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Immunologisilla syopdhoidoilla voidaan saada erinomaisia hoitotuloksia eri kas-
vaintaudeissa, mutta vain osalla potilaista. Jotta voidaan ennustaa, hy6tyyko potilas
immunologisista hoidoista, on hdnen kasvaimensa ja immuunijérjestelmansa omi-
naispiirteet otettava huomioon. Tadssa tutkimuksessa kartoitettiin useiden kiintedn
kudoksen kasvainten immunologista tilaa ja etsittiin anti-PD-1 immunoterapiavas-
teelle prediktiivisia tekijoitd. Anti-PD-1 immunoterapialla pyritdan palauttamaan
kasvaimenvastainen immuunivaste estiméllda CD8+T-lymfosyyttien pinnalla olevan
inhibitorisen PD-1 (programmed death-1) -reseptorin ja sithen sitoutuvan ja useis-
sa kasvaimissa ekspressoituvan PD-1 ligandi 1:n (PD-L1) vélinen vuorovaikutus.
Tutkimuksen aineistona oli 18 Keski-Suomen keskussairaalassa anti-PD-1 immunote-
rapialla hoidetun potilaan hoitoa edeltdavét kasvainnéytteet, joiden CD3+ ja CD8+T-
lymfosyyttien lukumaéaéara sekd PD-1 ja PD-L1 ekspressio tutkittiin immunohistoke-
mian ja digitaalisen patologian avulla. Kaikissa nédytteissa ndhtiin kasvainalueella
CD3+ ja CD8+T-lymfosyytti-infiltraatio. PD-L1-negatiivisia kasvainnaytteita oli seit-
semén, kuuden PD-L1-positiivisuus oli vlilld 1-50 % ja viiden yli 50 %. Kun verrat-
tiin PD-L1-positiivisia PD-L1-negatiivisiin ndytteisiin, ndhtiin ettd PD-1-positiivisia
lymfosyytteja sekd kasvaimen reuna-alueen CD8-positiivisia lymfosyytteja oli enem-
mén PD-L1-positiivisissa kuin negatiivisissa ndytteissd. Kuten aiempien tutkimusten
perusteella oli oletettavissa, hyva hoitovaste oli yleisempi niilld potilailla, joiden
ndytteet olivat sekd lymfosyyttirikkaita ettd PD-L1-positiivisia viitaten adaptiivi-
seen immuuniresistenssiin kasvaimessa. Kasvaimen ja immuunijarjestelméan vilinen
vuorovaikutus on kuitenkin monimutkaista ja tdssdkin tutkimuksessa ndhtiin et-
teivat kasvaimen lymfosyytti-infiltraation méard, lymfosyyttien PD-1-positiivisuus
tai kasvainsolujen PD-L1-positiivisuus yksittdisind tekijoind tai yhdistelmana kyke-
ne riittdvan hyvin erottamaan huonon ja hyvén hoitovasteen saaneiden potilaiden

kasvainndytteitd toisistaan.
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Cancer immunotherapy is a promising strategy for cancer treatment, however, it
results in durable clinical responses only in a proportion of patients. Thus, there is a
growing need to identify biomarkers that could enlighten the interaction between
tumor and the immune system and predict treatment outcome. The aim of this study
was to describe the immune microenvironment of 18 pre-treatment solid tumor
specimens from patients treated with anti-PD-1 immunotherapy in Central Finland
Central Hospital. Anti-PD-1 immunotherapy targets the T-lymphocyte inhibitory
programmed cell death-1 (PD-1) receptor activated by programmed cell death-ligand
1 (PD-L1) which is expressed by tumor cells in many cancers. Tumor PD-L1 expres-
sion is, thus, considered an important factor predicting the treatment outcome. In
addition to determining tumor cell PD-L1 expression, the tumor-infiltrating CD3+
and CD8+T-lymphocytes, as well as their PD-1 expression, were assessed by immuno-
histochemistry and digital pathology for interrelationships and potential correlations
with treatment outcome. A marked infiltration of CD3+ and CD8+T-lymphocytes in
the centre of tumor was detected in all specimens. Seven specimens showed PD-L1
expression in less than 1 % of tumor cells, six in 1-50 % of tumor cells, and five
in more than 50 % of tumor cells. There were more PD-1-positive lymphocytes in
PD-L1-positive than negative specimens. High PD-L1 expression was associated
with higher CD8+T-lymphocyte content in the tumor margin. Five out of six patients
who responded well to anti-PD-1 therapy had PD-L1-positive and T-lymphocyte-rich
tumor specimen, supporting the hypothesis that the presence of an adaptive immune
resistance is associated with better treatment outcome. However, it was seen that
the complexity of the tumor-host interplay does make simple immunohistochemical

biomarkers challenging in immunotherapy:.
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1 JOHDANTO

Immuunijérjestelméan kaksijakoinen rooli pahanlaatuisten solujen eliminaatiossa ja
syOvdn paranemisessa, ja toisaalta kasvaintaudin kehittymisessd ja etenemisessa
on tarkentunut kuluvan vuosikymmenen aikana (Palucka ja Coussens 2016). Li-
sdantynyt tieto kasvaimen ja immuunijédrjestelmén vélisestd vuorovaikutuksesta on
mahdollistanut my6s uusien ja tehokkaiden immunologisten syopahoitojen kehit-
tamisen. Immunologisten sydpéhoitojen, esimerkiksi anti-PD-1 immunoterapian,
avulla kasvaintauti pyritddn parantamaan epadsuorasti immuunijérjestelméan valityk-
selld ja niilld on saatu erittdin hyvid hoitotuloksia (Couzin-Frankel 2013). Koska jo
itsessddn monimutkaisen immuunijérjestelmén toiminnassa on yksilollistd vaihtelua
ja jokainen kasvaintauti on omanlaisensa, ei kasvaimen ja immuunijérjestelméan vaéli-
sen dynaamisen vuorovaikutuksen muokkaaminen halutunlaiseksi ole kuitenkaan
yksinkertaista.

1.1 Kasvaimen immunologinen mikroymparisto

Kasvain ei ole vain jakautuvien syopasolujen muodostama massa vaan monimutkai-
nen kudos, jossa on useita toistensa kanssa vuorovaikuttavia solutyyppeja (Hanahan
ja Weinberg 2011). Kasvainsolut ja ymparoivat solut sekd soluviliaine muodostavat
kasvainmikroympariston, joka kokonaisuutena vaikuttaa sydpataudin kehittymi-
seen (Hanahan ja Weinberg 2011, Wang ym. 2017). Kasvainmikroympaéristossa ta-
vataan yleisesti useita synnynndisen sekd adaptiivisen immuunijdrjestelmén soluja,
muun muassa makrofageja, neutrofiilejd, eosinofiilejd, dendriittisoluja, myeloidipe-
rdisid suppressorisoluja (MDSC), luonnollisia tappajasoluja (NK-solut) sekd B- ja
T-lymfosyytteja (Coussens ja Werb 2002, Pages ym. 2010, Gabrilovich ym. 2012, Becht
ym. 2016). Ndiden solujen méaré, keskindinen suhde ja usein myos vaikutus vaih-
televat eri kasvainmikroympaéristdissd, mutta ne voidaan yksinkertaistetusti jakaa

kasvaimenvastaisiin ja kasvaimen kasvua edistédviin soluihin:

Kasvaimenvastaiset solut ovat niitd kasvainympaéristossd tavattavia immuunijar-
jestelman soluja, joilla on kyky saada aikaan immuunivaste pahanlaatuisille
soluille. Dendriittisolut ovat antigeenia esittelevid soluja ja erittdin tehokkaita
T-lymfosyyttien aktivoijia (Guermonprez ym. 2002). Epakypsat dendriittisolut
kerdavat jatkuvasti ndytteitd kudoksessa ja prosessoivat peptidejd, esimerkik-
si kasvainantigeeneja, pinnalleen esiteltdvéksi. Jos dendriittisolu kypsyy ja

