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Stanclardri dijagnasticki alati u klinickoj praksi: Histopatolos

1 #nJanohistokemija (IHC) = Ki-67, HMB-45, Melan-A

0.8 mm thick with ulceration or 0.8-1.0 mm

Standardizacijski sustavi (klinicka implementacija

e 2014 - MPATH-Dx v1.0 (Melanocytic Pathology Assessment Tool and Hierarchy for Diagnosis v1.0
e klasifikacija u 5 kategorija (I-V)

e cilj: standardizacija izvjeStavanja

* 2017/2018 - AJCC (American Joint Committee on Cancer) staging 8. izdanje

e redefinicija T1 kategorije (granica 0.8 mm)
e mitotska aktivnost < debljina tumora (Breslow), ulceracija

e 2023 - MPATH-Dx v2.0
e pojednostavljenje u 4 klase — jasniji kriteriji + terapijske preporuke
* svrha: poboljsanje komunikacije patolog—klinicar

ve

(2

Frontiers in MedicimeZg2intermedijarne lezije (MPATH v.1.0 11-1V): 35—-62%, ovisno o razredu

The Case for Biomarkers in Melanoma Diagnosis and Treatment

hitps:/pme.ncbiemirizanevekriterije{AJCC 8) poboljSanja su umjerena (~10%)

T v 4 SUGEIN Ta=0C, S@yge 1o Priary winrany

.« v _ o (oo o T .. . . v v 1ce of local metastasis,
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potreha za dodatnim biomarkerimas i naprednim molekularnim metodama



https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC8085270/
https://jamanetwork.com/journals/jamanetworkopen/fullarticle/2800213

Nova generacija sekvenciranja
— nova razina rezolucije

* NGS omogucduije:

analizu tisuc¢a gena simultano
detekciju mutacija, ekspresije i signalnih puteva

karakterizaciju molekularnih znacajki tumora
(genom, transkriptom, epigenom)

pracenje promjena tijekom progresije
identifikaciju rijetkih subpopulacija stanica i
njihovog doprinosa razvoju bolesti

bolje razumijevanje medustani¢ne komunikacije i
interakcije s tumorskim mikrookolisem

potencijal za personaliziranu terapiju i odabir
ciljane terapije

Next Generation Sequencing
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Genome Sequencing

Whole genome
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Coverage: All genes and non-coding DNA
Accuracy: Low

Time: Longest turnaround time

Cost: Most expensive

Depth: >30X

Application: mutational burden
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Coverage: Entire exome (20-25k genes)
Accuracy: Good

Time: Long turnaround time

Cost: Cost-effective

Depth: >50-100X

Application: gene expression, mMRNA/
miRNA/snRNA transcriptome
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Coverage: 10-500 genes

Accuracy: High

Time: Rapid turnaround time (few days)

Cost: Most cost-effective

Depth: >500X

Application: gene panels for insight into

specific cellukar phenotype and function

Template adapted from: Dr. Roshini Abraham

Clinical Immunologist at Nationwide Children's Hospital
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The NEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE

The Genetic Evolution of Melanoma from
Precursor Lesions

A. Hunter Shain, Ph.D., lwei Yeh, M.D., Ph.D., lvanka Kovalyshyn, D.O.,

N ENGL ] MED 373;20 NEJM.ORG NOVEMBER 12, 2015

NGS analiza 293 gena iz 37 FFPE kocaka razvojnih
stadija melanoma

Progresivno jacanje onkogenih signala (MAPK)

Aktivacija MAPK signalnog puta rani i gotovo
univerzalni dogadaj u nastanku melanoma.

benigne lezije gotovo uvijek samo BRAF

intermedijarne lezije: NRAS + dodatne pokretacke
mutacije

mutacije u promotoru TERT gena prisutne u 77%
intermedijarnih lezija i melanomu in situ
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The NEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE

The Genetic Evolution of Melanoma from

Precursor Lesions

A. Hunter Shain, Ph.D., lwei Yeh, M.D., Ph.D., lvanka Kovalyshyn, D.O.,

N ENGL ] MED 373;20 NEJM.ORG NOVEMBER 12, 2015

* NGS analiza 293 gena iz 37 FFPE kocaka razvojnih stadija
melanoma

* Progresivno jacanje onkogenih signala (MAPK)

Aktivacija MAPK signalnog puta rani i gotovo
univerzalni dogadaj u nastanku melanoma.

benigne lezije gotovo uvijek samo BRAF

intermedijarne lezije: NRAS + dodatne pokretacke
mutacije

mutacije u promotoru TERT gena prisutne u 77%
intermedijarnih lezija i melanomu in situ

* Postupni gubitak kontrole stani¢nog ciklusa
(CDKN2A/RB/p53 put)

CDKNZ2A (p16INK4A) - bi-alelni gubitak uglavhom u
invazivnim melanomima

PTEN i TP53 mutacije - u naprednim primarnim

* Mutacijski teret i heterogenost

Tockaste mutacije rastu progresivno od benignih
do invazivnih lezija

UV-potpis mutacija vidljivu svim fazama

Heterogenost tumora raste kako melanom
napreduje



scRNA-seq: pogled u
pojedinacne stanice

* Bulk NGS analize pokazuju postupno povecanje
tockastih mutacija od benignih lezija do invazivnog
melanoma

* najveca genetska heterogenost u invazivhom
melanomu
* zaSto single-cellRNASeq?

* omogucuje uvid u transkriptom na razini
pojedinacne stanice

* svrha
* identifikacija fenotipa i funkcije svih
stani¢nih aktera u evoluciji melanoma

* mapiranje interakcija izmedu tumorskih
i okoliSnih stanica

 identifikacija ranih biomarkera
progresije i odgovora na terapiju

@ Cellular composition of
the dissected tissue

@ Single-cell sequencing

@Single-cell sorting by FACS

L)
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@Single-cell expression profile

Expression profile
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® Cell2 .

® Cell3

CellN [ |

@ Library preparation

@ Clustering & cell type identification

Cell type 1
Cell type 2

t-SNE2
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> Science. 2016 Apr 8;352(6282):189-96. doi: 10.1126/science.aad0501.

Dissecting the multicellular ecosystem of metastatic
melanoma by single—cell RNA-seq

Itay Tirosh ', Benjamin lzar 2, Sanjay M Prakadan 3, Marc H Wadsworth 2nd 3, Daniel Treacy 7,

A

Bulk WES

scRNA-seq — sveobuhvatniji ..

uvid u melanom /

* Tumorski mikrookolis — slozena funkcijska mreza
* tumorskih

e . L. Single cell pipeline
* heterogene populacije invazivnih ®

,stem-like”, i visoko proliferativnih

Disaggregation

melanocita, ukljuCujudi varijante v RBClysis
rezistentne na BRAF/MEK inhibitore i

* stromalnih it

* upalni fibroblasti (CAF — cancer e

associated fibroblasts), endotelne i ¢—'—¢ FACS
perivaskularne stanice koji sudjeluju u CD4st  CDas
kemotaksiji i modulaciji imunosnih
stanica

* imunosnih stanica

Library preparation

e tumor-infiltrirajuci limfociti (TIL), B- l
stanice, NK, makrofagi Single cell RNA sequencing

|

Computational analysis
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> Science. 2016 Apr 8;352(6282):189-96. doi: 10.1126/science.aad0501.
Dissecting the multicellular ecosystem of metastatic
melanoma by single—cell RNA-seq

Itay Tirosh LA Benjamin lzar 2, Sanjay M Prakadan 3 Marc H Wadsworth 2nd 3, Daniel Treacy s

