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Introducere

Melanoamele cutanate reprezintd aproximativ 4% dintre toate tipurile de cancer de
piele. Cu toate acestea, morbiditatea si mortalitatea asociate melanoamelor cutanate, mai ales in
cazurile local avansate, depisesc toate celelalte tumori de piele [1]. Tn acest context, cea mai
crescutd ratd de mortalitate este inregistrata in randul pacientilor cu melanoame profund
invazive, diagnosticate in stadiile pT3 si pT4 conform ghidurilor emise de American Joint
Committee on Cancer (AJCC) [2, 3]. Totusi, chiar si aceste subgrupuri de pacienti prezinta
adeseori evolutii greu predictibile. Din aceste motive, este justificata cercetarea amanuntita a
factorilor de prognostic, pentru a imbunatati identificarea pacientilor cu risc Tnalt de progresie a
bolii, astfel incat acestia sa beneficieze de cele mai bune optiuni de monitorizare si tratament.

Factorii de prognostic pentru melanoame cutanate pot fi impartiti in clinici,
histopatologici si imunohistochimici, dar valoarea lor predictiva este uneori incertd, mai ales in
cazul melanoamelor stadializate pT3 sau pT4. Dintre factorii clinici, amintim genul si varsta
pacientilor, precum si localizarea tumorii primare. In ceea ce priveste primele doua
caracteristici, anumite studii au demonstrat ca genul masculin si varsta inaintata la momentul
diagnosticului sunt factori de prognostic nefavorabil [4, 5, 6], dar exista, de asemenea si cercetari
care infirma aceste asocieri [7, 8]. In mod similar, localizarea tumorii primare este un parametru
cu valoare prognostica discutabild, in sensul cd, in functie de autor, localizarea la nivelul nivelul
tegumentului acral ct si la nivelul capului si al gatului a fost asociatd cu un prognostic negativ
[6, 9], existand si studii care infirma valoarea predictiva a localizarii tumorii primare [10].

Factorii histopatologici considerati a avea valoare prognosticd conform AJCC sunt:
tipul histopatologic de melanom, ulceratia epidermului, profunzimea invaziei masuratd in
milimetri (indicele Breslow), nivelul de invazie Clark, numirul de mitoze/mm?, prezenta
microsatelitilor tumorali, a invaziei limfo-vasculare si perineurale, tipul de infiltrat inflamator
asociat tumorii si starea marginilor de rezectie [2]. Cu toste acestea, melanoamele profund
invazive prezintd frecvent evolutii impredictibile, astfel incit valoarea prognostica a factorilor
amintiti anterior poate fi semnificativ mai scazuti. In acest sens, mentionam n primul rand
faptul ca in cazul tumorilor diagnosticate in stadiul pT4 valorile indicelui Breslow care depasesc
4 mm continud sa 1si pastreze semnificatia prognostica pana la un anumit prag dincolo de care

anumiti autori au demonstrat cd profunzimea invaziei nu mai influenteaza evolutia pacientilor



[11, 12, 13]. In privinta acestei valori prag, raportarile variaza in functie de studiu, indicele
Breslow pierzand semnificatia prognostica cand depdseste 10 mm sau 15 mm [14, 15].

In afara de indicele Breslow, prezenta sau absenta ulceratiei epidermului este a doua
caracteristica folosita pentru stadializarea tumorii primare conform ghidurilor AJCC [2]. Totusi,
numeroase studii au demonstrat cad majoritatea melanoamelor cutanate profund invazive
asociazd si ulceratia epidermului, astfel incat valoarea prognosticd a acestui parametru este
limitata in asemenea cazuri [11, 16-23].

Tn contextul melanoamelor cutanate profund invazive, au fost raportate rezultate
frecvent cotradictorii si pentru ceilalti parametri histopatologici considerati a fi de referinta
pentru estimarea prognosticului melanoamelor cutanate Tn ansamblu [11, 18, 24].

Din cauza valorilor predictive scazute ale parametrilor histopatologici conventionali,
este necesara identificarea unor noi factori de prognostic pentru melanoamele profund invazive.
In acest sens, amintim invazia perineurald si necroza tumorala, fenomene foarte putin studiate
in astfel de tumori. Rezultatele obtinute pana in prezent sunt insd semnificative, invazia
perineurala si necroza tumorala fiind asociate cu scaderea supravieturii [25, 26].

Un nou parametru cu un potential prognostic promitator pentru melanoamele cutanate
este latimea maxima a tumorii. Acest parametru poate fi evaluat atat microscopic conform
metodei descrise de Saldamha G. et al [27] cat si macroscopic [28]. Cu toate, acestea, studiile
privind latimea invaziei sunt inca forte reduse, necesitand noi cercetari pentru a le valida valorea
prognostica.

