten.

Jaargang 13, nr. 1 - 2013
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Daarnaast liepen endotoxinespiegels zeer uiteen in
de extracten, met de hoogste spiegels in het Citeqex-
tract (7abel 1). Verrassend genoeg zagen we dat het
extract met de laagste serineproteaseactiviteit het
sterkst de barriérefunctie van het luchtweg-epitheel
in vitro verminderde. Ondanks de beperkte serine-
proteaseactiviteit bleek dit extract belangrijke cel-
celcontacteiwitten zoals occludine af te breken en
verlies van E-cadherine in cel-celcontacten te ver-
minderen. Tevens veroorzaakte dit extract de sterkste
aanmaak van pro-inflammatoire cytokinen, waar-
onder CCL20, in het luchtwegepitheel in vitro. Geheel
onverwacht bleken deze effecten niet te remmen door
hittebehandeling van het extract, wat aangeeft dat
zowel serine- en cysteineproteasen als chitinases niet
essentieel zijn voor het verminderen van de barriére-
functie en CCL20-productie. Wel vonden we dat er
in het extract ook onbekende hittebestendige prote-
asen aanwezig zijn, die wellicht betrokken zouden
kunnen zijn bij de effecten op het luchtwegepitheel.
In het muismodel zagen we ook dat het extract met
de lage serineproteaseactiviteit voor verlies van E-cad-
herine in de celmembraan van het luchtwegepitheel
zorgde. Een belangrijke observatie was verder dat
ditzelfde extract zorgde voor allergische sensibilisatie
(IgE en huidtest) en de ontwikkeling van astmaken-
merken zoals luchtweghyperreactiviteit, ontwikke-
ling van slijm en slijmbekercelhyperplasie, allergisch
ontstekingsinfiltraat in de longen en een toename
van CCL20 en CCL"?%* De andere huisstofmijt-
extracten bewerkstelligden deze effecten niet of in
mindere mate. Behalve de serineprotease- en chiti-
naseactiviteit, bleken ook de endotoxinespiegels niet
van doorslaggevend belang voor de ontwikkeling
van de pro-inflammatoire respons op het huisstof-
mijtextract in vivo. Op basis van deze resultaten
kunnen we concluderen dat het vermogen van huis-
stofmijt om in het epitheel de barri¢refunctie te ver-
minderen en de aanmaak van pro-inflammatoire
cytokinen te bevorderen, is gerelateerd aan de aller-
gische sensibilisatie en ontwikkeling van astmaken-
merken in vivo. De reactie van het epitheel op
huisstofmijt met betrekking tot barrierefunctie en
pro-inflammatoire cytokineproductie is dus moge-
lijk doorslaggevend voor de ontwikkeling en verer-
gering van astma.

We mogen concluderen dat huisstofmijt de epitheliale
barriere doorbreekt op een serineproteaseonafhan-
kelijke manier (Figuur 2, pagina 14), en wij vermoe-

den dat andere componenten en/of nog onbekende
proteasen in het huisstofmijtextract ook de PAR-
2-receptor kunnen activeren en daarmee een effect
op E-cadherine kunnen uitoefenen, en gelijktijdig
ook de productie van belangrijke pro-inflammatoire
cytokinen zoals CCL20 en CCL17 veroorzaken
(Figuur 2)." Verder kan ook het activeren van de
dectin-1-receptor door de niet-enzymatische com-
ponent 3-glucaan, en ook Der p2 dat de TLR-4-
receptor kan activeren, een rol spelen in de cytoki-
neproductie (Figuur 2).” Wij veronderstellen dat uit-
eindelijk de combinatie van de directe effecten van
huisstofmijt op de barri¢re van het luchtwegepitheel
en het activeren van verschillende PRR’s bijdraagt
aan de aanmaak van factoren die TH2-cellen aan-
trekken en DC’s aanstuurt tot een TH2-reactie, en
dus cruciaal zijn voor de allergische sensibilisatie en
progressie naar astma (Figuur 2). Wij verwachten dat
andere allergenen mogelijk soortgelijke effecten
kunnen bewerkstelligen. Van een aantal allergenen,
waaronder kakkerlak, is bekend dat ze ook proteo-
lytische activiteit bevatten en op de PAR-2-receptor
kunnen aangrijpen.”’