A Inter-tumor heterogeneity

Intra-tumor heterogeneity

C

e AXL

MITF

1 Mel53 _Mel82 e T °
scRNA-seq — sveobuhvatniji S i el [ e
. g 057 =" M%|79 e
@© S o)
uvid u melanom : . S of
) L Melg0 |~ (R=-0.73) .
* identificirana 2 klju¢na transkripcijska podtipa 2 s MslSom sl LTS 5 Rl z !
melanocita Me.l7£;;\ R Y YT
-1 Mel71@ Mel88 2- o (R=-075)| 2 (R=-0.66)
1. MITF'high T T T \\ ® ¥
-2 -1 0 \ °0 e
1. visoka ekspresija MITF (transkripcijski MITF pregram N 0] <, 0- . S5
regulator melanocita) i genskih meta TYR, \ ’t
PMEL, MLANA D - b 2 2T 5 b
2. proliferativni, diferencirani melanociti =5 j = i Itlil o Iﬁl
5 4 1
3. osjetljivi na BRAF/MEK inhibitore % 7;;2*__ ——| Promjena transkripcijskog programa nakon terapije
2. AXL-high / MITF-low 2 c ——=———— + Analiza 6 parnih uzoraka BRAF V600E+ melanoma
1. visoka ek i3 AXL tor tirozi % ————— prije i nakon razvoja rezistencije na BRAFi
| V!SO d e. >presija (receptor tirozin- 3 — —___———1 + Uzorcirangirani prema omjeru AXL-high vs MITF-
kinaza) i NGFR (p75NTR - receptor m = —— o — . ..
8 =— = — high ekspresije
faktora rasta) Nyl = —————— Rezultat:
Ee pm——m —_— — — ¢
2. AXL - aktivira signalne puteve PI3K/AKT, = é == ———=——=— + U svim parovima uo¢en pomak prema AXL-high
MAPK W= = = —— programu u rezistentnim uzorcima (6/6)
3. intrinzicno otporni na terapiju CVITF -biased AXL-biased
=
-3 0 3
Expression

log-ratio



> Science. 2016 Apr 8;352(6282):189-96. doi: 10.1126/science.aad0501.

Dissecting the multicellular ecosystem of metastatic
melanoma by single—cell RNA-seq

Itay Tirosh ', Benjamin lzar 2, Sanjay M Prakadan 3, Marc H Wadsworth 2nd 2, Daniel Treacy ',

scRNA-seq — sveobuhvatniji
uvid u melanom

* Mikrookolis i CAF uloga

* |dentificirano 10 mikrookolisnih klastera prema sastavu

stanica A TCGA bulk melanoma samples
. . . . . Clusters 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
* CAF-bogati tumori povezani s AXL-high fenotipom oo P RO R R
* MITF-high fenotip negativno povezan s CAF zastuplje%_f@»éezi§
‘f:) acro. § 3 ,.
* Interakcije CAF — tumorske i imune stanice 'g,M ‘
* CAF aktivno oblikuju transkriptom melanoma é Endo (2%
* Poticu prijelaz prema AXL-high stanju § st |
* Utjecu nainfiltraciju i funkciju T stanica o i
log-ratio -5 0 5
* Vulcano/scatter analiza — klju¢ni uvid o
* geniizrazeni u CAF (scRNA-seq) pozitivho koreli[ajt,u s
T-stani¢nom infiltracijom (bulk podaci) | MLN BPrimary MDistant OCutaneous
+ kandidati za CAF - T komunikaciju i R N ——

* Uloga tih gena:
* privladenje T stanica (kemokini)
* imunomodulacija (npr. PD-L2, komplement)

log-ratio -2 0 2

Corr. with T—cell abundance
(from TCGA)
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Imunoloski fenotip tumorskog mikrookolisa

> BMC Immunol. 2023 Dec 12;24(1):52. doi: 10.1186/512865-023-00587-8.

