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INTRODUCERE

Melanomul cutanat (MC) este o tumora cutanata agresiva care poate prezenta un
fenomen rar in absenta tratamentului: regresia spontana, definita ca disparitia completa sau
partiala a celulelor maligne. Desi mecanismele de regresie in melanom nu sunt complet
intelese, cunostintele actuale afirma ca sistemul imunitar gazda are un rol cheie in acest
proces, caracterizat histologic printr-o zona intratumorala in care proliferarea maligna este,
partial sau complet, inlocuitd de celule inflamatorii, hiperplazie vasculard si fibroza.
Regresia este descrisa in 10-35% din melanoame si este dificil de apreciat semnificatia
prognosticului. Unele studii sugereaza ca este un eveniment sinistru, probabil legat de
efectul de Tmbunatatire pe care inflamatia cronica il are asupra tumorigenezei. Cu toate
acestea, acest proces imunitar este baza imunoterapiei in melanom cu rezultate pozitive
evidente .

Se stie ca limfocitele T citotoxice, CD8+, sunt celule ce actioneaza ca si efectori
primari in rdspunsul antitumoral al gazdei, dar interactiunea dintre sistemul imun al gazdei
si celulele tumorale din melanom este complexa si imcomplet inteleasa. Studiile efectuate
pana in prezent, care au deslusit patogeneza regresiei tumorale in melanoma, au condus la
identificarea unor noi terapii si dezvoltarea unor inhibitori imuni cheie pentru
managmentul melanomului avansat. Noile tehnici de studiere a micromediului tumoral pot
conduce la o aprofundare in studiul imun al regresie melanomului malign, ceea ce va
dezvolta noi factori de prognostic si predictie.

De-a lungul timpului, studiile efectuate pentru regresia tumorald ca si factor de
prognostic in melanom au avut rezultate conflictuale , pana in prezent fiind raportate multe
clasificari ale acesteia, unele opinii calisificand-o ca si factor de prognostic favorabil, in
timp ce altele o incdreaza ca si factor de prognostic negativ. Regrsia se pare ca are o
influentd scazutd aspura comportamentului biologic al melanomului, dar are o anumita

importantd 1n gradarea agresivitatii melanomului.



STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

1. Melanomul malign: date generale

Melanomul malign este o proliferare tumorala maligna, cel mai frecvent dezvoltata
la nivelul pielii, cu origine in melanocite, celulele ce contin pigment melanic. Aceasta
tumora are o rata a incidentei in crestere mult mai mare comparativ cu celelalte malignitati.
MM este cea mai agresivd tumord malign cutanatd, fiiind a cincea cea mai frecventa
tumora diagnosticatd in Statele Unite, cu o crestere masiva in randul populatiei cu piele
deschisa la culoare. Cea mai mare problema a cresterii incidentei melanomului este faptul
cad aceasta incepe sd fie mai ridicatd in randul populatiei tinere, comparative cu alte
malignitati.

Anual, peste 300000 de persoan mor din cauza MM. O crestere anuala a incidentei
cazurilor de MM atrage dupd sine o crstere a ratei de mortalitate. Rata mortalitatii la
barbati a avut o crestere semnificativa in ultimii ani de la 2,3/100000 locuitori in anii "80 la
5/100000 locuitori in anii 2000, fiind mult mai ridicatd comparativ cu cea a femeilor: de la
2,2/100000locuitori in anii “80 la 2,9/100000 locuitori in anii 2000

Rata de supravietuire reprezintd perioada de timp in care un pacient diagnosticat si
tratat cu o malignitate triieste si se masoara intr-un interval de tipm de 5 sau 10 ani. in
cazul MM rata de supravietuire depinde de anumiti factori: localizar3e, stadiu, prezenta
metastazelor. Astfel, in stadiile I-II supravietuirea laa 5 ani este de 99,4%, pentru stadiul III

de68% iar pentru stadiul IV de numai 29,8%.

Stadiu Breslow Supravietuirea la 5 ani
In situ 90-100%
I <1mm 80-90%
II 1-2mm 70-80%
I 2,1-4mm 60-70%
v >4mm 50%

Tabel 1 Supravietuirea la 5 ani in funtie de indicele Breslow



2. Factorii de risc

Un factor foarte important in dezvoltarea melanomului malign cutanat este
reprezentat de expunerea prelungitia la soare. MM se dezvoltad atunci cand AND-ul din
celulele tegumentului (melanocitele) este distrus, cel mai frecvent, sub actiunea radiatiilor
ultraviolet ce conduce la mutatii sau alterdri genetice, facand ca melanocitele muante sa se
inmulteasca rapid, rezultind melanomul malign.

Mutatiile BRAF sunt intdlnite mai frecvent la pacientii tineri ce prezintd multi nevi
melanocitari si istoric de expunere la soare si aceia cu melanom extensive in suprafata
(SSM). Mutatiile produse la nivelul oncogenelor KIT sunt prezente in peste 20% din
cazurile de melanom acral lentiginos (ALM) si cele mucosale. Mutatiile induse de UV la
nivelul genei supresoare p53 se observa frecvent la pacientii cu MM in stadiul IV, avand
un prognostic rezervat.