Nu in ultimul rand, estimarea prognosticului pacientilor cu melanoame cutanate ar
putea fi imbunatatita si prin intermediul testelor imunohistochimice. In prezent, aceste analize
au in primul rand valoare diagnostica, mai ales In cazul melanoamelor dediferentiate [29].
Dediferentierea, definita ca pierderea expresiei imunohistochimice a markerilor melanocitari
uzuali, concomitent cu imunoreactivitatea pentru markeri specifici altor linii celulare, este un
fenomen rar in tumorile primare cutanate, dar relativ frecvent intalnit in leziunile metastice. In
astfel de situatii, este necesara o ampld analizd imunohistochimicd pentru a putea stabili
diagnosticul [30].

Cu toate acestea, anumiti markeri imunohistochimici, precum indicele de proliferare
Ki67, ar putea fi utili si pentru evaluarea prognosticului pacientilor cu melanoame cutanate. Desi

valoarea predictiva a indicelui Ki67 a fost dovedita pentru numeroase malignitati diferite, rolul



sau in estimarea prognosticului melanoamelor cutanate ramane incert [31, 32]. Totodata, modul
in care trebuie evaluat procentul celulelor tumorale pozitive pentru Ki67 necesita standardizare
astfel incat sa fie redusa variabilitatea inter-observator, aceasta fiind o posibila cauza a lipsei de
concordanta din literatura de specialitate in ceea ce priveste valorea prognostica a indicelui Ki67
in melanoame cutanate. Nu in ultimul rand, pentru o mai buna estimare a relatiei dintre expresia
acestui marker de proliferare si evolutia pacientilor, este necesard si stabilirea unei valori prag
standard, deoarece, pana in prezent, in functie de studiu, au fost folosite numeroase valori prag,
diferite, ale indicelui Ki67 fata de care a fost analizat prognosticul melanoamelor cutanate [31,

33].

Ipoteza si obiectivele studiului

Melanoamele cutanate local avansate, desi asociaza o morbiditate si o mortalitate
semnificative, prezinta evolutii frecvent impredictibile, ce nu pot fi explicate doar prin prisma
factorilor de prognostic conventionali. Plecand de la aceasta ipoteza, sunt necesare noi studii
pentru a imbunatati identificarea pacientilor cu risc inalt de progresie al bolii, astfel Tncat acestia
sa poatd beneficia de cele mai potrivite masuri de monitorizare si tratament.

Scopul principal al acestui demers stiintific a fost de a stabili noi factori de prognostic
ce pot fi cuantificati prin examinarea histopatologica clasica sau prin teste imunohistochimice
larg raspandite, astfel incat analiza acestora sa fie accesibild fara a creste semnificativ costul
asociat diagnosticului.

Plecand de la dezideratele enuntate anterior, aceasta cercetare doctorala a cuprins trei
studii retrospective care au analizat pacienti diagnosticati cu melanoame cutanate Tn cadrul
Laboratorului Clinic de Anatomie Patologica de la Spitalul Universitar de Urgenta din Bucuresti
intre anii 2012 si 2018. In total, au fost inclusi 143 de pacienti care au fost urmariti timp de cel
putin cinci ani de la momentul diagnosticului initial sau pand au decedat, daca acest eveniment
a survenit mai devreme. In ansamblu, au fost evaluati diferiti factori de prognostic clinici si
histopatologici, precum si expresia indicelui de proliferare Ki67 in raport cu evolutia pacientilor
diagnosticati cu melanoame cutanate locat avansate (stadiile pT3 si pT4) dupa cum urmeaza:

1. Primul studiu a analizat 94 de pacienti diagnosticati cu melanoame cutanate cu

profunzimea invaziei peste 4 mm (stadiul pT4), evaluand valoarea prognostica a mai



multor factori: demografici, clinici si histopatologici si axandu-se in mod special pe
stabilirea semnificatiei predictive a indicelui Breslow cind acesta depaseste 4 mm;

2. Studiul al doilea a analizat 49 de pacienti diagnosticati cu melanoame cutanate cu
profunzimea invaziei cuprinsa intre 2 si 4 mm (stadiul pT3). Aceasta analiza a inclus, de
asemenea, diferiti factori de prognostic: demografici, clinici si histopatologici,
concentrandu-se n particular asupra valorii predictive a unui nou parametru — latimea
invaziei, masurata atat macroscopic cat si microscopic;

3. Studiul al treilea a cuprins 33 pacienti cu melanoame cutanate diagnosticate in stadiile
pT3 si pT4 si a analizat valoarea prognostica a activitdtii proliferative prin prisma

indicelui mitotic si a expresiei indicelui de proliferare Ki67.

