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Introduccio

1.- Generalitats del melanoma cutani

1.1.- Definicié

El melanoma cutani és una neoplasia maligna derivada dels melanaocits,
cél-lules dendritiques d’origen neuroectodérmic que en condicions normals es
troben entre els queratinocits de la capa basal de I'epidermis i el fol:-licle pil-16s
(Figura 1). La seva principal funcié és produir melanina i distribuir-la entre els
queratinocits adjacents. La melanina és un pigment que protegeix la pell dels
efectes carcinogenics de la radiacio ultraviolada (RUV). Els melandcits, pero,
també poden trobar-se presents en altres localitzacions com ara l'ull (Uvea),
I'oida interna, el sistema nervios central (leptomeninges), el cor i el muscul.

D’altra banda també existeixen proliferacions benignes de melanocits
com son les hiperplasies melanocitiques i els nevus. Els melanocits que

consitueixen un nevus també poden anomenar-se nevocits.

DERrRWS

Figura 1.

Imatge esquematica de I'estructura de la pell a nivell histologic.
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1.2.- Factors etiologics

El melanoma cutani és una malaltia multifactorial, en la que intervenen
tant factors endogens com exogens. Actualment els principals factors de risc
considerats per al melanoma cutani sén la RUV, el fenotip cutani (incloent la
preséncia de nevus multiples) i els factors genétics.

1.2.1.- RUV

Les RUV tenen diferents efectes sobre la pell, incloent canvis genétics,
induccié6 d’especies reactives d’oxigen, alteracions en les funcions
immunologiques de la pell i produccié de factors de creixement.! Treballs més
recents amb models animals han mostrat que la RUV indueix repostes
inflamatories que promouen la supervivencia dels melanocits i faciliten I'evasio
immunologica i la invasié perivascular.?® Diferents estudis epidemiologics han
implicat una intensa exposicio intermitent a les RUV aixi com les cremades
solars durant la infancia amb un major risc de melanoma.* El risc de patir
melanoma també es veu incrementat per I'exposicido a les RUV dels llits de

bronzejat, especialment si el seu Us ha estat abans dels 35 anys.>®

1.2.2.- Fenotip cutani

Parlem de fototipus quan ens referim a la capacitat, determinada
geneticament, que té un individu per assimilar les RUV. La classificaci6 més
utilitzada i acceptada actualment és la de Fitzpatrick, que reconeix fins a 6
fototipus diferents.” Aquells individus de pell clara amb marcada tendéncia a
cremar-se amb el sol (fototipus | i Il) presenten un major risc de desenvolupar
un melanoma ja que tenen un risc relatiu de 2.99 respecte als fototipus alts.®

Els individus de cabells rossos o pél-rojos presenten també un major risc
relatiu (1.96 i 3.64, respectivament) de patir melanoma respecte aquells de
cabell castany o negre. Ocorre el mateix en els individus d'ulls clars, que
mostren un risc relatiu de 1.54 respecte als individus d'ulls foscos.®

Existeix una forta correlacio entre el niumero de nevus (més de 25) i el

risc de melanoma.® Més concretament, aquesta associacié és més forta per als
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Introduccio

melanomes desenvolupats en tronc i extremitats inferiors en comparacié amb
altres localitzacions.'® Els pacients amb nevus atipics també presenten un
major risc de melanoma en comparacié amb la poblacié general.® Les guies
meés actuals suggereixen que aquells pacients amb més de 100 nevus o amb

més de 5 nevus atipics son els que presenten un major risc de melanoma.**

1.2.3.- Predisposicié genética

12,13 amb

S’estima que entre el 5 i el 10% dels melanomes son familiars
una gran heterogeneitat genética entre families, fet que suggereix que hi ha
multipes gens involucrats. Els principals gens implicats en la susceptibilitat a
melanoma sén CDKN2A i CDK4, dos gens amb alta penetrancia, i als que
recentment s’ha afegit BAP1.1*® CDKN2A és un gen supressor tumoral que
codifica per a dues proteines diferents: p16INK4a (que regula la sortida de la
fase G1 inhibint la fosforilacié de la proteina del retinoblastoma a través de
CDK4)' i p14ARF (que actua a través de P53 per a induir o bé I'arrest del cicle
cel-lular o bé I'apoptosi).’®*® CDK4 és un oncogen que codifica per a una de les
proteines que s’uneix a p16INK4a.*® Fins al moment, el nimero de families de
melanoma amb mutacions de CDK4 és reduit en comparacié amb la freqiencia

de mutacions de CDKN2A.%%?1

1.3.- Epidemiologia

El melanoma és la primera causa de mort per cancer cutani, tot i no ser
el tipus més frequent de cancer de pell. Tant als Estats Units com a Europa
presenta una incidéncia creixent (Figura 2), amb un increment anual variable
entre poblacions perd que s’estima d’entre el 3% i el 7%, essent superior en
individus de més de 65 anys. ?*%*. Aquest augment s’atribueix no només a una
major exposicié a les RUV sin6 també a una deteccié cada cop més preco¢ de
les lesions aixi com també a canvis en la interpretacio histologica de les lesions
incipients.?* D’altra banda, les taxes de mortalitat per melanoma han seguit
també una tendéncia a I'alga en els utims anys, sobretot en individus de més de

65 anys.?®
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Age-Adjusted Delay-Adjusted SEER Incidence Rates
By Sex
Melanoma of the Skin, All Ages, All Races,
1975-2011 (SEER 9)
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Mexico, Seattle, Utah, and Atlanta).

Rates are per 100,000 and are age-adjusted to the 2000 US Std Population (19 age groups - Census P25~
1130). Regression lines are calculated using the Joinpoint Regression Program Version 4.1.0, April 2014
National Cancer Institute.

Figura 2. Corba d’evolucio de la incidéncia (nous casos/100.000
habitants) de melanoma des de 1975 a 2011, segons la SEER (Surveillance,

Epidemiology, and End Results) National Cancer Statistics dels EUA.

1.4.- Diagnostic

1.4.1.- Aspectes clinics

La majoria de melanomes cutanis primaris (més del 80%) s’originen de
novo, és a dir, sense cap relaci6 amb una lesi6 melanocitica preexistent.
Reconeixer clinicament un melanoma pot ser un desafiament inclis per a
dermatolegs experts. Hi ha una serie de caracteristiques cliniques suggestives
de malignitat com so6n I'assimetria, unes vores irregulars, una coloracio
bigarrada, una mida gran i 'aparicio de canvis en lesions preexistents, que es
corresponen amb la norma classica de 'ABCDE del melanoma, acronim de

'anglés Assimetry; Border irregularities, Color variegation, Diameter= 6 mm
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and Evolving (Figura 3). Cal remarcar pero que aquests trets també poden

observar-se en lesions benignes i que, per tant, no s6n en cap cas criteris

absoluts de malignitat.?>?°

Melanoma: ABCDE

A: Asymmetry e

B: irregular Borders

L
C: Color variety =,/
-
D: Diameter (>6 mm) <'£x.. L
E: Evolving ¥ —'/\S L

Figura 3. Esquema representatiu de la norma de 'ABCDE per al

diagnostic de melanoma.

Actualment els dermatdlegs també disposen de tecniques
complementaries no invasives que assisteixen en el diagnostic de les lesions
melanocitiques, com son la dermatoscopia, la fotografia digital o la microscopia
confocal. La dermatoscopia, o microscopia d’epiluminiscéncia, €s una téecnica
que permet I'observacio d’estructures submacroscopiques i per tant la deteccié
d’algunes de les caracteristiques de 'ABCDE quan inclus les lesions sén de
tamany molt reduit, amb una correlacié histologica directa i permetent
incrementar significativament la detecci6 del melanoma en etapes molt
inicials.?” La fotografia digital corporal total és especialment util en el
monitoratge dels individus amb mdltiples nevus atipics, ja que canvis subtils de
lesions preexistents poden ser molt més ben documentats.?® La microscopia
confocal de reflectancia és una técnica d'imatge que permet la visualitzacio in
vivo d’estructures microanatdomiques de I'epidermis i la dermis superficial.?

Sempre que existeixi una sospita de malignitat cal procedir a una biopsia
excisional de la lesio, preferentment completa i amb marges amplis, per tal

d’establir el diagnostic histopatologic ja que aquest es considera actualment el
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gold standard per al diagnostic de melanoma i per al seu diagnostic
diferencial.?®

La majoria de melanomes sorgeixen com a tumors superficials confinats
a I'epidermis, on poden romandre fins a anys. Durant aquest estadi, conegut
com a fase de creixement radial o horitzontal, els melanomes solen ser
curables amb tant sols I'extirpacio quirargica. En algun moment, es postula que
com a consequencia de 'acumulacio d’alteracions genétiques, passen a infiltrar
la dermis 0 més enlla (fase de creixement vertical) i presenten ja potencial

metastatic.

1.4.2.- Aspectes anatomo-patologics

Com ja s’ha apuntat, I'estudi histopatoldgic és actualment el pilar del
diagnostic del melanoma i de les neoplasies melanocitiques en general,
considerant-se doncs el gold standard. Alhora, l'estudi histopatologic dels
melanomes aporta informacio pronostica. El principal problema, pero, és que el
diagnostic diferencial histopatologic del melanoma no es basa en un sol o pocs
criteris objectius i facilment reproduibles, sind que sol ser el resultat de la
conjunciéo d’'una seérie de caracteristiques morfologiques de significat i pes
variables segons cada cas particular (Taula 1) i a les que sempre cal afegir la
informacio clinica.

Existeixen varis estudis en qué es demostra una gran variabilitat
interobservador en el diagnostic diferencial entre melanoma i nevus, inclds
entre dermatopatolegs experts, amb una discordanca que varia entre el 15% i
el 25%. Alguns d’aquests estudis mesuren el grau d’acord entre diferents
patolegs mitjangant el valor estadistic de k (Qque mesura de forma quantitativa el
grau de fiabilitat d’'un sistema de classificacio), obtenint-se valors inferiors a
0.40, punt de tall per sota del qual es considera que existeix un acord pobre
entre observadors.**3® Tots aquests fets constitueixen una de les raons
principals per la qual aquest tipus de lesions conformen una de les arees de
patologia quirdrgica en qué s’emprenen més accions medico-legals.

Consequentment, aixd0 afavoreix el diagnostic de melanoma per part de
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I'especialista d’anatomia patologica.®**® No cal dir que una classificacié
correcta de les lesions melanocitiques és crucial, ja que un diagnostic erroni pot
comportar un tractament insuficient d’'una neoplasia potencialment mortal o, pel
contrari, un sobretractament amb I'augment de la morbilitat que aixd comporta
(cirurgia més agressiva, buidaments ganglionars, tractaments toxics i estrés

emocional) i també un augment no despreciable dels costos sanitaris.

