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SAMMANFATTNING

Tumor-associerade makrofager (TAM) ar makrofager som under paverkan av tumorceller
polariseras mot ett stadie dar de frisétter tillvéxtfaktorer, cytokiner, kemokiner och enzymer
som framjar tumortillvéaxt, karlnybildning, invasion och metastasering. Det har konstaterats att
ett hogre antal TAM i juvervavnad pa hund ar associerat med en samre prognos jamfort med
hundar med ett lagre antal TAM. | nastintill alla cancerformer & TAM antiinflammatoriska och
dampar immunsvaret vilket gor det mojligt for tumoren att utvecklas till ett malignt tillstand
utan att bekampas av kroppens immunforsvar. | den hér litteraturstudien har jag undersokt hur
TAM bidrar till malignitet och tumortillvéaxt i juvertumorer hos hund. Eftersom juvertumorer
pa hund (CMT) och human bréstcancer (HBC) har néstintill identiska kliniska kannetecken ska
jag ocksa jamfora TAM roll i tumorutvecklingen vid CMT och HBC.

Makrofagen &r en leukocyt som kan fagocytera patogener och cancerceller, uttrycka antigen pa
MHC Il och genom produktion av l6sliga faktorer sammanlénka det ospecifika medfédda
immunforsvaret med det specifika forvarvade immunforsvaret. Makrofager har dven en motsatt
funktion och kan 6verga till en fenotyp som laker vavnaden, tex efter en inflammationsskada.
Denna fenotyp kallas for M2-makrofager och i juvertumarer pa hund polariserar tumaércellerna
makrofager mot denna fenotyp. Genom kemotaxi kan tumdérceller fa monocyter att extravasera
ut i vavnaden dar tumoren ar beldgen. Inkommande monocyter utsétts for cytokiner och faktorer
som far dem att differentiera till M2-lika makrofager. Makrofagerna som nu ar tumor-
associerade producerar och utsondrar cytokiner, kemokiner och faktorer som attraherar annu
flera monocyter och forstarker tumorens signaler. Tumorceller och TAM verkar pa manga satt
Omsesidigt och forstarker varandras signaler for att optimera tumortillvéxten. Exempelvis
utsondrar de faktorer som inducerar nedbrytning av den extracelluldra matrix som omger
tumaren vilket frigor utrymme for tillvaxt men ocksa alarminer kan utsondras vilket bidrar till
ytterligare inrekrytering av monocyter. TAM verkar ddmpande pa immunforsvaret genom
utséndring av immunosuppressiva damnen som nedreglerar MHC 11 pa antigenpresenterande
celler (APC), hindrar T-lymfocyter fran att differentiera ut till tumoérdodande cytotoxiska T-
lymfocyter (CTL) och stimulerar bildningen av T-regulatoriska celler (Treg). TAM utsondrar
faktorer som inducerar angiogenes och lymfangiogenes vilket forser tuméren med karl som
transporterar naringsamnen och syre till tumorcellerna och transporterar bort avfallsprodukter.
Utover detta fungerar dessa karl som en transportvag for tumdrceller som kan invadera karlen
och metastasera ut i kroppen. Pa manga sétt bidrar alltsa TAM till malignitet och tumortillvéxt
i CMT. Tumortillvaxten och omvandlingen fran benign till malign &r pa manga satt identiskt i
HBC och CMT.



SUMMARY

Tumour-associated macrophages (TAMs) are macrophages which, under the influence of
tumour cells, are polarized towards a stage where they release growth factors, cytokines,
chemokines, and enzymes that promote tumour growth, angiogenes, invasion and metastasis. It
has been discovered that a higher number of TAMs in mammary tissue in dogs is associated
with a worse prognosis compared to dogs with a lower number of TAMs. In almost all cancers,
TAMs are anti-inflammatory and suppresses the immune response, allowing the tumour to
become malignant without being attacked by the immune system. In this literature study I have
investigated how TAMs contribute to malignancy and tumour growth in canine mammary
tumours. Since canine mammary tumours (CMT) and human breast cancer (HBC) have almost
identical clinical characteristics, I will compare the role of TAMs in CMT and HBC
carcinogenesis.