Metodologia generala a cercetarii

Metodologia cercetarii stiintifice a cuprins evaludri imagistice pentru a decela prezenta
metastazelor, analiza macroscopica a specimenelor excizate chirurgical, obtinerea preparatelor
microscopice cat si analiza histopatologica si imunohistochimica a fragmentelor de tesut
prelevate conform protocoalelor in vigoare, intocmirea bazei de date si analiza statistica a
diferitelor variabile in raport cu progresia bolii si decesul pacientilor prin intermediul
programului GraphPad Prism 10.0 (GraphPad Inc.; San Diego, CA, SUA). Analiza statistica a
inclus calcularea mediilor, medianelor, a deviatiilor standard, valorilor minime si maxime,
precum si a intervalelor de incredere de 95% (95% confidence interval, 95%CI) pentru variabile
de tip continuu. De asemenea, au fost efectuate analize de tip regresie Cox univariatd si
multivariata calculand (hazard ratio, HR) si intervale de incredere 95%, curbe de supravietuire
Kaplan-Meier, coeficient de concordanta Harrell pentru demonstrarea valorii prognostice a
regresiei multivariate si coeficient de corelatie Pearson. Rezultatele au fost considerate
semnificative din punct de vedere statistic pentru valori ale lui p<0,05. Gradul de concordanta
intre valorile indicelui Ki67 raportate de doi anatomopatologi a fost evaluat prin intermediul

analizei Bland-Altman.



Studiul 1: Studiul valorii prognostice a factorilor clinico-patologici in cazul

melanoamelor cutanate in stadiul pT4

Tn cadrul studiului prezentat in capitolul al cincilea, am analizat influenta unor factori
clinico-patologici asupra intervalului liber de boala si a supravietuirii pacientilor cu melanoame
cutanate cu o profunzime a invaziei peste 4 mm. Au fost evaluati parametri demografici precum
varsta si genul pacientilor, factori clinici precum localizarea tumorii primare si ulceratia, dar si
parametri histopatologici printre care amintim: subtipul de melanom, indicele Breslow, indicele

Clark, numirul de mitoze/mm?

, invazia limfo-vasculara, invazia perineurald, regresia,
microsatelitii tumorali, necroza tumorald, distributia limfocitelor intra-tumorale si distanta
minima dintre marginile de rezectie si formatiunea tumorala.

Tncepand cu analiza factorilor demografici, am demonstrat ci pacientii care au
dezvoltat metastaze si cei care au decedat pe parcursul urmaririi au avut, in medie, varste mai
inaintate decét cei fard boala progresiva, dar aceste diferente nu au fost semnificative din punct
de vedere statistic. Pe de altd parte insa, in cadrul acestei cercetari, s-a dovedit ca genul feminin
este asociat semnificativ cu cresterea intervalui liber de boala (HR=0,49; 95%CI=0,28-0,83;
p=0,0103) si a supravietuirii (HR=0,42; 95%CI1=0,23-0,74; p=0,0036) in cadrul analizei Cox
univariate.

Tn continuare, Tn urma analizei factorilor clinici, nu s-a putut stabili nicio asociere
semnificativd statistic intre localizarea tumorii primare si intervalul liber de boald sau
supravietuirea pacientilor prin modele de analizd univariatd. In ceea ce priveste ulceratia
epidermului, am demonstrat ca aceasta caracteristica a fost prezenta la majoritatea cazurilor din
studiu si nu a fost asociatd cu intervalul liber de boala sau cu supravietuirea pacientilor.

Din punctul de vedere al parametrilor histopatologici, in cadrul analizelor Cox
univariate, intervalul liber de boala crescut a fost asociat semnificativ cu subtipul histopatologic
de melanom extensiv in suprafata. Prin intermediul aceleiasi analize, s-a aratat ca scaderea
intervalului liber de boala a fost influentatd semnificativ de valorile crescute ale indicele
Breslow si ale indicelui mitotic, precum si de prezenta necrozei tumorale, a microsatelitilor si a
invaziei perineurale. In acelasi context, nivelul de invazie Clark, tipul de infiltrat inflamator
asociat tumorii, invazia limfo-vasculara regresia Sau distanta minima dintre marginile de

rezectie si formatiunea tumorala nu au fost asociate semnificativ cu intervelul liber de boala. In



ceea ce priveste, supravietuirea pacientilor, aceasta a fost asociata pozitiv cu subtipul
histopatologic de melanom extensiv in suprafatd si negativ cu indicele Breslow, necroza,
microsatelitii si invazia perineurala.

