UNIVERSITATEA DE MEDICINA SI FARMACIE

»CAROL DAVILA”, BUCURESTI
SCOALA DOCTORALA
DOMENIUL MEDICINA

Tehnici moderne de investigare ale melanomului

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Conducator de doctorat:
PROF. UNIV. DR. COSTACHE MARIANA
Student-doctorand:
ALI LEILA

2020



CUPRINS

Lista lucrarilor stiintifice publiCate .............cooiiiiiiiiiiicc e i
Lista de abrevieri $1 SIMDOIULT .....c..eeiiiiiiiiieiie e \Y;
INEFOTUCETE ...ttt sttt b et s e bt e bt e b e e bt e nbe et e e st e nte e e eres 1
L PARTEA GENERALA ......cooooiiiiiniineie ettt 7
1. Melanomul. Consideratii Zenerale. ..........c.cooveiiiiieiiiiiiiein e 8
IO O o o (=T 0] (oo =SSP OSPRRR 8
I = o] [0 To T PP RRPRSPRSRS 8
1.3. Fiziopatologia melanomulUi...........cccoooiiiiiiiiiii e 10
1.4. Histogeneza MelanomUIUI ..........cccuoiiiieiieie e 12
1.5. Tipuri histopatologice de Melanom .............cocv i 18
1.6. Diagnosticul leziunilor MelanoCitare...........cccoouveiieiie e 19
1.7. Prognostic $i StAAIAHZAIE ..........cviiiieieii e 26
1.8. Tratamentul TN MEIANOM........ciiiiieiee e 29
2. Tehnici moderne de investigare ale melanomului..........c.cccooeiiieiieie i, 33
2.1. Diagnostic imUuNONISTOCNIMIC ..........oiiiiiie e 33
2.2. DIiagnoStiC MOIECUIAT ..........oiiiiiee e 36
2.3. Hibridizare genomica COMPATAtIVA........ccuueirvreriiiesiiieesiieessiiesssiressieeesseessseessseeesseens 41
2.4, Hibridizare in Situ TN fIUOTESCENLA .....c.coviiviiiiiiieiierie e 42
2.5. Markeri moleculari de PrognoStiC .......cceieeiierieiieieeie e e 44
2.6. ANaliza digitald.........c.ooiiiiiiieiie e 47
2.7. MICrOMALIICE TISUIAIE ... 49
3. Directii actuale de cercetare stiintifica In domeniul melanomului..........c.ccoevviiiiiiennns 54
II. PARTEA SPECIALA. CONTRIBUTII PERSONALE ......oooiiiiiiiieeeeeee 55

4. Studiul 1: Avantajele metodelor digitale n raportarea factorilor de histoprognostic in
0] =T a0 SRR 56

4.1. Studiul 1.1. Stabilirea acuratetei si preciziei masuratorilor in format digital in evaluarea

MEIANOMUIUT ...t e et be et sneesreeneennes 57
Ot T [ (T [ = ¢SSO 57
4.1.2. Material $1 METOAE .......ccviviiiiiieie e 57
4.1.3. REZUIALE ... bbbttt bbbt bttt 59
4.1.4. Discutil StUTUL L. 1. ..oeoiiiee s 62



4.2. Studiul 1.2. Analizarea avantajului metodelor digitale in raportarea factorilor de

histoprognostic prin evaluarea digitald a profunzimii invaziei n melanom utilizand diferiti

markeri IHC si aprecierea utilitatii ClINICE .......cvvevvveiiieiiiiiiieiecre e 65
4.2. 1. INTTOUUCEIE ..ot s 65
4.2.2. Material ST METOAA. ......ccouoviiiirieie e 65
4.2.3. REZUITALE ...t 77
4.2.4. Discutil StUATUL 1.2, .ooiiiiiieii e 79
4.3. COoNCIUZIT STUTTUT L. s 81

5. Studiul 2: Evaluarea profilului THC si investigarea statusului mutational in melanoamele
primare versus melanoamele MetastatiCe. ..........ccccvvveeriereciesie e 83

5.1. Studiul 2.1. Abordarea analizei IHC 1n cazul unor localizari rare ale melanomului.... 83

5.1, INMrOTUCETE......c.eiiiiiice e 83
5.1.2. Material $1 MELOAA .........ooeiiiiiiiiieiieie e 84
5.1.3. REZUMALE ... 86
5.1.4. Discutil StUdIUL 2.1 ....oiiiiiiiiiiei 106
5.2. Studiul 2.2. Investigarea statusului mutational in melanoamele metastatice coroborat cu
PIOTHUL THC ..ot 115
5.2.1. INEFOTUCETE......cuiiiiict s 115
5.2.2. Material $1 MEtOda .........ccouiiiiiiiiiiiiic i 115
5.2.3. REZUMALE ... 117
5.2.4. Discutii StUATUL 2.2.....ccuiiiiiiiiiece e 124
5.3. CONCIUZIT STUATUL 2. 127
6. Studiul 3: Analiza FISH cu 4 sonde folosind tehnica TMA 1n studiul comparativ
melanoame Vversus NEeVI NEVOCEIUIANT ............coviiiiiiciiiiec e 129
6.1. Material $1 MEtOAA ..........ocviiiiiiiiii s 130
8.2, REZUIALE ... s 135
B0.3. DISCULIL .vveuretet ettt bbbttt n bbb 168
6.4. ConCIUZIT STUTIUL 3. 172
7. Concluzii i contributii Personale..........ccocvviiiiiiiiiiinii 174
7.1. Concluzii rezultate din obiectivele de cercetare i perspective .........ocoverererereeeenns 174
7.2. Evidentierea contribUfiilor PrOPIil......ccceivieiieeriiiiiesii e 178
=] 1o] [ToTo =1 =SSP 180
AANBXE ..ot 210



. PARTEA GENERALA

Melanomul. Consideratii generale.