Macrophages are leukocytes that normally phagocytose pathogens and cancer cells, expresses
antigen on MHC Il and via production of soluble factors links the non-specific innate immunity
to the specific acquired immunity. Macrophages, however, also have the opposite function.
Macrophages can turn into a phenotype that heals tissue damaged by inflammation, so called
M2 macrophages, a phenotype that tumour cells polarize macrophages into in canine mammary
tumours. Chemotactic factors from tumour cells cause monocytes to extravasate into the tumour
tissue where they differentiate into M2 like macrophages. The macrophages that now are tumor-
associated produce and secrete cytokines, chemokines, and factors that attract even more
monocytes and enhance the tumour signaling further. Tumour cells and TAMs act in many
ways mutually and enhance each other's signals to optimize tumor growth. For example, factors
inducing degradation of the extracellular matrix surrounding the tumour create space for growth
but also the release of alarmins that further increase the chemotaxis of monocytes. TAMs act to
suppress the immune system by secreting immunosuppressive agents that down-regulate MHC
Il on antigen-presenting cells (APC), preventing T lymphocytes from differentiating into
tumour killing cytotoxic T-lymphocytes (CTL) and stimulating formation of T-regulatory cells
(Treg). TAMs secrete factors inducing angiogenesis and lymphangiogenesis which provide the
tumour with vessels that transport nutrients and oxygen to the tumour cells and remove waste
products. In addition, these vessels act as a transport pathway for tumour cells that can invade
these vessels and metastasize into distant sites in the body. In many ways TAMSs contribute to
malignancy and tumour growth in CMT. The tumour growth and conversion from benign to
malignant are in many ways identical in HBC and CMT.



INLEDNING

Human brostcancer (HBC) ar den vanligaste cancerdiagnosen som stélls och ar den framsta
orsaken till cancerrelaterad dodlighet bland kvinnor varlden Over (Abdelmegeed &
Mohammed, 2018). Mdss ar ett frekvent anvant modelldjur for HBC och det mesta vi idag vet
om den cancerformen kommer fran humanstudier och studier gjorda pa gnagare (Carvalho et
al., 2016). Moss som modelldjur har dock flera tillkortakommanden och &r inte alltid det
optimala modelldjuret for HBC. Bland annat misslyckas vissa musmodeller in vivo att aterskapa
vissa mycket viktiga drag som observeras i HBC. Pa senare tid har hunden visats vara en mycket
lovande djurmodell for human brostcancerforskning. Juvertumorer pa hund (CMT) och HBC
har néstan identiska kliniska kdnnetecken, hunden har ett Iangre livsspann &n méss och hundens
genom &r mer likt ménniskans an musens (Uva et al., 2009). Dessutom ar CMT precis som
HBC den vanligast forekommande cancerformen hos tikar och har ofta en dodlig utgang pa
grund av utvecklingen av metastaser (Beirdo et al., 2015). Syftet med denna litteraturstudie ar
att ta reda pd vad TAM troligen bidrar med i tumortillvaxt och malignitet hos juvertumorer pa
hund samt jamfora fynden mellan ménniska och hund.

MATERIAL OCH METODER

Vid litteraturstudien har jag anvént databaserna Web of Sciene och PubMed. Sokorden var
(TAM* AND MACROPHAGES*) AND (CANINE OR DOG).

LITTERATUROVERSIKT
Makrofager

Makrofager ar de mest plastiska cellerna i det hematopoetiska systemet och finns i alla
vavnader. Makrofager uppvisar en stor funktionell diversitet och de har en viktig roll i
uppréatthallandet av homeostas, immunitet och vavnadsreperation (Lewis & Pollard, 2006).

Makrofager harror frdn monocyter som produceras i benméargen och cirkulerar i blodet innan
de nar sin malvavnad. I blodet, men framforallt i vavnaden, sker mycket komplexa interaktioner
med cytokiner och tillvaxtfaktorer vilket differentierar monocyten till en mogen makrofag. Det
som avgor vilka egenskaper den mogna makrofagen uttrycker beror pa profilen av de stimuli
som préglade dess utmognad (Biswas & Mantovani, 2010). Dessa egenskaper kan variera i
formaga att fagocytera mikrober och restprodukter, uttrycka sarskilda cellytereceptorer,
formaga att presentera antigen pa MHC Il och produktion av en stor méangd olika
immunomodulerande cytokiner (Goerdt & Orfanos, 1999).

Eftersom makrofager kan differentieras till att ha manga olika egenskaper har man for
enkelhetens skull skapat en nomenklatur for att kunna dela in makrofager i tva skilda grupper
pa varsin sida av ett spektrum. Vid ena polen aterfinns “klassiskt aktiverade” M1-makrofager
och vid motsatt pol finns "alternativt aktiverade” M2-makrofager. Den hédr uppdelningen harror
fran in vitro experiment dar omogna makrofager inkuberats med olika sorters stimuli. Det &r
dock mycket mer komplext in vivo, dar makrofagpopulationen i en tumdr mycket sallan ar
fullstandigt homogen. M1/M2 dikotomin har sin fordel i att den generellt aterspeglar den typ
av T-hjalpar (Th) cellsvar som rader i kroppen (Mantovani et al., 2004).