. Assimetria

. Poca delimitacié lateral

. Predominancia de melandcits aillats sobre els nius

. Extensi6 pagetoide

. Nius melanocitics poc cohesius

. Nius irregulars en quant a tamany, forma i distribucio
. Abséncia de maduraci6 en profunditat

. Regressié

© 00 N O 0o A W DN P

. Infiltrat inflamatori amb nius irregulars, de distribucié
heterogénia

10. Atipia citologica

11. Necrosi monocel-lular

12. Mitosis profundes

Taula 1. Criteris morfologics utilitzats en el diagnostic histologic del

melanoma. Adaptada de Ferrara G et al.®’

La majoria de melanomes poden ser diferenciats dels nevus utilitzant els
criteris anteriorment mencionats (assimetria, falta de demarcacio lateral,
extensio pagetoide intraepidermica, preséncia d’atipia citologica, abséncia de
maduracié o presencia de mitosis en el component dermic, etc). Pero de la
mateixa manera que passa amb el diagnostic clinic, un sol criteri histologic no
és diagnostic de melanoma de per se, ja que aquestes caracteristiques poden
trobar-se individualment en els nevus. Es per aquesta raé que I'aproximacio

dicotomica tradicional (benigne versus maligne) de les neoplasies
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melanocitiques és cada vegada menys popular. Esta acceptat que existeix una
“zona gris” en qué s’englobarien diferents tipus de lesions, principalment aquell
espectre de lesions relativament gruixudes, de predomini dérmic i que sovint
son dificils o impossibles de diferenciar del melanoma. Aquest grup inclou
neoplasies melanocitiques de cel-lularitat fusiforme i/0 epitelioide com els
tumors de spitz atipics (TSA), els nevus blaus cel-lulars i/o epitelioides i els

nevus de penetracié profunda.3®*°

De fet s’ha proposat el terme “tumors
melanocitics de potencial maligne incert” (en anglés MELTUMP, acronim de
'anglés Melanocytic Tumors of Uncertain Malignant Potential) per a aquestes
lesions, per tal de reflectir la incertesa de la seva classificacié i comportament
bioldgic.*>** En tots aquests casos, la utilitzacié de técniques complementaries
podria millorar la sensibilitat diagnostica i una correcta classificacio de les
lesions.

Els TSA comprenen un grup ampli de lesions melanocitiques de
potencial maligne incert. So6n lesions que exhibeixen alhora caracteristiques
morfoldgiques dels nevus de Spitz i dels melanomes spitzoides.**** S’ha
intentat caracteritzar-los morfologicament, proposant els seguents trets: mida
gran (>10 mm de diametre), assimetria, mala delimitacio, ulceracio, afectacié
del teixit cel-lular subcutani, atipia important, creixement difis amb alta densitat
cel-lular, abséncia de maduraci6 i preséncia de mitosis dermiques profundes
(Figura 4). Aguestes caracteristiques, pero, sén compartides pels melanomes i,
per tant, poc Utils a 'hora de classificar aquestes lesions.*® Entre un 30% i un
50% dels pacients amb TSA presenten metastasis ganglionars en el moment

del diagnostic *°*®

pero el seu significat biologic continua essent incert, si bé
molts d’ells presenten un prondstic favorable.** Actualment no és possible

discernir si es tracten de lesions indolents o bé melanomes de baix grau.
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Figura 4. Imatge histologica d’'un TSA (Hematoxilina-eosina, HE, 4X).

1.5.- Classificacié actual

Segons l'actual classificacio de la Organitzaci6 Mundial de la Salut
(OMS) es reconeixen quatre subtipus principals de melanoma cutani si bé
n’existeixen algunes variants addicionals que soén menys freqlents i que

constitueixen menys del 5% dels casos (Taula 2).*

Melanoma d’extensio superficial
Melanoma nodular

Melanoma tipus lentigen maligne
Melanoma lentiginés acral
Melanoma desmoplastic

Melanoma originat sobre nevus blau
Melanoma originat sobre nevus
congenit gegant

Melanoma de la infancia

Melanoma nevoide

Melanoma persistent

Taula 2. Classificacié histologica de melanoma cutani segons la OMS
Adaptada de LeBoit et al.*®

29



Introduccio

Es tracta d'una classificacié clinicopatologica, és a dir, basada en la
localitzacié anatomica i/o el grau de dany actinic i en les caracteristiques
morfologiques, perd amb molt poc impacte en el maneig clinic dels pacients,
sobretot pel que fa a prediccié de pronostic o eleccié de possibles tractaments.
De fet, no s’han pogut demostrar diferéncies significatives en quant a
supervivencia global o resposta a tractaments entre les diferents categories,
corregides pel gruix del tumor.®®** No obstant, aquesta subclassificacié
continua sent util en el reconeixement i diagnostic de les entitats aixi com

també amb fins didactics.

1.5.1.- Melanoma d’extensio superficial

El melanoma d’extensioé superficial és el subtipus més frequent en la
raca caucasica i representa aproximadament el 70% del total dels melanomes.
La majoria apareixen de novo si bé fins a un 25% poden trobar-se en
associacio amb un nevus preexistent, ja sigui un nevus displastic 0 un nevus
congenit. Tipicament apareixen en zones de la pell amb exposisié solar
intermitent (tronc i extremitats proximals), amb una incidencia que mostra un
pic al voltant dels 50 anys i una posterior tendéncia decreixent. Es caracteritzen
per presentar una fase de creixement radial intermitja i quan es diagnostiquen
solen ser ja almenys minimament invasors. Des del punt de vista histologic
solen ser proliferacions assimetriqgues i mal delimitades de melandcits atipics
gue es disposen en nius i de forma aillada dins de I'epidermis, amb creixement
pagetoide. Els nius soén irregulars i tenen tendéncia a la confluéncia. El
component infiltrant sol estar compost de nius o masses solides que infiltren
difusament la dermis. Els melanodcits neoplastics solen ser epitelioides pero

també poden ser fusiformes, pleomorfics, etc (Figura 5).
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Figura 5. Imatge clinica (dreta) i histologica (esquerra) d’'un melanoma

d’extensio superficial.

1.5.2.- Melanoma nodular

El segon tipus per ordre de frequéncia és el melanoma nodular, que
representa entre un 10% i un 15% dels casos segons les séries. Pot aparéixer
en qualsevol localitzacio (tot i que és més habitual en el tronc) i generalment es
presenta com una lesié polipoide o pedunculada, freqiientment ulcerada i de
creixement rapid. De forma peculiar, els melanomes nodulars apareixen de
novo sobre una pell normal sense fase de creixement radial preexistent i
inicialment ja es presenten en la fase de creixement vertical. Histologicament,
doncs, el melanoma nodular es presenta com una proliferaci6 de melanocits
atipics, invasiva i amb escas component epidérmic. De fet, per definicié, si el
component epidermic existeix aquest no pot extendre’s més de tres crestes

interpapil-lars més enlla del component dérmic (Figura 6).

Figura 6. Imatge clinica (dreta) i histologica (esquerra) d’'un melanoma
nodular.
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1.5.3.- Melanoma tipus lentigen maligne

El melanoma tipus lentigen maligne representa entre un 4% i 10% del
total i caracteristicament apareix en zones de pell amb exposicio solar cronica
(cap i coll i extremitats distals) en individus d’edat avancada (es calcula que
comencga a apareixer al voltant dels 50 anys, amb una posterior incidéncia
progressivament creixent). El seu creixement és lent i insidiés, amb una fase de
creixement radial que pot durar més de 10 anys. Histologicament sén lesions
que apareixen en pells amb dany actinic evident (elastosi solar, atrofia
epidérmica) i que es caracteritzen per una fase radial en la que s’observa una
proliferacid lentiginosa de melanocits atipics en la unié dermo-epidermica, amb
extensid frequent als acrosiringis i als fol-licles pilosos. A mesura que la lesi6
evoluciona els melanocits tenen tendencia a formar nius poc cohesius que més
tard acabaran invaint la dermis, moltes vegades adoptant una morfologia
fusiforme (Figura 7).

Figura 7. Imatge clinica (dreta) i histologica (esquerra) d’'un melanoma

tipus lentigen maligne.

1.5.4.- Melanoma lentiginos acral

El quart subtipus, que representa menys del 5% del total dels
melanomes, és el melanoma lentiginés acral (MLA). Donat que la seva
prevalenca és la mateixa en totes les races (a diferencia dels altres subtipus),
és el melanoma més freqient en els individus de raca negra o asiatica. Sol
apareixer en palmells, plantes i regié subungueal (localitzacions amb poca
exposicié solar i protegides de les RUVs per una capa cornia gruixuda).

Histologicament presenten també unes caracteristiques distintives: proliferacio
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a la unid6 dermo-epidérmica de melanocits atipics adoptant un patréd
marcadament lentiginés, amb focus de creixement melanocitic confluent
associats i marcada tendéncia al creixement pagetoide. Els melanocits solen
presentar uns processos dendritics allargats. L’epidermis sol mostrar canvis

d’acantosi amb crestes interpapil-lars allargades (Figura 8).

Figura 8. Imatge clinica (dreta) i histologica (esquerra) d’'un melanoma

lentiginds acral.

1.6.- Estadiatge i pronostic

1.6.1.- Sistema TNM

Com en moltes altres neoplasies, el principal factor pronostic del
melanoma cutani en el moment del diagnostic és el seu estadi clinic.
Actualment s’utilitza la setena versié del sistema d’estadiatge TNM (acronim de
I'anglés T: primary tumor, N: regional lymph nodes i M: distant metastatic sites),
fruit de la unificacié dels criteris de la AJCC (American Joint Committee on
Cancer) i de la UICC (Union Internationale Contre le Cancer)*’. Les categories
TNM definides per aquesta ultima edicié aixi com I'agrupacié per estadis estan
expressats a les Taules 3 i 4, respectivament.

Destaca la importancia de criteris histopatologics en la determinacié del
pronostic dels pacients, sobretot en estadis localitzats (I i Il). En aguests casos,
el gruix del tumor (index de Breslow), la preséncia o abséncia d'ulceracié
epidermica i I'index mitotic son potents predictors de supervivencia i per
aquesta rad son items imprescindibles en I'elaboracié de l'informe anatomo-

patologic.
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T Gruix (mm) Ulceraci6/Mitosis
is No aplicable No aplicable
1 <1.00 a: sense ulceracio i mitosis <
1/mm?
b: amb ulceracié o mitosis = 1/mm?
2 1.01-2.00 a: sense ulceracio
b: amb ulceracio
3 2.01-4.00 a: sense ulceracio
b: amb ulceracié
4 >4 a: sense ulceracio
b: amb ulceracié
N NUmero de ganglis metastatics ‘
0 0 NA
1 1 a: micrometastasis
b: macrometastasis
2 2-3 a: micrometastasis
b: macrometastasis
c: metastasis en transit/satel-litosis
sense ganglis metastatics
3 4+ ganglis metastatics o
massa adenopatica
/satel-litosis amb ganglis
metastatics
Lactat deshidrogenasa (LDH)
Localitzacié o
serica
0 Sense metastasis a No aplicable
distancia
la Cutanies, subcutanies o Normal
nodals
1b Pulmonars Normal
1c Qualsevol altra visceral Normal
Qualsevol metastasi Elevada
distant

Taula 3. Sistema internacional d’estadificaci6 TNM per a melanoma
cutani.

7a edici6. Adaptada de Balch et al.>
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Estadi TNM
Estadi O Tis NO MO
Estadi IA Tla NO MO
Estadi IB T1lb NO MO
T2a NO MO
Estadi lIA T2b NO MO
T3a NO MO
Estadi IIB T3b NO MO
T4a NO MO
Estadi IIC T4b NO MO
Estadi IIIA Tla-4a Nla, 2a MO
Estadi IlIB Tla-4a N1b, 2b, 2c MO
T1lb-4b N1la, 2a, 2c MO
Estadi IlIC T1b-4b N1b, 2b MO
Qualsevol T N3 MO

Estadi IV Qualsevol T Qualsevol N M1

Taula 4. Agrupacio per estadis.
Adaptada de TNM Classification of Malignant Tumours (UICC) .>

1.6.1.1.- Index de Breslow

L’'index de Breslow representa el gruix del melanoma primari,
s’expressa en mil-limetres (mm) i és la distancia entre la capa meés
superficial de I'estrat granulds de I'epidermis i el punt de maxima infiltracio
del tumor (en cas d’ulceracié epidérmica es pren con a punt de referéncia
la base de I'Glcera) (Figura 9). Es ben conegut que un increment en el
gruix del melanoma es correlaciona significativament amb un pitjor
pronostic. Aixi, la supervivencia als 10 anys passa de ser del 92% en
aguells pacients amb lesions primes (amb un index de Breslow per sota
d’'1 mm) a un 50% en els pacients amb lesions gruxides (index de Breslow

major de 4 mm). 2
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Figura 9. Exemple de la mesura de I'index de Breslow en un melanoma

infiltrant.

