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Immuunisolujen arviointi kasvainnaytteista

Kasvaimen immuunimikroympdriston arviointi on tdarkeda sydvan ennusteen maarittamisessa ja hoito-
paatosten tukena, etenkin immuunihoitojen yleistyessa. Arvioinnissa olennaisia piirteita ovat immuuni-
solujen maard, koostumus, toiminnallinen tila ja sijainti suhteessa kasvainsoluihin. Kaytettavissa olevat
menetelmat vaihtelevat hematoksyliini-eosiinivarjattyjen leikkeiden visuaalisesta arviosta immunohis-
tokemiaan, monivdrjaysmenetelmiin, spatiaaliseen proteomiikkaan, geeniekspressiopohjaiseen analy-
tiikkaan seka yksisolutason ja spatiaalisiin transkriptomiikkamenetelmiin. Kliinisessa kdytossa vakiintu-
neimpia ovat PD-L1-immunohistokemia ja kasvaimeen infiltroivien lymfosyyttien arviointi. Esimerkiksi
Immunoscore ja uudemmat spatiaaliset menetelmdt tarjoavat nykyiseen diagnostiikkaan néhden moni-
puolisempaa biologista tietoa, mutta niiden laajaa kdyttdonottoa rajoittavat standardointiin, kustannuk-
siin, aineistojen analyysiin ja kliiniseen validointiin liittyvét haasteet.

asvaimen ja immuunijirjestelméin vuoro-
vaikutus on yksi syopabiologian keskeisis-
ti tutkimuskohteista (1,2). Immuunimuo-
vausteorian mukaisesti immuunijirjestelmi
vaikuttaa syovan kehitykseen kaksijakoisesti: se
tunnistaa ja tuhoaa kasvainsoluja mutta suosii
samalla sellaisten solukloonien sdilymisti, jot-
ka kestdvit immuunipuolustuksen vaikutuksia
(1). Lisiksi tietyt tulehdusmekanismit voivat
luoda syovan kehittymistd ja etenemistd tuke-
via olosuhteita (2). Kasvainalueen immuuniso-
lukon koostumus, toiminnallinen tila ja sijainti
vaikuttavat merkittivasti taudinkulkuun ja hoi-
tovasteeseen (3). Ennusteellinen eli prognos-
tinen biomarkkeri antaa tietoa taudinkulusta,
kun taas prediktiivinen biomarkkeri ennustaa
tietystd hoidosta saatavaa hyotya.
Immuunihoitojen, erityisesti immuuniak-
tivaation vapauttajien, kuten PD-1- ja PD-L1-
vasta-aineiden, nopea yleistyminen on lisin-
nyt tarvetta luotettaville menetelmille, joilla
kasvainndytteiden immuunisolukkoa voidaan
arvioida (4). Kiytettivissi olevien menetel-
mien valikoima on laaja (KUVA 1). Yksinkertai-
simmillaan lymfosyyttien mairdd arvioidaan
silmamadiridisesti hematoksyliini-eosiinivarja-
tystd leikkeestd (HE), kun taas edistyneimmit
menetelmit mahdollistavat tuhansien geenien
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tai kymmenien proteiinien samanaikaisen ana-
lyysin yksittdisen solun tasolla, niin ettd kudos-
rakenne siilyy. Tarkastelemme keskeisia me-
netelmid niiden kliinisen kédyttévalmiuden na-
kokulmasta ja arvioimme niiden soveltuvuutta
diagnostiseen tychon.

Lymfosyyttien arviointi HE-leikkeista

Kasvaimeen infiltroivien lymfosyyttien (tu-
mor-infiltrating lymphocytes, TIL) arviointi
HE-virjatystd leikkeestd on yksinkertainen ja
edullinen tapa arvioida kasvaimen immuuni-
mikroymparistod, silld se ei vaadi lisavarjayksid
tai erityislaitteistoa. International TILs Wor-
king Group julkaisi vuonna 2014 rintasy6pai
koskevan standardoidun arviointimenetelman
(5). Siind kasvaimen strooman lymfosyytit
(STIL) arvioidaan jatkuvana muuttujana pro-
senttiosuutena invasiivisen kasvaimen stroo-
masta (KUVA 2). Arvioinnista jitetiin pois
muun muassa nekroosialueet sekd aiemmat
biopsiakohdat.

