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Th17 and Th17/Th2 lymphocytes — what is their role in the
pathogenesis of bronchial asthma?

S UMMARY

About 20 years ago, two subsets of effector CD4+ Th cells with different
functions and patterns of cytokine secretion were identified and were named
as type 1 Th (Th1) and type 2 Th (Th2), respectively. Asthma is a complex
human disease characterized by airway hyperresponsiveness and
inflammation, and the Th2 immunity is undoubtedly important in supporting
bronchial inflammation during allergic asthma. Many clinical and experimental
observations over the past 5 years have suggested that asthma is much more
heterogeneous and complex than suggested by the Th2 paradigm. In
particular, it has been found that some patients had high levels of IFN-y, IL-17,
and neutrophils in the lungs. Although the existence of IL-17 as a product of
activated CD4+ T cells has been known for more than 10 years, Th17
lymphocytes have only recently been recognized as a distinct subset of Th
cells. These lymphocytes were shown to play a role in regulating neutrophilic
and macrophage inflammation in the lung in severe, steroid-insensitive
asthma. The newest discovery is a novel subset of human circulating memory
CDA4 T cells that produce both IL-17A and IL-4. This previously unknown
population of Th17/Th2 lymphocytes was more represented in the circulation
of patients with allergic asthma than in healthy donors. Although further
studies are required to address the molecular mechanisms of Th17 and
Th17/Th2 cell-mediated enhancement of allergic airway inflammation, the
present observations raise the possibility that these cells could be a novel
therapeutic target for severe asthma. In this review, the current understanding
of the roles of Th17 and Th17/Th2 cells in the pathogenesis of asthma will be
summarized.

Ponad 20 lat temu, na podstawie réznic w funkcji i profilu wydzielanych
cytokin, dokonano podziatu efektorowych limfocytow Th CD4+ na dwie
subpopulacje, okreslane jako typ 1 komérek Th (Th1) i typ 2 komérek Th
(Th2). Astma jest heterogenng chorobg cechujaca sie nadreaktywnoscia
i przewleklym stanem zapalnym oskrzeli. Bez watpienia limfocyty Th2
podtrzymuja proces zapalny w przebiegu astmy alergicznej, jednak
obserwacje poczynione w ciggu ostatnich 5 lat Swiadczg o ztozonosci
proceséw zaangazowanych w patogeneze tej choroby, ktére wykraczaja
poza mozliwosci oddzialywania samych komoérek Th2. Zwrécono uwage
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na wysokie stezenia IFN-y, IL-17 oraz neutrofiléw, ktoére wystepuja w
ptucach niektérych pacjentéw chorych na astme. Mimo ze istnienie IL-
17, jako produktu aktywowanych lim~focytéw CD4+, znane jest od
ponad 10 lat, dopiero niedawno wyodrebniono populacje komérek Th17.
Limfocyty te wydajg sie warunkowaé naptyw neutrofiléow i makrofagow
do ogniska zapalnego w ptucach, zwtaszcza w przypadkach ciezkiej,
steroidoopornej astmy. Natomiast najnowszym odkryciem sa limfocy-ty
zdolne do produkciji zaréwno IL-17A, jak i tez IL-4. Zwiekszony odsetek
tej uprzednio nieznanej popula-cji Th17/Th2 wykryto w krazeniu chorych
na astme alergiczng. Mimo koniecznosci prowadzenia dalszych badan
nad mechanizmami udziatu zaréowno komérek Th17, jak i Th17/Th2 w
rozwoju stanu zapalnego w przebiegu astmy, dotychczasowe informacje
pozwalajg przypuszczaé, ze limfocyty te mogq stanowic¢ cel terapii w
ciezkich postaciach omawianej choroby. Niniejsza praca ma na celu
przedstawienie obecnengo stanu wiedzy na temat roli komérek Th17 i
Th17/Th2 w patogenezie astmy.
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Populacja limfocytéw CD4+ obejmuje zaréwno komorki efektorowe, ukierunkowane na
obrone organizmu przed patogenami, jak tez limfocyty regulatorowe (ang. T regulatory
cells, Treg), ktérych gtéwng funkcjg jest wygaszanie odpowiedzi immunologicznej wobec
autoantygenow oraz antygenow egzogennych, gdy odpowiedz immunologiczna przeciw
nim staje sie zbyt silna. Podziat komérek T pomocniczych (ang. T helper cells, Th) na
dwie subpopulacje Th1 i Th2, zaproponowany przez Mosmanna i wsp. w 1986 r. [1] stracit
obecnie na aktualno$ci z powodu pojawienia sie w ostatnich latach nowych metod oceny
czynnosciowej oraz coraz dokfadniejszych sposobdéw immunofenotypowania limfocytow.
W 2005 r. opisano komorki Th17, ktorych cechg charakterystyczng jest wydzielanie
interleukiny 17A (IL-17A) [2], chociaz zdolnos¢ aktywowanych komorek T CD4+ do
produkcji IL-17 znana jest juz od ponad 10 lat. Cytokina ta jest wtasciwie rodzing pieciu
interleukin, nazwanych kolejno IL-17A-F. IL-17-A i IL-17F, swoiste dla limfocytow Th17,
mogg wystepowac jako homodimery (IL-17A lub IL-17F) albo heterodimery (IL-17A-IL-
17F). Pozostate cytokiny, czyli IL-17B-E pochodzg z innych niz komorki T zrodet. W 2010
r. wérod limfocytow krwi obwodowej chorych na astme oskrzelowg odkryto kolejng
subpopulacje komorek, ktore za wzgledu na profil wydzielanych cytokin, nazwano
Th17/Th2.

