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TIIVISTELMA

Syopa on yksi yleisimmistd kuolinsyistd maailmanlaajuisesti, ja sen esiintyvyys kasvaa jatkuvasti
védeston ikddntyessd. SyOpdkasvain ei kehity erillddn muusta ympéristostd, vaan silld on jatkuva
vuorovaikutus ympérdivien solujen kanssa. Nadmd vuorovaikutukset muokkaavat toistensa
ominaisuuksia ja tukevat kasvaimen selviytymistd. Kasvaimen mikroympdriston solut, kuten
kasvainassosioidut makrofagit (TAM) ovat téssd kehityskulussa keskeisid ja tarjoavat kiinnostavan
kohteen tulevaisuuden sydpéhoitoihin.

Makrofagit ovat synnynndisen immuunijirjestelmén keskeisid soluja, jotka osallistuvat patogeenien
eliminointiin, solujdtteen poistamiseen, tulehdusreaktioiden séételyyn, kudosvaurioiden
korjaamiseen sekd antigeenien esittelyyn T-soluille. Ne mukautuvat mikroympéristonsé signaaleihin
ja polarisoituvat joko tulehdusta edistidviksi M1- tai tulehdusta vaimentaviksi M2-soluiksi. Késitteet
M1 ja M2 kuvaavat makrofagien kahta airipddtd polarisaatiojatkumolla. Todellisuudessa
makrofagien ilmiasu on jotain ndiden kahden vililtd. Polarisaatio tapahtuu Thl- ja Th2-auttaja-T-
solujen erittdmien sytokiinien ohjaamana. Thl-soluista perdisin oleva interferoni-y aktivoi MI-
makrofageja, kun taas Th2-soluista erittyvit interleukiini 4 ja interleukiini 13 ohjaavat makrofageja
M2-fenotyyppiin.

TAMit ovat kasvaimen mikroympériston muokkaamia makrofageja, joiden toiminta eroaa terveissa
kudoksissa esiintyvistd makrofageista. TAMit ilmentdvit usein immunosuppressiivista, M2-kaltaista
fenotyyppid. Ne tukevat angiogeneesid, soluviliaineen hajotusta, kasvaimen invaasiota ja
metastaasien muodostumista sekd heikentdvdt T-soluvilitteistd immuunivastetta. Kasvaimen
mikroympéristd6 muokkaa myds TAMien metaboliaa, mikd entisestddn edesauttaa sydpidsolujen
kykyé piiloutua immuunivasteilta.

TAMien kliininen merkitys perustuu niiden keskeiseen rooliin kasvaimen mikroympéristossa ja
nithin on kohdistettu useita immunoterapioita. CSFI1R- estdjat pyrkivat vihentamédin TAMien
madrdd, kun taas PD-1/PD-L1-estdjat tdhtddvét fagosytoosikyvyn palauttamiseen. Haasteena on
kuitenkin =~ kasvaimen  kyky  kompensoida  TAM-populaation  vdhenemistd  muiden
immunosuppressiivisten solujen, kuten myelooisten suppressorisolujen avulla. Makrofagien
uudelleenohjelmointi-immunoterapia tarjoaa uuden hoitokeinon. Niiden tavoitteena on muuntaa
TAMien fenotyyppid kasvainta torjuvaksi, esimerkiksi lisddmaélld makrofagien fagosytoosikykysé,
antigeenien esittelyd ja T-soluvilitteistd immuunivastetta. Vaikka monoterapioiden tulokset ovat
olleet toistaiseksi vaatimattomia, yhdistelméhoidot ja tarkempi TAM-alatyyppien kohdentaminen
tarjoavat lupaavia nakymid tehokkaampien hoitostrategioiden kehittdmiseksi.

Asiasanat: makrofagit, kasvainassosioidut makrofagit, kasvaimen mikroymparistd, immunoterapia
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1. Johdanto

SyoOpa on yksi merkittivimmistd globaaleista terveyshaasteista, ja sen esiintyvyys kasvaa jatkuvasti
vdeston ikddntyessd ja elintapojen muuttuessa. Sydpdkasvaimen kehittyminen on monivaiheinen
prosessi, jossa geneettiset muutokset, solujen hallitsematon kasvu ja ympériston signaalit yhdistyvit.
Kasvaimen eteneminen ei kuitenkaan tapahdu eristyksissd, vaan se on jatkuvassa vuorovaikutuksessa
sitd ympardivien kudosten ja solujen kanssa. Tétd kasvaimen ulkopuolisten solujen ja rakenteiden
kokonaisuutta kutsutaan kasvaimen mikroympéristoksi (tumor microenvironment, TME), joka

koostuu muun muassa immuunisoluista, fibroblasteista, verisuonista ja soluvéliaineesta'.

Kasvaimen mikroympériston vaikutus syovidn etenemiseen on ratkaiseva. TME ei ainoastaan tue
syopdsolujen kasvua ja lisddntymistd, vaan my0s vaikuttaa siithen, kuinka syOpdsolut valttavét
immuunijirjestelméin tuhoavat vasteet, levidvit uusiin kudoksiin ja kehittivit ldikeresistenssii®>.
Mikroympdristdon solujen ja molekyylien vuorovaikutukset sdételevét keskeisid prosesseja, kuten

angiogeneesii, kudosinvaasiota, solujen liikkuvuutta ja tulehdusreaktioita?.

Synnynndinen immuniteetti muodostaa ensimmdisen puolustuslinjan kasvaimia vastaan.
Synnynndisen immuunijdrjestelmdn solut, kuten makrofagit, dendriittisolut ja luonnolliset
tappajasolut (NK-solut), tunnistavat vaarasignaalit nopeasti ja kdynnistdvit tulehdusreaktioita.
Kasvaimen mikroympéristossd monet niistd soluista kuitenkin ohjelmoituvat uudelleen tukemaan
kasvaimen selviytymistd*>. Erityisesti kasvainassosioidut makrofagit (TAM) ovat keskeisid
solutyyppejd,  jotka  mukautuvat  kasvaimen  tuottamien  signaalien  vaikutuksesta
immunosuppressiiviseen ja kasvainta edistdviin fenotyyppiin®. Liséksi kasvaimen edetessid TAM-
populaatiot muuttuvat yhd heterogeenisemmiksi ja voivat osallistua monin tavoin kasvaimen
mikroympariston muokkaamiseen kasvainta tukevaksi ekosysteemiksi. Tésté seuraa, ettd TAMien on

osoitettu olevan osa kaikkia syovén tunnuspiirteitd’.

Kasvaimen mikroympdriston ja immuunijédrjestelmén vélinen vuorovaikutus tarjoaa sekd haasteita
ettd mahdollisuuksia uusille sydpdhoidoille. Immunoterapian nékokulmasta kasvaimen
mikroympériston solujen, erityisesti synnynndisen immuniteetin solujen ja TAMien,
uudelleenohjelmointi tarjoaa lupaavan ldhestymistavan syovian torjuntaan. Ymmartdmalld
syvillisemmin, kuinka makrofagit vaikuttavat syovdn dynamiikkaan, voidaan kehittdd uusia

strategioita tehokkaampien ja kestidviampien sydpéhoitojen toteuttamiseksi®.



Tédméin kandidaatintutkielman tavoitteena on syventdd ymmarrystd kasvaimen mikroympériston,
erityisesti kasvainassosioituneiden makrofagien, roolista syovdn kehittymisessd ja etenemisessa.
Tarkastelen my0s uusia hoitostrategioita, joilla pyritddn hyodyntdmédn tétd tietoa sydvén

immunoterapian parantamiseksi.

2. Makrofagien rooli syovéssa

Makrofagit ovat monimuotoinen ja vélttimaton osa immuunijirjestelmad, ja ne osallistuvat kudosten
kehitykseen, homeostaasiin sekd immuunivasteisiin. Aikuisissa nisdkkdissd makrofageja 10ytyy
kaikista kudoksista ja niiden vélinen toiminnallinen ja rakenteellinen eroavaisuus on suurta. Niiden
kyky mukautua erilaisiin fysiologisiin ja patologisiin olosuhteisiin tekee niistd ainutlaatuisia
solutyyppejd. Makrofagit eivit ole yksi yhtendinen solutyyppi, vaan ne koostuvat joukosta erilaisia
ja toimintakyvyiltdédn erikoistuneita populaatioita, jotka muokkautuvat kudosympéristonsd mukaan.
Tama fenotyyppinen monimuotoisuus johtuu sytokiinien, kasvutekijoiden ja transkriptiotekijoiden

vuorovaikutuksesta, jotka maérittdvat niiden lopullisen fenotyypin.