1.6.1.2.- Ulceracio

La ulceracio es defineix histologicament com a l'abséncia d’un
epiteli intacte per sobre del melanoma. Esta ben demostrat que les taxes
de supervivencia en pacients amb un melanoma ulcerat soén
significativament inferiors a les dels pacients amb un melanoma no ulcerat
de la mateixa categoria T (és a dir, amb un index de Breslow similar) i, a
la vegada, similars a les d’aquells pacients amb un melanoma no ulcerat

perd amb una categoria T superior.(52)

1.6.1.3.- Index mitotic

Mentre que I'index de Breslow i la preséncia d’ulceracié ja estaven
inclosos en el sistema d’estadiatge anterior, I'index mitotic s’ha incorporat
en l'ultima edicié donat que es va demostrar el seu poder predictor de
pronostic en melanomes localitzats (categoria T1), tenint en compte com a
punt de tall el valor de 1 mitosi per mm?2.°%*® A més, l'index mitotic ha
substituit el nivell de Clark en la subclassificaci6 d’aquesta categoria.
L’index mitotic s’ha de valorar en qualsevol melanoma primari, identificant

primer aquella area de melanoma infiltrant amb més mitosis (hot spot) i, a
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partir d’alla, anar comptabilitzant el nimero de mitosis en camps

adjacents fins a cobrir una area d’un total d'1 mm?.

1.6.2.- Altres criteris clinicopatologics amb probable implicacio pronostica:
Addicionalment existeixen altres parametres clinicopatologics que

podrien predir I'evolucié dels pacients, tot i que no estan inclosos en el sistema

d’estadiatge i que han estat repetidament estudiats mostrant en ocasions

resultats contradictoris. Tot seguit es comentaran breument els més importants:

. Criteris clinics:

> Edat: s’ha descrit 'edat com un factor pronostic
independent, inclis quan es corregeix per altres variables com el

gruix del tumor, les mitosis o la ulceracié >3

, Si bé no es pot
descartar una confusié amb altres causes de mortalitat.

> Sexe: s’ha vist que les dones presenten un millor
pronostic que els homes en el cas de melanomes localitzats,
inclis corregint-se per altres factors pronostics coneguts °*°*
mentre que en el cas de melanomes en estadis avancats (Il i 1V)
el paper del sexe del pacient en el pronostic no queda tant clar.
55,56

> Localitzaci6 anatomica: s’ha descrit un pitjor
pronostic en aquells melanomes localitzats a I'area de cap i coll,

en tronc i en extremitats inferiors. >*°>%7

o Criteris anatomo-patologics:

> Nivell de Clark: el nivells d’invasié del melanoma
proposats per Clark (Figura 10) son | (melanoma in situ), Il
(invasio de la dermis papil-lar superficial), Il (invasié de la dermis
papil-lar superficial, amb expansio de la mateixa), IV (invasié de la

dermis reticular) i V (invasio del teixit cel-lular subcutani). S’han
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eliminat de l'ultima edicié del sistema d’estadiatge de 'AJCC ja
que, si bé existeix una bona correlaci6 amb el pronodstic en
'analisi univariant, aquesta es perd en I'analisi multivariant quan

s'introdueix I'index mitotic. >2 .

EPIDERMIS Ig Ex Q

DERMIS PAPIL-LAR

DERMIS RETICULAR

TEIXIT CEL-.LULAR
SUBCUTANI

Figura 10. Nivells de Clark.

> Fase de creixement: es reconeixen dos patrons de
creixement en els melanomes: radial i vertical. Aquests es
correlacionen bé amb el nivell d'invasid ja que si bé tots els
melanomes in situ (Clark 1) sébn melanomes no invasius en fase
de creixement radial, els melanomes invasius (Clark Ill a V) es
troben en la fase de creixement vertical. L’excepcié es déna en
aguells melanomes prims amb un nivell de Clark Il, en que pot
veure’s qualsevol dels dos patrons. En aquests casos, la
preséncia d’'una fase de creixement vertical comporta un pitjor
pronostic. 8

> Regressié: la regressid es defineix com la presencia
a dermis de fibrosi, proliferacié vascular, infiltrat inflamatori i
melanofags, en associacio amb una destruccio parcial o completa
de les cél-lules tumorals. La seva relacio amb la supervivéncia és
polemica. Mentre que la gran majoria d’estudis no han trobat cap
relaci6 amb el pronostic, alguns han mostrat que els melanomes

prims amb regressié tenen un major potencial metastatic. >°*
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> Invasio vascular angio-limfatica: molts autors han
associat la presencia de cel-lules tumorals dins els espais
limfovasculars (Figura 11) amb un major risc de recidiva i de
metastasis ganglionars 1 a distancia, afectant doncs
significativament tant la supervivéncia lliure de malaltia com la
supervivéncia global dels pacients.®”®* No obstant d’altres han
mostrat que no és un factor pronodstic independent.®® La
discrepancia entre aquests estudis pot atribuir-se a la dificultat i a
la variabilitat interobservador a I'hora d’identificar la invasié

vascular en les seccions d’'HE.

Figura 11. Invasié neoplasica per melanoma d’un espai limfovascular
(HE, 40X).

> Invasio perineural: la infiltraci6 dels nervis per
cél-lules tumorals, molt més freqient en melanomes
desmoplastics o fusocel-lulars, s’ha relacionat amb un increment
en les recidives tumorals i, per tant, amb un descens en la
supervivéncia lliure la malaltia. ®°

> Limfocits infiltrants del tumor (TILs, de [Il'anglés
Tumor infiltrating lymphocytes): es consideren una resposta
immunologica de I'hoste enfront del tumor i es classifiquen en
absents (o minims), presents i inactius o presents i actius (Figura

12). La preséncia de TILS s’ha relacionat amb una millor
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supervivéncia, si bé I'avaluacié d’aquest criteri esta molt subjecte

a 'observador. 758

Figura 12. Representacio esquematica de la classificacio dels
TILs.

> Satel-litosi microscopica: es defineix com la
preséncia d’agregats de cel-lules tumorals de més de 0.05 mm de
diametre, situats a dermis o teixit cel-lular subcutani i separats del
tumor primari, com a maxim 2 centimetres.”* La preséncia de
satel-litosi microscopica s’ha relacionat amb un major risc de
metastasis ganglionars aixi com amb una disminucié de la

supervivéncia lliure de malaltia i de la supervivéncia global. °*°
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2.- Particularitats de les neoplasies melanocitigues

fusocel-lulars

Les lesions melanocitiques es caracteritzen per una gran diversitat
morfoldgica tant des del punt de vista arquitectural com citoldgic.”® Mentre que
els melanocits funcionals mostren una aparenca dendritica, els melanocits
lesionals poden adoptar una morfologia epiteliode o, amb menys freqiencia,
fusiforme o mixta. Una morfologia fusiforme no implica doncs, en si, un
potencial bioldgic més agressiu i cal interpretar-se en el context clinicopatologic

de cada cas.”*

Les lesions melanocitiques amb cel-lularitat fusiforme abarquen un
espectre d’entitats que van des de benignes a malignes i en ocasions poden
plantejar clares dificultats en el seu diagnostic diferencial. Aixi doncs, d’'una
banda, existeixen una serie de lesions melanocitiques benignes que poden
mostrar una cel-lularitat fusiforme, com ara els nevus neuroides, alguns nevus
congenits, nevus situats en localitzacions denominades “especials”
(localitzacions acral, vulvar, regi6 mamaria, regions flexurals, orella i cuir
cabellut), nevus de Spitz o spitzoides i també el nevus fusocel-lular pigmentat.
A l'altre extrem de I'espectre existeixen totes aquelles lesions melanocitiques
malignes que poden presentar una citomorfologia fusiforme, i que s’engloben

sota el terme genéric de “melanoma fusocel-lular’. *

2.1. - Nevus melanocitic fusocel-lular pigmentat

El nevus melanocitic fusocel-lular pigmentat (o nevus de Reed) va ser
descrit per primera vegada I'any 1975 per Reed et al com un nevus melanocitic
adquirit benigne distintiu i que historicament s’ha considerat com una variant
del nevus de Spitz.”*"™ La majoria de casos presenten les caracteristiques
cliniques i histologiques tipiques que permeten el seu diagnostic perd en
algunes ocasions poden imitar al melanoma "*. Des del punt de vista clinic es

presenta com una lesidé de petita mida que té un patré distintiu a la
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dermatoscopia (“en esclat d’estels”) pero no exclusiu dels nevus melanocitics
fusocel.lulars pigmentats. A més aquesta lesié sol ser de color negre i
tipicament creix molt rapid. Aquestes caracteristiques fan que moltes vegades
siguin lesions preocupants per al clinic i se’'n procedeixi a I'exéresi diagnostica.
Des del punt de vista histologic es tracta d’'una proliferacié simétrica de
melanocits fusiformes molt pigmentats i que poden presentar caracteristiques
preocupants com ara una activitat proliferativa augmentada amb preséencia de
figures de mitosi, una mala delimitacié lateral i extensié tant annexial com
pagetoide.”>”" A més solen acompanyar-se d’un infiltrat inflamatori moderat
amb abundants melanofags aixi com abundant eliminacié de pigment a través
de I'epidermis. Es per totes aquestes caracteristiques que moltes vegades sén
mal diagnosticats con a melanomes fusocel-lulars i sovint son motiu de

consulta entre patolegs (Figura 13).

Figura 13. Imatges clinica (esquerra), dermatoscopica (centre) i

histologica (dreta) d’'un nevus fusocel-lular pigmentat.

2.2. - Melanoma fusocel-lular

Sota la denominacié genérica de “melanoma fusocel-lular’ s’inclouen
diferents subtipus histologics de melanomes, essent els més comuns aquells
melanomes en qué el component in situ mostra melanocits d’aparenca
dendritica (és a dir, el melanoma lentiginés acral i el melanoma tipus lentigen
maligne) perdo també el melanoma spitzoide i una petita proporcié de

melanomes nodulars i d’extensio superficial. Des del punt de vista histologic, el
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seu diagnostic diferencial amb els nevus fusocel.lular pigmentats i altres
variants de nevus de Spitz pot ser especialment dificil en algunes ocasions.

Les caracteristiques clinicopatologiques més rellevants dels principals
subtipus de melanomes ja s’han descrit anteriorment. Sota el terme de
melanoma spitzoide s’inclouen aquells melanomes que mostren algunes (i en
ocasions moltes) caracteristiques propies dels nevus de Spitz. Clinicament
solen ser papules o noduls rosats d’aproximadament 1 centimetre de diametre,
que de forma ocasional poden presentar una distribucio irregular del pigment i
que més frequentment apareixen en extremitats o en I'area de cap i coll. La
gran majoria es donen en adults si bé també existeixen casos descrits en
adolescents i infants prepuberals, casos en que comporten de manera especial
un gran repte diagnostic.”® A més, des del punt de vista histologic, solen
mostrar una notable similaritat amb els nevus de Spitz, tant des del punt de
vista arquitectural com citologic (Figura 14).

