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Glioblastooma (GBM) on pahalaatuinen keskushermoston graduksen IV kasvain, jossa elinaika
diagnoosin jalkeen on noin 15 kuukautta. Glioblastooman immuuniterapiasta ei ole saatu toivotun
kaltaisia tuloksia. Siksi tdman tyon tavoitteena on tutkia glioblastooman immuunisuppressiota sita
valittavien makrofagien ja mikrogliojen nakdkulmasta.

Immuunisuppressiossa immuunipuolustusjarjestelman kyky tunnistaa syopa ja hyokata sita vas-
taan on heikentynyt. Immuunisuppression kehittymistad voidaan edesauttaa esimerkiksi vaikutta-
malla T-solujen toimintaan tai edistamalla makrofagien ja mikrogliojen polarisaatiota kohti immuu-
nisuppressiivista M2-muotoa. Tassa tydssa kaydaan lapi glioblastoomassa tarkeitd solujen vali-
seen ja sisaiseen signalointiin osallistuvia molekyyleja, eli signalointimolekyyleja. Naihin lukeutuu
seka ligandit, reseptorit, etta signaalinvalittajat. Tydssa kaydaan lapi signalointimolekyyleja, jotka
aiheuttavat M2-polarisaatioita seka signalointimolekyyleja, joiden avulla makrofagit ja mikrogliat
edistavat immuunisuppressiota.

Glioblastoomassa immuunisupression kannalta merkittavia saatelijoita ovat neurofibromiini 1
(NF1), programmed death ligand 1 (PD-L1), the signal transducer and activator of transcription 3
(STAT3), interleukiini 10 (IL-10) ja nuclear factor -kB (NFkB). Liséksi glioblastoomissa on merkitta-
vassa roolissa isositraattidehydrogenaasin (IDH) mutaatio. NF1 on tuumorisuppressori, joka voi-
daan menettda glioblastoomasoluissa. Tama voi johtaa muiden signalointimolekyylien voimista-
vaan saatelyyn sekd makrofageissa ja mikroglioissa. Syopasolujen IDH-mutaatio tekee kas-
vaimista immunologisesti vahemman aktiivisia, mutta PD-L1, IL-10, NFkB ja STAT3 edesauttavat
immuunisuppressiota. Naiden signalointimolekyylien yhteisvaikutuksen parempi ymmartaminen
auttaisi kehittdmaan parempia terapeuttisia sovelluksia glioblastooman hoitoon.

Avainsanat: Glioblastooma, GBM, glioma associated macrophage/microglia, GAM, makrofagi,
mikroglia, immuunisuppressio, immuunisuppressiivinen signalointi
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1. JOHDANTO

Immuuniterapia on sydvan hoidon uusi suuntaus, joka mahdollistaa sen, ettei kasvainta tarvitse
kohdentaa laakkeilla suoraan (Locarno ym. 2019). Sen sijaan voidaan vahvistaa immuunijarjestel-
maa3, jotta se tuhoaisi kasvainta (Locarno ym. 2019). Naita hoitomuotoja voidaan hyddyntaa vain,

jos ymmarretaan, miten immuunipuolustusjarjestelma toimii — tai ei toimi — syévan tapauksessa.

Taman tyon tavoitteena on kuvata glioblastooman vaikutusta immuunipuolustusjarjestelmaan.
Ty6ssa kuvataan immuunisuppressiolle tarkeita makrofagien ja mikrogliojen valittamia signalointi-
reitteja. Tata tietoa voidaan hyddyntaa hoitomuotoja kehiteltdessa, silla glioblastoomalle ei viela
ole tehokasta immuuniterapiaa. Immuunisuppression signalointireittien ymmartaminen kehittaa

myds perustutkimusta ja lisaa ymmarrysta solujen toiminnasta.

1.1 Glioblastooma

Glioblastooma ovat maailman terveysjarjeston WHO:n mukaan diffuusien glioomien alaluokka.
Luokittelu muuttui vuonna 2016, ja samana vuonna julkaistu tiivistelma (Louis ym. 2016) tiivistaa
uuden luokittelun keskeisimmat piirteet. Glioomat yleisesti ovat yksi aivokasvaintyyppi. Diffuusit
glioomat ovat glioomien alaluokka, joille on nimensa mukaisesti ominaista kasvaimen diffuusi tun-

keutuminen terveeseen kudokseen. (Louis ym. 2016)

Glioblastooma (GBM) on graduksen IV sy6pana erittdin pahalaatuinen (Louis ym. 2016). Elinaika
diagnoosin jalkeen on glioblastoomissa vain noin 15 kuukautta (Morisse ym. 2018, Roesch ym.
2018). GBM on kaytanndssa parantumaton (Gray ym. 2014). GBM:lle tyypillisid mutaatioita ovat
esimerkiksi TP53- seka isositraattidehydrogenaasi 1- ja 2- (IDH 1 ja 2) geenien mutaatiot (Louis
ym. 2016). Koska GBM on niin aggressiivinen, on immuunisupression ymmartaminen erityisen

kiinnostava tutkimuskohde.