Tn continuare, prin intermediul analizelor Cox multivariate a fost evaluati valoarea
predictiva independentd a factorilor asociati semnificativ cu intervalul liber de boala si
supravietuirea pacientilor in cadrul modelelor univariate. Astfel, singurii factori asociati
independent cu intervalul liber de boala au fost indicele Breslow, necroza, invazia perineurala

si microsatelitii tumorali (Tabelul V.12).

Tabel V.12. Analiza Cox multivariata asupra variabilelor asociate cu intervalul liber de boala.

HR Cl 95% p
Necroza 2,27 1,21-4,42 0,0126
Microsateliti 2,59 1,33-5,8 0,0069
Invazie perineurala 2,45 1,21-4,93 0,0117
Indice Breslow 1,04 1,005-1,07 0,0205
Gen (feminin) 0,76 0,34-1,42 0,3943
Melanom extensiv in suprafata | 0,63 0,23-1,49 0,3249
Indice mitotic 1,02 0,96-1,08 0,4288

In mod similar, singurii factori asociati independent cu supravietuirea au fost indicele

Breslow, necroza, microsatelitii si invazia perineurala (Tabelul V.13).

Tabel V.13. Analiza Cox multivariata asupra variabilelor asociate cu supravietuirea

pacientilor.

HR Cl 95% p
Necroza 2,19 1,14-4,34 0,0203
Microsateliti 2,84 1,42-5,5 0,0024
Invazie perineurala 2,19 1,09-4,32 0,0249
Indice Breslow 1,038 1,005-1,07 0,0177
Gen (feminin) 0,61 0,32-1,16 0,1346
Melanom extensiv in suprafata | 0,56 0,19-1,33 0,2339




In incheierea acestui studiu, avand in vedere ci premisa initiald conform cireia indicele
Breslow rdmane un factor de prognostic important chiar si in cazul melanoamelor cu
profunzimea invaziei peste 4 mm a fost validata, am efectuat o analiza Kaplan-Meier pentru a
evidentia relatia dintre valorile indicelui Breslow si rata supravietuirii. Valorile prag ale
indicelui Breslow 1n cadrul acestei analize au fost urmatoarele: Breslow sub 6 mm; Breslow
cuprins ntre 6-8 mm, Breslow cuprins intre 8-10 mm; Breslow cuprins intre 10-15 mm si

Breslow peste 15 mm (Figura 5.23).
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Fig 5.23. Curbele de supravietuire Kaplan-Maier in functie de valoarea indicelui Breslow.

Din aceste date, se poate remarca o scddere importantd a procentului de supravietuitori
pe masura ce valorea indicelui Breslow continua sa creasca. Rata deceselor a cresut progresiv
de la 29,03% in grupul cu Breslow sub 6 mm, la 41,66% in grupul cu Breslow cuprins intre 6-8
mm, la 62,5% in grupul cu Breslow cuprins intre 8-10 mm, la 64,7% in grupul cu Breslow
cuprins intre 10-15 mm si a ajuns la 88,88% in cazul pacientilor cu Breslow peste 15 mm. Aceste
diferente au fost avut o semnificatie statistica puternica (p<0,0001, testul log-rank).

In final, am analizat rata supravietuirii prin intermediul curbei Kaplan-Meier si in functie
de ceilalti parametri asociati independent cu supravietuirea pacientilor. Astfel, am aratat ca
pacientii cu invazie perineurald au o ratd de supravietuire semnificativ mai redusa (p<0,0001)
decat cei fard invazie perineurala (HR=5,323; 95%CI=2,55-11,1). Tn mod similar prezenta
necrozei tumorale este puternic asociata cu scaderea ratei de supravietuire (HR=3,218;

95%CI=1,572-6,588; p<0,0001). Ultimul parametru pe care l-am evaluat prin intermediul



analizei Kaplan-Meier a fost prezenta microsatelitilor tumorali. De asemenea, prezenta

microsatelitilor tumorali este puternic asociata (HR=3,538; 95%CI1=2,023-6,19; p=0,0001).

Studiul 2: Studiul valorii prognostice a latimii invaziei in cazul

melanoamelor in stadiul pT3

Studiul prezentat in capitolul al saselea analizeaza prognosticul melanomelor cutanate
diagnosticate n stadiul pT3, subliniind importanta intelegerii factorilor de prognostic negativi
pentru ghidarea optiunilor terapeutice adecvate.

Factori precum varsta la diagnostic, genul si localizarea tumorii primare au fost
analizati prin intermediul analizei Cox univariate in relatie cu intervalul liber de boald si cu
supravietuirea pacientilor. In acest context, mentionam faptul ¢a varsta pacientilor a fost singura
variabild asociata semnificativ atat cu intervalul liber de boala (HR=1,06; 95%CI=1,02-1,1;
p=0,0053) cat si cu supravietuirea (HR=1,07; 95%CI1=1,02-1,13; p=0,0045).