Epidemiologie si etiologie

Incidenta: datele referitoare la incidenta melanomului atestd o dublare a incidentei
acestuia la fiecare decadi. In Romania, in ultimii 25 de ani, incidenta bolii a crescut de la
1,2 la 4,6 cazuri la 100.000 de locuitori/an, iar intre anii 2007-2012, incidenta melanomului
a inregistrat o crestere cu 0,5% la 100.000 [1]. Global, cifrele depind de factorii de mediu si
de caracterele populatiei, cea mai mare incidenta Tnregistrandu-se in regiuni foarte insorite.

In ceea ce priveste etiologia melanomului cauza exactd nu este cunoscutd. Cel mai
probabil este vorba de o asociere de factori. Sunt incriminate atat cauze legate de mediu cat
si factori genetici. Factorii epidemiologici predispozanti dupa Gandini sunt [2]: antecedente
heredocolaterale de melanom; antecedente personale de melanom; pielea deschisa la culoare,
par blond sau roscat, numeroase efelide; expunerea intensd la razele UV in antecedente;
femei de >50 de ani cu antecedente de cancer de san chimiotratat; imunitate redusa.

Histogeneza melanomului

Aparitia si dezvoltarea leziunilor melanocitare maligne este un subiect de interes ce a
generat numeroase teorii. Cele mai populare sunt: teoria bifazica, modelul liniar clasic,
modelul celulelor stem canceroase, model de interconversie si transformarea nev - melanom
primar.

Teoria bifazica: acesta teorie a fost postulatd in 1984 de Clark si colaboratori si sustine
dezvoltarea melanoamelor in doud faze de crestere [3]:0 prima faza de cresterea radiala si o
a doua faza, de crestere verticala.

Modelul celulelor stem canceroase: acest model propune existenta unei subpopulatii
care poseda anumite caracteristici de celule stem somatice, capabila sa prolifereze si sa dea
nastere unor celule fiice diferentiate ce vor forma masa tumorald, permitdnd astfel
mentinerea cresterii tumorale.

Model de interconversie: un alt model, numit model de interconversie, propune teoria
conform careia heterogenitatea tumorala rezulta din exprimarea sau re-exprimarea anumitor
gene ca raspuns la stimuli din micro-mediu.

Transformarea nev - melanom primar: trecerea de la un nev comun la un nev displazic
- desi rara - este plauzibila si se caracterizeaza prin expansiunea clonala, reducerea apoptozei

si scaderea nivelului de senescentd al melanocitelor.



Tipuri histopatologice de melanom

Conform clasificariit OMS editia 2018, sunt definite 9 clase histopatologice de
melanom [5].

Diagnosticul leziunilor melanocitare

Diagnosticul leziunilor melanocitare este un proces complex ce utilizeazd metode
clinice (anamneza, examen clinic general, dermatoscopie etc.), metode histopatologice,
metode genetice si de biologie moleculara.

Diagnosticul clinic: diagnosticul leziunilor melanocitare are la baza aspectul clinic al
acestora, la care se adauga localizarea, genul, varsta pacientului si evolutia leziunii.

Diagnostic histopatologic: examenul histopatologic permite afirmarea naturii
melanocitare a tumorii, a caracterelor de malignitate precum si evaluarea indicilor de
prognostic.

Criterii histopatologice: melanoamele sunt caracterizate printr-o proliferare intra-
epidermala dezordonata, in care melanocitele isi pierd dispunerea in cuiburi, sunt distribuite
difuz, uneori inlocuind keratinocitele prin crestere confluentd sau ascensiune (individuald
sau grupati). In melanoame, cuiburi de melanocite pot fi regasite de-a lungul stratului bazal,
dar acestea sunt de obicei variabile ca marime, fiind distribuite neregulat. Componenta
dermica a melanomului poate prezenta o tendintd redusa de maturizare. Activitatea mitotica
este variabila, dar atunci cand existd mitoze, mai ales in portiunea profunda, trebuie luat in
considerare un melanom.

Prognostic si stadializare

Prognostic: aproximativ 90% dintre melanoame sunt diagnosticate in stadii non-
metastatice. Supravietuirea la 10 ani in cazul acestora este de 75-80% si cel mai important
factor prognostic este reprezentat de grosimea tumorala maxima — indicele Breslow.

Stadializarea melanomului se realizeaza conform AJCC [7]. Pentru realizarea unei
stadializari cat mai corecte trebuie sa se apeleze la o serie de investigatii paraclinice, intr-0
ordine bine stabilita.

Tratamentul in melanom

Tratamentul leziunilor melanocitare este unul complex, ce implica metode
chirurgicale, oncologice si terapii biologice personalizate. La aceasta se adauga radioterapia,
terapiile adjuvante si terapia sistemica in cazul bolii metastatice. Excizia chirurgicald este

tratamentul de electie in terapia melanomului.



Tehnici moderne de investigare ale melanomului

Diagnostic imunohistochimic

Imunohistochimia (IHC) este o metodd bazatd pe detectarea imuno-enzimaticd a
antigenelor celulare dintr-un tesut utilizand anticorpi specifici, reprezentand o tehnica
utilizatd pe scara largd in laboratorul de Anatomie Patologicd. IHC este principalul
instrument adjuvant ce distinge melanoamele de alte formatiuni tumorale. Astfel, pe langa
markerii traditionali folositi in diagnosticul melanoamelor (MART-1, HMB 45, S 100), in
prezent se adauga markeri de tipul p16; SOX-10, PRAME, p75 si tirozinaza [8].