1.2 Makrofagit

Makrofagit ovat immuunipuolustusjarjestelman soluja, joiden tehtavan on fagosytoida muun mu-
assa vanhentuneita, kuolleita ja vaurioituneita soluja seka mikro-organismeja, kuten bakteereita.
Ne muodostuvat luuytimen monosyyteista ja kulkeutuvat verenkierron mukana kohdekudokseensa
(https://www.oppiportti.fi/op/imm00201/do 16.4.2020)

Makrofageilla on kaksi muotoa, M1 ja M2, joista M1 on klassisesti aktivoituva ja M2 aktivoituu vaih-

toehtoista reittia (Gabrusiewicz ym. 2018). Klassisessa aktivaatiossa tulehduspaikalla iimenee


https://www.oppiportti.fi/op/imm00201/do

proinflammatorisia sytokiineja, kun taas M2-muodon tehtava on hillitd immuunireaktiota muun mu-
assa erittamalla anti-inflammatorisia sytokiineja (Roesch ym. 2018) Nain ollen siis M1-muoto edis-
taa tulehdusta ja M2-muoto hillitsee sita. Tama malli on kuitenkin huomattu hieman liian jaykaksi,
eika se kaikissa olosuhteissa riitd kuvaamaan todellista tilannetta siksi, etta todellisuudessa M1-

M2-polarisoituminen on jatkumo (Roesch ym. 2018).

1.3 Mikrogliat

Mikrogliat ovat keskushermoston soluja, jotka muistuttavat tehtaviltdan ja toimiltaan paljon makro-
fageja (Roesch ym. 2018) ja niillekin on maaritelty makrofagien tapaan M1- ja M2-fenotyypit (Arcuri
ym. 2017). Niiden tehtdvana onkin muun muassa fagosytoida apoptoottisia soluja (Roesch ym.
2018), mutta niilld on myds roolinsa aivojen perustavanlaatuisissa toiminnoissa, kuten synaptisten

yhteyksien muodostamisessa ja havittamisessa (Arcuri ym. 2017).

1.4 Glioblastooman alatyypit

GBM on todella heterogeeninen sy6pa, koska silla on paljon geneettista vaihtelua (Arcuri ym.
2017). Glioblastoomia olisi hyddyllista kyeta jaottelemaan alatyyppeihin, jotta tiedettaisiin tarkem-
min, mitka signalointireitit esiintyvat yhdessa. Tama mahdollistaisi paremman diagnostiikan ja nain

ollen paremman kohdennetun laakehoidon.

Yksi tapa jaotella glioblastoomakasvaimet on jako klassiseen, mesenkymaaliseen ja proneuraali-
seen (Gray ym. 2014, Kruse ym. 2014, Arcuri ym. 2017). Luokitteluun on kuulunut myés neuraali-
nen alatyyppi, mutta tarkempi tarkastelu on antanut syyta uskoa, ettéd neuraalinen alatyyppi on vain
normaalin hermokudoksen aiheuttamaa kontaminaatiota kasvainnaytteissa, silla siltd puuttuu tyy-
pilliset geneettiset poikkeavuudet (Wang ym. 2017). Alatyypit on luokiteltu eri geenien ilmentymis-
tasojen ja muiden molekulaaristen markkereiden mukaan. Naista etenkin mesenkymaalisessa ala-
tyypissa todella edustettuina NFkB:n (englanniksi nuclear factor kB) saatelemat geenit (Oh &
Ghosh 2013, Kruse ym. 2014, Cahill ym. 2016, Yamini 2018). Jaottelun ongelmana on kuitenkin
se, etta kokeelliset tulokset osoittavat, ettd saman kasvaimen sisalla solut voivat olla ominaisuuk-
siltaan eri alaluokan kaltaisia (Gray ym. 2014). Nain ollen ei valttamatta ole mahdollista jakaa syo-
paa kolmeen helposti tunnistettavaan alaluokkaan, joiden perusteella potilasta osattaisiin hoitaa

inhiboimalla juuri oikeita signalointireitteja.



2. IMMUUNISUPRESSIO YLEISESTI GLIOBLAS-
TOOMISSA

Immuunisuppressio on tapahtuma, jossa kehon immuunipuolustusjarjestelman kyky taistella infek-
tioita ja muita sairauksia vastaan on heikentynyt. Immuunisuppressio voidaan saada aikaan laak-

keellisesti esimerkiksi elinsiirtopotilaille tai se voi olla sairauden tuotos (https://www.can-

cer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms/def/immunosuppression 28.1.2020). Immuunisup-

ressiota esiintyy useissa eri sydvissa ja sydévan immuuniterapian paatavoite onkin estaa immuu-
nisuppressiota tapahtumasta, jotta kehon oma immuunipuolustusjarjestelma kykenisi hyokkaa-
maan syovan kimppuun (Ghirelli & Hagemann 2013). Aiheeseen liittyen vuonna 2018 jaettiin
James P. Allisonille ja Tasuku Honjolle |adketieteen ja fysiologian Nobel heidan tydstadan syévan

immuuniterapian mahdollistavista  tutkimuksista (https://www.nobelprize.org/prizes/medi-

cine/2018/press-release/ 12.2.2020). Huolimatta immuuniterapian edistymisestd muiden syopien

osalta, immuuniterapian tulokset glioblastoomissa eivat ole olleet optimaalisia (Kruse ym. 2014,
Razavi ym. 2016).