Anual, peste 7,8 milioane de femei si peste 1,9 milioane de barbati folosesc
aparatele de bronzare, ale caror radiatii UVA si UVB sunt mult mai crescute decat cele
ale soarelui, ceea ¢ eke faced sa creasca riscul de aparitie a melanomului malign. Cel mai
frecvent, folosirea solarelor pentru bronzare determind aparitia de melanomului, nevi
atipici si elstoza solara la nivelul memebrelor inferioare. Studiile efectuate asupra riscurilor
de expunere la radiatiile UV de la aparatele de bronzare ia determinat pe cei din
Comitetul stiintific pentru sanatate, mediu si riscuri emergente al Comisiei Europene si
OMS sa afirme ca nu exista limita sigura pentru expunerea la acestea.

Unul dintre factori de risc pentru dezvoltarea melanomului malign il reprezinta
prezenta nevilor melanocitari, 25% dintre acesta dezvoltindu-se pe leziuni nevice
preexistente. Riscul de dezvoltare a MM depinde de numarul, tipul si dimensiunea nevilor.
Unele studii arata ca persoanele cu peste 100 de leziuni nevice au un risc de 7 ori mai mare
sa dezvolte MM. Ghidurile actuale recomanda rezectia cu limite de 2 mm pentru efelide
dacd acestea prezinta criterii ca asimetrie, margini neregulate, variatii de culoare, diametrul
de peste 6 mm si daca au evoluat rapid (criterii ABCDE).

Un factor de risc important in dezvolarea MM este istoriul familial. Studiile au
demostrat cd familiile cu melanom mostenit au un model de ttransmitere autosomal-

dominant, mutatiile fiind frecvent intalnite la nivelul genei CDKN2A sau p16.



Cel mai frecvent MM se asociaza cu obezitatea la pacientii cu ICM peste 30. Prin
semnal melatobolic, tesutul adipos in exces se pare cd induce hiperactivitate la nivelul

oncogenei BRAFV600E

3. Leziuni precursoare

In general, carcinogeneza unei malignitdti implicd leziuni intermediare, care se
regdsesc intre malign si benign. Aceste leziuni nu au evolutie obligatorie cdtre malignitate,
dar prezinta un risc de a se transforma malign

Leziunile care ar putea duce la dezvoltatea melanomului malign sunt:

- nevii melanocitari (nevi donanditi, nevi atipici si displazici): melanomul malign se
poate dezvolta pe oricare dintre nevii melanocitari, dar acesta apare de obicei pe pielea
sanatoasd. Cel mai frecvent, MM se dezvoltd pe nevii melanocitari comuni (56,7%), iar pe
nevii displazici 43,3%. Un individ cu un numdr mare de nevi melanocitari are risc mai
crescut de a dezvolta MM.

- nevii melanocitari congenitali: riscul de a dezvolta MM pe NMC este cuprins
intre 0,1 si 5%. Riscul depinde de dimensiunea nevului congential, astfel ca nevii
congenitali cu dimeniuni foarte mari au risc mai mare de a se transforma malign, intre 2 si
5%. Pe aceste tipuri de leziuni, MM tinde sa se dezvolte devreme in viata individului,
varsta medie fiind de 15,5 ani [42.

- lentigo solar si xeroderma pigmentosum: XP este un important factor de risc
pentru dezvoltarea MM, acesata fiind o boala rara cu transmire autosomal recisiva, in care
individual are un deficit la nivelul nucleotidelor de reparare dupa distrugerea de citre UVA
si UVB.

4. Criterii de diagnostic clinic, clasificare, histopatologia si

H

imunohistochimia melanomului malign

Cea mai important metoda de diagnostic in MM ramane diagnostiul histopatologic,
care, in asociere cu caracteristicile clinice,este si metoda principal de clasificare. MM este
diagnosticat incidental sau dupa aparitia simptomatologiei, care include aparitia unui nodul
subcutanat, prurit, sdngerare sau aparitia de cruste la nivelul unei leziuni pigmentate
preexistente. Pana la aparitia simptomatologiei, ce apare dupa progresia tumorii si aparitia

imflamatiei, MM este complet asymptomatic. Anamneza unui pacient suspect de MM ar



trebui sa includa intrebari dispre trecutul medical (alte malignitati ale pielii), expunerea la
soare, arsuri solare ale pielii, bronare in saloanele special, istoric familial de MM.

Regula ABCDE reprezinta caracteristicile formatiunii tumorale teguemntare.
Unele studii aratd ca acestd metodd de diagnostic are o sensibilitate de 91,6% si o
specificitate de 60,4 %. Acestea sunt:

e asimetrie

e B —marginile tumorii (border)

e C-culoare

e D — diametrul

e E —evolutie (un criteriu mai recent ce aprecieaza evolutia tumorii)

Clasificarea TNM este un element important In diagnosticul MM atat pentru
prognosticul pacientului cdat si tratamentul si cercetarea acestuia. Clasificarea Organizatiei
Mondiale a Sanatatii (OMS) din 2018 a MM 1l claseazd pe acesta cafiind o entitate
biologica independenta, cu caracteristici clinice, histopatologice si genomice diferite. Noua
clasificare a MM cuprinde 9 cai distincte de dezvoltare a acestuia, tinand cont de clinica,
aspectul histopatologic, epidemiologie si genomica acestuia.

Noua clasificarea a leiunilor melanocitare are la baza influenta radiatiilor UV,
originea tumorii (punctul de plecare al tumorii) si caracteristicile genetice. Pentru a grada
distrugerile cumulative provocate de soare din punct de vedere histologic se foloseste
termenul de elastod solard. In cele mai multe tiri, MM se dezvoltd pe tegumentul ce este
expus la soare, o perioadd mai indelungatd sau nu, exitand un numar mai mic de MM care
nu au legdtura cu expunerea la soare.