Diagnostic molecular

Mutatiile ce intra in tumorigeneza melanomului au fost studiate stabilindu-se o serie
de gene mutante. Prezenta acestora creste riscul de dezvoltare al melanoamelor. Dintre
acestea, in prezenta teza, interesul s-a axat in special pe cele identificabile prin tehnici de
IHC.

CDKNZ2A este una dintre cele mai importante gene de susceptibilitate pentru
melanom, iar mutatiile ei sunt prezente intr-o mare parte din melanoamele familiale[9].
Poate fi transcrisa diferit codificand doud proteine, P16INK4a si P14ARF, care actioneaza
ca supresoare tumorale, regland negativ progresia ciclului celular si intervenind pe cdile
retinoblastomului si respectiv p53.

Numarul de gene mutante identificate in melanoame este crescut, iar dintre acestea se
remarcd EGFR, PTEN si probabil cea mai spectaculoasa BRAF — mutatie fructificata in
tratamentul cu anticorpi monoclonali de tipul Vemurafenib si Dabrafenib. Concordanta intre
pozitivitatea IHC la proteina rezultatd din translatia genei mutante BRAFV®%E i examenul
PCR atinge in prezent 98% - 99% [10].

Asociat mutatiilor mentionate, proliferarile melanocitare maligne sunt caracterizate
prin cresteri ale numarului de copii ale unor locusuri genice, amplificari dar si castiguri
cromozomiale. Aceste aspecte au permis utilizarea tehnicilor de tip FISH pentru a pune in
evidenta pierderi si castiguri de gene. Recent, un test multicolor FISH cu patru sonde s-a
dovedit a avea o sensibilitate de 86,7% si respectiv specificitate de 95,4% 1in leziunile
melanocitare [11].

Hibridizare in situ in fluorescenti

Tehnica hibridizarii in situ in fluorescentd (FISH) permite detectarea si localizarea
secventelor specifice acidului nucleic, direct pe preparate cromozomiale, suspensii celulare

sau sectiuni din tesut inclus la parafina [12]. Tehnic consta in utilizarea unor secvente mici



de ADN monocatenar, denumite sonde, marcate anterior direct sau indirect cu molecule
fluorescente (fluorocromi). La final, rezultatele sunt analizate cu ajutorul unui microscop in
lumina din spectrul ultraviolet.

Markeri moleculari de prognostic

Existd numeroase studii care au incercat sa identifice markeri IHC legati de progresia
tumorii Tn melanom [13]. S-a dovedit ca evaluarea indicelui de proliferare ki67 in
melanoamele cu grosime mica (Breslow < 1 mm) apreciaza cel mai eficient evolutia tumorii
[15,16]. Alti markeri de prognostic propusi au fost: factorul de transcriere MITF in
melanoamele cu grosime intermediara (1 pana la 4 mm), sau seturi cu mai multi markeri care
contin proteine ale ciclului celular (BCL6, ki67, pl6INK4a si p27XP1), respectiv molecule
implicate in oncogeneza melanomului (ATF2, p21, B-catenina, BCL-2si fibronectina). Odata
cu dezvoltarea si aplicarea sondei multicolore RREB1, MYB, CCNDI, s-a descris, faptul ca
un rezultat FISH pozitiv se coreleaza cu un risc crescut de metastazare sau deces din cauza
melanomului [16].

Analiza digitala

Evaluarea factorilor de prognostic si implicit a grosimii maxime (Breslow) este

Analiza digitala computerizata are rolul de obiectivare in sens calitativ si cantitativ a
unor parametri histomorfologici ce pot fi supusi unor erori. Lamele virtuale reprezintad
procesul de digitalizare al lamelor histopatologice (Figura 1si Figura 2). Ele se prezinta ca
imagini stocate intr-o structura multi-rezolutie de tip piramidal. Fisierele contin mai multe
versiuni ale imaginii originale in marire optica descrescatoare, iar examinarea acestora se

realizeaza utilizand un soft de vizualizare.

Figura 1Melanom nodular. Lama virtuald Figura 2 Melanom nodular, Exemplificare a folosirii
scanatd integral, imunomarcaj Melan A instrumentului “distante” pe o lama scanata integral,
HE, 10x

Micromatrici tisulare
Micromatricile tisulare (TMA) au devenit inca de la prima descriere de catre Wan et al.

in 1987 un instrument standard in cercetarea pe tesuturi parafinate [17].



De la prima descriere si pand la momentul actual metoda TMA de 1naltd densitate a
devenit un instrument standard in laboratorul de cercetare pentru identificarea si validarea

bio-markerilor de diagnostic si prognostic pentru o varietate de maladii.

I1. PARTEA SPECIALA. CONTRIBUTII PERSONALE

Studiul 1: Avantajele metodelor digitale in raportarea factorilor de

histoprognostic in melanom

Ipoteza de lucru si obiective

In prezent 70% din leziunile invazive se prezinta ca tumori in stadiul T1 [18]. Acest fapt,
impreuna cu noile definitii ale categoriilor T1a si Tip din ,,Manualului de stadializare al
cancerului — AJCC editia 2018, aduc necesitatea de precizie crescutd in masurarea grosimii
tumorale Breslow [19]. In scopul comparirii avantajelor metodelor digitale Tn raportarea
factorilor de histoprognostic in melanom am proiectat un studiu in doua parti. Scopul acestui
studiu a fost de a compara rezultatele obtinute si raportate prin masuratori digitale efectuate
pe imagini histopatologice scanate in intregime cu marcaje diferite: Hematoxilind-Eozina
(HE), respectiv Melan A si Sox10, intr-un esantion de 105 melanoame cutanate primare si
nregistrarea diferentelor semnificative statistic.