ESMO:n (European Society for Medical
Oncology) uusimmissa hoito-ohjeissa vuodelta
2024 TIL-arvioinnin ennustearvosta kolmois-
negatiivisessa rintasydvissi (TNBC) katsotaan
olevan vahvaa tutkimusniyttod (6). Hoitopii-
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KUVA 1. Kasvaimen immuunimikroympariston arviointimenetelmat. Kuvassa havainnollistetaan kasvainnayttei-
den immuunisolukon arviointiin kdytettdvia menetelmia suhteessa niiden kliiniseen vakiintuneisuuteen ja tuote-
tun biologisen tiedon yksityiskohtaisuuteen. HE- (hematoksyliini-eosiinivérjdys) ja immunohistokemiapohjaiset
menetelmat ovat kliinisessa kaytossa vakiintuneimpia, kun taas uudemmat spatiaaliset ja yksisolutason mene-
telmat tuottavat tarkempaa biologista tietoa mutta ovat toistaiseksi padosin tutkimuskaytossa. Varit kuvaavat
menetelmaryhmid, symbolien koko teknistd vaativuutta ja reunan paksuus spatiaalisen tiedon maaraa. TLS =
tertiaariset lymfoidiset rakenteet

KUVA 2. Kasvaimeen infiltroivien lymfosyyttien arviointi HE-leikkeestd. Rintasyovdssa kasvaimeen infiltroivat
lymfosyytit arvioidaan prosenttiosuutena invasiivisen kasvaimen stroomasta (sTIL). Kuvissa esitetaan kaksi kol-
moisnegatiivista duktaalista invasiivista karsinoomaa TCGA (The Cancer Genome Atlas) -aineistosta. A, B. Run-
saasti lymfosyytteja siséltava kasvain, sTIL noin 70 % (TCGA-BH-A1FC). C, D. Niukasti lymfosyytteja sisaltava kas-
vain, sTIL alle 5 % (TCGA-BH-A1EW). Punaisella rajatut kasvainepiteelialueet jatetdaan arvioinnin ulkopuolelle. Mit-
tajanat: AjaC, 1 mm; B ja D, 100 pm.
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toksid ohjaavia selkeitd raja-arvoja ei kuitenkaan
ole tunnistettu, ja TIL-arvioinnin merkitys on
ensisijaisesti prognostinen. Yhdeksan tutkimuk-
sen (2148 TNBC-potilasta) yhdistetyssd ana-
lyysissa jokainen kymmenen prosenttiyksikon
lisdys sTIL-méirissé oli yhteydessd 16 %:n pie-
nempain kokonaiskuolleisuuden vaaraan seu-
ranta-aikana (HR 0,84; 95 %:n LV 0,79-0,89)
(7). Myés HER2-positiivisessa rintasydvissd
suuri TIL-méard liittyy parempaan hoitovas-
teeseen ja ennusteeseen, mutta arviointi ei vield
ohjaa hoidonvalintaa prediktiivisend biomark-
ShortHER-tutkimuksen
kymmenen vuoden seuranta-analyysissa varhai-
sessa HER2-positiivisessa rintasyovissi (866
potilasta) vihintddn 20 %:n sTIL-maird néytti
tunnistavan potilasryhman, jossa liitdnndishoi-
don keventidminen ei lisinnyt etiuusiutuman tai
kuoleman riskii (8). Estrogeenireseptoripositii-
visessa rintasyovassd TIL-madritysten kliininen
merkitys on sen sijaan epavarmempi. Arvioin-
nin rajoitteita ovat havainnoitsijoiden vilinen
vaihtelu sekd HE-virjayksen rajallinen kyky
erotella lymfosyyttien alaryhmia toisistaan. Tie-

kerina. Esimerkiksi

tokoneavusteisten kuva-analyysimenetelmien
on raportoitu parantavan arvioinnin toistetta-
vuutta (9), mutta niiden kliininen validointi on
vield kesken.

Vastaavia lymfosyyttien ja muiden immuuni-
solujen arviointimenetelmid on kuvattu myos
muissa kiinteissi kasvaimissa, kuten melanoo-
massa, keuhkosy6vissi ja paksusuolisy6vissa
(kisittid myos perdsuolisyovin) (4). Esimer-
kiksi paksusuolisyovissd invaasiorintaman
tulehdusreaktiota arvioiva Klintrup—Miki-
nen-pisteytys on lukuisissa takautuvissa tutki-
muksissa osoittautunut tavallisista ennustepa-
rametreista riippumattomaksi ennustetekijiksi
(10). Etenevi ndyttd on kuitenkin toistaiseksi
vihiistd, ja menetelmédn asema kliinisessd pai-
toksenteossa on vield episelva.