Analizele Cox univariate au fost utilizate si pentru a evalua semnificatia prognostica a
caracteristicilor histopatologice. Tn acest sens, variabilele asociate semnificativ cu scaderea
intervalului liber de boald au fost subtipul de melanom nodular, indicele Breslow, microsatelitii,
invazia limfo-vasculara si invazia perineurald. De asemenea, variabilele asociate semnificativ
cu scaderea supravietuirii pacientilor au fost indicele Breslow, microsatelitii si invazia
perineurala.

Obiectivul principal al acestui studiu a fost reprezentat de evaluarea valorii prognostice
a diametrului maxim macroscopic al tumorii si a latimii invaziei microscopice. Latimea invaziei
a fost definita ca distanta maxima intre doua celule tumorale invazive, masurata intr-un plan
aproximativ paralel pe suprafata epidermului si perpendicular pe planul masurarii indicelui

Breslow (Figura 6.1), conform metodei propuse de Saldanha G. et al. [27].
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Fig. 6.1. Reprezentarea grafica a metodei de masurare a latimii invaziei (dupa biorender.com)

Tn primul rand, s-a constatat cd acesti doi parametri sunt corelati semnificativ (coeficient
de corelatie Pearson r=0,6422; 95%CI1=0,4405-0,7821; p<0,0001). Totusi, latimea invaziei
microscopice, a fost asociata semnificativ atat cu intervalul de boala cét si cu supravietuirea
pacientilor, in timp ce nu s-au stabilit astfel de asocieri pentru diametrul macroscopic maxim in
cadrul analizei Cox univariate. In acelasi context, s-a dovedit ca profunzimea invaziei este un
factor de prognostic semnificativ pentru intervalul liber de boald cét si pentru supravietuire

(Tabel V1.8).

Tabel VI1.8. Analiza Cox univariata asupra valorii predictive pentru diametrul maxim

macroscopic, latimea invaziei si profunzimea invaziei

Intervalul liber de boala Supravietuirea

HR | 95%ClI p HR | 95%ClI p

Profunzimea
_ o 6,8 [2,4-248 0,0011 8,81 |2,48-48,92 | 0,0034
invaziei

Latimea invaziei | 1,27 |1,16-1,4 <0,0001 1,35 1,32-1,5 [<0,0001
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Diametrul maxim
1,05 [0,98-1,11 0,1207 1,05 | 0,97-1,13 | 0,1260

macroscopic

Ulterior, Tn cadrul analizelor Cox multivariate, latimea invaziei masurata la
microscopic s-a dovedit a fi singurul factor independent asociat cu intervalul de boala si

supravietuirea pacientilor (Tabel VI1.12).

Tabel VI.12. Analiza Cox multivariata asupra valorilor predictive pentru factorii de

prognostic clinici si patologici

Intervalul liber de boala Supravietuirea
HR 95%ClI p HR 95%ClI p
Varsta 1,04 | 0,96-1,15 | 0,3373 | 1.2 1,02-1,57 0,0787
Gen (Masculin) 2,04 | 0,5-14,68 | 0,3794 | 14,22 0,03-11769 0,3134
Localizarea tumorii
Membre Ref
Cap si gat 1,6 0,07-19,5 | 0,7345 | 2,03 0,0005-76544 0,8447
Trunchi 0,58 | 0,07-4,33 | 0,5761 |30,82 0,21-10036 0,1668
Tegument acral 0,57 | 0,04-7,04 | 0,6637 | 6,17 0,0004-5719 0,5872
Indicele Breslow 2,06 | 0,45-12,00 | 0,3746 |28,09 0,14-8252 0,1891
Latimea invaziei 1,3 1,09-1,6 | 0,0057 | 2,08 1,28-10,96 0,0280
Indicele mitotic 0,85 | 062-1,1 | 0,2753 | 1,35 0,63-3,375 0,4135
Ulceratie 3,63 | 0,57-30,76 | 0,1947 | 0,01 0,81-20607 0,1362
Regresie 2,28 |0,32-19,94 | 0,4038 |25,01| 8,328e-006-4,1 |0,0911
Microsateliti 6,88 | 0,62-75,9 | 0,1099 | 7,56 | 0,0008-89652594 |0,9967
Invazie limfo-
vaseulard 6,85 | 1,81-101,1 | 0,0153 | 0,06 | 8,463e-009 — 4,22 |0,3341
Invazie perineurala | 1,19 | 0,19-12,41 | 0,8620 | 1,35 0,15-18375 0,4005