vaeltaa imusolmukkeeseen, se voi saada aikaan kasvainantigeenispesifisen



CD8+T-lymfosyyttiaktivaation ja kasvaimenvastaisen immuunivasteen (Kuva
1). CD8+T-lymfosyytteja pidetddn tarkeimpind kasvaimenvastaisen immuu-
nivasteen toimeenpanijoista (Apetoh ym. 2015). CD8 on T-solureseptorin ko-
reseptori ja spesifinen luokan I MHC-proteiinille, joten CD8+T-lymfosyytit
kykenevit reagoimaan solunsisdisiin antigeeneihin ja siten muun muassa pa-
hanlaatuisiin soluihin. Aktivoitunut CD8+T-lymfosyytti on sytotoksinen ef-
tektorisolu, joka kohdatessaan kohdesolunsa hallitusti vapauttaa sytotoksisia
molekyyleja: perforiinia ja grantsyymeja. Kasvainsolun kuollessa uusia antigee-
neja vapautuu ja toinen kasvaimenvastaisen immuunireaktion kierros kdynnis-
tyy (Chen ja Mellman 2013). Kasvaimissa tavataan yleisesti myos NK-soluja,
jotka ovat CD8+T-lymfosyyttien kaltaisia, mutta MHC-riippumattomia, ja ne
luokitellaan osaksi synnynndistd immuunijdrjestelméé (Gajewski ym. 2013).
CD4+T-lymfosyyteilla on useita eri fenotyyppejd, mutta yleisesti ottaen ne saa-
televdat muiden immuunijérjestelmén solujen toimintaa erittdmalld sytokiineja
(Luckheeram ym. 2012). Th1 on CD4+T-lymfosyytin fenotyyppi, joka aktivoi
CD8+T-lymfosyytteja, ja siten edistdd kasvaimenvastaista immuunivastetta.
Kasvaimen kasvua edistaviksi soluiksi voidaan kutsua niitd immuunijérjestelmén
soluja tai niiden fenotyyppejd, jotka vaikeuttavat kasvaimenvastaista immuu-
nivastetta tai edesauttavat sydvén levidmistd. Osa néistd soluista on elintér-
keitd immuunijdrjestelméan suppressorisoluja, joiden tehtdva on vaimentaa ja
pddttdd immuunireaktioita, ja jotka osaltaan estavit autoimmuunireaktioita.
CD4+T-lymfosyyttien fenotyypit Th2 sekéd Treg liittyvat muun muassa aller-
gisiin reaktioihin ja solunulkoisten parasiittien torjuntaan (Th2) sekd immuu-
nivasteen padttymiseen ja immunologisen toleranssin syntyyn (Treg) (Luck-
heeram ym. 2012). Kasvainmikroymparistdssd niiden erittimét sytokiinit joko
suoraan vaimentavat CD8+T-lymfosyytteja tai aktivoivat muita immuunivas-
tetta hdiritsevid soluja. Kudoksen makrofageja on useaa eri fenotyyppid, joista
kasvainmikroymparistdssa esiintyy erityisesti tyyppid M2 (Gabrilovich ym.
2012). M2-tyypin makrofagit erittdvit sytokiineja, jotka muun muassa aktivoi-
vat Th2-CD4+T-lymfosyytteja ja vaimentavat CD8+T-lymfosyytteja. Lisdksi ne
edistdvdt kudoksen paranemista ja angiogeneesia, mikd voi edesauttaa kasvai-
men levidmistd. Kasvainmikroympariston neutrofiileilld on havaittu olevan
sekd kasvainta estdavia ettd sen kasvua edistavia vaikutuksia (Uribe-Querol
ja Rosales 2015). Neutrofiilit erittdvat molekyylejd, joiden tarkoitus on tuhota
mikro-organismeja ja sdddelld tulehdusreaktiota, ja jotka kasvainmikroympa-
ristossd voivat edistdd kasvaimen invaasiota ja metastasoitumista. Kasvainmik-

roympadristd tuottaa myos useita sytokiineja, jotka stimuloivat ja rekrytoivat



epakypsid myeloidisoluja ja edistavit niiden erilaistumista suppressorisoluik-
si (Gabrilovich ym. 2012). MDSC-solut vaimentavat immuunivastetta muun
muassa aktivoimalla Treg-soluja, estimalld T-lymfosyyttien ravinteiden saantia
ja aiheuttamalla kasvainmikroymparistossa lymfosyytteja héiritsevaa oksidatii-
vista stressid. Niitd tavataan yleisesti kasvaimissa.

Kasvain on immuunijdrjestelmélle monimutkainen haaste: se on samanaikaisesti
omaa ja vierasta kudosta ja antigeenitaakka on usein suuri. Vaikka immuunijérjestel-
malld on tehokkaita aseita pahanlaatuisten solujen eliminoimiseksi, silld on myos
ominaisuuksia, joiden vuoksi kasvaintauti voi alkaa edetd hallitsemattomasti. Kas-
vaimen dynaaminen immunologinen mikroympaéristd voikin muistuttaa kroonisesti
tulehtunutta kudosta, jossa tulehdusvastetta ei saada paatokseen ja jossa tapahtuu

samanaikaisesti sekd kudoksen tuhoa ettd korjausta (Hanahan ja Weinberg 2011).

2. CD8+T-lymfosyytit
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Kuva 1: Kasvaimenvastainen immuunivaste ja erditd sen haasteita. Imnmuunivasteen
avainkohtia ovat dendriittisolun kypsyminen kasvainmikroympaéristossa (1), sen
vaeltaminen imusolmukkeeseen aktivoimaan CD8+T-lymfosyytteja (2) ja CD8+T-
lymfosyyttien aktivoituminen kasvainantigeenispesifisiksi sytotoksisiksi effektori-
soluiksi (3). Immuunivasteen haasteita ovat muun muassa dendriittisolun riittama-
ton aktivaatio, sytotoksisen effektorisolun uupuminen, kasvainsolujen riittdmaton
antigeeniekspressio tai niiden tuottamat immunosuppressiiviset molekyylit kuten
PD-L1 ja IDO. Kasvainmikroympaéristdssd on usein myos immunosuppressiivisia
tai kasvaimen kasvua edistdvia soluja, kuten Th2- ja Treg-CD4+T-lymfosyytteja, M2-
makrofageja, kasvaimen neutrofiileja ja myeloidiperdisid suppressorisoluja (MDSC).



1.2 Immuunimuovausteoria

Kasvaimen immunologisen mikroympariston vuorovaikutuksia yksinkertaistetusti
kuvaavan immuunimuovausteorian mukaan immuunijarjestelmén ja kasvainsolujen
valiselld vuorovaikutuksella voi olla kolmenlaisia seurauksia: kasvaimen eliminaatio,

tasapainotila tai kasvaimen pako immuunijdrjestelmalta (Mittal ym. 2014).

Kasvaimen eliminaatio edellyttda aktiivista kasvaimenvastaista immuunivastetta,
jonka lahtokohta on ettd immuunijdrjestelméd erottaa sydpdsolun terveesta
kudoksesta. Genominen epdvakaus on yksi sydpédsolujen ominaispiirre, joka
tuottaa syopéasoluille pahanlaatuisia ominaisuuksia, kuten kyvyn yllapitaa
jakautumista ja vastustaa solukuolemaa, mutta myos uusia antigeeneja, jot-
ka immuunijérjestelmd voi tunnistaa vieraiksi (Hanahan ja Weinberg 2011).
Dendriittisolut ovat avainasemassa siind, millaisen immuunivasteen kasvain
saa aikaan (Guermonprez ym. 2002). Ilman aktivaatiosignaalia, esimerkiksi tu-
lehdussytokiineja, dendriittisolu ei kypsy tehokkaaksi antigeenia esittelevaksi
soluksi eikd kykene aktivoimaan T-lymfosyytteja (Guermonprez ym. 2002). Ta-
ma vihentdd autoimmuunireaktioita, mutta on toisaalta erds syovanvastaisen

immuunireaktion haasteista.

Tasapainotilassa pahanlaatuisten solujen tdydellinen eliminaatio ei onnistu, mutta
kasvaintauti pysyy piilevdand. Inmuunijarjestelméan effektori- ja suppressoriso-
lujen vélinen suhde voi vaikuttaa siihen, pysyyko kasvain piilevédna vai alkaako
se suurentua ja levitd saaden aikaan kliinisesti merkittavan taudin (Mittal ym.
2014). Immuunimuovausteorian mukaan immuunijdrjestelmd vaikuttaa kasvai-
men immunogeenisyyteen tasapainotilan aikana: kasvainantigeeneja ekspres-
soivat solut eliminoidaan ja jdljelle jadvat ne muuntuneet solut, jotka eivit tuota
sopivia kasvainantigeenejd, ilmennd niitd pinnallaan tai jotka onnistuvat kehit-
tdimddn immuunijarjestelmdd suppressoivan kasvainmikroympaériston (Mittal
ym. 2014, Munn ja Bronte 2016). Nama vihemmén immunogeeniset tai effek-
torisoluja muuten pakoilevat solut saavat valintaedun ja yleistyvit murtaen
immuunijédrjestelmdn muodostaman padon.

Kasvaimen pako on seurausta immuunijdrjestelméan otteen kirpoamisesta. Immuu-
nijdrjestelmédssd on suppressorisolujen lisdksi muitakin sddtelymekanisme-
ja, joiden tarkoitus on paittdd immuunireaktio ajallaan ja estdd autoimmuu-
nireaktioita. Téllaisia ovat esimerkiksi tarkistuspistemolekyylit, kuten akti-
voituneiden CD8+T-lymfosyyttien pinnalla olevat CTLA-4 (sytotoksinen T-
lymfosyyttiantigeeni 4) ja PD-1 (programmed death-1) seka useissa kudoksissa

ekspressoituva immunosuppressiivinen IDO (indoleamiini-2,3-dioksygenaasi)



(Munn ja Bronte 2016). Syopakudosten on huomattu hyddyntavan naita kaikkia.
Kuten pitkittyneessd infektiossa, krooninen stimulaatio ja suuri antigeenitaakka
voivat saada CD8+T-lymfosyytit myds uupumaan kasvainmikroympaéristdssa,

ja niiden effektoritoiminto hiipuu (Wherry 2011).

