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Sazetak

Tumorski mikrookolis sastoji se od ne-tumorskih stanica koje okruzuju
tumor. Tumorski mikrookolis se znatno razlikuje od zdravog tkiva te zbog
toga okolne stanice mogu poprimiti drugaciju funkciju nego li bi to imale u
normalnim uvjetima. Tumor takoder lu¢enjem citokina i direktnom
interakcijom sa okolnim stanicama mijenja svoj mikrookolis. Jedna od
najucestalijih stanica u tumorskom mikrookoliSu su makrofazi. Makrofazi
iz mikrookoliSa tumora (TAM) su stanice koje je tumor prilagodio u svrhu
svog prezivljavanja i razvijanja. TAM lu¢enjem raznih citokina i
eksprimiranjem razlic¢itih receptora i liganada pomaze tumoru tako sto
omogucuje izjegavanje imunolosSkog sustava, poti¢e angiogenezu i
limfogenezu tumora te i metastaziranje. TAMovi takoder negativno utjecu
na postojece terapije zbog ¢ega se sve intenzivnije traze lijekovi koji bi
inhibirali TAMov utjecaj te Ciji su osnovni principi opisani u ovom radu.
Tumorski mikrookoliS svakog tumora, a time i funkcija TAMa je razlicita
zbog Cega se u ovom radu posebnu paznju pridalo TAMovima u karcinomu

dojke i karcinomu pluéa.

Klju¢ne rijeci: mikrookolis tumora (TME), makrofazi iz mikrookolisa

tumora (TAM), terapija protiv TAM



Summary

Tumor microenvironment is contained of non-tumor cells which surround
the tumor. Tumor microenvironment is significally different from healthy
tissue and because of that surrounding cells can have different function
than they would have in healthy tissue. Also, with secretion of cytokines
or with direct interaction with surrounding cells, tumor can change its
microenvironment. One of the most common cells in tumor
microenvironment are macrophages. Tumor associated macrophages
(TAM) are cells which are modified by tumor in the purpose of its survival
and development. With secreting numerous cytokines and with expressing
different receptors and ligands TAM helps tumor by allowing the immune
response to be avoided, while it promotes angiogenesis and lymhogenesis
and metastasis of tumor. TAMs can also negatively affect on the existing
therapies which is why drugs that would inhibit TAM effect and whose
basic principles are described in this paper are increasingly being searched
for. Tumor microenvironment of every tumor and by that the function of
TAM is different and because of that special attention was paid in this

paper on TAMs in breast and lung tumors.

Key words: tumor microenvironment (TME), tumor associated

macrophage (TAM), theraphy against TAM



Skracenice

TME- mikrookoliS tumora

ECM- ekstracelularni matriks

VEGF- vaskularni endotelni faktor rasta
FGF- faktor rasta fibroblasta

PDGF- trombocitni faktor rasta

VEGFC- vaskularni endotelni faktor rasta C
VEGFD- vaskularni endotelni faktor rasta D
DC- dendriticke stanice

TH1- pomoc¢nicki limfociti T 1

TH2- pomo¢nicki limfociti T 2

TH17- pomocnicki limfociti T 17

Treg- regulatorne T stanice

Breg- regulatorne B stanice

NK- ubilacke stanice

M2- alternativno aktivirani makrofazi

TAM- makrofazi iz tumorskog mikrookolisa
M1- klasi¢no aktivirani makrofazi

AGM- aorta-gonad-mezonefrps

PRR- receptori za prepoznavanje uzorka
PAMP- molekulski uzorci povezani s patogenom
DAMP- molekulski uzorci povezani s oste¢enjem stanice

MR- manozni receptori



TLR- toll-like receptori

ROS- reaktivne vrste kisika

NO- dusikov oksid

NADPH- nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
COX-2- ciklooksigenaza 2

PD-1- programmed cell death protein 1
PD-L1- programmed cell death-ligand 1
SIRPa- signal regulatory protein alpha

ITIM- tyrosine-based inhibitory motif

LILRs- leukocyte immunoglobulin-like receptors
DcR3- decoy receptori 3

KIR- Killer cell immunoglobulin-like receptor
Arg 1- arginaza 1

Tem- centralne memorijske T stanice

nTreg- prirodne regulatorne T stanice

iTreg- inducirane regulatorne T stanice

HIF- hipoksijom inducirani ¢imbenik
CSF-1/CSF-M- faktor stimulacije kolonije makrofaga
MMP9- metalopeptidaza matriksa

bFGF- osnovni ¢imbenik rasta fibroblasta

TP- timidin fosforilaza

uPA- urokinaza

ADM-adrenomedulin



TIMP-1-tkivni inhibitor metalopeptidaze
SDF-1- stromalni faktor 1

LOX- lizil oksidaze

EMT- epitelmo-mezenhimska tranzicija

ELMO1- Engulfment and cell motility

SPARC- Secreted protein acidic and rich in cysteine

VCAM-1- vaskularnom adhezijskom stani¢cnom molekulom

APO E- apoliprotein E

R848- Resiquimod

CARTSs- opustajudi transporter izmijene naboja

IRF5- interferonski regulatorni faktor 5

IKKB- inhibitor regulatornog faktora kappa-B kinaze

siRNA- male interferiraju¢e RNA
MiRNA- microRNA

BTK- brutonova tirozin kinaza

HDACs- histon deacetilaza

PDT- fotodinamicka terapija

G-klorin- klorin konjugiran s glukozom
M-klorin- klorin konjugiran manozom
TS- tumorska stroma

TN- tumorsko gnijezdo

OS- stopa prezivljavanje (engl. overall survival)

SCLC- karcinom pluc¢a malih stanica



NSCLC- karcinom pluéa ne malih stanica
CRP- C-reaktivni protein
NAC- neoadjuvantna kemoterapija

pCR- patoloski kompletni odgovor
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1. Uvod
Tumor nastaje nekontroliranom proliferacijom stanica koje moze biti

maligno ili benigno. Vec¢ je 1889. Stephan Paget pretpostavio da je okolis
tumora bitan za njegovo metastaziranje (engl. seed and soil
theory).[1][2] S. Pegetova teorija je zazivjela tek 70-ih godina proslog
stolje¢a kada se zapocelo s opseznijim istrazivanjem mikrookolisa
tumora.[2] Danas je prihva¢eno da tumor ne ¢ini samo masa malignih
stanica nego i okolne stanice s kojima je tumor u interakciji. Skup stanica
koje su u interakciji s tumorom te su vazan faktor u tumorogenezi,
promoviranju rasta, metastaziranju i patogenezi tumora nazivamo
mikrookoliSem tumora (engl. Tumor microenvironment, TME). Tumorske
stanice komuniciraju s okolnim stanicama putem citokina, kemokina,
faktora rasta, egzosoma, itd.[3][4] U tumorskom mikrookoliSu
prevladavaju uvjeti hipoksije i acidoze (pH od 6,2 do 6,9). Takvi uvjeti uz
razne signale tumorskih stanica omogucuju da tumor utjece na svoju
okolinu te je mijenja u korist svog prezivljavanja. U nekim tumorima kao
Sto je to karcinom dojke TME moze cCiniti i do 90% mase tumora.[5] TME
se sastoji od ektracelularnog matriksa (engl. Extracellular matrix, ECM),
fibroblasta, stromalnih stanica, vaskularnih i limfatickih endotelnih stanica,
pericita (Rougetove stanice), stanica imunosnog sustava te ponekad i od
adipocita.[3][4](slika 1) U sljede¢cem odlomku opisati ¢u navedene

komponente TME.



Tumor Microenvironment
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Slika 1 Na slici su prikazane komponentne TMEa koje pomaZu tumoru u razvitku. Slika je preuzeta iz ¢lanka ,, Tumor
microenvironment complexity and therapeutic implications at a glance”.[6]

ECM je graden od makromolekula kao Sto su glikoproteini, kolagen te i
neki enzimi. Kao i u normalnom okruzenju, ECM tumorskim stanicama
pruza potporu, olakSava komunikaciju s okolnim stanicama, potice
proliferaciju i pomaze u adheziji na okolna tkiva. Fibroblasti su stanice
vezivnog tkiva koje u TMEu pomazu tumoru u metastaziranju tako sto
omogucuju migraciju malignih stanica u krvozilni sustav te mogu biti
imunosupresivni, proizvoditi kemokine i citokine koji promoviraju rast

tumora i utjecati na sastav ECMa. Stromalne stanice poput fibroblasta
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mogu luciti kemokine i citokine koji doprinose razvitku tumora.[3][7] Za
uspjesan razvitak bilo kojeg tkiva, tako i tumorskog, potreban je i stalni
dotok krvi. Stanice TME-a luCe signale koji poti¢u angiogenezu pomocu
vaskularnog endotelnog faktora rasta (engl. Vascular endothelial growth
factor, VEGF), faktora rasta fibroblasta (engl. Fibroblast growth factor,
FGF), trombocitnog faktora rasta (engl. Platelet-derived growth factor,
PDGF), itd. te time dolazi do nastanka novog vaskularnog tkiva. Krvne zile
u TME nisu nimalo nalik na krvne zile u zdravom tkivu. Krvne Zile u TME
su vrlo razgranate, neravhomjerne su debljine te ¢esto dolazi i do izljeva
krvi u tumorsko tkivo. Izljev krvi doprinosi poveéanju hipoksije. U slu¢aju
ako stanice TME pojacano lu¢e VEGFC ili VEGFD moze dodi i do
limfogeneze. Limfaticke endotelne stanice kao i fibroblasti pomazu Sirenju
malignih stanica. Periciti su u TME, kao i u ostatku tijela, potpora
vaskularnom tkivu. Smanjen broj pericita u TME znaci goru prognozu u
lijeCenju tumora te se Sanse za metastaziranjem povecavaju. Adipociti kao
i vec¢ina navedenih stanica TME-a pomazu u metastaziranju i rastu
tumora. Adipociti su stanice koje grade masno tkivo te sluze za
skladistenje energije. Mogu doprinjeti rastu tumora tako Sto tumorske
stanice opskrbljuju masnim kiselinama. Zadnju skupinu stanica iz TME
¢ine stanice imunosnog sustava. Stanice imunosnog sustava koje
pronalazimo u mikrookoliSu tumora Cine stanice steCenog imunosnog
sustava; T limfociti, B limfociti i dendriticke stanice (engl. Dendritic cells,
DC) te stanice urodenog imunosnog sustava; prirodno ubilacke stanice
(engl. Natural killer cells, NK), polimorfonuklearni leukociti i makrofazi. T
stanice se mogu diferencirati u tri razli¢ite vrste; citotoksi¢ne CD8+,
pomocnicke CD4+ i regulatorne T stanice (engl. Regulatory T cells, Treg).
CD8+ T stanice su zbog svoje citotoksi¢nosti zaduzene za eliminaciju
stanica inficiranih virusom i za eliminaciju tumorskih stanica. CD4+T

stanice indirektno sudjeluju u eliminaciji patogena lu¢enjem citokina.
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Citokini stimuliraju stanice imunosnog sustava medu kojima su B stanice,
CD8+ i makrofazi. Razlikuje se nekoliko tipova CD4+ stanica, a to su Th1l,
Th2 i Th17. Dominantni citokin koji lu¢i Th1l je IFN-y. IFN-y aktivira
makrofage i potiCe eliminaciju unutarstanicnih patogena. Th2 luce IL-4,
IL-5 i IL-13 koji stimuliraju eozinofile. Th17 lu¢e IL-17 i IL-22 koji
stimuliraju neutrofile i poticu uklanjanje izvanstanicnih bakterija. Treg su
zaduZene za supresiju autoreaktivnih stanica ¢ime se sprjeCava nastanak
autoimunosnih bolesti. Glavna im je uloga da inhibiraju T stanicni
odgovor, ali mogu inhibirati i B i NK stanice. B stanice takoder mogu biti
regulatorne stanice (engl. regulatory B cells, Breg) koje imaju funkciju kao
i Treg. Glavni mehanizam Breg stanica je lucenje protu-upalnog citokina
IL-10. Akumuliranje CD8* T limfocita kao i CD4* Th1l limfocita u TME
oznacava bolju prognozu tumora. Nasuprot CD8+ i Thl stanicama, Th2 i
Th17 limfociti luce citokine koji mogu stimulirati rast tumora. Treg i Breg
stanice u velikom broju tumora oznacavaju loSiju prognozu zbog svoje
imunosupresivne uloge. DC su antigen prezentirajuce stanice i imaju bitnu
ulogu u prezentiranju tumorskih antigena imunosnim stanicama. Kod
hipoksi¢nog TME DC gube svoju funkciju prezentiranja antigena T
stanicama te time dolazi do smanjenog citotoksi¢nog odgovora T stanica
Sto omogucava prezivljavanje malignih stanica. Takoder u tumorskom
mikrookoliSu narusena je uloga NK stanica jer iako NK stanice u vedini
tumora uspjesno poti¢u tumorske stanice na apoptozu u nekim TME mogu
izgubiti svoju funkciju. TME moze utjecati na NK stanice tako da im
potisne odgovor na antigene[3]. Nadalje, bazofili i eozinofili, ovisno o tipu
tumora, mogu imati pro-tumorsku ili anti-tumorsku funkciju.[8][9]
Neutrofili u vedini tumora poti¢u angiogenezu, degradaciju ECMa i imaju

imunosupresivnu funckiju.[3]