Tassa tydssa kasitellddn immuunisuppressiota glioblastooman nakdkulmasta, mista johtuen ku-
vailtu immuunisuppressio ei valttamatta ole samanlainen kuin sydvissa yleisesti. Yleensa syovassa
tapahtuva immuunisupressio tapahtuu muun muassa makrofagien valityksella (Ghirelli & Hage-
mann 2013), mutta glioomissa on kuitenkin omana erityispiirteendaan mukana myds aivoille syn-
nynnaiset mikroglia-solut (Kruse ym. 2014, Roesch ym. 2018). Yhdessa naista soluista kaytetaan
gliooman immuunisupression yhteydessa termia gliooma-assossioidut markofagit/mikrogliat
(GAM) (englanniksi glioma associated macrophage/microglia). Jotta GAM:ien osuutta glioblas-
tooman immuunisuppressiossa voi tarkemmin kasitella, on ensin ymmarrettava, miten immuu-

nisuppressio paapirteittain etenee glioblastoomissa.

Glioblastoomissa niin kutsutut lepaavat mikrogliat aktivoituvat keskushermostoon kohdistuvasta
patologisesta tapahtumasta, kuten esimerkiksi virustulehduksesta (Roesch ym. 2018), mutta pato-
loginen tapahtuma voi mahdollisesti olla myés sydpasolut itse (Kruse ym. 2014). Tama aktivaatio
johtaa siihen, ettd mikrogliat alkavat ilmentaa tulehdukselle relevantteja molekyyleja, kuten major
histocompatibility complex (MHC) Il -molekyyleja ja voivat ndin ollen toimia antigeeneja esittelevina
soluina (Roesch ym. 2018). Tulehduksen alkuvaiheessa tarkeitad tulehdusta edistavia sytokiineja
ovat muun muassa tuumorinekroosifaktori alfa (TNFa), interleukiini 18 (IL-1B) ja interleukiini 6 (IL-
6) (Kruse ym. 2014). Muun muassa mikrogliojen iimentdma TNFa osaltaan johtaa monosyyteista

erilaistuneiden makrofagien saapumiseen tulehduspaikalle verenkierrosta (Roesch ym. 2018).


https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms/def/immunosuppression
https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms/def/immunosuppression
https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/2018/press-release/
https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/2018/press-release/

Yhdessa makrofagit ja mikrogliat tunnistavat immunogeenisia antigeeneja ja alkavat niiden seu-
rauksena tuottaa lisda proinflammatorisia eli tulehdusta edistavia sytokiineja sekad muita molekyy-
leja, jotka ovat tyypillisia M1-makrofageille ja -mikroglioille (Roesch ym. 2018). M1-fenotyyppi on
muoto, joka edistda tulehdusreaktiota tuottamalla tulehdusta edistavia sytokiineja, mutta samalla
se on sytotoksinen ja aiheuttaa kudosvauriota (Kruse ym. 2014). Siksi onkin normaalissa tilan-
teessa tarkeaa, ettd M1-makrofagien ja -mikrogliojen hoidettua tehtdvansa ne eivat enada tekisi
kudokselle lisda vaurioita. Tasta syysta tapahtuu M1-makrofagien ja -mikrogliojen polarisoituminen
M2-fenotyyppiin (Roesch ym. 2018). M2-muoto on vastuussa tulehdusta edistavien sytokiinien, ku-
ten IL-1 ja TNFa, erittmisen vahentamisesta (Kruse ym. 2014). M2-muodon normaaleihin tehtaviin
kuuluu kudosvaurioiden korjaamisen osana muun muassa verisuonien uudismuodostus eli angio-
geneesi ja kudoksen uudelleenmuodostuminen (Kruse ym. 2014). Immuunisuppressiivinen ympa-
ristd vahentaa kuitenkin MHC:n ilmentymistd mikroglioissa ja nain ollen kyky esitella antigeeneja
vaarantuu (Razavi ym. 2016). Tasta johtuen klassinen antigeenin esittely ei voi toimia yhta tehok-

kaasti.

M2-muodon ajatellaan olevan mukana immuunisuppressiivisten T-saatelysolujen (Treg) aktivoin-
nissa ja varvayksessa (Kruse ym. 2014). Treg-solut ovat CD4:4aa ilmentaviin T-auttajiin kuuluva
normaali osa immuunipuolustusjarjestelmaa ja niiden tehtavan on hillita tulehdusreaktiota ja yllapi-

tda immunologista toleranssia omia kudoksia vastaan (https://www.oppiportti.fi/op/imm00905/do

17.2.2020). Ne voidaan jakaa kahteen luokkaan: kateenkorvassa kehittyviin ja periferiassa kypsy-
viin (Oh & Ghosh 2013). Taman liséksi lahes kaikki GAM:it kantavat solukalvollaan Fas-ligandia
(FasL), joka indusoi apoptoosin apoptoottisissa Fas-reseptoria kantavissa T-soluissa (Roesch ym.
2018). Nain ollen M2-polarisoituneiden GAM:ien toiminta vaikuttaa haitallisesti T-solujen normaa-

liin toimintaan glioomakasvaimessa.