1.3 Anti-PD-1 immunoterapia

Aktiivinen kasvaimenvastainen immuunivaste on pyritty kiynnistimééan ja pitéa-
madn ylld muun muassa manipuloimalla CD8+T-lymfosyytteja, dendriittisoluro-
kotteilla ja estdmalld tarkistuspistereseptoreja CTLA-4:4 ja PD-1:td (Couzin-Frankel
2013, Topalian ym. 2015b). Anti-PD-1 immunoterapian kohde, PD-1, on aktivoitunei-
den T-lymfosyyttien pinnalla ekspressoituva reseptori, jonka aktivaatio estda solun
effektoritoimintoja ja lisdd sen liikkuvuutta kudoksessa, jolloin kontakti kohdesolu-
jen kanssa vahenee (Topalian ym. 2015a). Lymfosyyteista myos NK-solut ja B-solut
voivat ekspressoida PD-1:td (Simon ja Labarriere 2018). Reseptori PD-1 sitoo kahta
ligandia: PD-ligandi 1 ja 2 (PD-L1 ja PD-L2). Aktivoituneet hematopoieettiset solut
sekd epiteelisolut ekspressoivat PD-L1:td vasteena aktiivisten immuunijdrjestelmén
solujen erittamalle tulehdussytokiini interferoni-y:lle (Topalian ym. 2015a). My6s
kasvainsolut voivat ekspressoida PD-L1:td. PD-L2:ta ekspressoivat puolestaan akti-
voituneet dendriittisolut ja makrofagit. Kasvainsolujen PD-L1 ekspressio voi olla joko
pysyvéa tai indusoituvaa (Ribas ja Hu-Lieskovan 2016). Pysyva PD-L1 ekspressio voi
johtua muutoksista kasvainsolujen geeneissa tai niiden sddtelyssa. Indusoituva PD-L1
ekspressio, joka on todenndkdisesti vaste kasvaimenvastaiselle immuunireaktiolle ja
siten merkki adaptiivisesta immuuniresistenssistd, on pysyvda ekspressiota yleisem-
pééd ja yleensd kasvainkudoksessa epitasaista (Taube ym. 2012, Ribas ja Hu-Lieskovan
2016). Yhdysvaltain elintarvike- ja lddkevirasto FDA on hyvaksynyt syopalddkkeiksi
useita PD-1-reseptoriin sitoutuvia inhibiittoreita: esimerkiksi pembrolitsumabin, joka
on immunoglobuliini-G4-x humanisoitu monoklonaalinen vasta-aine seka nivolu-
mabin, joka on immunoglobuliini-G4 monoklonaalinen vasta-aine (Wang ym. 2014,
Patnaik ym. 2015). Anti-PD-1 immunoterapialla on saatu hyvid hoitovasteita useissa
eri kasvaintaudeissa, muun muassa melanoomassa, munuaiskarsinoomassa, keuhko-
syovadssd, Hodgkinin lymfoomassa sekd pdan- ja kaulanalueen syovissd, jopa ldhes
40 %:lla potilaista taudista riippuen (Sharma ja Allison 2015). Yleisimpid anti-PD-
1 immunoterapian haittavaikutuksia ovat erilaiset tulehdustilat, kuten dermatiitti,

koliitti ja hepatiitti.



1.4 Biomarkkerit ja yksilollistetty lidketiede

Biomarkkerit ovat molekyylejd, esim. proteiineja tai geenejd, jotka ovat mitattavissa
kudoksesta tai kehon nesteestd ja indikoivat jotakin kliinisesti merkittdvéaa tilaa (Ma-
honey ja Atkins 2014). Biomarkkerit voidaan luokitella niiden biologisen olemuksen
mukaan muun muassa soluspesifisiin, esimerkiksi morfologiset tai immunofeno-
tyyppiset biomarkkerit, ja kudospesifisiin, esimerkiksi geeniekspressioprofiili tai
genotyyppi (Kourea ja Kotoula 2016). Biomarkkerit voidaan my®ds luokitella niiden
kliinisen relevanssin mukaan esimerkiksi diagnostisiin, prognostisiin ja prediktiivi-
siin biomarkkereihin. Prognostisen ja prediktiivisen biomarkkerin ero on, etta siina
missd prognostinen markkeri korreloi kasvaintaudissa taudin luonnollisen etene-
misen kanssa ennustaen esimerkiksi uusiutumisriskid tai elossaoloaikaa, prediktii-
vinen biomarkkeri ennustaa jonkin tietyn hoidon tehoa tai mahdollista toksisuutta
(Mahoney ja Atkins 2014). Yksilollistetty ladketiede tarkoittaa kunkin yksilon omi-
naispiirteiden huomioimista sekd tautien ennaltaehkéisyssa ettd niiden hoidossa
(Collins ja Varmus 2015). Yksilollistetyn lddketieteen menetelmien kehittdminen ja
laajamittainen kayttoonotto edellyttda kattavien biologisten tietokantojen ylldpitoa,
potilaiden tehokasta karakterisointia ja valmiutta analysoida suuria tietomééria. Kos-
ka anti-PD-1 immunoterapia tehoaa vain osalla potilaista, sithen voi liittyd vakavia
haittavaikutuksia ja se on kallista, yksilollistetyn lddketieteen periaatteen soveltami-
nen immunoterapian kdytossd on perusteltua (Masucci ym. 2016). Tatd varten taytyy
etsid, arvioida ja validoida anti-PD-1 immunoterapialle prediktiivisid biomarkkereita.

1.4.1 Anti-PD-1 immunoterapialle prediktiiviset biomarkkerit

Hyva anti-PD-1 immunoterapialle prediktiivinen biomarkkeri todennikoisesti kuvaa
kasvaimen ja immuunijédrjestelmén viélistd dynamiikkaa, vaikka muitakin vaihtoeh-
toja, esimerkiksi suoliston mikrobikannan roolia tutkitaan (Sivan ym. 2015, Kourea ja
Kotoula 2016). Hyva biomarkkeri on myos helposti méddritettavissa kasvainkudokses-
ta tai solumateriaalista (Kourea ja Kotoula 2016). Koska anti-PD-1 immunoterapian
toimintamekanismi on todenndkoisesti ensisijaisesti tehostaa ja vapauttaa olemassa
olevaa kasvaimenvastaista immuunivastetta, hoidolle prediktiivisiksi biomarkkereik-
si on tutkittu muun muassa kasvaimen T-lymfosyytti-infiltraatiota, kasvainantigee-
nien ja mutaatiotaakan méardaa sekd PD-1 ja PD-L1 ekspressiota (Tumeh ym. 2014,
Spencer ym. 2016). Toisaalta koska vuorovaikutukset kasvainmikroymparistossa
ovat monimutkaisia, indusoituvia ja dynaamisia seka ajallisesti ettd sijainnillisesti,
kasvaimen ja immuunijérjestelmén rajapintaa on todennédkdoisesti profiloitava moniu-

lotteisemmin integroimalla prediktiiviseen testiin useita eri biomarkkereita (Masucci



ym. 2016, Spencer ym. 2016). Biomarkkerikehitykseen liittyy monimutkaisen bio-
logian lisdksi muitakin haasteita: tutkimusasetelmat ovat usein retrospektiivisia ja
mittaamisen ja tulkinnan variabiliteetti on erityisesti varhaisissa biomarkkeritesteissa
suurta, joten tulosten vertailukelpoisuus on pieni (Spencer ym. 2016). Biomarkke-
ritestiltd vaaditaan korkeaa analyyttista ja kliinistad validiteettia sekéd kliinista utili-
teettia (Hayes 2016). Nama vaatimukset voivat tayttyd, kun testi on kdytannollinen
ja sen mittaustarkkuus ja toistettavuus ovat suuria, ja kun testin tulos jakaa popu-
laation kahteen tai useampaan ryhmadan, jotka eroavat hoitotulostensa perusteella
tilastollisesti merkitsevéasti. Hoitotulosten pitdd myos olla tilastollisesti merkitsevésti
parempia silloin kun testi on kidytdssad verrattuna siihen ettd se ei samassa kliinisessd

kontekstissa ole.

1.5 Tutkimuksen tausta ja tavoitteet

Taman tutkimuksen tarkoituksena oli méarittdd Keski-Suomen keskussairaalassa
ennen kesdd 2017 anti-PD-1 immunoterapialla hoidettujen syopapotilaiden ennen
hoidon aloitusta otettujen kasvainndytteiden immunologisen mikroympaériston tila,
ja etsid korrelaatiota sen ja hoitovasteen vililld. Kasvainndytteistd maaritettiin immu-
nohistokemian ja kvantitatiivisen kuva-analyysin avulla CD3- ja CD8-positiivisten
T-lymfosyyttien lukumaéédra kasvainalueella sekd kasvaimen reuna-alueella. CD3
on T-solureseptorin ko-reseptori ja ilmentyy sekd CD4+ ettd CD8+T-lymfosyyttien
pinnalla kun taas anti-CD8 vasta-aine on kasvainkudoksessa spesifinen sytotoksi-
sille effektorisoluille. Lisdksi méaritettiin semikvantitatiivisesti kasvainalueen lym-
fosyyttien PD-1 ekspressio sekd kasvainsolujen PD-L1 ekspressio niille spesifisten
vasta-aineiden avulla. Kaikki neljd vasta-ainetta ovat rutiinikdytossa Keski-Suomen
keskussairaalan patologian laboratoriossa, ja niitd on kdytetty paljon kasvaimen
immunologisen mikroympaériston kartoittamiseen eri tutkimusasetelmissa (Angell
ja Galon 2013, Berghoff ym. 2016, Kitano ym. 2017). Kasvainnaytteet luokiteltiin
lymfosyytti-infiltraation médaran sekd PD-1 ja PD-L1 ekspression perusteella seka
etsittiin mahdollisia keskindisid korrelaatioita eri luokkien valilla. Tarkoitus oli selvit-
tad, erottuvatko immunologisesti aktiiviset ja epdaktiiviset ndytteet toisistaan tdssa
tutkimusjoukossa. Lopuksi tutkittiin miten eri tekijat yksittdin tai yhdistelméana ver-
tautuvat potilaiden anti-PD-1 immunoterapiahoitovasteisiin. Hypoteesina oli, ettd
potilaat, joiden kasvainnédytteet todettiin immunologisesti aktiivisiksi ja joissa ndh-
tiin adaptiivinen immuuniresistenssi olivat saaneet paremman hoitovasteen kuin
potilaat, joiden nédytteet vaikuttivat immunologisesti epdaktiivisilta. Taméan tutki-

muksen aineisto kuului Juha Konosen laajempaan tutkimukseen "Drug resistance
k to kuul ha K laaj tutk k "D t



and sensitivity screening assay for solid tumors", jolla on KSSHP:n tutkimuseettisen
lautakunnan hyvéaksynta (6/2015).