Najistaknutija stanica imunosnog sustava koja doprinosi u razvitku tumora

su makrofazi. Hipoksi¢no okruzenje prepuno raznih kemokina i citokina,
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okolis s povecanom koncentracijom mlijeCne kiseline, upalni okolis tj.
tumorski mikrookolis privlaci makrofage iz krvotoka. U TME makrofazi se
Cesto polariziraju u alternativno aktivirane makrofage (M2). M2 od svih
stanica TME najviSe poti¢u angiogenezu tumorskog tkiva, imaju
imunosupresivnu funkciju te poticu tumorske stanice na rast i
metastaziranje. Makrofazi iz tumoskog mikrookolisa (engl. Tumor
associated macrophages, TAM) mogu ciniti i do 50% mase tumora.[10]
[11]

Tumorski mikrookolis je vrlo vazna komponenta tumora koja doprinosi
njegovom opstanku i razvitku. Zbog te cinjenice razvijaju se novi lijekovi
koji bi djelovali ne samo na maligne stanice vec i na stanice tumorskog
mikrookoliSa. TAM su izvrsna meta zbog visoke zastupljenosti u TME-mu
te doprinosa razvitku tumora. Vrlo je vazno sto bolje opisati svojstva
TAMova kako bi lijekovi bili Sto specifi¢niji. U sljede¢im poglavljima
detaljnije ¢u opisati svojstva makrofaga koja su bitna za prezivljavanje
tumora kao i komunikaciju izmedu makrofaga i tumorskih stanica. Opisati
¢u i terapije koje se temelje na smanjivanju protumorskog utjecaja
makrofaga. Zbog toga Sto se mikrookoliS svakog tumora razlikuje
usporediti ¢u ulogu makrofaga u karcinomu dojke i karcinomu pluca.
Izabrala sam karcinom dojke i plu¢a zato Sto su to dva vrlo agresivna i

Cesta karcinoma te makrofazi ¢ine veliki dio mikrookolisa ovih tumora.

Od 70-ih godina proslog stolje¢a do danas trend objavljivanja radova koji
opisuju TAM neprestano raste. Zbog iznimno velikog broja novih radova
potrebna je nova kriticka analiza literature kako bi se sumirale glavne
karakteristike TAMova. Sumiranjem svojstva TAMova olakSao bi se pristup

u potrazi za novim lijekovima.



2. Svrha rada
U posljednjem desetlje¢u sve se vise paznje pridaje TME te je sve vecdi

broj ¢lanaka izdanih na tu temu. Izabrala sam pregled literature o TAM,
jednoj komponenti TME, zbog svoje vaznosti i zastupljenosti u tumorima.
Cilj ovog rada je prikazati mehanizme kako TAM utjece na supresiju
imunosnog sustava oko tumora, na tumorsku angiogenezu i limfogenezu
kao i na njegovo metastaziranje. Takoder je cilj ovog rada prikazati
postojece terapije koje su usmijerene na umanjenju pro-tumorskog ucinka

TAM na tumor.

3. Makrofazi
Makrofazi su stanice urodenog imunosnog sustava. Pronalazimo ih u vedini

tkiva. Zbog toga Sto su distribuirani po tkivima makrofazi su jedni od prvih
stanica koje u dodiru s antigenom zapocinju imunosnu reakciju
organizma. Imaju brojne funkcije u nasem tijelu, od fagocitiranja
mikroorganizama do pomaganja u obnovi tkiva.[11] Ovisno o primarnoj
funkciji, makrofazi se mogu podijeliti u dva tipa; klasi¢no aktivirani

makrofazi (M1) i alternativno aktivirani makrofazi (M2).

3.1 Podrijetlo makrofaga
Vecina stanica imunosnog sustava nastaje tokom cijelog zZivota u kostanoj

srzi. Medutim, dio makrofaga nastaje tokom embrionalnog razvoja. Oni se
razvijaju iz Zumanjacke vredice, iz jetre fetusa i iz podrucja aorta-gonad-
mezonefrps (AGM). Nakon Sto se razviju smjestaju se u tkiva fetusa.
Tokom Zivota ti se makrofazi nalaze u tkivima te imaju sposobnost
samoobnove. Drugi se dio makrofaga diferencira iz monocita koji
cirkuliraju krvlju (adultni tip). Monociti na podrazaj kemokina migriraju iz

krvotoka u tkivo. U tkivu se monocit diferencira u makrofaga. [11][12]

Posto postoje razna tkiva, makrofazi se mogu podijeliti u sub-populacije

ovisno o tkivu u kojem se nalaze. Svaka sub-populacija makrofaga ima

6



razlike u funkcijskom fenotipu. Neke od sub-populacija makrofaga su
Kupfferove stanice u jetri, mikroglija u srediSnjem Zivéanom sustavu
(SZSu), osteoklasti u kostima, histociti u slezeni itd.[12](slika 2)
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Slika 2 Na slici su prikazane razlicite subpopulacije makrofaga u tijelu ( kupfferove stanice, osteoklasti, alveolarni
makrofazi,...). Slika je preuzeta iz ¢lanka ,,Functions of the transcription factor Lyl-1 in the development of the macrophage

lineage”. [13]



3.2. Prepoznavanje antigena
Patogeni ulaze u organizam na razli¢itim mjestima. Da bi makrofag

uspjesno fagocitirao patogene ili oste¢ene stanice, makrofag prvo mora

prepoznati antigen.

Makrofazi na sebi imaju receptore za prepoznavanje uzorka (engl. Pattern-
recognition receptore, PRR). PRR prepoznaju molekulske uzorke povezane
s patogenom (engl. Pathogen-associated molecular patterns, PAMP) koje
sadrze patogeni ili molekulske uzorke povezane s oste¢enjem stanice
(engl. Damage-associated molecular patterns, DAMP) koje luce umirujuce
ili oSte¢ene stanice. Najceséi PRR receptori na makrofazima su Dectin-1,
manozni receptori (MR), leSinarski receptori (npr. MARCO, SR-A I, SR-A
IT), Fc receptori, komplementarni receptori (engl. complement receptor,
CR) i toll-like receptori (TLR).(slika 3) Nakon Sto makrofag prepozna PAMP
ili DAMP motive, zaokruzuje stanicu te ¢e ju internalizirati u fagosom.
Fagosom se potom spaja s lizosomom te nastane fagolizosom. U
fagolizosomu dolazi do zakiseljenja, otpustanja sadrzaja lizosoma te u
kombinaciji s raznim enzimima koji su u fagolizosomu dolazi do
proizvodnje radikala reaktivnih vrsta kisika (engl. Reactive oxygen
species, ROS) i dusikovog oksida (NO). ROS proizvodi u sustavu
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) oksidaze dok NO nastaje iz
L-arginina djelovanjem enzima sinzetaze dusikova oksida. Radikali zatim

uniste fagocitirani mikroorganizam.[11](slika 4)
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Slika 3 Na slici su prikazani neki od recepotora zaduZenih za prepoznavanje DAMP i PAMP motiva na makrofazima. Slika je
preuzeta iz knjige ,Autoimmune diseases (Fifth Edition), Chapter 11- Role of Macrophages in Autoimmunity” [14]

Makrofazi osim Sto fagocitiraju antigen, mogu i prezentirati dijelove
antigena na svojim membranama.(slika 4) Prezentiranjem antigena
povezuje se urodeni i steCeni imunosni sustav tako Sto dolazi do
aktiviranja naivne (ili nativne) T stanice. Makrofag koji prezentira antigene
¢e eksprimirati CD80, CD86, MHC I i MHC II molekule. Od MHC-I molekula
u velikoj koli¢ini eksprimiraju se HLA-A i HLA-B, a u maloj HLA-C.
Receptor HLA je receptor slican leukocithom imunoglobulinu (engl.
Leukocyte immunoglobulin-like receptors, LILRs). LILR receptori se nalaze
na raznim stanicama imunosnog sustava; DC, neutrofili, eozinofili,
makrofazi, NK, T i B stanicama te i na neuronima i endotelnim stanicama.
LILRs obitelj spadaju inhibitorni (LILRB) i aktivirajuci (LILRA) receptori.
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LILRs su zaduzeni za regulaciju imunosnog sustava. Regulacijom se
sprjeCava preslab ili pretjeran odgovor imunosnih stanica na antigen.
[11][12][15][16]
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The pathogen interacts
with o receptors Phagocyte pathogen envelops
© O wic (6)
Major Hi patibility Compl Antigen-presenting cell
4./
MHC '
Digestion of the pathogen The pathogen breaks down into

proteins and other molecules ADAPTIVE (SPECIFIC) IMMUNITY

Slika 4 Na slici je prikazano prepoznavanje antigena, fagocitoza i prezentacija antigena.1,2,3. Nakon sto makrofag (Zuta
stanica) prepozna PRR receptorima PAMP motiv patogena, on ga zaokruZi te ga internalizira u fagosom.4 Potom se fagosom
spaja s lizosomom te nastaje fagolizosom. U fagolizosomu patogen se razgraduje pod utjecajem ROS i NO.5 Fagolizosom se
zatim spaja s mjehuricem iz golgijeva aparata koji u sebi nosi MHC Il kompleks.6 Za MHC Il kompleks se veZe peptid
patogena te se taj kompleks MHC Il molekule i peptida eksprimira na povrsini makrofaga. Slika je preuzeta iz ¢lanka ,, What
is the difference Between a Phagocyte, Macrophage, Neutrophil and Eosinophil?* [17]

Nakon Sto se makrofag susretne s antigenom on takoder luci citokine i
kemokine. Lu¢enjem citokina i kemokina nastaje upalni odgovor
organizma na antigen. Ovisno o tipu makrofaga razlikovati ¢e se luCenje
kemokina i citokina. Oba tipa makrofaga luCe razne kemokine iz skupine
CXC i CC. Najistaknutiji kemokin iz CXC skupine je CXCL8 (IL-8). IL-8
privlaci naivne T stanice i neutrofile. Osim Sto privlacdi neutrofile, IL-8
takoder potic¢e aktivaciju i degranulaciju neutrofila. IL-8 potice i

angiogenezu. Najistaknutiji kemokini iz CC skupine su CCL4 (MIP-1B) i
11



CCL2 (MCP-1). CCL4 privlac¢i monocite, T stanice, NK stanice i DC. CCL2
takoder privlaci monocite, T i NK stanice, DC te i bazofile. CCL2 aktivira
makrofage, potiCe bazofile na lu¢enje histamina te i promovira T2
imunosni odgovor. Privlatenjem monocita na upaljeno mjesto povecéava se
broj makrofaga i DC. [11]

3.3 Polarizacija makrofaga
Polarizacija makrofaga je proces u kojem makrofazi poprimaju specifican

fenotip i funkciju ovisno o podrazajima i signalima mikrookolisa.[12] Kao
Sto je prije navedeno postoje dva tipa makrofaga ovisno o polarizaciji: M1
i M2.