PD-L1-immunohistokemia

PD-L1-proteiinin immunohistokemiallinen
madritys on tilld hetkelld kliinisesti laajimmin
kaytetty yksittdinen immuunihoitoon liittyva
prediktiivinen biomarkkeritutkimus. Proteiinia

ilmenee vaihtelevasti seki kasvain- ettd immuu-
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nisoluissa, etenkin makrofageissa. PD-L1-ilme-
nemisen arviointi ohjaa immuuniaktivaation
vapauttajahoitojen valintaa useissa syopityy-
peissd kuten ei-pienisoluisessa keuhkosyoviss,
maha-ruokatorvisyovissa, kolmoisnegatiivises-
sa rintasyovassd, pan ja kaulan levyepiteelikar-
sinoomassa seki uroteelikarsinoomassa (11).

Menetelmidn monimutkaisuutta lisdd eri im-
muuniaktivaation vapauttajahoitoihin liittyva
vasta-ainekloonien ja pisteytysjarjestelmien
vaihtelu (KUVA 3). Neljistd yleisimmin kiyte-
tystd kloonista (22C3, 28-8, SP142 ja SP263)
kukin on alun perin validoitu tietyn immuuni-
hoitoldikkeen yhteydessi (11). TPS-pisteytys
(tumor proportion score), jossa huomioidaan
vain kasvainsolujen PD-L1-virjaytyminen, on
kiytossi erityisesti keuhkosydvassd (11,12).
CPS-pisteytyksessi (combined positive score)
huomioidaan my6s kasvaimeen liittyvit lymfo-
syytit ja makrofagit. Sitd kdytetddn muun muas-
sa maha-ruokatorvisyévissi (11). IC (immune
cells) -pisteytys perustuu vain immuunisolujen
PD-L1-ilmenemiseen, ja sitd kdytetdan esimer-
kiksi uroteelikarsinoomassa (11). Pisteytys ei
sindnsd mairad, kiytetdanko PD-1- vai PD-L1-
vasta-ainetta, vaan mairitysmenetelmi, pistey-
tysjirjestelmd ja raja-arvo ovat lidke-, syopi-
tyyppi- ja hoitoaihekohtaisia.

Pisteytettivin solukon lisiksi my6s raja-arvot
vaihtelevat syopdtyypin ja lidkkeen mukaan.
Blueprint-vertailututkimuksessa osoitettiin, ettd
kloonit 22C3, 28-8 ja SP263 antavat kasvainso-
luvirjayksessd padosin samankaltaiset tulokset,
mutta immuunisolujen arvioinnissa erot ovat
suurempia (12). Vaihtelua voi esiintyd myos eri
patologien tulkinnan vililld (13). Kansainviliset
immunohistokemian laadunarviointiohjelmat
kuten NordiQC ovat parantaneet menetelmien
toistettavuutta. Téstd huolimatta immunohis-
tokemiallinen PD-L1-méiritys on epitdydelli-
nen biomarkkeri, silld vasteita nihddin myos
PD-L1-negatiivisissa kasvaimissa, eiki PD-L1-
positiivisuus ennusta hyotya kaikilla potilailla
(11). Tietokoneavusteinen kuva-analyysi voi
parantaa PD-Ll-arvioinnin yhdenmukaisuut-
ta ja toistettavuutta sekd tukea patologin tul-
kintaa. PD-L1-madrityksen rinnalla tutkitaan
my6s muita biomarkkereita, kuten kasvaimeen
infiltroivia lymfosyyttejd, kasvaimen mutaatio-

Immuunisolujen arviointi kasvainnaytteista
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PD-L1* kasvainsolujen (PD-L1* kasvainsolut + Kasvainalueen pinta-ala-

osuus kaikista kasvain- lymfosyytit + makrofagit) osuus, jonka PD-L1*

soluista (%) / kaikki kasvainsolut x 100 immuunisolut peittavat (%).

