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Melanoomi staadiumid

* Nagu koiki kasvajaid, jaotatakse melanoomi kasv nelja (viite) staadiumi
* StO0—insitu

e Stl—Ilabi dermise
e St Il — subdermaalne kasv
St lll — regionaalsetes limfisdlmedes

St IV - kaugmetastaasid
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Melanoomi pohjused

Causes of Malignant Melanoma

=
7 -
e ]
Sunburn and fqmily People living Bozernct Overexposure
Ultra Violet history of in geographic to certain
light exposure melanoma regions chemicals



Melanoomi probleemid?

* Aladiagnoositud voi
leitakse hilja

e Suur suremus

-> varase melanoomi
diagnostika???

Fifteen-year survival curves for patients with stage I to IV melanoma,
according to the new proposed stage groupings
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The=ze graphs compare the relative survival up to 15 vears for patients with
localized melanoma (stages II and I, regional metastases (stage 111, and distant
metastases (stage IV). The numbers in parentheses represent the number of
patients fram the 81CC melanoma staging databasze uzed to calculate the =survival
rates. The differences between the curves are significant (p <.0001). Dats from:



Melanoomi diagnostika

 Klassika — dermatoskoopia ja
ABCDE reegel

* Tuumori valjaldikamine ja
immunhistokeemia (S100, ki67,
NRAS, BRAF V600E jne)

* Head varajast diagnostika
voimalust ei ole, leitakse liiga hilja




Melanoomi
diagnostika —
ABCDE reegel

The ABCDE’s of melanoma
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Autoantikehad? Kasvajate autoantikehad?

* Antikehad, mille antigeenideks on keha enda rakud ja koed
* P6hjustavad autoimmuunhaigusi

e Autoantikehad vdivad tekkida kasvajakoes olevate valkude vastu
* Muutunud oma valk? Uus valk? Taastekkinud valk?

* VVastuse mootmine voiks anda infot
e Kasvaja olemasolu kohta?
e Kasvaja kompositsiooni kohta???
e Staadiumi kohta?



Melanome Associated antiGEn A = MAGE A

* CTA — cancer/testis antigene

* Normaalne ekspresioon platsentas, testises, loote ovaariumis
* Kasvajates neo-antigeenid ehk taasilmuvad kasvajakoes
* Tekitavad immunreaktsiooni

* Onkogeenne funktsioon
* Toetavad kasvu, ellujagamist ja metastaseerumist
* Reguleerivad p53 rada

* Ekspressioon paljudes maliigsetes kasvajates
* Pois, kops, nahk, rinnanaare, melanoom
* Kasvajad invasiivsed, metastaseeruvad
e Seotud halva prognoosiga



MAGEA perekond

* MAGE A CTA perekonna alagrupis 11 geeni
* Xg28 regioonis
* MAGEA4, MAGE10

* 50% sarnane aminohappeline jarjestus
e Suur hulk ristreaktsioone
* Erinev suurus ja lokalisatsioon rakus

* Leidumine melanoomi rakkudes:
* MAGE A4: primaarkasvajas 9%, metastaasides 44%
* MAGE A10: 38% maliigsetes melanoomides

* MAGE A1l: Primaarne melanoom 16%, metastaasides 48%



Meie to0
2014-2018 Number

Gender

Male (%)

e 183 patsiendi seerumid o
P E R H |St Disease duration

* Kogutud 2013-2014 <5 years
e 43 kontrolli Eesti ) f"’)
verepangast :

* 3 referentsproovi Median
laboritéotajate hulgast #e

Mean (range)

Median

Stage 0
22

4 (18.2%)

18

22
2 (9%)
2 (0-13)

years

1 years

50.1 (18-85)
46

Stage |
68

17 (25%)

21

46
22 (47.8%)
5 (0-26)

years

2 years

61.3 (28-87)

65

Stage ll Stage lll Stage IV
43 29 24

14 (32.6%) = 12 (41.4%) 9 (42.9%)

29 17 12
29 20 18
14 (48.3%) 9 (45%) 3 (16.7%)
4 (0-18) 4 (0-19) 3 (0-25)
years years
years
3 years 3 years 1 years

64.3 (33-90) 62.8(43-82) 73.1(35-92)

66 65 78

Ounap, K., Kurg, K. et al. (2018) Oncology letters
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Indirektne ELISA

* ELISA
* Antigeen plaadi pohjas = MAGEA4 voi MAGEA10

* Primaarne antikeha = Seerumite lahjendused
e 1:200 kuni 1:800

* Sekundaarne antikeha = HRP — anti-humanligG slwrate)

e [Imutamiseks Peroksidaasi reaktsioon . 3
* 450 nm juures valguse neeldumine ||"' Sﬁsg‘{f
* OD — optical density —— &
antibody
e Statistiline anallus }6’:‘

Indirect Assay



Tulemused

* Hipotees: varajases staadiumis

melanoomi hoiab kontrolli all
Immuunsusteem

* 8,2% patsientidest (17 183st)

* olid autoantikehad kas MAGEA4 ja/voi

MAGEA1O vastu

* Grupeerides staadiumite kaupa

* || staadiumi patsientidel olid 16,3%
MAGEA10 vastased autoantikehad

* Hlipotees osutus toeseks
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Ounap, K., Kurg, K. et al. (2018) Oncology letters



Lisaks...

