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Adoptiiviset soluterapiat ovat yleisnimitys sydvdn immunoterapiahoidoille, jossa potilaan tai
luovuttajan immuunisoluja eristetdéin laboratoriotuotantoa varten, minkd jilkeen muokatut ja
monistetut solut palautetaan potilaaseen tyypillisesti infuusiona. Merkittédvd edistysaskel tdssé
terapiamuodossa on kimeerisen antigeenireseptorin (CAR) suunnittelu ja pddsy hyvéksytyksi
terapiamuodoksi CAR-T-soluterapian muodossa. Vaikka kyseinen hoitomuoto on osoittautunut
tehokkaaksi hematologisissa syOvissd, hoidon soveltaminen kiinteissd kasvaimissa on silti
vaillinaista. Tdma johtuu mm. T-solujen heikosta kyvystd tunkeutua kasvaimeen, kasvaimen
mikroympériston (TME) immunosuppressiivisesta luonteesta, antigeeniheterogeenisyydestd seké
hoitoihin liittyvistd vakavista sivuvaikutuksista ja korkeista tuotantokustannuksista.

Makrofagit ovat toisaalta synnynndisen immuniteetin soluja, jotka luonnostaan hakeutuvat ja
infiltroituvat kiinteisiin kasvaimiin. Vaikka TME:ss4 esiintyvét makrofagit tyypillisesti muovautuvat
fenotyyppiin, jossa ne edistivit syovin etenemisti, niiden suuri plastisuus kdytdnndssd mahdollistaa
solujen uudelleenohjelmoinnin. CAR-makrofagit (CAR-M) ovat uusimman sukupolven adoptiivinen
soluterapia, jossa makrofagit muokataan ilmentdméén synteettisti CAR-rakennetta. Tdémén avulla ne
voidaan suunnitella tarkasti tunnistamaan haluttuja sydpédsolujen antigeenejd ja tuhoamaan solut
esimerkiksi fagosytoosin avulla. Tdmén lisdksi CAR-makrofagit kykenevit taltuttamaan TME:n
immunosuppressiivisen ympdriston erittdmélld pro-inflammatorisia sytokiineja ja esittelemalld
kohdeantigeenejd MHC-vilitteisesti adaptiiviselle immuunijérjestelmélle.

Vaikka CAR-makrofagit edustavat teoriassa lupaavaa ldhestymistapaa kiinteiden kasvainten
immunoterapiassa, niiden kayttdd rajoittavat autologisten soluterapioiden tuotantohaasteet. Potilaan
omien solujen eristimiseen ja muokkaamiseen perustuvat prosessit ovat padsadantdisesti hitaita ja
kalliita. Ratkaisuja tdhdn rajoitteeseen on pyritty hakemaan indusoiduista pluripotenteista
kantasoluista (iPSC). Koska makrofagit eivét aiheuta potilaissa kddnteishyljintdd (GvHD), iPSC-
teknologian avulla pystyttéisiin tuottamaan “hyllyvalmiita” (off-the-shelf) CAR-makrofageja.

CAR-makrofagien ainutlaatuiset kyvyt, kuten infiltroituminen TME:hen, sydpésolujen suora
tuhoaminen, kasvaimen mikroympiriston muokkaus sekd adaptiivisen immuunijirjestelméin
aktivointi selkedsti erottavat ne aikaisemmista soluterapioista. Varhaiset Faasil -kliiniset kokeet ovat
jo osoittaneet CAR-makrofagien turvallisuuden ja potentiaalin tilanteissa, joissa CAR-T-solut
padasiassa epdonnistuvat. Tulevaisuudessa iPSC ldhtdiset CAR-makrofagit voisivat tarjota elinaikaa
pidentdvin hoitovaihtoehdon kiinteistd kasvaimista kérsiville potilaille.

Avainsanat: CAR-makrofagit, immunoterapia, kiintedt kasvaimet, Indusoidut pluripotentit
kantasolut
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1 JOHDANTO

SyOpdsairaudet ovat yksi merkittdvimmistd maailmanlaajuisista terveyshaasteista ja niiden hoitoon
on vuosikymmenien saatossa kehitetty yhd tehokkaampia hoitomenetelmid. Yksi merkittivistd
uusista menetelmistd on ollut ihmisen oman immuunijarjestelmén valjastaminen syopasoluja vastaan.
Erityisesti potilaan omista T-soluista muokatut kimeeriset antigeenireseptorisolut (CAR-T) ovat
osoittautuneet tehokkaaksi hematologisten sydpien, kuten leukemioiden ja lymfoomien hoidossa [1].
Téstd menestyksestd huolimatta CAR-T-soluterapian teho kiinteiden sydpdkasvainten hoidossa on
toistaiseksi ollut heikko. Kiinteiden kasvainten hoitoa vaikeuttavat suorat fyysiset esteet, kuten tiheé
soluvéliaine (ECM, engl. extracellular matrix), sekd immunosuppressiivinen kasvaimen
mikroympérist6 (TME, engl. Tumor microenvironment), jotka yhdessd estivit T-solujen

tunkeutumisen ja toiminnan kasvainkudoksessa [1].

Naéiden rajoitteiden vuoksi synnynnéisen immuniteetin solut, kuten makrofagit, ovat nousseet esille
varteenotettavina vaihtoehtoina. Makrofagit ovat elimiston synnynnidisen immuniteetin keskeisiéd
soluja, joilla on kyky liikkua kudoksien vililld, fagosytoida vieraita rakenteita ja soluja. Tdmén liséksi
makrofagit luontaisesti hakeutuvat hapenpuutteesta kérsivdén kasvainkudokseen, ja ne voivat

muodostaa jopa 50% kiinteén kasvaimen kuivapainosta [2], [3].

Koska makrofagit kykenevét liikkumaan vapaasti kasvainkudoksessa, niiden geneettinen
muokkaaminen CAR-teknologian avulla on noussut potentiaaliseksi strategiaksi. CAR-reseptoreilla
varustetut makrofagit (CAR-M) on suunniteltu tunnistamaan sydpésoluja ja tuhoamaan niitd suoran
fagosytoosin avulla. Lisdksi ne kykeneviat muokkaamaan TME:td pro-inflammatoriseen suuntaan ja
esittelemddn syOpdantigeenejd T-soluille, mikd kéynnistdd adaptiivisen immuunivasteen [2].
Autologisiin CAR-M-terapioihin liittyy toisaalta myds kriittisid haasteita: valmistus on kallista ja
hidasta ja makrofageilla on heikko jakaantumiskyky elimistossd. Ndiden esteiden ylittdmiseksi
tutkimus on suuntautunut indusoituihin pluripotentteihin kantasoluihin (iPSC), jotka tarjoavat

teoriassa rajattoman ldhteen CAR-makrofagien valmistukseen.