2.1. Makrofagien alkupera ja kehitys

Makrofagien alkuperdd ja niiden kehitystd on tutkittu useaan otteeseen ja perinteinen kasitys siité,
ettd kaikki makrofagit ovat perdisin verenkierron monosyyteistd, on suurelta osin kumottu®.
Mononukleaarisen fagosyyttisysteemin perusteella makrofagit kehittyvit luuytimessd syntyneistd
verenkierrossa kiertdvistd monosyyteistd. Makrofageja syntyy my0s jo varhaisen yksilonkehityksen
aikana ja ndmé toisistaan eroavat solupopulaatiot pysyvét aikuisuuteen asti. Myods makrofagien
kehityslinjakohtainen toiminta, erityisesti &drsykkeen, kuten infektion jdlkeen on toistaiseksi
tuntematon. Tama korostaa tarvetta jatkotutkimuksille, joissa selvitetddn makrofagien toiminnallisten

fenotyyppien tunnistamista fysiologisissa olosuhteissa.

Suurin osa tdménhetkisistd 10ydoksistd perustuu hiiriin, eivitkd ne vilttimattd vastaa tdysin
kehityspolkua ihmisissd. Pitkdén ajateltiin, ettd monosyytit ovat tirkein aikuisiin kudosmakrofagien
ldhde, mutta tutkimukset ovat osoittaneet, ettd useimmat kudosmakrofagit yllapitavit populaationsa
itsendisesti paikallisen lisddntymisen avulla sen sijaan, ettd ne jatkuvasti uusiutuisivat monosyyttien

rekrytoinnin kautta® 10,



Makrofagien kehitys alkaa jo alkionkehityksen alkuvaiheessa. Embryogeneesin aikana
ruskuaispussin ektodermisistd syntyy erytromyeloiisia esiastesoluja (EMP), jotka kehittyvit
makrofagien esiasteiksi. Makrofagiesiasteet siirtyvdt pernan kautta organogeneesin aikana eri
kudoksiin ja erilaistuvat sielld, jolloin ne muodostavat elinspesifeji kudosmakrofagipopulaatioita'!.
Erilaistuneisiin kudosmakrofageihin kuuluvat keuhkojen esimerkiksi alvolaarimakrofagit, maksan
Kupfferin solut, interstitiaalisen sidekudoksen histiosyytit sekd luun osteoklastit. Muut ihmnisen
makrofagit ovat perdisin myelooisista esiastesoluista, joita syntyy luuytimessd sekd varhaisen
yksilonkehityksen aikana maksassa. Ndma esiastesolut siirtyvét verenkierron kautta kudoksiin sekd

pernaan, joka toimii monosyyttien varastokudoksena.

Yksilonkehityksen alkuvaiheessa sikion maksa toimii hematopoieesin ldhteend tuottaen kiertdvia
monosyyttejd, joista kehittyvdt monosyyttiperdist makrofagit. Monosyyttiperdiset makrofagit
osallistuvat kudosmakrofagipopulaatioiden ylldpitoon. Syntymin jidlkeen kaikki elimet siséltavéat
my0s monosyyttiperdisid makrofageja (MDM), joiden elinikd vaihtelee. Luuston muodostumisen
myo6td sikion maksan hematopoieesi vdhenee ja luuytimen hematopoieesi lisddntyy, niin ettd
luuytimen hematopoieesi korvaa sikion maksan hematopoieesin. Luuytimessd syntyvien

monosyyttiperdisten makrofagien uusiutumisesta vastaavat hematopoieettiset kantasolut (HSC).

Makrofagien erilaistumista ja sdilymistd sddtelevit useat keskeiset kasvutekijdt ja transkriptiotekijét.
CSFIR (Pesdkettd stimuloiva tekijd 1 -reseptori) on yksi tairkeimmistd makrofagien eloonjdédmiseen
jaerilaistumiseen vaikuttavista tekijoistd. Se esiintyy ldhes kaikilla makrofageilla, ja sen poistaminen
johtaa monien kudosmakrofagien hdvidmiseen. CSFIR poistaminen ei kuitenkaan hévitd kaikkia
kudosmakrofageja, mikd tukee teoriaa makrofagien monimuotoisista alkuperistd®. Makrofagilinjan
solujen monimuotoista alkuperdd tukevat my0s tutkimukset Langerhansin soluilla ja

mikrogliasoluilla, jossa osoitettiin, ettei niiden uusiutuminen ole tdysin riippuvaista luuytimesta.'% 12

2.2. Makrofagien plastisuus ja polarisaatio

Makrofagien toiminnallisen heterogeenisyyden fysiologista perustaa ja mikroympériston suurta
merkitystd makrofagien toiminnan sditelyssd on tutkittu viime vuosikymmenen aikana paljon.
Tutkimukset ovat myds osoittaneet, ettd makrofagifenotyypit eivét ole pysyvid, vaan makrofagit

voivat siirtyd yhdestd toiminnallisesta fenotyypistd toiseen paikallisten olosuhteiden mukaisesti.



Niiden toiminta on vahvasti sidoksissa niiden ympéristoon ja muihin immuunipuolustuksen
soluihin'3. Tdmai fenotyypin vaihtelu makrofagien eri toiminnallisten on tirked tutkimuksenala, kun

halutaan selvittia niihin kohdistuvia hoidollisia menetelmid seki vaikutusta tautien patogeneesiin.

Useat ympariston tekijat, kuten kemokiinit, sytokiinit, hormonit ja hahmontunnistusreseptorit (PRR,
pattern recognition receptor) vaikuttavat makrofagien toiminnalliseen vasteeseen ja ulkoasuun, mika
johtaa useiden eri fenotyyppien syntyyn jopa saman makrofagipopulaation sisilld'?. Ympiriston
heterogeenisuuden takia, jokainen makrofagipopulaatio ilmentdd ainutlaatuista toiminnallista
profiilia. My0s saman makrofagipopulaation sisdlld esiintyy merkittivdd heterogeenisyytta.
Esimerkiksi osa suoliston makrofageista on erikoistunut sédteleméin hermosolujen toimintaa ja toiset
ylldpitimiéin verisuonien eheytti ja lipiisevyyttd'4. Tdmai osoittaa, ettd makrofagien toiminnallinen
monimuotoisuus ei rajoitu ainoastaan kudosten vilisiin eroihin, vaan myds saman kudoksen sisélla

ilmenee vaihtelua.

On huomattu, ettd identtiset makrofagit, jotka siirretdén erilaisiin ympdristdihin eivit ainoastaan
ilmennd erilaista toiminnallista fenotyyppid, vaan ne myds kdyvét ldpi erilaisia toiminnallisia
kehityskulkuja reagoidessaan samaan érsykkeeseen.'> In vivo makrofagit kykenevit muuttamaan
toiminallista muotoaan infektion tai tulehdusaltistuksen myotd. Tadmé rajoittaa kykyd médrittda,
ovatko eri fenotyyppisid tai toiminnallisia profiileja ilmentdvit makrofagit perdisin erillisistd
solutyypeistd vai ovatko ne saman alkuperdisen linjan soluja, joiden toimintaa on erilaista
vaihtelevasta mikroympéristostd johtuen. Ongelmana on myds, ettd makrofagien in vitro tunnistetut

pintamarkkerit eivit tdysin vastaa niiden ilmentymisté in vivo.

Makrofagien toiminnallinen ilmiasu voidaan karkeasti jakaa M 1- ja M2- fenotyyppeihin. Ne kuvaavat
makrofagien kahta #aripdédtd polarisaatiojatkumolla: M1 edustaa klassista, proinflammatorista
aktivaatioita, kun taas M2 viittaa vaihtoehtoiseen, anti-inflammatoriseen aktivaatioon. Naméi
polarisaatiot liittyvdat suoraan T-auttajasolujen, erityisesti Thl- ja Th2-solujen, tuottamiin

sytokiineihin.
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Kuva 1. Makrofagien polarisaatiosaatiojatkumo (Muokattu alkuperdisestd kuvasta ldhteessd: Viitala M,

Hollmén M. Makrofagit dlykkaésti mukaan syovin hoitoon. Duodecim. 2023;139(15):1207-14)

MI- ja M2-makrofagit edustavat polarisaatiospektrin ddripditd: M1-solut ovat klassisesti aktivoituneita ja
proinflammatorisia, kun taas M2-solut edustavat vaihtoehtoista, anti-inflammatorista aktivaatioita. Kuvassa
on esitetty tyypilliset molekyylimarkkerit polarisaation eri vaiheissa. MIl-makrofagit ilmentévit
proinflammatorisia molekyyleja (IL-12, IL-1, TNFa, MHC II, CD80, ROS). M2-makrofagit ilmentavit
immunosuppressiivisia molekyylejd (CD206, CD163, TREM2, MARCO, Clever-1).