Dissecting cellular states of infiltrating
microenvironment cells in melanoma by integrating
single-cell and bulk transcriptome analysis

Aiai Shi # 7, Min Yan #* 2, Bo Pang * 3, Lin Pang 2, Yihan Wang 3, Yujia Lan 3, Xinxin Zhang 3,
Jinvuan Xu #. Yanvan Pina *. Jina Hu ©

 TMIP 0 - “immune hot / active”
* Obiljezja: aktivan protutumorski imunoloski
odgovor
* B_Non-regulatory 1~ i T_CD8_Cytotoxic T
« T_CD8 Mixed { i CAF {
« TMIP 1 - “immune cold / suppressive”
* Obiljezja: stromalno-dominantan,

imunosupresivan mikrookolis

* CAF 1 iEndo M — aktivirani fibroblasti,
TGF-B signalizacija, endotelne stanice i
angiogeneza T

 B_Non-regulatory |, i T_CD8 Cytotoxic |,
* TMIP 2 — “immune cold / exhausted”

e Obiljezja: T-stani¢na iscrpljenost

« T _CD8 Mixed - PDCD1/PD-1, LAG3, TIGIT,
HAVCR2/TIM-3 —iscrpljeni fenotip) ™

« T _CD8_Cytotoxic |, i CAF {
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Prognosticki potencijal i
odgovor na terapiju po TMIP

* Prognosticki potencijal TMIP fenotipova
* TMIP O (immune hot/active) = najpovoljnija prognoza
* TMIP 1 (immune cold/suppressive) = losiji OS
* TMIP 2 (immune cold/exhausted) = najlosiji PFS i OS
e = TMIP 1iTMIP 2 povezanis povecanim rizikom progresije i
smrti u odnosu na TMIP 0 (neovisno o dobi, spolu i stadiju
tumora).
¢ Odgovor na anti-PD-1 terapiju
* TMIP 0 - najveca stopa odgovora (=70-85%)
* TMIP 1 - umjeren odgovor
 TMIP 2 = najniza stopa odgovora (~30-35%)



Article
Molecular Characterization of Advanced-Stage Melanomas in
Clinical Practice Using a Laboratory-Developed Next-Generation

Sequencing Fanel NGS panel za melanom

Thais Maloberti 1, Antonio De Leo 2%, Sara Coluccelli ', Viviana Sanza ', Elisa Gruppioni ',
Annalisa Altimari !, Francesca Comito >, Barbara Melotti 3, Paola Valeria Marchese 3, Emi Dika 240,
Federico Venturi (0, Barbara Corti >, Giulia Ciccimarra ®, Crina Adriana Ciceu °, Giovanni Tallini -2
and Dario de Biase 1.6+

e testiran laboratorijski NGS panel za rutinsko molekularno profiliranje
melanoma

* Kljucne karakteristike panela
e 260 uzoraka naprednih melanoma

» 25 gena, 229 genskih lokusa/amplikona u panelu

Kategorija Gene u panelu
 validacijski rezultati
Onkogeni BRAF, NRAS, KIT, GNAQ, GNA11 . . .
* Rezultati dobiveni u ~98.8% uzoraka
Tumor supresori TP53, PTEN, CDKN2A, NF1, RB1 o Najéeéc’:e promjene:
TERT i regulatorni elementi | TERT promoter * TERT promoter mutacije ~59.9%

. B iie ~44.09
RAC1, MAP2K1, MAP2K2, ARID2, RAF mutacije ~44.0%

PIK3CA, PTCH1, CTNNBA1, * U 59.3% mutiranih uzoraka, detektirano je dvije ili viSe mutacija
Drugi relevantni geni SMARCA4, STK11, ERBB4, FGFR2,
MET, MAP3K8, NOTCH1, NTRK1, * U 8 slucajeva analizirani primarno i metastatsko tumorsko tkivo,

CBL, SOS1 pronadena 100% geneticka podudarnost izmedu lezija




Zakljuéak

* Melanom je molekularno heterogena i dinamicna bolest

* NGS tehnologije omogucuju detaljno razumijevanje tumora i
mikrookolisa

* |dentifikacija molekularnih i imunoloskih obrazaca kljucna je za
prognozu i terapijski odabir

NGS predstavlja temelj za daljnja istrazivanja i sve Siru primjenu u
klinickoj praksi, s ciljem razvoja precizne i personalizirane medicine



Hvala na paznjlI

Tokié, Rebeka Monika Oklop¢i¢, Mario Stefnié, Martj
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