M2-polarisoituminen on kuitenkin dynaaminen prosessi ja onkin osoitettu, ettd glioblastoomissa
esiintyy jatkumo polarisoitumattomista MO-makrofageista M2-makrofageihin (Gabrusiewicz ym.
2018). Yleisesti glioomien laheisyydessa GAM:it polarisoituvat kuitenkin M2-muodon suuntaan
(Roesch ym. 2018). Tata polarisoitumista ajavat paikalliset glioomamikroympariston erittdamat teki-
jat, kuten esimerkiksi Interleukiini 10 (IL-10) (Kruse ym. 2014). Naiden tekijdiden erittdmisessa ovat
mukana seka GAM:it, ettd glioblastoomasolut (Roesch ym. 2018). On my6s hyva huomata, etta
esimerkiksi kaikki M2-muotoa makrofageissa indusoivat signalointimolekyylit eivat valttamatta vai-
kuta samalla tavalla mikroglioihin (Arcuri ym. 2017). Tama osoittaa sen, miten monimutkainen pro-

sessi immuunisuppressio on.


https://www.oppiportti.fi/op/imm00905/do

3. IMMUUNISUPPRESSIIVINEN SIGNALOINTI
GLIOBLASTOOMASSA

Tassa osiossa kasitellaan glioblastooman immuunisuppressiolle merkittavia signalointimolekyyleja
ja miten GAM:it erittavat niitd tai niiden vaikutusta GAM:eihin. Kuvassa 1 on kuvattu, miten sig-
nalointireitit vuorovaikuttavat keskenaan ja missa soluissa ne ilmenevat. Kuvasta huomataan, etta

vuorovaikutukset ovat moninaisia.

A B . |
STAT3 Syo6pasolut GAM:it
NF1 ' N [ "\
>‘$f N NF1 Ras
Ras MAP-kinaasi | .o Ras PISK
\l/ signalointireitti PI3K STAT3
STAT3 MAPK
PI3K \l/ MAPK IL-10
IL-10 NFkB
\/ NF«B NFkB PD-L1
PD-L1
|/ IDH-mutaatio
PD-L1
IDH-mutaatio L J L )

Kuva 1. Tiivistelma tydssa kuvattujen signalointimolekyylien ja reittien vuorovaikutuksesta keske-

naan.

A. Kuvassa on kaikkien tassa tutkielmassa kasiteltyjen signalointireittien ja IDH-mutaation vai-
kutus toisiinsa. IDH-mutaatio aiheuttaa metylaatiota PD-L1:t4 koodaavassa geenissa ja si-

ten vahentda PD-L1:n ilmentymista. IL-10 inhiboi NFkB:n kanonista muotoa p65/p50:ta.

B. Kuvassa esitetdan signalointimolekyylien ja IDH-mutaation ilmeneminen GBM-soluissa ja
GAM:eissa. Kuvassa esitettyjen signalointimolekyylien aktiivisuus syépasolujen ja GAM:ien
signaloinnissa on korkeampi, lukuun ottamatta NF1:t4, jonka aktiivisuus sydpasolujen sig-

naloinnissa voi olla matalampi.

3.1.1 NF1

Neurofibromiini 1 (NF1) on tuumorisuppressori, joka inhiboi MAP-kinaasi (MAPK)- (Arcuri ym.
2017) ja PI(3)kinaasi/Akt/mTor (PI3K) -signalointireiteille tarkeda Ras:ia (Cahill ym. 2016). Kuten



myoéhemmin tullaan huomaamaan, tama tekee NF1:stéd merkittdvan tuumorisuppressorin glioblas-
toomissa, silla monet muut glioblastooman immuunisuppressiolle tarkeéat reitit ovat joko jomman-

kumman tai molempien MAPK- ja PI3K-signaloinnin valittamia.

NF1:n normaali toiminta voidaan menettaa glioblastoomissa ja nain ollen Ras on vapaa aktivoi-
maan glioblastooman immuunisuppressiolle tarkeita signalointireitteja, kuten esimerkiksi NFkB:n
aktivaatioon johtavaa reittia (Cahill ym. 2016, Yamini 2018). NF1:n menettamisen on osoitettu ole-
van yhteydessa suurempaan GAM:ien tunkeutumiseen syopakasvaimen luo (Wang ym. 2017,
Luoto ym. 2018).

3.1.2 IDH-mutaatio

Isositraattidehydrogenaasia eli IDH:ta koodaavan geenin mutaatioita esiintyy noin kymmenessa
prosentissa glioblastoomakasvaimia (Louis ym. 2016). Vaikka IDH-mutantit glioblastoomat ovat
edelleen graduksen IV syopia (Louis ym. 2016), on IDH-mutaatio kasvaimen pahalaatuisuuden

kannalta edullinen vaihtoehto useammasta syysta.