Melanoame asociate cu expunerea la Melanoame independente de expunerea

soare la soare

Melanoam extensiv in suprafata/ Melanom Spitz

melanom low -CSD

Lentigo maligna Melanom acral

melanoma/melanom high-CSD

Melanom desmoplazic Melanom mucosal
Melanom dezvoltat pe nev congenital
Melanom dezvoltat pe nev albastru
Melanom uveal

Melanomul nodular poate sa apara prin oricare dintre caile de mai sus

Tabel 2. Clasificarea melanomelor in functie de modul de dezvoltare
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5. Factorii de prognostic in melanomul malign

In momentul actual prognosticul pacientului cu MM depinde de stadiul clinic
corelat cu cel histopatologic. Stadiul clinic este stablit de o corelatie dintre aspectul
histopatologic, clinica pacientului, imagistica si analizele de laborator, care, impreuna,
satbilesc prezenta sau absenta metastazelor. Corelarea corectd intre factorii de pronostic si
stadiul clinic este foarte important pentru tratamentul si urmarirea ulterioara a pacientului,
cat si pentru dezvoltarea de noi strategii.

Factorii de pronostic clinici sunt reprezentati de varsta si sexul pacientului, tipul
de piele al individului si localizarea anatomica a tumorii.

Cei mai importanti factori de pronostic histopatologic sunt reprezentati de
grosimea tumorald (Breslow), ulceratia, prezenta nodulilor microsatelitari si numarul de
mitoze. Alti factori de pronostic, mai putin importanti, dar care ar trebui raportati in
raportul histopatologic sunt: infiltratul inflamaor limfocitar intra sau peritumoral, invazia

linfo-vasculara si perineurala, regresia si nivelul de invazie (nivelul Clark).

6. Regresia tumorala in melanomul malign

Regresia tumorald este un proces imun care duce la disparitia totald sau pattiald a
proliferdrii tumorale. Ca si alte tumori, si MM poate prezenta regresie tumorald spontana,
un fenomen ce poate crea probeleme de diagnostic clinic si histopatologic, deoarece au fost
raportate in literatura de specialitate cazuri in care pacietii s-au preznetat cu metastaze din
MM fara evidenta clard a tumorii primare. Din punct de vedere histopatologic, regresia
tumorald poate fi absentd, partiald, segmentara si completd. Regresia tumorald este un
fenomen daatorat sistemului imuno care distruge celule tumorale prin intermediul
limfocitelor. Datoritd asocierii cu infiltrat inflamator intratumoral si a capacitdtii de
regresie tumorald spontand, MM este considerat o tumora imunogenica .

Fenomenul de regresie tumorala in MM este unul fregvent intalnit in acest tip de
tumoare, cu o incidentd cuprinsd intre 10-35% din totalul tumorilor raportate. La ora
actuald nu exista un consens in ceea ce priveste valoarea prognosticd a regresiei tumorale
spontane In melanom, deoarece unele studii aratd ca aceasta este un factor de pronostic

nefavorabil pentru cd unii pacienti cu MM se prezintd cu boald metasticd si absenta
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tumorii primare, alte studii prezenta regresiei nu se asociazd cu limfonoduli santinela
pozitivi. Din acest motiv, In momentul de fata, regresia nu poate fi incadratd ca factor de

pronostic favorabil sau nefavorabil.

CONTRIBUTII PERSONALE

7. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Desi datele din literatura de specialitate acordd semnificatie majora cu prognostic
pozitiv raspunsului imun in malignitétile altor organe, in MM complet regresat importanta
prognosticd a raspunsului imun este controversata, cei mai multi autori consideand ca are
prognostic nefavorabil, ca urmare a prezentei unor cazuri raportate in literatura de pacienti
cu metastaze limfoganglionare si/sau viscerale cu regresie completa a tumorii cutanate

Aceasta lucrare 1si propune sa investegheze din punct de vedere histopatologic si
imunohistochimic prezenta unor posibili indicatori prognostici, in scopul corelarii regresiei
tumorale cu un prognostic in MM. O parte din activitatea de cercetare s-a concretizat sub
forma a doua articole stiintifice publicate In reviste de specialitate idexate ISI sau PubMed

Obiectivul general al tezei de doctorat constd in identificarea indicatorilor
rmorfologici si imunohistochimici cu valoare diagnostica si prognosticd in melanomul
malign cu regresietumorala. Pentru indeplinirea obiectivului propus, cercetarea urmareste
mai multe etape:

- investigarea imunofenotipului celulelor dendritice in infiltratul inflamator din
ariile de regresie tumorala comparativ cu cel din ariile non-regresate

- corelarea prezentei si a preponderentei celulelor dendritice din infiltratul
inflamator din ariile de regresie ale melanomului malign si din ariile cu infiltrat inflamator
din zonele non-regresate

- evaluarea infiltratului inflamtor limfocitar din ariile de regresie tumorala si ariile
non-regresate ale tumorii

- corelarea dintre prezenta celulelor dendritice si a infiltratului inflamator alcatuit
din limfocite T

- prezenta makerilor de adeziune moleculara, inhibitori ai matricei
metaloproteinazelor si metaloproteinazale si rolul acestora in ariile de regresie tumorala si

zone de non-regresate.
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Ne asteptdm ca datele cercetarii s demostreze ca regresia tumorala este un factor
pe pronostic favorabil in evolutia melanomului malign. Infiltratul inflamator din zonele de
regresie are o componentd particulara fatd de infiltratul inflamator intratumoral din MM
fara arii de regresie si depinde de expresia unor factori de semnalizare in melanocitele
tumorale din vecindtate. Multe dintre studiile efectuate pana 1n prezent sunt in
contradictoriu, unele sustindind ca regresia tumorald n melanomul malign are un

prognostic bun, altele ca regresia este un factor de prognostic nefavorabil.