Vanuit onze resultaten blijkt dat het effect van huis-
stofmijt op de functie van E-cadherine in belang-
rijke mate is gerelateerd aan allergische sensibilisatie
en astma, en E-cadherine hier mogelijk een cruciale
rol speelt. Om dit te onderzoeken zijn wij momen-
teel bezig met de ontwikkeling van een conditionele
E-cadherine-knock-outmuis waarmee op een gene-
tische manier in alle luchtwegepitheelcellen de expres-
sie van E-cadherine kan worden uitgeschakeld. Met
deze muizen kunnen we dan onomstotelijk aantonen
of E-cadherineverlies een kritieke stap is in de ont-
wikkeling en/of verergering van allergisch astma na
allergeeninhalatie

Huisstofmijt en de astmatische patiént
Het wordt steeds duidelijker dat het luchtwegepi-
theel een cruciale rol speelt bij het ontwikkelen van
allergisch astma. Onderzoek naar het luchtwegepi-
theel bij de astmatische patiént heeft aangetoond
dat er kenmerken zijn van schade, zoals het loslaten
van trilhaarepitheel en vermindering van E-cad-
herine-expressie.* Hoewel het nog steeds niet hele-
maal duidelijk is of de veranderingen in het epitheel
bij astmapatiénten oorzaak of gevolg zijn van de ziekte,
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Aanwijzingen voor de praktijk

1. Het luchtwegepitheel en de schade die huisstofmijt hieraan toebrengt, spelen een
cruciale rol bij het ontwikkelen van allergisch astma.

2. Het vermogen van huisstofmijt om de barriérefunctie van het epitheel te verminderen
en de aanmaak van pro-inflammatoire cytokinen te bevorderen, is niet gerelateerd
aan de aanwezigheid van serine- en cysteineproteasen.

3. Het beschadigende effect van huisstofmijt, onder meer door het verminderen van
de functie van E-cadherine, is in belangrijke mate gerelateerd aan allergische sensi-

bilisatie en astma.

is gevonden dat deze veranderingen al heel vroeg
optreden bij kinderen met astma, vaak al voordat de
diagnose wordt gesteld.” Bovendien blijkt dat de
meeste gevoeligheidsgenen voor astma tot expressie
komen in het epitheel. Deze genen zouden ertoe
kunnen bijdragen dat het luchtwegepitheel van astma-
patiénten gevoeliger is voor schade door allergenen
ofwel een verminderd vermogen heeft om te herstel-
len na beschadiging. Uit nieuw voorwerk weten we
dat astma-epitheel inderdaad sterker reageert op
huisstofmijtextract dan epitheel van gezonde con-
trolepersonen, dat wil zeggen met betrekking tot het
verlies van barrierefunctie en de aanmaak van pro-
inflammatoire cytokinen. Daarom is het van belang
meer onderzoek te doen naar de onderliggende
mechanismen die betrokken zijn bij de reactie van
het luchtwegepitheel op huisstofmijt. Ons verdere
onderzoek naar de effecten van E-cadherineverlies
in het luchtwegepitheel, de gevolgen hiervan voor
de ontwikkeling van allergisch astma en de daarbij
betrokken mechanismen, zal hopelijk leiden tot
nieuwe inzichten in de ontwikkeling van een therapie
tegen astma.

Conclusies

Uit ons recente onderzoek is gebleken dat de ver-
minderde barriérefunctie van het luchtwegepitheel
na huisstofmijtblootstelling gerelateerd is aan aller-
gische sensibilisatie, waarbij serine- en cysteinepro-
teasen geen belangrijke rol spelen. Daarentegen blijkt
dat de effecten van huisstofmijt op E-cadherinever-
lies in het luchtwegepitheel en de gevolgen hiervan
een belangrijke rol kunnen spelen in toekomstige
behandelingsstrategieén van allergisch astma.
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