Téssd tutkielmassa tarkastellaan CAR-makrofagien toimintamekanismeja ja arvioidaan niiden
terapeuttista potentiaalia kiinteiden sydpédkasvainten hoidossa. Tutkielman tavoitteena on selvittid,
kuinka makrofagien luontaisia ominaisuuksia voidaan hyddyntdd TME:n esteiden ylittdmisessd, ja

millaisia mahdollisuuksia sekd haasteita iPSC-teknologia tarjoaa CAR-M-terapian tuotannolle.



2 MAKROFAGIEN BIOLOGIA JA ROOLI SYOVISSA

Makrofagit ovat keskeisid soluja synnynndisessd immuunijéirjestelméssid, jossa niiden padasiallisena
tehtdvidnd on muun muassa ylldpitdd kudosten homeostaasia, tunnistaa ja tuhota mahdollisia
taudinaiheuttajia sekd poistaa kuolleita tai vaurioituneita soluja fagosytoosin avulla [4].
Fagosytoinnin lisdksi makrofagit pystyvdt myds kohdeantigeenin esittelyyn T-soluille, jolloin
makrofagit eivdt toimi vain tirkednd osana synnynndistd immuniteettia, mutta myds osana hankittua
immuniteettia [4]. Aikuisen henkilon makrofagit kehittyvit padosin luuydinperdisisti monosyyteista,
kun ne siirtyvdt kudoksiin. Tdmé voi tapahtua esimerkiksi tulehdusvasteen tai mikrobi-infektion
myoOtd ensisijaisesti kemiallisella viestinvilitykselld. Morfologialtaan makrofagit ovat yleisesti
epasddnnodllisen muotoisia, mutta esimerkiksi in vitro -kokeissa on havaittu anti-inflammatoristen
makrofagien suosivan pitkdnomaista muotoa ja selkeitd ulokkeita, kun toisaalta pro-inflammatoriset
makrofagit omaksuvat enemmain pyoredn ja littein morfologian [5]. Myo6s seeprakalojen in vivo -
kuvantamisessa on havaittu interstitiaalikudoksessa sijaitsevien makrofagien suosivan pitkdnomaista

morfologiaa, jossa esiintyy selkedt pseudopodit [6].

Terveissd kudoksissa makrofagit voidaan jakaa vapaisiin makrofageihin, jotka pystyvét vapaasti
siirtymddn kudosten vélilld, sekd kudosspesifisiin makrofageihin, jotka pystyvét rajallisesti
litkkkumaan vain tietyn kudoksen sisélld. Kudosspesifit makrofagit, kuten maksan Kuppferin solut
muodostavat arviolta jopa 80-90 % kaikkien nisdkkdiden makrofagipopulaatioista [7]. Muita tarkeita
karakterisoituja kudosmakrofageja ihmiskehossa ovat mm. aivokudoksissa esiintyvét mikrogliat,
keuhkoissa sijaitsevat keuhkorakkulamakrofagit, sidekudoksista 16ytyvit histiosyytit sekd

luukudoksissa erilaistuneet osteoklastit.

Kiinteiden kasvainten tapauksessa makrofagit ovat selkedsti runsaslukuisin immuunisolujen ryhma4,
ja ne voivat muodostaa jopa 50 prosenttia kiintedn kasvaimen kokonaismassasta [2], [3]. Vaikka
makrofagien toiminta on syovin kehityksessd jatkuvan tutkimuksen kohteena, makrofageilla on
kuvailtu selked kaksijakoinen rooli [8]. Varhaisessa syovin kehitysvaiheessa makrofagit voivat tuhota
syopidsoluja ja kdynnistdd immuunivasteen ylldpitddkseen kudoksen homeostaasia ja vilttidkseen
syovén kehityksen [9]. Toisaalta vakiintuneissa sy0vissd makrofagit voivat edistdd syovén etenemista
ja etidpesdkkeiden muodostumista muun muassa indusoimalla angiogeneesid, erittdmélld kasvu- ja

selviytymistekijoitd sekd vaimentamalla paikallista immuunivastetta [10].



2.1 MAKROFAGIEN ALKUPERA JA HOMEOSTAASI

Klassisesti on ajateltu, ettd kaikki makrofagit kehittyvét luuytimen hematopoieettisista kantasoluista
verenkierron monosyyttivaiheen kautta [11]. Nykytiedon valossa toisaalta tiedetdin, ettd suurin osa
kudosspesifeistd makrofageista, kuten mikrogliasolut tai ihon Langerhansin solut, ovat perdisin
sikionkehityksen esiasteista [12], [13]. N&mid makrofagien esiasteet vaeltavat kudoksiin
ruskuaispussista ja sikion maksasta, jolloin ne pystyvit ylldpitdimdén kantaansa aikuisiélla

jakautumalla itsendisesti tdysin erillddn luuydinperéisistd monosyyteistd [13], [14].

Aikuisen henkilon elimiston homeostaasissa verenkierron monosyyttien osuus kudosten
makrofagipopulaatioiden ylldpidossa on merkittdvd vain tietyissd kudoksissa, kuten esimerkiksi
suolistossa tai syddmessd. Néissd elimissd monosyyttiperdiset makrofagit hiljalleen korvaavat
sikioperdiset kudosmakrofagit iin myo6td [11], [15], [16]. Makrofagilinjojen erilaistumisen,
eloonjddmisen ja jakautumisen tirkeimpané sditelijdnd voidaan pitdd solun pinnan reseptoria CSFIR
(colony stimulating factor 1 receptor), jonka ligandina toimivat sytokiinit CSF-1 (colony stimulating
factor 1) sekd IL-34 (interleukiini-34) [17], [18]. Vaikka sikioperdiset kudosmakrofagit voivat olla
osallisina kasvaimen varhaisimmissa kehitysvaiheissa, vakiintuneissa syopékasvaimissa suurin osa
makrofageista on kuitenkin monosyyttiperdisida makrofageja, jotka vaeltavat kasvainymparistoon

verenkierrosta [13].

2.2 MAKROFAGIEN POLARISAATIO JA PLASTISUUS

Makrofagit ovat erittdin muovautuvia eli plastisia soluja, jotka mukautuvat helposti ulkopuolisiin
kemiallisiin viesteihin muuttamalla esimerkiksi fenotyyppidén tai geeniensd ilmentymistd [19].
Historiallisesti makrofagien aktivaatiotilat on jaoteltu kahteen &éripddhén, jotka ovat klassisesti
aktivoituneet makrofagit (M 1-tyyppi) ja vaihtoehtoisesti aktivoituneet makrofagit (M2-tyyppi), mutta
nykytutkimuksen valossa titd binddrista kahtiajakoa pidetdén liian yksinkertaistettuna mallina [20],
[21]. Erityisesti kasvainten mikroympéristossdé makrofagien aktivaatiotilat muodostavat laajan
spektrin, jossa makrofagit voivat ilmentdd molemmille aktivaatiotiloille tyypillisid piirteitd [22], [23],
[24]. Tamén vuoksi bindérisestd luokittelusta usein pidattdydytddn ja solujen toimintaa kuvataan
nykydén laajalti niiden tulehdusta edistévien (pro-inflammatoristen) tai tulehdusta hillitsevien (anti-

inflammatoristen) ominaisuuksien perusteella [25].