2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Potilastapaukset

Tutkimukseen valittiin kasvainndytteet 18 potilaalta, joiden syopéda oli hoidettu anti-
PD-1 immunoterapialla (nivolumabi tai pembrolitsumabi) Keski-Suomen keskus-
sairaalassa tammikuun 2015 ja kesdakuun 2017 valilld. Kaksi heisté oli saanut lisdksi
anti-CTLA-4 immunoterapiaa (ipilimumabi). Kunkin potilaan kasvainndyteblokeista
valittiin kokeneen patologin avustuksella se, jossa oli edustavimmin kasvainta ja
mahdollisesti elimen parenkyymiin tai sidekudokseen rajoittuvaa reuna-aluetta. Jos
potilaasta oli otettu ndytteitd useina eri ajankohtina, pyrittiin valitsemaan mahdolli-
simman uusi, kuitenkin ennen hoidon aloitusta otettu ndyte. Valtaosa kasvainnayt-
teistd oli melanoomametastaaseja (Taulukko 1). Lisdksi tutkimuksessa oli mukana
erilaisia kiinteitd kasvaimia, joista osa oli primédarikasvaimia ja osa residiivikasvaimia

tai metastaaseja. Potilaista 16 oli elossa heindkuussa 2017 .

Taulukko 1: Potilastapausten kliiniset tiedot. PAD on patologin tekemé patologis-
anatominen diagnoosi ja hoitovaste perustuu hoitavan lddkarin tekemé&an arvioon
elokuussa 2017. Hoitovaste 2 tarkoittaa osittaista tai tdydellistd hoitovastetta, 1 stabii-

lia tautia ja 0 etenevdd tautia.

Potilastapaus PAD Nayte Immunoterapia Hoitovaste
A hodgkinin lymfooma imusolmuke nivolumabi 2
B melanooma sylkirauhanen nivolumabi, ipilimumabi 1
C kirkassolukarsinooma munuainen nivolumabi 2
D melanooma pehmytkudosmetastaasi nivolumabi 0
E adenokarsinooma imusolmuke nivolumabi 2
F melanooma pehmytkudosmetastaasi nivolumabi 2
G melanooma maksametastaasi nivolumabi 0
H melanooma keuhkopussimetastaasi nivolumabi n/a
1 kirkassolukarsinooma munuainen nivolumabi n/a
J melanooma maksametastaasi nivolumabi 2
K levyepiteelikarsinooma valikarsina nivolumabi, ipilimumabi 0
L melanooma nendontelon jadnnoskasvain nivolumabi n/a
M melanooma nenaontelon metastaasi nivolumabi n/a
N munuaiskarsinooma munuainen nivolumabi n/a
(@) adenokarsinooma rinta pembrolitsumabi 0
P alveolaarinen pehmytosasarkooma keuhko pembrolitsumabi n/a
Q levyepiteelikarsinooma keuhko pembrolitsumabi n/a
R melanooma pehmytkudos nivolumabi 2



2.2 Immunohistokemia

Arkistoiduista formaliiniin fiksoiduista ja parafiiniin valetuista (FFPE) kasvainku-
dosnédyteblokeista leikattiin liukumikrotomilla 3 um:n leikkeitd, jotka kiinnitettiin
lampolevylld (60 °C, 10 min) mikroskooppilaseille. Antigeenien paljastamiseksi ku-
dosleikkeille tehtiin Bond Epitope Retrieval solution 2 -késittely: CD3:1le, CD8:1le
ja PD-1:lle 20 minuutin ja PD-L1:lle 30 minuutin inkubaatiolla. Naytteet varjattiin
Leica Bond-III IHC-varjdysautomaatilla rutiinimenetelméan mukaan kdyttdaen Bond
Polymer Refine Detection Kit -reagensseja. CD3-vasta-aineena kaytettiin hiiren mo-
noklonaalista vasta-ainetta (Novocastra™, NCL-L-CD3-565, Leica Biosystems) lai-
mennettuna 1:50, CD8-vasta-aineena kaytettiin kanin monoklonaalista vasta-ainetta
(klooni SP16, RM-9116, Thermo Scientific) laimennettuna 1:100, PD-1 vasta-aineena
kaytettiin kanin monoklonaalista vasta-ainetta (klooni SP269, Spring Bioscience)
laimennettuna 1:50 ja PD-L1 vasta-aineena kédytettiin kanin monoklonaalista vasta-
ainetta (E1IL3AN®XP®Rabbit mAb #b 13684, Cell Signaling Technology) laimennettuna
1:100. Inkubaatioaika oli 30 minuuttia. Vasta-ainevarjdyksen jilkeen kudosleikkeistd
poistettiin vesi ksyleenikésittelylld (1 min virtaava vesi, 1 min UHP-vesi, 1 min 70%
etanoli, 3 min absoluuttinen etanoli ja 2 x 5 min ksyleeni) ja lasit pdallystettiin peitin-
lasiautomaatilla (Leica CV5030). Positiivisena ja negatiivisena kontrollikudoksena
kaytettiin tonsillaa, jossa voidaan ndhdd sekd CD3+ ja CD8+T-lymfosyytteja ettd PD-
L1-ja PD-1-positiivisia ja negatiivisia soluja ja lisdksi intensiteetiltddn eri vahvuista
varjdytymistd (Agilent 2018).

2.3 Digitointi ja kuva-analyysi

Naytteet digitoitiin ndytelasiskannerilla (NanoZoomer XR, Hamamatsu, Japan) 20X
ja 40X objektiivisuurennoksilla. Kuvien digitaalinen analysointi tehtiin QuPath-
ohjelmalla (0.1.2) (Bankhead ym. 2017).

CD3- ja CD8-positiiviset T-lymfosyytit laskettiin 20X objektiivisuurennoksista kayt
tden QuPathin positiivisten solujen detektointi -toimintoa optimoimalla kunkin
kuvan kohdalla parametrit niin, ettd vddrien positiivisten ja vddrien negatii-
visten solujen madra oli silmdmaddraisesti katsottuna mahdollisimman pieni.
Kuvista laskettiin CD3-positiiviset T-lymfosyytit kasvainalueelta nédytteesta
riippuen 2-5 eri kohdasta, keskimaarin 1,9 mm?mn alueelta kustakin naytteesta
ja kasvaimen reuna-alueelta 1-3 eri kohdasta, keskiméarin 0,3 mm?Z:n alueelta
kustakin ndytteestd. CD8-positiiviset T-lymfosyytit laskettiin vastaavasti kas-
vainalueelta 2-5 kohdasta, keskimiirin 1,6 mm?2:n alueelta kustakin ndytteestd
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ja kasvaimen reuna-alueelta 1-3 kohdasta, keskimédarin 0,2 mm?:n alueelta

kustakin nédytteesta.

Kasvaimen lymfosyyttien PD-1-positiivisuus maaéritettiin 40X-suurennoksista ko-

ko kasvainalueelta ottaen huomioon sekd heikko ettd vahva lymfosyyttien PD-1
ekspressio. Nédytteet arvioitiin PD-1-positiivisuuden suhteen negatiivisiksi (0),
jos positiivisia soluja oli korkeintaan yksi, hieman positiivisiksi (+), jos positii-
visia soluja oli 1-10 ja positiivisiksi (++), jos positiivisia soluja oli tdtd enemman.
PD-1 -positiivisten (++) kasvainndytteiden lymfosyyttien PD-1 ekspression

voimakkuutta arvioitiin silmamaaraisesti.

Kasvainsolujen PD-L1-positiivisuus maaritettiin kdyttden aikaisemmin méaritet-

3.1

tyjd kriteereja (Agilent 2018): Seka osittainen etta taydellinen solukalvon var-
jdytyminen otettiin huomioon ja vdrjaytyminen sai olla heikkoa tai vahvaa.
Sytoplasman vérjaytymistd ei huomioitu. Nekroottiset kasvainsolut jatettiin
madrityksen ulkopuolelle. Alustava PD-L1-positiivisuuden mééritys tehtiin
valomikroskoopilla kokeneen patologin avustuksella ja sen jalkeen tarkempi
madritys QuPath-ohjelman avulla. Kuva jaettiin ruudukkoon (kunkin ruudun
koko n. 250 pm x 250 pm) ja jokainen ruutu arvioitiin erikseen. Ruutu hylattiin,
jos siind oli kasvainkudosta alle 70 % ruudun pinta-alasta, esimerkiksi veri-
suonten kohdalla tai lymfosyyttirikkailla alueilla. Jokainen hyvaksytty ruutu
arvioitiin positiiviseksi tai negatiiviseksi siten, ettd jos ruudussa oli korkeintaan
yksittdinen PD-L1-positiivinen solu, oli ruutu negatiivinen. PD-L1-positiiviset
ruudut luokiteltiin karkeasti niiden positiivisuuden perusteella 2-3 eri ryhméaan
ja koko néytteen positiivisuus madritettiin kaikkien ruutujen positiivisuuden
keskiarvona. Jos ndytteessd oli <1 %:mn PD-L1-positiivisuus, sen katsottiin ole-
van PD-L1-negatiivinen.