MI1-makrofagit aktivoituvat ensisijaisesti Thl-solujen erittimin interferoni gamman (IFN-y)
vaikutuksesta, joka indusoi makrofageissa voimakkaan tulehdusvasteen. Se lisdd
typpioksidisyntaasin (iNOS) ilmentymistd, edistdd proinflammatoristen sytokiinien, kuten TNF-o:n
ja IL-12:n tuotantoa sekd tehostaa antigeenin esittelyd MHC II -molekyylien (major
histocompatibility complex class II) kautta!®. M1-makrofagit ilmentévit suuria maéria MHC 11 -
molekyylejd, CD68-pintamolekyylejd sekéd kostimulatorisia molekyyleja kuten CD80:td ja CD86:ta.
Lisdksi M1-makrofagit voivat lisdtd sytokiinien signalointia estdvdn proteiinin 3 (supressor of
cytokine signaling (SOCS3)) ilmentymisti ja aktivoida typpioksidisyntaasia (NOS2 tai iNOS), joka
tuottaa typpioksidia L-arginiinista. M 1-makrofagien energiantuotanto perustuu piéasiassa aerobiseen

glykolyysiin!”.

M2-makrofagit muodostuvat vasteena Th2-solujen tuottamille interleukiini 4:lle (IL-4) ja
interleukiini 13:sta (IL-13). Néiden sytokiinien vaikutuksesta makrofagit vihentévét tulehdusvastetta

ja edistdvit kudoksen parantumista, angiogeneesid sekd immunosuppressiota. IL-4 ja IL-13 eivit



pelkistddn ohjaa makrofagien erilaistumista, vaan ne myds muuttavat kemokiinituotantoa siten, ettd
M2-makrofagit houkuttelevat Th2- ja Treg-soluja kasvaimen mikroympéristoon kemokiinien, kuten
CCL22:n ja CCL18:n, avulla. Tdmi vahvistaa immunosuppressiivisuutta ja heikentéd samalla Thl-
vastetta'®. In vitro M2-makrofagit voidaan polarisoida useiden niiden erilaistumista tekijoiden
vaikutuksesta, joihin kuuluvat sytokiinit (IL-4, IL-10 ja IL-13), glukokortikoidit seké

immuunikompleksit.

Keskeisin sytokiini M2-makrofagien polarisoitumisessa on interleukiini 4 (IL-4), joka sitoutuu IL-4
-reseptoriin  ja lisdd M2-fenotyypille ominaisten haaskareseptorien CD36 sekd CD206
ilmentymistd!®!®. CD206-pintamakkeri on spesifinen M2-makrofageille, mika tekee siitd hyodyllisen
fenotyyppien tunnistamisessa?’. CD206 edistdd fagosytoosia tunnistamalla mannoosia siséltivid
glykoproteiineja esimerkiksi patogeeneissa. CD36 vaikuttaa merkittivasti M2-makrofagien
metaboliaan. Se tehostaa M2-makrofagien lipidien endosytoosia ja lysosomaalista lipolyysid, jotka
tukevat oksidatiivista fosforylaatiota energiantuotannossa'’. Lisdksi CD163, joka on M2-
makrofageille ominainen haaskareseptori, edistdd anti-inflammatorista vastetta sitomalla
hemoglobiini-haptoglobiinikomplekseja seké sddtelemailld tulehdusvasteita. CD163:n ilmentyminen

on useissa syopityypeissd yhteydessd heikompaan ennusteeseen?!->2.

Makrofagien ilmentdméi toiminnallinen fenotyyppi muuttuu ajan my6td immuunivasteen edetessd. Ne
voivat stimuloitua myds itse tuottamiensa sytokiinien vaikutuksesta, jolloin niiden toiminnallinen
profiili voi muuttua ympériston sytokiinikoostumuksen mukaisesti. Tutkimuksissa on myds osoitettu,
ettd sytokiinien yhteisvaste makrofageihin voi olla synerginen tai antagonistinen, joka riippuu
sytokiinille altistumisen jirjestyksestd. Makrofagien toiminnalliseen fenotyyppiin vaikuttaa useiden
geenien yhteisvaikutus, joiden ilmentymistd sytokiinien sekd ligandien vilinen synergistinen ja
antagonistinen vaikutus sditelevdat. Tamén seurauksena makrofagit voivat kehittyd moniin eri

funktionaalisiin profiileihin, joita ei vield tdysin tunneta!®.

2.3. Makrofagien keskeiset toiminnot

Makrofagit sijaitsevat eri puolilla elimistod ja toimivat keskeisind immuunivalvonnan yllapitdjina.
Ne tarkkailevat ympéristdd tunnistaakseen kudosvaurioita tai elimistodn tunkeutuvia mikrobeja ja
voivat aktivoida lymfosyyttejd sekd muita immuunisoluja. Makrofagien kyky tuhota patogeeneja

perustuu tehokkaaseen fagosytoosiin. Kun makrofagi nielee patogeenin, se sulkeutuu fagosomiin,



joka yhdistyy lysosomin kanssa muodostaen fagolysosomin. Tdmédn rakenteen sisélld entsyymit ja
vapaat radikaalit hajottavat ja eliminoivat patogeenin?3. Immuunipuolustukseen osallistumisen liséksi
makrofagit ovat keskeisid kudosten ylldpidossa. Ne poistavat elimistostd kuolleita ja vaurioituneita
soluja sekd myrkyllisid aineita, mikd edistdd kudoshomeostaasin sdilymistd. Esimerkiksi
alveolaarimakrofagit osallistuvat keuhkojen allergeenien poistoon ja Kupfferin solut maksassa

puhdistavat verta patogeeneista ja toksiineista.

Makrofagit eivédt ainoastaan tue immuunivastetta, vaan ne myds séitelevit tulehdusreaktioita.
Makrofagit hillitsevdt muiden valkosolujen vélittdimaa tulehdusta ja edistdvat anti-inflammatorista
vastetta siten, ettd kudos palautuu tasapainotilaan infektion tai vaurion jidlkeen. M2-makrofagit
tuottavat kasvutekijoitd, kuten transformoivaa kasvutekijdd B1 (TGF-B1) ja verihiutaleiden
kasvutekijdd (PDGF), jotka stimuloivat epiteelisolujen ja fibroblastien toimintaa. TGF-B1 edistid
kudosten uusiutumista ja haavan paranemista ohjaamalla fibroblastien erilaistumista
myofibroblasteiksi. Se lisdd myds soluviliaineen (ECM) hajoamista estivid metalloproteinaasi-
inhibiittoreja (TIMPs), sekd stimuloi sdikeisten kollageenien synteesid. PDGF tehostaa ECM:da

tuottavien myofibroblastien proliferaatiota.?*

2.4. Vuorovaikutus immuunijirjestelmén kanssa

Kudosvaurion tai infektion alussa reagoivat makrofagit ilmentévit tyypillisesti tulehdusta edistidvaa
MI-fenotyyppid ja erittdvit proinflammatorisia vilittdjdaineita, kuten tuumorinekroositekijdé (TNF)
ja interleukiini 1:t4 (IL-1). Ne tuottavat my0s interleukiini 12:ta (IL-12) ja interleukiini 23:a (IL-23),
jotka johtavat Thi- ja Thi7-solujen polarisaatioon. Thi- ja Thi7-solut tehostavat tulehdusreaktiota ja
yllapitdvat immuunivasteen aktiivisuutta. Lisdksi makrofagit tuottavat reaktiivisia happi- ja
typpiyhdisteitd, kuten typpioksidia ja superoksidia, jotka ovat antimikrobiaalisia mutta voivat my0s

vaurioittaa ympardivad kudosta ja mahdollisesti johtaa krooniseen tulehdukseen.

Fagosytoosin aikana ja sen jilkeen hahmontunnistusreseptorit (PRR), kuten NOD-kaltaiset reseptorit,
C-tyypin lektiinireseptorit, Tollin kaltaiset reseptorit (TLR) seki retinoiinihapon indusoiman geenin
1 (RIG1)-kaltaiset helikaasireseptorit, tunnistavat signaaleja, jotka liittyvét kuolleisiin tai kuoleviin
soluihin, vierasaineisiin, seki elimistdon tunkeutuviin patogeeneihin!®. Tdméi johtaa edellimainitun

tulehdusreaktion syntymiseen. Tami tunnistusprosessi on olennainen osa synnynnéistd



immuunivastetta, ja se mahdollistaa makrofagien nopean reagoinnin ymparistonsd muutoksiin seka

vierasaineiden tehokkaan eliminoinnin.

3. Kasvainassosioidut makrofagit

3.1. Kasvainassosioitujen makrofagien kehitys

SyOpdkasvaimessa  ilmenevid,  toiminnaltaan = muuttuneita, makrofageja  kutsutaan
kasvainassosioituneiksi makrofageiksi eli TAMeiksi. Toisin kuin kudosresidentit makrofagit (TRM),
kasvainassosioituneet makrofagit ovat piddasiassa luuytimestd perdisin olevia monosyyteistd
erilaistuneita soluja. Monosyytit rekrytoidaan verenkierrosta kasvaimen erittimien sytokiinien ja
kemokiinien, kuten CCL2, CSF-1 (pesékettd stimuloiva tekijdl) ja VEGF, vilitykselld. Nama
signalointimolekyylit houkuttelevat makrofageja kasvaimeen ja edistivdt niiden erilaistumista
immunosuppressiiviseen tilaan. Yhtend tarkeimmistd on CSF-1, joka sitoutuessa sen reseptoriin se
houkuttelee makrofageja kasvaimeen ja edistid niiden muuttumista kohti syopdd edistivdd M2-
fenotyyppid. Tédmén kemokiini yli-ilmentyy useissa eri syOpityypeissd ja on liitetty huonoon
ennusteeseen” 27, CCL2 (C-C-kemokiiniligandi 2) on toinen tirked syOpikasvaimien erittimisti
kemokiineista, joka houkuttelee monosyyttejd verenkierrosta syopakudokseen. Parabioosimalleja
hyodyntdvat tutkimukset ovat osoittaneet, ettd verenkierrossa kiertdvdt tulehdukselliset
Ly6C'CCR2"-monosyytit  osallistuvat TAM-populaation —muodostumiseen erilaistumalla
makrofageiksi TME:ssd?8.