8. Metodologia generala a cercetarii

In vederea indeplinirii obiectivelor mentionate anterior, am organizat prezentul
studiu sub forma unei cercetari retrospective de tip cohorta realizatd pe pacientii la care s-a
practicat excizia de fragmente cutanate ce prezentau leziuni melanocitare de tipul MM in
sectiile de chirurgie plasticd si dermatovenerologie ale Spitalului Clinic Colentina, intr-un
interval de sapte ani (2009 - 2016).

Materialul examinat a constat din fragmente de tegument cu tumora, prelevate, in
cursul orientarii macroscopice, din piesele cutanate primite in Serviciul de Anatomie
Patologica al aceluiasi spital. Acestea au fost prelucrate de rutind conform protocoalelor
interne si au beneficiat de un diagnostic histopatologic complet la scurt timp dupa
interventia chirurgicala.

Selectia retrospectiva a cazurilor s-a facut accesand baza de date informatizatda a
Departamentului de Anatomie Patologica a Spitalului Clinic Colentina. Au fost verificate
suplimentar anexele din fisa de Insotire a materialului biologic prelevat de la pacienti, in
care acestia 1si exprimd acordul inclusiv in ceea ce priveste utilizarea in scop stiintific a
fragmentelor tisulare excizate chirurgical.

Lotul inclus in studiu a cuprins un numar de 60 de pacienti selectati consecutiv, cu
diagnosticul de melanom malign cu arii de regresie tumorald confirmat microscopic. Din
piesele rezultate in urma selectiei cazurilor au fost impartite an doua grupuri: grupul cu
zone din ariile de regresie tumorala si zone din tumora de la acelasii pacient, rezultdnd
astfel 120 de probe.

Din blocurile selectate s-au extras fragmentele de interes (zonele cu regresie
tumorald si fragmente din tumoare, fard regresie tumorald) si au fost incluse in blocuri

multitisulare. Din noile blocuri de parafind multitisulare s-au efectuat sectiuni la de 3p
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pentru coloratii uzuale si de 2p pentru cele imunohistochimice, care au fost etalate pe lame
simple si uscate 2 ore la termostat. Ulterior, acestea au fost deparafinate in xilen,
rehidratate 1n solutii de etanol cu concentratie crescanda si apoi in apa si colorate cu
coloratiile hematoxilind-eozinad conform retetei laboratorului

Toate cazurile studiului au beneficiat de o analizd imunohistochimicd completa,
utilizand un panel alcétuit din noudsprezece markeri imunohistochimici. Acestia au cuprins
marekeri pentru obiectivarea infiltratului inflamator alcdtuit din limfocite T citotoxice
(CD4, CD8, FOXP3).

Pentru celule dendritice din infiltratul inflamator din ariile de regresie, cat si din
zonele tumorale non regresate, s-au folosit merkeri imunohistochimici precum CDla,
CDl1c, Langerin.

S-a evaluat prin teste imunohistochimice prezenta makerilor de adeziune moleculara
(CEACAMY), inhibitori ai matricei metaloproteinazelor si metaloproteinazale si rolul
acestora in ariile de regresie tumorala si zone de non-regresate (TIMP1; TIMP2, TIMP3,
MMP1, MMP2, MMP3, MMP9)

Pentru inceput am preluat din rezultatul histopatologic al fiecarui pacient datele
legate de varsta si sexul acestuia, tipul de melanom malign, indicele Breslow, nivelul de
invazie Clark, numarul de mitoze pe mm?, prezenta sau absenta ulceratiei si localizarea.
Toate melanoamele incadrate in stdiu au fost extensive in suprafata.

Varstele pacientilor au fost grupate in 3 categorii astfe: intre 20-40 ani; intre41- 60
ani s1 61-90 ani, de asemenea si numarul de mitoze: intre 1-5 mitoze, 6-10 mitoze, peste 11
mitoze. Absenta mitozelor a creat un grup separat.

Localizarea anatomicd a tumorii a fost grupatd in 5 categorii: cap si gat, trunchi,
membre inferioare, membre superiare si fara localizare (localizarea anatomica nu a putut fi
extrasa din biletelul de insotire al materialului biopsic).

In studiu au fost incluse numai cazuri cu regresie segmentara si partiala, aceasta
fiind clasificatd in arii de regresie peste 75% din suprafata tumorii si arii de regresie
tumorala sub 75% din suprafata tumorii.

Prezenta limfocitelor T, CD4 si CD8, a fost scorificata astfel: scor 0 — absente, scor
1 —rare, scor 2 — numar moderat, scor 3 — frecvente scor 4 — foarte frecvente.

in celulele limfatice infiltrante s-a evaluat numirul de celule pozitive FOXP3, atat
in zonele regresate, cat si in cele neregresate, dupd cum urmeaza: rare (<20%), frecvente

(intre 20% si 80%) si foarte frecvente (>20%) .
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Celulele dendritice au fost evaluate pe coloratia CD1a, CD11c¢, Langerin, folosind o
scara semicantitativa (0 — absent, 1 —rar, 2 — frecvent, 3 — foarte frecvent), fiind descrise in
zone regresizate si neregresate.