TULOKSET

T-lymfosyytti-infiltraatio

Kaikissa ndytteissad oli kasvainalueella sekd CD3+ ettd CD8+T-lymfosyytteja (Kuva

2). CD3+T-lymfosyyttien maarad ndytteiden kasvainalueella vaihteli valilla 56-7276

solua/mm?. CD8+T-lymfosyyttien maara naytteiden kasvainalueella vaihteli valilla
13-2586 solua/mm?.



11

10000 - o3
1 [ CD8
E
S, |
£ 1000
5 4
Y
3 L L - ] -
o
wvi
ol
7]
wi - p—— - - -
=
S 100
= ]
[=]
o
10 -

A BCDEFGHI JKLMNOPQR

Kuva 2: Kasvainalueen CD3- ja CD8-positiiviset T-lymfosyytit (Ikm/mm?). Md=368
on CD3+T-lymfosyyttien mddran mediaani ja Md=151 on CD8+T-lymfosyyttien
méadrdn mediaani.

Useissa kasvainndytteissd oli immunologisesti hyvin aktiivinen elimen parenkyy-
miin tai sidekudokseen rajoittuvaa reuna-alue (Kuva 3). CD3+T-lymfosyyttien maa-
rd kasvaimen reuna-alueella vaihteli naytteissa valilla 0-6700 solua/mm?. CD8+T-
lymfosyyttien méadra kasvaimen reuna-alueella vaihteli naytteissa valilla 0-3090
solua/mm?. Kasvainndytteet pisteytettiin kasvaimen ja reuna-alueen CD3- ja CD8-
positiivisten solujen lukuméaaran mediaaniarvon suhteen, jotta voitiin erottaa paljon
lymfosyytteja sisdltdvat ndytteet vahdn lymfosyytteja sisdltavistd (Taulukko 2). Pistey-
tys tehtiin siten, ettd mediaaniarvosta tai sen ylittdvastd maarasta soluja annettiin yksi
piste. Nédyte sai siten maksimin 4 pistettd, jos sekd CD3+ ettd CD8+T-lymfosyyttien
madrd oli yhtd suuri tai enemmaén kuin mediaaniarvo sekd kasvaimessa ettd kasvai-

men reuna-alueella.

Taulukko 2: Kasvainnédytteet jaettuna pisteluokkiin CD3+ ja CD8+T-lymfosyyttien
madradn perusteella. *)Naytteet J, K, O ja Q pisteytettiin vain kasvainalueen lymfo-
syyttien perusteella.

LYMFOSYYTTIPISTEET KASVAINNAYTE

0'1 B/ C:/ D/ K*/ L/ M/ ]')I Q*
2 E G H,J* O
3-4 ALE, ILN,R
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Kuva 3: Kasvaimen reuna-alueen CD3- ja CD8-positiiviset T-lymfosyytit (Ikm/mm?).
Md=1854 on CD3+T-lymfosyyttien mddrdn mediaani ja Md=993 on CD8+T-
lymfosyyttien mdaran mediaani. Naytteissd J, K, O ja Q ei ollut kasvaimen reuna-
aluetta.

3.2 PD-1-ja PD-L1-positiivisuus

PD-1-positiivisuus médritettiin 17:std kasvainndytteestd. Luokkaan (0, negatiivinen)
kuului kaksi ndytettd, luokkaan (+) kahdeksan naytettd ja luokkaan (++) seitse-
man ndytettd (Kuva 4, Liite 1). Lymfosyyttien PD-1 ekspression intensiteetti vaihteli
voimakkaan ja heikon vililld: selvasti PD-1-positiivisissa (++) kasvainndytteissa
ndhtiin yleisesti sekd heikkoa ettd voimakasta PD-1 ekspressiota (Kuva 4c). PD-L1-
positiivisuus madritettiin 18:sta kasvainndytteestd. PD-L1-negatiivisia kasvainndyt-
teitd oli seitsemén, kuuden kasvainndytteen PD-L1-positiivisuus oli vélilld 1-50 % ja
viiden kasvainndytten PD-L1-positiivisuus oli >50 % (Kuva 5, Liite 1). Kasvainnayt-
teet, jotka kuuluivat PD-1-luokkaan (++), olivat kaikki PD-L1-positiivisia (Taulukko
3). Sen sijaan PD-1-luokkaan (+) kuuluvista néytteista kuusi oli PD-L1-negatiivisia
ja kaksi >50 % PD-L1-positiivisia. Toinen PD-1-negatiivisista nadytteistd oli PD-L1-

negatiivinen ja toinen >50 % PD-L1-positiivinen.



13

. RELHAY

(a) PD-1-negatiivinen (b) Hieman
tiivinen (+)

Kuva 4: Kasvaimen lymfosyyttien PD-1-positiivisuus. Voimakkaasti PD-1:td ekspres-
soivat solut ovat varjaytyneet tummanruskeiksi ja heikosti ekspressoivat vaaleanrus-
keiksi.

é{ QU 2 A N A SRS a L L \
(a) PD-L1-negatiivinen (b) Hieman PD-L1- (c) PD-L1-positiivinen (>50
(<1 %) positiivinen (1-50 %) %)

Kuva 5: Kasvainsolujen PD-L1-positiivisuus. Vain elinkykyisten kasvainsolujen solu-
kalvon PD-L1 ekspressio, joka ndkyy kuvassa ruskeana, otettiin huomioon.

Taulukko 3: Kasvainsolujen PD-L1 ekspressio verrattuna kasvaimen lymfosyyttien
PD-1-positiivisuuteen. Esimerkiksi seitseméastda PD-L1-negatiivisesta (PD-L1-% <1)
kasvainnaytteestd yksi oli PD-1-negatiivinen (0) ja kuudessa oli 1-10 PD-1-positiivista
lymfosyyttia (+).

PD-L1-% | PD-1(0) PD-1(+) PD-1(++)

<1 1 6 0
1-50 0 0 6
>50 1 2 1
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3.3 T-lymfosyyttien mdara eri PD-L1-luokissa

PD-L1-positiivisuuden ja kasvainalueen lymfosyyttien méaaran valilla ei ollut sel-
vad yhteyttd: vahan lymfosyytteja siséltdvit kasvainndytteet saattoivat olla PD-L1-
positiivisia ja toisaalta PD-L1-negatiiivisissa ndytteissd saattoi olla paljon lymfosyyt-
teja (Kuva 6). Kasvainalueen CD3-positiivisten T-lymfosyyttien méddran mediaani
oli kuitenkin suurin PD-L1-luokassa >50 % (548 solua/mm?), toiseksi suurin luo-
kassa 1-50 % (397 solua/mm?) ja pienin luokassa <1 % (198 solua/mm?) (Kuva 6a).
Kasvainalueen CD8-positiivisten T-lymfosyyttien madran mediaani oli suurin PD-L1-
luokassa 1-50 % (344 solua/mm?), toiseksi suurin luokassa >50 % (168 solua/mm?)

ja pienin luokassa <1 % (128 solua/mm?) (Kuva 6b).

3000 4

6000 —

| 2000
4000 — ]

) 1000 —_
2000 i _ h i a
i T — ]
1 | L | — 1
(n=7)

CD3-positiiviset solut (Lkm/mm2)

CDB8-positiiviset solut (lkm/mm?2)

[ |
T T I
<1%(n=7)  1-50% (n=6)  >50% (n=5)

1
1- 50/ (n=6)  >50% (n=5)

PD-L1 luokka PD-L1 luokka
(a) (b)

Kuva 6: Kasvainalueen CD3+T-lymfosyyttien (a) ja CD8+T-lymfosyyttien (b) mé&a-
réd eri PD-L1-luokissa. Kuvaaja esittda eri PD-L1-luokkien ndytteiden solumaarat
(Ikm/mm?) siten, etté laatikko on keskimmaiset 50 % ja janat osoittavat minimi- ja
maksimiarvon; pieni laatikko on keskiarvo ja poikkiviiva mediaani.