Pro-inflammatoriset makrofagit tyypillisesti indusoituvat fenotyyppiinsd tyypin 1 T-auttajasolujen
erittimén interferoni gamman (IFN-y) vaikutuksesta, mutta my6s muiden tekijéiden, kuten
interleukiini 12:n (IL-12), tuumorinekroositekija alfan (TNF-a) tai bakteerien lipopolysakkaridien
(LPS), stimuloimina [20]. Tidssd aktivaatiotilassa makrofagit erittdvit runsaasti tulehdusta
kiihdyttavid sytokiineja, kuten TNF-a:a sekd interleukiineja 1, 6 ja 12 (IL-1, IL-6, IL-12) [26].
Tulehdusta edistivilla makrofageilla on ominainen kyky tarkasti fagosytoida kohdesoluja seké tuottaa
reaktiivisia happi- ja typpiyhdisteiti, joilla ne kykenevit tuhoamaan patogeenejé tai kasvainsoluja
[27], [28]. Nami makrofagit ovat myos keskeisid antigeenid esittelevid soluja, silld ne ilmentavét
pinnallaan luokan II MHC-molekyyleja (major histocompatibility complex) sekd tirkeitd

immuunijarjestelmin ko-stimulaatiomolekyyleja (CD80 ja CD86) [20].

Poiketen tulehdusta edistévistd makrofageista, kudosta korjaavat ja tulehdusta hillitsevét makrofagit
indusoituvat muiden viestien, kuten interleukiini 4:n ja 10:n (IL-4, IL-10) tai TGF-B:n (transforming
growth factor beta) vaikutuksesta [20]. Ndma makrofagit tyypillisesti erittdvit tulehdusta hillitsevid
sytokiineja, kuten IL-6:ta, IL-10:td sekd TGF-B:aa, joita monet kiintedt kasvaimet kayttavat
hyvikseen oman kasvunsa tukemisessa [19]. Tdmén lisdiksi nimd makrofagit tukevat kudosten
uudelleenmuovautumista sekéd vahvistavat angiogeneesié alueella [19], [20]. Kehon normaalitilassa
tulehdusta hillitsevdt makrofagit edistdvdt kudosten normaalia korjaantumista ja toimivat
immuunivasteen “jarruna”, mutta patologisissa tiloissa ne voivat vaimentaa immuunijérjestelmén

toimintaa haitallisesti [14], [29].

IFN-y, IL-12, IL-4, IL-10,
TNF-a, LPS TGF-B
MHCII ~ CD206
s /i( CD204
CD86 ) : A 0 i
X Pro-inflammatorinen Anti-inflammatorinen
cpgo I € cp163
l Polarisoitumaton l
makrofagi
TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10,
IL-6, IL-12, ROS, -~
NO TGF-B
Tulehdusta edistéva (Pro-inflammatorinen) Tulehdusta hillitsevd (Anti-inflammatorinen)
Sydpisolujen ja patogeenien fagosytoosi Kudosten korjaus ja

uudelleenmuovautuminen

Antigeenin esittely (adaptiivisen Angiogeneesi (verisuonten uudismuodostus)
immuunivasteen aktivointi) Immunosuppressio

Tuumorisuppressiivinen (syopaa estéva) Pro-tuumorigeeninen (syovan kasvua tukeva)

Kuva 1 Makrofagien polarisaatioreitit ja niiden vaikutukset kasvainmikroympéiristossa.
Kuvassa esitetddn pro-inflammatorisen (vasen) ja anti-inflammatorisen (oikea) makrofagin
stimulaatioon tarvittavat tekijit, pintamarkkerit (esim. CD80, CD206), eritettavét vélittdjdaineet sekd
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niiden keskeiset biologiset tehtdvédt. Pro-inflammatoriset makrofagit toimivat péddasiassa
tuumorisuppressiivisesti, kun taas anti-inflammatoriset makrofagit edistdvdt angiogeneesid seké
syovin etenemistid. Kuva luotu BioRender-sovelluksella.

2.3 KASVAIMIIN LIITTYVAT MAKROFAGIT (TAM)

Kasvaimen mikroympdristodn vaeltavia makrofageja kutsutaan niiden polarisaatiosta riippumatta
kasvaimeen assosioituneiksi makrofageiksi (TAM, engl. Tumor-associated macrophages) [9]. TAM-
solut ovat monimuotoinen ja heterogeeninen solupopulaatio, jonka lukuméard kasvainkudoksessa
yhdistetdén kliinisesti huonoon ennusteeseen monissa syOpdtyypeissd, kuten rintasyovéssd,
kilpirauhassydvissé, kohdunkaulan syovissé sekéd eturauhassyoviéssa [3], [30], [31], [32]. Toisaalta
ei-pienisoluisessa keuhkosydvissd (NSCLC) on havaittu selked positiivinen korrelaatio kasvaimen
makrofagien lukuméérin ja potilaan ennusteen vililld [33]. Kasvainkudoksen erittimét kemokiinit
CCL2 (chemokine ligand 2) seki kasvutekijdt CSF-1 ja VEGF (vascular endothelial growth factor)
ovat keskeisid monosyyttien houkuttelussa kasvainten mikroymparistoon ennen niiden erilaistumista

TAM-soluiksi [8], [12], [20].

SyOpdkasvaimen solukon erittdmét sytokiinit, kuten IL-6 ja TGF-B, sekd alueella vallitseva
hapenpuute tavallisesti ohjaavat paikalle asettautuneita TAM-soluja muovautumaan immuunivastetta
vaimentavaksi sekd kudosta korjaavaksi fenotyypiksi. Ndin namé kyseiset makrofagit tukevat alueen
uudissuonittumista VEGF-kasvutekijdvilitteisesti sekd muita fysiologisia korjausprosesseja
mahdollistaen sydvin kehittymisen [12], [29]. Témin lisdksi TAM-solut edesauttavat
syopikasvaimien etdpesikkeiden muodostumista erittimélld epidermaalista kasvutekijdd (EGF), joka
edistdd syOpidsolujen irtoamista, sekd metalloproteinaaseja (MMP), jotka tehostavat ECM:n ja

tyvikalvon hajoamista [4], [34].

