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Therapies in Pre-clinical and Clinical
Phases to Treat Metastatic Melanoma
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Translacija molekularnih
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ciljana terapija: BRAF i MEK inhibitori

BioloSka imunoterapija - inhibitori
kontrolnih toCaka:

anti-CTLA4, anti-PD1, anti-PD-L1

Terapijska rezistencija potaknula
potrebu za dubljim uvidom u
heterogenost tumora, funkcionalna
stanja i fenotip TIL-a i viSestanicni
mikrookolis.



scRNA-seq — sveobuhvatniji
uvid u melanom

* Tumorski mikrookolis — slozena funkcijska mreza
* tumorskih

* heterogene populacije invazivnih ,stem-
like”, i visoko proliferativnih melanocita,
ukljucujudi varijante rezistentne na
BRAF/MEK inhibitore

e stromalnih

* upalni fibroblasti (CAF — cancer associated
fibroblasts), endotelne i perivaskularne
stanice koji sudjeluju u kemotaksiji i
modulaciji imunosnih stanica

* imunoshih stanica

* tumor-infiltrirajuéi limfociti (TIL), B-stanice,
NK, makrofagi

> 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 1, Benjamin lzar 2, Sanjay M Prakadan 3, Marc H Wadsworth 2nd 2, Daniel Treacy
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B > BMC Immunol. 2023 Dec 12;24(1):52. doi: 10.1186/512865-023-00587-8.

Dissecting cellular states of infiltrating
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Nepoznato O poznatome

 lako su molekularni i imunoloski obrasci uznapredovalog melanoma dobro opisani, rana
evolucija bolesti ostaje nedovoljno razjasnjena.
* Nepoznanice ukljucCuju:
* kako se mutacijsko opterecenje i transkriptomski profil mijenjaju kroz rane stadije?

* kako se oblikuje i mijenja TIL fenotip, funkcionalnost i TCR repertoar od benignih lezija do
metastatske bolesti?

* kako imunoterapija mijenja klonalnu dinamiku i funkcionalno stanje TIL populacija?

* mozemo li integracijom molekularnih i imunoloskih podataka razviti modele rane
stratifikacije rizika i predikcije terapijskog odgovora?



Ciljevi

* Glavni cilj:

Integriranom analizom mutacijskog opterecenja, ukupnog transkriptoma i TCR repertoara u parnim uzorcima
istih bolesnika (osuncana koza = benigni nevus = invazivni - metastatski melanom) identificirati rane
molekularne i imunoloske promjene koje pokrecu evoluciju melanoma.

* Specificni ciljevi

1. Mapirati rane molekularne promjene analizom somatskih mutacija i transkriptoma kroz sukcesivne stadije lezija
istog pacijenta.

2. Definirati dinamiku TIL populacija — fenotipsku, funkcionalnu, prostornu i klonalnu raznolikost te promjene TCR
repertoara tijekom progresije bolesti.

3. Procijeniti uCinak imunoterapije na fenotip, funkcionalnost i klonalnu ekspanziju TIL stanica.

4. Integrirati molekularne, imunoloske i klinicke podatke radi razvoja prognostickih i prediktivnih modela za ranu
stratifikaciju rizika i optimizaciju terapije.



Metodologija
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Hodogram MEL-TREC 581-UNIOS-83
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1. godina

Pregledavanje arhive FFPE tkiva

Prikupljanje klinickih podataka

Probir parafinskih kocki i regrutiranje ispitanika

Optimizacija postupaka izolacije DNA i RNA iz FFPE rezova i IHC TIL
Organizacija simpozija iz podrucja dermatoonkologije

Objava prikupljenih epidemioloskih podataka i rezultata IHC analize

2. godina

Pohadanje medunarodne bioinfor!atiéke radionice

NGS analiza mutacijskog optereéenja
NGS analiza transkriptoma

Bioinformaticka obrada podataka
Diseminacija rezultata na medunarodnom kongresu i objava 2 znanstvena rada

3. godina
TCR-seq analiza
Integrativna bioinformaticka i statisticka obrada mutacijskog opterecenja,

transkriptoma i TCR repertoara
Diseminacija rezultata na medunarodnom kongresu i objava 1 rada

Obrana teme 1. doktoranda
4. godina S

Validacija biljega kandidata gPCR u neovisnim uzorcima
Korelacijska analiza svih molekularnih podataka
Prijedlog modela za ranu stratifikaciju rizika

Obrana teme 2. doktoranda
Diseminacija rezultata na medunarodnom kongresu i objava 3 rada
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