Studiul 1.1 a fost conceput pentru a stabili acuratetea si precizia masuratorilor fata de un
standard cunoscut). Ulterior am procedat la analiza comparativa a tehnicii digitale n
masurarea indicelui Breslow pentru lame colorate cu HE, respectiv lame cu imunomarcaj
pentru Melan A si Sox10, aceasta reprezentand Studiul 1.2.

Studiul 1.1. Stabilirea acuratetei si preciziei masuritorilor in format digital in

evaluarea melanomului

Material si metoda

Ca model de referintd am utilizat o lama standard folosita in calibrarea spatiala a
scanerelor pentru microscoapele motorizate - lama model A2A-Tx, producator Leica. Apoi,
s-a procedat la efectuarea unor masuratori seriate folosind softurile de analiza digitald uzuale
(DIH si AperiolmageScope) pentru a stabili acuratetea si preciza a masuratorilor.

Rezultate

Valorile medii masurate au fost 1,002753 mm si 1,0042413 mm cu intervale maxim si
minim de 0,9981-1,009 mm si respectiv de 0,9981-1,00888 mm (Figura 3).

In ceea ce priveste acuratetea masuritorilor a rezultat o medie a erorii procentuale de
0,275% pentru DIH, iar pentru AperiolmageScope de 0,425%. Acuratetea medie a
masuratorilor a fost de 99,725% pentru DIH si respectiv 99,576% pentru
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AperiolmageScope. Precizia masuratorilor a fost de 1,0027+£0,003 mm pentru DIH si
respectiv 1,004+0,0031pentru AperiolmageScope.
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1.009
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1.000

0.998 0.998 0.998
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Figura 3 Distributia intervalelor de valori ale masuratorilor efectuate pe lama de
calibrare cu mira standard utilizand cele doua softuri: DIH si AperiolmageScope.

Studiul 1.2. Analizarea avantajului metodelor digitale Tn raportarea factorilor de
histoprognostic prin evaluarea digitala a profunzimii invaziei in melanom
utilizind diferiti markeri IHC si aprecierea utilititii clinice

In ipoteza de studiu am urmdrit analiza diferentelor statistice intre masuritorile
efectuate digital in cazul melanoamelor in functie de imunomarcajul utilizat: Melan A
(marker cu expresie citoplasmatica) comparativ cu SOX10 (imunomarcaj specific, de tip
nuclear).

Material si Metoda

Lotul a fost reprezentat de 105 cazuri de melanoame cutanate. Lamele HE au fost
revizuite de doi medici anatomopatologi. S-au realizat 2 sectiuni suplimentare pentru fiecare
caz, ce au fost marcate apoi cu Melan A si Sox10. Lamele rezultate au urmat un proces de
digitalizare. S-au efectuat masuratori digitale, reprezentand cuantificarea distantei maxime
ntre stratul granulos al epidermului si cel mai profund punct al invaziei tumorale.

Rezultate:

Caracteristicile demografice ale cohortei: 47,6% dintre pacienti au fost femei si 52,4%
barbati. Intervalul de varsta al lotului studiat fost cuprins intre 8 si 83 de ani, cu o medie de
varsta de 68,9 ani. Cel mai frecvent subtip histopatologic a fost melanomul nodular (45%),
asociat caruia au fost incluse melanoame dificil de masurat, cum ar melanoame extensive in

suprafatd cu noduli de crestere pe verticala (35%), melanoame in Situ (19%), melanoame



acrale (1%). Ulceratia a fost prezenta in 48% dintre tumori, iar inflamatia de tip “’brisk” in
62% dintre acestea.

Masuratorilor digitale au pus in evidenta :
1) Grosimea medie a tumorii a fost: 3,3037 mm pentru masuratorile efectuate pe lamele
colorate cu HE, 3,3198 mm pentru imunomarcaj cu Melan A si respectiv 3,2775 mm pentru
Sox10.
if) Distributia pentru stadializarea T. Categoria T1 este cea mai sensibild, avand in vedere ca
pragul este sub 1 mm.
iii)Tn 80% din cazuri, valorile indicelui Breslow pe coloratia HE, versus Melan A, versus
Sox 10 s-au suprapus.
iv) Valorile indicelui Breslow inregistrate prin masuratori digitale efectuate pe HE
comparativ cu Melan A si Sox 10 nu au aratat variatie in categoriile T3-T4, dar au reclasificat
4,7% cazuri din categoriile T1 si T2.
V) Nu s-au inregistrat diferente semnificative statistic intre grupuri in ceea ce priveste

valorile indicelui Breslow.
Studiul 2: Evaluarea profilului THC si investigarea statusului mutational

Tn melanoamele primare versus melanoamele metastatice.

In aceastd parte a cercetdrii am efectuat investigarea conduitei de orientare IHC n
cazul melanoamelor metastatice si a melanoamelor rare (localizate la nivel digestiv). Tn acest
scop mi-am propus efectuarea a doua studii ce au vizat:

Studiul 2.1: Abordarea investigatiilor IHC 1n cazul unor localizari rare ale
melanomului (la nivelul tractului gastro-intestinal) cu revizuirea testarilor IHC corelate cu
datele clinice, in scopul stabilirii unui algoritm diagnostic.

Studiul 2.2: Analiza procesului de gestionare al tumorilor nediferentiate, cu sediu
primar necunoscut si evaluarea trdsdturilor care disting melanomul de alte leziuni ce
mimeaza histopatologic aceasta morfologie, cu accent pe algoritmii IHC utili in diagnostic
cat si pe testarea mutatiilor Braf, Nras, C-kit precum si pe expresia PD-L1, prin tehnici IHC.