M1 tip je klasiCan primjer makrofaga koji sudjeluje u infekcijama. M1 ima
anti-mikrobnu i anti-tumorsku funckiju. M1 makrofazi uklanjaju
fagocitirane patogene i tumorske stanice stvaranjem ROS i NO. M1
makrofazi lu¢e pro-upalne citokine. U visokim koncentracijama Iu¢e TNF-aq,
IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-23 i ciklooksigenazu-2 (COX-2), a u maloj
koli¢ini luCe i IL-10. TNF-a aktivira endotel i promovira upalu. IL-1a i IL-1B
poticu stvaranje vrudice, aktiviraju T stanice i makrofage. IL-6 kao i IL-1
potiCe vrudicu kao i rast i diferencijaciju T i B stanica. IL-1, IL-6 i TNF-a
poti¢u jetru na stvaranje proteina akutne faze. Proteini akutne faze su
proteini ¢ija koncentracija u serumu poraste vise od 25% za vrijeme
infekcija. Neki od proteina akutne faze Cija se koncentracija poveca je
heptaglobin, C-reaktivni protein (engl. C-reactive protein, CRP), fibrinogen
i proteini komplementnog sustava. IL-12 aktivira NK stanice i potice
diferencijaciju T stanica u Tyl. IL-23 potice proliferaciju TH17 memorijskih
T stanica i potiCe stvaranje IFN-y. IL-10 je mocan supresor funkcija M1

makrofaga jer poti¢e njegovu repolarizaciju u M2 makrofag.

Citokini Utjecaj na organizam
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TNF-a aktivacija endotela, pro-upalni citokin, stimulacija

jetre za produkciju proteina akutne faze

IL-1ai IL-1PB stvaranje vrucice, aktivacija T stanica i makrofaga,

stimulacija jetre za produkciju proteina akutne faze

IL-6 stvaranje vrucice, potice diferencijaciju T i B stanica,

stimulacija jetre za produkciju proteina akutne faze

IL-12 aktivacija NK stanica, potice diferencijaciju T stanica
IL-23 proliferacija T stanica, potiCe stvaranje IFN-y
COX-2 pro-upalni citokin

Tablica 1 Prikaz najucestalijih citokina koje luce M1 makrofazi

Potrebno je nekoliko signala da se makrofazi polariziraju u M1. Cetiri
signala luc€e Tul stanice. Tl stanice luce citokin IFN-y, TNF-a, CD40L i
limfotoksin. Limfotoksin i CD40L cini makrofage osjetljivima na IFN-y.
Makrofazi se mogu polarizirati u M1 i prepoznavanjem lipopolisahraida

(LPS) bakterija te svojim djelovanjem mogu ostetiti tkivo.[11][12]

M2 makrofazi, za razliku od M1 makrofaga, ne ubijaju bakterije i viruse ali
pomazu u obnovi osteenog tkiva izazvano djelovanjem M1 makrofaga.
Makrofazi se polariziraju u M2 pod utjecajem Tn2 stanica. T2 Iudi citokine
IL-4, IL-13 i IL-10. IL-4 i IL-13 aktiviraju transkrpicijski faktor STAT6. IL-
10 aktivira transkripcijski faktor STAT3. STAT3 i STAT6 nakon aktivacije
moduliraju polarizaciju makrofaga u M2 makrofage. M2 makrofazi u svojoj
citoplazmi imaju mnostvo enzima arignaze-1. Arginaza-1 pretvara arginin
u prolin i ornitin. Ornitin promovira popravak i remoduliranje tkiva kao i
kontrakciju mukoznih glatkih misica. M2 makrofazi pozitivho djeluju na
formiranje i rast tumora tako sto luce protu-upalne citokine ¢ime se
smanjuje imunosni odgovor organizma i poti¢u angiogenezu. U visokim
koncentracijama M2 makrofazi lu¢e IL-10, TGF-B i VEGF.
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Ovisno o citokinu koji ih polarizira, M2 makrofage mozemo podijeliti u 4
podgrupe: M2a, M2b, M2c i M2d. M2a se inducira pod utjecajem IL-4 i IL-
13. M2a imaju mnogo CD206 manoznih receptora, decoy receptora IL-1 II
(IL1-RII) i antagonista IL-1 recepotora (IL1-Ra). M2b nastaje utjecajem
kompleksa protutijelo-antigen, stimulacijom TLR ili IL-1 receptora.
Glukokortikoidi i IL-10 poticu stvaranje M2c. M2c inhibira upalni odgovor
apoptotickih stanica lu¢enjem IL-10 i TGF-B. Zadnja pogrupa M2 je M2d
koj se inducira utjecajem TLR agonista na adenozinski receptor.
Aktivacijom adenozinskog receptora inhibira se stvaranje pro-
inflamatronih te se potice stvaranje anti-inflamatornih ciotkina. Neki od
citokina koje stvara M2d su IL-10 i VEGF. Oba citokina su karakteristi¢na

za makrofage iz mikrookolisa tumora. (slika 5)
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Slika 5 Na slici je prikazana diferencijacija makrofaga u M1 ili M2 ovisno o okolisnim podraZajima te i 3 podgrupe M2
makrofaga. Slika je preuzeta iz ¢lanka ,,Macrophage Polarization: Anti-Cancer Strategies to Target Tumor-Associated
Macrophage in Breast Cancer”. [18]
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Citokini Stanica koja luci Utjecaj na diferencijaciju makrofaga
IFN-y Tul M1

TNF-a Tul, M1 M1

CD40L Thl M1

limfotoksin Tul M1

IL-4 T2 M2a

IL-13 T2 M2a

protutijelo-antigen / M2b

IL-10 Tw2, M2c, M2d M2c

glukokortikosteroidi | nadbubreZna Zlijezda M2c

Tablica 2 Prikaz utjecaja razlicitih citokina na diferencijaciju makrofaga

Makrofagi su vrlo plasticne stanice zbog ¢ega mogu mijenjati svoju
polarizaciju te se taj proces naziva repolarizacija. Repolarizacija se dogada
ukoliko se promijene signali u mikrookoliSu. Ovisno o promijeni signala M1

makrofazi mogu preci u M2 i obrnuto. [12]

4. Makrofazi iz mikrookoliSa tumora
TAM su najzastupljenije stanice imunosnog sustava koje pronalazimo u

stromi tumora. Mnoga istrazivanja su potvrdila da veca gustoca
makrofaga u tumorskom mikrookoliSu znace goru prognozu u lije¢enju
tumora. Makrofazi u velikoj mjeri doprinose odgovoru imunoloskog
sustava na tumorsko tkivo te i na razne nacine utjecu na prezivljavanje
tumorskih stanica. Iako makrofazi, ovisno o tipu (M1 i M2), imaju dvojaku
funckiju u TME. Protumorski TAM se mogu promatrati kao posebna
podgrupa makrofaga, ali zbog toga Sto pokazuju funkcije slicne M2 tipu
Cesto ih se izjednacava s M2 tipom (slika 6). TAM mogu eksprimirati
markere i M1 i M2 makrofaga. [10][19]
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Slika 6 Na slici su prikazane razlike M1, M2 i TAM kao i slicnosti izmedu TAM i M2. Slika je preuzeta iz ¢lanka ,, Tumor-
associated macrophages: an accomplice in solid tumor progression“.[20]

4.1. Migracija monocita u TME
Maligne stanice u procesu svoga razvoja luCe razne citokine i kemokine i

mijenjaju uvjete u svom okolisSu. Kao sto je i u uvodu navedeno tumorski
mikorookolis je hipoksi¢an. Hipoksija nastaje zbog toga Sto tumorske
stanice proliferiraju vecom brzinom od normalnih stanica. Zbog brze
proliferacije novonastalo tumorsko tkivo se ne moze dovoljno brzo
prokrviti Sto dovodi do manje koncentracije kisika. Tumorski okolis je
takoder i kiseliji zbog pojacane proizvodnje mlijecne kiseline. Pojacana
proizvodnja mlijeCne kiseline nastaje zbog toga sto tumorske stanice u
vecoj koncentraciji unose glukozu u stanicu u svrhu proizvodnje energije.
U procesu glikolize, glukoza se razgraduje do mlije¢ne kiseline. Mlije¢na

kiselina tumorskim stanicama sluzi i za poticanje angiogeneze. Tumorske
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stanice u prvom stadiju pocinju luciti razne citokine i kemokine medu
kojima su CCL2, CCL5, M-CSF (CSF-1), VEGF, TGFpB i angiopoetin-2. Svi ti
signali stimuliraju monocite iz krvotoka da migriraju u tumorski
mikookolis. Osim Sto tumorske stanice uzrokuju migraciju monocita one
luCe i IL-10 koji uzrokuje polarizaciju makrogafa u M2 tip koji na razne
nacine doprinosi razvitku tumora tj. nastaje TAM. TAM takoder luci CCL2,
IL-10, IL-6, TGF-B i VEGF koji dodatno uzrokuju migraciju monocita u TME
i njihovu polarizaciju. [5][10][19][21](slika 7)

Signali koje lu¢e TAM | Utjecaj na tumor i TME

CCL2 migracija monocita
IL-6 migracija monocita
IL-10 migracija monocita, imunosupresija T stanica,

proliferaracija i migracija tumorskih stanica,

razvitak iTreg,

TGF-B migracija monocita, imunosupresija NK stanica,
mastocita, granulocita i T stanica, regulacija DC,

razvitak iTreg

VEGF migracija monocita, angiogeneza, limfogeneza
Arg 1 metabolizam L-arginina

CCL22 kemokin za nTreg

CCL20 kemokin za nTreg

MMP9 modulacija EMCa

TNF-a angiogeneza

bFGF angiogeneza

TP migracija endotelnih stanica

uPA degradacija ECM-a

ADM angiogeneza

semaforin 4D sazrijevanje zila, mobilnost endotelnih stanica
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prostaglandin E2 mobilnost endotelnih cjevdica

SDF-1 migracija tumorskih stanica

Tablica 3 Citokini koje luce TAM u svrhu razvitka tumora
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Slika 7 Slika prikazuje citokine i kemokine koje tumor luci u svrhu privlacenja monocita iz cirkulacije, njihovu diferencijaciju u
M2 makrofage te i pro-tumorski utjecaj TAM na tumor. Slika je preuzeta iz ¢lanka ,, Tumor-associated Macrophages (TAM)
and Inflammation in Colorectal Cancer”.[22]

4.2. Utjecaj TAMova na imunoloski sustav
U normalnim uvjetima stanice imunosnog sustava su zasluzne za

prepoznavanje i eliminaciju tumorskih stanica. Medu stanicama
imunosnog sustava u eliminaciji tumorskih stanica su najviSe zasluzene T i
NK stanice. Jedan od mehanizama obrane tumorskih stanica od T i NK
stanice je regrutiranje monocita iz krvotoka u TME te njihova
diferencijacija u TAM. TAMovi su jedne od imunosupresivnih stanica koje

tumor koristi u svrhu svoje zastite. TAM imaju smanjenu sposobnost
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fagocitiranja tumorskih stanica, prezentiranja antigena te aktivacije T i NK
stanica. [10][19]