Isositraattidehydrogenaasi on entsyymi, joka tuottaa a-ketoglutaraattia (Arcuri ym. 2017). Mutaatio
aiheuttaa kuitenkin sen, etta reaktiossa suositaankin a-ketoglutaraatin pelkistdmista 2-hydroksi-
glutaraatiksi (2-HG) (Arcuri ym. 2017). On mahdollista, ettd 2-HG aiheuttama neuraalinen vaurio
yllapitaa M1-tulehdusta, johtaen samanaikaiseen M1- ja M2-tulehdukseen (Kruse ym. 2014). Li-
saksi 2-HG inhiboi DNA- ja histonidemetylaaseja (Arcuri ym. 2017), mikd muuttaa kasvaimen
DNA:n metylaatiota (Yamini 2018). Onkin saatu kokeellisia tuloksia siita, etta 2-HG lisaisi PD-L1:n
geenin metylaatiota in vitro ja siten vaikuttaisi PD-L1:n ilmentymistasoihin (Mu ym. 2018). Nain
ollen voidaan pohtia, kuinka laajalti 2-HG vaikuttaa syévan kannalta edullisten geenien ilmentymi-

seen negatiivisesti.

IDH-villityypin kasvain on puolestaan yhdistetty korkeampaan immuunisuppressiivisten immuuni-
solujen, kuten makrofagien ja saatelija-T-solujen eli Treg:ien, invaasioon seka yleisesti korkeam-
paan immuunisuppression tasoon (Mu ym. 2018). IDH-mutaatiolla on merkittava vaikutus mikro-
glia-solujen ja makrofagien toimintaan (Mu ym. 2018), mik& saattaa johtaa siihen, ettd IDH-mutan-
teissa kasvaimissa on havaittavissa vahemman immuunisoluja ja matalammat MHC | -tasot (Luoto
ym. 2018). Tasta voidaan paatelld, ettd IDH-mutaatio haittaisi immuunisolujen varvéamisessa tar-
keita saatelijéitd (Mu ym. 2018) minka johdosta IDH-mutantit kasvaimet ovat immunologisesti va-
hemman aktiivisia kuin IDH-villityypin kasvaimet (Luoto ym. 2018). Eraaksi selitykseksi varvaami-
sen ongelmille onkin ehdotettu IDH-mutanteissa syopasoluissa madaltuneen NFkB-aktiivisuuden
roolia (Yamini 2018).
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IDH-mutaatio vaikuttaa siis immuunisuppressioon 2-HG:n avulla kahdella tavalla. 2-HG itse saa
aikaan vauriota, joka ajaa mikroymparistéa proinflammatoriseen, kasvaimen kasvua rajoittavaan
suuntaan. Lisaksi 2-HG:n valittama metylaatiota vahentavien entsyymien inhibointi ajaa immuu-
nisuppressiolle merkittavien geenien DNA-metylaatiota ja ilmentamisen rajoittamista. Nama kaksi
keinoa ennaltaehkaista ja estdd immuunisuppressiota vaikuttavat kovin erilaisilta, ja onkin yllatta-

vaa, etta niita aiheuttaa yksi ja sama molekyyli.

3.1.3 PD-L1

PD-L1 (englanniksi programmed death ligand 1) toimii normaalisti tulehduksessa ja infektiossa ja
sitoutuu PD-1 (englanniksi programmed death 1)-reseptoreihin (Kythreotou ym. 2018). PD-L1:n
tehtavana on estaa T-solujen liiallinen aktivaatio (Kythreotou ym. 2018), ja se vaimentaa T-solujen
toimintaa ja proliferaatiota (Razavi ym. 2016). Lisdksi PD-L1 aktivoi immuunisuppressiivisesti toi-
mivia Treg-soluja (Razavi ym. 2016). Tasuku Honjo saikin jaetun Nobelin vuonna 2018 juuri PD-

L1:n 16ydodn vuoksi (https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/2018/press-release/ 12.2.2020).

PD-L1:ta ilmentavat solukalvollaan seka glioblastoomasolut, ettd GAM:it (Razavi ym. 2016). PD-
L1:n ilmentymista voidaan sdadelld voimistavasti muun muassa aktivoimalla MAPK- ja PI3K-sig-
nalointireitteja (Kythreotou ym. 2018). Nain ollen PD-L1 on yksi niistéd signalointimolekyyleista,

jonka saatelya ei kyeta vaimentamaan oikein, kun NF1 menetetaan.

Glioblastooman kantasolut erittdvat eksosomeja, jotka kantavat muun muassa PD-L1:n ilmenty-
mista indusoivia proteiineja (Gabrusiewicz ym. 2018). Syopasolut vaikuttavat siis varmistavan PD-
L1:lle tarkeiden signalointimolekyylien tarjonnan. PD-L1 ei kuitenkaan ole valttamatta niin keskei-
sessa roolissa glioblastoomassa, kuin mitd se on muissa syodvissa. T-solujen maara glioblas-
toomassa on vahainen ja nain ollen PD-L1:n mahdollisuus estaa T-solujen toimintaa on heikentynyt
(Han ym. 2016).