* Uurisime soo0 ja vanuse moju

* Vanusega autoantikehaline vastus polnud seotud
* Keskmine iga haigestumisel 67 a
* Esmadiagnoos 0 kuni 18 a tagasi
* Nork seos sooga
* Naistel suurem autoantikehaline vastus
* 9,3% naistel vs 5,6% meestel

* Naistel ongi autoimmuunhaigusi rohkem!



Positiivsed patsiendid

* 12 anti-MAGEA10 ja 5 anti-MAGEA4
* Kokku 17 pt

18 -

* 2 pt-l mélema antigeeni vastased _ 16 W IAAEER
autoantikehad eyg 14 - B MAGEA10

» MAGEA10 puhul g

» Staadium Il 7 pt 43st 16,3% z

« Staadium Ill 3 pt 29st 10,3% i
* MAGEA4 puhul N

* Kindlat korrelatsiooni ei olnud v II

. . .

° O ja |V Staadiumi patSientidel Stage 0 Stage| Stagell Stagelll Stage IV Controls
autoantikehi ei leidnud

Ounap, K., Kurg, K. et al. (2018) Oncology letters



Natuke seletusi

* MAGEA antigeenidel on erinevimmunogeensus
* MAGEA10 on parem antigeen kui A4

* Toetab eelnevaid toid, et
* MAGEA10 on perekonna immunogeenseim liige

* Samas
* On raske toota antikehi kindla MAGEA antigeeni vastu
* Meie anti-MAGEA4/10 olid toodetud E.Coliga

* \V6ib-olla oli vastus hoopis mdne teise vastu?
* Perekonnas 11 antigeeni, 50% sarnasus valkude vahel



Jareldusi...

* || staadiumi patsientidel kdige parem immuunvastus
* Levinud stigavale dermasse

e (Esmane) kontakt limfisdlmega
* Esmakordsel antigeeniga kokkupuutel autoantikehade teke kasvajakoe vastu

Kirjandusest...

* Immuunsisteem on seotud melanoomi kontrollimisega
* Primaarse melanoomi regressioon on voimalik
* Metastaaside regressiooni ei toimu
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2017 aastal patsientide seisund

* 2 aasta jooksul on 17st patsiendist
* 1 surnud
* 1 melanoom edasi arenenud
* 15-| progressiooni pole toimunud



VOoimalused saadud andmete baasil...

* Immunoteraapiasse kaasatavate Standard ~ Liquid
patsientide valimine Biopsy ¢ Biopsy

* Uute immunoteraapiate

. . . ol
efektiivsuse hindamine |
- . VS.
* Ipilimumab ravi puhul MAGEA tas l
naitab ravi efektiivsust )
Time-Intensive Procedure Quick
Localized Sampling of Tissue Comprehensive Tissue Profile
. Not Easily Obtained Easily Obtained

s MAGEA antikehade Some Pain/Risk Minimal Pain/Risk

Invasive Minimally Invasive

detektsioon, kui

* Haiguse staatuse hindamine
* ‘Liquid biopsy’ ?



Disease monitoring

Biomarkers
@

Tumor size

o

Prognosis

Low risk
High risk K ]

Urine !
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Treatment

Apoptotic Treatment
cells
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Edasine suund nr 1: EV

Secreting
Cell

* Samad patsiendid, uus biomarker = b Microvesicies
seerumi ekstratsellulaarsed vesiiklid v@ =
 Mida need sisaldavad? i
* Kas leiame MAGEA-sid eksosoomides?
* Eri staadiumid = erinev hulk?
* Eri staadium = erinev sisu?

* Jne... ¢

* 4 (5) melanoomi staadiumit, 2
erinevat puhastust, mitu erinevat
metoodikat

Exosomes




Edasine suund nr 2: Hybrifree anti-MAGE A4, A10

e ‘POOrasime asja ringi’
* Inimese keha toodab
autoantikehi

 Jarelikult on need valgud
melanoomi patsientidel olemas

chAGEN

* Aga mis oleks kui meie
toodaksime ise antikehi
MAGEA valkude vastu?

 Ja kasutaksime neid
diagnostikas? ....v0i isegi ravis?

* Hybrifree meetod antikehade
tootmiseks

STEP 2: Amplification of YH and VL
cDNA from captured cells

STEP 1: Capturing of source cells
expressing antigen specific antibodies

il vL

20000

STEP 3: Construction of VH-VL ‘j STEP 4: Determination of proper

combinatory library in mammalian VH-VL combinations using mammalian

expression vecior screen
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Tanan kuulamast ja kandke paikesekreemi!
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