4.2.1 Imunosupresivni ligandi i receptori- inhibiranje fagocitoze i imunosnog odgovora
PD-1 (engl. Programmed cell death protein 1, PD-1) pripada CD28 obitelji

receptora. PD-1 je izrazen na T stanicama u svrhu kontroliranja
imunosnog odgovora T stanica. U kontaktu PD-1 i PD-L1 (engl.
progrmmed cell death-ligand 1, PD-L1) supresira se imunosni odgovor
aktiviranih T stanica. Tumorske stanice eksprimiraju PD-L1 te je to jedan
od nacina kojim tumor regulira imunosni odgovor. TAM za razliku od
tkivnih makrofaga koji eksprimiraju PD-L1, imaju ekspresiju i PD-1 kao i T
stanice. U dodiru s tumorskim PD-L1 dolazi do imunusupresivnog
odgovora TAM c¢ime se makrofazima inhibira sposobnost fagocitiranja
tumorskih stanica. TAM takoder eksprimiraju i PD-L1. PD-L1 TAMova je
stabilniji i neovisniji o IFN-y za razliku od PD-L1 eksprimiranih na drugim
stanicama. TAM koji imaju PD-L1 supremiraju CD8* T stanice Sto dodatno

omogucava prezivljavanje tumorskih stanica. [10][23][24](slika 10)

CD47 je transmembranski protein koji je prisutan na povrsini mnogih
stanica pa tako i tumorskih. CD47 potjece iz obitelji imunoglobulina. On je
antifagocitni signal te je zbog toga poznat i pod imenom ,ne jedi me"
signal (engl. do not eat me signal). Signalni regulatorni protein a (engl.
Signal regulatory protein alpha, SIRPa) je ligand CD47. SIRPa je najcescée
eksprimiran na TAM, stanicama kostane srzi i dendritickim DC. SIRPa je
inhibitorni ligand koji vezanjem na CD47 sprjeCava makrofagovu
sposobnost fagocitiranja. U svojem citoplazmatskom djelu SIRPa sadrzi
inhibicijski motiv na osnovi imunoreceptora na tirozinu (engl. Tyrosine-
based inhibitory motif, ITIM). Interakcijom CD47 i SIRPa dolazi do
fosforilacije ITIM motiva. Fosforilacijom se aktiviraju SHP-1 i SHP-2. SHP-
1 i SHP-2 mogu defosforilirati substrate puta za aktivaciju fagocitoze ¢ime

dolazi do njene inhibicije. U TME, tumorske stanice poticu proliferaciju
19



CD47 sto dodatno utjece na makrofagovu sposobnost fagocitiranja
tumorskih stanica. [10][25] (slika 8 i 10)

A

Macrophage Cancer cell

B Phagocytosis

T
- Y

Macrophage Cancer cell

Slika 8 Na slici A je prikazana inhibicija makrofagove spodobnosti fagocitiranja interakcijom CD47 i SIRPa. Na slici B je
prikazana inhibicija SIRP o i CD47 monoklonskim protutijelima sto vraca makrofagovu sposobnost fagocitiranja. Slika je
preuzeta iz clanka ,, Potential New Cancer Immunotherapy: AntiCD47-SIRPa Antibodies”.[26]

Tumorske stanice eksprimiraju abnormalne HLA-I molekule. Tumorske
stanice takoder lu¢e imunosupresivni faktor DcR3 (engl. Decoy receptor
3). DcR3 deacitilira CIITA promotor. Deacetilacijom se potice
diferencijacija u TAM ¢ime se smanjuje eksprimiranje MHC-II molekula na

njegovoj povrsini. Osim Sto TAM imaju smanjenu moguénost prezentiranja
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antigena imaju i drukciju ekspresiju HLA-I molekula. TAM u vecoj kolicini
eksprimiraju HLA-C, HLA-G, HLA-E, HLA-F i inhibitorne LILRs; LILRB1
(ILT2) i LILRB2 (ILT4). Inhibitorni receptori ILT2 i ILT4 u doticaju s
tumorskim HLA-I molekulma dovode do supresije fagocitoze u TAM. Ta
Interakcija je jos jedan od nacina kako tumoske stanice utjeCu na
makrofagovu fagocitozu. Vezanjem ILT2 TAMa na HLA-I molekule tumora,
TAM luCe TGF-B1. TGF-B1 privla¢i monocite iz krvotoka i supresira njihove
citotoksi¢ne funkcije. Aktivirani ILT2 utjeCe na Th2 tako Sto dovodi do
pojacanog lucenja IL-4 i IL-13. IL-4 i IL-13 reguliraju aktivnost arginaze 1
c¢ime se dodatno utjece na polarizaciju makrofaga u M2 tj. TAM. HLA-C i
HLA-G na TAM moze dovesti do inhibicije NK stanica i efetorskih T stanica
vezanjem na njihove receptore KIR (engl. Killer cell immunoglobulin-like
receptor, KIR). Vezanjem ILT2 receptora NK stanice na HLA-I molekule
TAMova inhibira se sekrecija IFN-y. IFN-y je glavni citokin koji je zasluzan
za inhibiciju TAMa te se bez IFN-y ne moze inducirati citotoksicnost T
stanica. TAM moze inducirati imunosupresiju T stanica i sekrecijom
topivog HLA-G. HLA-G se veze za ILT-2 i ILT-4 na mijeloidnim antigen
prezentirajué¢im stanicama. Osim Sto se mijeloidnim stanicama smanjuje
mogucnost prezentiranja antigena, smanjuje se i sekrecija TGF-B. NK
stanice eksprimiraju i heterodimere CD94/NKG2A. CD94/NKG2A se
ponasaju kao inhibitorni receptori vezanjem za HLA-E TAMa. Njihovom
interakcijom potiCe se NK stanice na lu¢enje IL-10 i TGF-B. HLA-E sluZzi i

kao zastita od citotoksicne lize NK i T stanica. [16](slika 10)

Jos jedan od vaznih liganada kojeg prikazuju TAM, ali i tumorske stanice
je B7. B7 je inhibitor receptora CTLA-4. B7 se natjeCe za aktivho mjesto
CTLA-4 s kostimulatorom CD28. U normalnim uvjetima B7 je sigurnosni
mehanizam koji sprijeCava pretjerani imunosni odgovor. CTLA-4 receptor

se nalazi na povrsini aktiviranih T, B i NK stanica. Interakcijom CTLA-4 s
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B7 dolazi do direktne inhibicije TCR signalnog puta ¢ime se inhibira

citotoksi¢nost i aktivacija T stanica.[15] (slika 10)

Na povrsini TAM se nalaze i ligandi FasL i TraiL. To su ligandi za stanicne
receptore smrti Fas i Trai. Interakcijom FasL s Fas ili TraiL s Trail stanica
ulazi u apoptozu. [15](slika 10)

4.2.2. Imunosupresivni citokini

Najznacajniji imunosupresivni citokini koje lu¢e TAM su IL-10 i TGF-B. IL-
10 proizvode Th2, monociti i regulatorne T stanice. IL-10 je kodiran IL10
genom koji se pojacano prepisuje u TAM. IL-10 se veze za CD28 receptor
T stanica. Vezanjem za CD28 inhibira se fosforilacija tirozina. Bez
fosforiliranog tirozina ne moze se vezati fosfatidilinozitol 3-kinaze i time
prenjeti signal u T stanicama. T stanice koje zahtijevaju dodatni podrazaj,
vezanjem IL-10 za CD28 onemogucit ¢e se njegova aktivacija jer T stanice
nece moci primiti dovoljnu kostimulaciju. IL-10 e inhibirati Thl i Th2
CD4* T stanice. IL-10 takoder promovira proliferaciju i migraciju te
regulira apoptozu tumorskih stanica tako Sto aktivira c-Met/STAT3 signalni
put. [27][28](slika 10 i 13)

TGF-B na nekoliko nacina regulira imunosnu supresiju. TGF-B moze
suprimirati stvaranje IL-2 ili njegov signalni put. Bez IL-2 aktivirane T
stanice ne mogu proliferirati. TGF-B moze utjecati na proliferaciju i
utjecajem na ekspresiju unutarstanicnih regulatornih kinaza i promotora.
TGF-B kao i IL-10 moze inhibirat Th1 i Th2 stanice, ali on moze utjecati i
na CD8* T stanice. On takoder regulira sazrijevanje i diferenecijaciju DC.
TGF-B moze i suprimirati NK stanice, mastocite i granulocite. [29](slika
10)

4.2.3. LuCenje arginaze 1 (Arg 1)

Za razvitak T stanica bitan je L-arginin. L-arginin je nuzan za normalan

metabolizam T stanica. PoviSena razina L-arginina uzrokuje prelazak
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metabolizma sa glikolize na oksidativnu fosforilaciju sto omogucuje
stvaranje viSe ATP-a. Bitan je i za ekspresiju ¢ lanca CD3 korecepotora.
Bez funkcijonalnog korecepotora ne moze dodi do signalizacije u T
stanicama te samim time i do njene aktivacije. U aktiviranih T stanica
pokazalo se da L-arginin potice i stvaranje centralnih memorijskih T
stanica (Tcm). (slika 9) [15][30]

TAM mogu luciti enzim Arg 1. Stvaranje Arg 1 je potaknuto s IL-2 i
mlijecnom kiselinom. Oba faktora su zastupljenija u vecoj koncentraciji u
TME. Arg 1 metabolizira L-arginin u ureju i L-ornitin. Metaboliziranjem L-
arginina smanjuje se njegova dostupna koncentracija. Za posljedicu toga,
T stanice u TME ne mogu unijeti dovoljnu koli¢inu L-arginina potrebnog za
njihov normalan rad. [15][31] (slika 10)

@ L-arginine ® @ L-arginine

Central-memory like SURVIVAL

Improved anti-tumor activity
m

Slika 9 Slika prikazuje utjecaj L-arginina na funkciju centralnih memorijskih T stanica. Slika je preuzeta iz ¢lanka ,,L-Arginine
Modulates T Cell Metabolism and Enhances Survival and Anti-tumor Activity“ [30]

4.2.4. Komunikacija TAM i Treg stanica
Treg stanice, kao Sto je i prije navedeno, imaju vaznu ulogu u regulaciji

imunosnog odgovor. Ovisno o mjestu nastanka dijelimo ih na prirodne
Treg (engl. Natural regulatory T cells, nTreg) i inducirane Treg (engl.
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Induced regulatory T cells, iTreg). NTreg nastaju u timusu, a iTreg u
sekundarnim imunosnim organima. ITreg, za razliku od nTreg stanica koje
se razvijaju u timusu, razvijaju se iz naivnih CD4* T stanica na podrazaj
citokina TGF-B i IL-10. U TME Treg supresiranjem imunosnog odgovora

pomaze tumoru u prezivljavanju. [11][32]

TAM osim luCenjem citokina, enzima i eksprimiranjem razlicitih liganada
moze indirektno suprimirati imunosni odgovor i regrutacijom Treg stanica.
NTreg stanice imaju kemokinske receptore CCR4, CCR5, CCR6 i CCR10.
TAM, ovisno o vrsti tumora, moze luciti CCL22, CCL20 i moze eksprimirati
CCRS5 ligand. CCL22 privlaCi CCR4* nTreg, a CCL20 privla¢i CCR6" nTreg
stanice. Kao sSto je i prije navedeno TAM Ilucéi IL-10 i TGF-B. Oba faktora su
pokazala da pripomazu u diferencijaciji CD4* T stanica u iTreg. TGF-B
inducira prepisivanje Foxp3 gena. Foxp3 potice diferencijaciju naivnih T
stanica u Treg. Mehanizam djelovanja IL-10 joS nije jasno razrijesen, ali
se smatra da djeluje po slicnom principu kao i TGF-B tj. da inducira
prepisivanje Foxp3. [15][32](slika 10)
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Slika 10 Na slici je prikazan utjecaj TAM na imunosne stanice u TME koji su navedeni u poglaviju 2.2.. TAM na okolne
imunosne stanice utjece lucenjem citokina, kemokina i eksprimiranjem razli¢itih liganada i recepotora. Slika je preuzeta iz
clanka ,, Tumor-Associated Macrophages: From Mechanisms to Therapy“.[15]