B | Kohdemolekyyli | Vasta-aine | Pisteytys | Esimerkkisyopatyyppeja
Pembrolitsumabi | PD-1 22C3 TPS Keuhko (ei-pienisoluinen)
CPS Maha, GE-junktio, ruokatorvi, paa- ja
kaula (levyepiteeli), uroteeli
Nivolumabi PD-1 28-8 TPS Keuhko (ei-pienisoluinen), uroteeli,
ruokatorvi (levyepiteeli)
Durvalumabi PD-L1 SP263 TPS* Keuhko (ei-pienisoluinen)
Semiplimabi PD-1 SP263/22C3 | TPS* Keuhko (ei-pienisoluinen)
Atetsolitsumabi PD-L1 SP142 IC Uroteeli, rinta (kolmoisnegatiivinen)
SP263 TPS* Keuhko (ei-pienisoluinen)

KUVA 3. PD-LT-immunohistokemian pisteytysperiaatteet. PD-L1-immunohistokemian tulkinta perustuu ladke-
aineen, syopatyypin ja hoitoaiheen mukaan eri vasta-aineklooneihin ja pisteytysjarjestelmiin. A. Esimerkkikuvis-
sa havainnollistetaan TPS-pisteytysta (tumor proportion score), CPS-pisteytysta (combined positive score) ja IC
(immune cells) -pisteytysta. B. Esimerkkeja eri syopatyypeissa kaytettavista ladkeaineista kohdemolekyyleineen,
vasta-aineklooneista ja pisteytysjarjestelmista. *Vasta-ainekloonien SP263 ja SP142 yhteydessa TPS-tyyppisesta
pisteytyksesta kaytetdan usein lyhennetta TC (tumor cells).

kuormaa ja geeniekspressioprofiileja. Niiden
yhdistiminen saattaa ennustaa hoitovastetta yk-
sittdistd biomarkkeria tarkemmin (14).

Immunoscore - standardoitu
T-solujen maaran mittaus
paksusuolisyévassa

Immunoscore on immunohistokemiaan ja digi-
taaliseen patologiaan perustuva kvantitatiivinen
menetelmd, joka on kehitetty erityisesti pak-
susuolisydvin ennusteen arviointiin (15,16).
Menetelmdssd madritetidn CD3- ja CD8-posi-

J. Hérkonen ja J. Vayrynen

tiivisten T-lymfosyyttien tiheys (soluja/mm?)
kasvaimen keskialueelta ja invaasioreunalta. Au-
tomaattinen kuva-analyysi tuottaa neljd tiheys-
lukua kahdesta solutyypistd kahdelta alueelta.
Nimé muunnetaan ennalta maéritettyihin viite-
jakaumiin suhteutetuiksi persentiileiksi, joiden
keskiarvo muodostaa Immunoscoren (15).
Menetelmd on validoitu kansainvilisessd
monikeskustutkimuksessa, jossa 14 keskusta
13 maasta arvioi 2 681 levinneisyysasteen I-III
paksusuolisydpandytettd (15). Suuri Immunos-
core oli yhteydessd merkitsevisti pienempdin
uusiutumisriskiin (HR 0,31; 95 %:n LV 0,23
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A. Suurin lapimitta: 978 pm

B. TLS-tiheys: 46/26/mm=1,8/mm
B1. TLS-madrd: 46
B2. Invaasiorintama: 26 mm

C. Hotspot-tiheys: 13 TLS:a/

5 mm lapimittainen ympyra

KUVA 4. Tertidéristen lymfoidisten rakenteiden (TLS) arviointi. TLS-rakenteet ovat imusolmukkeita muistuttavia
organisoituneita immuunisolukertymid, joita voidaan tunnistaa HE-leikkeesta ja tarvittaessa varmistaa immu-
nohistokemiallisesti. Kuvassa havainnollistetaan TLS-rakenteita paksusuolisyévdssa (The Cancer Genome Atlas
-aineiston (TCGA) tapaus TCGA-CM-6674) seka niiden madran, tiheyden ja koon arviointia. Ldhikuvassa ndhdaan
yksittdinen TLS. Yleiskuvan nuolet osoittavat kunkin TLS-rakenteen ja lahikuvassa ne osoittavat suuriendoteelisia
suonirakenteita (high endothelial venules), jotka mahdollistavat lymfosyyttien siirtymisen verenkierrosta kudok-

seen. Mittajana 1 mm.

0,41), ja sen suhteellinen ennustemerkitys oli
suurempi kuin TNM-levinneisyysluokituksen
(15). Vuonna 2024 julkaistu yhdistetty analyy-
si 2 643 potilaan SCOT- ja IDEA-HORG-tut-
kimuksista vahvisti menetelmin ennustearvon
levinneisyysasteen I1I paksusuolisyovissd (16).
Lisiksi Immunoscore Biopsy on kansainvili-
sesti validoitu uusiutumisriskin arviointiin pe-
rasuolisyovin aktiivisen seurannan strategiassa
(17). Menetelmid on saatavilla kaupallisena
IVD-testind, mutta silli ei ole vakiintunut-
ta itsendistd roolia hoidon valinnassa. Laajaa
kayttod rajoittavat lisiksi erityisohjelmiston ja
laadunvarmistuksen vaatimukset sekd niihin
liittyvit kustannukset.