Figura 14 . Imatges clinica (esquerra), dermatoscopica (centre) i

histologica (dreta) d’'un melanoma spitzoide.
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3.- Particularitats de les neoplasies melanocitigues acrals

Una de les arees més desafiadores en el camp del diagnostic
histopatologic de les lesions melanocitiques és en el cas d’aquelles lesions de
localitzacio acral, és a dir, que apareixen en palmells de les mans, plantes dels
peus i en regio subungueal. Es calcula que les lesions pigmentades acrals son
relativament freqients, donant-se en entre un 4% i un 9% dels caucasics. La

gran majoria sén nevus i, en menys proporcié, melanomes.”®

3.1. - Nevus melanocitic acral

Els nevus que apareixen en localitzacio acral es consideren dins del grup
de nevus que poden mostrar atipia relacionada amb la localitzaci6, com passa
també amb els nevus de la zona genital o de zones flexurals.®® Sén
relativament frequients, donant-se en entre un 4% i un 9% dels individus
caucasics. Clinicament solen ser lesions petites (de menys de 7 mm de
diametre) que apareixen en palmells, plantes, superficies volars dels dits i regié
ungueal i que presenten una pigmentacié uniforme, amb vores irregulars pero
ben definides. Generalment son lesions estables i més freqiientment junturals
que no pas els nevus daltres localitzacions. A la dermatoscopia solen
presentar un patré molt tipic anomenat “patré paral-lel del solc”.

Les caracteristiques histologiques peculiars que poden presentar i que
en moltes ocasions poden ser preocupants sén basicament en el component

juntural®

i sOn les seguents: extensid pagetoide, patré de creixement lentiginds,
distribucio irregular dels nius, poca delimitacio lateral, atipia citologica focal o
eliminacié de pigment transepidérmic. Tot i aguestes caracteristiques no es
consideren lesions precursores ni marcadors de risc per al desenvolupament

de melanomes acrals (Figura 15).%?
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Figura 15. Imatges clinica (esquerra), dermatoscopica (centre) i

histologica (dreta) d’'un nevus melanocitic acral.

3.2. - Melanoma lentiginés acral

Es el quart subtipus de melanoma reconegut per la OMS i mostra unes
caracteristiques clinicopatologiques distintives, tal i com ja s’ha comentat
anteriorment. Apareix sobretot a les plantes dels peus, essent el talé la
localitzaci6 més frequent perd també pot aparéixer a les mans, a la cara volar
dels dits i a la regié subungueal. Excepcionalment es déna abans dels 30 anys,
essent la mitjana d’edat de presentacidé entre els 60 i els 70 anys. Les lesions
més incipients solen ser macules pigmentades que creixen superficialment amb
el temps, amb unes vores ben definides perd molt irregulars. Solen presentar
un diametre superior a 1 centimetre i superior als 3 centimetres en aquelles
lesions que ja presenten un component invasiu. A la dermatoscopia solen
presentar un patré molt tipic anomenat “patré paral-lel de la cresta”.

Histologicament es caracteritza per mostrar un patré6 de creixement
predominantment lentiginds en la seva fase radial, freqiientment amb canvis
d’acantosi i hiperqueratosi de I'epidermis suprajacent. Les lesions acromiques
no soén infrequents. Quan infiltra, moltes vegades els melanocits adopten una

morfologia fusiforme (Figura 16). *°
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Figura 16. Imatges clinica (esquerra), dermatoscopica (centre) i histologica

(dreta) d’'un melanoma lentiginds acral.
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4 .- Biologia molecular del melanoma

Un millor coneixement de I'etiopatogenia del melanoma pot conduir cap
al desenvolupament de terapies dirigides i per tant cap a una millora
substancial en el tractament i pronostic dels pacients. En aquest sentit, els
avencos meés importants dels ultims anys en el camp de les neoplasies
melanocitiques han estat d’'una banda el descobriment del paper de la via de
senyalitzacié de les proteines quinases activades per mitogen (MAPK, de
'anglés mitogen-activated protein kinase) com a via clau en el
desenvolupament del melanoma, i d’altra banda, la revolucié en el camp de la
citogenetica. Tot seguit se’n comentaran de forma resumida els aspectes més

importants.

4.1.- Oncogens implicats de la via de la MAPK

La via de senyalitzaci6 de MAPK és una cascada de transduccié de
senyals extracel-lulars des de la membrana plasmatica cap al nucli, mitjangant
events de fosforilacid i que acaba amb I'activacié d’'una série de factors de
transcripcié que s’uniran a promotors de gens relacionats amb la proliferacio,
diferenciacio i supervivéncia cel-lulars (Figura 17). ® Per tant, una desregulacié
de la via juga un paper important en la patogénia tumoral, ja que proporciona al

tumor capacitats de creixement i manteniment cel-lular.
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Figura 17. Esquema de la via MAPK. Adaptat de Fecher LA et al.?
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Tal i com ja s’ha mencionat la via MAPK juga un paper importantissim en
la patogénia del melanoma, si bé es troba activada de forma aberrant en més

8586 sobretot secundariament a mutacions

del 80% dels melanomes primaris
de BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1) en un 50-70%
dels casos segons la série i a mutacions de NRAS (neuroblastoma RAS viral [v-

ras] oncogene homolog) en un 15-20% dels casos segons la série.?

Ambdues mutacions solen ser mituament excloents. "9

Les mutacions de BRAF i NRAS, pero, sén compartides pels nevus a
frequencies similars, fet que suggereix que l'activacio de la via MAPK seria
necessaria per al desenvolupament de les neoplasies melanocitiques pero no
suficient per a la seva transformacié maligna. Events genetics addicionals
serien doncs necessaris per a l'expansio clonal i progressié tumoral dels

melanomes %29,

4.1.1.- BRAF

Tal i com s’ha dit, entre un 50 i un 70% dels melanomes presenten
mutacions del gen BRAF (7g34), que comporten una activacié constitutiva de la
via de senyalitzacié6 de MAPK. Aproximadament el 90% d’aquestes mutacions
son per una substitucié d’un acid glutamic per una valina al codé 600 (BRAF
V600E) i que afecta el domini quinasa de la proteina, si bé també es
reconeixen altres mutacions activadores menys frequents (per exemple: BRAF
V600K i V60OR).*

4.1.2.- NRAS

El primer oncogen identificat en melanoma va ser RAS, essent NRAS el
membre de la familia més freqiientment alterat.”® La freqiiéncia de les
mutacions de NRAS en melanoma varia entre un 15% i un 20%, mentre que
HRAS i KRAS estan rarament mutats, a diferéncia de la gran majoria de
cancers, en que KRAS és amb diferencia el gen més frequentment mutat. El
punt de mutacio més frequent és el codd 61 en I'ex6 2, a pesar de que tambeé
es detecten ocasionalment mutacions en I'exé 1. Les mutacions del cod6 61

son heterogenies, essent les més frequents C181A (Q61K) i A182G
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(Q61R).%®°" A part d’activar la via de MAPK, les mutacions de NRAS també
activen simultaniament la via fosfatidilinositol- 3-quinasa (PI13K).

4.1.3.-KIT

KIT codifica per a un receptor tirosin-quinasa transmembrana. La unio
del seu lligand resulta en l'activacié d’una série de vies de senyalitzacié (MAPK
i PISK) que promouen la proliferacié i supervivencia cel-lular. Les seves
mutacions es troben globalment en el 2% dels melanomes, essent més
frequents en els melanomes de mucoses (18%), en els melanomes lentiginosos
acrals (21%) i en els melanomes de pell amb exposicié solar cronica (15%).%
S’han descrit diferents mutacions en melanoma pero la més comuna és la
p.L576P, que es detecta en una tercera part dels casos.” KIT també es pot
trobar activat en melanomes per altres mecanismes com I'amplificacié genica,

fet que océrre en un nimero significatiu de casos.'®

4.1.4.- GNAQ

GNAQ i GNA1ll codifiguen per les a-subunitats de proteines G
heterotrimeriques, que uneixen una serie de receptors transmembrana a les
cascades de senyalitzacié intracel-lular, sobretot la via MAPK. Les seves
mutacions resulten en una activacié constitutiva de la via i s’han detectat en un
45% i 32% dels melanomes uveals (respectivament) i en un 55% i un 7% dels
nevus blaus (respectivament). A més aquestes mutacions semblen ser
mutualment excloents entre elles i alhora amb les mutacions de BRAF i
NRAS.'* S*hipotetitza que aquestes mutacions serien un event genétic inicial
en els melanomes uveals, que podria ser seguit o bé duna perdua
d’heterozigositat del gen BAP1 a 3p (resultant en un subtipus més agressiu) o

bé de guanys a 6p (resultant en un subtipus més indolent). %

4.2 .- Altres vies moleculars. Gens supressors.

Altres alteracions menys freqlients que s’han descrit sén les

amplificacions de MITF, la sobreexpressid d’oncogens com AKT3 i les
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mutacions o delecions de gens supressors de tumors com PTEN, TP53 o
CDKN2A % Tal i com ja s’ha descrit CDKN2A és un dels gens més importants
de susceptibilitat a melanoma i les seves mutacions sGn presents en una gran
proporcié de melanomes familiars. Codifica per a dues proteines, p1l6INK4a i
pl4ARF, que actuen com a supressores tumorals ja que regulen de forma
negativa la progressio del cicle cel-lular, regulant les vies de retinoblastoma i
p53, respectivament.*41%

Recentment s’han descrit mutacions del gen BAP1, gen supressor de
tumors que juga un paper important en el control de la progressio del cicle
cel-lular, en el punt de control G1/S.19%'% |es seves mutacions s’han relacionat
amb una major agressivitat en melanoma uveal i també amb una major
predisposicié a presentar tumors melanocitics, especialment un subtipus
especial de tumor de spitz epitelioide que histologicament mostra una
combinacié de nius de melanocits convencionals amb melanocits de morfologia
spitzoide (Figura 18), en abséncia d’altres carateristiques tipiques dels nevus
de Spitz com sén la hiperplasia epidérmica o els cossos de Kamino. A més es
tracten de lesions purament dérmiques. Freqientment també presenten

mutacions de BRAF, tipicament absents en els nevus de Spitz.*

Figura 18. Imatge histoldgica d’'un nevus associat a mutacions de BAP1.
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4 .3.- Alteracions citogeneétiques

Les alteracions citogenetiques van ser descrites per primer cop en linies
cel-lulars de melanoma i en teixits, amb estudis de cariotipatge convencional,
107198 amb una baixa sensibilitat i especificitat per a ser utilitzades com a
marcador diagnostic. A finals dels anys 90 els primers estudis amb hibridacio
genomica comparada (CGH, de l'anglés Comparative genomic hybridization)
convencional, técnica descrita I'any 1992'° i que va revolucionar I'analisi
citogenética dels tumors solids, van revelar que la gran majoria de melanomes
tenen nombroses aberracions cromosomiques, tant en forma de pérdues com
de guanys.'®*! Uns anys més tard es va la desenvolupar la técnica d’array
CGH (aCGH) **? mitjancant la qual, i analitzant séries més amplies de tumors,
es va corroborar aquest resultat i alhora es va suggerir I'existeéncia de diferents
patrons d’aberracions cromosomiques depenent de la localitzacié de la lesio i

del grau d’exposici6 solar.