M1-makrofager bildas ndr naiva monocyter utsatts for Thl-cytokiner som exempelvis
interferon-gamma  (IFN-y), tumornekrosfaktor-alfa (TNF-a) eller exponeras for
lipopolysackarider (LPS). M1-makrofager driver pa inflammationsprocesser genom att
utséndra proinflammatoriska cytokiner som TNF-a, IL-1p, IL-6, 1L-12 och IL-23. De
producerar och utsondrar hoga nivaer av reaktiva syreradikaler (ROS), reaktiva
kvéaveforeningar (RNS) och kvaveoxidsyntas (iNOS) och framjar metabolism av arginin till
kvaveoxid och citrullin. Allt detta tillsammans med lagt pH skapar en fientlig miljo for
patogener och tumorceller (Arango Duque & Descoteaux, 2014).

M2-makrofager ar motsatsen till M1-makrofager. | in vitro forsok polariseras omogna
makrofager at M2-fenotypen nar de utsatts for bland annat IL-4 och IL-13. Bada dessa cytokiner
inhiberar samtidigt polarisering mot M1-fenotypen. IL-4 och IL-13 produceras av Th2-celler
och ar involverade i véavnadsreperationen efter en infektion. TAM uttrycker i manga
cancerformer egenskaper som efterliknar egenskaperna hos en M2-makrofag. Exempelvis
genom att inducera angiogenes och bryta ned arginin till ornitin och polyaminer vilket bidrar
till vavnadstillvaxt (Mosser, 2003). M2-makrofager rymmer fyra undergrupper, M2a, M2b,
M2c och M2d. De skiljer sig at i sina egenskaper och vilka stimuli de aktiveras av.

M2a: Aktiveras av IL-4 och IL-13

M2b: Aktiveras avimmunkomplex, LPS, apoptotiska celler, IL-1Ra.

M2c: Aktiveras av IL-10, TGF-f och glukokortikoider

M2d: Aktiveras av hoga nivaer adenosin som bildas vid exempelvis ischemi och hypoxi
(Ferrante et al., 2013).

Tumadrers mikromiljo

Tumdrens mikromiljo (TME) utgors av de celler och strukturer som omger tuméren. Detta
innefattar bade cellulara och icke-cellulara komponenter sasom immunceller, inflammatoriska
celler, blodkarl, extracelluldr matrix och signalsubstanser. Tumdrceller kan producera och
utsondra signalsubstanser vilket skiftar immunceller till att bli tumorframjande. Dessa celler
bidrar till immuntolerans och minskar chansen for kroppen att stéta bort tuméren (Carvalho et
al., 2016).

Immunceller kan férse tumdérens mikromiljé med tillvaxtfaktorer, proangiogena faktorer,
extracellulart matrix-modifierande molekyler och immunosuppressiva cytokiner som framjar
tumoren. Vissa cytokiner som exempelvis transformerande tillvaxtfaktor beta (TGF-) har fler
an bara en funktion och kan reglera manga cellulara funktioner, som tillvaxt och kemotaxi.
TGF-B ar en potent dampare av Th1- och Th2-celler och samverkar med manga andra faktorer
och ytreceptorer pa immunceller for att verka immunhammande (Travis & Sheppard, 2014).

Forandringar av de inflammatoriska komponenterna inom tumorens mikromiljé har en
betydelsefull roll under karcinogenesen och forskare blir mer och mer medvetna om betydelsen
av tumor-associerade immunceller och deras inverkan pa tumorers utveckling (Carvalho et al.,
2016).



Kemotaxi

Tumorceller kan utsondra kemoattraktanter som far monocyter ute i blodbanan att extravasera
till tumorvavnaden och differentiera (Hao et al., 2012). Kemoattraktanter ar ett begrepp som
innehaller flera olika typer av signalsubstanser, bland annat cytokiner som vaskular
endotelcellstillvaxtfaktor (VEGF), interleukin-10 (IL-10), kolonistimulerande faktor 1 (CSF-1)
och TGF-B (Mantovani et al., 2004). En viktig grupp av cytokiner som &r involverade i
kemotaxin av makrofager ar kemokiner. Det finns fyra grupper av kemokiner och de som har
storst betydelse for makrofagers kemotaxi ar CC-kemokiner som har fatt sitt namn for att de
har tva intilliggande cystein-molekyler néra proteinets N-terminala del (Laing & Secombes,
2004).

En annan kemoattraktant for monocyter ar alarminer, vilket ar en grupp endogena molekyler
som frisatts fran nekrotiska celler eller utsondras av stimulerade leukocyter. High mobility
group box 1 (HMGBL1) ar en alarmin som finns i cellkérnan hos nastan alla daggdjur, daribland
manniskan och hunden. Tumdrceller och TAM har visats utsondra stora mangder HMGBL i
flera olika humana cancerformer vilket bidrar till karcinogenes och metastasering av tumaéren
da det okar infiltratet av TAM inom tumoren (Coffelt & Scandurro, 2008).