Tertiaariset lymfoidiset rakenteet

Tertiaariset lymfoidiset rakenteet (tertiary
lymphoid structures, TLS) ovat imusolmuk-
keita muistuttavia organisoituneita immuuni-
solukertymii eli imukerisia. Ne muodostuvat
kasvaimen yhteyteen kroonisen tulehdusreak-
tion seurauksena (18). Niissd dendriittisolut
voivat esitelld kasvaimen antigeeneja lymfo-
syyteille ja aktivoida paikallista adaptiivista
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immuunivastetta. TLS-rakenteiden esiintymi-
nen liittyy useissa syOpityypeissi parempaan
ennusteeseen, ja niiden mahdollista prediktii-
vistd merkitystd immuunihoidoissa tutkitaan
(19). Myés TLS-rakenteiden koostumus voi
olla merkityksellinen, ja erddssd tutkimuksessa
erityisesti kypsit, itukeskuksen sisiltavit TLS-
rakenteet ennustivat immuuniaktivaation va-
pauttajien tehoa PD-L1-ilmentymisesti riippu-
matta (20). TLS-rakenteet voidaan tunnistaa
HE-leikkeesti tiheina lymfosyyttikeraymina, ja
reaktion vahvuutta voidaan kuvata esimerkiksi
suurimman imukerdsen ldpimitalla tai imuke-
risten alueellisella tiheydelld (kuva 4) (21).
Lisiksi rakenteiden kypsyys voidaan vahvistaa
immunohistokemiallisesti esimerkiksi CD20-,
CD21- ja BCL6-virjiyksilld (18). Standardoi-
tua arviointimenetelmii ei kuitenkaan toistai-
seksi ole, miki rajoittaa TLS-arvioinnin kayttod
kliinisend biomarkkerina.

Monivarjaysmenetelmat ja
spatiaalinen proteomiikka

Tavanomainen immunohistokemia mahdollis-
taa yhden tai muutaman antigeenin arvioinnin

Immuunisolujen arviointi kasvainndytteista
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KUVA 5. Multiplex-immunofluoresenssimenetelméa solutyyppien spatiaalisen sijainnin tarkassa arvioinnissa.
A. Paksusuolisyovan kasvainsolut (sytokeratiini, CK) on merkitty punaisella, CD8 vihreélla, grantsyymi B (GZMB)
keltaisella ja tumat (DAPI) siniselld. Mittajana 100 pm. B. Saman ndytteen solukohtainen analyysi, jossa kullekin
sytotoksiselle T-solulle on maéritetty lahin kasvainsolu. GZMB-negatiiviset sytotoksiset T-solut on merkitty vih-
redlla, GZMB-positiiviset violetilla, kasvainsolut punaisella ja muut solut harmaalla. Viivat osoittavat etdisyyden
ldhimpaan kasvainsoluun. GZMB-positiivisten ja -negatiivisten sytotoksisten T-solujen erottelu havainnollistaa
monivarjdysmenetelman kykya tunnistaa toiminnalliselta tilaltaan erilaisia solupopulaatioita. GZMB:n ilmentymi-
nen liittyy sytotoksiseen toimintaan, mutta erottelulla ei ole vakiintunutta diagnostista merkitysta.

kerrallaan. Immunohistokemiallisilla monivar-
jaysmenetelmilld voidaan puolestaan tunnistaa
samasta kudosleikkeestd useita merkkiaineita
yhden solun tarkkuudella (22). Spatiaalinen
proteomiikka kattaa niméi menetelmat, joissa
proteiinien ilmentyminen yhdistetddn niiden
sijaintitietoon kudoksessa (23). Menetelmien
avulla voidaan arvioida immuunisolujen maa-
ran lisdksi niiden toiminnallista tilaa ja sijaintia
suhteessa kasvainsoluihin. T4ta havainnollistaa
KUVA 5, jossa tunnistetaan sytotoksisia T-soluja
ja mitataan niiden etdisyyttd lahimpiin kasvain-
soluihin. Immuunisolujen sijainti voi sisaltad
ennustetietoa pelkkien solumairien lisaksi. Esi-
merkiksi paksusuolisyovissi T-solujen sijainti
kasvainsolujen liheisyydessi on ollut yhteydes-
sd ennusteeseen T-solutiheydestd riippumatta
(24). Kasvaimen immuunimikroympiristén
arvioinnissa monivirjiysmenetelmit ja spati-
aalinen proteomiikka eivit vield kuulu rutiini-
diagnostiikkaan eivitka ohjaa hoidon valintaa.
Kayttoonottoa rajoittavat kalliit kustannukset,
standardoinnin puute ja suuren tietomdirin
analyysin vaativaus (22).