4.3.1.- Alteracions citogenétiques en els nevus melanocitics

Tos els estudis realitzats han demostrat que els nevus no presenten
aquest tipus d’alteracions a excepcié d’'una petita proporcié de nevus de Spitz
(entre un 10% i un 20%), que mostren guanys aillats del brac curt del

113,114
1,

cromosoma 1 alteracio no compartida pels melanomes. Aquests guanys

s’associen frequentment a mutacions de HRAS, que condueixen a una

activacio constitutiva de la via MAPK.1*®

4.3.2.- Alteracions citogenetiques en els diferents subtipus de melanomes

Els estudis de CGH han demostrat que més del 95% dels melanomes
presenten aberracions cromosomiques, mostrant feqientment pérdues en els
cromosomes 9, 10, 6q i 8p i guanys involucrant els cromosomes 7, 8q, 6p, 1q,
17 20.116,117

A més, existeixen clares diferencies tant pel qué fa al ndamero
d’alteracions com a les regions alterades entre diferents grups de melanomes,

essent aquestes diferencies sobretot marcades entre aquells melanomes amb
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poca o gens relacié amb les RUV (acrals o de mucoses) i aquells melanomes
amb diferents graus de relaciéo amb I'exposicio al sol (intermitent o cronica). En
conjunt, tant els melanomes acrals com de mucoses presenten un major grau
d’aberracions cromosomiques, trobant-se amplificacions en un 89% i un 85%
dels casos, respectivament. Els melanomes acrals es caracteritzen per
presentar freqiientment guanys de 6p, 11q13, 22q11-13 i 5p15.1%1% Els
melanomes de mucoses presenten frequents guanys de 6p, 12914, 11913 i 17q
aixi com perdues de 3q, 8p , 10 i 11p. Per contra, les amplificacions sén poc
freqlients en els melanomes desenvolupats en pell amb exposicio solar cronica

o intermitent.8®

4 .4.- Nova classificacié molecular del melanoma. Implicacions terapeutiques.

Tal i com s’ha mencionat anteriorment, la classificaci6 actual del
melanoma esta basada en criteris clinicopatologics i no té cap valor pronostic
%051 Per tal d’establir si una malaltia estad composta per diferents subtipus cal
integrar les caracteristiques clinicopatologiques amb els factors biologics
subjacents i identificar subgrups homogenis pel qué fa a etiologia,
comportament clinic i requeriments de maneig. Aquesta seria la base d’'una

classificacié amb utilitat clinica.

Cada cop més s’esta apostant per una integracido de les alteracions
moleculars a les morfologiques en el que podria ser la futura classificacié del
melanoma, basada en factors ambientals (grau d’exposicio solar) i en les seves

86,119

alteracions moleculars associades, amb implicacions diagnostiques,

pronostiques i de tractament.

Com ja s’ha descrit, en els ultims anys s’ha avangat significativament en
el coneixement de les bases genétiques del melanoma, identificant-se no
nomes aberracions cromosomiques (tant en forma de guanys com de perdues),
sin0 també mutacions puntuals sobretot en gens que codifiquen

majoritariament per proteines implicades en la via MAPK. A més, cadascuna
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d’aquestes alteracions es donen amb diferents frequéncies en diferents
subtipus de melanomes i a la vegada semblen estar relacionades amb grups de
pacients amb unes carateristiques clinicopatologiques diferencials. La taula 5

resumeix les caracteristiques biologiques diferencials principals entre els

subtipus de melanomes proposats recentment per Curtin et a

|-86

Melanomes en pell amb
exposicio solar
intermitent

Melanomes en pell amb

exposicio solar cronica

Melanomes en pell acral

Melanomes de mucoses

Mutacions*
BRAF 54-63.1%
NRAS 17.8-22%
KIT*** 0%
BRAF 6-31.1%
NRAS 15-16.1%
KIT*** 28%
BRAF 15-25%
NRAS 10-12.5%
KIT*** 23-36%
BRAF 3-11%
NRAS 5%
KIT*** 15.6-39%

Aberracions cromosomiques**
Guanys 6p, 7, 8q, 179, 20q
Pérdues 9p, 10, 21q

Guanys 6p, 11913, 17q, 20g
Pérdues 6q, 8p, 9p, 12, 21q

Guanys 5pl15, 5pl3, 6p, 7, 8q,
11913, 12914, 17q, 20q

Pérdues 6q, 9p, 10, 11q, 21q
Guanys 1q, 4912, 6p, 7, 8q, 11913,
12q14, 17q, 20q

Pérdues 3q, 4q, 6q, 8p, 9p, 10, 11p,

11q, 219

Taula 5. Taula resum dels subtipus de melanoma emergents, amb les
seves alteracions moleculars associades.¢991%12!

* NRAS i BRAF s6n mutacions excloents; expressades en frequencies,
segons les séries.

** detectades per aCGH, negreta si significativament diferents entre els
grups (p<0.05) &

=*mutacions i/o amplificacions %

Les mutacions de BRAF s’associen de forma reproduible a unes
caracteristiques clinicopatologiques especifiques. Els melanomes amb
mutacions de BRAF solen presentar-se en pacients joves (< 55 anys) i
apareixen principalment en arees de pell amb exposicié solar intermitent
(sobretot tronc pero també extremitats). Es tracta del subgrup més comu en

caucasics. Histologicament també solen mostrar unes caracteristiques
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morfologiques distintives: extensié pagetoide important, tendéncia a la formacio
de nius intraepidérmics, bona delimitacio lateral, pigment abundant, melanocits
epitelioides i tendencia a aparéixer en pell amb poc dany actinic i, per tant, amb
poca elastosi solar.?'%'?2 Recentment, alguns autors han descrit que els
melanomes amb mutacions de BRAF metastatitzen més freqlientment als
ganglis limfatics regionals i que la presencia de melanocits intraepidermics amb
creixement pagetoide, el predomini de la formacié de nius sobre el patré
lentiginés i el grau de melanitzacié dels melanocits tenen un major valor
predictiu per la preséncia de mutacions de BRAF que no pas el subtipus
histologic en si.'%?° Des del punt de vista citogenétic, és un dels subgrups que
menys frequentment presenta aberracions cromosomiques, conjuntament amb

els melanomes originats sobre pells amb exposicio solar cronica.

Les mutacions de NRAS s’han descrit com a més frequents en
melanomes nodulars i en melanomes originats sobre pell amb dany actinic. **
Tanmateix s’han associat a un pitjor pronostic,'** si bé els melanomes amb
mutacions de NRAS solen mostrar un elevat index mitotic i ser més gruixuts

gue aquells melanomes amb mutacions de BRAF.

Les alteracions de KIT, majoritariament mutacions pero també
amplificacions, es detecten sobretot en melanomes acrals, en melanomes de
mucoses 0 en melanomes originats sobre pell amb exposicié solar cronica,
melanomes que per regla general mostren una baixa freqiéncia de mutacions
de BRAF. Casualment es tracten de melanomes amb una série de
caracteristiques en comu a pesar de ser entitats tant dispars: presenten una
incidéncia creixent amb I'edat, rarament s’associen a un nevus preexistent,
mostren un patro de creixement caracteristicament lentiginds i tendeixen a tenir
un component in situ mal circumscrit. Aquest ultim fet s’ha relacionat amb una
mobilitat lateral incrementada dels melanocits neoplastics explicada per
lactivacié de la via de KIT.}* Cal remarcar, perd, que aquests subtipus de
melanomes també mostren alguns trets diferencials entre si. Aixi doncs, mentre

que els melanomes acrals i els melanomes de mucoses es caracteritzen per
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presentar una inestabilitat genomica distintiva que es tradueix en nombroses
amplificacions i delecions géniques focals al llarg de tot el genoma, 80113116126
els melanomes originats en pell amb exposici6 solar cronica rarament
presenten aquest tipus d’alteracions, exceptuant amplificacions del gen de la
cicina D1 (CCND1).2® Alhora, els melanomes acrals es distingeixen dels
melanomes de mucoses en dos aspectes. D’'una banda presenten aberracions
cromosomiques diferents. De I'altra, els melanomes acrals es caracterizen per

presentar amplificacions géniques ja en les fases precoces,*®1*®

en
contraposici6 als melanomes d’altres localitzacions, que solen mostrar
amplificacions géniques generalment en fases tardanes tal i com passa en la

gran majoria de tumors solids.**’

Aquesta nova subclassificaci6 molecular tindria també implicacions
terapéutiques, ja que existeixen terapies dirigides contra alguns dels gens
alterats.'?®** Dabrafenib i Vemurafenib sén inhibidors selectius de BRAF,
actualment indicats en el tractament del melanoma metastatic o no ressecable
amb la mutaci6 de BRAF V600E, grup de pacients en qué comporten una
millora significativa de la supervivéncia.***3"!%? També existeixen inhibidors
selectius de les quinases MEK1 i MEK2 (Trametinib), indicats en melanomes
metastatics o no ressecables amb les mutacions de BRAF V600E i V600K,
resultant també en millores significatives en la supervivéncia.™*® Pel qué fa a
KIT, existeixen inhibidors selectius com I'lmatinib i que actualment s’estudien
en diversos assajos clinics amb melanomes avancats que tenen mutacions

activadores d’aquest gen."**%*

4.5.- Teéecniques moleculars adjuvants en el diagnostic histopatologic del

melanoma
En els ultims anys s’han intentat desenvolupar nombroses técniques

amb l'objectiu d’assistir en el diagnostic diferencial nevus-melanoma si bé des

del punt de vista assistencial poques d’elles han estat aplicades (Taula 6).
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Técnica Referéncies

Immunohistoquimica 135-137

Pérdua d’heterozigositat (LOH) 138,139
Multiplex ligation-dependent probe amplification 4142
(MLPA)

Hibridaci6 gendmica comparada (CGH) i array CGH 113117143
(aCGH)

Hibridacid in situ fluorescent (FISH) 1a4

Taula 6. Técniques moleculars complementaries que s’han proposat per

al diagnostic diferencial entre nevus i melanoma.
4.5.1.- Immunohistoquimica

La immunohistoquimica, métode basat en la deteccié immunoenzimatica
d’antigens cel-lulars en teixit mitjangant anticossos especifics, €s una técnica
ampliament utilitzada en la rutina diaria de diagnostic del laboratori d’anatomia
patologica. En I'area de les lesions melanocitiques existeixen varis marcadors
si bé gran part d’ells es consideren marcadors de diferenciacio, utils per
distingir els tumors melanocitics de tumors d’altres llinatges.***> Malauradament,
cap marcador ha demostrat fins al moment una capacitat de distincidé clara
entre les lesions benignes i les malignes. En aquests casos €s important no
nomeés el grau de positivitat de la tincié en questié sind també el seu patrd
d’expressio i la seva localitzacié, i sempre en valoracié conjunta amb les
caracteristiques morfoldgiques de la lesi6.**’ Els marcadors més freqiientment
proposats com a Uutils en el diagnostic diferencial corresponen basicament a
marcadors de diferenciacié (HMB45, melan-A i SOX-10) perd també proteines
del cicle cel-lular (Ki67, Ciclina D1, p16INK4a, p27KIP1, p21WAF1/Cipl i p53),
reguladors de I'apoptosi (survivina) o d’altres com la proteina nuclear PHH-3,

dels quals tot seguit se’n destacaran els aspectes més rellevants.
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4.5.1.1.- Marcadors de diferenciacié melanocitica