PD-L1-positiivisuuden ja kasvaimen reuna-alueen lymfosyyttien maaran valilld nadyt-
ti olevan positiivinen yhteys, vaikka lymfosyyttien lukumééaran vaihtelu eri PD-L1-
luokissa oli suurta. Kasvaimen reuna-alueen CD3+T-lymfosyyttien mdaran mediaani
oli suurin PD-L1-luokassa >50 % (2590 solua/mm?), toiseksi suurin luokassa 1-50 %
(1202 solua/mm?) ja pienin luokassa <1 % (953 solua/ mm?) (Kuva 7a). Kasvaimen
reuna-alueen CD8+T-lymfosyyttejd oli enemméan PD-L1-positiivisissa kasvainndyt-
teissd verrattuna PD-L1-negatiivisiin: CD8+T-lymfosyyttien madran mediaani oli
suurin PD-L1-luokassa >50 % (2210 solua/mm?), toiseksi suurin luokassa 1-50 %
(1049 solua/mm?) ja pienin luokassa <1 % (105 solua/mm?) (Kuva 7b).
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Kuva 7: Kasvaimen reuna-alueen CD3+T-lymfosyyttien (a) ja CD8+T-lymfosyyttien
(b) méara eri PD-L1-luokissa. Kuvaaja esittdd eri PD-L1-luokkien ndytteiden solumaa-
rit (Ikm/mm?) siten, ettd laatikko on keskimmaiset 50% ja janat osoittavat minimi- ja
maksimiarvon; pieni laatikko on keskiarvo ja poikkiviiva mediaani.
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3.4 T-lymfosyyttien mddra, PD-1- ja PD-L1-positiivisuus sekd hoitovaste

Kasvainndytteiden lymfosyyttipisteluokkaa ja niiden kasvainsolujen PD-L1-posi-
tiivisuutta verrattiin mahdolliseen tietoon hoitovasteesta (Taulukko 4). Kuudesta
potilaasta, jotka olivat hyotyneet immunoterapiasta, viiden kasvainnéytteet olivat PD-
L1-positiivisia (PD-L1-% >1), ja heistd kolmella kasvainndytteen PD-L1-positiivisuus
oli >50 %. Naistd kaikki olivat saaneet myos vahintdan kaksi lymfosyyttipistetta.
Yhdelld immunoterapiasta hyotyneelld oli kasvainndytteessd muita vihemman lym-
fosyytteja sekd kasvainalueella ettd kasvaimen reuna-alueella ja PD-L1-negatiivinen
kasvainndyte. Niistd neljdsta potilaasta, jotka eivat olleet hyotyneet immunoterapias-
ta, kolmella kasvainnédytteen PD-L1-positiivisuus oli <1 % ja yhden 1-50 %. Naista
kaikki olivat saaneet korkeintaan kaksi lymfosyyttipistetta.

My0s kasvainndytteiden lymfosyyttien PD-1-positiivisuutta ja niiden kasvainsolujen
PD-L1-positiivisuutta verrattiin hoitovastetietoon (Taulukko 5). Viidestd immunotera-
piasta hyotyneestd potilaasta, joilla oli anti-PD-1 vasta-aineella véarjatty kasvainnayte,
kaikkien kasvainndytteet kuuluivat PD-1-luokkaan (+) tai (++). Heistd kahden kas-
vainndyte oli >50 % PD-L1-positiivinen, kahden 1-50 % PD-L1-positiivinen ja yhden
<1 % PD-L1-positiivinen. Neljdstad potilaasta, jotka eivit olleet hyotyneet immunote-
rapiasta, yhden kasvainnédyte oli sekd PD-1- ettd PD-L1-negatiivinen, kahden kas-
vainndyte kuului PD-1-luokkaan (+) ja oli PD-L1-negatiivinen ja yhden kasvainndyte
kuului PD-1-luokkaan (++) ja oli 1-50 % PD-L1-positiivinen.
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Taulukko 4: Kasvainndytteet ryhmiteltynd lymfosyyttipisteiden ja PD-L1-
positiivisuuden suhteen sekd mahdollinen tieto hoitovasteesta.

LYMFOSYYTTI- PD-L1-% N HYVA HOITO- HUONO HOITO-
PISTEET VASTE (Ikm) VASTE (Ikm)

1 1
1

<1
0-1 1-50
>50

<1
2 1-50
>50

<1
3-4 1-50
>50

W R R OWN[INDN S
N

Taulukko 5: Kasvainndytteet ryhmiteltynd PD-1-positiivisuuden ja PD-L1-
positiivisuuden suhteen sekd mahdollinen tieto hoitovasteesta.

PD-1 PD-L1-% N HYVA HOITO- HUONO HOITO-
VASTE (Ikm) VASTE (Ikm)

1

<1
0 1-50
>50

<1
+ 1-50
>50

<1
++ 1-50
>50
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4 TULOSTEN TARKASTELU JA JOHTOPAATOKSET

Yksilollistetty ladketiede on ldhestymistapa, jossa pyritddn tehostamaan tautien en-
naltaehkéisyd sekd diagnosointi- ja hoitomenetelmid ottamalla yksilon ominaispiir-
teet huomioon (Collins ja Varmus 2015). Koska syovan hoidossa kdytetty anti-PD-1
immunoterapia tehoaa vain osalla potilaista, on kallista ja siithen liittyy haittavaiku-
tusten riski, kannattaa sen kidytossa soveltaa yksilollistetyn lddketieteen periaatetta
(Masucci ym. 2016). Anti-PD-1 immunoterapia estdd T-lymfosyyttien inhibitorisen
PD-1 reseptorin toimintaa ja pyrkii palauttamaan niiden kyvyn tuhota syopéasolu-
ja (Wang ym. 2014, Patnaik ym. 2015). T-lymfosyyttien kyky tuhota sydpédsoluja
riippuu mahdollisten olemassa olevien inhiboivien mekanismien lisdksi my®0s sii-
td, millaisen immuunivasteen kasvain on alunperin aiheuttanut (Guermonprez ym.
2002, Chen ja Mellman 2013). Potilaan ominaispiirteet, jotka ennustavat anti-PD-1
immunoterapian tehoa liittyviét siis todenndkoisesti sekd hdnen kasvaimensa ettd

immuunijdrjestelmdnsd ominaisuuksiin (Kourea ja Kotoula 2016).

Yksi kasvaimen ja immuunijdrjestelméan vélisestd vuorovaikutuksesta kertova tekija
on kasvainalueen T-lymfosyytti-infiltraatio. Tutkimuksessani oli ndytteitd useista eri
kasvaintaudeista, muun muassa melanoomasta, munuaisen kirkassolukarsinoomas-
ta, Hodgkinin lymfoomasta ja rinnan adenokarsinoomasta, ja ne oli otettu ennen
anti-PD-1 immunoterapian aloitusta. Kaikissa nédytteissd oli kasvainalueella seka
CD3- ettd CD8-positiivisia T-lymfosyytteja, mutta lymfosyyttien lukumaéara vaihteli
kymmenistd soluista tuhansiin neliomillimetrilld eri ndytteiden valilld. Kasvaimen
T-lymfosyytti-infiltraation voimakkuus voi mahdollisesti olla prognostinen tekija, esi-
merkiksi joissakin rintasyOpatyypeissa runsas kasvaimen lymfosyytti-infiltraatio ja
erityisesti korkea CD8+T-lymfosyyttien madra on yhdistetty pidempéddn elossaoloai-
kaan ennen taudin etenemistd (Burugu ym. 2017). Metastaattisessa melanoomassa
runsas kasvaimen lymfosyytti-infiltraatio ennusti pidempéaa elossaoloaikaa (Klu-
ger ym. 2015), kuten my06s useissa muissa kasvaintaudeissa (Fridman ym. 2012).
Toisaalta, joissakin tutkimuksissa CD8+T-lymfosyytti-infiltraatio kasvaimessa on
yhdistetty huonoon ennusteeseen, esimerkiksi munuaisen kirkassolukarsinoomassa
(Giraldo ym. 2015). T-lymfosyyttien lasndolo kasvaimessa ei takaa, ettd kaynnissa
olisi aktiivinen kasvaimenvastainen immuunireaktio, silld T-lymfosyytit saattavat
olla uupuneita raskaan antigeenitaakan alla tai kasvainsolujen aktiivisesti inhiboimia
(Apetoh ym. 2015). Anti-PD-1-terapialla voidaan yrittdd tehostaa ja vapauttaa aiem-
min kdynnistynyttd kasvaimenvastaista immuunivastetta (Tumeh ym. 2014). Né&in

ollen runsas T-lymfosyytti-infiltraatio voi kertoa immunologisesti aktivoituneesta,
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mutta kasvaimen suppressoimasta kasvainmikroymparistostd, joka on edellytys anti-
PD-1-immunoterapian tehoamiselle (Becht ym. 2016). Esimerkiksi metastaattista me-
lanoomaa sairastavista potilaista anti-PD-1 immunoterapiasta hyotyneilld oli hoitoon
reagoimattomia potilaita runsaammin CD8+T-lymfosyytteja seka kasvainalueella etta
kasvaimen invasiivisessa reunassa (Tumeh ym. 2014). Tutkimuksessani kuudesta hy-
vdn hoitovasteen saaneesta potilaasta viidelld oli lymfosyyttirikas kasvainndyte, jossa
joko kasvainalueella, kasvaimen reuna-alueella tai molemmissa oli mediaaniarvoa
enemman sekd CD3+ ettd CD8+T-lymfosyytteja. Huonon hoitovasteen saaneilla puo-
lestaan oli ndytteissddn vaihtelevasti kasvainalueen lymfosyytteja. Toisaalta, yhdelld
immunoterapista hyotyneelld oli mediaaniarvoon verrattuna vahan T-lymfosyytteja
sekd kasvainalueella ettd kasvaimen reuna-alueella. Pelkkd T-lymfosyyttien méaa-
rd ei ndytd luotettavasti ennustavan anti-PD-1 immunoterapian tehoa yksittdiselld
potilaalla. Lisdksi, kun verrataan T-lymfosyyttien kokonaismédarda ennusteeseen
tai hoitovasteeseen, on huomioitava ettd CD3 on T-solureseptorin ko-reseptori, jo-
ka ilmentyy kaikkien kypsien T-lymfosyyttien eli CD8+ ja CD4+T-lymfosyyttien
lisdksi esimerkiksi Treg-sddtelysolujen pinnalla (Luckheeram ym. 2012). Osa CD3+T-
lymfosyyteistd on siis todenndkoisesti kasvainmikroympaéristossa lahtokohtaisesti

immuunivastetta vaimentavia.