J. Hérkonen ja J. Vayrynen

RNA-pohjainen
immuunisoluprofilointi

Massiivista rinnakkaissekvensointia kaytetdan
kudosdiagnostiikassa laajasti kasvainten mutaa-
tioiden maarittimiseen. RNA-pohjaiset mene-
telmit mahdollistavat kuitenkin diagnostisesti
tirkeiden geenifuusioiden maérittimisen lisaksi
kudoksen solukoostumuksen arvioinnin (25).
Dekonvoluutiomenetelmit. Koko kudok-
sen RNA-sekvensointidata sisiltad tietoa kai-
kista kudoksen RNA:ta ilmentavistd soluista.
Dekonvoluutioalgoritmeilla tistd yhteissignaa-
lista voidaan arvioida eri solupopulaatioiden
suhteellisia osuuksia tunnettujen solutyyppi-
kohtaisten geeniekspressioprofiilien perusteella
(26,27). Menetelmien kiyttd rajoittuu padosin
tutkimukseen, eikd niitd sovelleta rutiinidiag-
nostiikassa tai hoitopditoksissi. KUVASSA 6A
esitetddn suositun koneoppimiseen perustuvan
CIBERSORT-menetelmin avulla TCGA (The
Cancer Genome Atlas) -aineiston paksusuo-
lisy6péndytteisti ennustetut solupopulaatio-
profiilit. Samalla perusperiaatteella toimivia
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malleja on nykyisin lukuisia. Dekonvoluutio-
menetelmien etu on mahdollisuus analysoida
kustannustehokkaasti suuria aineistoja (26).

KUVASSA 6B esitetian CIBERSORT-mene-
telmilld TCGA-aineistossa arvioitujen mak-
rofagifenotyyppien yhteys paksusuolisy6vin
ennusteeseen, mikd on linjassa aiemman tut-
kimustiedon kanssa (28). KUVASSA 6C esitetiin
kahden esimerkkindytteen estimoidut immuu-
nisoluprofiilit ja niiden vastaavat HE-kuvat.
Esimerkki havainnollistaa, kuinka dekonvoluu-
tiomenetelmit voivat tuottaa hyodyllisti tietoa,
kun karkea arvio riittdd. Tarkempi analyysi,
kuten solunsisiisten signalointireittien tarkas-
telu, harvinaisten solupopulaatioiden tunnis-
taminen tai solujen sijainnin tarkka arviointi
kudoksessa, edellyttdd kuitenkin suuremman
resoluution menetelmia.

Yksittiisten solujen RNA-sekvensointi
on keskeinen menetelma kudoksen tarkan so-
luprofiilin tutkimisessa (29). Menetelmissi
kudos hajotetaan yksittiisiksi soluiksi. Solujen
RNA-molekyylit kdinteiskopioidaan ja mer-
kitadn soluviivakoodeilla, joiden avulla sek-
venssit voidaan myohemmin yhdistdd oikeaan
lihtosoluun (29). Niin saadaan solukohtaista
tietoa tuhansien geenien ilmentymisestd. Ku-
vissA 7A-C havainnollistetaan solutyyppien
tunnistamista ja merkkigeenien ilmentymista.
Sekvensointikustannusten pieneneminen on
mahdollistanut menetelmin laajamittaisen tut-
kimuskayton. Samalla analyysimenetelmit ovat
monipuolistuneet. Niilld voidaan esimerkiksi
arvioida solujenvilistd signalointia ja mallintaa
matemaattisesti, miten geenien ilmentyminen
vaikuttaa solujen fenotyyppiin (30-32). Yk-
sittdisten solujen RNA-sekvensoinnin keskei-
nen rajoite on kudoksen rakenteen ja solujen
sijaintitiedon hdvidminen naytteen kisittelyssa.
Menetelma on tilld hetkelld tutkimuskaytossi,
ja mahdollinen tuleva potilashy6ty liittyy uusi-
en biomarkkereiden, lidkehoidon kohteiden ja
hoitovasteeseen vaikuttavien solupopulaatioi-
den tunnistamiseen.