Swiatowa Inicjatywa Zwalczania Astmy (GINA) definiuje astme jako przewlekig chorobe
zapalng drog oddechowych, w ktérej uczestniczy wiele komoérek i substancji przez nie
uwalnianych. Przewlekte zapalenie jest przyczyng nadreaktywnosci oskrzeli, prowadzgce;j
do nawracajgcych epizodow swiszczgcego oddechu, dusznosci, Sciskania w klatce
piersiowej i kaszlu, wystepujgcych szczegolnie w nocy lub nad ranem. Epizodom tym
zwykle towarzyszy rozlana obturacja oskrzeli o zmiennym nasileniu, czesto ustepujgca
samoistnie lub pod wptywem leczenia. Mimo trwajgcych prac nad optymalizacjg terapii
astmy, choroba ta pozostaje nieuleczalna i w wielu przypadkach trudna do kontroli,
dlatego tez niezwykle istotne jest poszukiwanie kolejnych mechanizmow
patogenetycznych warunkujgcych jej rozwdj i heterogenny przebieg.

Rola limfocytéw Th17 w patogenezie astmy oskrzelowej

Czynnikami transkrypcyjnymi, warunkujgcymi réznicowanie sie limfocytéw T w kierunku
Th17 sa: kluczowy ROR yT (ang. retinoic acid-related orphan receptor yt), IRF4 (ang.
interferon regulatory factor 4) oraz Batf (ang. basic leucine zipper transcription factor) [3].
Dodatkowo w powstawaniu charakterystycznego immunofenotypu Th17 biorg udziat:
interleukina 6 (IL-6) [4], IL-1PB [5], IL-21 [6], a takze szereg innych cytokin, w tym
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transformujgcy czynnik wzrostu (ang. transforming growth factor, TGF-). Rola TGF-f3
pozostaje jednak przedmiotem kontrowersji - hamujgco na réznicowanie komoérek Th17
wptywajg wysokie stezenia tej cytokiny[7]. Interleukiny wydzielane przez limfocyty Th1 i
Th2 wykazujg natomiast dziatanie inhibicyjne wzgledem powstawania omawianej
subpopulacji [8].