Vaikka TAMeja pidetddn yleisesti M2-tyyppisind makrofageina, geeniekspressioprofiilianalyysit
ovat osoittaneet, ettdi TAMit eivdt tdysin vastaa tdtd luokitusta. TAMit eivit vélttiméttd ilmennd
klassisia M2-fenotyypin markkereita, kuten Ym1:td, Fizz1:td ja CD206:ta. Niiden erilaistuminen
monosyyteistd on monivaiheinen prosessi, johon vaikuttavat kasvaimen erittdmat signaalit seké
Notch-signaalointireitit. Tutkimukset ovat osoittaneet, ettd transkriptiotekija RBPJ, joka on keskeinen
Notch-signaloinnin vilittdjd, on vilttimiton TAMien erilaistumiselle?®. RBPJhiirilli, TAM-
populaatio oli matalampi ja CD8"-solujen infiltraatio kasvaimeen lisddntynyt. Tdma viittaa siihen,
ettd juuri Notch-riippuvaiset TAMit edistdvdt immuunisuppressiota ja kasvainimmunologisen
vélttimisen mekanismeja. Immuunivastetta heikentdvin ilmiasun lisédksi TAMeilla on suurempi
proliferaatiokyky kuin muilla makrofagipopulaatioilla, mikd ilmenee lisdéntyneend Ki67-

proteiiniekspressiona.?’



3.2. TAMien ja kasvaimen vuorovaikutus

TAMien fenotyyppinen plastisuus mahdollistaa sekd kasvaimen ettd TAM-populaatioiden jatkuvan
sopeutumisen moninaisiin ymparistotekijoihin, kuten systeemisiin signaaleihin, vaikuttavaan elimeen
tai paikalliseen ravinteiden saatavuuteen. Kasvainten edetessd makrofagit stimuloivat angiogeneesid,
edistdvit syopdsolujen migraatiota ja invaasiota sekd heikentdvdt immuunijarjestelmén toimintaa.
Metastaaseissa kasvainassosioidut makrofagit muuttavat kudoksen mikroympéristod, edistivit
syopisolujen ekstravasoitumista, selviytymistd ja myohempéi kasvua®’. Useat meta-analyysit eri
syOpidtyypeistd ovat osoittaneet TAMien, erityisesti M2-kaltaisten TAMien, liittyvdn potilaan
huonompaan ennusteeseen®' =34 . TAMit voivat vaihtaa fenotyyppidan dynaamisesti ja ilmentda M1-
ja M2-fenotyppien piirteitd samanaikaisesti. Kasvainassosioituneiden makrofagien toimintaan
vaikuttavat useat elimiston eri tasoilla ilmenevit tekijat. Sisdiset tekijit, kuten perimé ja alkuperd,
madrittdvat makrofagien perustavanlaatuiset ominaisuudet, kun taas systeemiset ja elinkohtaiset
signaalit muokkaavat niiden toimintaa sydvén eri vaiheissa. Mikroympdristd puolestaan hienosidataa

niiden roolia joko kasvaimen etenemista edistdvina tai sitd rajoittavana tekijané.

3.2.1. TAMit ja immuunipuolustuksen vélttiminen

Makrofagit toimivat aktiivisesti kudosten valvojina, poistaen apoptoottisia soluja, solujitettd ja
aineenvaihduntatuotteita. Kasvaimen kuolevat solut erittdvdt "etsi minut" -signaaleja, kuten
nukleotideja, ATP:td ja uridiinidifosfaattia (UDP), jotka houkuttelevat sekd monosyyttiperdisia
makrofageja, ettd kudosresidentteji makrofageja®>. Lisdksi solut merkitsevit ulkokalvonsa "sy6
minut" -signaalilla, mikd mahdollistaa makrofagien tunnistamisen ja sitoutumisen apoptoottisiin
soluihin. Fosfatidyyliseriini on térkein tunnettu "syd minut" -signaali ja keskeinen ohjelmoidun
solukuoleman tunnusmerkki. Makrofagit tarvitsevat MerTK -reseptoria suorittaakseen fagosyytosin,
joka sitoutuu kuolevaan soluun Gas6- tai ProSl-proteiinien vélitykselld. Sitoutuminen johtaa
aktiinirakenteiden muodostumisen, joiden avulla makrofagit ympirdivat ja lopulta nielevét
apoptoottisen solun kokonaan. Tdmén jélkeen solujitteet hajotetaan lysosomaalisesti, varmistaen

kudoksen homeostaasin3®.

Normaalitilanteessa makrofagit kykenevét poistamaan kudoksen soluja suoraan fagosytoosin avulla,
edelld mainitun reseptori-ligandivilitteisen tunnistuksen avulla. Kasvainsolut pystyvit kuitenkin
valttdméadn titd mekanismia ilmentdmailld samoja mekanismeja, kuten pintareseptoreja, kuin terveet

solut. Esimerkiksi paksusuolisyovassd sekd munasarjasydvissd kasvainsolut yliekspressoivat CD47-



pintaproteiinia, vilttddkseen fagosytoosin makrofagien toimesta. Tdmin markkerin yliekspressio
liittyy huonompaan taudin ennusteeseen. CD47-pintaproteiinin sitoutuessa makrofagien SIRP-a-

reseptoriin, CD47 vaimentaa fagosytoosia ja estdd solujen poiston3”-,

Toinen syOpésolujen
ilmentdva fagoytoosia estivd molekyyli on CD24, joka sitoutuu makrofagien Siglec-10-reseptoriin
muodostaen "dld sy0 minua" -signaalin. Tdémi estdd makrofagien fagosytoosin ja edistdd sydvin
immunivasteen vélttdmistd’®. Vastaavalla mekanismilla toimii myds PD-1 sekd PD-L1-reseptorin,

joiden sioutuminen aiheuttaa immuunivasteen heikkenemisti*,

Sen sijaan, ettd TAMit tuhoaisivat sydpdsoluja, ne poistavat kasvaimen mikroympéristoon kertyvaa
solujétettd, joka syntyy syoOpidsolujen hallitsemattomasta kasvusta ja tunkeutumisesta terveisiin
kudoksiin. Tamai efferosytoosiksi kutsuttu prosessi luo kasvainta suosivan ympariston, joka edistdi
syovin etenemistd’®, Apoptoottisten solujen tehokas poistaminen makrofagien toimesta ehkiisee
liiallista tulehdusta ja tukee immuunitoleranssia. Kun apoptoottisten solujen efferosytoosi estyy,
kasvainten immuunivaste voimistuu. Esimerkiksi MerTK-reseptorin estiminen johtaa apoptoottisten
solujen kertymiseen kasvaimiin ja aktivoi tyypin 1 interferonivasteen, joka edistdd

tulehdusreaktiota®!.

3.2.2. TAMit ja tulehdus

Syopédkasvaimen levitessi DAMP:it (vaarasignaalimolekyylit, engl. damage-associated molecular
patterns), kuten ATP, IL-1a, S100, HMGBI1 ja virtsahappo, vapautuvat jatkuvasti syopésolujen
nopean jakautumisen, apoptoosin, ravinteiden puutteen ja hypoksian seurauksena. Makrofagit
tunnistavat DAMP:it omien PRR:sa avulla. DAMPit voivat aktivoida immuunijirjestelmin ja
aiheuttaa syopésolujen apoptoosin tai fagosytoosin jo syovén alkuvaiheessa. Toisaalta DAMPien
vapautuminen voi my0s aiheuttaa kroonisen tulehduksen, mikéd edistdd kasvaimen kasvua ja
levidmistd*?. Tunnistettuaan DAMP:eja, makrofagit aktivoivat tulehdusraktion TME:ssd, erittimalld

pro-inflammatorisia sytokiineja, kuten IL-1 ja TNF-alfaa.