Studiul 2.1. Abordarea analizei IHC in cazul unor localizari rare ale melanomului

Material si Metoda

Am analizat o serie de 12 cazuri, diagnosticate drept melanoame dezvoltate la nivel
digestiv, dintre care 8 fara antecedente cunoscute de melanom cutanat. Au fost reevaluate

caracterele clinico-patologice si IHC aplicand tehnici de microscopie optica si digitala in



procesul de reexaminare. Ulterior s-a efectuat analiza statusului mutational pentru Braf si
Nras precum si testare PD-L1 prin tehnici IHC.

Rezultate

Manifestarile clinice ale pacientilor au fost relativ comune pentru simptomatologie
digestiva. In seria de cazuri analizati doar patru pacienti au afirmat antecedente patologice
persoanele de melanom. Vérsta medie a fost de 63 ani, cu o distributie egala pe genuri.
Proliferarile tumorale au fost in medie de 2 cm dimetru. Cea mai frecventa localizare a fost
la nivelul canal anal (41,6%) (Figura 4 si Figura 5), urmata de intestinului subtire (33%)
(Figura si Figura ), doua cazuri cu localizare colo-rectald (16%) si un caz la nivelul
apendicelui. Macroscopic leziunile pot imbraca diferite forme: noduli pigmentati,
excrescente ale mucoasei cu centrul ulcerat (majoritatea nepigmentate) sau mase tumorale
cu grade variabile de necroza si pigmentare bruna. Microscopic, am observat arhitectura
nodulara (n=12). Majoritatea leziunilor a avut un pattern epitelioid (75%), iar altele (25%)
prezentandu-se ca proliferare mixta, epitelioida si fuziforma. Jumatate din cazuri (58,3%) nu

a prezentat pigment melanic.

S B

Figura 4 Melanom perianal. Masa tumorala Figura 5 Melanom localizat in canalul

nodulara, hiperpigmentata, infiltrativa, HE, 10x anal, HE, 0,5x
Ulceratia (41,7%) si infiltratul inflamator (66,7%) au completat tabloul histopatologic
agravand prognosticul. La testarea IHC acestea exprima markerii caracteristici: MITF, VIM,

HMB 45 si S 100 s-a regasit in toate cazurile, iar pentru Melan A au fost pozitive 91,7% din
TR e R S SR g‘.\:‘“’-f:‘i'uﬁ"’a ) : f‘! "‘ s

b Tl T M5 g‘g e T x

Figura 7 Melanom intestin subtire, expresie MITF, 20x

cazuri.
Am identificat un singur caz Nras pozitiv, respectiv 3 cazuri Braf pozitive, in timp ce

mutatia C-kit a fost exprimata in 4 cazuri. Mutatia Braf a fost prezenta in 3 cazuri din cele 4
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considerate metastatice. Frecventa crescutd a mutatiei Braf in cadrul melanoamelor cutanate
primare poate fi folositd drept criteriu de orientare in stabilirea sediului primar in situatia
unei prezentari a leziunii la nivelul mucoaselor.

Studiul 2.2. Investigarea statusului mutational Tn melanoamele metastatice

coroborat cu profilul IHC

Melanomul este considerat o tumora malignd agresiva CU pierderea frecventa a
markerilor de diferentiere si tindnd cont de faptul ca tumorile cu sediu primar necunoscut
reprezinta pana la 5% din toate cazurile de cancer, o decizie diagnosticd exacta este cruciala.
Tn cadrul acestui studiu am urmirit procesului de gestionare al tumorilor nediferentiate cu
sediu primar necunoscut si evaluarea trasaturilor esentiale pentru un diagnostic diferential
cu accent pe algoritmii IHC utili in diagnostic si tratament.

Material si Metoda

Am selectat 50 de cazuri de tumori maligne nediferentiate diagnosticate ca melanoame
dupa efectuarea de teste IHC. Am analizat algoritmii testdrii IHC si modul in care aceasta
tehnicd devine un instrument necesar In diagnosticarea proliferarilor maligne slab
diferentiate, pentru cazurile selectate.

Rezultate

Majoritatea pacientilor a fost reprezentata de femei (60%), cu un raport M/F = 0,54.
In ceea ce priveste localizarea procesului neoplazic s-au identificat: 4 cazuri cu localizare in
regiunea mamara, 3 la nivel cerebral, 11 tumori situate pulmonar, 1 tumora intestinala, 1 caz
cu tumora situata la nivelul sinusului maxilar, 4 tumori la nivelul membrelor inferioare, 18
metastaze ganglionare si 8 tumori intradermice.

Examinarea morfologicd a tumorilor in coloratie HE a aratat urmédtoarele: in 46 de
cazuri tumorile au prezentat proliferari celulare slab diferentiate, fara arhitectura specifica
caracteristica, frecvent compuse din grupuri de celule epitelioide atipice sau, mult mai rar,
proliferdri mixte de celule fuziforme si celule epiteloide (n=3), cu arii de necroza, frecvente
mitoze atipice si corpi apoptotici. Indicele mitotic si valoarea crescuta pentru ki67 pun in
evidenta o stratificare pe grupe, 1/5 cazuri comportand un ki67 >25%, cu indice mitotic
crescut ce corespund unei minoritatii masculine din lotul examinat. Majoritatea cazurilor din
lot (n=18) se situeaza in intervalul valoric 5-10% pentru indicele de proliferare ki67, fapt ce
demonstreaza mai degraba o expansiune tumorala moderata.

S-au evidentiat patru cazuri de melanom cu aspecte histopatologice particulare:
proliferare tumorala cu prezenta de celule in ,,inel cu pecete”, structuri tubulare, pigmentare

sau secretie de mucus.