Rycina 1 przedstawia udziat wybranych cytokin wydzielanych przez limfocyty Th17 w
patogenezie astmy oskrzelowe;.
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Gtoéwng rolg limfocytéw Th17 jest rekrutacja i aktywacja granulocytéw obojetnochtonnych.
Proces ten odbywa sie w dwojaki sposob — albo bezposrednio poprzez wydzielanie IL-8
[9], albo posrednio dzieki zdolnosci do indukcji wytwarzania w tkankach CSF (ang. colony
stimulatory factors) i CXCL8 [10]. Ponadto limfocyty Th17 wykazujg w warunkach in vitro
zdolnos¢ do aktywacji komérek nabtonka oskrzeli do produkcji chemokin, nalezgcych do
rodziny CXCL, oraz mucyn (MUC5AC, MUC5B) [11], a takze do indukcji ekspresji
defensyny [12] i CCL20 w komadrkach epitelialnych drég oddechowych [13]. Wtasciwosci
te spowodowaly, ze populacja Th17 kojarzona byta na poczatku wytgcznie z funkcjg
obronng przed patogenami zewngtrzkomorkowymi [11, 12].

Wiadomym jest, ze u chorych, u ktérych wystepuje astma nieatopowa, niezalezna
od IgE, poziom neutrofilii w drogach oddechowych koreluje z ciezkosciag choroby
[14]. Obecnos¢ naciekéw neutrofilowych opisano rowniez w ciezkich postaciach
astmy, a znaczny wzrost liczby neutrofiléw wykazano w przypadkach stanu
astmatycznego [15]. Tak wiec zaleznos¢ pomiedzy ciezkoscig astmy a stezeniem IL-
17A jest znana, jednak wcigz analizowane s zwigzki choroby z funkcjg limfocytéw
Th17 [16].

W modelu zwierzecym wykazano, ze komorki Th17 nasilajg proces zapalny i we
wspotdziataniu z Th2 zwiekszajg reaktywnosc¢ oskrzeli. Ponadto ekspozycja na alergeny
wziewne powoduje wzrost odsetka limfocytow Th17, a myszy pozbawione genu
kodujgcego IL-17F wykazujg sladowy naptyw neutrofilow do drog oddechowych [17].
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U pacjentéw z astma o przebiegu ciezkim i Srednio ciezkim opisano zwiekszong
ekspresje IL-17A i IL-17F w btonie podsluzowej sciany oskrzeli. W przypadkach
ciezkiej astmy dodatkowo wykazano obecnos¢ obfitych naciekéw neutrofilowych
[18]. Ponadto dowiedziono, ze zwiekszona reaktywnos¢ oskrzeli w tescie z
metacholing dodatnio koreluje ze stezeniem IL-17A w plwocinie [19].

Oprocz wspomnianych powyzej IL-17A i IL-17F, limfocyty Th17 wydzielajg rowniez IL-21,

IL-22, IL-6, IL-26 oraz TNF-a. Najwazniejsze funkcje wybranych cytokin w aspekcie
patogenezy astmy przedstawiono w Tabeli 1.

& Hajwainhjaze funkcje wyhranych cytoldn wytwarzanych

Cytokina wytwarzana | Najwazniejsze funkcje cytokiny
przez limfocyty Th17

IL-17A indukcja cytokin | chemokin wplywajacych na akiywacie,
rekrutacje i migracje neutrofiliw do ogniska zapalnego - nasi-
lenie reakcji zapalnej

wzmozona ekspresja ICAM-1 na powierzchni komorek doce-
lowych

aktywacja komorek nablonkowych, srodblonka oraz fibrobla-
stow do wytwarzania innych cytokin: IL-6, IL-8, G-CSF oraz
prostaglandyny E2 [20, 21]

IL-17F aktywnos¢ prozapalna w drzewie oskizelowym
indukcja cytokin

wzmozenie reaktywnosci oskrzeli
wzmozenie wydzielania sluzu [22]

IL-21 autokrynny czynnik wzrostu dia komarek Th17 [6]

IL-22 cytokina prozapalna
aktywnosc przeciwbakteryjna i przeciwgrzybicza
zwlaszcza w drogach oddechowych [23]