L’ HMB45 (human melanoma black) és un anticos monoclonal que
reconeix la gpl100, una glicoproteina pre-melanosoma.**® Es considera
sobretot un marcador de diferenciacié pero tradicionalment s’ha utilitzat
també en determinades situacions de diagnostic diferencial nevus-
melanoma. En les lesions melanocitiques mostra un patré de tincié que
recorda el patr6 de maduracié dels nevus®®; per tant, en la majoria de
nevus la tincio per HMB45 es restringeix al component juntural i/o al
component dérmic superficial, mentre que es perd en profunditat (a
excepcié de les lesions tipus nevus blau). Contrariament, la majoria de
melanomes cutanis expressen HMB45 d’una forma més heterogénia, bé
marcant cél-lules aillades o bé en grups.’*"'*¢ També és util a I'hora de
ressaltar el patr6 de creixement epidérmic dels melanocits, fent més

evident els patrons de creixement lentiginGs o de creixement pagetoide.
147,148

El melan-A és un anticos que detecta MART-1 (de langlés

149 i també és un marcador de

Melanoma Antigen recognized by T-cells)
diferenciacié6 melanocitica,™® expressant-se tant en lesions benignes com
malignes, a excepcié dels melanomes desmoplastics.*® Aixi doncs no és
un marcador de malignitat en si perd el seu patré d’expressid ens ajuda a
ressaltar els melanocits, la seva densitat i distribucio, sent atil en el
diagnostic diferencial en algunes situacions com pot ser la distincié entre
gueratosi actinica pigmentada o lentigen solar versus melanoma in situ
tipus lentigen maligne en pells d’arees fotoexposades.' La seva tinci6
dual amb l'antigen de proliferacié Ki-67 utilitzant dos sistemes de deteccio
diferents també és util en el diagnostic diferencial nevus-melanoma ja que

permet identificar la fraccié de melanocits que estan proliferant.*>

SOX-10 és un factor de transcripcié, marcador de diferenciacio de

cresta neural i, per tant, de diferenciacié6 melanocitica.*®® Es un marcador

molt sensible de melanoma, incloent les variants desmoplastica |
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fusocel-lular perd els nevus també I'expressen.'®* S’ha demostrat util en la
detecci6 de metastasis en ganglis limfatics sentinella i a I'hora de

diferenciar el melanoma desmoplastic de cicatrius dérmiques.*>*>**°

4.5.1.2.- Proteines del cicle cel-lular

La desregulaci6 de les proteines del cicle cel-lular és una
caracteristica comuna del desenvolupament tumoral. EIl Ki67 (o MIB-1) és
un marcador de proliferacio, ja que la proteina Ki-67 s’expressa en les
fases proliferatives del cicle cel-lular (G1, S, G2, M) mentre que esta
absent en la fase de repds (GO0). Es tracta d’'un marcador que pot ser forca
atil en el diagnostic diferencial benigne-maligne donat que existeixen
diferencies en quant a quantitat i patr6 de distribucid de la proliferacio
entre nevus i melanomes. Mentre que la majoria de nevus solen mostrar
positivitat en menys d’1% de les cél-lules i aquesta es sol limitar al
component juntural, els melanomes presenten uns index de proliferacio
meés elevats, generalment superiors al 10%, i amb una distribuci6 més
irregular de la positivitat i amb predominancia a les parts profundes.™"**°
Pero té les seves limitacions ja que un resultat negatiu 0 un index de
proliferacié baix no assegura un diagnostic de benignitat *°®* j és ben
reconegut que existeix un cert encavalcament, sobretot en aquelles

lesions considerades ambigties. **°

La ciclina D1 juga un paper important en la progressio de la fase G1
a la fase S del cicle cel-lular i per tant en la proliferacié cel-lular.*®® Si bé
una sobreexpressié de ciclina D1 s’ha relacionat amb la transformacio

163,164 també s’han detectat nivells

maligna en els tumors melanocitics,
d’expressio variables i inclus elevats en algunes lesions benignes com ara
nevus displastics o nevus de Spitz, tot i que aquests casos solen
presentar un patr6 d’expressid zonal.'®*'®" Per contra, els nevus
melanocitics congenits o adquirits comuns solen mostrar nivells

d’expressio baixos.
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Tant pl6INK4a com p27KIP1 son proteines inhibidores de les
guinases dependents de ciclines (CDK’s, de I'anglés cyclin dependent
kinases) i, per tant, supressores del cicle cel-lular. Mentre que la seva
expressid sol detectar-se en lesions benignes i en fases inicials del
melanoma, aquesta es sol perdre en les fases més avancades del
creixement tumoral.'%31%%173 521WAF1/Cip1, un altre inhibidor de CDKs,

mostra una major expressio en nevus de Spitz en comparacio amb nevus
161,165,174

comuns i melanomes.

La proteina p53, la funcié principal de la qual és mantenir les
cél-lules amb dany de ’ADN en fase de repos, s’havia proposat inicialment
com un marcador util per diferencial nevus de melanomes, si bé
s’expressa en major proporcid en la fase de creixement vertical del
melanomes.’®® Altres estudis, perd, han posat de manifest la seva

expressio també en nevus.*#817

Un altre marcador que ha anat cobrant protagonisme en els ultims
anys és la fosfohistona 3 (PHH3), probablement el marcador més
especific de mitosis, ja que la histona 3 és una proteina nuclear que es
fosforila al maxim durant la mitosi. Estudis recents han suggerit que la
seva tinci6 immunohistoquimica augmenta significativament la
concordanca interobservador en la valoracio de l'index mitdtic en

melanomes prims "

i també correlacionen la seva positivitat amb la
supervivéncia dels pacients. *’"*"® Alhora és també Gt com a eina
complementaria per al diagnostic diferencial entre lesions melanocitiques

benignes i malignes. **°

4.5.1.3.- Reguladors de I'apoptosi
La survivina és una proteina de la familia d’inhibidors de I'apoptosi.
180 Alguns estudis han descrit una expressié nuclear de survivina

augmentada en els melanomes, contrariament als nevus que solen
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resultar negatius. Malauradament la seva expressio en els melanomes és

molt baixa, fet que dificulta el seu Gs amb finalitat diagnostica.'48-16>179.181

4.5.2.- LOH.

Estudis de detecci6 de pérdua d’heterozigositat han demostrat
diferencies importants en el numero de copies d’ADN entre nevus i melanomes,
detectant-se frequentment perdues de 9p, 10, 69 i 189 en els

melanomes!&13

mentre que els nevus rarament presenten aquest tipus
d’alteracions. Es tracta d’'una técnica amb limitacions a I'hora de ser aplicada a
la rutina diagnostica diaria, ja que cal disposar d’ADN de cél-lules no tumorals,
la mostra es pot contaminar per cél-lules normals i un sol experiment només

permet analitzar un nombre limitat de locus.

4.5.3.- MLPA

L’amplificacié multiple amb sonda dependent de lligament és una técnica
descrita per primer cop I'any 2002 que mesura el nimero de copies de fins a 45
sequéncies d’acids nucleics en una sola reaccié. Esta basada en la hibridacié
de sondes especifiqgues per a sequencies determinades sobre ADN genomic,
seguida d’'una amplificacié per PCR mudltiples i una analisi semiquantitativa dels
productes de la PCR. Es tracta d’'un métode que requereix tant sols 20 ng
d’ADN extret de teixit fixat en formol i parafinat i que permet diferenciar
sequiéncies que difereixen tant sols en un nucleodtid.***'®? Es un meétode
sensible perdo amb falsos positius, que s’ha testat en alguns casos de lesions
melanocitiques. Takata et al van detectar alteracions per MLPA en la gran
majoria dels melanomes estudiats, mostrant tots ells alteracions en més de 3
locus diferents i essent les pérdues de 9p21 presents en un 70% dels casos.
També van detectar alteracions en 1 o 2 locus en tots els nevus de Spitz aixi
com en el 50% dels nevus melanocitics comuns estudiats.**® Puig-Butillé et al
van estudiar una serie de melanomes acrals mitjancant MLPA i van observar
gue aquest presentaven guanys de 20913 (AURKA), 11913 (CCND1) i
5p15/1p13.2 (TERT/NRAS).'®® Més recentment s’ha proposat la utilitat

d’aquesta técnica en la deteccio de les pérdues del cromosoma 3 i quanys de
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8g en els melanomes uveals, alteracions que impliguen un major risc de
metastasis en aquests pacients, ja que s’ha observat que la técnica de MLPA
és capac de detectar aquells pacients de risc amb una precisié similar a la de la
FISH.'®*

45.4.- CGH

La CGH es basa en la comparacié dADN genomic del tumor amb ADN
de referencia (no necessariament del mateix pacient), cadascun dels quals
estan marcats amb fluorocroms diferents i subsequientment hibridats en
metafases cromosomiques normals (CGH convencional) o en arrays d’ADN
genomic (aCGH). La CGH és aplicable en teixits fixats en formol i parafinats i
permet I'evaluacio de tot el genoma en un sol experiment, perod té I'inconvenient
que és una técnica dificil d’aplicar a la practica diaria, laboriosa i costosa (en
temps i diners). A més és necessaria una quantitat important d’ADN (almenys
500 ng per a cada experiment).}*38518 Ta| i com ja s’ha descrit anteriorment,
existeixen varis estudis de lesions melanocitiques mitjancant aquesta técnica

(veure apartat 4.3.)

4.5.5.- FISH

La técnica de FISH permet detectar i localitzar seqiencies especifiques
d’acids nucleics directament sobre preparacions cromosomiques, suspensions
cel-lulars o talls de teixits fixats en formol i inclosos en parafina.*®®> Consisteix
en utilitzar petites sequéncies d’ADN de cadena senzilla, a les que
denominarem sondes, préviament marcades directa o indirectament amb
molécules fluorescents (fluorocroms). La base metodologica de la seva
realitzacid consisteix en un procés de desnaturalitzaci6 de I'ADN a
temperatures elevades, seguit de la incubacié conjunta de 'ADN de la mostra i
la sonda a una temperatura de 37°C (hibridacid) (Figura 19). Finalment es
procedeix a I'analisi dels resultats utillitzant un microscopi de fluorescéncia.

Es una técnica que s'utilitza de forma rutinaria amb finalitat diagnostica

pero també pronostica de les neoplasies hematologiques aixi com també en
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alguns tumors solids.’®” Permet detectar tant alteracions cromosomiques
numeriques (guanys i/o pérdues) com estructurals (translocacions).

Per a l'estudi de les alteracions numériques s’utilitzen sobretot sondes
de locus especific, és a dir, sondes que hibriden amb una regié genomica
especifica, corresponent al gen d’interés. Moltes vegades van acompanyades
d’'una sonda centromérica d’un altre color especifica per al centromer del
cromosoma on es situa el gen a estudi, per tal de tenir un control del nimero de

copies del cromosoma.

Fluoresence In Situ Hybridization

Figura 19. Esquema dels principis basics de la técnica de FISH.

Font: National human genome research institute

Actualment existeixen nombroses sondes comercials, perdo en cas de
gue no existeixin per a la regi6 especifica que es vol estudiar, es poden
dissenyar i elaborar sondes no comercials mitjangant cromosomes artificials de

bacteris (BACs, de I'anglés Bacterial Artificial Chromosome).

4.5.5.1.- Elaboracio de sondes FISH amb BACs

Els BACs son sistemes de clonatge especialitzats derivats del F-
plasmid del bacteri Escherichia coli. Els plasmids contenen una sequéncia
del genoma huma d’'un tamany d’entre 3.000 i 30.000 parells de bases i un

gen de resisténcia a un antibiotic, generalment el cloramfenicol.'®® Els
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clons de BACs es conserven en bacteris E coli cultivats en medi LB (Luria-
Bertoni), a -80°. La biblioteca de BACs més coneguda és la llibreria 32K
(col-lecci6 32.000 clons) del Children's Hospital Oakland Research
Institute (CHORI). Una vegada determinat el BAC que conté l'insert d’ADN
que es correspon amb el gen d’interés, aquest s’extreu de la biblioteca
genomica. Es sotmet a dos subcultius amb medi LB, ambdos de 24 hores
a 300 rpm a 37°C, el primer de 3mL i el segon de 50 mL, per tal d’obtenir
aixi el maxim rendiment possible. Tot seguit, i després de procediments de
lisi cel-lular i purificacid, es procedeix a I'extracciéo de 'ADN. Finalment es
realitza la tecnica de Nick Translation, mitjancant la qual es porta a terme
el marcatge de I'ADN extret amb un fluorocrom (existeixen diferents
colors).