Tn lotul examinat a fost aplicat algoritmul Fan Lin pentru 47 cazuri, folosind pentru
primul setul de patru anticorpi: AE1/AE3; S 100; Vimentind; CD45/LCA, iar pentru cel de-
al doilea: Melan A, HMB 45, MITF. Pentru cele 3 cazuri cu caracteristici morfologice
sugestive pentru o origine carcinomatoasi a fost aplicat algoritmul Torino [21]. Tntr-un
singur caz (ganglion inghinal) markerii IHC testati s-au dovedit negativi exceptand
Vimentina si S 100. Dupa excluderea unei erori preanalitice, cazul a fost confirmat ca
melanom prin teste de biologie moleculard unde s-a detectat mutatia Braf V60°E,

Pentru cele 3 cazuri analizate prin aplicarea algoritmului de la Torino [21], prima serie
de anticorpi a constat in CK7/CK20 (ambii negativi), iar ulterior s-a efectuat testarea pentru
PSA, Vimentina si Melan A, conform algoritmului. PSA s-a dovedit negativa. Vimentina si
Melan A au fost difuz pozitive, confirmand originea melanocitara cu morfologie disuasiva.

Testarea Braf pozitiva a reprezentat 32% din lot, majoritar reprezentat de pacienti
tineri, cu potential de a raspunde la terapia adjuvanta. Am putut evalua expresia PD-L1 intr-

un numar de 40 de cazuri din 48 analizabile, cu expresie intre 5 si 10% din celulele analizate.

Studiul 3: Analiza FISH cu 4 sonde folosind tehnica TMA 1n studiul

comparativ melanoame versus nevi nevocelulari

In ipoteza de lucru am luat in considerare studiul modificarilor genetice, exprimate
prin IHC, corelate cu tehnici moderne de citogenetica utilizand analiza FISH cu 4 sonde, in
melanoamele in situ si in cele nodulare. Identificarea unor castiguri sau amplificari genice,
corelate cu modificari ale expresiei imunofenotipice ale proteinelor oncoreglatoare, putand
fi utila atat ca instrument complementar in diagnosticul diferential nev/melanom dar si
contribui la subclasificarea tumorala si prognostica. Am stabilit urmatoarele obiective:
1. Revizuirea unei serii de neoplasme melanocitare, incluzand melanoame de tip nodular si
in situ comparativ cu nevi nevocelulari in functie de caracteristicile clinico-patologice;
2. Observarea de corelatii statistice in neoplasmele melanocitare benigne versus cele
maligne, prin studierea expresiei proteinelor ciclului celular (ki67, p53, pl6, ciclin D1) si
expresia de gene mutante cum ar fi Braf si Tp53 prin tehnici de IHC;
3. Determinarea sensibilitatii si specificitatii FISH pentru studiul genelor reebl (6p25), cen6
(centromere 6), myb (6q23) si ccndl (11q13) in diagnosticul diferential al neoplasmelor
melanocitare benigne si maligne utilizdnd sisteme de evaluare specifice metodei FISH cu
patru sonde Vysis-Abott;

4. Corelarea profilului IHC cu anomaliile genetice observate prin tehnici de hibridizare.
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Material si metoda

Au fost selectate un numar 24 cazuri: 18 melanoame si 6 nevi nevocelulari considerati
ca lot de referinta. Acestea au fost esantionate pentru constructia de blocuri TMA cu 12
cazuri/bloc. S-au efectuat teste IHC (ki-67, CCND1, p16, p53, Braf si PD-L1). Testarea
FISH am efectuat-o folosind setul de sonde in 4 culori Melanoma FISH Probe Kit -
Vysis/Abbott. Sondele au cuprins: RREB1 (6p25), CEN6 (centromer 6, MYB (6q23) si
CCND1 (11g13). Dupa finalizarea procesului tehnic lamele au fost scanate integral si s-a
evaluat manual si automatizat procentul de celule pozitive.

Rezultate

Constatari clinice

Tn cazul melanoamelor, media de varsta a fost de 70 de ani (70,22 ani). Dimensiunile
medii au fost de 20 mm (20,41 mm). Nevii studiati prezintd dimensiuni medii de aproximativ
7 mm (7,16 mm), iar pacientii au varsta medie de 66 ani (66,33 ani). Clasificarea
histopatologica a aratat urmatoarele: 10 melanoame nodulare, 7 melanoame extensive in
suprafata si un melanom acral. Cei 6 nevi au fost de tip compus si intradermici, papilomatosi.

Rezultatele analizei IHC

In lotul analizat majoritatea leziunilor au fost pozitive pentru Melan A (Figura 8),
HMB 45 si S 100. In cazul HMB 45 am constatat modele diferite de imunomarcaj, expresia
HMB 45 s-a pierdut in componenta dermicad a nevilor si a fost pozitiva in componenta
dermica a majoritatii melanoamelor. Majoritatea melanoamelor testate au aratat o pierderea
a expresiei pentru p16 (77%), in schimb, in lotul de nevi expresia p16 a fost pastratd in

totalitate (100%) (Figura 9).

v
4
i

I
Figura 6 Marcaj Melan A, bloc TMA 1, 5x Figura 7 Bloc TMAI,marcaj p16 in 2 esatioane de nevi, 2,5x
Am analizat perechi de contingenta pentru nev si melanom cu fiecare parametru IHC
studiat precum si pentru asocierea intre pozitivitatea pentru markerii mutationali si rezultatul

analizei FISH.
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Din calculul statistic pentru gradul de asociere intre diagnostic (nev; melanom) si
nivelul ki67, rezulta cd pentru lotul studiat, ki67 este mai mare sau egal cu 10% pentru
melanoame iar pentru nevi mai mic sau egal cu 1%.

Supraexpresia si mutatia CiclinD1 apare mai frecvent in melanom (77%) (Figura 10).

Exista asociere semnificativa statistic intre expresia Braf si grupa de diagnostic astfel:
Braf negativ in cazul nevilor, iar in cazul melanoamelor 8 cazuri pozitive (44%) (Figura 11).