Szczegolnie ciekawe obserwacje dotyczg interleukiny IL-17F, ktéra zostata opisana w
2001 r. Zarowno w doswiadczeniach in vivo, jak i in vitro, wykazano jej aktywnos¢
prozapalng w astmie oskrzelowej. Stezenie IL-17F w drogach oddechowych pacjentéw
chorujgcych na astme byto istotnie wyzsze niz wsrdd populacji zdrowych ochotnikéw,
dodatkowo jej poziom korelowat z ciezkoscig choroby. Ponadto wykazano zdolnos¢ IL-
17F do indukgji niektorych cytokin, chemokin i czgsteczek adhezyjnych na komérkach
nabtonka oskrzeli, Srédbtonka naczyn, na fibroblastach i eozynofilach. IL-17F poprzez
wigzanie z receptorami IL-17RA i IL-17RC aktywuje szlak sygnatowy kinazy MAP (ang.
mitogen-activated protein kinase). Oprécz limfocytéw Th17, zrédtem IL-17F sg komorki
tuczne i bazofile. Nadekspresja genéw dla tej cytokiny w drogach oddechowych myszy
zwigzana jest z lokalng neutrofilig, indukcjg cytokin, nadmierng reaktywnoscig oskrzeli i
wzmozonym wydzielaniem sluzu. Wydaje sie zatem, ze IL-17F odgrywa wazng role w
alergicznym procesie zapalnym toczgcym sie w drogach oddechowych, co w przyszitosci
moze zostaé wykorzystane przy opracowywaniu terapii celowanej w leczeniu astmy [22].

Rola limfocytéw Th17/Th2 w patogenezie astmy
oskrzelowej
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W 2010 r. Cosmi i wsp. [24] dokonali opisu nowej subpopulacji krgzgcych limfocytéw T
pamieci CD4+, zdolnych do produkcji zaréwno IL-17A, jak tez IL-4. Z uwagi na profil
wydzielniczy, tgczacy cechy komorek Th17 i Th2, nazwano je limfocytami Th17/Th2.

Istotnie wiekszg liczbe limfocytéw Th17/Th2 stwierdzono we krwi obwodowej
pacjentéw z astmg alergiczng niz w grupie zdrowych ochotnikéw, co moze
wskazywaé na wazng funkcje tych komérek w rozwoju tej choroby.

Obecnos¢ ludzkich limfocytéw Th17, zdolnych do produkcji IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 oraz IL-
17A, IL-8 i IL-22 wykazano poczatkowo w warunkach in vitro wsréd klonow limfocytow T,
wygenerowanych z krgzgcych komorek T o fenotypie CD4+CD161+CCRG6+. Nastepnie
badania wykonano na swiezych probkach krwi pochodzgcych od oséb zdrowych i
chorujgcych na astme, uzyskujgc potwierdzenie wczesniejszych obserwacji. Poniewaz
limfocyty Th17 cechuje ekspresja IL-4R (receptora dla IL-4), sg one wrazliwe na stezenie
IL-4, ktéra z kolei ma zdolno$¢ do indukcji fosforylacji STAT6, a komorki Th2 nie posiadajg
ani IL-1R1, ani IL-23R, przez co nie zachodzi w nich fosforylacja czynnikdw STAT3 i
STAT4 w odpowiedzi na IL-23. Wnioskuje sie zatem, ze w srodowisku o duzym stezeniu
IL-4 dochodzi do zmiany fenotypu alergenowo swoistych limfocytow Th17 w Th17/Th2
[24].