4.3. Utjecaj TAM na angiogenezu
Tumorsko tkivo uslijed brzog rasta gubi dotok krvi te se smanjuje opskrba

hranjivim sastojcima i kisikom koji su mu potrebni za rast. Angiogeneza
tumora je zbog toga esencijalan proces koji pomaze tumorskim stanicama
u prezivljavanju i rastu. Tumorske stanice mogu same luditi angiogenske
faktore koji potiCu stvaranje angiogeneze, ali im u tome uveliko pomazu
stanice TME. TAM se najvise istiCu iz TME kao izvori i modulatori

dostupnosti angiogeneskih faktora. [33]

Vaskularni endotelni faktor rasta-A (VEGF-A) je najistaknutiji faktor
angiogenze kojeg lu¢i TAM. VEGF-A se veze za receptore VEGFR-1. VEGF-

A stimulira kemotaksiju endotelnih stanica koje onda mogu formirati krvne
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Zile. Hipoksic¢ni uvijeti poticu ekspresiju hipoksijom induciranih ¢imbenika
la i 2a (engl. Hypoxia-inducible factor, HIF). HIF-1a i HIF-2a su
transkripcijski faktori koji reguliraju ekspresiju VEGF-A. Stvaranje HIF-a
moze biti potaknuto i citokinima IL1B i TGFB1 koje proizvode TAM. Tumori
mogu luditi faktor stimulacije kolonije makrofaga (engl. Macrophage
colony stimulating factor, CSF-1/ CSF-M). CSF-M uz CCL2 inducira
ekspresiju VEGF-A aktivacijom NF-kB. TAM luce i metalopeptidazu
matriksa 9 (engl. Matrix metallopepidase 9, MMP9). MMP9 enzimatskim

djelovanjem moze osloboditi VEGF-A iz ekstacelularnog matriksa.[33]

Osim VEGF-A TAM mogu luditi i druge angiogenske faktore. Neki od tih
faktora su TNFa, osnovni ¢imbenih rasta fibroblasta (engl. Basic fibroblast
growth factor, bFGF), timidin fosforilazu (engl. Thymidine phosphorylase,
TP), urokinaza (engl. Urokianse-type plasminogen activator, uPA),
adrenomedullin (ADM), semaforin 4D (engl. Semaphorin 4D), ILI1B i
prostaglandin E2. TP stimulira migraciju endotelnih stanica. UPA potice
degradaciju ekstracelularnog matriksa ¢ime se omogucava prodiranje
vaskularnih stanica. ADM osim Sto poti¢e angiogenezu on i Stiti endotelne
stanice od apoptoze i utjeCe na njihovu permeabilnost i vaskularni tonus.
Semaforin 4D potice sazrijevanje zila i mobilnost endotelnih stanica.
Mobilnost endotelnih stanica potice preko plexin B1 receptora. Na
mobilnost endotelnih stanica utjeCe i prostaglandin E2. IL1a potice

stvaranje endotelnih cjevcica i neovaskularizaciju.[33]

4.4, Utjecaj TAM na limfogenzu
Nasuprot angiogenezi, limfogeneza nije potrebna tumoru za

prezivljavanje. Limfogeneza tumoru omogucava metastaziranje putem
limfe. Limfne Zile se sastoje od rahlo spojenih endotelnih stanica koje su
struktura omogucava lako prodiranje tumorskih stanica. Stanice limfnih

Zila imaju izrazen VEGF receptor 3. TAM i tumorske stanice mogu luciti
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limfogene faktore rasta VEGF-C i VEGF-D koji direktno poti¢u limfogenezu.
VEGF-C i VEGF-D se vezu na VEGFR3. VEGF-C i VEGF-D se mogu vezati i
za VEGFR-2 te tako utjecati i na angiogenezu. Posto VEGF-C i D mogu
utjecati na angiogenezu tako moze i VEGF-A utjecati na limfogenezu.
VEGF-A vezanjem na VEGFR-2 endotelnih stanica limfe moze potaknuti

njihovu proliferaciju i migraciju. [33][34]

TAM moze indirektno utjecati na limfogenezu tako da remodulira
ekstracelularni matriks. Kao i kod angiogeneze MMP i uPA utjec¢u na ECM.
MMP-2 i MMP-9 olakSavaju migraciju endotelnih stanica limfe kroz vlakna
kolagena. Svi ovi procesi su izuzetno bitni jer omogucuju metastaziranje
tumora. [33]

4.5. Utjecaj TAM na metastaziranje tumora
Metastaziranje je Sirenje tumorskih stanica iz jednog stani¢nog okoliSa u

drugo. Mezastaziranje se odvija u viSe faza. Tumorske stanice prvo
moraju proci kroz ekstracelularni matriks koji ih okruzuje. Zatim,
tumorske stanice moraju prodi kroz vaskularni endotel i prezivjeti
imunosni sustav u cirkulaciji. Tumorske stanice se takoder moraju i
uhvatiti za stjenku zile kojom cirkuliraju u svrhu prolaska nazad u tkivo te
se potom kolonizirati na novom tkivnom mjestu. Krvne i limfne zile
nastale angiogenezom i limfogenezom su glavni put metastaziranja
tumora. TAM pomazu tumorskim stanicama u njihovom metastaziranju u

svim fazama.[35](slika 11)
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Slika 11 Slika prikazuje metastaziranje tumora. Metastaziranje se sastoji od 5 koraka koji ukljucuju invaziju, intravazaciju,
cirkulaciju, ekstravazaciju i kolonizaciju. Slika je preuzeta iz ¢lanka ,,Molecular principles of metastasis: a hallmark of cancer
revisited”. [36]

4.5.1 Priprema pre-metastatske nise
Primarni tumor je sposoban ,oznaciti* mjesto Sirenja prije nego li poCne

metastazirati. Na to ,0znaceno" mjesto ¢e se tumor prvo prosiriti i naziva
se pre-metastaska niSa. Makrofazi su jedan od glavnih faktora koji
sudjeluju u stvaranju pre-metastatske niSe. Tumorske stanice luce faktore
koji poti¢u odlazak makrofaga u krvotok i zadrzavanje u pre-metastatskoj
nisi. Faktori koje luci tumor, a utjeCu na makrofage su CCL-2, VEGF, PLGF,
CSF-1, TNF-a, TGF-B, EGF, egzosome i tkivni inhibitor metalopeptidaze
(engl. Tissue inhibitor of metallopeptidase, TIMP-1). Grupiranje makrofaga

je tumorskim stanicama oznaka za nakupljanje. Takvi makrofazi luce
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kemokin CXC stromani faktor 1 (engl. Stromal derived factor 1, SDF-1) i
angiopoetin-1. SDF-1 poti¢e migraciju tumorskih stanica i njihov rast, a
angiopoetin-1 poti¢e adheziju tumorskih stanica na endotel. Luc¢e i MMP,
integrine i lizil oksidaze (engl. Lysyl oxidase, LOX) u svrhu remoduliranja
ECMa. Moduliranje ekstracelularnog matriksa je jos jedan nacin kojim se
tumorske stanice usmjeruju na pre-metastatsko mjesto. [35]

4.5.2. Invazija tumorksih stanica

Kao sSto je i prije navedeno, prelazak tumorskih stanica kroz ECM u stromu
je prvi korak metastaziranja. Tumorske stanica koje imaju tu sposobnost
su vrlo invazivne te su slabije povezane s ostalim stanicama primarne

nakupine.

Tumorske stanice prvo moraju predi iz epitela u mezenhim (engl. Epitelal-
mesenchymal transition, EMT). TAM potice ekspresiju klju¢nih proteina N-
kadherin i Snail potrebnih za metastaziranje. N-kadherin je posrednik
adhezije, a Snail promovira represiju E-kadherina Cime se regulira EMT.
TAM takoder luci IL-1B, IL-8, IL-6 TNF-a i TGF-B koji dodatno poticu
tumorsku invaziju. IL-8 regulira ekspresiju ELMO1 (engl. Engulfment and
cell motility 1) u tumorskim stanicama. ELMO-1 sluZi kao pro-angiogenski
faktor i faktor za prezivljavanje tumorskih stanica u krvotoku. IL-8
takoder pojacano potice ekspresiju p-JAK, p-STAT3 i Snail ¢ime se
promovira EMT. TAM pomaze i u degradaciji ECM tako Sto luci proteliticke
enzime kao Sto su katepsin, MMP7, MMP2, MMP9 i serinske proteaze. IL-6
poti¢e tumorsku angiogenezu i EMT tako Sto potice fosforilaciju STAT3 koj
se potom aktivira, kao i IL-8. [10][35](slika 13)

Nakon Sto se ECM degradira i remodulira, tumorske stanice koriste
komponente ECMa fibronektin i vitronektin kako bi se kretao do zila. TAM
pomaze u stvaranju interackcija izmedu ECM i tumorskih stanica tako Sto

sintetizira SPARC (engl. Secreted protein acidic and rich in cysteine).

29



SPARC pomocdu integrina stvara interakcije vlakna ECMa s tumorskim

stanicama. [35]

4.5.3. Intravazacija tumorskih stanica
Nakon Sto tumorske stanice dodu do Zila one moraju proci kroz malene

pore kako bi usle u krvotok. Kada tumorske stanice migriraju one se
okruze s TAM i s epitelnim stanicama. Kako bi taj kompleks usao u
krvotok tumorske stanice lu¢e CSF-1, a TAM tom podrazaju odgovara s
pojacanom migracijom i lucenjem EGF. EGF pripomaze u migraciji

tumorskih stanica kroz zile u cirkulaciju. [35]

4.5.4. PreZivljavanje tumorskih stanica u cirkulaciji
Tumorske stanice nakon Sto prodru u cirkulaciju moraju dovoljno dugo

prezivjeti da izadu iz cirkulacije. Makrofazi aktiviraju PI3K/Akt tumorski
put za prezivljavanje prije nego tumorska stanica ude u krvotok. Put se
aktivira interakcijom a4 integrina TAMa s vaskularnom adhezijskom
stanicnom molekulom 1 (engl. Vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-
1). Aktivacijom PI3K/Akt puta tumorska stanica se Stiti od proapoptotickih
citokina. TAM Sstiti tumorske stanice i lu¢enjem imunosupresivnih citokina

koji su objasnjeni u poglavlju 2.2.2. [35](slika 12)
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Slika 12 Slika prikazuje utjecaj makrofaga na aktivaciju PI3K/Akt puta za preZivljavanje u tumorskim stanicama. Put se
aktivira interakcijom VCAM-1 molekule na tumorskim stanicama i a4 integrina izraZenog na makrofazima. Slika je preuzeta
iz clanka ,, Molecular Pathways: VCAM-1 as a Potential TherapeuticTarget in Metastasis“. [37]