Prezenta celulelor care au exprimat markeri CEACAMI1, MMP si TIMP a fost
cuantificatd pe o scara semicalitativa: 0 — absent, 1 — pozitivitate slaba, 2 — pozitivitate
moderata si 3 — pozitivitate intensa.

Pentru analiza statistica a datelor am folosit programele Microsoft Excel si SPSS
versiunea 19, alegand parametrii obisnuiti de semnificatie statistica (p<0,05 si interval de
incredere de 95%). Am folosit atdt variabile categorice cat si variabile continue si am
precizat, pe parcursul lucrarii, functiile statistice folosite. Pentru descrierea grupurilor am

folosit media; pentru compararea a doud grupuri am folosit testul t Student si testul Fisher.

9. Rezultate

Date demografice despre lotul studiat:

Lotul de pacienti studiati cuprinde 32 de femei si 28 de barbati, raportul dintre sexe
finnd de 1,14:1 in favoarea femeilor. Aceste date nu concorda cu datele din literatura, care
raporteaza o prevalentd mai crescutd in randul barbatilor, in acest studiu semnificatia
statisticd fiind nula. In functie de sex, incidenta MM este mai crescuti in randul barbatilor,
aceasta fiind de 3,8/100000 locuitori, la femei fiind de 3/100000 locuitori, cu un risc de
dezvoltare a acestei malignitati de 0,42% la barbati, respective 0,33 % la femei. Se pare ca
pand la varsta de 50 de ani femeile au o incidenta mai crecuta a MM, dar dupa varsta de 60
de ani, incidenta crerste in randul barbatilor, acettia avand o ratd de supravietuire mai
scazuta decét cea a femeilor, ceea ce depinde de anumiti factori biologici.

Datele obtinute corespund cu prevalenta generala a bolii, care este mai frecventa la
pacientii peste 41 de ani, ceea ce reprezintd peste jumatate din pacientii incuti in studiu.

Corelatia dintre varstd si sex este una fard semnificatie statistica in acest studiu,
varstele medii de diagnosticare a MM fiind similare, astfel ca, varsta medie, la barbati

diagnosticati cu MM di acest studiu a fost de 61,35 de ani, iar la femei de 60,90 ani.
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Corelatia dintre varsta si indicele Breslow, cel mai important factor de pronostic in MM,
nu a avut valoare semnificativ statisticd decat pentru grupul de varsta 20-40 de ani, unde
acesta a avut cea mai mica valoare(t-test, p<0.032). Cum era de astepat, indicele Breslow a

fost semnificativ mai mare la pacientii peste 40 de ani comparativ cu cei cu varste cuprinse

Distributia pe varsta si sexe
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Din studiul efectuat, rezulta ca pacientii mai varstnici au o evolutie mai rapida a

bolii, in functie de indicele Breslow, ceea ce conduce la concluzia ca varsta pacientului cu

Fig. 2 Distributia pacientilor in functie de varsta si breslow

MM este un factor de pronostic important in evolutia MM.

In studiul efectuat, corelatia dintre sexe si indicele Breslow a fost una cu valoare

semnificativ statistica (t-test, p<0.0006)
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Date morfologice si clinice

Corelatiile dintre sex si localizare si varsta si localizare in lotul studiat sunt fara
valoare semnificativ statistica, dar s-a observat o localizare preponderentd la nivelul
trunchiului atat la femei cat si la barbati.

Ulceratia MM este un factor de pronostic negativ. Rata de supravietuire la cinci
ani este redusd de la 80% pentru melanoamele neulcerate la 55% in prezenta ulceratiei
pentru pacientii cu melanom 1n stadiul I si de la 53 la 12% pentru pacientii cu melanom in
stadiul II.

Se pare ca melanoamele cu cu ulceratie prezentd au un indice Breslow mai
crescut , cu o grosime tumorald medie de 3,47 mm, 1n timp ce melanoamele mai subtiri, cu
o grosime tumorald medie de 1,23 mm, nu au prezentat ulceratie

In grupul nostru de melanoame cu regresie, indicele Breslow a variat intre 0,15 mm
si 11,4 mm, valoarea medie de 2,57 mm. Din totalul lotului examinat doar 17 au grosimea
tumorala sub 1 mm (melanoame subtiri), cele mai multe dintre ele avand o grosime peste 2
mm.

Actuala stadializare a MM se bazeaza pe sistemul de stadializare AJCC (American
Joint Committee on Cancer), implementat in anul 2018, luna ianuarie, in Statele Unite.
Stadializarea se bazeaza pe clasificarea TNM (T-tumoare, N-noduli, M- metstaze).
Categoria tumorii este determinata in functie de grosimea tumorii — indicele Breslow si de

prezenta sau absenta ulceratiei

Tumora primara [T] Breslow [mm]
pTis melanom malign in situ
pT1 dimensiunea maxima a tumorii lmm
epTla etumora cu dimensiuni < Imm fara ulceratie
opTlhb e tumora cu dimensiuni cuprinse intre 0,8-1 mm fara
ulceratie
sau
e tumora cu dimensiuni > 0,8 mm cu ulceratie
pT2 tumora cu dimensiuni cuprinse intre 1-2 mm
opT2a e tumora cu dimensiuni cuprinse intre 1-2 mm fara
ulceratie
opT2b e tumora cu dimensiuni cuprinse intre 1-2 mm fara
ulceratie
pT3 tumora cu dimensiuni cuprinse intre 2-4 mm
epT3a e tumora cu dimensiuni cuprinse intre 2-4 mm fara
ulceratie
opT3b e tumora cu dimensiuni cuprinse intre 2-4 mm fara
ulceratie
pT4 tumora cu dimensiuni > 4 mm
epT4a e tumora cu dimensiuni > 4 mm fara ulceratie
opT4b e tumord cu dimensiuni > 4 mm fara ulceratie