3.1.4 STAT3

The signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) on anti-inflammatorinen transkrip-
tiofaktori (Locarno ym. 2019), joka toimii muun muassa JAK/STAT-reitillda (Chang ym. 2017).
STATS3 on yliaktivoitunut jopa 70% ihmisten kasvaimista, mutta tdman aktivaation ei uskota johtu-
van muutoksista STAT3:n geenissa (Luwor ym. 2013). STAT3:n aktivaatiotasojen uskotaankin joh-
tuvan ylavirran proteiinien, kuten esimerkiksi epidermaalisen kasvutekijan reseptorin (EGFR) ja

muiden STAT3:a saatelevien geenien mutaatioista (Chang ym. 2017).


https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/2018/press-release/
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Yhdessa PI3K- ja MAPK-signalointireittien kanssa STAT3 nostaa PD-L1 iimentymistasoja makro-
fageissa (Gabrusiewicz ym. 2018). Lisaksi STAT3 osallistuu GBM-soluissa ja GAM:eissa esimer-
kiksi interleukiini 10:n (IL-10) tuottamiseen (Chang ym. 2017). Glioblastoomassa GAM:eilla on kor-
keammat fosforyloituneen STAT3:n tasot, ja ne onkin liitetty kasvaimen korkeampaan gradukseen
(Roesch ym. 2018). Glioblastoomista peraisin olevilla mikroglioilla on havaittu korkeampaa STAT3-
aktiivisuutta in vitro verrattuna mikroglioihin, jotka eivat ole peraisin glioblastoomista (Roesch ym.
2018). Tasta voidaan paatella, ettd STAT3-aktiivisuutta saatelevat glioblastooman erittamat tekijat
(Roesch ym. 2018).

Sen lisaksi, ettd STAT3 vaikuttaa PD-L1:n kautta T-soluihin, on silla myds rooli GAM:ien M2-muo-
don edistamisessa (Locarno ym. 2019). Tama johtuu siita, ettd STAT3 on anti-inflammatorinen
transkriptiofaktori (Locarno ym. 2019). STAT3:n rooli immuunisuppressiossa on siis kaksinainen.
Toisaalta se on valillisesti PD-L1 kautta mukana vaikuttamassa T-soluihin, mutta toisaalta se ajaa
yleisesti anti-inflammatorista ymparistéad edistamalla GAM:ien M2-polarisaatiota. Tama tekee

STAT3:sta mielenkiintoisen kohteen terapeuttisille sovellukselle (Li ym. 2019).

3.1.5 IL-10

Interleukiini 10 (IL-10) on anti-inflammatorinen sytokiini, jolla on immuunisuppressiivisia ominai-
suuksia, kuten interferoni y:n (INFy) ja TNFa:n tuotannon inhibointi (Razavi ym. 2016). Glioblas-
toomasolut itse erittavat anti-inflammatorisia sytokiineja, kuten IL-10:t3 (Kruse ym. 2014). IL-10
osallistuu PD-L1:n ilmentymisen saatelyyn voimistavasti yhdessa STAT3:n kanssa (Gabrusiewicz
ym. 2018). On kuitenkin hyva huomata, etta anti-inflammatorisena transkriptiofaktorina STAT3 itse

on myds mukana signalointireitissa, joka johtaa IL-10 saatelyn voimistamiseen (Arcuri ym. 2017).

IL-10 tehtavat eivat kuitenkaan rajoitu vain PD-L1:n saatelyyn, vaan se esimerkiksi inhiboi NFkB:n
kanonisen muodon aktivointia (Kruse ym. 2014). Anti-inflammatorisena sytokiinina IL-10 myés po-
larisoi GAM:eja kohti M2-muotoa (Razavi ym. 2016).

3.1.6 NFkB

NFkB on transkriptiofaktori, joka saatelee immuunivastetta (Mieczkowski ym. 2015) osallistumalla
sytokiinigeenien iimenemisen saatelyyn esimerkiksi vasteena proinflammatoriselle TNFa:lle (Cahill
ym. 2016). Silld on 5 erilaista alayksikk6a: p50, p52, p65, RelB ja c-Rel (Cahill ym. 2016). MAPK-
signalointireitti osallistuu my6s NFkB:n aktivaatioon (Kythreotou ym. 2018) ja nain ollen myds

NFkB:n aktivaatiotasot voivat muuttua, kun NF1 menetetaan.
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IL-10 inhiboi NFkB:n kanonista heterodimeeria (p50/p65) ja mahdollistaa homodimeerin (p50/p50)
yli-ilmentymisen (Kruse ym. 2014). Homodimeeri (p50/p50) edelleen estaa proinflammatoristen sy-
tokiinien transkription elongaation (Kruse ym. 2014). Nain ollen homodimeeri ajaa makrofageja M2-
muotoon ja heterodimeerin (p65/p50) kerrotaan puolestaan johtavan makrofagien M1-muotoon
(Kruse ym. 2014).

Reseptorin aktivointi Reseptorin aktivointi
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Kuva 2. NFkB:n kanoninen ja ei-kanoninen aktivointireitti mukaillen (Oh & Ghosh 2013).