4.5.5. Egzosomi iz TAM
Egzosomi su malene stanic¢ne vezikule koje prenose proteine, DNA, RNA

itd. iz jedne u drugu stranicu. To je jedan od nacina kako TAM komunicira
s tumorskim i ostalim stanicama. Prenosenje genetskog materijala TAMa
ka tumoru, tumoru se pripomaze u prezivljavanju, rastu i metastaziranju.
Egzosomi TAMa su puni apoliproteina E (Apo E) koji moze aktivirati
PI3K/Akt put, potaknuti EMT i modulaciju ECMa Sto su sve faktori koji

pripomazu u metastaziranju tumora. [10](slika 13)
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Slika 13 Na slici je prikazana komunikacija TAM i tumorske stanice putem egzosoma kao i putem citokina i recepotora. Slika
je preuzeta iz ¢lanka ,, Tumor-Associated Macrophages:Recent Insights and Therapies”. [10]

5. Terapija protiv TAM
TAM je vrlo vazna komponenta u razvitku i prezivljavanju tumora. Osim

Sto pomaze tumoru u prezivljavanju, TAM mogu smanjiti ucinak postojecih
terapija. Zbog toga je vrlo vazno razviti terapiju koje ¢e osim uniStavanja
tumorskih stanica utjecati i na TAM. TAM na mnoge nacine utjece na
tumor te posljedi¢no tome postoji mnogo putova koji mogu posluziti kao
meta lijekova kako bi se sprijecio pro-tumorski utjecaj makrofaga.
Terapija protiv TAM moze se podijeliti u 2 glavne grupe. Prvi nacin se
odnosi na repolaziraciju makrofaga iz M2 u M1 dok druga metoda
pokusava inhibirati nakupljanja TAM-a tako Sto se inhibira njihova
migracija ili se sprijeCi nakupljanje deplecijom TAM.[10][38]

5.1. Utjecaj TAMa na tumorsko lijecenje

TAM moze interferirati s protu-tumorskim terapijama te tako smanjiti

njihov ucinak. TAM interferiraju s radioterapijom i kemoterapijom.
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M2 makrofazi su rezistentniji od M1 makrofaga na radijaciju. Visokom
dozom zracenja se broj M2 makrofaga povecava. Takoder se dokazalo da
tokom zracenja TAM odrzava svojstvo angiogeneze i invazivnosti
tumorskih stanica. Promovirajuci uCinak terapije zracenja na TAM je

posebno izrazen ukoliko se kombinira sa CSF-1 terapijom.

U kemoterapiji nekih tumora moze nastati nakupljanje M2 makrofaga u
TME. Tijekom kemoterapije nastaju ostecenja zdravog i tumorskog tkiva
¢ime okolne stanice pocnu luciti CSF-1 u svrhu oporavljanja tkiva. CSF-1
potiCe migraciju imunosupresivnih mijeloidnih stanica i njihovu
diferencijaciju u M2 makrofage. U raku dojke lijeCenje doxorubicinom ¢e
uzrokovati da stromalne stanice poc¢nu lucitit CCL2. Na podrazaj CCL2,
monociti ¢e preci iz krvotoka u okolis tumora te ¢e se monociti uz ostale
tumorske faktore diferencirati u M2. Nekoliko istrazivanja u miSevima je

pokazalo da TAM tokom kemoterapije mogu pojacano luciti i IL-10.

5.2. Repolarizacija makrofaga
M1 makrofazi, za razliku od M2 makrofaga, imaju pro-inflamatorni ucinak.

M1 makrofazi mogu aktivirati Thl i NK stanice, imaju sposobnost
fagocitiranja, eksprimiraju ligande smrti ¢ime se potice stanicu u
apoptozu, ekspimiraju MHC I i II receptore zbog Cega ih se smatra antigen
prezentiraju¢im stanicama. Stimulacijom imunosnog sustava od strane M1

makrofaga poti¢e se organizam na unistavanje tumorskih stanica.

Makrofazi imaju svojstvo repolarizacije koje se moze iskoristiti za terapiju.
Repolazicija se moze posti¢i agonistom TLR-a, nukleinskim kiselinama,
monoklonalnim protutijelima te i drugim faktorima. [38]

5.2.1. Repolarizacija makrofaga agonistom TLR-a

Na makrofazima se nalaze razni TLR. Stimuliranjem TLR-a moze se postici
polarizacija TAM u M1. Istrazivanjima je utvrdeno da su za svrhu

repolarizacije TAM u M1 najbolji endosomalni receptori TLR3, TLR7, TLRS8 i
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TLR9. Trenutno je FDA odobrila jedino koristenje lijeka Imiquimod koji je
agonist TLR7. Poly I:C je agonist TLR3 te se pokazao uspjesnijim u
repolarizaciji makrofaga u M1. Poly I:C se unese u ROS stimulirajuce
micele te se oni zapecate sa galaktoznom grupom. Ovaj kompleks
povecava koncentraciju ROSa, smanjuje aktivhost STAT3 te se povecava
broj citotoksi¢nih NK i T stanica. Resiquimod (R848) agonist TLR7 i TLR 8
je takoder ucinkovit u repolarizaciji makrofaga, ali je vrlo toksican za
organizam. Zbog toga se R848 kombinira s nanocesticama B-cyclodextrina
medutim nanocestice B-cyclodextrin sprjeCavaju odlazak R848 s mjesta
injektiranja. R848 s B-cyclodextrin potice makrofage na lu¢enje pro-
upalnog IL-12 u TME. [38][39] (slika 14)
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Slika 14 Slika prikazuje utjecaj R848 na repolarizaciju TAM u M1. Slika je preuzeta iz ¢lanka ,, Enhancing antibody-dependent
cellular phagocytosis by Re-education of tumor-associated macrophages with resiquimod-encapsulated liposomes”, [40]

5.2.2. Repolarizacija makrofaga potaknuta nukleinskim kiselinama
Repolarizaciju makrofaga poticu razni oblici RNA koja se u makrofage

unosi pomocu oligonukleotida. ,Nosac™ RNA koj se najviSe koristi je
opustajuci transpoter izmijene naboja (engl. Charge-altering releasable
transporters, CARTS).

Sa mRNA se unese genska poruka za prepisivanje interferonskog
regulatornog faktora 5 (IRF5) i inhibitor regulatornog faktora kappa-p
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kinaza (IKKB). IRF5 i IKKB mogu regulirati ekspresiju gena za Serpinb2 i
CCL11 u M2 te potaknuti eksrepiju gena CCL2. Time se postize
repolarizacija TAM u M1. mRNA mozZe unijeti i gene za regulaciju CD80 i
CD86. Repolarizacija se moze potaknuti i unosom male interferiraju¢e RNA
(siRNA). siRNA utiSava ekspresiju gena u TAM koji su zaduzeni za
imunosupresiju. MicroRNA (miRNA) moze repolarizirati TAM u M1 tako da
utiSa RNA i postranskripcijsku regulaciju ekspresije gena. MiRNa u
makrofazima utiSa ekspresiju IL-10, MMP9 i VEGF, a potice ekspresiju IL-
12.[38]

Za razliku od velike koli¢ine zracenja koje se koriste u lijeCenju, mala
koli¢ina zraCenja moze uzrokovati reporizaciju TAM u M1. Zracenje
uniStava tumorske stanice ¢ime se ispustaju dsRNA i antigeni tumora koje
organizam prepoznaje kao DAMP. DAMP moze stimulirati imunosni sustav,
a time i makrofage.[38]

5.2.3. Monoklonalna protutijela za repolarizaciju makrofaga

TAM imaju mnogo liganada i receptora koji sprijeCavaju makrofagovu
sposobnost fagocitiranja. Jedan od tih TAM signala koji sprijeCavaju
fagocitozu je ,ne jedi me" signal tj. signal koji nastaje interakcijom CD47-
SIRPa. Povratak makrofagove funkcije fagocitiranja se moze izvrsiti
inhibicijom CD47 na tumorskim stanicama (slika 8). Sama repolarizacija
TAM u M1 se moze posti¢i kombiniranjem protutijela za blokiranje SIRPa i
inhibitora CSF-1R. Sli¢an efekt se moze postici i inhibiranjem puta MHCI-
LILRB1 monoklonalnim protutijelom. Repolarizacija se moze postici i anti-
CD40 protutijelima. Anti-CD40 protutijela imaju funkciju kao i CD40L.
Anti-CD40 protutijela se isto mogu kombinirati s inhibitorom CSF-1R.[10]
[38]

5.2.4. Drugi faktori koji uzrokuju repolarizaciju

PI3Ky je faktor koji moZze inhibirati NF-kB i dovesti do aktivacije C/EBPB

¢ime se postize imunosupresivna funkcija M2. Inhibiranjem PI3Ky put NF-
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kB ce biti aktivan, a C/EBPB inhibiran te time makrofazi dobivaju
proinflamotornu ulogu tj. postaju M1. Lijek koji inhibira PI3Ky, ali inhibira i
brutonovu tirozin kinazu (BTK) se naziva Ibrutinib. BTK- PI3Ky signalni
put se dogada interakcijom B stanica s TAM. Ta interakcija moze

polarizirati makrofage u M2 zbog ¢ega je vazno inhibirati ovaj signalni put.

Histon deacetilaza (engl. Hystone deacetylases, HDACs) je enzim koji mice
acetilnu grupu na histonima. To je epigeneticka modifikacija koja regulira
ekspresiju gena. Inhibicijom razreda IIa HDAC mozZe se potaknuti
proupalna svojstva makrofaga tj. moze ih se repolarizirati. [38]

5.3. Terapija sprijeCavanja nakupljanja M2 u TME

Tumorske stanice luCe razne faktore koji dovode do nakupljanje
makrofaga u TME. Glavni faktori su CCL2, CCL5 i CSF-1. Inhibicijom tih
signala moze se sprijeciti nakupljanje TAM, a time i poboljsati prognoza

lijeCenja tumora.

CCL2 se veze za CCR2 receptor na monocitima. Inhibiranje nakupljanja
monocita te njihova diferencijacija u makrofage u TME se moze postici
inhibiranjem CCR2 ili vezanjem anti-CCL2 protutijela za CCL2. U
istrazivanjima na misevima se pokazalo da inhibiranje CCL2-CCR2 puta
uzrokuje smanjenje tumorskog rasta, metastaziranja te i poboljSanje
ucinkovitosti kemoterapije u nekih tumora. U tumoru dojke i pluca anti-
CCL2 protutijela uzrokuju suprotan efekt. Ekspresiju CCL2 se moze

supresirati i zoledronicnom kiselinom. [10][38]

Pri visokim koncentracijama CCL5 se moze, kao i CCL2, vezati za CCR2.
Time se isto potiCe regrutiranje makrofaga u TME. Inhibitor tirozin kinaze
Gefitinib moze smanjiti sekreciju CCL5. Pri manjoj koncentraciji, CCL5 se
nece vezati za CCR2 te ¢e se posljedicno smanjiti dolazak monocita u TME.
[10]
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CSF1 osim Sto potice regrutiranje makrofaga potice njihovu diferencijaciju,
repolarizaciju u M1 i proliferaciju. CSF1 se veze za CSF1R eksprimiranog
na makrofazima. Mala molekula PLX3397 (pexidartinib) je inhibitor tirozin
kinaze koji inhibira CSF1R te uzrokuje inhibiciju proliferacije TAMa.
Inhibiranjem proliferacije TAMova se inhibira TAMov utjecaj na aktiviranje
pI3K/Akt puta za prezivaljavanje u tumorima (slika 15). PLX3397 se
trenutno koristi u lije¢enju glijoblastome i tumora dojke. PLX3397 se moze
kombinirati s anti-PDL1, anti-CTLA-4 i TORC1. PLX3397 moze i poboljsati
ucinkovitost Veramufeniba, inhibitora BRAF-a. Lijek GW2580 inhibira CSF1
te isto dovodi do smanjenja TAM. [10][38]
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Slika 15 Slika prikazuje utjecaj PLX3997 (pexidartinib) na TAM i tumorske stanice. Slika je preuzeta iz ¢lanka , Pexidartinib, a
Novel Small Molecule CSF-1R Inhibitor in Use for Tenosynovial Giant Cell Tumor: A Systematic Review of Pre-Clinical and
Clinical Development” [41]