I juvertumorer hos hund har det observerats att tumoéren anvénder kemoattraktanter och
cytokiner for att attrahera monocyter. UtOver detta omvandlas monocyterna till alternativt
aktiverade makrofager. M2-makrofager producerar egna immunosuppressiva @mnen och
inducerar bildandet av immunreglerande celler vilket leder till att tuméren doéljs for kroppens
immunsystem. Tumaren kan da vaxa obehindrat samt spridas och prognosen blir avsevart samre
for hunden (Carvalho et al., 2016).

Tumdrceller kan producera och utséndra IL-10 som stimulerar monocyter att omvandlas till
M2-makrofager (Salazar-Onfray et al., 2007). IL-10 ar den viktigaste antiinflammatoriska
cytokinen och dess huvuduppgift &r att inhibera produktionen av IFN-y. Det leder till att
makrofagernas fagocyterande férmaga hammas, makrofagernas produktion av de
proinflammatoriska cytokinerna TNF-a, IL-1p och IL-6 minskar samt att uttrycket av MHC 11
pa makrofager minskar, vilket forsamrar deras antigenpresenterande férmaga (Arango Duque
& Descoteaux, 2014).

Vid ett forsok med moss som saknade CSF-1 minskade inte incidensen eller tillvéxten av
tumorer. Transgena polyomavirus middle T-antigen (PyMT)-mdss med ett veruttryck av CSF-
1 hade en tatare karlforsorjning till tumorer redan i ett premalignt stadie. Liknande
kérlforsorjning har tidigare bara observerats i maligna tumorer hos icke CSF-1 transgena PyMT
moss. Saledes drogs slutsatsen att CSF-1 inte paverkar incidensen eller tumortillvaxt, men leder
till en 6kning av makrofaginfiltrat som i sin tur leder till en 6kad angiogenes. Detta antagande
kunde styrkas med ytterligare ett forsok i samma studie dar makrofaginfiltratet i tumaorer fran
maossen med ett dveruttryck av CSF-1 jamfordes med makrofaginfiltratet hos kontroller.
Maossen med dveruttryck av CSF-1 hade en sexfaldig 6kning av makrofaginfiltrat jamfért med
kontrollgruppen. Okningen av angiogenes mojliggor for tumoren att utvecklas mot ett malignt
tillstand (Lin et al., 2006).



Angiogenes

En likhet mellan karcinogenesen hos CMT och HBC &r en 6kad nybildning av blodkérl till
tumoren. Maligna tumorer uttrycker hogre nivaer av proangiogena faktorer som VEGF &n sina
benigna motsvarigheter och har avsevart fler kérl samt prolifererande endotelceller (Sleeckx et
al., 2014).

Den méngd syre en tumor kan erhalla direkt fran omgivningen kan bara syresatta den till en
viss storlek (ca 2-3 mm®) innan den behdver bli vaskulariserad for att tillgodogéra sig den 6kade
efterfragan pa syre och naringsamnen som glukos och aminosyror (Benazzi et al., 2014).

Blodkérlen kan inte na in till alla omraden i tumoren och manga solida tumorer har trots
karlforsorjning hypoxiska omraden, vilket leder till en genetisk instabil miljo da manga DNA-
reparationsfunktioner nedregleras. Hypoxi leder ocksa till att hypoxi-inducerad faktor 1 alfa
(HIF1-a) uppregleras och inducerar anu mer angiogenes. TAM i bade CMT och HBC
uttrycker da faktorer som VEGF, tymidin-fosforylas och urokinas plasminogen aktivator (UPA)
som svar pa den syrefattiga mikromiljon i tumoren (Coffelt et al., 2009). Tymidin-fosforylas
verkningsmekanism ar annu inte kand. Det har dock konstaterats i experiment pa madss att
karlnybildningen avtog nar en inhibitor till tymidin-fosforylas tillsattes i vavnaden. En trolig
forklaring till hur tymidin-fosforylas framjar angiogenes &r att den liknar platelet-derived
endothelial cell growth factor (PD-ECGF) vilket stimulerar angiogenes i ddggdjur (Miyadera
et al., 1995). Nybildade blodkarl i tumorer &r oorganiserade och benédgna att kollapsa, vilket
resulterar i att omraden i tumoren blir utan blodtillférsel och hypoxi uppstar. Hypoxin attraherar
TAM som utsondrar proangiogena faktorer och cirkeln fortsétter. Resultatet blir en kraftigt
forhojd nybildning av blodkarl, férvisso omogna och inte fullt funktionella men det leder
slutligen till att tumdren far den 6kade blodtillforseln den behéver (Lewis & Pollard, 2006).