Erityisen huomionarvoinen ja yksilollinen piirre TAM-soluissa on niiden kyky vaimentaa paikallista
immuunivastetta. TAM-solut erittdvit immunosuppressiivisia tekijoitd, kuten IL-10:td, TGF-f:ta seka
ne ilmentdvit pinnallaan kohonneita méarid PD-L1-proteiinia (programmed death-ligand 1) [12],
[35]. Tamén seurauksena TAM-solut estdvit sytotoksisten T-solujen ja luonnollisten tappajasolujen
(NK-solu) toimintaa syOpaymparistossd sekd edistdvit sditeliji-T-solujen kertymistd kasvaimeen
suojaten sydpésoluja elimiston immuunivasteelta [4], [12], [36]. Koska makrofagit ovat hyvin
muovautuvia fenotyypiltddn ja niiden polarisaatio on kddntyva prosessi, solujen uudelleenohjelmointi

on noussut varteenotettavaksi strategiaksi kliinisessi sydopdimmunoterapiassa [37].
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3 KIMEERISET ANTIGEENIRESEPTORIT (CAR) JA IMMUNOTERAPIA

Immunoterapian tutkimuksen kehittyessa adoptiivinen soluterapia (ACT, engl. adoptive cell therapy)
on noussut tdrkedksi strategiaksi taistelussa syOpdd vastaan. Adoptiivisiin sydpéterapioihin
lukeutuvat terapiat, joissa potilaan omia soluja eristetdfin, muokataan ja palautetaan kehoon [38].
Yhtend  tdmédn  terapia-alan  merkittdvimpind  kehitysaskeleina  pidetddn  kimeeristen
antigeenireseptorien (CAR, engl. chimeric antigen receptor) kehittdmistd [39]. CAR-molekyylit ovat
synteettisid solukalvon reseptoreita, jotka yhdistavét solun ulkopuolella vasta-aineiden spesifisyyden
ja antigeenintunnistuskyvyn sekd solunsisdisesti immuunisolujen luontaisen sytotoksisuuteen
ohjaavan signaloinnin [39], [40]. CAR-teknologialla voidaan siis ohjata immuunisoluja tunnistamaan
ja tuhoamaan syopésoluja vilittimatta MHC-vilitteisestd antigeenin esittelystd, mikd merkittdvasti

laajentaa mahdollisien terapeuttisten kohteiden maaréaa [40].

3.1 CAR-TEKNOLOGIAN PERUSPERIAATTEET

CAR-reseptori koostuu tavallisesti neljastd péddosasta: solunulkoisesta antigeenid sitovasta
domeenista, saranaosasta, solukalvon lapéisevasti osasta sekéd solunsisiisesti
signaalinvélitysdomeenista [20]. Reseptorin ulkoinen osa muodostuu padsddntdisesti vasta-
aineperdisestd yksiketjuisesta variaabelista fragmentista (scFv, engl. single-chain variable fragment),
joka  mahdollistaa  kohdeantigeenin  spesifisen  tunnistuksen  [41].  Saranaosa ja
transmembraanidomeeni yhdistdvét antigeenid sitovan osan solunsisdisiin rakenteisiin, ja ne voivat
erilaisilla ominaisuuksillaan vaikuttaa mm. reseptorin ilmentymiseen, vakauteen ja kykyyn vélittaa

signaaleja [20].

CAR-rakenteet voidaan jakaa eri sukupolviin niiden solunsisdisen signaalinvilitysdomeenin
rakenteen perusteella. Ensimmaiisen sukupolven CAR-rakenteissa on ainoastaan yksi solunsisdinen
signaalinvilitysdomeeni  CD3{, joka luonnollisessa muodossaan sddtelee  T-solujen
antigeenireseptorin (TCR, engl. T-cell receptor) ilmentymisté ja siten T-solujen aktivaatiota [42],
[43]. Koska pelkkd CD3(-aktivaatiodomeeni ei usein riitd ylldpitimdan CAR-solun jakautumista ja
eloonjddmistd, toisen ja kolmannen sukupolven solunsisdisiin signaalinvélitysdomeeneihin on lisétty
yksi tai kaksi ko-stimulatorista domeenia (CD28, 4-1BB tai 0X40) [44], [45]. Neljdnnen sukupolven
CAR-solut (TRUCKS, engl. T cells redirected for antigen-unrestricted cytokine-initiated killing) on
muokattu erittimidn transgeenisid sytokiineja, kuten IL-12:ta, jonka myotd TME:td pyritddn

muokkaamaan immuunivasteelle suotuisammaksi [46], [47]. Viidennen sukupolven CAR-soluihin on
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lisétty sytokiinireseptorien (esimerkiksi IL-2R[}) solunsisdisid signaalinvilitysosia. Ndmi rakenteet
rekrytoivat ja aktivoivat viestimolekyylejd, kuten JAK-kinaaseja ja STAT-transkriptiotekijoitd, mika

johtaa CAR-solujen parantuneeseen aktivaatioon ja proliferaatioon. [48], [49].

3.2 CAR-T-SOLUTERAPIAN RAJOITTEET

Vaikka CAR-T-soluterapia on osoittautunut kliinisesti tehokkaaksi terapiamuodoksi hematologisissa
syovissd niittden 7 hyviksyttyd CAR-T-solutuotetta Yhdysvaltojen elintarvike- ja lddkevirastolta
(FDA), yhtdkddn CAR-T-soluterapiaa ei ole toistaiseksi hyviksytty kiinteiden kasvainten hoidossa
[1], [50], [51]. Merkittdvid syitd tdlle ovat: T-solujen heikko kyky tunkeutua TME:hen,
heterogeeninen antigeenien ilmentyminen, antigeenipako sekd TME:n immuunivastetta hillitseva

luonne [9].

Kiinteissd kasvaimissa useimmiten esiintyy vahvoja fyysisid esteitd, jotka estivdt CAR-T-solujen
normaalin poistumisen verenkierrosta ja kudokseen tunkeutumisen. Kasvaimen normaalista
kudoksesta poikkeava verisuonitus, stromasolupopulaatiot sekd fibroottinen ECM ovat tirkeimpid
havainnoituja tekijoitd tdssd [39]. Lisdksi TME:ssd esiintyy runsaasti immunosuppressiivisia
komponentteja, kuten séételija-T-soluja, myeloidisukuisia vaimentajasoluja (MDSC) seké tulehdusta
hillitsevid sytokiineja (TGF-f ja IL-10). Ndma tekijét yhdessd taukoamattoman antigeenialtistuksen

kanssa johtavat useimmiten CAR-T-solujen nopeaan uupumiseen [49].