Yhtend sydvdn tunnusmerkeistd, krooninen tulehdus, on toistuvasti osoitettu edistdvin syovin
alkamista, kasvua, etenemistd ja etdpesdkkeiden muodostumista. IL-1B:n vapautuminen on
merkittdva sytokiini tulehduksen kdynnistymisessd, silld se stimuloi endoteelisolujen lisddntymista,
adheesiomolekyylien ilmentymistd sekd sytokiinien ja tulehdusvilittdjimolekyylien tuotantoa. IL-

1B:a ilmenee myds verenkierossa, joka edistii immuunikompetenttien solujen rektytoimista®344,



Makrofagien erittdmd TNF-a, edistdd syopésolujen proliferaatiota, migraatiota ja invaasiota useissa

eri syOpityypeissat 4

ilmentymistd, joka heikentdd CD8" -sytotoksisten T-solujen ja fagosytoivien solujen kasvaimen

. Tulehduksen edistimisen lisdksi TNF-o véhentdd kasvainsolujen IL-33

vastaista vastetta®®. Vaikka syOpédian liittyvd tulehdus yleensi edistid kasvaimen levidmisti,
immuunijarjestelmin rekrytointi voi olla luonteeltaan syovén kasvua estivdd. TAM:t voivat pystyvit
esittelemddn fagosytoimiansa antigeenejd pinnallaan, jotka T-solut tunnistavat TCR-reseptorien

kautta MHC-vilitteisen antigeeninesittelyn kautta aktivoiden immuunijirjestlmas*.

MARCO (macrophage receptor with collagenous structure) on tunnistettu merkittdviksi TAMien
pintareseptoriksi, jolla on yhteys immunosuppressiiviseen kasvainmikroympéristoon. Useissa
syopéatyypeisséa MARCO:n ilmentyminen on yhteydessd heikompaan ennusteeseen ja matalampaan
immunoterapian vasteeseen, erityisesti rinta-, virtsarakko- ja keuhkosyovéssa- MARCO:a ilmentivét
TAMit ovat pddosin M2-tyyppisid, jotka tukevat kasvaimen kasvua ja vaimentavat immunologista
reaktiota. MARCO:n ilmentyminen korreloi positiivisesti useiden immunosuppressiivisten
solutyyppien kuten Treg-solujen, neutrofiilien ja syOpddn assosioituneiden fibroblastien (CAF)
kanssa, samalla kun se on negatiivisesti yhteydessd CD8+ T-solujen ja NK-solujen mairdédn useissa

syovissi®®,

3.2.3. TAMit angiogeneesin sekd invaasion ja metastaasien edistédjina

Jatkuvasti kasvava syOpidkasvain johtaa hypoksisten alueiden syntymiseen, mikd vaikuttaa
makrofagien toimintaa. Hypoksiolosuhteissa makrofagit mukauttavat fenotyyppiddn edistddkseen
kasvaimen etenemistd eri mekanismien kautta, kuten angiogeneesin, immuunisuppressiota,
soluviliaineen uudelleenmuokkausta ja muuttamalla aineenvaihduntaansa. Yksi keskeisimmista
hypoksiavasteista on hypoksiaindusoituvien tekijéoiden (HIF) ilmentdminen. Erityisesti HIF-1a on
tarked transkriptiofaktori kasvainten selviytymisessd, silld se lisdd anaerobiseen glykolyysiin,
angiogeneesiin ja EMT:n (epiteeli-mesenkyymi transitio) liittyvien geenien ilmentymista
kasvaimessa’!. HIF-1a stimuloi angiogeneesii kompensoidakseen alhaista hapensaantia. TAM:en
tuottamat sytokiinit; TGF-B, VEGF sekd PDGF tehoistavat kasvaimen ympariston verisuonituksen

kehittymisti, tehostamalla verisuonitukseen osallistuvien solujen jakaantumista ja erilaistumista®2.



TAM:en tuottamat matriksin metalloproteinaasit (MMP-2, MMP-9, MMP-12) hajottavat
soluviliainetta, mahdollistaen kasvaimen ja verisuonituksen invaasion ympérdiviain kudokseen>?.
Paksusuolen sydvissd on myds huomattu, ettd kasvainassosioidut makrofagit erittdvét IL-6, joka
aikaansaa lisdéntyneen CCL-2:n tuoton. CCL-2 johti kiertdvien monosyyttien rekrytoimiseen kasvain
ja edisti kasvaimen invaasiota ja metastasointia. /n vitro 1L-4 ja IL-13 lisdsi makrofagien VEGF sekd
CCL-18 tuottoa, johtaen lisddntyneeseen sydvin invaasioon®. TAMien kasvaimeen kertyviin

solujitteeseen kohdistuva fagosytoosi edesauttaa invasoitumista ja metastasointia edelleen.

TIE2 on tyrosiinikinaasireseptori, joka on keskeinen angiogeneesin sditelijd. Sen pddasiallinen
ligandi on ANG2 (angiopoietiini 2). Sydpédkasvaimissa ANG2:n ilmentyminen on usein lisdéntynyt,
ja se toimii tehokkaana aktivaattorina erityiselle myeloidisoluille, kuten TIE2-positiivisille
monosyytteille ja makrofageille. Namé solut asettuvat kasvaimen verisuoniston ldheisyyteen ja
saatelevit aktiivisesti verisuonten uudismuodostusta, erityisesti hypoksisissa ja angiogeneesiltaan
aktiivisissa alueissa®**>. ANG2:n ja TIE2:n vuorovaikutus lisda TIE2-postiivisten makrofagien
ilmentdmien proangiogeenisten geenien ja immunosuppressiivisten sytokiinien, kuten IL-10:n,
tuotantoa sekd kemokiinien, kuten CCL17:n, eritystd. Tdmai johtaa T-solujen aktivaation estymiseen

ja Treg-solujen méérin lisiéintymiseen sydpikasvaimen mikroympéristossa>.

3.2.4. TAMien metaboliset muutokset

Kasvaimen kehittyessa TAM-populaatio kokee merkittdvdd metabolista uudelleenohjelmointia.
Puriiniaineenvaihdunnan  lisdédntyminen on  erityisen merkittivdd monosyyttiperdisissa
makrofageissa, kun taas kudosresidentit makrofagit, kuten Kupfferin solut maksassa, sdilyttavét
vakaamman metabolisen profiilin. Tdmi viittaa siithen, ettd rekrytoidut monosyyttiperdiset
makrofagit ovat erityisen herkkid kasvaimen muokkaaville signaaleille, mikd mahdollistaa niiden
ohjelmoitumisen immuunisuppressiiviseen ja kasvaimen kasvua edistiviin fenotyyppiin®’. Laktaatti,
jota kasvainsolut tuottavat metaboliansa sivutuotteena, edistid TAMien toimintaa, vihentéen samalla
kasvaimen vastaisten makrofagien metabolista aktiivisuutta, mikd edelleen tukee kasvaimen kasvua.
TAM-alatyypit kéyttivit laktaattia eri tavoin: MHC-II'Y TAMit hyddyntivit sitd oksidatiivisen
metabolian tukemiseen, kun taas MHC-II" TAMien metabolinen aktiivisuus vihenee korkean
laktaattipitoisuuden seurauksena®. Laktaatin on myds osoitettu heikentdvin T- ja NK-solujen

toimintaa, edistien kasvaimen kasvua>.



Yksittdissolutason RNA-sekvensoinnin avulla tehty tutkimus on osoittanut, ettd TAM-makrofagit
ovat  kehityksellisesti, = metabolisesti  ja  toiminnallisesti  heterogeenisid.  Erityisesti
puriiniaineenvaihdunnan lisdidntyminen on yhdistetty palautumattomaan kasvainta edistdvdin
fenotyyppiin. Glykolyysin ja aminohappoaineenvaihdunnan lisdéintyminen on yhdistetty
fagosytoosikyvyn ja tulehdusvasteen tehostumiseen, kun taas puriiniaineenvaihdunta liittyy
angiogeneesiin ja immunosuppressiivisiin ominaisuuksiin. Metabolisten profiilien perusteella
makrofagit voidaan jakaa viiteen ryhméddn, joista erityisesti puriiniaineenvaihduntaa ilmentivét
TAM-populaatiot korreloivat heikentyneeseen antigeeniesittelykykyyn sekd kasvaimen kasvua
tukevaan immuunivasteeseen. Lisdksi puriiniaineenvaihdunnan aktivoituminen on yhdistetty
TAMien ilmentdmien immunosuppressiivisten molekyylien, kuten TREM2:n (Triggering Receptor
Expressed on Myeloid Cells 2) ja VISTA:n (V-domain Immunoglobulin Suppressor of T-cell
Activation), lisddntyneeseen ekspressioon, miké edelleen heikentdd immuunijdrjestelmén toimintaa

kasvaimen torjunnassa’’.

VISTA:n ekspressio immuunisoluissa on yhteydessd huonompaan kliiniseen ennusteeseen ja
lisddntyneeseen kasvaimen uusiutumisriskiin. Lisdksi VISTA:n kohonnut ilmentyminen liittyy myos
korkeampaan PD-L1-ekspressioon®®. TREM2:n ilmentyminen TAMeissa liittyy useissa
tutkimuksissa immuunivasteen vaimenemiseen ja huonompaan hoitovasteeseen. TREM2-
positiivisett makrofagit ylldpitdvit kasvaimen immunosuppressiivista ympéristdd muun muassa
edistdmilld lipidimetaboliaa ja estimélld NK-solujen sekd CD8+ T-solujen toimintaa. Reseptorin
ilmeneminen on ositettu liittyvdn myos heikkoon vasteeseen ICI-hoidoillle (immuunivasteen

vapauttaja)®-63.