Un cop obtinguda la sonda amb el BAC es comproba la seva

especificitat mitjancant la hibridacié sobre cromosomes en metafase. **°

4.5.5.2.- Sonda multicolor RREB1, MYB, CCND1

Per tal de formular una sonda de FISH per al diagnostic de
melanoma, Bastian et al van seleccionar 14 gens candidats corresponents
a aquelles aberracions cromosomiques més frequents detectades per
CGH en estudis previs, incloent 148 melanomes i 153 nevus. Es van
comparar diferents combinacions de 3 o 4 sondes, en subgrups d’una
cohort de 97 melanomes i 95 nevus. Finalment es va identificar aquell
panell de sondes de FISH amb un major poder dicriminatori entre lesions
benignes i malignes: RREB1 a 6p25, MYB a 6g23, CCND1 a 11913 i el
centromer del cromosoma 6 (CENG6). Subsequentment, aquesta
combinacié de sondes va ser aplicada en una nova cohort de 58
melanomes i 51 nevus, per tal de determinar els punts de tall correponents
a una millor sensibiitat i especificitat, valors que van ser alhora validats en
una tercera cohort. Aquesta sonda va ser patentada per Abbott/Vysis®,%
amb una sensibilitat del 86,7% i una especificitat del 95,4%. Es tracta
d’'una sonda multicolor que conté sondes especifiques per als gens
RREB1 (6p25) en Spectrum Red, MYB (60g23) en Spectrum Gold, CCND1
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(11g13) en Spectrum Green i per al centromer del cromosoma 6 (CENG6)
en Spectrum Aqua. L’algoritme optim per definir un resultat positiu és el
seglent: >55% dels nuclis amb més copies de RREB1 que de CENS,
>29% dels nuclis amb més de 2 copies de RREB1, > 40% dels nuclis amb
menys copies de MYB que de CEN6 o0 >39% dels nuclis amb més de 2
copies de CCNDL1. Una lesié melanocitica que compleixi qualsevols dels 4
criteris ha de ser considerada com un resultat positiu per melanoma
(Figura 20).

R = w. = 5

. . - . -
66 1111 66 1111 66 1111 6 €

Noemad AREB! gan MYD loss COND1 gain

Figura 20. Criteris de valoracio dels resultats de la sonda FISH
multicolor RREB1, MYB, CCND1. Adaptada de Senetta R et al.***

Fins al moment aquesta sonda s’ha testat en multiples escenaris,
demostrant la seva utilitat en el diagnostic diferencial tot i que amb
sensibilitats i especificitats variables (Taula 7), essent de dubtosa utilitat

en lesions ambigiies 9219

i amb una sensibilitat especialment baixa a
I'hora de detectar els melanomes spitzoides.***

Aquesta variabilitat en la sensibilitat de la sonda multicolor podria
explicar-se per la gran heterogeneitat dels diferents tipus de melanomes a
nivell molecular i, per tant, podria augmentar-se amb el desenvolupament
de noves sondes addicionals especifiques per a gens lligats a escenaris

clinicopatologics concrets.'® El que podria representar una altra gran
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limitacié d’aquest test és el fet que les neoplasies spitzoides frequentment
presenten cél-lules poliploides (és a dir, amb tres 0 més jocs complets
de cromosomes), sobretot en el component epitelioide atipic d’alguns
nevus, podent dificultar la interpretacié de la proba i donant lloc a falsos
positius.’*®'*” En aquest sentit recentment s’ha proposat afegir a la sonda
multicolor I'estudi de dos nous gens: CDKN2A (localitzat a 9p21) i MYC
(localitzat a 8g24). 1

Diagnostic diferencial S E Referéncia
Melanoma desmoplastic vs nevus 46% 100% %
esclerosant
Metastasi de melanoma nevus blau-like 90% 100% 2%
vs nevus blau epitelioide
Melanoma vs nevus de conjuntiva 100% 100% 2%
Melanoma  metastatic vs nevus 83% 94% 2%
intranodal
Melanoma  nevoide  vs  newus 100% 100% '
mitoticament actiu
Melanoma nevoide vs melanoma sobre 78%  100% 2%

nevus

Taula 7. Sensibilitat i especificitat de la sonda comercial de FISH en els

diferents escenaris en que ha estat testada

4.5.5.3.- CDKN2A

Es ben reconegut que els melanomes spitzoides s6n molt
heterogenis a nivell molecular perd varis estudis han suggerit que
presenten pérdues de pl6INK4a (una de les dues proteines codificades
pel gen CDKN2A, localitzat a 9p21) amb elevada frequiéncia.'®>192% A
mes, els estudis de CGH previs han demostrat que aquest locus és un
dels que més freqiientment mostra aberracions en forma de delecions en

113,117

els melanomes, tot i que en un principi no va ser inclos en la sonda
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de FISH comercial. Aixd va ser aixi perqué en els primers estudis no es
diferenciaven les perdues de 9p21 heterozigotes de les homozigotes i,
tenint en compte que molts nevus displastics i nevus de Spitz poden

1,205207 | ey

presentar un cert grau de perdues heterozigotes de 9p2
estudi per FISH no aportava poder discriminatori a la nova sonda.’® En
resum, els melanomes presenten frequientment delecions homozigotes de
9p21 (Figura 21), i sobretot ho fan els melanomes spitzoides,'** raé per la
qual s’ha proposat afegir 'estudi d’aquest locus a la sonda multicolor, amb
la finalitat principal d’augmentar la sensibilitat a 'nora de detectar aquest
subtipus de melanomes. El fet d’afegir I'estudi d’'un locus d’'un cromosoma
addicional disminueix també les possibilitats de donar falsos positius
deguts a la preséncia de cél-lules poliploides, sobretot presents en lesions

spitzoides benignes.

Figura 21. Imatge de FISH en qué s’observen nombroses cél-lules
melanocitiques amb delecié homozigota de 9p21 (Spectrum Green). Les
fletxes indiquen cél-lules no tumorals amb dotacié normal (control

intern).*%®

455.4.- MYC

El gen MYC (8g24) esta localitzat al brag llarg del cromosoma 8,

una de les regions més frequientment amplificades en melanomes segons
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els estudis de CGH ' mentre que les seves amplificacions per FISH es
detecten en un 10% dels melanomes (Figura 22).?®® S’ha proposat també
afegir I'estudi del seu locus per FISH a la sonda multicolor pel seu valor
pronostic, donat que estudis recents han demostrat que les amplificacions

de MYC en melanoma s’associen a un pitjor pronostic. 2%

Figura 22. Imatge de FISH mostrant cel-lules melanocitiques amb

guanys en el nimero de copies de MYC (Spectrum Aqua).'?®

4.6.- Marcadors moleculars de pronostic

La necessitat cada vegada més gran d’identificar eines que ens permetin
d’estratificar els pacients en termes de prondstic ha fet explorar la utilitat de la

immunohistoquimica i de la FISH amb aquesta finalitat en I'area del melanoma.

Existeixen nombrosos estudis que han intentat identificar marcadors
immunohistoquimics relacionats amb la progressié tumoral en melanomes i, per
tant, candidats potencials per a esdevenir marcadors de pronostic, si bé en cap
dels casos s’han validat testant-los en grans series de melanomes primaris
amb seguiments clinics llargs.?*° Varis treballs han demostrat que la valoracié
de I'index de proliferacié mitjancant Ki67 en melanomes prims (Breslow < 1mm)
prediu més acuradament I'evolucié del tumor que no pas I'index mitotic,?**?*2
fet pel qual fins i tot s’ha proposat que aquest marcador substitueixi la valoracio

de lindex mitdtic en el sistema d’estadiatge de 'AJCC. #° Altres marcadors

67



Introduccio

pronostics proposats han estat el factor de transcripcio MITF en melanomes de
gruix intermig (de 1 a 4 mm),*3
proteines del cicle cel-lular (BCL6, Ki67, p16INK4a i p27KIP1) *** o molécules
relacionades amb l'oncogénesi del melanoma (ATF2, p21, R-catenina,

p16INK4a i fibronectina).?**

0 panells multimarcadors que contenen

Les amplificacions geniques (definides com a un augment en el nimero
de copies d’'una determinada regié cromosomica) representen un mecanisme
essencial de sobreexpressidé proteica i activacid d’oncogens en ceél-lules
tumorals.’*’ Aixi doncs, en el camp del melanoma, existeixen algunes
amplificacions géniques que s’han proposat com a factors pronostics.
Pouryazdanparast et al van descriure un subgrup de melanomes amb
amplificacions de MYC amb unes caracteristiques cliniques i histologiques
distintives: aparicié en pell amb exposicio solar intermitent, tumors amelanotics
(tant clinica com histologicament), preferentment nodulars o de creixement
dermic, amb frequient consumpcié de I'epidermis, amb poca associacié a nevus
preexistents i amb un curs clinic agressiu.’® També s’han proposat les
amplificacions de EGFR (epidermal growth factor receptor),?® MITF

(microphtalmia-associated transcriptor factor) 2'%2%

o0 TOP1 (topoisomerase
(DNA) 1).2*® Amb el desenvolupament i aplicacié de la sonda multicolor RREB1,
MYB, CCND1 també s’ha descrit que un resultat de FISH positiu es
correlaciona amb un major risc de metastasis o mort deguda al melanoma.**®
Préviament, a més a més, ja s’havien associat a un pitjor pronostic les
amplificacions de CCND1, sobretot quan apareixen en forma de regions amb

tincid6 homogenia (HSR, de 'anglés Homogeneous staining regions)(Figura 23).
209,220
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Figura 23. Imatge de FISH d’'un melanoma mostrant amplificacié massiva del

gen de la ciclina D1 (CCND1 Spectrum Green) en forma de HSR.??
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Hipotesi i objectius

Hipotesi

El melanoma és la primera causa de mortalitat per cancer cutani.
L’estudi histopatologic és considerat actualment el gold standard per al
diagnostic de melanoma i per al diagnostic diferencial amb lesions
melanocitiques benignes (nevus). Aquest, perdo, mostra moltes limitacions i de
fet existeix una gran variabilitat interobservador inclis entre dermatopatolegs
experts. Contextos clars de dificultat diagnostica so6n les neoplasies
melanocitiques fusocel-lulars i les neoplasies melanocitiques acrals.

Estudis recents amb hibridaci6 genomica comparada (CGH) han
demostrat que els melanomes freqientment presenten aberracions
cromosomiques tant en forma de guanys com de pérdues de determinats gens,
alteracions no compartides pels nevus. A més, aquests estudis també han
posat en evidencia que sota la denominacié de melanoma existeixen alhora
diferents subtipus de neoplasies amb aberracions cromosomiques distintives,
suggerint diferents bases patogenetiques. Aixi, els melanomes lentiginosos
acrals es caracteritzen per presentar amplificacions dels gens CCND1, TERT i

AURKA en un nombre determinat de casos.

La hipotesi del treball és que l'estudi de les alteracions genétiques
mitjancant FISH pot ser atil com a eina complementaria en el diagnostic
diferencial nevus-melanoma en contextos de dificultat diagnostica. Alhora pot
contribuir a la subclassificaci6 dels diferents tipus de melanoma i a la

identificacié de nous marcadors pronostic.