Biologisten esteiden tai tehokkuusvaikeuksien lisdksi CAR-T-soluterapiaan liittyy huomattavia
turvallisuus- ja tuotanto-ongelmia. Hoidossa on karakterisoitu kaksi keskeistd hengenvaarallista
sivuvaikutusta: sytokiinioireyhtymd (CRS) ja immuunisoluihin liittyvd hermostomyrkyllisyys
(ICANS) [52], [53]. Nykyiset 7 FDA:n hyviksymdd CAR-T-solutuotetta perustuvat kaikki
autologiseen prosessiin, jossa kdytetddn potilaan omia soluja johtaen yksildllisesti valmistettuihin
hoitoihin. Koska CAR-terapioiden valmistusprosessia ei ole standardisoitu, CAR-T-solujen valmistus
on hidasta ja erittdin kallista kestden vdhintdin 2—4 viikkoa [54]. Raskaasti esilddkittyjen
syopépotilaiden T-solut voivat my®s olla niin heikkolaatuisia, ettei niistd kyeté tuottamaan tarpeellisia

maiirid toimivia CAR-T-soluja [55].
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3.3 MAKROFAGIEN POTENTIAALI

CAR-T-soluterapian rajoitteiden takia tutkimukset koskien kiinteiden kasvainten hoitoa ovat
etenevissd maddrin suuntautuneet synnynndisen immuniteetin soluihin, kuten NK-soluihin sekd
makrofageihin. Naistd jdlkimmaéiset ovat tunnettuja niiden suuresta lukuméérdstdin
syOpédkasvaimissa sekd kyvystddn hakeutua ja tunkeutua TME:hen. Niiden luontaisten kykyjen
ansiosta makrofageilla on edellytykset ohittaa melkein kaikki fysiologiset esteet, jotka estivit T-

solujen toimintaa kiinteissé kasvaimissa.

Makrofagit kykenevét sydpédsolujen tuhoamiseen esimerkiksi suoran fagosytoosin avulla, kun
toisaalta CAR-T-solujen vaikutukset perustuvat padasiassa syopésoluja hajottavien proteiinien, kuten
perforiinin ja grantysyymien eritykseen [56], [57]. Lisdksi poiketen T-soluista makrofagit kykenevét
MMP:iden eritykseen sekd antigeenin esittelyyn, jolloin ne tarjoavat vahvan alustan geneettiselle

muokkaukselle kiinteiden sydpien immunoterapiassa.

4 CAR-MAKROFAGIT

Kimeerisilld antigeenireseptoreilla varustetut makrofagit (CAR-M) todennékoisesti edustavat
uusimman sukupolven adoptiivista soluterapiaa, jossa yhdistyvét synnynndinen immuniteetti seki
vasta-aineperdinen kohdennus. Vieméilld makrofagien periméén kimeeristé reseptoria koodaava geeni

ne voidaan suunnitella tunnistamaan spesifisesti syOpdsolujen pinnalla olevia antigeeneja [58].

Vaikka makrofageja esiintyy runsain miédrin TME:ssd, ne ovat suurimmalta osalta muovautuneet
tulehdusta hillitsevdin tilaan, joka edistdd kasvaimen kasvua. Téssd tilanteessa makrofagien
luonnollinen kyky tuhota sydpésoluja on heikentynyt [12], [29]. CAR-teknologian ensisijaisena
tarkoituksena onkin saada makrofagit tunnistamaan syOpdsoluja seki toisena tarkoituksena ohjata
niiden polarisaatiota tulehdusta edistédvidédn ja kasvainta tuhoavaan aktivaatiotilaan [59]. Teoriassa
ndmd “tdydelliset” makrofagit kykenisivdat hyvin aktiiviseen toimintaan kiinteiden kasvainten

tuhoamisessa.

4.1 CAR-M-TERAPIAN TAVOITTEET JATEHON INDIKAATTORIT

CAR-M-terapian pédtavoitteena on tarjota kliinisessd onkologiassa yksi hoitomuoto lisdd, joka

pystyisi tulevaisuudessa parantamaan syOpéddn sairastuneen potilaan. Fysiologisessa kontekstissa
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taméd tavoite tarkoittaa usein kasvainkudoksen spesifisti tuhoamista ja TME:n kokonaista
uudelleenmuovausta terveeseen tilaan. Hoidon onnistumista voidaan arvioida mm. eldvéssi
elimistdssé kliinisissd kokeissa useilla erilaisilla indikaattoreilla. Térkeimpind kliinisind mittareina

toimivat kuitenkin kasvaimen massan pieneminen ja elinajanodotteen piteneminen [60].

Solu- ja molekyylitason indikaattoreina toisaalta voidaan kéyttdd CAR-makrofagien hakeutumista ja
rikastumista TME:ssé sekd niiden kykya pysyé tulehdusta edistdvassé fenotyypisséd [61]. Samaisessa
Faasi 1 -kliinisessd kokeessa TME:n muuttumista arvioitiin myds TNF-a:n seké IL-6 pitoisuuksien
perusteella. Hoidon kannalta tdrked indikaattori on myos adaptiivisen immuunijérjestelmén
aktivoituminen, joka voidaan mitata sytotoksisten CD8+ T-solujen infiltraationa kasvaimeen [61].
Néiden kaikkien tekijoiden perusteella voidaan arvioida ovatko CAR-makrofagit onnistuneet

lapdiseméén kasvaimen fyysiset ja immunologiset esteet.

4.2 CAR-M:n RAKENNE JA SIGNALOINTI

CAR-makrofageissa kidytettdvd kimeerinen antigeenireseptori koostuu samoista perusrakenteista
kuin CAR-T-soluissa: solunulkoisesta antigeenid tunnistavasta scFv:std, saranaosasta, solukalvon
lapdisevéstd  osasta sekd  solunsisdisestd  signaalinvilitysdomeenista [39].  Oikeiden
signaalinvilitysdomeenien valinta on kuitenkin tarkedd, silld makrofagien sisdiset signalointireitit
poikkeavat huomattavasti lymfosyyteistd. Esimerkiksi CAR-T-soluilla usein kéytettivin CD3( -
domeenin vilittdma signaali perustuu solunsisdiseen ZAP-70-kinaasiin, joka puuttuu makrofageilta.
Kuitenkin saman CD3( -domeenin sisdllyttiminen CAR-makrofageihin aiheuttaa Syk-

kinaasivilitteisen signaalin, joka ohjaa makrofagin kdynnistimién fagosytoosin [62].