Trabectedin je lijek kojem su primarne mete tumorske stanice, ali se
pokazalo da utjeCe na monocite i TAM. Trabectedin se veze za TRAIL
recepotore 1 i 2 koji su izrazeni na monocitima i makrofazima. Vezanjem

se pokrece apoptoza. Nazalost ovaj lijek ne djeluje samo na TAM nego
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djeluje i na cirkuliraju¢e monocite ¢ime ovaj lijek moze biti
citotoksican.[38]

M2, a time i TAM eksprimiraju CD163 zbog Cega je to dobra meta za
ciljanu depleciju TAM. Monoklonalna antitijela za CD163 se vezu sa
lipidima i Doxorubicinom. Doxorubicin je kemoterapeutski lijek. Vezanjem
za CD163+ TAMa uzrokuje se njihova deplecija te se time omogudi
dolazak T stanica u TME.[38]

Ucinak imunosupresivne terapija koja blokira interakciju PD-1 sa PD-L1 i
B7 sa CTLA-4 osim Sto je korisna jer inhibira komunikaciju tumorskih
stanica s T stanicama korisna je i za depleciju protumorskih M2. Kao sto je
i prije navedeno TAM eksprimiraju PD-L1, PD-1 i B7. Posljedi¢no tome
antitijela za blokiranje PD-L1 ili B7 tumorskih stanica mogu se vezati i za
TAM. Nakon sto se inhibira PD1/PD-L1 ili CTLA-4/B7 put makrofazima ¢e
se vratiti funkcija fagocitiranja. Iako ¢e ovakva terapija pomodi u
smanjenju TAM, moZe negativno utjecati na prvobitnu svrhu, a to je
deplecija tumorskih stanica. Ove terapije su prvobitno osmisljene kako bi
se potaknula citotoksi¢nost T stanica. Ukoliko TAM veZe vecinu protutijela,
nece moci doci do inhibicije utjecaja tumorskih stanica na T stanice te se

time smanjuje ucinkovitost. [10][38]

5.4. Fotodinamicka terapija (engl. Photodynamic theraphy, PDT)
Vecina terapija navedenih u prethodnim poglavljima su ne-selektivne. Tim

terapijama se Cesto zahvate svi M2 makrofazi u organizmu sto dovodi do
imunokompromitiranog sustava. Zbog toga se traze Sto selektivnije
terapije te jedna od njih je fotodinamicka terapija (engl. Photodynamic
theraphy, PDT).

PDT je tretman koji se koristi u lijeCenju tumora i nekih ne malegnih
bolesti. PDT je limitiran na podrucje primjene. Temelji se na stvaranju
ROSa koji potom uniStava tumorske stanice. ROS nastaju kombinacijom
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ne toksi¢nih boja znanih kao i fotosenzibilizatori (engl. Photosensitizers) i
vidljive svijetlosti. Protutumorski efekt PDTa, osim Sto je prouzrokovan
nastalim ROSom koji uzrokuje citotoksi¢nost, nastaje i zbog unosa

fotosenzibilatora u tumorske stanice.[42]

Postoji nekoliko generacija fotosenzibilatora. Prva generacija je koristila
fotofrin (CesH74NgO11). U Japanu se koristio u klinicke svrhe, ali se
uspostavilo da ima nekoliko mana. Osim Sto prije upotrebe treba biti
zasti¢en od svijetlosti 4 do 6 tjedana, fotofrin uzrokuje i toksi¢nosti koze.
Toksic¢nost koze je prouzrokovana zbog velike fotosenzitivnosti fotofrina.
Fotofrin je zbog toga zamijenjen s talaporfinom (C3sH41NsQOg). Talaporfin
spada u drugu generaciju koju sacinjavaju ftalocijanini. Talaporfin
zahtijeva zastitu od svijetla 2 tjedna te uzrokuje manju toksi¢nost koze.
Talaporfin se kombinira sa svijetlosti vece valne duljine (664 nm) od
fotofrina (630 nm) te zbog toga moze dublje penetrirati u tkivo. Iako su
ftalocijanini poboljSani u odnosu na prvu generaciju i dalje nisu visoko
selenktivni za tumorsko tkivo. Najnoviji fotosenzibilizator je klorin
konjugiran s glukozom (G-klorin). G-klorin uzrokuje 30 puta vecéu
citotoksi¢nost od talaporfina te je i selektivniji od 2. generacije. Veca
selektivnost se dogada zbog Warburovog efekta koji nastaje u tumorskim
stanicama. [42][43]

Iz razloga Sto je TAM vrlo vazna komponentna TME rade se novi
fotosenzibilizatori koji bi ciljali jedino TAM, a ne ostale M2. Po uzoro na G-
klorin sintetizirao se klorin konjugiran manozom (M-klorin). TAM
eksprimiraju mnogo manoznih recepotora na svojoj povrsini za koje se
moze vezati M-klorin. M-klorin se pokazao vrlo efikasan u eliminiranju
TAM, ali i tumorskih stanica. M-klorin inducira smrt tumorskih stanica
gotovo istom jakosti kao i G-klorin. PDT u kombinaciji s M-klorinom moze

inducirati apoptozu TAM 4 sata nakon aplikacije. Zbog toga Sto M-klorin
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cilja i TAM i tumorske stancice, M-klorin moze u veéoj mjeri smanjiti

tumor u usporedbi s G-klorinom.[42][44]

TAM u velikoj mjeri imaju i leSinarske receptore. LeSinarski receptori su se
pokazali kao vrlo dobra meta za ftalocijanine ¢ime im se poboljSala
selektivnost. Ftalocijanini su se konjugirali s polianionskim ligandima koji
se zatim vezu za leSinarske recepotore TAM. Taj kompleks se pokazao
mnogo selektivnijim od talaporfina te je uspijeSan u supresiji tumorskog
rasta jer uniStava TAM. [43]

6. TAM u karcinoma dojke i u karcinoma pluca
Svaki tumor je drugaciji zbog Cega se i mikrookoliS svakog tumora

razlikuje. Varijabilnost TAM ovisi o tipu tumora, intratumornoj
heterogenosti i stadiju u kojem se tumor nalazi. Ova heterogenost

pokazati ¢e se na primjeru raka dojke i raka pluca. [45]

6.1. Karcinom dojke
Karcinom dojke je najucestaliji karcinom u Zena. U 2013. je u Hrvatskoj

od karcinoma dojke oboljelo 2767 Zena.[46] Kada se gleda globalno u
2020. je dijagnosticirano 2.3 milijuna pacijentica s karcinomom dojke. 685
000 slucajeva je u 2020. zavrsilo smréu.[47] Pri dijagnozi ovog tumora
opisuje se stadij, stupnjevanje (engl. tumor grade), broj estrogenskih
receptora (ER), progesteronskih receptora (PR), herceptinskih receptora
(engl. Human epidermal growth factor receptor 2, HER2) i genska
ekspresija. Iako se mnogo paznje pridaje dijagnozi kako bi lijeCenje bilo

Sto uspjesnije postotak smrtnosti je i dalje velik. [45]

Karcinom dojke obuhvaca 5 molekularna podtipa. Svaki podtip ima

drugaciju prognozu te se drugacije lijeci. Podtipovi su luminal A, luminal B,
trostruko negativan, bogat HER2 receptorom i normalan podtip. Luminalni
A je HER2 negativan, ali je pozitivan na ER i PR. Luminalni A ima manje od

20% proteina Ki-67. Ki-67 kontrolira koliko ¢e brzo tumorske stanice rasti
40



te Sto je nizi znadi da je rast tumora sporiji. Luminalni B je kao i A
pozitivan na ER i PR, ali moze biti HER?2 ili pozitivan ili negativan. Glavna
razlika od luminalnog A je to Sto sadrzi vise od 20% Ki-67. Trostruko
negativni karcinom je najagresivniji od svih 5 podtipova. On je negativan
na ER, PR i HER2 recepotore. Ovaj tip je ¢es¢i u zena s BRCA1 mutacijom.
Kao Sto mu i samo ime kaze karcinom obogacen s HER2 receptorom ima
povecanu koncentraciju ovog receptora. Karcinom HER2 brze raste od
luminalnog A i B, ali se uspijesno lijeCi s monoklonskim protutijelima za
HER2 npr. herceptinom. Karcinom dojke se takoder opisuje i na temelju
heterogenosti. Postoje tri pristupa heterogenosti ovog karcinoma. Prvi
pristup razlikuje tumorsku stromu (TS) i tumorsko gnijezdo (engl. Tumor
nest, TN). Drugi pristup opisuje tumor ovisno o morfologiji tumorskih
stanica. Razlikuju se tubularne, alveolarne, Cvrste, trabekularne strukture
i diskretne grupe. Svih 5 morfoloskih struktura se moze pronaci u TN
luminalnog podtipa. Tumor s alveolarnom i trabekularnom strukturom ima
vedi rizik za metastaziranjem i daje losiji odgovor na neoadjuvantnu
kemoterapiju (engl. neoadjuvant chemotheraphy, NAC). Tredi pristup
heterogenosti opisuje interakciju strome i parenhima. Ovisno o interakciji
moze se definirati 5 komponenta: podrucje sa mekanom fibroznom
stromom, sa grubom fibroznom stromom, podrucje s maksimalnom
interakcijom strome i parenhima, parenhimski elementi i praznine
duktalne tumorske strukture. [45]

6.1.2 TAM u karcinomu dojke

TAM Cini znatan dio mikrookoliSa karcinoma dojke te se sve viSe paznje
pridaje njegovom utjecaju na karcinom u svrhu boljeg lijeCenja. Karcinom
dojke je najistrazivaniji karcinom te se protumorski utjecaj TAM prvi put
opisao upravo na modelu karcinoma dojke. TAM se mogu nakupiti u
razli¢itim dijelovima tumora te ¢e i ovisno o mjestu nakupljanja drugacije

utjecati na prognozu i lijeCenje karcinoma dojke. U raznim istrazivanjima
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je dokazano da je nakupljanje TAM bitno za veli¢inu tumora, invazivnost
tumora, bazalnom fenotpiu, koli¢inu ER i PR receptora, ali ne i HER2, itd.
Pri promatranju TAM u karcinomu dojke promatra se kolic¢ina

eksprimiranog CD68 te jesu li prisutni M1 ili M2. [45]

U mnogim istrazivanjima je potvrdeno da povecana koli¢ina receptora
CD68 na TAM moze biti povezana sa loSijim ishodom bolesti i manjim
prezivljavanjem. Naime, nakupljanjem CD68 makrofaga u TME tumor se
povecava, dolazi do smanjenje ekspresije hormonskih recepotora (ER i
PR), pojacava se tumorska sposobnost vaskularne invazivnosti i
metastaziranja na limfne ¢vorove. Na veliine tumora takoder utjecCu i
makrofazi sa CD11c+. [45]

U prethodnim poglavljima je opisano da su M2 makrofazi ti koji imaju
protumorski utjecaj. U karcinomu dojke M2 makrofazi eksprimiraju
CD163, CD206, CD204 i stabilin 1. Uz te markere TAM u karcinomu dojku
cesto eksprimiraju i CD47, COX-2, MMP9, PD-L1 i TIE2. CD163+ TAM
imaju slicne karakteristike kao i CD68+ TAM. CD163+ TAM su indikatori
loSe prognoze. Utje€u na veliCinu, metastaziranje i postotak Ki67. CD163+
TAM CeSce se pronalazi na metastatskim mjestima nego u primarnom
tumoru. CD206 je prvi otkriveni marker M2 makrofaga koji se eksprimira
u doticaju s IL-4 te je ova vrsta makrofaga direktno povezana sa niskom
stopom prezivljavanja (engl. overall survival, 0OS). CD68 i CD163 se vet
sad mogu koristiti za prognoziranje tijeka bolesti dok je koristenje CD204 i
CD206 markera joS uvijek nesigurno. Stabilin 1 se pronalazi na TAMovima

kada je karcinom u prvom stadiju. [45]