Kuvassa esitelladn NFkB:n aktivointi kanonista ja ei-kanonista reittia pitkin. p65, p50 ja toisinaan
myos c-Rel-alayksikoistd muodostuva kanoninen muoto on inhiboitu IkB:n toimesta. Aktivoiva IKK-
kompleksi, joka muodostuu IKKa-, IKKB- ja NEMO-alayksikdista ubikitinoi IkB:n ja johdattaa sen
hajotettavaksi proteosomiin. Vapautunut NFkB translokoituu tumaan ja saatelee transkriptiota.
NFkB:n toiminta ei rajoitu sen kanoniseen muotoon, vaan sen muista alayksikdistd muodostuvat

dimeerit ovat myos merkittavia.

NFkB:n heterodimeerin (p65/p50) ilmentymistasojen onkin kerrottu olevan sekd matalampia
(Mieczkowski ym. 2015) ettd koholla glioblastoomissa (Cahill ym. 2016, Yamini 2018). NFkB:n he-
terodimeerin matalaan aktivaatioon kerrotaan vaikuttavan IKKB:a koodaavan IKBKB-geenin matala

ilmentyminen (Mieczkowski ym. 2015). Kuten kuvassa 2 nahdaan, IKKB on osana kompleksia, joka
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aktivoi NFkB:ta (Gray ym. 2014) fosforyloimalla NFkB-inhibiittorin (IkB) ja vapauttamalla NFkB-
transkriptiotekijan (Oh & Ghosh 2013). NFkB kuljetetaan tumaan, missa p65-alayksikolla on tarkea
rooli transkriptiossa (Yamini 2018). Mieczkowski ym. kertovat, etta glioblastoomassa GAM:it eivat
iimenna yhta paljon IKBKB-geenia kuin matala-asteisissa glioomissa, mikd johtaisi glioblas-
toomissa matalampaan NFkB:n aktivointiin (Mieczkowski ym. 2015). Tama ei olisi yllattavaa ottaen
huomioon sen, ettd NFkB aktivoituu kanonisesti vasteena proinflammatorisille signaaleille (Cabhill
ym. 2016). Immuunisuppressiivisessa ymparistossa olisikin oletettavaa, etteivat proinflammatoriset
signaalit valittyisi eteenpain. Kuitenkin yliaktiivinen Ras voi aktivoida NFkB:n p65:n kautta siten,
ettd aktivaatio on klassisesta IKK-signaloinnista riippumaton (Cahill ym. 2016). Tama onkin merkit-

tava huomio juuri siksi, ettd NF1:n menetys johtaa Ras:in yliaktiivisuuteen (Arcuri ym. 2017).

NFkB:n tasojen kerrotaan vaihtoehtoisesti olevan myds koholla (Cahill ym. 2016, Yamini 2018).
Tama on yllattavaa ottaen huomioon NFkB:n roolin proinflammatoristen sytokiinien transkriptiossa.
Vaikka NFkB osallistuu proinflammatoristen sytokiinigeenien luentaan, silla on kuitenkin myos
muita rooleja. NFKB on avainasemassa CD4-positiivisten T-solujen erilaistumisessa, joista suu-
ressa roolissa ovat immuunivastetta hillitsevat Treg-solut (Oh & Ghosh 2013). Hiirilla IKKB:n akti-
voima mutaatio sai aikaan Treg-solujen tuotannon kateenkorvassa silloin, kun niitd ei normaalisti
tuotettaisi (Oh & Ghosh 2013). Taman lisaksi NFkB osallistuu myoés PD-L1:n transkriptioon
(Kythreotou ym. 2018). Tama osoittaa, ettei NFkB ole vastuussa ainoastaan pro-inflammatorisesta

vasteesta, vaan silla on myds muunlaisia tehtavia.

On hyva huomioida, etta esimerkiksi mesenkymaalisessa GBM-alatyypissa tarkea NFkB ei kuiten-
kaan ole kanoninen p65/p50, vaan sellainen, joka sisaltda alayksikon RelB (Cahill ym. 2016). Suuri
osa kokeellisista tutkimuksista keskittyy kuitenkin p65-alaksikkdon, silla sitd on kokeellisesti hel-
pompi havainnoida, kuin esimerkiksi p52- tai RelB-alayksikoita (Yamini 2018). Siksi onkin mahdol-
lista, ettd NFkB:n muiden alayksikéiden rooli glioblastoomissa on suurempi kuin talla hetkella ym-

marretaan (Yamini 2018), ja tama saattaisi selittda sen moninaisia vasteita.