Ensimmaéisen sukupolven CAR-makrofageissa signaalinvilitykseen on kdytetty joko edelld mainittua
CD3( -domeenia tai jéljenndksid luonnollisista fagosytoosireseptorien domeeneista, kuten Fc-
reseptorin gamma-ketjusta (FcRy) [63]. Toisen sekd kolmannen sukupolven rakenteisiin on yhdistetty
fagosytoosia tehostavia elementtejd, kuten PI3-kinaasia aktivoivia domeeneja, jotka edistivit
kokonaisten solujen fagosytointia [9]. Tdmén lisdksi uusimpien sukupolvien CAR-makrofagien
reseptoreihin on sisdllytetty Tollin kaltaisten reseptoreiden (esim. TLR4 tai TIR) osia, jotka pyrkivét
lukitsemaan makrofagin pro-inflammatoriseen tilaan ja estdd sen muuttumisen kasvainta tukevaan
anti-inflammatoriseen tilaan [9], [64]. Vaihtoehtona fagosytoosin ja polaarisuuden tukemiselle on
kokeiltu myds CD147-molekyylin signaalialuetta, joka ohjaa makrofageja tuottamaan kasvaimen

soluviliainetta hajottavia entsyymeja (MMP) [65].
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Syopasolu

Kohdeantigeeni
scFv
Sarana
Transmembraaniosa
CAR-Makrofagi
. . Fagosytoosin
ECM- ‘ CD3C/FcRy ] — > (Syk-kinaasi) — Liynnistyminen
hajotus |
T l PI3K-domeeni J —» Tehostettu
fagosytoosi
|
MMP- CD147- TLR/TIR- : o
eritys signaali domeeni — Pro-inflammatorinen tila

Kuva 2 CAR-makrofagin rakenne ja signalointireitit syopisolun tunnistuksessa. Kimeerinen
antigeenireseptori (CAR) koostuu solunulkoisesta scFv-osasta, joka tunnistaa syOpdsolun
kohdeantigeenin, sekd solunsisiisistd signalointidomeeneista. CD3(- tai FcRy-yksikot kdynnistavit
fagosytoosin Syk-kinaasin vilitykselld, mitd PI3K-domeeni tehostaa. TLR/TIR-domeeni ohjaa
makrofagia kohti pro-inflammatorista tilaa. Lisdksi kuvassa esitetdin CD147-signaalivdyld, joka
stimuloi matriksin metalloproteinaasien (MMP) eritystd ja siten solunulkoisen matriisin (ECM)
hajotusta. Kuva luotu BioRender-sovelluksella.

4.3 CAR-M-TERAPIAN TOIMINTAMEKANISMIT

CAR-makrofagien kyky vaikuttaa kiinteisiin kasvaimiin perustuu useaan samanaikaiseen
mekanismiin. Kun CAR-reseptorin solunulkoinen osa tunnistaa sydpédsolun antigeenin, makrofagin
proteiinisdikeinen tukiranka jérjestyy uudelleen ja solu kdynnistdd kohdesolun fagosytoosin [66].
Kokonaisten solujen nielaisemisen lisdksi CAR-makrofagien on havaittu hyddyntivin myds
trogosytoosia, jossa ne ndykkivét syopasolun solukalvosta pienid paloja kerrallaan [67]. Fagosytoosin
ja trogosytoosin lisdksi CAR-makrofagit kykenevit erittimidn kasvainympéristoon reaktiivisia

happi- ja typpiyhdisteitd (ROS ja NO), jotka vaurioittavat syopasoluja [4].
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Suoran vaikuttamisen lisdksi CAR-makrofagit muokkaavat myds koko kasvaimen mikroymparistoa.
Ne erittdvat tulehdusta edistdvid sytokiineja ja kemokiineja, jotka pystyvit lievittimdian TME:n
immunosuppressiivista luonnetta [4]. Téllainen sytokiinien eritys kykenee uudelleenohjelmoimaan
kasvaimessa jo olevia TAM-soluja takaisin pro-inflammatoriseen tilaan. Tarkednd epdsuorana
vaikutusreittind CAR-makrofagit pilkkovat myds kasvaimen tihedd ECM:4 erittimillaan MMP:ill4,

miké mahdollistaa muiden tulehdussolujen infiltraation kasvaimeen [65].

Viimeisend toimintamekanisminaan CAR-makrofagit pystyvét toimimaan liitoksena synnynniisen ja
hankitun immuniteetin vélilld. Syopdsolujen tuhoamisen jélkeen makrofagit pystyvét prosessoimaan
niiden pintarakenteita ja esittelemddn sydpdantigeeneja MHC-molekyylien avulla T-soluille [68].
Tédmai antigeenin ristiinesittely kdynnistad immuunivasteen myds sellaisia kasvainsolujen antigeeneja
vastaan, joihin CAR-reseptoria ei kohdennettu. Tastd ilmiosti kdytetdén nimed epitoopin levidminen,
ja se on erittdin tirked mekanismi estimdin syopdsolujen pakenemista hoidolta antigeenien

ilmentymistd muuttamalla [19].

5 iPSC -SOLUT CAR-MAKROFAGIEN LAHTEENA

Potilaan omista soluista valmistetuilla, eli autologisilla soluterapioilla on selkeitd tuotannollisia
rajoitteita. Primaaristen monosyyttien tapauksessa niiden 16ytdminen ddreisverestd on harvinaista,
niiden kyky jakautua koeputkissa on rajallinen sekd luovuttajien vilinen vaihtelu on suurta [62].
Tamaén liséksi primaariset immuunisolut ovat alttiita menettdmiin toimintakykynsé viljelyprosessin
aikana. Ratkaisuna autologisten valmisteiden tuotantoon on noussut indusoitujen pluripotenttien
kantasolujen (iPSC, engl. induced pluripotent stem cell) kayttd [69]. iPSC -solut tarjoavat teoriassa
loputtoman ja standardisoitavan soluldhteen, joka mahdollistaa allogeenisten CAR-M-hoitojen

tuotannon.

5.1 iPSC -TEKNOLOGIAN PERIAATTEET

Indusoidut pluripotentit kantasolut valmistetaan ohjelmoimalla jo erilaistuneita somaattisia soluja,
kuten ihon fibroblasteja tai dédreisveren yksitumaisia soluja, takaisin pluripotenttiin tilaan. Tdhdn
prosessiin tyypillisesti kdytetddn solujen uudelleenohjelmoinnista vastaavia transkriptiotekijoita,

kuten Oct3/4, Sox2, c-Myc ja Kl1f4 [62]. Kliinisissd sovelluksissa transkriptiotekijit vieddin nykyéan
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usein episomaalisina vektoreina, jotka eivét integroidu isdntdsolun perimddn. Tdmi pienentdd

merkittdvisti mahdollisuutta insertionaaliselle onkogeneesille [70].

Pluripotentissa tilassa iPSC-solut kykenevét jakautumaan rajattomasti sekd ne pystyvit erilaistumaan
miksi tahansa elimiston solutyypiksi. Soluterapioiden kannalta on merkittavéa, ettd iPSC-solut ovat
hyvin alttiita geneettiselle muokkaukselle. Esimerkiksi CRISPR/Cas9-menetelmélld voidaan
muokata solut ilmentdméén CAR-reseptoria sekd poistamaan immuunihyljintdén herkkid rakenteita
[62], [71]. Monimutkaisen muokkauksen jélkeen jopa yksi onnistuneesti editoitu iPSC-solu voidaan
kloonata tdysin homogeeniseksi solupankiksi (engl. Master Cell Bank), joka toimii standardoituna

soluldhteend terapian elinkaaren ajan [72].