Mutatia p53, se regaseste in cazul a doud melanoame, restul lotului fiind de tip ,,wild-
type”.

Exista 0 corelatie statistic semnificativa intre expresia pl6 si diagnosticul
histopatologic al leziunilor, p16 fiind pozitiv n cazul nevilor si negativ in cazul majoritatii

melanoamelor.

Legends E
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Grup cazuri negative Grup cazuri pozitive rup cazari 1
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gacive Gru
R Expresia IHC Braf
Expresie CiclinD1

Figura 9 Analiza corelatiei intre diagnostic si Figura 8 Expr_esia Brfsznfunc,tie de
expresia CiclinD1 diagnostic

Rezultatele investigatiilor FISH

Numaratoarea semnalelor FISH am efectuat-0 pe 30 de nuclei/caz, folosind evaluarea
automata conform celor 3 metode. FISH a putut fi evaluat in 23 din cele 24 cazuri (18
melanoame si 6 nevi) (Figura 12). Un singur caz a fost non-analizabil (posibil datorita unui
tratament de decalcifiere).

Tn cazul melanoamelor evaluate prin cele 3 metode a rezultat: 11 pozitive si 6
negative. Un caz s-a calificat ca pozitiv la aplicarea criteriilor de evaluare din setul 1 si
setul 2, dar pentru setul 3 a avut rezultat negativ. Numarul de criterii indeplinite a variat de
la 1 pana la 4 (intr-un singur caz). Analiza statistica a aratat ca factorii histoprognostici
sunt independenti de numarul de mutatii, iar asocierea intre varsta, dimensiunea tumorii si
rezultatul analizei FISH este fara semnificatie statistica. Rezultatele statistic semnificative
au fost, dupa cum urmeaza:

Analiza de corelatii intre grupul diagnostic, expresia ki67 si prezenta mutatiei Braf

Din cele 18 cazuri de melanom, in 8 cazuri s-a intalnit mutatia Braf, iar in celelale 10

cazuri mutatia fiind absenta, iar nevii analizati, au fost toti negativi Braf.
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Figura 10 Rezultate analizei FISH cu amplificari de semnal corelat cu diagnosticul histopatologic

Comparand mediile valorilor ki67 a rezultat ca in melanoamele pozitive la mutatia
Braf media expresiei imunohistochimice a proteinei ki67 este mai mica (16,87%)
comparativ cu melanoamele negative la testarea Braf (24,5%).

Testul ANOVA arata cd asocierea studiata este semnificativa statistic cu o valoare p
< 0,05 (p=0,0001), pentru asocierea intre ki67 si grupa de diagnostic, similar datelor
prezentate mai sus, Insa fara asociere statistic semnificativa pentru asocierea cu prezenta
mutatiei Braf si ki67 crescut.

Analiza de corelatii intre grupul diagnostic, expresia ki67 si prezenta mutatiei Tp53
releva: Din cele 18 cazuri de melanom in 2 cazuri s-a intalnit mutatia Tp53 prin testare
IHC a expresiei proteinei p53, iar nevii analizati, au fost toti negativi. Comparand mediile
valorilor ki67 a rezultat ¢ in cele doua cazuri Tp53 pozitive, expresia ki67 a fost crescuta.

Astfel, media valorilor ki67 in cazurile de melanom pozitive la mutatia Tp53 a fost
27,5%, iar in cele 16 cazuri negative a fost mai redusa, cu o valoare de 20,3%.

S-a efectuat testul ANOVA si valoarea rezultata a fost p < 0,0001, rezultdnd o
diferenta semnificativa statistic intre grupuri.

Analiza de corelatii intre grupul diagnostic, expresia p16 si prezenta mutatiei Tp53:
ambele cazuri de melanom pozitive p53 au fost negative pentru expresia pl16. Toti nevii au
fost negativi la p53, respectiv pozitivi p16. In urma calculelor folosind testul Pearson 2
rezulta cd existd o corelatie semnificativa statistic intre parametrii analizati, valoarea lui p
< 0,05. Asocierea este semnificativa intre cazurile de melanom si nev, similar asocierii

dintre ki67 si p53.
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Concluzii si contributii personale
Concluzii rezultate din obiectivele de cercetare si perspective
I.In cadrul primului studiu, de evaluare a masuratorilor digitale in investigarea
melanomului cutanat, am concluzionat ca obiectivele au fost atinse in totalitate si am
demonstrat in cadrul cercetdrilor urmatoarele:

1. Markerii IHC de linie melanocitara studiati (Sox 10 si Melan A) au performante
similare 1n a stabili profunzimea maxima a invaziei tumorale;

2. Metodele digitale utilizate in masurarea parametrilor histopatologici au
reproductibilitate si acuratete crescute;

3. Stadializarea melanoamelor cutanate utilizand tehnici digitale este valoroasa in
stadiile incipiente ale bolii (pT1, pT2);

4. Metodele de analiza digitala sunt eficiente in stabilirea zonei optime de masurare
a datelor de histoprognostic;

5. Verificarea acuratetei si preciziei masuratorilor efectuate In format digital este
necesard la darea 1n uzul clinic al fiecarui echipament, cu repetarea verificarilor la fiecare
reinstalare.