In continuare, am realizat o analiza de tipul curbelor Kaplan-Meier pentru a evidentia

modul in care latimea microscopicd a invaziei influenteazad supravietuirea in timp. Valorile prag
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alese pentru latimea invaziei au fost: latime<5 mm; latime cuprinsa intre 5-10 mm si 1atime>10

mm (Figura 6.18).
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Fig. 6.18. Analiza Kaplan-Meier pentru supravietuirea pacientilor in functie de valorile latimii

invaziei

Astfel am demonstrat ca exista o scadere importanta a procentului de supravietuitori pe
masurd ce creste latimea invaziei. Supravietuirea a scazut de la 100% in grupul cu latimea
invaziei sub 5 mm pana la 80% pentru cazurile cu latimea invaziei cuprinsa intre 5-10 mm si a
fost de doar 18,18% in randul pacientilor cu latimea invaziei peste 10 mm (p <0,0001, testul

log-rank).

Studiul 3: Studiul valorii prognostice a activitatii proliferative in cazul

melanoamelor cutanate in stadiul pT3 si pT4

Cercetarea prezentatd in capitolul al saptelea si-a propus sa evalueze relatia dintre
expresia indicelui Ki67, intervalul liber de boala si supravietuirea pacientilor cu melanoame
cutanate diagnosticate n stadiile pT3 si pT4. Conform ghidurilor stabilite de AJCC, activitatea
proliferativa a melanomelor ar trebui evaluata prin raportarea indicelui mitotic, considerat a avea
valoare prognosticad. Din acest motiv, a fost analizata corelatia dintre valorile indicelui Ki67 si
numadrul de mitoze/mm?, precum si corelatia dintre acesti parametri si profunzimea invaziei. De
asemenea, a fost analizata si valoarea predictiva pentru numarul de mitoze si indicele Ki67 prin

intermediul analizei Cox si al curbelor de supravietuire Kaplan-Meier.
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Inainte insi de a realiza aceste analize, am stabilit o metodd standardizati si usor
reproductibila de a estima valorile indicelui Ki67. Aceasta metoda a presupus parcurgerea
urmatorilor pasi:

e Evaluarea intregii sectiuni la o putere de marire a obiectivul de 10x pentru a identifica
zonele cu activitatea proliferativd maxima;

e Realizarea a 10 fotografii din acele zone, la o putere de marire a obiectivului de 40x;

e Imprimarea fotografiilor si numararea a 100 de celule din cadrul fiecareia;

e Determinarea numadrului de celule pozitive pentru Ki67 din fiecare 100 de celule
numarate;

e Pentru a fi considerata pozitiva, o celula trebuie sa prezinte expresie intensa la nivel
nuclear a indicelui Ki67;

e Calcularea mediei indicelui Ki67 prin Tnsumarea valorilor obtinute pentru fiecare
fotografie si impartirea la 10.

Aceastd metoda a dovedit un grad mare de concordanta inter-observator. Analiza
Bland-Altman a demonstrat o diferentd medie mica intre cele doua masuratori, sugerand astfel
cd nu existd o diferentd semnificativa sistematica intre observatori (abatere=0,6061; deviate

standard=5,695; cu limite de concordanta de 95% intre -10.56 si 11.77) (Figura 7.3).
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Fig.7.3. Analiza Bland-Altman asupra nivelului de concordanta inter-observator in

evaluarea indicelui Ki67
In continuare, am evaluat nivelul de corelatie dintre indicele mitotic si indiceke Ki67,
demonstrand ca acesti parametri sunt semnificativ corelati statistic (coeficient de corelatie

Pearson r=0,5439; 95%CI= 0,2366-0,7522; p=0,0011).
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Ulterior, am analizat valoarea prognostica a acestor doua variabile prin intermediul
regresiei Cox univariate. Tn acest mod am aratat ca indicele mitotic este asociat semnificativ cu

supravietuirea pacientilor, dar nu si cu intervalul liber de boala (Tabel VI11.3).

Tabel VI11.3. Analiza Cox univariatd asupra valorii predictive pentru indicele mitotic

Intervalul liber de boala Supravietuirea
HR 95%Cl p HR 95%ClI p
Analiza 1,239 | 0,9538- 0,1049 1,1 1,299- 0,0126
univariata 1,653 1,664

In mod similar, indicele de proliferare Ki67 a fost asociat semnificativ cu supravietuirea

pacientilor, dar nu si cu intervalul liber de boala (Tabel VII.5).

Tabel VII.5. Analiza Cox univariata asupra relatiei dintre indicele Ki67 si evolutia pacientilor

Intervalul liber de boala Supravietuirea
HR | 95%CI p HR 95%ClI p
Analiza 1,144 | 1,011- 0,0696 11 1,033- 0,0302
univariata 1,368 1,237

Cu toate acestea, in cadrul analizelor Cox multivariate, indicele mitotic a fost asociat
atat cu intervalul liber de boala cat si cu supravietuirea pacientilor, in timp ce valorile indicelui

Ki67 nu au mai avut semnificatie statistica (Tabel VI1.6).