Kao Sto je i navedeno makrofagov utjecaj na tumor ovisi o mjestu na
kojem se makrofazi nalaze. Tako se nakupljanjem CD68+ TAM u periferiji
tumora ne utjece na OS, ali ukoliko se CD68+ TAM nakupe u tumorskoj

»jezgri* negativno se utjece na OS tj. ono ¢e biti krace. Nasuprot tome
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nakupljanjem CD11c+ u TS pozitivno se utje€e na ishod bolesti dok
nakupljanje CD11c+ u sredistu tumora nema znacajan utjecaj na OS.
Nakupljanje TAM ovisi i o podtipu tumora. Nakupljanjem CD68+ TAM u
trostruko negativnom karcinomu dojke povecavaju se Sanse za daljim
metastaziranjem i smanjuje se ukupno prezivljavanje. Za usporedbu,
nakupljanjem CD163 u ER negativnim pacijentima pozitivno se utjece na
OS. [45]

6.1.3. Utjecaj TAM na lijeCenje karcinoma dojke

LijeCenje karcinoma dojke sastoji se od operacije, zracenja, kemoterapije
ili nekog drugog molekularnog pristupa. LijeCenje ovisi o prisutnosti HER2,
hormonskih receptora, stadiju metastaziranja i dobi pacijenta te sukladno
tome o menopauzi. Za HER2 pozitivne pacijente djelotvorna je terapija
anti-HER2 monoklonalnim protutijelima u kombinaciji s kemoterapijom. Za
ER i PR pozitivhe pacijente koriste se inhibitori aromataze u kombinaciji sa
tamoxifenom koji je selektivhi modulator estrogenskih receptora. Pacijenti
s trostruko negativnim podtipom karcinoma dojke primaju NAC koja se
temelji na cisplatinu ili karboplatinu. Pri primjeni bilo koje kemoterapije
prati se patoloski kompletni odgovor (engl. pathologic complete response,
pCR). pCR opisuje prisutnost karcinoma nakon zavrsetka terapije. U vecini
podtipova karcinoma dojke vise od 40% ¢e nakon primjene kemoterapije
imati relaps tumora sSto nije slucaj s pacijentima s trostruko negativnim
podtipom. U trostruko negatvinog podtipa samo ¢e 30-45% dozivjeti pCR
te razlog tome moze biti zbog TAM. [45]

Kao Sto je i prije navedeno zabiljezeno je dodatno nakupljanje TAM nakon
primjene kemoterapije. U karcinomu dojke nakon primjene NAC sa
mjeSavinom paclitaxela i fluorouracil-doxorubicin ciklofosfamida
zabiljezeno je nakupljanje CD45+, CD11b+ i CD14+ makrofaga. Primjena
NAC temeljenog samo na paclitaxelu rezultirala je nakupljanjem CD68+

makrofaga. Pri primjeni samog palitaxela otkrilo se da su TAM izvori
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katepsina. Katepsini su proteaze koji pripomazu tumoru u invaziji na
okolna tkiva tj. u metastaziranju. U oba slucaja nakupljanje TAM se veze s
nedostatnim pCRom i rezistentnosti na kemoterapiju. Kako bi se
poboljSala kemoterapija, na zivotinjskim modelima se primjenjivala
kombinacija paclitaxela sa PLX3397 koj je inhibitor tirozin kinaze
receptora. Kombinacija kemoterapije i inhibitora makrofaga se pokazala
vrlo uspijeSnom tj. rezultirala je smanjenom moguénoséu metastaziranja
na pluc¢a, pojacanim odgovorom CD8+ T stanica i smanjenom gustoc¢om
krvnih Zila oko tumora. Takoder se otkrilo da su TAM jedna od stanica koja
uzrokuje rezistenciju karcinoma dojke na tamoxifen u miSjem modelu. Pri
stvaranju rezistencije na tamoxifen dolazi do nakupljanja CD163+ TAM.
Jos nije posve razrijeSen mehanizam kojim TAM utjeCe na rezistenciju, ali
se smatra da nastaje ,petlja® odgovora izmedu TAM i tumorskih stanica.
TAM ispustaju CCL2 koji potom aktivira PI3K/Akt/mTOR signalni put u

tumorskim stanicama. [45]

6.2. Karcinom pluca
Karcinom pluéa je tumor s najve¢om stopom smrtnosti. U 2020. je

zabiljezeno 2.21 milijuna slucajeva te 1.80 milijuna umrlih od ovog
karcinoma. [47] Niti u Hrvatskoj broj oboljelih od ovog karcinoma nije
neznatan. U 2013. godini od karcinoma pluca oboljelo je 2753 ljudi. [48]
Postoje dva glavna histoloska tipa karcinoma pluca; karcinom plu¢a malih
stanica (engl. Small cell lung cancer, SCLC) i karcinom plué¢a ne-malih
stanica (engl. Non-small cell lung cancer, NSCLC). NSCLC je ucestaliji od
SCLC. NSCLC se sastoji od tri podtipa: adenokaricnom, plocaste stanice
karcinoma i velike stanice karicnoma. NSCLC se u 70% pacijenata
dijagnosticira kada je u 3. ili 4. stadiju zbog ¢ega je smrtnost tako visoka.
[45]
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6.2.1. TAM u karcinomu pluca
U karcinomu pluéa TAM su najzastupljenija imunosna stanica TME. U

karcinomu plu¢a TAM promoviraju proliferaciju tumorskih stanica, EMT,
invaziju i metastaziranje Cime se jos viSe doprinosi agresivnosti ovog

tumora.

Kao i kod karcinoma dojke pri dijagnosticiranju se prati razina M1 i M2
makrofaga. U karcinomu plu¢a M2 TAMovi imaju svoje karakteristi¢ne
markere. Oni eksprimiraju CD206, CD163, CD204 i MARCO. CD206+ TAM
promoviraju EMT i invaziju tako da potaknu ekspresiju CRYAB. CRYAB
aktivira ERK1/2/TRA-1/SLUG signalni put. CRYAB poti¢e metastaziranje na
limfne ¢vorove. U karcinomu pluc¢a TAM takoder eksprimiraju i integrin
avB3. Integrin avB3 potice epitelne stanice karcinoma na migraciju te
omogucuje rezistenciju na lijekove. Kao i u karcinomu dojke, nakupljanje
CD68+ makrofaga u tumorskoj stromi negativno utjeCe na OS. Medutim,
nakupljanje CD68+ makrofaga u tumorskim otocima ili dzepovima ili
utorima moze pozitivho utjecati na 0OS. CD163+ TAM koji se nakupe u
stromi i alveolama, u nekim istrazivanjima, znacajno smanjuju RFS i OS.
CD163+ TAM u karcinomu pluca se povezuje s viSom razinom C-
reaktivnog proteina (engl. C-reactive protein, CRP) u krvotoku, s
proliferacijskim indeksom Ki-67, tumorskom diferencijacijom,
metastaziranjem na limfne ¢vorove i s veli¢inom tumora. Marker CD204 u
karcinomu pluca, za razliku od karcinoma dojke, ima vecu dijagnosticku
znacaj nego CD163. CD204+ TAM u tumorskoj stromi povezuju se s
naprednijom histoloSkom gradom tumora i s naprednjim stadijem.
Takoder ga se povezuje s invazijom u pleuralni prostor, losim RFS, divljim
tipom EGFR gena i diferencijacijom tumora. MARCO+ TAMovi su u
direktnoj interakciji s PD-L1+ tumorskim stanicama. MARCO+ TAMovi

imaju imunosupreivnu ulogu u karcinomu pluca. [45]
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6.1.3. Utjecaj TAM na lijeCenje karcinoma pluca
Pri lijeCenju karcinoma pluc¢a najvazniji Cimbenici su stadij tumora i tip

mutacije u protoonkogenima. U prvom stadiju u 60-80% slucajeva
operacija je djelotvorna, a u drugom stadiju operacija je djelotvorna u 30-
50% slucajeva. Za drugi stadij Cesta je primjena i kemoterapije temeljene
na platini. Za tredi i Cetvrti stadij koristi se kemoterapija temeljena na
platini u kombinaciji s taksanima (paclitaxel, docetaxel i vinorelbin),
antimetabolitima (gemicitabin i pemetrexed) ili s vinca alkaloidima
(vinblastin). Ceste mutacije protoonkogena u karcinomu plué¢a su KRAS,
EGFR, BRAF, PI3K, MEK i HER2 te se zbog toga primijenjuju i lijekovi koji
ciljaju proteine nastale prepisivanjem ovih mutacija. Pacijentima s
mutacijom EGFR se kao prvi lijek daje erlotinib ili gefitinib koji su inhibitori
tirozin kinaza. Za pacijente s VEGF mutacijom kao prvi tretman se Cesto
daje kombinacija platinske kemoterapija i anti-VEGF inhibitora
bevacizumaba. Na sve lijekove u karcinoma pluca cesto je stvaranje
rezistencije zbog Cega je potrebna daljnja potraga u pronalasku
ucinkovitijih terapija.

Kao i kod karcinoma dojke pri primjeni kemoterapije temeljene na platini
zamijeceno je nakupljanje CD68+ TAM, ali se nakupljanje tih TAM u
karcinoma pluéa povezuju uz bolji OS. Nakon platinske kemoterapije u
pacijenata s SCLCom zamijecden je porast IL-1p citokina, koj je produkt M1
makrofaga, a smanjenje M2 produkta IL-1ra. Opazeno je da na gustocu
TAM u karcinomu pluca utjecu i inhibtori tirozin kinaza. Pri primjeni
gefitiniba ili erlotiniba doslo je do nakupljanja CD163+ TAM u stromi
tumora. To nakupljanje se povezuje uz losiji OS i PFS, ali uz primjenu
gefitiniba sa anti-PD-L1 ili inhibitorima deacetilaze histona zamijeéena je
repolarizacija TAM u M1 te i nastajanje njihova protu-tumorska efekta. Pri
toj kombinaciji lijekova doslo je do inhibicije eksprimiranja CD206 i ARG-1
i aktivacije eksprimiranja CD86 i stvaranja ROS. U usporedbi sa utjecajem
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TAM na kemoterapiju u karcinomomu dojke vidljivo je da TAM moze imati
pozitivan ucinak pri primjeni platinske kemoterapije u karcinomu pluca.
Nazalost ne moze se isto reci pri primjeni inhibitora tirozin kinaza ukoliko
se ne koristi u kombinaciji sa drugim lijekovima koji ¢e direktno utjecati

na repolarizaciju TAM.

7. Zakljucak
Tumor je bolest koja je sve zastupljenija u drustvu. Iako postoje mnogi

lijekovi koji direktno utjecu na maligne stanice, i dalje je prisutna visoka
stopa smrtnosti od ove bolesti. Neupitna je uloga TAMa na razvitak i
prezivljavanje tumorskih stanica. TAMovi direktno i indirektno pospjesuju
razvitak tumora. Smatram da bi se viSe istrazivanja trebalo posvetiti
istrazivanju TAM te i samom TME kako bi se razvile terapije koje bi bile
uspjesnije u eliminaciji tumora. Takoder je vrlo bitno prouciti TAM u
svakom tumoru posebno jer je i njihov utjecaj drugaciji Sto se vidi iz

kratkog opisa utjecaja TAM na tumor dojke i pluca.
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