Klasyczne, alergenowo swoiste limfocyty Th2, reagujgce z alergenem w obrebie drzewa
oskrzelowego mogg réwniez, dzieki zdolnosci do produkciji IL-4, powodowac przemiane
komorek Th17, wyspecjalizowanych w zwalczaniu patogenow, w kierunku populacji
Th17/Th2 [25]. Rbéznicowanie alergenowo swoistych limfocytow Th2 w komorki
produkujgce IL-17 moze takze zachodzi¢ w odpowiedzi na toczgcg sie reakcje zapalng. U
myszy wykazano, ze cytokiny prozapalne, takie jak IL-1p3, IL-6, and IL-21 mogg
bezposrednio doprowadzac¢ do wzmozenia ekspresji genéw IRF4 i RORyt, czego efektem
jest produkcja IL-17 przez klasyczne komorki Th2. Przedstawione dane swiadczg o
niezwyktej plastycznosci fenotypu limfocytéw, jaka ujawnia sie podczas trwania reakcji
zapalnej w toku rozwoju astmy [26].

Stwierdzenie istnienia komorek T CD4+, zdolnych do wytwarzania cytokin wiasciwych
komérkom Th17 i Th2 oraz wykazanie ich wysokiego odsetka we krwi oséb cierpigcych
na astme, nasuwa pytanie o role tych limfocytow w patogenezie astmy alergiczne;.
Dotychczas nie opublikowano danych na temat obecnosci komorek Th17/Th2 w
poptuczynach oskrzelikowo-pecherzykowych ani bioptatach uzyskanych z drzewa
oskrzelowego chorych na astme. Stwierdzono jednak obecnos¢ subpopulacji limfocytow
charakteryzujgcych sie ko-ekspresjg czynnikdw transkrypcyjnych GATA3 i RORyt oraz
produkujgcych cytokiny wtasciwe komorkom Th17 i Th2 u myszy [26]. Interesujgce jest,
ze podanie myszom z wyindukowang astmg komérek Th2 produkujgcych IL-17
spowodowato hiperplazje komoérek kubkowych, zwiekszone wydzielanie sluzu po
ekspozycji na alergen oraz naptyw neutrofildw, eozynofiléw, makrofagéw i limfocytow. U
zwierzat laboratoryjnych, ktérym podano same komorki Th2, doszto do naciekdw
eozynofilowych, natomiast u tych, ktérym podano Th17 — jedynie do naptywu neutrofiléw
[26]. Badania kontynuowano na myszach A/J (model astmy ciezkiej) oraz C3H/HeJ
(model astmy umiarkowanej), uzyskujgc potwierdzenie tezy, ze w przypadkach silnej
nadreaktywnosci oskrzeli dochodzi do ko-produkcji IL-17A i cytokin wtasciwych
limfocytom Th2. Lzejsze przypadki astmy przebiegaty tylko ze zwiekszonym wydzielaniem
cytokin subpopulacji Th2. Zablokowanie produkcji IL-17A u myszy A/J spowodowato
ztagodzenie objawow, natomiast indukcja ekspresji tej cytokiny u myszy C3H/HeJ
doprowadzita do zaostrzenia choroby [27].

Podsumowanie
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Poczagtek XXI wieku przyniést wiele istotnych odkry¢ zaréwno w zakresie badan nad
klinikg astmy, jak tez immunofenotypowania i oceny czynnosciowej limfocytow
zwigzanych z patogenezg tej choroby. Wyrézniono takie typy astmy, jak: astma
alergiczna, ciezka astma stroidooporna, zwigzana z otytoscig, indukowana wysitkiem
fizycznym, ekspozycjg na zanieczyszczenie powietrza lub aspiryne oraz
scharakteryzowano oddziatywania miedzykomorkowe, warunkujgce powstanie i
podtrzymanie przewlektego stanu zapalnego w dolnych drogach oddechowych.
Dodatkowo stwierdzono, ze limfocyty Th17 posrednio dziatajgce chemotaktycznie na
neutrofile mogg odpowiadaé za powstanie ciezkich postaci astmy oskrzelowej
nieatopowej i steroidooporne;j.

Mozna, zatem przypuszczaé, ze przyszitoscia terapii zwtaszcza ciezkich form astmy
stang sie preparaty dziatajagce antagonistycznie wzgledem IL-17A lubl/i IL-17F.
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