Tabel VII.6. Analiza Cox multivariatd asupra factorilor de prognostic clinici si patologici

Intervalul liber de boala Supravietuirea
HR 95%ClI p HR 95%ClI p
Varsta 1,038 | 0,99-1,09 | 0,0998 | 1,23 1,08-1,51 0,0147
Gen (Masculin) 5,79 |1,405-26,59| 0,0171 | 84,46 5,31-3744 0,0076

Subtipul de melanom

Extensiv in suprafatd| Ref
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Lentiginos acral 9,79 |0,86-132,2 | 0,0686 | 2,48 0,13-75,44 0,5652
Nodular 1.08 | 0,14-9,71 | 0,9405 | 0,08 0,003-1,41 0,0989
Indicele Breslow 1,08 | 1,01-1,15 | 0,0144 | 1,31 1,13-1,61 0,0018
Indice Ki67 099 | 0,96-1,02 | 0,6727 | 0,98 0,94-1,02 0,4263
Indicele mitotic 1,16 | 1,01-1,33 | 0,0276 | 1,31 1,05-1,79 0,0428
Ulceratie 0,41 | 0,05-2,29 | 0,3421 | 0,4 0,008-8,07 0,5804
Regresie 0,88 | 0,04-7,079 | 0,9228 | 0,61 0,008-18,64 0,7985
Microsateliti 0,55 | 0,09-2,68 | 0,9228 | 0,01 0,0001-0,61 0,058
Necroza 0,26 | 0,05-1,13 | 0,084 | 0,62 0,08-3,67 0,6032
Invazie limfo-
vasculars 1,08 | 0,26-4,56 | 0,9091 | 0,09 0,005-1,26 0,075
Invazie perineurald | 6,45 | 1,48-30,09 | 0,0131 | 35,68 2,8-1065 0,0167

Tn continuare, a fost examinati corelatia dintre indicele Breslow si markerul Ki67,
precum si numarul de mitoze/mm? pentru a determina daca activitatea proliferativa este corelata
cu profunzimea invaziei. Tn acest context, indicele Ki67 s-a dovedit a fi corelat semnificativ cu
indicele Breslow (coeficient de corelatie Pearson r=0,4749, 95%CI1=0,1468-0,7088; p=0,0052),
n timp ce indicele mitotic nu a fost corelat cu profunzimea invaziei (coeficient corelatie Pearson
r=0,01687; 95%CI1=-0,3386-0,3664; p=0,9301).

Ultima metoda utilizata pentru a estima valoarea predictiva a numarului de mitoze si a
indicelui de proliferare Ki67 a fost reprezentata de analiza supravietuirii prin intermediul
curbelor Kaplan-Meier. Pentru indicele mitotic a fost folositd valoarea prag de 8 mitoze/mm?.
Tn acest context, rata supravietuiri pacientilor cu <8 mitoze/mm?a fost de 68,42%, iar a celor cu
>8 mitoze/mm? a fost de 21,42% (p=0,0003, testul log-rank).

In ceea ce priveste indicele Ki67, valoarea prag aleasa a fost de 50%. Rata supravietuirii
n gupul cu indice Ki67<50% a fost de 63,63% si de 18,18% in grupul pacientilor cu Ki67>50%
(p=0,0072, testul log-rank).

Tn final, atragem atentia asupra unor situatii particulare in care in ciuda valorilor relativ
scizute ale indicelui mitotic (5 mitoze/mm?) cat si ale indicelui de proliferare Ki67 (15%),

evolutia pacientului a fost nefavorabila. Acesta a fost cazul unui pacient de gen masculin, in
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varsta de 65 de ani, diagnosticat cu un melanom nodular ulcerat, cu profunzimea invaziei 3,51
mm, fara alti factori histopatologici de prognostic negativ. Totusi, pacientul a dezvoltat multiple
metastaze, decedand peste 30 de luni. Particularitatea cazului este reprezentata de faptul ca in
leziunile metastatice, proliferea tumorala a avut aspect sarcomatoid, fiind reprezentata de celule
fuziforme, cu atipii marcate si formare de spatii vasculare, Ssimilar angiosarcomului.
Dediferentierea angiosarcomatoasa a fost dovedita prin pierderea expresiei imunohistochimice
a markerilor melanocitari, cu exceptia SOX10 si prin pozitivitatea unor markeri vasculari
precum ERG sau CD31.