Det har visats att den 6kade graden av angiogenes ar kopplad till TAM da experiment har gjorts
pa transgena mdss som har en homozygot ’noll” mutation pa genen som transkriberar CSF-1
vilket inaktiverar genens funktion. CSF-1 ar en viktig tillvéxt- och Overlevnadsfaktor for
makrofager. Nar dessa moss utvecklade juvertumdrer observerades ett markbart lagre antal
TAM i juvertumorerna och att det tog langre tid for tumdren att bli malign och metastasera.
Motsatta resultat erholls i forsok pa transgena moéss som hade ett dvertryck av CSF-1 i
juvervdavnaden dér angiogenes och omvandlingen till malign cancer var kraftigt accelererad
(Lin et al., 2006).

Matrixmetalloproteinaser (MMP) ar en familj zinkbindande enzymer som klyver komponenter
i ECM. ECM ér en fysisk barriar som hindrar tumorceller fran att invadera omkringliggande
vavnad men klyvning av komponenter i ECM kan tumdorcellerna invadera omkringliggande
vavnad. En annan mycket potent protumoregenskap dr att vid klyvning av celler i ECM frisétts
proangionena tillvaxtfaktorer. Det har visats att inhibering av MMP-9 innan tumoren har natt
den s.k. “angiogena switchen” d&r proangiogena faktorer Overvéger de antioangiogena
faktorerna, hindrar TAM fran att uttrycka VEGF och karlnybildningen minskar avsevart (Xie
& Murphy, 2019). MMP-9 uttrycks mycket mer i maligna tumérer jamfort med benigna
tumorer och ar forknippat med ett mer aggressivt beteende i CMT pa grund av den Okade
karlnybildningen (Hirayama et al., 2002).



Lymfangiogenes

Tumorer och TAM kan utsondra de lymfangiogena tillvéxtfaktorerna VEGF-C och VEGF-D
vilka aktiverar lymfkarlnybildning via VEGF receptor-3 (VEGFR3). Den hdga nybildningen
av blodkarl gor att dessa frekvent lacker ut vatska. Tack vare 6kad nybildning av lymfkérl kan
denna vatska med flera andra avfallsprodukter tas upp och transporteras bort tillbaka till blodet.
Forekomsten av lymfkérl mojliggor en passage for tumoren att metastasera till lymfknutor och
vidare ut till andra organ (Schoppmann et al., 2002).

Metastasering

TAMe-infiltrat i tumdren resulterar som tidigare ndmnt i produktion och utséndring av
proangiogena d&mnen som konsekvens av hypoxi i TME. Aven vid franvaro av hypoxi kan
tumoren och TAM tillsammans via 6msesidig signalering inducera frisattning av proangiogena
amnen. Den hdga koncentrationen av VEGF driver pa karltillvaxt och vaskular remodulering,
som gor det mojligt for tumoren att fa okad tillgang till syre och naringsamnen. Detta ar
nodvandigt for fortsatt tumortillvéaxt da tumorceller har ett hogt behov av naring och syre pa
grund av deras ohammade celldelning. Blodkarlen som genomgar remodulering &r valdigt
porosa och omtaliga, vilket underlattar for tumorceller att intravasera genom dessa och
metastasera. | samband med utsondring av ECM-remodulerande &mnen som MMP underlattar
ett hogt TAM-infiltrat metastasering av tumérceller (Green et al., 2009).

Immunosuppression

Forekomsten av immunceller i TME behover inte tyda pa en fientlig miljo for tumorcellerna.
De huvudsakliga immuncellerna som verkar immunosuppresivt ar regulatoriska T-celler,
myeloid-derived suppressor cells (MDSC) och M2-makrofager (Wang et al., 2017).

M2c-makrofager induceras av en kombination av 1L-10, TGF-p och glukokortikoider. | sin tur
utsondrar M2c-makrofager IL-10 och TGF-f, tvd immunosuppressiva cytokiner som framjar
utvecklingen av Th2-lymfocyter och Treg-celler samt inhiberar utvecklingen av cytotoxiska T
lymfocyter (CTL) och natural killer (NK)-celler. M2c-makrofager utsondrar stora méngder
arginas som framjar vavnadsreperation och angiogenes. M2c-makrofagers formaga att inducera
Tregs Okar deras effektivitet i att skydda organ fran skador orsakade av inflammation jamfort
med M2a och M2b-makrofager (Arango Duque & Descoteaux, 2014). Cytokinbalansen som
uppnas av hojda nivaer av VEGF, TGF-, IL-10 och minskade nivaer av IL-4, IL-12 och IFN-
vy ddmpar mognaden av dendritiska celler. Mogna dendritiska celler dr kdnda ddmpare utav
angiogenes medan omogna dendritiska celler frdmjar angiogenes (Carvalho et al., 2016; Wang
etal., 2017).