T-lymfosyyttien laadun lisdksi niiden funktionaalisella tilalla on oleellinen merkitys
kasvaimenvastaisen immuunireaktion ja anti-PD-1 immunoterapiavasteen kannalta.
Eras lymfosyyttien funktionaalisesta tilasta mahdollisesti kertova tekijd on niiden
PD-1 ekspressio. Normaalisti inhibitorinen PD-1 reseptori ilmentyy aktivoituneiden
T- ja B-lymfosyyttien pinnalla ja sen tarkoitus on estdd autoimmuunireaktioita se-
kd ylim&draistd kudostuhoa immuunivasteen aikana (Topalian ym. 2015a, Simon
ja Labarriere 2018). CD8+T-lymfosyyttien PD-1 ekspressio kertoo siis ensisijaisesti
niiden aktivaatiosta (Simon ja Labarriere 2018). Kasvaimen aiheuttama krooninen
antigeenistimulaatio voi kuitenkin aiheuttaa CD8+T-lymfosyyttien pysyvaa PD-
1 ekspressiota ja solujen uupumista. PD-1 ilmentymisen perusteella ei ndin ollen
voi varmuudella erottaa toimivia CD8+T-lymfosyytteja toimimattomista. Toisaal-
ta, follikulaarisessa lymfoomassa on havaittu ettd kasvaimen lymfosyyttien PD-1
ekspressio voi olla joko voimakasta tai heikkoa: voimakkaasti PD-1:td ekspressoivat
follikulaariset CD4+T-auttajasolut ja heikosti uupuneet CD4+ ja CD8+T-lymfosyytit
(Yang ym. 2015). Tutkimuksessa ei l10ydetty lainkaan vahvasti PD-1:td ekspressoivia
CD8+T-lymfosyytteja. Tutkimukseni kasvainndytteistd suurimmassa osassa oli PD-
1-positiivisia T-lymfosyytteja ja vain kaksi ndytteistad oli PD-1-negatiivisia. Lisdksi
ndytteissd, jotka olivat selvdsti PD-1-positiivisia (++), oli yleisesti ndhtdvissa seka
heikosti ettd voimakkaasti PD-1:td ekspressoivia soluja. Jos intensiteetiltdan
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erilainen PD-1 ekspressio viittaa funktionaalisesti erilaisiin lymfosyytteihin, esimer-
kiksi heikko PD-1-positiivisuus uupuneisiin CD4+ ja CD8+T-lymfosyytteihin, ndyt-
taisivat nama selvasti PD-1-positiiviset kasvainndytteet olevan immunologisesti aktii-
visia. Follikulaarisessa lymfoomassa suuri maara heikosti PD-1-positiivisia CD4+ ja
CD8+T-lymfosyytteja liittyi huonoon ennusteeseen (Yang ym. 2015). Pdan- ja kaulana-
lueen sydvissd suuri mddra PD-1-positiivisia kasvaimen CD8+T-lymfosyytteja liittyi
potilaan lyhyempédén elossaoloaikaan ennen taudin etenemistéd (Kansy ym. 2017).
Nendnielun karsinoomassa ei 1oydetty yhteyttd kasvaimen lymfosyyttien PD-1 posi-
tiivisuuden ja elossaoloajan tai elossaoloajan ennen taudin etenemisté valilld (Zhou
ym. 2017). Tutkimukseni kaikilla anti-PD-1 immunoterapiasta hydtyneilld potilailla
oli PD-1-positiivinen kasvainndyte. Huonon hoitovasteen saaneilla oli ndytteissdaan

vaihtelevasti PD-1-positiivisia lymfosyytteja.

PD-1-vilitteisen T-lymfosyytti-inhibition kdynnistdvit reseptoriin sitoutuvat ligan-
dit PD-L1 ja PD-L2, joita kudoksessa ekspressoivat normaalisti muun muassa akti-
voituneet hematopoieettiset solut ja epiteelisolut (Topalian ym. 2015a). Lisdksi osa
kasvainsoluista ilmentda PD-L1:td. PD-L1 ekspressio on kasvainsoluissa useimmiten
indusoituvaa eli vaste aktiivisten CD8+T-lymfosyyttien erittimalle interferoni-vy:lle
(Ribas ja Hu-Lieskovan 2016). Indusoituva PD-L1 ekspressio kertoo siten adaptiivi-
sesta immuuniresistenssistd. Useissa tutkimuksissa PD-L1-positiivisuus on liitetty
runsaaseen lymfosyytti-infiltraatioon, mm. rintasyovéssa (Schalper ym. 2014, Kitano
ym. 2017) ja metastaattisessa melanoomassa (Kluger ym. 2015). Tutkimukseni kas-
vainndytteistd suurin osa (11/18) ekspressoi PD-L1:t4d ja kaikki PD-L1-positiiviset
kasvaimet sisdlsivét lymfosyytteja. Kuitenkin ainoastaan kasvaimen reuna-alueen
CD8-positiivisten lymfosyyttien maara oli selvasti suurempi PD-L1-positiivisilla kuin
negatiivisilla ndytteilld. Kasvainsolujen PD-L1 ekspressio oli assosioitunut merkitse-
vésti lymfosyyttien PD-1 ekspression kanssa rintasyovéassa (Brockhoff ym. 2018) sekd
useissa eri kiinteissd kasvaimissa (Taube ym. 2014). Kaikki tutkimukseni ndytteet, jot-
ka olivat selvasti PD-1-positiivisia (++) olivat myos PD-L1-positiivisia. Toisaalta yksi
>50 % PD-L1-positiivinen ndyte oli PD-1-negatiivinen. PD-L1 positiivisuus voikin
olla kasvainsoluissa my®s pysyvéd, jolloin se on seurausta muutoksista kasvaisolujen
geeneissd tai niiden sadatelyssa (Ribas ja Hu-Lieskovan 2016). PD-L1 ekspression on
huomattu joissakin tutkimuksissa olevan prognostinen tekija. Metastaattisessa mela-
noomassa ja rintasydvéssa PD-L1 ekspressio liittyi pidempéén elossaoloaikaan (Tau-
be ym. 2012, Brockhoff ym. 2018) ja lisdksi rintasydvéassd pidempéaan elossaoloaikaan
ennen taudin etenemistd (Schalper ym. 2014, Brockhoff ym. 2018). Ei-pienisoluisessa
keuhkosyoviassd yhteys PD-L1-positiivisuuden ja elossaoloajan vililld on ollut tutki-

muksesta riippuen joko positiivinen tai negatiivinen (Mino-Kenudson 2016).
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Kasvainsolujen PD-L1 ekspressio on monissa sydpataudeissa yhdistetty hyvaan anti-
PD-1 immunoterapiahoitovasteeseen, esimerkiksi melanoomassa, ei-pienisoluisessa
kehkosydvassd, munuaissolukarsinoomassa, kolorektaalikarsinoomassa ja eturau-
hassyovéssa (Taube ym. 2014). Samankaltaisesti tutkimuksessani niistd kuudesta
potilaasta, jotka olivat hydtyneet immunoterapiasta, viiden kasvainndytteet olivat
PD-L1-positiivisia, ja heistd kolmella PD-L1-positiivisuus oli yli 50 %. Huonon hoito-
vasteen saaneista potilaista kolmella neljdsté oli kasvainnédytteen PD-L1-positiivisuus
<1 % ja yhdelld 1-3 %. Toisaalta yhden anti-PD-1 immunoterapiasta hydtyneen poti-
laan kasvainndyte oli PD-L1-negatiivinen.

Yksittdisistd tekijoistd erityisesti kasvainsolujen PD-L1-positiivisuus on todettu tér-
kedksi potentiaaliseksi prediktiiviseksi biomarkkeriksi, koska useissa tutkimuksissa
sen on todettu korreloivan hyvian anti-PD-1 immunoterapiahoitovasteen kanssa
(Spencer ym. 2016). Yhdysvaltain elintarvike- ja ladkevirasto FDA onkin hyvaksynyt
diagnostisia immunohistokemiallisia PD-L1 analyyseja kédytettdvéksi yhdessa tietty-
jen anti-PD-1 lddkkeiden kanssa (FDA 2018). Valitettavasti vaikka PD-L1 ekspressio
joissakin sydpataudeissa ndyttdd ennustavan hyvaa hoitovastetta, PD-L1 ekspressiol-
la on sekd matala negatiivinen ettd matala positiivinen prediktiivinen arvo (Masucci
ym. 2016). Ei siten voida ennustaa, ettd potilas jolla on PD-L1:td ekspressoiva kasvain
varmuudella hy6tyisi anti-PD-1-immunoterapiasta (Spencer ym. 2016). Pelkdn PD-
Ll-negatiivisuuden perusteella ei pitdisi my0dskaan sulkea potilaita immunoterapian
ulkopuolelle. PD-L1 ekspression ongelmat biomarkkerina johtuvat sekd biologisista
ettd teknisistd seikoista: PD-L1 ekspressio on kasvaimessa usein heterogeenisté ja
dynaamista ja se voi olla erilaista primdéri- ja metastaasikasvaimen vililld (Ribas
ja Hu-Lieskovan 2016, Spencer ym. 2016). Ja toisaalta pysyvéan PD-L1 ekspression
kliininen merkitys hoitovasteen kannalta on epdselva. Kasvainmikroymparistossa
on usein lisdksi myods muita immuunijdrjestelmdd suppressoivia mekanismeja, kuten
immuunijdrjestelmdd vaimentavia soluja sekd mahdollisesti muiden tarkistuspiste-
molekyylien ekspressiota (Munn ja Bronte 2016). Tekniset seikat, kuten erilaisten anti-
PD-L1 vasta-aineiden kaytto, eridvat kdytannot mukaan laskettavan PD-L1 ekspres-
sion laadun ja sijainnin suhteen sekd erilaiset positiivisuuden raja-arvot vaikeuttavat
PD-L1 biomarkkeritestien antamien tulosten vertaamista keskendan (Masucci ym.
2016).