Translokaatio tumaan on tarkein tapa NFkB:n saatelyyn, mutta saatelyssa on mukana myds mui-
takin tekijoita (Yamini 2018). Naihin tekijoihin kuuluu muun muassa NFkB-dimeerin muodostamat
alayksikot, alayksikoiden post-translaationaaliset modifikaatiot seka kussakin promoottorissa ole-
vat muut transkriptiofaktorit (Yamini 2018). Nain ollen NFkB:n dimeerienkin toiminta on todenna-
koisesti monimuotoisempaa kuin talla hetkelld ymmarretaan. Lisdksi samalla signalointimolekyylilla
voi olla erilainen vaste eri solutyypissa. Yhdessa nama tekijat saattavat selittaa sen, miten NFkB
ja sen ylavirran proteiinit, kuten IKK(, voivat samaan aikaan toimia proinflammatoristen signaalien

reiteilld seka osallistua immuunisuppressiivisten Treg-solujen aktivaatioon.
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4. YHTEENVETO

Glioblastooman immuunisuppression eri osa-alueista voidaan erottaa tarkasteluun kaksi osaa: T-
solujen toiminnan muokkaus ja GAM:ien M2-polarisaatio. Nama prosessit eivat kuitenkaan ole tay-
sin erillisia toisistaan. Esimerkiksi GAM:it kantavat Fas-ligandia, voiden nain aiheuttaa apoptoosin

Fas-reseptoria kantavissa T-soluissa (Roesch ym. 2018).

Glioblastooman immuunisuppressioon vaikuttaa useita tarkeita signalointireitteja ja tassa tydssa
on esitelty niistd vain muutama merkittavin. Signalointimolekyyleista kaikki ei ilmene GAM:eissa,
kuten esimerkiksi mahdollisesti menetettava NF1. Nain ollen on tarkeda ymmartaa kunkin sig-
nalointimolekyylin aktiivisuus ja rooli GAM:ien ja glioblastooman solujen signaloinnissa. Samalla
signalointimolekyylilla voi olla erilainen vaste eri solutyypille. Siksi on olennaista, ettad glioblas-
tooman immuunisuppressiota tutkiessa selvitetdan merkittavien signalointimolekyylien vasteiden

ero GAM:eissa ja glioblastooman soluissa.

Signalointimolekyylit ovat toisiinsa vahvasti linkittyneita, silla kuten esimerkiksi tekstissa kasiteltiin,
STAT3 aktivoi IL-10:a ja yhdessa nama kaksi aktivoivat PD-L1:n ilmentymista. Nain ollen signaloin-

timolekyylien tehtaviin voi kuulua muiden signalointimolekyylien saately.

STAT3 on anti-inflammatorinen transkriptiofaktori ja nain ollen polarisoi GAM:eja M2-muotoon.
STAT3 on aktivoitunut yli 66% glioblastoomista (Chang ym. 2017) ja se osallistuu IL-10 tuotantoon
sekda GAM:eissa ettd GBM-soluissa. IL-10 on anti-inflammatorinen sytokiini ja siksi ajaa M2-pola-
risointia GAM:eissa. Tama tapahtuu esimerkiksi siten, etta IL-10 inhiboi NFkB:n kanonisen muodon
aktivointia, joka puolestaan johtaa M2-muotoa ajavan homodimeerin yleistymiseen. Yhdessa

STAT3:n kanssa IL-10 johtaa PD-L1 ilmentymisen nousuun sekd GAM:eissa ettd GBM-soluissa.

PD-L1 heikentda T-solujen normaalia toimintaa ja proliferaatiota. Sen rooli glioblastoomassa ei
kuitenkaan ole valttdmatta yhta suuri kuin muissa syovissa siksi, etta glioblastoomassa T-solujen

maara on matala.

NFkB puolestaan voi toimia monilla eri tavoilla ja saada aikaan vastakkaisiakin immunologisia vas-
teita. NFkB esimerkiksi osallistuu proinflammatoristen geenien luentaan, mutta samalla myés PD-
L1:n geenin luentaan. PD-L1 iimentyy sekd GAM:eissa ettd GBM-soluissa, joten tastd voidaan
paatella ettd NFkB on aktiivinen molemmissa solutyypeissa. Lisaksi NFkB osallistuu Treg:ien eri-
laistumiseen ja NFkB:n homodimeeri osallistuu M2-polarisaatioon. NFkB saattaa toimia laajem-
massa tehtavakirjossa, kuin ymmarretdan, mutta niiden kartoittamista on hidastanut kokeellisen

tutkimuksen keskittyminen p65-alayksikkoon.
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Verrattuna IDH-villityyppiin, IDH-mutantit kasvaimet eivat ole immunologisesti yhta aktiivisia. Tama
johtuu IDH-mutaation DNA:n metylaatiota edistavista seka proinflammatorista mikroymparistoa

ajavista vaikutuksista.

STAT3 vaikuttaa keskeisen roolinsa vuoksi houkuttelevalta kohteelta terapeuttisiin sovelluksiin.
Sen inhibiittoreita on markkinoilla vahan, mutta eras niista on vaikuttanut eldinkokeissa lupaavalta

glioblastooman hoidossa (Li ym. 2019).

Signaloinnin yhteisvaikutuksen ymmartaminen olisi glioblastooman tutkimuksen kannalta tarkea
asia. Erityisen tarkeaa olisi ymmartaa konkreettisemmalla tasolla signaloinnin vaikutus GAM:eihin
ja glioblastooman soluihin. Nain olisi mahdollista hyédyntaa terapeuttisissa sovelluksissa kombina-

torisia hoitoja, jotka kohdennetaan juuri oikeisiin signalointireitteihin.
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