Tabel 3. Stadializarea tumorii corelat cu indicele Breslow
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Rata mitotica a fost intre 1 si 20 de mitoze/l mm?, cu un indice mitotic mediu de
4,56 mitoze/mm?2. Dupd cum era de asteptat, a existat o corelatie foarte puternica intre
indicele mitotic si Breslow (testul t, valoarea P tow tail 0,002).

Majoritatea studiilor efectuate asupra factorilor de pronostic in MM au descoperit
ca nivelul de invazie Clark nu are nicio semnificatie prognostica, dupa ce indicele Breslow
a fost luat in considerare prin analize multivariate.

Nivelul de invazie Clark are 5 etape, detaliate in tabelul urmator.

Clark Nivel de invazie

Clark I esc mai numeste si melanom in situ — celulele
melanomului se afld doar in epiderm

Clark II eprezenta de celule de melanom in stratul dermul
superficial

Clark III eprezenta de celule melanocitare maligne in dermul
profund

Clark IV einsecamnd cad melanomul s-a raspandit in dermul
reticular

Clark V einseamnd ca melanomul a invadat hipodermul

Tabel 4 Nivelu de invazie Clark

Regresiea tumorala spontand in melanomul malign are loc intr-o proportie mica de
melanoame maligne si este important sa intelegem procesele implicate in inducerea
acestuia, deoarece aceasta poate oferi un ghid pentru terapiile viitoare pentru aceasta boala.

Distributia lotului in functie de prezenta regresiei si indicele Clark nu indica
diferente semnificative . Distributia lotului in functie de prezenta regresiei si index-ul
mitotic nu indica diferente semnificative (P 0.70), nici in ceea ce priveste prezenta
ulceratiei.

Markerii imunohistochimice in ariile de regresie tumorala corelatii cu ariile
nonregresate.

Diferenta dintre frecventa CD CDla+ in zonele regresate si cele neregresate este

semnificativa statistic (two-tailed P value=0.04).

Fig. 3 Distributia celulelor dendritice: A. Pattern nodular; B. Pattern arahnoidian. C.
Pattern difuz; CD1a 100X
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in lotul studiat prezenta celulelor dendritice pozitive pentru imunomarcajul cu
markerul CD11c nu a avut valoare statistica semnificatica in zonele cu regresie comparativ
cu zonele non-regresate [two-tailed P value=0.5], dar CD CD11c au fost mai numeroase in
ariile de regresie comrativ cu cele non-regresate.

Unele studii au ardtat ca celulele T CD4 sunt asociate cu regresia in melanomul
primar si cu respingerea tumorilor in modelele adoptive de transfer. Mecanismul prin care
isi mediaza efectele antitumorale ramane neclar, iar unele studii au sugerat ca interactiunile
ligand Fas [FasL]/Fas au fost implicate.

Dupad cum era de asteptat, in studiul nostru, celulele CD4 pozitive au fost mai
numeroase comparativ cu limfocitele CD8 pozitive. In ariile non-regresate celulele CD8
pozitive au fost mai numeroase comparativ cu cele CD4 pozitive

In celulele limfatice infiltrante s-a evaluat numirul de celule pozitive FOXP3, atat
in zonele regresate, cat si in cele neregresate, dupa cum urmeaza: rare [<20%], frecvente
[intre 20% si 80%] si foarte frecvente [>20%] . De asemenea, distributia limfocitelor
pozitive FOXP3 a fost evaluata in zonele de regresie si zonele neregresate.

Expresia FOXP3 in celulele tumorale a fost semnificativa statistic atunci cand a fost
corelata cu indicele Breslow [f test, two-tailed P value<0,038]. in tumorile subtiri, FOXP3
a fost predominant negativ sau a avut o expresie usoard, in timp ce in tumorile mai groase,
a existat o expresie mai intensd a FOXP3.

In lotul studiat se pare ca celulele CD4 si CD8 pozitive mult diferit compartiv cu
pozitivitatea acestora pentru FOXP3, avan un raport invers proportional, in zonele in care
celulele FOXP3 au fost numeroae, celulele dendritice au acut un numar redus si invers (¢
test, two-tailed P value<0.00021)

Din totalul cazurilor, in zonele de regresie tumorali CEACAMI a fos absent in 46
cazuri si slab pozitiv numai in 14cazuri. In ariile non-regresate 17 cazuri au fost intens
pozitive, 14 moderat pozitive, 23 cazuri slab pozitive si 6 negative. Din aceasta rezulta ca
existd o diferentd semnificativa intre pozitivitatea celulelor restante an ariile de regresie
tumorala comparativ cu celulele tumorale din ariile non-regresate

Expresia CEACAMI 1n ariile regresate comrativ cu cele non regresate nu prezinta
valoare semnificativa statisti, in schimb unele studii au demonstrat ca expresia pentru
CEACAMI are valoare semnificativ statisticd in melanoamele cu regresie comparativ cu
melanoamele fard regresie tumorald (t-test, p<0.0001)

Existd o pierdere semnificativa a expresieci CEACAM-1 in celulele melanomului

din zonele de regresie, ceea ce indicd faptul ca regresia este nu numai rezultatul
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inflamatiei, ci si al unor caracteristici specifice ale unor celule tumorale care le fac mai
sensibile la actiunea toxica a celulelor limfatice.