5.2 MAKROFAGIEN ERILAISTAMINEN

iPSC-solujen erilaistaminen makrofageiksi mukailee péévaiheiltaan sikionkehityksen aikaista
hematopoieesia [62]. Ensin iPSC-soluista muodostetaan kaksiulotteisessa viljelméssd tai
suspensiossa alkiokantasolukasaumia (EB, engl. embryoid body), joiden annetaan muovautua
mesodermiksi ja sitten hemogeeniseksi endoteeliksi (HE). Tadmén jilkeen viljelyliuokseen lisitdin
kasvutekijoitd, jolloin alkaa muodostua hematopoieettisia soluja ja esisoluja [62]. Néiden esiasteiden
kypsymistd iPSC-peréisiksi makrofageiksi (iMac) ohjataan usein makrofageja stimuloivalla tekijélla

(CSF-1) seki interleukiini 3:1la (IL-3) [62], [73].

Koko makrofagien erillaistamisprotokolla iPSC-soluista on mahdollista skaalata teollisesti
nykypéivian teknologialla. Maljaviljelmien sijaan soluja voidaan kasvattaa kolmiulotteisissa
suspensiobioreaktoreissa, jossa hematopoieettiset organoidit vapauttavat myeloisia esiasteita. Nama
esiasteet voidaan kerdtd talteen viikoittain jopa useiden kuukausien ajan ja onnistuneesti pakastaa
ennen kypsytystd makrofageiksi [73], [74] Sulatuksen jidlkeen ne sdilyttdvin runsaan CAR-
rakenteiden ilmentymisen, ja ne kykenevit erilaistumaan tdysin toimintakykyisiksi makrofageiksi
[69]. Tdmid pakastusmahdollisuus on tdrked edellytys, jotta CAR-makrofageja olisi nopeasti

potilaiden saatavilla kustannustehokkaasti.
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6 TERAPIAN NYKYTILANNE JA TULEVAISUUS

Vaikka CAR-makrofagien tutkimus on edennyt prekliinisistd malleista jo ensimmdisiin ihmisilla
tehtdviin kokeisiin, terapian laaja soveltaminen vaatii vield tuotannollisten, fysiologisten ja
turvallisuuteen liittyvien esteiden ylittdmistd. Kuitenkin Faasi 1 -kliinisissd tutkimuksissa on
hiljattain alettu arvioida CAR-makrofagien alustavaa turvallisuutta ja tehoa [61]. CAR-makrofagien
tulevaisuus nojaa vahvasti uusimpiin geenimuokkausteknologioihin, yhdistelméhoitoihin ja tdysin

uusiin annostelustrategioihin.

6.1 KLIINISET TUTKIMUKSET JA TULEVAISUUS

Edelld mainitussa kliinisessd tutkimuksessa hyddynnettiin  HER2-reseptoriin  kohdennettua
autologista CT-0508-solutuotetta potilailla, joilla on pitkélle edennyt ja muille hoidoille resistentti
kiinted kasvain [61]. Tutkimuksen péddasiallisena 10ydoksend CT-0508 todettiin turvalliseksi
hoitomuodoksi, silli CAR-T-terapialle tyypillisid haittavaikutuksia, kuten CRS:d4 tai ICANS:ia ei

raportoitu annosrajoittavina tekijoina.

Kliinisen tutkimuksen koepaloista on voitu havaita, ettd infuusiona annetut CAR-makrofagit
kykenevit fyysisesti tunkeutumaan kasvainkudokseen ja muokkaamaan TME:td suotuisammaksi
immuunivasteelle [61]. Autologisen hoidon kliinistd tehoa kuitenkin rajoittaa pitkdt tuotantoajat ja
makrofagien rajallinen kyky jakautua eldvéssi elimistdssd. Néiden rajoitteiden takia kliininen kehitys

suuntautuu yhé etenevissd mairin iPSC-perdisiin CAR-makrofagiterapioihin [55].

Tulevaisuudessa CAR-makrofagiterapian tehokkuutta voidaan teoriassa parantaa yhdistimalld se
esimerkiksi immuunivasteen tarkistuspisteen estdjiin (PD-1- tai PD-L1-vasta-aineisiin) [4].
Yhdistaméllda CAR-makrofagien kyvyn esitelld syOpdantigeenejd endogeenisille T-soluille ja
parantamalla T-solujen aktivaatiota voidaan saavuttaa tehokas immunologinen vaste sydpékasvainta
vastaan. Toinen tutkimuskohteena oleva yhdistelméstrategia on CD-47SIRPa-viestintéreitin
salpaaminen, jolloin CAR-makrofagit kykenevit fagosytoimaan CD47 -proteiinia ilmentivid

syopésoluja, jotka tyypillisesti vélttdisivit fagosytoosin [75].

Nykyajan geenitekniikan avulla allogeenisiin kantasolupohjaisiin terapiamenetelmiin usein
siséllytetdén itsemurhageeni, jonka avulla siirretyt solut voidaan tarvittaessa tuhota, jos potilaalle

kehittyy vakavia haittavaikutuksia. Esimerkiksi iPSC-soluihin transfektoitu indusoitu kaspaasi 9
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(iCasp9) voidaan aktivoida kemiallisella dimerisaatiolla, jolloin solu etenee kontrolloidusti
apoptoosiin [76]. Kyseiselld itsemurhageenilli on myos onnistuneesti tutkittu CAR-monosyyttien
apoptoosia in vivo -malleissa [77]. Lisdksi geenitekniikka tarjoaa mahdollisuuden luoda Boolen
logiikkaan (JA-, TAI ja El-portit) perustuvia CAR-makrofageja, joiden aktivaatiota voidaan sdddelld
operaattorien mukaisesti. Tdma mahdollistaa ratkaisun sydpésolujen antigeenien heterogeenisyyteen,

antigeenipakoon sekd vdhentdd haitallisia vaikutuksia terveisiin kudoksiin [4], [39].

Koska CAR-makrofagit eivét aiheuta allogeenisend terapiamuotona TCR-vilitteistd kdénteishyljintda
(GvHD, engl. Graft-versus-host disease), tulevaisuudessa CAR-M-terapia voi kehittyd
“hyllyvalmisteeksi” (engl. off-the-shelf). Jotta CAR-M-solut vilttdisivit myds potilaan oman
immuunijdrjestelmdn aiheuttaman hyljinndn (HvG, engl. Host-versus-Graft), indusoituja
pluripotentteja kantasoluja (iPSC) voidaan muokata geneettisesti hypoimmunogeenisiksi [62]. Tama
tapahtuu poistamalla solujen perimésti MHC/HLA luokkien I ja II proteiineja koodaavia geenejd,
jotta saavutetaan yleissoluja, jotka soveltuvat immunologisesti jopa yli 90 prosentille maailman

vaestostd [71], [78].