I1.Studiul al doilea de evaluare al profilului IHC al melanoamelor cu localizari
neobisnuite si distinctia lor de metastaze ale melanomului cutanat a avut obiectivele atinse
in totalitate si am evidentiat urmatoarele concluzii:

6. Am pus In evidenta caracterele histomorfologice particulare ale acestei neoplazii
din punct de vedere al profilului histopatologic si IHC;

7. Rolul major al IHC in diagnosticarea leziunilor melanocitare este de a confirma
natura melanociticd a tumorii si de a exclude alte tumori non-melanocitare ce mimeaza
histopatologic si IHC un melanom;

8. Am evidentiat ca stabilirea unui diagnostic de certitudine de melanom primar de
mucoasd depinde de analiza histopatologica, setul de teste IHC, investigatiile aprofundate
de biologie moleculard (NGS/ PCR) si anamneza antecedentelor de boald corelate cu
examenul clinic;

9. Numarul redus de melanoamele primare de mucoasa incluse in studiu arata
suplimentar ca acestea reprezintd o entitate rara, mai frecvent intdlnita la nivelul tubului

digestiv fata de alte tipuri de mucoase;
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10. Am demonstrat ca utilizarea imunomarcajului MITF in revizuirea
algoritmului de lucru Fan Li pentru tumori cu sediul primar necunoscut extinde specificitatea
investigatiilor.

11. Am concluzionat cd examinarea IHC a acestor tipuri de melanoame poate
oferi secundar informatii referitoare la comportamentul biologic al unei leziuni, cu referinta
la expresia genelor mutate: BRAF, NRAS, C-kit si PD-L1 - markeri de agresivitate, respectiv
tinte terapeutice;

12.  Examenul IHC al tumorilor maligne slab diferentiate este un test fiabil si
valoros si este recomandat ca metoda standard de diagnostic, alaturi de corelatiile cu datele
clinice, imagistice si histopatologice. Tn cazul melanomului, tumora trebuie confirmati de
un set de teste IHC, pentru interceptare celor cu morfologie si expresii aberante (asa cum a
rezultat si in cadrul lotului pe care I-am studiat, ce a inclus melanoame cu celule in ,,inel cu
pecete” si melanoame cu formare de tubi”).

[11.Tn cadrul studiulul al treilea de evaluare a specificitatii testelor FISH cu 4 sonde in
diagnostic si de corelare a acestora cu markeri mutationali, obiectivele au fost atinse n
totalitate. Tn prezenta lucrare, in cadrul cercetirilor:

13.  Am utilizat pentru prima oara la nivel national tehnica FISH cu 4 sonde in
diagnosticul leziunilor melanocitare si tot pentru prima oard la nivel national am aplicat
tehnica pe blocuri de parafina TMA.

14.  Am concluzionat ca sensibilitatea si specificitatea FISH cu 4 sonde in
diagnosticul leziunilor maligne melanocitare nodulare si extensive in suprafata este crescuta
si poate fi utilizata in cercetare pe tesut arhivat in blocuri de parafina

15. Prin analiza statisticd am confirmat independenta rolului metodei FISH cu
patru sonde in diagnosticul diferential al leziunilor melanocitare.

16. Am demonstrat cd factorii histoprognostici sunt independenti de tipul
mutatiilor identificabile prin IHC si respectiv de anomaliile citogenetice identificabile prin
tehnica FISH cu patru sonde.

17. In urma analizei statistice am identificat prezenta unei subcategorii de
melanoame in care existd corelatii intre factorii histoprognostici, markerii mutationali
evidentiabili prin tehnici IHC (Ciclin D1, Braf etc) si analiza mutationala utilizand sonde

FISH (REB1 /6p25; MYB /6q23; CCND1 /11q13 si CEP 6 p).
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Evidentierea contributiilor proprii

In cercetirile efectuate am adus o contributie personali, originali, ce se reflecta in:

1. Am demonstrat cd metodele digitale utilizate in masurarea parametrilor histopatologici ai
melanomului au reproductibilitate si acuratete crescute.

2. Am constatat cd markerii IHC de linie melanocitard (Sox10 si Melan A) au performante
similare in a stabili profunzimea maxima a invaziei tumorale.

3. Am evidentiat faptul cd masurarea parametrilor histopatologici ce caracterizeaza
melanomul prin metode digitale este este valoroasa in stadiile incipiente ale bolii (pT1, pT2).
4. Am utilizat pentru prima oara la nivel national tehnici FISH cu 4 sonde in diagnosticul
leziunilor melanocitare maligne si le-am aplicat tot pentru prima oara la nivel national pe
blocuri de parafina TMA.

5. Am identificat un subgrup din lotul studiat candidat pentru o subcategorie in clasificarea
genomica melanomului (p53, Braf pozitiv si ki67>25%).

6. Am concluzionat cd sensibilitatea si specificitatea testarii FISH cu 4 sonde in diagnosticul
melanoamelor extensive in suprafata si al celor nodulare este crescuta si poate fi utilizata in
cercetare pe tesut arhivat Tn parafind si in consecintd, asupra biopsiilor de tip punch cu
material tisular de dimensiuni reduse.

Tn final, doresc sa precizez cid evaluarea tumorilor melanocitare prin microscopie
optica este dificila si reprezintd un subiect de interes in cadrul dermatopatologiei. In acest
domeniu, experienta, expertiza si consensul oferd incd cel mai inalt standard pentru un
diagnostic precis. Pentru imbunatatirea diagnosticului si prognosticului este nevoie de
rafinarea tehnicilor de interpretare a histopatologiei de rutina, prin tehnici de microscopie
digitala si de analiza a imaginilor histopatologice de pe lamele scanate. In acest mod se pot
populariza si anticipa investigatiile histopatologice asistate de calculator. Dezvoltarea si
perfectionarea tehnicilor aditionale de diagnostic cum ar fi FISH, CGH, vor integra si vor
completa in mod semnificativ aceasta tendinta.

Startul medicinii la distanta intr-o lume tot mai izolata a inceput si in domeniul
anatomiei patologice. Avantajele si supravietuirea acestor tehnici depinde insa in primul
rand de consideratii practice si economice, ce nu pot fi de ldsate in seama unui cercetdtor

izolat sau a unui singur individ aflat in cumpana diagnosticului.

_ =
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