Tumor-associerade makrofager

I normal frisk vavnad ska makrofager vara proinflammatoriska och fagocytera patogener och
cancerceller. I manga tumorer omvandlas makrofager till en antiinflammatorisk fenotyp. Denna
grupp av makrofager inhiberar andra lymfocyters funktion genom friséttningen av inhibitoriska
cytokiner och skapar en miljé som gynnar tumortillvaxt.

| manga sorters cancer ar ett hogt antal av TAM i tumdren associerat med en dalig prognos for
Overlevnad. Detta har man undersokt och bekréftat i studier av human magcancer, brostcancer,
urinvagscancer, dggstockscancer, oralcancer och skéldkortelcancer (Zhang et al., 2012). |
motsats till detta fann man ett positivt samband mellan éverlevnad och hogt antal av TAM i
kolorektalcancer pa manniska. | kolorektalcaner & TAM inflammatoriska och framjar ett Thl
svar (Lewis & Pollard, 2006).

TAM kan framja tumortillvéxt genom att verka kemotaktiskt for Tregs och genom att framja
angiogenes och lymfoangiogenes via produktion av VEGF, VEGF-C och -D och TFG-p. Det
viktigaste ar att TAM inducerar immunosuppression via frisattning av 1L-10 och TGF-p. Bada
dessa cytokiner inhiberar utvecklingen av cytotoxiska T-celler och NK-celler och kan pa sa vis
uppréatthalla forekomsten av fler M2-lika TAM i omradet kring tuméren (Mantovani et al.,
2004).

| en studie av TAMs som isolerats fran en transgen mouse mammary tumour virus (MMTV)-
PyMT mus upptdcktes en oOkad koncentration av den proinflammatoriska cytokinen
macrophage inflammatory protein 1o (MIP-1a). Detta fynd kunde senare aterskapas i in vitro
studier pa Met-1 celler, en tumorcellinje som harstammar fran PyMT-moss. Detta visar hur
TAM fortfarande bibehaller vissa proinflammatoriska funktioner och hur de inte kan ses som
en homogen population av M1/M2-makrofager. Senare i studien jamfordes genuttrycket hos
TAM fran de transgena mossen med makrofager fran mijalten tillhdrande icke-transgena
kullsyskon. Uttrycket av 460 gener skiljde sig at mellan TAM och makrofagerna fran mjalten.
Manga av generna som var uppreglerade i TAM styr funktioner som rér immunreglering,
angiogenes, adhesion och sonderdelning av ECM (Ojalvo et al., 2009).

I en annan studie dar syftet var att definiera vilka celler som ingick i juvertumdérer anvandes
transgena MMTV-PyMT-moss. Myeloida celler utgjorde mer &n 50% av de leukocyter som
infiltrerat tumoren. Dessa celler kunde delas upp i tre huvudgrupper (I, Il och III), dar
morfologin och cellytereceptorna (MHC 11, CD11b, Ly6C, Ly6G, CD11c, CD115 och F4/80)
skiljde sig at mellan grupperna. CD11b ar en integrin som framforallt uttrycks pa makrofager
och monocyter, Ly6C uttrycks framforallt pA monocyter, Ly6G ar unikt for neutrofiler, CD11c
ar ett integrin som framforallt uttrycks pa dendritiska celler, CD115 ar receptorn for CSF-1 och
F4/80 ar en vél anvand makrofagmarkor i gnagare. Grupperna Il och Il innehdll celler som
uttryckte samma receptorer som inflammatoriska monocyter respektive neutrofiler. Grupp |
uttryckte en blandning av DC- och makrofagmarkdérerna MHC 11, CD11c och F4/80. Vid
jamforelse med en kontrollgrupp konfirmerades att cellerna i grupp | var TAM. 1 frisk
juvervavnad fran moss och andra daggdjur finns mammary tissue macrophages (MTM) som
kan presentera antigen pa MHC 11, adherera och extravasera genom blodkérl ut i vavnad tack



vare CD11b. Vid tumortillvaxt hos MMTV-PyMT-mossen minskade proportionen av MTM
och proportionen TAM 6kade (Franklin et al., 2014).

For att ta reda pa om TAM harstammar fran cirkulerande inflammatoriska monocyter som &r
CCR+ anvandes en korsning av PyMT/Ccr2”- méss, dar Ccr2”- leder till en kraftig minskning
av monocytinfiltrat i tumoren da de saknar CC-kemokinreceptorn. Vid 16 veckors alder hade
antalet MTM minskat vilket tyder pa att MTM kontinuerligt ersatts med cirkulerande
monocyter som differentierar till nya MTM. Andelen TAM i PyMT/Ccr2”- méssen var inte
avvikande fran den i kontrolldjur, vilket visar att TAM har ett lagre behov av cirkulerande
monocyter &an MTM for att uppratthalla sin cellpopulation. | ett senare experiment i studien
tomdes mossen pa 96% av deras tumor-associerade monocyter. Detta uppnaddes genom att
tillsatta diptheriatoxin till méss med en diptheriatoxinreceptor associerad till CCR2 lokuset,
som kodar for receptorn till monocyte chemoattractant protein-1 (MCP1/CCL-2). Genom denna
strategi minskades mangden MTM och TAM avsevart vilket tyder pa att TAM harror fran
cirkulerande monocyter, men behover farre tillférda monocyter via blodet jamfért med MTM.
En trolig anledning till detta kan vara att TAM uttrycker hogre nivaer av Ki67 som ar ett protein
som uttrycks i G1-, S-, M- och G2 faserna av cellcykeln. Detta visar att TAM har hogre
proliferation jamfort med MTM (Franklin et al., 2014).