Spatiaaliset transkriptomiikkamenetel-
mit. Spatiaalinen transkriptomiikka yhdistaa
geenien ilmenemistd koskevan tiedon kudok-
sen rakenteeseen (33). Sekvensointipohjai-
set menetelmat, kuten Visium ja Visium HD,
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Ydinasiat

» Kasvaimen immuunimikroymparistén ar-
vioinnissa yksinkertaiset histologiset me-
netelmdt ovat edelleen kliinisessa kdytos-
sa vakiintuneimpia.

» PD-L1-immunohistokemia on immuno-
terapian kannalta tarkein vakiintunut
biomarkkeritutkimus.

» Kasvaimeen infiltroivien lymfosyyttien ar-
viointi antaa ennustetietoa erityisesti kol-
moisnegatiivisessa ja HER2-positiivisessa
rintasyovassa.

»» Spatiaalinen proteomiikka ja transkrip-
tomiikka syventdvat kasitysta immuu-
nisolujen sijainnista ja toiminnallisista
tiloista.

» Yksikdan menetelma ei yksin kuvaa kat-
tavasti kasvaimen immuunimikroympa-
ristdd, vaan eri menetelmat tdydentavat
toisiaan.

mahdollistavat laajan transkriptomisen analyy-
sin, mutta niiden solukohtainen erottelukyky
vaihtelee. Teknologiat perustuvat viivakoo-
dattuihin alueisiin, joiden avulla sekvensoidut
RNA-transkriptit voidaan kohdistaa niiden
alkuperdiseen spatiaaliseen sijaintiin kudok-
sessa. Visium HD:n resoluutio ldhestyy yhden
solun tarkkuutta. Solukohtainen tulkinta riip-
puu kuitenkin edelleen solujen laskennallisesta
segmentoinnista (33). Kuvantamispohjaiset
menetelmit, kuten Xenium ja CosMx, voivat
saavuttaa yhden solun tai jopa solunsisdisen
tarkkuuden, mutta analyysi kohdistuu rajatum-
paan geenijoukkoon (33).

Spatiaalista transkriptomiikkaa havainnollis-
tava analyysi eri solujen merkkigeenien sijoittu-
misesta paksusuolen kasvainkudoksessa esite-
tddn KUVASSA 7D. Spatiaalinen transkriptomiik-
ka voi auttaa tunnistamaan solujen sijaintiin ja
vuorovaikutuksiin perustuvia biomarkkereita,
joita ei voida havaita koko kudoksen RNA-
sekvensoinnilla tai yksittiissolusekvensoinnilla.
Yksittdissolusekvensoinnin etuna on parempi
transkriptien havaitsemisherkkyys, kun taas

Immuunisolujen arviointi kasvainnaytteista
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spatiaalinen transkriptomiikka siilyttdd ku-
doksen sijaintitiedon. Menetelmit voivat siten
tiydentd toisiaan (34). Spatiaalisen transkrip-
tomiikan kliininen soveltaminen on kuitenkin
vield varhaisessa vaiheessa, ja nykyinen mer-
kitys liittyy ensisijaisesti uusien spatiaalisten
biomarkkereiden tunnistamiseen ja kasvaimen
biologian tutkimiseen.

Lopuksi

Kasvainnidytteiden immuunisolukon arvioin-
tiin on kdytettdvissi laaja ja nopeasti kehittyva