4. TAMien terapeuttinen manipulaatio

4.1. Solusyonnin lisdys

PD-L1-ekspressio makrofageissa vihentdd niiden kykya fagosytoida kasvainsoluja ja tukahduttaa
kasvaimen vastaista immuunivastetta, se sen ilmentymisen mddrd on osoittautunut tirkedksi
lddkehoidon tehokkuudessa®. PD-L1-positiiviset makrofagit olvat pidosin M2-tyyppisid soluja,
jotka ilmentdvit enemmédn immunosuppressiivisia molekyylejd, kuten CD206:ta, ja vihemméin
MHC-II:ta. Tama tarkoittaa, ettd nima makrofagit eivét kykene tehokkaasti esitteleméén antigeeneja

T-soluille, mikd vdhentdd immuunijérjestelmén kykyéd hyokatd kasvaimia vastaan. Tutkimuksessa



osoitettiin, ettd PD-1/PD-L1-eston avulla voidaan lisdtd makrofagien fagosytoosikykyd, miké johti

kasvainten pienempéin kokoon ja parempaan selviytymiseen hiirimallissa®.

PD-1/PD-L1-signalointi vaikuttaa myds monosyyttien ja makrofagien metaboliaan estdmalla
glykolyysid ja heikentdméilld fagosytoosia. PD-L1:n aktivaatio makrofageissa véhentdd solujen
glukoosinottoa ja metabolisia prosesseja, mikd johtaa alentuneeseen energiansaantiin ja
heikentyneeseen immuunipuolustukseen syopdsoluja vastaan. Erityisesti kroonista lymfaattista
leukemiaa (CLL) sairastavilla potilailla havaittiin, ettd PD-1/PD-L1-akselin aktivaatio heikensi
monosyyttien ja makrofagien kykya metaboloida glukoosia, mikd puolestaan johti fagosytoosikyvyn
merkittivdain vihenemiseen®. Toisessa tutkimuksessa huomattiin, etti PD-1-poisto lisdsi
effektiivisten immuunisolujen méaardd ja paransi T-soluvilitteistd immuunivastetta. On myos
huomattu, ettdi PD-1-poisto muutti niiden aineenvaihduntaa siten, etti ne erittivit enemméin
tulehdusta edistdvid sytokiineja ja ilmensivit voimakkaammin fagosytoosiin ja antigeeniesittelyyn

liittyvid molekyyleja®®.

CD47-SIRPa-akselin estiminen tarjoaa mahdollisuuden makrofagien fagosytoosin lisddmiseen.
Samankaltaisesti kuin PD-1/PD-L1, CD47 yli-ilmentyminen syoOpdsoluissa ja sen sitoutuminen
makrofagien SIRPa-reseptoriin, estdd fagosytoosin. Télla hetkelld tdhdn akseliin kohdistettuja
ladkkeitd on kliinisissd tutkimuksissa useita, mutta mikaddn lddkekandidaateista ei ole vield saanut
FDA:n (Yhdystvaltain elintarvike- ja ladkevirasto) tai EMA:n (Euroopan ladkevirasto) hyvaksyntaa.
Ensimmdisen CD47-SIRPa-akseliin kohdistetun monoklonaalisen vasta-aineen, magrolimabin®’
jilkeen useita kymmenid lddkkandidaatteja on tutkittu saman kohteen estimiseen. Suurin osa
taménhetkisistd kliinisissd tutkimuksissa olevissa lddkekandidaateista on bispesifisid vasta-aineita,
jotka sitoutuvat CD47 lisiksi toiseen sydpisolun pintamarkkeriin, kuten CD20:en%, CD19:sta® tai
PD-1/PD-L1:en”"! paremman kohdennuksen ja hoitovasteen aikaansaamiseksi. Bispefiset vasta-
aineet vilttdvat myos epaspesifisen sitoutumisen esimerkiksi punasoluihin, jotka ilmentivat vahvasti

CD47:44. Kuvassa 2 on havainnollistettu CD47-SIRPa-akseliin kohdistuvaa lddkehoitoa.
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Kuva 2. CD47-SIRPa -akselin esto syOpdsolun ja makrofagin vélilld. (Muokattu alkuperdisestd kuvasta

lahteessd: Viitala M, Hollmén M. Makrofagit é&lykkdasti mukaan sydvén hoitoon. Duodecim.
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Syopédsolujen CD47 sitoutuu makrofagin SIRPa-reseptoriin, mikd estdd fagosytoosin. Vasta-ainevilitteinen
CD47-SIRPa-akselin esto mahdollistaa makrofagien fagosytoosin lisddmisen. Bisepsifiset vasta-aineet, jotka
sitoutuvat CD47:n liséksi syOpésolujen muihin pintamolekyyleihin, kuten CD20, parantaa hoidon

kohdentamista ja tehoa.

4.2. Makrofagien salpaus

Monosyyttiperdiset solut (MC, monocyte derived cells), mukaan lukien makrofagit, ovat keskeisessa
roolissa syopdsolujen invaasion edistdmisessd CSF-1-signaloinnin kautta. CSFIR:n estdminen
vihentdd immunosuppressiivisten TAM:ien midrdd kasvaimessa, mikd puolestaan parantaa T-
soluvilitteistd immuunivastetta. Kliinisissd tutkimuksissa on havaittu, ettd CSF1R-estéjien
yhdistdminen immuunijérjestelmin tarkistuspisteiden estdjiin, kuten PD-1- tai PD-L1-vasta-aineisiin,
voi tehostaa syOpédhoitojen tehokkuutta. Esimerkiksi emactuzumabin (CSF1R-estdjd) ja
atezolizumabin (PD-L1-estdjd) yhdistelméhoito on osoittanut lupaavia tuloksia ei-pienisoluista

keuhkosyopid sairastavilla potilailla’. Anti-CSF-1 hoito on osoittautunut tehokkaaksi menetelmiksi



invaasion estdmisessd, mutta teho on heikompi syOpétyypeissd, jossa invaasio ei ole MC

aikaansaama’’.

CSF1R-estdjien rajallinen teho liittyy syopéddn assosioituneiden fibroblastien toimintaan. CSFIR-
estdjien kayttd hdéiritsee kasvaimen ja CAF-solujen vilistd vuorovaikutusta, mikd johtaa
voimakkaaseen PMN-MDSC (engl. PMN= polymorphonuclear) -solujen kertymiseen kasvaimeen.
Yhdistdmallda CSF1R-estdja CXCR2-inhibiittoriin, huomattiin vihentynyt PMN-MDSC-solujen
kulkeutuminen kasvaimeen. Télld yhdistelmélld saavutettiin hiirimallissa huomattava kasvaimen
kasvun hidastuminen, ja vaikutus tehostui entisestddn, kun kdytettiin kolmoishoitoa PD-1-estdjén
kanssa’. Lisdksi on osoitettu, ettd muut kasvutekijit, kuten CSF-2 ja CSF-3, voivat kompensoida
CSF-1:n estoa. Esimerkiksi CSF-3:n (Colony stimalting factor 3) havaittiin kolmoisnegatiivisessa
rintasyOvissd ohjaavan monosyyttien erilaistumista immunosuppressiivisiksi HLA-DRY (Thmisen
leukosyyttiantigeeni DR-luokka) makrofageiksi ja lisddvin metastaaseja’>. Vastaavasti CSF-2:n
osoitettiin  aktivoivan TAM-populaatioita tilanteessa, jossa CSFIR-signaalointi estettiin’,
Kompensatoristen mekanismien monimuotoisuus korostaa tarvetta yhdistelméhoidoille, jotta riittdva

hoidon teho saavutetaan.