En méngd olika signaler i makrofagernas omgivning paverkar standigt deras polarisering. De
blir aldrig terminalt differentierade, M2-makrofager som utsatts for Th1-cytokiner repolariseras
till M1-makrofager (Zhang et al., 2017).

Hund som modelldjur for forskning pa human brostcancer

Gnagare ar det mest frekvent anvdanda modelldjuret inom cancerforskning men de har flera
tillkortakommanden. For det forsta har moss, som oftast anvéands inom cancerforskning, en for
kort livstid for att kunna jamfora tumorutveckling med den observerad i HBC. Beroende pa
vilken musstam som anvéndes kan livslangden variera. En normal livslangd for Mus musculus
ar ungefar 2 ar, dock &r den forvantade livslangden betydligt kortare for de transgena mass som
utvecklar spontana juvertumorer. For det andra ar 50% av HBC beroende av hormoner vid
diagnos medan tumaorer hos maoss ar oberoende av hormoner i majoriteten av fallen (Nandi et
al., 1995). Ett tredje argument ar att de labbmdss som anvénds som modell for HBC &r inavlade
stammar med MMTV-PyMT-sekvensen inkorporerat i genomet. | HBC é&r virus troligtvis inte
den orsakade faktorn bakom cancerutvecklingen férutom maojligen som en kofaktor. Ett fjarde
argument &r att den cellulara mikromiljon skiljer sig at mellan méanniska och gnagare. Gnagare
konsumerar mer syre pa cellniva jamfort med storre djur vilket resulterar i en distinkt cellulér
mikromilj6 som framforallt i avaskuldra tumorer ger upphov till hypoxi och inducerar
angiogenes pa ett sitt som inte ar representativt for processerna i HBC (Abdelmegeed &
Mohammed, 2018). Hundar &r mer utavlade och uppvisar en genetisk diversitet som speglar
den vi ser hos ménniskor, i motsats till detta &r de flesta musstammarna som anvénds inom
juvertumorforskning inavlade stammar. Ytterligare en faktor som gér hunden till ett lampat
modelldjur inom brostcancerforskning ar att vi manniskor haller hund som husdjur och delar
var miljo med dem och utsatter dem for manga av de karcinogener vi sjalva utsatts for (Uva et
al., 2009).



Hos kvinnor dr den vanligaste spontant uppkomna elakartade cancerformen juverneoplasier,
precis som hos tikar. Utvecklingen av tumdren paverkas av 6strogen; da icke-kastrerade tikar
aldre an 2 ar loper en 4-faldig risk att drabbas av tumorer jamfort med jamnariga kastrerade
tikar (Schneider, 1970).

| en studie analyserades prover fran juvertumorer och normal juvervavnad tagen fran hund och
manniska. Vid jamforelse av uttrycket fran ~10.000 ortologa gener, dvs. gener som &r homologa
till gener fran en organism av en annan art, upptacktes att manga gener som éverlappade mellan
hund och méanniska var nedreglerade i juvertumorproverna. Med ett p-varde pa <0.05 kunde
717 gener identifieras vara nedreglerade i CMT proverna och av dessa 6verlappade 343 stycken
med HBC proverna. (Uva et al., 2009).
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DISKUSSION

Bland de spridda fenotyperna av makrofager finns det de som &r lankade med en skyddande
respektive patogen roll vid cancer. Den skyddande rollen verkstélls av M1-makrofager som
aktivt uttrycker tumdérdédande mekanismer och aktiverar kroppens immunférsvar for att
effektivt bekdmpa cancern. | motsats till detta ddmpar TAM det adaptiva tumor-specifika
immunsvaret och framjar tumdrtillvéxt, invasion, metastasering, ECM-remodellering och
angiogenes (Beirdo et al., 2015). Vissa av dessa egenskaper ar identiska med de egenskaper
som M2-makrofager har i frisk vavnad i behov av reparation efter inflammatorisk skada. TAM
ar influerade av tumorproducerade cytokiner och omvandlas fran redan existerande M1-
makrofager men till storst del fran cirkulerande monocyter som genom kemotaxi extravaserar
till tumdren i vavnaden (Ferrante et al., 2013; Franklin et al., 2014). Ute i vdvnaden producerar
och utsondrar TAM i sin tur samma cytokiner som forstarker kemotaxin och differentieringen
av monocyter till TAM. Manga studier visar hur makrofager uppvisar genuttryck som kan
framja angiogenes, gomma tumaren fran kroppens immunsystem och bistad tumdren med
celluléra processer som optimerar tumortillvaxt. Tumdrcellerna ligger till stérst del bakom
regleringen av TAM men samspelet med évriga komponenter inom TME &r en mycket viktig
aspekt att ta i beaktande (Ojalvo et al., 2009; Hao et al., 2012).