Concluzii si contributii personale

Aceastd cercetare doctorald s-a concentrat pe estimarea prognosticului pacientilor cu
melanom cutanat in stadiile pT3 si pT4, avand in vedere evolutia imprevizibila a acestor cazuri
si provocarile pe care le ridica pentru deciziile terapeutice. Cercetarea s-a concentrat pe
evaluarea valorii predictive pentru diferiti factori clinici si histopatologici. In plus, s-a explorat
importanta analizei imunohistochimice a markerului de proliferare Ki67 in raport cu valoarea
prognosticd a indicelui mitotic.

Capitolul 5 a evidentiat factorii prognostici clinici si histopatologici pentru melanomul
cutanat cu invazie peste 4 mm. Genul feminin a fost semnificativ din punct de vedere statistic
in prezicerea unui interval mai lung de supravietuire fard boald si a supravietuirii generale in
analiza univariata. In acelasi context, subtipul de melanom extensiv in suprafati a fost
semnificativ asociat cu o crestere a intervalului liber de boala si a supravietuirii generale. Pe de
alta parte, indicele mitotic a fost semnificativ asociat doar cu intervalul liber de boala in analiza
univariata.

Indicele Breslow, necroza, microsatelitii si invazia perineurald au fost identificate ca
factori prognostici independenti pentru o scadere a intervalului liber de boala si a supravietuirii
generale. In plus, analizele Kaplan-Meier au ilustrat asociatii semnificative din punct de vedere
statistic intre supravietuirea redusa, si indicele Breslow, invazia perineurala si necroza tumorala.
Din aceste motive, contributia personald semnificativa consta in stabilirea valorii prognostice

pentru doi factori histopatologici (necroza tumorald si invazia perineurald) care pana in prezent
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au fost analizati foarte sumar in legatura cu evolutia melanoamelor cutanate. De asemenea,
demonstrand ca rata supravietuirii pacientilor continud sd scada pe masura ce indicele Breslow
creste peste pragul de 4 mm, am contribuit semnificativ la imbunatatirea identificarii pacientilor
cu risc nalt de progresie al bolii.

O contributie personalda semnificativa in Capitolul 6 a fost identificarea valorilor
prognostice ale diametrului maxim al tumorii masurat macroscopic si latimii invaziei masurate
microscopic. Relatia intre acesti doi parametri a fost determinatd, aratand o corelatie
semnificativd intre diametrul maxim al tumorii determinat macroscopic si latimea invaziei
masurate microscopic. Cu toate acestea, valorile prognostice ale acestor doua variabile au diferit
semnificativ. Diametrul maxim al tumorii nu a fost asociat semnificativ cu intervalul liber de
boala (HR=1,05; IC 95%=0,98-1,11; p=0,1207) sau cu supravietuirea pacientului (HR=1,05; IC
95%=0,97-1,13; p=0,126), in timp ce latimea invaziei a fost un factor de prognostic independent
atat pentru intervalul liber de boala (HR=1,3; IC 95%=1,09-1,6; p=0,0057) cat si pentru
supravietuirea pacientului (HR=2,08; IC 95%=1,28-10,96; p=0,028). Mai mult, analiza Kaplan-
Meier a demonstrat o scddere semnificativa a supravietuirii pacientului odata cu cresterea latimii

invaziei (p<0,0001).

In sfarsit, cel de-al treilea studiu a contribuit la intelegerea utilititii evaluarii activitatii
proliferative a melanomelor prin metode histopatologice si imunohistochimice. In Capitolul 7,
a fost propusa o metoda reproductibild, cu un bun grad de concordanta inter-observator si
standardizata pentru a masura corect procentul de celule Ki67-pozitive. De asemenea, a fost
aratata o corelatie semnificativa intre indicele mitotic si indicele Ki67. Cu toate acestea, indicele
mitotic a fost asociat independent cu intervalul liber de boala si supravietuirea pacientilor, spre
deosebire de indicele Ki67, care nu a fost un factor prognostic independent nici pentru intervalul
liber de boala, nici pentru supravietuire. De asemenea, prin intermediul curbelor de supravietuire
Kaplan-Meier, am demonstrat ca atét valorile crescute ale numarului de mitoze/mm? cat si ale
indicelui de proliferare Ki67 sunt asociate cu scaderea supravietuirii, dar semnificatia statistica
a fost mai puternica pentru analiza pe baza numarului de mitoze. Aceste rezultate subliniaza
contributia esentiald a studiului in demonstrarea faptului ca analiza expresiei Ki67, atunci cand
este efectuata corect, este inferioard in valoare prognosticd fatd de evaluarea numarului de
mitoze pe mm2, motiv pentru care analiza imunohistochimici suplimentari a Ki67 are o utilitate

limitata pentru a prezice prognosticul melanomelor cutanate.
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