Koska kasvaimen ja immuunijérjestelmén vélinen vuorovaikutus on monimutkaista
ja dynaamista, yksittdisten biomarkkereiden yhdistaminen laajemmiksi paneeleik-
si voisi nostaa niiden prediktiivistd arvoa (Masucci ym. 2016, Spencer ym. 2016).
Kasvaimet voidaan esimerkiksi yksinkertaisesti luokitella eri tekijoiden, esimerkiksi
T-soluinfiltraation ja PD-L1-positiivisuuden perusteella (Teng ym. 2015). Téllaisessa
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luokittelussa adaptiivista immuuniresistenssid indikoi se, ettd kasvain on sekd PD-L1-
positiivinen ettd lymfosyyttirikas ja pysyvda PD-L1 ekspressiota se, ettd kasvain on
PD-L1-positiivinen, mutta lymfosyyttikoyhd. PD-L1-negatiivisuus yhdistettyna run-
saaseen lymfosyytti-infiltraatioon puolestaan kertoo mahdollisten muiden suppres-
sorien ldsndolosta ja PD-L1-negatiivisuus ja lymfosyyttikoyhyys immunologisesti
epdaktiivisesta kasvainmikroymparistostd. Tallainen malli voisi antaa suuntavii-
vat sopivan hoitomenetelmén valintaan, esimerkiksi monoterapian tai jonkinlaisen
yhdistelm&hoidon valilld. Tutkimuksessani kasvainndytteet jaettiin ryhmiin lymfo-
syyttien méaran ja kasvainsolujen PD-L1-positiivisuuden perusteella sekd toisaalta
lymfosyyttien PD-1-positiivisuuden ja kasvainsolujen PD-L1-positiivisuuden perus-
teella. Hyvan hoitovasteen saaneista kuudesta potilaasta viiden kasvainndytteessa
oli luokittelun perusteella kdynnissd adaptiivinen immuuniresistenssi, silld ne olivat
sekd PD-L1-positiivisia ettd lymfosyyttirikkaita. Yhden hyvin hoitovasteen saaneen
potilaan kasvainndyte oli kuitenkin luokittelun perusteella immunologisesti epdak-
tiivinen. Ndytteen harvoista lymfosyyteista osa oli kuitenkin PD-1-positiivisia. Jos
ndytteessd on vain vahan lymfosyytteja, voi siis olla hyddyllisté tutkia niiden funk-
tionaalista tila maarittdimalld esimerkiksi PD-1 ekspressio. Toisaalta yhdelld huonon
hoitovasteen saaneista potilaista oli vastaavasti lymfosyyttikoyhd, mutta PD-1- ja
PD-L1-positiivinen ndyte. Kasvaimessa saattaa tdlloin olla aktiivisena my6s muita
immuunijdrjestelmdd suppressoivia mekanismeja. Yhdessdkddn huonon hoitovas-
teen saaneiden potilaiden kasvainndytteistd ei ollut kiynnissd adaptiivinen immuu-
niresistenssi, kun luokittelussa otettiin huomioon lymfosyyttien méaara ja PD-L1-
positiivisuus. PD-1-positiivisuuden huomioiminen ei tdssad tuonut lisdinformaatiota.
Kasvainndytteiden yksinkertainen luokittelu kasvainsolujen PD-L1-positiivisuuden
sekd T-lymfosyyttien médaran voi siis olla hyvéa ldhtokohta anti-PD-1 immunoterapia-
vastetta ennustavalle prediktiiviselle mallille. Kuitenkaan ndin yksinkertaisen mallin
antaman tuloksen perusteella ei voisi rajata potilaita anti-PD-1-immunoterapian ul-
kopuolelle, silld mallissa on samoja rajoitteita kuin pelkkdan PD-L1 madritykseen
perustuvassa prediktiossa. Mutaatiotaakan ja siten mahdollisten kasvainantigeenien
maaran tutkiminen kasvainkudoksesta voisi tuoda lisdinformaatiota siitd, kuinka
vahvan immuunivasteen kasvain voi saada aikaan. Tieto mutaatioiden m&arasta toisi
siten tarkedn lisdulottuvuuden anti-PD-L1 immunoterapiavastetta ennustavaan pre-
diktiiviseen malliin. Esimerkiksi Goodman ym. (2017) saivat tutkimuksessaan selville,
ettd useissa eri kiintedn kudoksen syopataudeissa alunperin korkeamman mutaatio-
taakan kasvaimet reagoivat matalan mutaatiotaakan kasvaimia todenndkoisemmin

anti-PD-L1 immunoterapiaan.

Jotta biomarkkeritesti voidaan hyvéksya kliiniseen kdyttoon, silld tulee olla korkea
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analyyttinen validiteetti eli sen tulee tarkasti ja luotettavasti mitata tutkittava analyyt-
ti potilasndytteestd (Masucci ym. 2016). Biomarkkeritestin tulee olla liséksi kliinisesti
validi, eli testituloksen tulee korreloida vahvasti ja luotettavasti kliinisen lopputule-
man, esimerkiksi hoitovasteen kanssa. Biomarkkeritestilld tulee olla korkea kliininen
utiliteetti eli sen kdyttoonoton pitdd hyodyttdd potilaita ja olla parannus aiempiin hoi-
tokdytantdihin ndhden. Testien tulisi toisaalta olla edullisia, helppokéyttdisid ja hyvin
saatavilla olevia (Spencer ym. 2016). Kuitenkin kasvaimen ja immuunijérjestelman
vélisen vuorovaikutuksen monimutkaisuuden vuoksi voi olla tarpeen kerdtd moniu-
lotteista dataa tutkimalla esimerkiksi kasvaimen mutaatiotaakkaa, T-solureseptoreja,
sytokiineja ym. immuunivastetekijoitd sekd immunohistokemiallisia markkereita
kasvainmikroymparistossa (Yuan ym. 2016). Moniulotteisen datan késittely vaatii
puolestaan tietokoneavusteisia metodeja matemaattisten mallien luomiseksi. Tekni-
set haasteet ovat ratkaistavissa, mutta lopullista kliinista utiliteettia saattaa kuitenkin

yha rajoittaa luonnollinen biologinen variaatio (Dobbin ym. 2016).

Anti-PD-1 immunoterapia on yksi lupaavimmista syovan hoitomuodoista, mutta
hoitovasteelle prediktiivisten biomarkkeritestien kehittdmisté ja kdyttoonottoa rajoit-
tavat useat tekniset sekd biologiset seikat. Taméan tutkimuksen tarkoitus oli retrospek-
tiivisesti mddrittdd Keski-Suomen keskussairaalassa ennen kesda 2017 anti-PD-1 im-
munoterapialla hoidettujen sydpapotilaiden kasvainndytteiden immunologinen tila
ja etsid korrelaatiota sen ja hoitovasteen vililld. Aineiston rajoitteista huolimatta tut-
kimukseni tulokset tukevat aiempia havaintoja siitd, ettd anti-PD-1-immunoterapia
tehoaa useammin potilailla, joiden kasvaimessa on kdynnissd adaptiivinen immuu-
niresistenssi kuin potilailla, joilla on vaatimaton kasvaimen lymfosyytti-infiltraatio
ja PD-L1-negatiiviset kasvainsolut. Tutkimuksessani tulee ilmi myds kasvainmikro-
ympadriston tilaa maarittdvan immunohistokemiallisen anti-PD-1 immunoterapia-
hoitovasteelle prediktiivisen biomarkkeritestin kehittdmiseen liittyvd ongelma: kas-
vaimen lymfosyytti-infiltraatio, lymfosyyttien PD-1-positiivisuus tai kasvainsolujen
PD-L1-positiivisuus eivat yksittdisind tekijoina tai yhdistelména kykene luotettavasti
erottamaan huonon ja hyvan hoitovasteen saaneiden potilaiden kasvainnaytteita

toisistaan.
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sekd innostavista keskusteluista. Koko KSSHP:n patologian henkilokuntaa haluan
kiittda kaikesta avusta, seurasta ja mukavista hetkistd kesalla 2017. FT Janne Iha-
laista kiitdn neuvoista ja kannustuksesta. Lopuksi kiitdn vield FM Roope Lehtoa

korvaamattomasta tietoteknisestd avusta tyon kirjoitusvaiheessa.
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LIITE 1. Kasvainndytteiden lymfosyyttien PD-1 ekspressio ja kas-

vainsolujen PD-L1-positiivisuus

Kasvainndyte PD-1 ekspressio PD-L1-%

A + >50
B + <1
C + <1
D ++ 1-3
E ++ >50
F ++ 14-40
G 0 <1
H ++ 3-10
I ++ 7-14
] ++ 20-29
K + <1
L + <1
M ++ 15-28
N + <1
@) + <1
P 0 >50
Q + >50
R n/a >50