Nagot som kom upp vid litteraturundersékningen och som férundrade mig var att TAM har en
positiv verkan i ett fatal cancerformer som exempelvis kolorektal men ar associerad med en
samre prognos i de flesta andra former av cancer, som exempelvis juvertumorer. Ar det
tumaorens ursprung som gor att uttrycket av cytokiner skiljer sig mellan cancerformerna vilket
leder till att celltyper som makrofager har olika fenotyper och funktioner i dessa tumdérer. Eller
ar det sammansattningen av celluldra och icke-cellulara komponenter i mikromiljon som
forandrar makrofagfenotypen i de olika formerna av cancer. Som Lewis & Pollard, (2006) kom
fram till & TAM inte en homogen population av celler. Variationen i TME &r stor och med den
variationen skiljer sig TAM i sina genuttryck och funktioner och skillnaderna hos TAM i olika
TME 4&r inte sa valstuderade (Lewis & Pollard, 2006). Alltsa vore det intressant att undersoka
och finna specifika markorer och uttryck som skiljer sig at mellan makrofager beroende pa var
i tumadren de befinner sig och beroende pa hur TME ar i det omradet. Pa sa satt skulle en klarare
bild av vilka stimuli som paverkar TAM fas fram samt skulle det bli lattare att placera in TAM
pa makrofagfenotypskalan.

I en studie med MMTV-PyMT-moss jamfordes genuttrycken i TAM och MTM for att finna
flera skillnader (Franklin et al., 2014). Vissa gener uttrycktes mer i MTM och det var
exempelvis genen som transkriberar CD11b, vilket dr vantat da CD11b som tidigare namnt &r
en typisk M1-makrofagegenskap. Nagot ovantat var att TAM-populationen inte uttryckte flera
typiska M2-makrofagmarkorer, istéllet var det MTM som uttryckte flera av dessa.

Juvertumorer hindrar kroppen fran att omvandla eller nyskapa M1-makrofager genom att
hdmma frisattningen av Th-1 stimulerande cytokiner. Resterande M1-makrofager inom TME
blir for det mesta repolariserade till M2-makrofager. Min uppfattning ar att TAM till storst del
ar M2-makrofager med reservation for att M1-makrofager kan uppsta inom vissa omraden i
TME dar signalsubstanser och forhallanden polariserar TAM mot M1-makrofag fenotypen.
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Trots det bibehaller vissa M2-makrofager vissa egenskaper fran sin tidigare M1-makrofag
fenotyp.

Pa grund av makrofagers férmaga att repolariseras blir bilden av TAM och deras inverkan pa
karcinogenesen mycket mer komplicerad. Styrkan av stimuli som signalerar repolarisation ar
relevant for att avgora hur karcinogenesen kommer fortga. Alla individer ar unika med sin egna
sammansattning av immunceller, halsostatus, alder, genotyp m.m. Processerna bakom
aktiveringen av makrofager ar mycket komplexa och det finns ocksa en otrolig diversitet inom
TME och mellan olika cancerformer hos individer. Min asikt r att makrofager fortfarande &r
ett forskningsomrade inom immunologi dar det finns kunskap kvar att hamta. Jag tror att M1-
och M2-makrofag uppdelningen kommer fortsétta att anvéndas i framtiden. Dock tror jag att
folk kommer bli mer medvetna om makrofagers spektrum av egenskaper och att de kan byta
fenotyper.

Efter den har studien kan jag konstatera att TAM pa flera satt bidrar till malignitet och
utveckling av CMT. Jag tycker ocksa att hund ar ett mycket lampligt modelldjur for HBC och
jag ar saker pa att nya upptackter komma goras som kommer till nytta i framstéllningen av
effektiva behandlingsmetoder. Daremot tycker jag inte att moss ska sluta anvandas som
modelldjur inom brdstcancerforskning, istallet anser jag att moss ska kompletteras med hund
som modelldjur i fall d&r musmodellen inte langre &r optimal. Anledningen till att hunden &r ett
lampligt modelldjur fér human brostcancerforskning ar att juvertumorutvecklingen i hund har
fler likheter med sjukdomsforloppet vid brostcancer 1 manniska jamfort med
juvertumorutvecklingen i moss.
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