In majoritatea cazurilor, atdt in zonele regresate, cat si in cele non-regrresate,
MMP1 a prezentat expresie slab si moderati pozitivi. In ariile de regresie tumorali,
MMP1 a avut expresie imunohistochimica astfel: in cele mai multe cazuri (46%) a fost
slab pozitiv, in 32% a fost moderat pozitiv, iar in 22% a fost intens pozitiv. In ariile non-
regresate 58% din acestea au prezentat pozitivitate intensa pentru MMP1 in celulele tu

MMP-2 a fost pozitiv difuz atat in ariile regresate cat si in cele non regresate.
MMP-2 a fost mai intens pozitiv in zonele non-regresate. Cele mai multe cazuri, in ariile
de regresie tumorala , expresia lui MMP-2 a fost moderata (53%), urmata de cazurile cu
intensitate marcata (32%) si 15% au fost slab pozitive. Comparativ, in ariile non-regresate,
cele mai multe cazuri au avut intensitate moderatd si cele mai putine au fost slab pozitive,
dar nu au existat existat diferente semnificative intre ariile de regresie tumorala si ariile
non-regresate.

MMP-3 a fost difuz pozitiv atat iIn componenta regresati cat si in cea non-regresata, fara
valoare semnificativa intre cele doud, desi expresia acestuia pare utor scidzut comparatic cu
cea din melanoamele fara regresie.

MMP-11 in studiul nostru a avut expresie utor diminutatd, atat in ariile de regresie

tumorala cat si in ariile non-regresate.

Expresia MMP11

w0
30 7
20 ® arii de regresie
10 M arii non-regresate
0
slab pozitiv. moderat intens
pozitiv pozitiv

Fig.4 Expresia MMP11 1in lotul studiat
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In toate cazurile, MMP a avut expresie similard, att in ariile regresate cét si in
ariile non regresate. MMP3 a fost markerul care a prezentat supraexpresie usor crescuta
comparativ cu celelalte metaloproteinaze, urmatd de supraexpresia MMP-2 si MMP-11,
MMP-13 si MMP-1. Fibroblastele stromale tumorale au fost, de asemenea, putin mai
intense pozitive in zonele non-regresate decat in ariile regresate sau au aratat o expresie
similara in ambele componente.

MMP?2 a fost a avut o expresie mai intensa in fibroblastele din zonele non-regresate
comparativ cu cele exprimate in zonele de regresie tumorala (t-test, p<0.00033). MMP13 a
fost mai intens exprimat in zonele non-regresate comprativ cu cele regresate (t-test,
p<0.0006). in cazul MMP1, MMP3 si MMP 11 nu au existat diferente semnificative.

Expresia TIMPs a avut o variabilitate mai mare in componenta non-regresata fata
de componenta regresata a lotului studiat, atat in celulele tumorale, cat si in cele stromale;
au existat cazuri de supraexprimare, expresie similard sau expresie diminuatd pentru
fiecare tip de TIMP investigat. Cu toate acestea, majoritatea cazurilor (60% pentru TIMP-
1, 58% pentru TIMP-2 si 63% pentru TIMP-3) au avut supraexpresie TIMP 1n ariile non-

regresate comparativ cu cele regresate.

CONCLUZII

Am efectuat un studiu retrospectiv, de cohortd, incluzand 60 de pacienti
consecutivi, diagnosticati cu melanom malign in Serviciul de Anatomie Patologica al
Spitalului Clinic Colentina, pe baze clinice si histopatologice.Studiul a urmarit analiza
imunohistochimica a unor celule din infiltratul inflamator din ariile cu regresie tumorala
comparativ cu ariile non-regresate ale melanomului malign., bazandu-se pe evaluarea
microscopica.

Analiza comparativa realizatd ne-a permis sa formuldm o serie de concluzii, dintre
care le-am extras pe cele mai importante:
> MM este o afectiune maligna care afecteaza in general populatia varstinicd, dar
poate sa apard la orice varsta, cu o ratd de mortalitate inca crescuta
> In lotul studiat existd o discordantd intre numarul de femei si cel de barbati, fiind
incluse in studiu 32 de femei si 28 barbati. Aceste date nu corespund celor din literatura
> Distributia pe varstd a respectat datele din literatura, cei mai multi pacienti din

studiu avand o varsta peste 60 de ani
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> In MM grosimea tumorala (Breslow) este un factor de prognostic important, care
corelat cu varsta pacientului, rezultd cd o grosime tumorald mai mica (MM subtiri) are o
evolutie mai buna

> Localizarea tumorii are un rol important in evolutia MM, tumorile situate la nivelul
capului si gatului avand o evolutie mai proasta.

> Distributia particulard de CD 1n melanom cu regresie si cresterea numarul de CD in
zonele de regresie comparativ cu zonele non-regresate pot indica faptul cd CD sunt
implicate in fenomen de regresie si poate avea valoare prognostici in melanom. In urma
analizei literaturii de specialitate, am observat cé rolul celulelor dendritice in melanomul
cu regresia a fost slab studiata.

> Caracterizarea CD si intelegerea comportamentului sdu va contribui in mod esential
la dezvoltarea de vaccinuri si managementul bolilor de piele.