6.2 CAR-M-TERAPIAN HAASTEET

CAR-makrofagit kohtaavat useita haasteita tuotantoon, teknologiaan ja biologiaan liittyen.
Autologisten CAR-M-solujen tuotanto on aikaa vievdi, kallista ja usein riippuvaista raskaasti
esihoidettujen potilaiden soluista [79]. iPSC-soluldhtoisten CAR-makrofagien tapauksessa erds
merkittivimmistd huolenaiheista on kantasolujen genominen epévakaus, koska valmistusolosuhteet

altistavat ne mutaatioille seki kromosomipoikkeavuuksille [55].

Biologisesta kulmasta yksi CAR-makrofagiterapian suurimmista rajoitteista on siirrettyjen solujen
rajallinen elinikd eldvassé elimistdsséd [2]. Koska makrofagit ovat erilaistuneita soluja, niiden kyky
jakautua ja lisdéntyd infuusion jélkeen on vihdinen. Infusoidut CAR-makrofagit sdilyvit siis
kasvainkudoksessa tyypillisesti vain pdivid tai viikkoja, jonka takia potilaille vaaditaan toistuvia

annosteluja terapeuttisen tehon yllapitdmiseksi [29].

Kasvainkudoksen tapauksessa on olevassa merkittivd riski, ettd TME:n erittimaét
immunosuppressiiviset viestimolekyylit, kuten TGF-f ja IL-10, muokkaavat infiltroituneet CAR-

makrofagit anti-inflammatoriseen sekd syopdd tukevaan fenotyyppiin [2]. Tdémidn seurauksena
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infuusiosta olisi potilaalle enemmén haittaa kuin hyotyd. Pysyvdn ja tulehdusta edistdvéin

makrofagien aktivaatiotilan yllépitdiminen kasvainympéristdssad on yksi alan suurimmista haasteista.

Lisdksi haasteita aiheuttavat syOvdn kohdeantigeenien valinta sekd kasvainten sisdinen
heterogeenisyys. Kiinteiden kasvainten epdyhtendinen antigeenien ilmentyminen luo riskin
syopésolujen karkaamiselle CAR-pohjaiselta hoidolta antigeenipaon kautta, jolloin kohdeantigeenia
ilmentdmattomat solut jatkavat kasvuaan [80]. Samanaikaisesti CAR-makrofagien hoitovaikutukseen
liittyy riski, jossa muokatut solut hyokkaddvat erehdyksessd samaa kohdeantigeenia ilmentdvid

terveitd kudoksia vastaan [66].

Kantasolupohjaisessa ~ CAR-makrofagiterapiassa ~ suuren  esteen = muodostaa  isdnndn
immuunijdrjestelmédn aiheuttama siirteen hylkimisreaktio [71]. Vaikka siirretyt makrofagit eivit
atheuta GvHD -hyljintdd, potilaan T-solut tunnistavat allogeenisten CAR-makrofagien vieraat
MHC/HLA -rakenteet ja tuhoavat infusoidut makrofagit nopeasti [71]. Hylkimisen estdmiseksi CAR-
makrofagien esiasteiden perimésti voidaan poistaa MHC/HLA-rakenteita koodaavia geenejd, mutta
ndiden molekyylien puuttuminen puolestaan laukaisee herkisti potilaan NK-solujen hydkkdyksen
[71]. Témén lisaksi MHC/HLA-rakenteiden puuttuminen vakavasti haittaa CAR-makrofagien kykya

esitelld antigeenejé.
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7 YHTEENVETO

CAR-T-solupohjaiset adoptiiviset soluterapiat ovat mullistaneet hematologisten syOpien hoidon,
mutta niiden teho kiinteiden kasvainten hoidossa on jddnyt vaatimattomaksi. Syyna tdhdn ovat T-
solujen heikko kyky tunkeutua kasvainkudokseen, sydpésolujen antigeenien heterogeenisyys sekd
TME:n immunosuppressiivinen luonne [9]. Tdmin tutkielman tarkoituksena oli tarkastella erityisesti
makrofageja sekd niiden mahdollisuuksia CAR-reseptoreihin perustuvassa immunoterapiassa seké

arvioida iPSC-solujen roolia CAR-M-terapian tuotannollisten haasteiden ratkaisemisessa.

CAR-makrofagit tarjoavat ainutlaatuisen mekanismin kiinteiden kasvainten hoitoon. Makrofagit
luonnostaan hakeutuvat hypoksiseen kasvainymparistoon sekéd kykenevit vieraiden rakenteiden tai
solujen fagosytoosiin [4]. Terapiakehityksen kannalta makrofagien tirkein ominaisuus on
fagosytoitujen rakenteiden esittely T-soluille. Tima ristiinesittely laajentaa immuunivastetta uusiin
kohteisiin, ehkdisten ndin antigeenipakoa ja sydvdn uusiutumista [68]. Koska autologisten
makrofagien eristiminen ja muokkaaminen on hidasta ja kallista, iPSC-teknologia on noussut
ratkaisuksi tahén. iPSC-soluista voidaan bioreaktoreissa tuottaa teoriassa rajattomasti tasalaatuisia ja

skaalattavia allogeenisia CAR-makrofagiesiasteita “off-the-shelf” -terapiaksi [66], [81].

Kliinisissd kokeissa (Faasi 1) on todistettu, etti CAR-makrofagit ovat potilaille turvallinen
terapiamuoto, silld niilld on alhaisempi riski aiheuttaa CRS:d3 tai ICANS:ia verrattuna CAR-T-
soluterapiaan. Tdmén lisdksi CAR-makrofagien on todettu muokkaavan TME:td suotuisammaksi
immuunireaktion kaynnistamiseksi syOpdkasvainta vastaan [61]. Kuitenkin CAR-M-terapian
laajempi kliininen lapimurto edellyttdd vield useiden fysiologisten ja teknologisten haasteiden
ratkaisemista. Esimerkiksi infusoitujen makrofagien kyky jakautua ja selviytyd itsendisesti
elimistdssd on puutteellinen, ja TME pyrkii jatkuvasti ohjelmoimaan makrofageja takaisin anti-

inflammatoriseen ja kasvainta tukevaan tilaan.

Tulevaisuudessa CAR-M-terapian keskeisimpid haasteita ovat, kuinka niiden elinikdd ja pro-
inflammatorista fenotyyppid voidaan paremmin ylldpitdd potilaan elimistossd. Prekliinisissd
malleissa on kokeiltu ratkaisuna yhdistelmiterapiaa PD-1- tai PD-L1-inhibiittorien tai CD47-
viestintireitin salpaajien kanssa [4]. Lisdksi geenitekniikan avulla voidaan luoda Boolen logiikkaan
perustuvia CAR-rakenteita, jotka mahdollistavat aktivaation vain kohdekudoksessa. Kaiken
kaikkiaan iPSC-pohjaiset CAR-makrofagit edustavat lupaavaa immunoterapian rintamaa kiinteiden

kasvainten hoidossa, miké voi muuttaa tulevaisuudessa kiinteiden syopien hoitokadytintoja.
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