CCL2 (C-C-kemokiiniligandi 2) on yksi syopédkasvaimien erittimistd kemokiineista, joka houkuttelee
monosyyttejd verenkierrosta sydpdkudokseen. CCL2—-CCR2-akselin esto on ollut keskeinen
lahestymistapa kasvainassosioituneiden makrofagien toiminnan hillitsemisessd, mutta hoitovasteet
ovat jddneet vaatimattomiksi. CCR2-reseptorin esto pienimolekyylistd ladkeainetta hyddyntiden on
osoittautunut lupaavaksi strategiaksi haimasyovidssd. Kahdessa kliinisessd tutkimuksessa
yhdistelmdhoito solusalpaajan kanssa johti CCR2* monosyyttien méédrdn vidhenemiseen
verenkierrossa ja kasvaimen makrofagipopulaation supistumiseen. Samalla havaittiin kasvaimen T-
soluinfiltraation lisdéntyvin ja immuunivastetta tukahduttavien tekijéiden, kuten TGF-f:n ja IL-10:n,

vahenevin’’-78

. Tutkimuksissa on myos osoitettu, ettdi CCR2:n esto johtaa kompensatoriseen
neutrofiili-infiltraatioon. Kompensaatio voidaan kuitenkin estdd samanaikaisella CCR2- ja CXCR2-
estolla, mikd vihentdd myeloidisolujen miirda’”. Eldinkokeissa on huomattu, etti CCL2:n
neutralointi alentaa metastaasien madraa, mutta hoidon keskeyttiminen johtaa metastaasien méarin
kasvuun ja eldinten elinajan lyhenemiseen. Tdma johtuu luuytimeen kertyneiden monosyyttien
akillisestd vapautumisesta ja niiden siirtymiselld keuhkoihin, missd ne lisdsivdt angiogeneesid ja
syopisolujen lisddntymisti IL-6/VEGF-A-vilitteisen mekanismin kautta®’. CCL2-CCR2-akselin esto

el ole toistaiseksi osoittanut riittdvid tuloksia, eikd siithen kohdistuvaa ladkettd ole talla hetkelld

kliinisissa tutkimuksissa.



Kemokiinireseptoripareihin CXCL12-CXCR4 ja CCL5-CCRS5 kohdistetut estdjat ovat
osoittautuneet lupaavammiksi. CXCR4:n estdjd motiksafortidi yhdistettynd PD-1 -estdjdén ja
kemoterapiaan on soittanut lupaavia tuloksia kliinisissé tutkimuksissa haimasyopéddn. Motiksafortidi
lisdsi CD8" T-solujen infiltraatiota ja aktivaatiota kasvaimessa, véhensi myeloidiperdisid
suppressorisoluja (MDSC) ja kiertivid Treg-soluja®!-82. CCR5-vasta-ainetta leronlimabia on tutkittu
sekd prekliinisesti ettd kliinisesti kolmoisnegatiivisen rintasyovan (TNBC) ja paksusuolen sydvan
maksametastaasien yhteydessd. Kolorektaalisydvdn maksametastaaseissa CCLS5-kemokiinia
tuottavat CD4*- ja CD8*-T-lymfosyytit, ja sen reseptori CCRS ilmentyy sekd kasvainsoluissa,
lymfosyyteissd ettd myeloidisoluissa. Kliinisessd tutkimuksessa CCRS5:n estdminen johti
objektiivisiin hoitovasteisiin paksusuolen syOpéd sairastavilla potilailla®#. CCR5:n esto johtaa

kasvainassosioituneiden makrofagien uudelleenpolaroitumiseen immunostimuloivaan suuntaan.

Haaskareseptori CD163 voi toimia paitsi passiivisena biomarkkerina myos aktiivisena terapeuttisena
kohteena, jonka tarkka kohdistaminen voi muokata immuunivastetta syovin torjumiseksi ilman
tarvetta laajamittaiselle, ei-selektiiviselle makrofagien poistolle. CD163-positiivisten makrofagien
kohdennettu eliminointi doksorubisiinilla sisdltdvilld liposomeilla, jotka oli pééllystetty CD163-
vasta-aineella, johti M1-tyyppisten makrofagien suhteellisen osuuden kasvuun ja hidasti kasvaimen
kasvua prekliinisissd syOpdmalleissa. Lisdksi CD163* TAMien selektiivinen poistaminen
uudelleenohjasi kasvaimen mikroympaériston tulehdusta edistdvéksi, lisdsi T-solujen ja CCR2-
riippuvaisten monosyyttien kertymisté kasvaimeen ja johti merkittdvdin kasvaimen pienentymiseen

myos PD-1-estolle resistentissd melanoomamallissa®.

Myo6s TIE2-reseptorin ja sen ligandin angiopoietiini-2:n (ANG2) vilisen vuorovaikutuksen
estiminen on osoittautunut lupaavaksi terapeuttiseksi kohteeksi. ANG2:n neutralointi spesifiselld
monoklonaalisella vasta-aineella, johtaa wuseissa hiirimalleissa verisuoniston regressioon,
lisddntyneeseen hypoksiaan ja kasvaimen nekroosiin. Tdma esti sekd primaarikasvainten kasvun ettd
etdpesdkkeiden muodostumisen ilman havaittavaa resistenssin kehittymisté, myos kasvaimissa, jotka
olivat aiemmin osoittautuneet vastaamattomiksi VEGF-estolle®®. Lisiksi kaksinkertainen esto, jossa
ANG2:n ja VEGFA:n vaikutuksia estettiin samanaikaisesti bispesifiselld vasta-aineella, johti
vahvempaan terapeuttiseen vasteeseen kuin kumpikaan yksittdinen esto. Hoito lisdsi verisuoniston
normalisaatiota, CD8* T-solujen kasvaimen sisdistd kertymistd sekd IFNy-vilitteistd
immunoaktiivisuutta. Tdmén seurauksena PD-L1:n ilmentyminen kasvaimen endoteelisoluissa

lisdéntyi, mika puolestaan teki kasvaimen herkemmaksi immuunitarkistuspisteiden estolle®’.



4.3. Makrofagien uudelleenkoulutus

MARCO:n kohdentaminen monoklonaalisilla vasta-aineilla on osoittautunut lupaavaksi strategiaksi
TAMien uudelleenohjelmoimisessa. Mekanistisesti anti-MARCO-hoidon teho perustuu paitsi
TAMien uudelleenohjelmointiin myds siithen, ettd vasta-aineiden Fc-osa sitoutuu selektiivisesti
estavddn FcgRIIb-reseptoriin. Tdmé mahdollistaa MARCO:n ristikytkennén ja aktivoi makrofagien
aineenvaihduntaa P2X7-reseptorin ja HIF-1-vilitteisesti, mika johtaa lisddntyneeseen glykolyysiin ja
tulehdukselliseen vasteeseen®8°. Anti-MARCO -vasta-aineet kykenevdt muuttamaan TAM-
populaatioita kohti tulehdusta edistdvdd M1-tyyppid. Hoidon vaikutus kohdistuu selektiivisesti juuri
TAM-soluihin, eikd silld havaittu olevan vaikutusta muihin immuunisolupopulaatioihin, kuten

makrofageihin, B- tai T-soluihin, NKT- tai NK-soluihin®.

Eldinkokeissa anti-MARCO-vasta-aineet ovat pienentdneet merkittdvisti primaarikasvaimia ja
vihentineet etdpesdkkeiden muodostumista, erityisesti rinta- ja paksusuolisydvissd sekd
melanoomassa. Lisdksi anti-MARCO-hoito on tehostanut immuunijérjestelmén
tarkistuspistehoitojen, kuten anti-CTLA-4:n ja anti-PD-1:n, vaikutusta. Tdmin synergian taustalla on
MARCO:n kautta tapahtuva TAMien uudelleenpolarisaatio sekd NK-solujen aktivoituminen
TRAILIin (engl. TNF-related apoptosis-inducing ligand) vilitykselld. MARCO:n esto ei pelkéstidin
poista immunosuppressiota, vaan uudelleenaktivoi NK-solut, jotka kykenevdt tappamaan
kasvainsoluja. Tdmad tekee MARCO:sta erityisen kiinnostavan kohteen ei-T-soluvetoisissa
kasvaimissa tai immuunivasteeltaan kylmissd kasvaimissa®®. On huomattu myos, etti MARCO-
ilmentyminen potilailla, jotka saivat immuunitarkistuspistehoitoja kuten anti-PD1 ja anti-CTLA4, oli

yhteydessi parempaan ennusteeseen erityisesti melanoomassa*’.

Eldinkokeissa TREM2-reseptorin esto, joko geenideleetiolla tai monoklonaalisilla vasta-aineilla, on
hillinnyt merkittdvésti kasvaimen kasvua useissa syopatyypeissd. Anti-TREM2-hoito vihentdd TAM
madrdd ja muokkaa niiden toimintaa tulehdusta edistidvéksi. Tamd TAMien uudellenkoulutus lisdd T-
ja NK-solujen aktiivisuutta ja herkistda kasvaimen ICI-hoidoille, erityisesti anti-PD-1-hoidolle!*°,
TREM2:n esto aktivoi kasvaimen sisdisid CD8+ T-soluja ja lisdd niiden IFN-y:n ja TNF-a:n
tuotantoa. Lisdksi MRC1- ja CX3CR1-positiiviset TAM-populaatiot vihenevét ja Nos2-positiiviset

immunostimuloivat makrofagit lisiéntyvit®.



Erityisesti keuhkosy6vdn mallissa on osoitettu, ettdi TREM2" makrofagit estdvit NK-solujen
kertymistd ja tappokykyé IL-18BP:n avulla. TREM2:n esto vapautti NK-solujen toiminnan, jonka
ylldpito oli IL-18 kanssa kostimulatorisesta 1L-15-vilitteisestd signaloinnista®®. Tutkimuskissa on
my0s osoitettu, ettd yhdistelmdhoidot, joissa TREM2-vasta-aineita annetaan yhdessd NK-soluja
aktivoivan MIC-A -vasta-aineen (engl. human MHC class I polypeptide-related sequence A) tai anti-
PD-1 -hoidon kanssa, ovat johtaneet parempiin hoitovasteisiin kasvaimissa, jotka muuten olisivat
resistentteji immuunihoidolle®-®2, TREM2:sta onkin tullut kiinnostava kohde erityisesti niissd

kasvaimissa, joissa immuunivaste on heikko tai tarkistuspistehoidot yksinddn eivit riita.