menetelmévalikoima, joka ulottuu rutiinikay-
tossd olevista HE- ja immunohistokemiamene-
telmistd tutkimuslaboratorioiden spatiaalisiin
multiomiikkamenetelmiin. PD-L1-immunohis-
tokemia on kliinisessd kiytossd vakiintunein
immunoterapiaan liittyvd prediktiivinen bio-
markkeritutkimus. TIL-arvioinnin prognosti-
nen arvo on osoitettu erityisesti kolmoisnega-
tiivisessa ja HER2-positiivisessa rintasyovassa.
Immunoscore on vahva ennustetekija paksu-
suolisyovissi ja voi tulevaisuudessa tulla osaksi
kasvaimen luokitusjarjestelmid. Monivirjdys- ja
transkriptomipohjaiset solujen profilointime-
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KUVA 6. Geeniekspressiopohjainen immuunisolukon laskennallinen arviointi. Koko kudoksen RNA-sekven-
sointidatasta voidaan dekonvoluutioalgoritmien avulla estimoida kasvaimen immuunisolukon koostumusta. A.
TCGA (The Cancer Genome Atlas) -aineiston paksusuolisydpandytteiden (n = 540; sarakkeet) laskennallisesti arvi-
oidut immuunisolupopulaatiot (rivit) dampokarttana. B. M1- ja M2-makrofagifraktioiden yhteys etenemattomaan
elossaoloaikaan. Suuri M1-fraktio liittyy suotuisampaan ennusteeseen, kun taas M2-fraktiolla ei todettu ennuste-
merkitystd. C. Kahden esimerkkindytteen dekonvoluutiolla arvioidut immuunisoluprofiilit ja vastaavat HE-kuvat.
Naytteessa 1 on runsaasti lymfosyytteja ja ndytteessa 2 runsaasti eosinofiileja. Suurennokset osoittavat, ettd im-
muunisolut painottuivat stroomaan, mika ei ole péateltavissa pelkdsta dekonvoluutioanalyysista. Eosinofiileja on
merkitty turkooseilla nuolilla ja lymfosyyttivaltainen infiltraatti vihrealld nuolella. Mittajanat 250 pm.
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KUVA 7. Yksisolutason ja spatiaalisen transkriptomiikan merkitys immuunisolukon arvioinnissa. Yksisolutason
RNA-sekvensointi mahdollistaa kasvaimen ja immuunisolukon erilaisten solupopulaatioiden tunnistamisen, kun
taas spatiaalinen transkriptomiikka liittda geeniekspression kudoksen rakenteeseen. Kuvassa esitetdaan julkises-
ta yksittdissoluaineistosta laadittuja UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection) -visualisaatioita
seka spatiaalisen transkriptomiikan tuottamaa geeniekspression visualisointia. A. Karkeasti luokitellut solupo-
pulaatioklusterit UMAP-kartassa. B. Valittujen merkkigeenien ilmentyminen UMAP-kartassa. Kuvassa esitetdaan
epiteelisolujen merkkiaine EpCAM, strooman merkkiaine COLTAT ja leukosyyttien merkkiaine PTPRC (CD45).
C. Suuremmalla resoluutiolla klusteroidut immuunisolutyypit UMAP-kartassa. D. Visium HD:lla tuotetun spatiaali-
sen mRNA-datan visualisointi. Vasemmalla esitetdan EpCAM:n, ACTA2:n ja VIM:n ilmentyminen kudosnaytteessa,
oikealla alhaalla makrofagimarkkeri CD68:n ilmentyminen kohdennetulla alueella. Vasemmanpuoleinen kudos-
saareke edustaa kasvainta ja oikeanpuoleinen hyvanlaatuista paksusuolen limakalvoa seké sen alla olevaa stroo-
maa. Makrofagit ovat sijoittuneet runsaampina kasvaimen alueelle. Paneelit havainnollistavat menetelmien tuot-
tamaa tietoa, eikd paneelin D nédyte ole sama kuin paneeleissa A—C esitetty aineisto. Analysoitu data on ladattu
Gene Expression Omnibus -tietokannasta GEO-tunnisteilla GSE178341 (paneelit A-C) ja GSM8594569 (paneeli D).

netelmit ovat toistaiseksi padasiassa tutkimus-  roympdriston aiempaa kokonaisvaltaisemman

kaytossd, eikd niille ole vield vakiintuneita klii-  arvioinnin my®s kliinisen diagnostiikan ja hoi-

nisid kdyttokohteita prognostisina tai prediktii-  topditoksenteon tukena. Keskeisid haasteita

visind biomarkkereina. ovat menetelmien standardointi ja laadunvar-
Teknologiat ovat uusia, ja niiden hyodyntd-  mistus, kustannusten ja suuren informaatio-
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Evaluation of immune cells in tumor samples
Assessment of the tumor immune microenvironment
is important for determining cancer prognosis
and supporting treatment decisions, especially as
immunotherapies become more widely used. Key
features in the assessment include the number,
composition, functional state, and location of immune
cells in relation to tumor cells. Available methods range
from visual assessment of hematoxylin-eosin-stained
sections to immunohistochemistry, multiplex staining
methods, spatial proteomics, gene expression-based
analytics, and single-cell and spatial transcriptomic
methods. In clinical use, the most established
approaches are PD-LT immunohistochemistry and
assessment of tumor-infiltrating lymphocytes. For
example, Immunoscore and newer spatial methods
provide more comprehensive biological information
than current diagnostics, but their broad implementation
is limited by challenges related to standardization,
costs, data analysis, and clinical validation. Tiivistelman
kaantamiseen on kaytetty tekoalya.
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