> Mai interesantd este asocierea modelului de distributie al celulelor dendritice in
zonele de regresie si prezenta de celule dendritice in cadrul masei tumorale non-regresat.

> Celulele Langerhans au fost in mod constant asociate cu factori de prognostic

favorabil, astfel constituindu-se ca un parametru promitator pentru a fi evaluat in cazul

melanoamelor.
> Celulele CD4 pozitive au fost mai numeroase comparativ cu limfocitele CDS8
pozitive. In ariile non-regresate celulele CD8 pozitive au fost mai numeroase

comparativ cu cele CD4 pozitive.

> FOXP3 este o tintd interesantd si promitatoare a terapiei moleculare, deoarece pare
a fi un factor independent de comportament agresiv atunci cand este exprimat in celulele
tumorale si, de asemenea, este profund implicat in modularea apararii imune a gazdei.

> Regresia tumorala este corelatd cu o inhibare a celulelor T de reglementare FOXP3
in prezenta unui numar crescut de celule dendritice. Datele sugereaza cd melanoamele cu
un numdr mare de celule T reglatoare si un numdr scdzut de celule dendritice au un risc
mai mare pentru un comportament biologic agresiv.

> O observatie interesantd este cd intensitatea expresiei FOXP3 a fost mai mare in
leziunile care au prezentat un pattern difuz de pozitivitate, In timp ce tumorile care au avut
doar pozitivitate focald au avut o intensitate mai mica a expresiei FOXP3

> Anticorpii monoclonali Tmpotriva CEACAMI1 pot induce pierderea expresiei
CEACAMI in celulele melanomului si pot spori efectul antitumoral al sistemului imunitar

al pacientilor. CEACAMI1 este o tintd terapeuticd promitdtoare, deoarece pierderea
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expresiei 1n celulele tumorale pare sa stimuleze regresia si sd inhibe cresterea verticalad si
invazia.

> CEACAMI1 este un marker valoros in melanom care poate fi utilizat pentru o
descriere mai completd a caracteristicilor tumorale legate de invazivitate si comportament
agresiv. Este mai intens pozitiv in melanoamele groase si in frontul de invazie, indicand ca
celulele CEACAM 1-pozitive au un potential mai mare de invazie si metastaza.

> De asemenea, existd o pierdere semnificativd a expresieci CEACAMI in celulele
melanomului din zonele de regresie, indicand ca regresia nu este doar rezultatul
inflamatiei, ci si al unor caracteristici specifice

> Expresia MMP3, MMP11, MMP13, TIMP1, TIMP2 si TIMP3 este diminuata in
ariile cu regresie fatd de cele neregresate. Aceste caracteristici imunofenotipice indica
existenta unui polimorfism intratumoral, regresia fiind expresia heterogenicitatii
intratumorale.

> Pe de alta parte, desi rezultatele obtinute nu au avut semnificatie statistica pentru
fiecare marker in parte, am identificat o diminuarea expresieci MMP1, MMP11, TIMPI,
TIMP2 si TIMP3 , pentru aceste cazuri existind un comportament biologic mai putin
agresiv ale melanoamelor cu regresie tumorala.

> TIMP3 a fost supraexprimat in toate cazurile zonele non-regresate in comparatie cu
componenta regresata.

> A fost evidentd o tendintd de supraexprimare a TIMP1 si TIMP2 in ariile non-
regresate ale melanoamele comparativ cu ariile regresate.

> Aceste constatari sustin ipoteza ca diferentele morfologice identificate in spectrul
de regresie a melanomului se pot corela cu prognosticul, explicand astfel descoperirile
controversate din literatura de specialitate privind rolul biologic si prognostic al regresiei.
> MMP-urile i TIMP-urile sunt molecule importante implicate in dezvoltarea,
progresia si metastazele tumorale cu activitate pro- si antitumorala.

> Corelatia lor cu regresia in melanom aratd: (a) componentele regresate si
neregresate sunt de fapt subclone tumorale diferite si (b) In unele cazuri de melanom cu
regresie (cu o morfologie specificd), agresivitatea biologicd a tumorii si implicit
prognosticul general pot fi mai favorabile decat cel al melanomului fara regresie, oferind
astfel posibilitatea unei stratificari suplimentare a acestor pacienti dincolo de stadializarea

AJCC.
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> Sunt necesare mai multe studii pentru a stabili cdi cuprinzatoare ca poartd pentru
identificarea de noi biomarkeri in scopuri diagnostice sau terapeutice

Datele cercetarii si demostreze cad regresia tumorald este un factor pe pronostic
favorabil In evolutia melanomului malign. Infiltratul inflamator din zonele de regresie are
o componentd particulara fatd de infiltratul inflamator intratumoral din MM fara arii de
regresie si depinde de expresia unor factori de semnalizare in melanocitele tumorale din
vecinatate. Multe dintre studiile efectuate pana in prezent sunt in contradictoriu, unele
sustinand ca regresia tumorald In melanomul malign are un prognostic bun, altele ca
regresia este un factor de prognostic nefavorabil.

Datele noastre actuale corelate cu studiile anterioare despre diversitatea regresiei in
melanom (atat ca aspect morfologic, infiltrarea celulelor imune si imunofenotipul celulelor
tumorale), coroborate cu opiniile divergente despre semnificatia prognostica a regresiei
indica faptul ca existd o categorie identificabild de melanoame cu regresie cu prognostic

favorabil si, in plus, predispus tratament specific.
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