Haaskareseptori Clever-1:n esto, joko geenideleetion tai monoklonaalisilla vasta-aineilla tapahtuvan
eston kautta, on hidastanut merkittdvésti primaarikasvainten kasvua ja vihentényt etépesdkkeiden
muodostumista erityisesti melanooman, rinta-, keuhko- ja paksusuolisyévéin malleissa®*2. Clever-1
on tirked immuunisuppressiivisten TAMien reseptori, ja sen esto johtaa TAMien
uudelleenohjelmointiin anti- M2-tyypistd kohti Ml-tyyppid®®. Clever-1:n eston seurauksena
makrofagit lisddvét tulehdusta edistdvien sytokiinien, kuten TNF-o:n ja IL-12:n, tuotantoa seka

tukevat tehokkaampaa antigeenien esittelyd T-soluille”!.

Mekaanisesti Clever-1-eston teho perustuu makrofagien lysosomaalisen toiminnan hédiriintymiseen,
mikd johtaa vidhentyneeseen antigeenien hajottamiseen ja parantaa MHC-1 -vilitteistd
antigeeninesittelyd CD8+ T-soluille??. Humanisoitu anti-Clever-1 -vasta-aine, bexmarilimab,
sitoutuu tarkasti Clever-1-reseptoriin ilman merkittivda sitoutumista Fcy -reseptoreihin tai
komplementtikomponentteihin, ja se kykenee turvallisesti estimdén Clever-1:n toiminnan ilman

laajamittaista sytokiinimyrsky4 tai liiallista immuunivastetta®.

Clever-1:n esto ei pelkistidn uudelleenohjelmoi TAMeja vaan vaikuttaa myds laajemmin
immuunivasteeseen, muun muassa lisdédmélldi CD8+ T-solujen seki tulehdussytokiinien madrda®*.
Clever-1:n esto lisési IL-1B:n, IL-2:n, IL-12:ta ja TNF-a:n ja kemokiinien, kuten CCL3:n, CCL4:n ja
CCL5:n pitoisuuksia. Clever-1:n esto yhdistettynd ICI-hoitoihin, kuten anti-PD-1-vasta-aineisiin, on
johtanut synergistiseen kasvaimen kasvun estoon erityisesti immuunivasteeltaan kylmissd

kasvaimissa, joissa tarkistuspiste-estijit yksindin ovat tehottomia®!.

Myos kliiniseen aineistoon perustuvassa tutkimukseen Clever-1-positiivisten makrofagien mééra on
yhdistetty potilaan ennusteeseen. RintasyOpdkohortissa havaittiin, ettd kasvaimen korkea madrd

Clever-1-positiivisia makrofageja oli yhteydessd parempaan tautispesifiseen selviytymiseen, mika



viittaa sithen, ettd Clever-1 voi paikallisesti osallistua kasvaimen mikroympariston muokkaamiseen

immunologisesti edulliseksi®.

5. Yhteenveto ja johtopaatokset

Tamidn  kandidaatintutkielman  tavoitteena  oli  tarkastella = makrofagien,  erityisesti
kasvainassosioituneiden makrofagien (TAM), roolia sydvin kehittymisessd ja etenemisessd sekd
arvioida niiden mahdollisuuksia syovan immunoterapian kohteina. Ty0ssd syvennyttiin makrofagien
biologisiin ominaisuuksiin, plastisuuteen ja polarisaatioon sekd niiden vuorovaikutuksiin kasvaimen
mikroympaéristossd. Erityistdi huomiota kiinnitettiin TAMien vaikutuksiin angiogeneesissi,
immuunivasteen vdistdmisessd, invaasiossa ja metastaasien muodostumisessa sekd niiden
metabolisiin - muutoksiin. Tutkielman perusteella TAMit ovat keskeinen osa kasvaimen
mikroympéristdd, ja niiden toiminta tukee kasvaimen kasvua monin eri tavoin. Samalla niiden

muovautuva fenotyyppi tarjoaa mahdollisuuden terapeuttiseen manipulointiin.

TAMit ovat dynaamisia soluja, joiden fenotyyppié kasvain kykenee muokkaamaan omaksi edukseen.
Tdmi plastisuus tekee niistd paitsi syovin etenemistd edistdvid tekijoitd myOs potentiaalisia
hoitokohteita. Viimeaikaiset tutkimukset ovat osoittaneet, ettd TAMien uudelleenohjelmointi voi
palauttaa niiden kyvyn fagosytoida syOpdsoluja ja tukea T-soluvilitteistdi immuunivastetta.
Yksittaiset hoitomuodot, kuten TAMien méiérén vihentdminen tai niiden fenotyypin muokkaaminen,
ovat kuitenkin kohdanneet haasteita kasvainten kehittyessd vastustuskykyisiksi.  Siksi
yhdistelmdhoidot, jotka yhdistavit TAM-manipulaation muihin immunoterapioihin, kuten

tarkistuspiste-estijiin, ovat osoittautuneet lupaavimmiksi ldhestymistavoiksi®®®7.

Hoitojen kehityksessi TAMien heterogeenisuus ja eri alatyyppien erilaiset roolit on kuitenkin
otettava huomioon, jotta saavutetaan optimaalinen kliininen vaste. Erityisen huomionarvoista on, ettd
tutkimus on viime vuosina korostanut kudosresidenttien makrofagien roolia voimakkaampina
immunosuppressiivisina soluina verrattuna monosyyttiperdisiin TAMeihin. Ndmid TAMit voivat
edistdd varhaisessa vaiheessa tapahtuvaa T-solujen uupumusta sekd kasvaimen etenemistd, miké
tekee niistd houkuttelevan mutta haasteellisen hoitokohteen®®. TAMien alkuperd vaikuttaa paitsi
solujen fenotyyppiin myods immunoterapiavasteeseen, jonka takia hoidon kohdistus alkuperin
mukaan voisi tulevaisuudessa tarjota parempia hoitokeinoja. Témén lisdksi kasvaimen
mikroympaériston solukoostumuksen heterogeenisyys vaikuttaa merkittdvasti hoitovasteisiin.

Jatkossa korkean resoluution menetelmien, kuten yksittdissolujen RNA-sekvensoinnin ja



massasytometrian, odotetaan mahdollistavan TAM-alatyyppien tarkemman médrittelyn ja
kohdennetummat hoitostrategiat*>”.

Tulevaisuuden tutkimus- ja kehityssuunnat ovat moninaisia. Ensinndkin tarvitaan luotettavia
biomarkkereita TAMien alaryhmien tunnistamiseen ja niiden sijainnin méaéarittimiseen ennen hoitoa.
Toiseksi  hoitovasteiden seurantaa tulisi  tehostaa  yhdistimélld korkean resoluution
analyysimenetelmii, esimerkiksi massasytometria ja yksisoluanalyysit, joilla voidaan kuvata TAM-
populaatioiden muutoksia hoitojen aikana. Liséksi yhdistelméhoitojen suunnittelussa tulisi ottaa
huomioon hoitojen kaksoisvaikutukset TAMeihin ja kehittdd uusia TAM-spesifisid kohteita, jotka
mahdollistavat annostelun tarkentamisen ja sivuvaikutusten vidhentdmisen. TAMien alkuperén,
monosyyttiperdisten ja kudosresidenttien makrofagien, vaikutuksia hoitovasteeseen tulisi selvittdd
tarkemmin®. Lopuksi tutkimuksessa tulisi pyrkid tunnistamaan ndiden TAM-populaatioiden

haavoittuvuuksia ja ndiden ryhmien hoitoherkkyyteen liittyvid erityispiirteita.

Aiheeni valintaan vaikutti sydvin merkittdvyys maailmanlaajuisena terveysuhkana seka tarve 16ytaa
uusia, tehokkaampia hoitomuotoja erityisesti sellaisiin syopétyyppeihin, joissa nykyiset hoitokeinot
eivdt tarjoa riittdvad tehoa. Koska TAMit osallistuvat 1dhes kaikkiin kasvaimen kasvua ja levidmista
sddteleviin mekanismeihin, niiden tutkiminen ja terapeuttinen hyddyntdminen tarjoavat lupaavan
mahdollisuuden syovin hoidon tehostamiseen. Makrofagien uudelleenohjelmointi  voi
tulevaisuudessa muodostua yhdeksi sydvdn immunoterapian peruspilareista, erityisesti osana

yhdistelmédhoitoja, jotka pyrkivit aktiivisesti muokkaamaan kasvaimen mikroympéristoa.
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