Objectius

Objectiu general

Determinar la utilitat de I'estudi de determinats gens mitjancant FISH
com a eina complementaria a I'estudi histopatologic en el diagnostic de les
neoplasies melanocitiques fusocel-lulars i de les neoplasies melanocitiques
acrals, aixi com correlacionar les alteracions genetiques amb les

caracteristiques clinicopatologiques dels pacients.
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Objectius concrets

1.- Revisar una serie de neoplasies melanocitiques fusocel-lulars, incloent
nevus de Reed i melanomes fusocel-lulars, atenent a les caracteristiques
clinicopatologiques (primer treball)

2.- Estudiar en aquests casos I'expressio de proteines del cicle cel.lular (Ki67,
p53, p16INK4a, p27KIP1, ciclina D1) i reguladors de la apoptosi (survivina) amb
tecniques d’'immunohistoquimica, i determinar la seva utilitat en el diagnostic
histopatologic (primer treball)

3.- Determinar la sensibilitat i especificitat de la FISH amb I'estudi dels gens
REEB1 (6p25), MYB (6g23) i CCND1 (11913) en el diagnostic diferencial de les
neoplasies melanocitiques fusocel-lulars benignes i malignes (primer treball)
4.- Revisar una serie de neoplasies melanocitiques acrals, incloent nevus i
melanomes acrals, i determinar la sensibilitat i especificitat de la FISH amb
'estudi dels gens REEB1 (6p25), MYB (6g23), CCND1 (11913) i MYC (8g24)
en el seu diagnostic diferencial (segon treball)

4.- Elaborar sondes de FISH especifiques per al marcatge dels gens TERT
(5p15) i AURKA (20913) a partir de BAC’s que contenen insert el segment
d’ADN d’aquests gens (segon treball)

5.- Estudiar els gens TERT i AURKA mitjancant FISH en la série de lesions
melanocitiques acrals i determinar la sensibilitat i especificitat en el diagnostic
d’aquestes lesions quan s’afegeixen a les sondes préviament testades (segon
treball)

6.- Correlacionar l'estat dels gens TERT, AURKA i CCND1 amb la seva
expressio proteica avaluada mitjangcant immunohistoquimica , en les neoplasies
melanocitiques acrals (segon treball)

7.- Correlacionar els estudis moleculars amb les caracteristiques
histopatologiques dels tumors acrals i amb els parametres clinics i pronostics

dels pacients (tercer treball)
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Pigmented spindle cell nevus: clues for differentiating it from spindle cell
malignant melanoma. A comprehensive survey including

clinicopathologic, immunohistochemical and FISH studies

Diaz A, Valera A, Carrera C, Hakim S, Aguilera P, Garcia A, Palou J, Puig S,
Malvehy J, Alos L

Am J Surg Pathol 2011; 35:1733-1742

El nevus melanocitic fusocel-lular pigmentat, també anomenat nevus de Reed,
€s un tumor melanocitic distintiu que pot mostrar algunes caracteristiques tant
cliniques com histologiques preocupants i que per tant pot imitar un melanoma.
En una série de 46 lesions melanocitiques amb cel-lularitat fusiforme, incloent
22 nevus de Reed i 24 melanomes fusocel-lulars, varem recollir les dades
cliniques i histoldogiques i varem evaluar I'expressio de proteines del cicle
cel-lular i reguladors de I'apoptosi mitjancant immunohistoquimica. A més, es
va realitzar estudi de FISH utilitzant sondes especifiques per a 6p25 (RREB1),
11913 (CCND1), 6923 (MYB) i el centromer del cromosoma 6, corresponent a
la sonda comercial desenvolupada per Abbott/Vysis® en col-laboracio amb el
Dr. Boris Bastian (Universitat de California, San Francisco, EUA). Els nevus
fusocel-lulars pigmentats es presentaven en individus més joves, més
freqientment en dones i es tractaven de lesions més petites (de menys de 7
mm) afectant majoritariament les extremitats inferiors. Pel contrari, els
melanomes afectaven principalment tronc, extremitats superiors i I'area de cap i
coll. Des del punt de vista histologic, la simetria, una bona delimitacio lateral
aixi com la uniformitat dels nius cel-lulars varen resultar caracteristiques
estadisticament significatives a favor de nevus, mentre que la preséncia de
creixement pagetoide i I'extensié annexial es veien freqientment en ambdues
lesions. Els marcadors immunohistoquimics que van mostrar una expressio
significativament diferencial van ser Ki67, ciclina D1 i survivina. La FISH va
resultar positiva en 1 dels 15 nevus de Reed mentre que va resultar negativa

en 4 de 15 melanomes. Aquests resultats correlacionaven amb una sensibiltat
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del 73% i una especificitat del 93%. Varem concloure que en l'evaluacio dels
tumors melanocitics fusocel-lulars la integraci6 de la informacié clinica i
histologica és essencial. Técniques addicionals com la immunohistoquimica
(antigen de proliferacio Ki67, ciclina D1 i survivina) o la FISH poden ser utils

com a eines complementaries al diagnostic histopatologic.
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Pigmented Spindle Cell Nevus: Clues for Differentiating It
From Spindle Cell Malignant Melanoma.
A Comprehensive Survey Including Clinicopathologic,
Immunohistochemical, and FISH Studies
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Abstract: Pigmented spindle cell nevus (PSCN), also known as
Reed nevus, is a distinctive melanocytic tumor that can show
worrisome clinical and histologic features mimicking a malig-
nant melanoma. From a series of 46 pigmented spindle cell
melanocytic lesions, including 22 PSCN and 24 spindle cell
malignant melanomas (SCMMs), we collected clinical and
histopathologic characteristics and evaluated cell cycle and
apoptosis regulators by immunohistochemistry. Moreover,
fluorescence in situ hybridization (FISH) using probes targeting
6p25 (RREBI), 11q13 (CCNDI), 6q23 (MYB), and centromere
6 was performed. PSCN presented in younger people, frequently
in women, and were small lesions under 7mm in diameter
affecting the lower limbs, whereas SCMMs arose more
frequently in the trunk, upper limbs, and head and neck region.
Histologically, symmetry, good lateral demarcation, and uni-
formity of cellular nests were significantly differential features of
PSCN, whereas pagetoid and adnexal spread were frequently
seen in both tumors. Immunohistochemical markers that
significantly differed from melanomas were Ki-67, cyclin DI,
and survivin. FISH was positive in 1 of 15 PSCN and was
negative in 4 of 15 SCMMs. These results correlated to a
sensitivity of 73% and a specificity of 93%. In conclusion, in the
evaluation of pigmented spindle cell melanocytic tumors, the
integration of clinical and histologic assessment is essential.
However, ancillary techniques such as proliferation antigen
Ki-67, cyclin D1, survivin, and FISH can be useful as
adjunctive tools.

Key Words: nevus, melanoma, immunohistochemistry, FISH

(Am J Surg Pathol 2011;35:1733-1742)

From the *Department of Pathology, Hospital Clinic, Institut
d’Investigacions Biomédiques August Pi i Sunyer (IDIBAPS),
University of Barcelona; and tDepartment of Dermatology,
Melanoma Unit, Hospital Clinic, Institut d'Investigacions Biomédi-
ques August Pii Sunyer (IDIBAPS), Barcelona, Spain.

Conflicts of Interest and Source of Funding: The authors have disclosed
that they have no significant relationship with, or finanical interest
in, any commerical companies pertaining to this article.

Correspondence: Llucia Alos, MD, PhD, Department of Pathology,
Hospital Clinic, Villarroel, 170. 08036 Barcelona, Spain (e-mail:
lalos(@ clinic.ub.es).

Copyright © 2011 by Lippincott Williams & Wilkins

Am | Surg Pathol » Volume 35, Number 11, November 2011

79

igmented spindle cell nevus or Reed nevus (PSCN)

was first described by Reed et al® in 1975 as a
distinctive benign acquired melanocytic nevus that has
been widely considered as a variant of Spitz nevus. A
number of such cases show the typical clinical and
histopathologic features that allow us to make a proper
diagnosis; however, not infre%uently, some cases can
mimic a malignant melanoma.*’ Clinically, it presents as
an intensely pigmented lesion that frequently acquires a
black color and displays rapid growth; it causes clinical
concern and is frequently excised. Histologically, it is
composed of a symmetric, spindle-shaped, and heavily
pigmented melanocytic proliferation. However, even
typical PSCN can show some features of histologic
concern, such as increased proliferative activity with the
presence of mitotic figures, scarce demarcation, and
adnexal and pagetoid spread. Some of these cases are
misdiagnosed as spindle cell malignant melanoma
(SCMM) and are not infrequently found in the consulta-
tion files of melanocytic lesions.?

It is well recognized that the histologic diagnosis of
spitzoid melanocytic lesions is not always straightfor-
ward, and it is one of the most controversial issues in
dermatopathology. Low reproducibility and interobser-
ver variability in the diagnosis of these lesions have been
reported, even among expert dermatopathologists.® There
is a need to define histologic criteria to evaluate such
lesions and to integrate ancillary techniques to increase
sensitivity and specificity to reach an accurate diagnosis.
Despite the fact that no immunohistochemical markers
are yet known to reliably differentiate benign nevus from
malignant melanoma, some can be helpful when added to
the histologic evaluation, such as the HMB-45 staining
pattern® and the proliferative index measured by the
Ki-67 labeling.6 Other cell cycle proteins and apoptosis
regulators, such as cyclin D1 (CCNDI1), pl6INK4,
p27KIP1, p53, and survivin, have been used previously
to differentiate benign nevus from malignant melanoma
with different and controversial results.

Recently, molecular techniques such as fluorescence
in situ hybridization (FISH) have been evolving as part of
a routine diagnostic tool for the evaluation of melanocytic
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tumors. A commercially available set of probes targeting
6p25 (RREBI), 11q13 (CCNDI), 6q23 (MYB), and CEP6
has proven to be useful in several studies in increasing
sensitivity and specificity in the dlﬁerentlal diagnosis
between benign nevi and melanomas.”?1618:2

Despite the difficulties in diagnosing a subset of
PSCN, to our knowledge, no comprehensive studies
integrating clinicopathologic characteristics with immu-
nohistochemical and FISH techniques have been pub-
lished before. The aim of this study is to review a series
of typical PSCN and SCMMs with histologic similarities
by integrating clinical data, histologic characteristics,
immunohistochemical procedures, and FISH so as to
determine those features that are useful as diagnostic
tools in a proper differential diagnosis.

MATERIALS AND METHODS

Case Selection and Data Collection

We collected a total of 46 formalin-fixed, paraffin-
embedded samples from 2005 to 2009 from the archives of
the Pathology Department at the Hospital Clinic of
Barcelona. We included 22 PSCN and 24 SCMMs. All
the melanomas were similar in histology to PSCN, as all
of them were mainly composed of spindle-shaped cells.
The patients were seen and followed up in the Melanoma
Unit of the Department of Dermatology at the Hospital
Clinic. The study was approved by the institutional ethics
review board. Clinical data were obtained from the review
of the clinical files.

Whole hematoxylin and eosin-stained sections were
examined blindly by 3 pathologists (A.D., J.P., and L.A))
to agree on diagnoses. Only cases with complete uni-
formity of opinion among the 3 dermatopathologists were
selected. Atypical forms of PSCN were excluded from the
study. The following histologic features were recorded:
size, symmetry, lateral demarcation, nest uniformity,
presence of epidermal hyperplasia, epidermal pigmenta-
tion, lentiginous growth, pagetoid spread, adnexal exten-
sion, melanocytic cell pigmentation, cellular atypia, and
mitotic rate. Melanocytic cell pigmentation was graded
semiquantitatively as absent, slight, or marked. Cellular
atypia was defined as the presence of cells with an
increased variability in nuclear size and shape, having
irregular chromatin and prominent nucleoli. Mitotic rate
was evaluated in 10 high-power fields (HPF) (x400) by
using an Olympus BH-2 microscope. Regarding dermal
changes, we evaluated the presence of lymphocytic
inflammatory infiltrate, plasma cells, melanophages, vas-
cular proliferation, elastosis, and regression. The presence
of inflammatory lymphocytic infiltrate and melanophagia
in the dermis was assessed in 2 categories: absent/scarce or
moderate/marked. Finally, for melanomas, Clark level and
Breslow thickness were registered.

Tissue Array Construction

The areas to be included in the tissue arrays were
selected from whole hematoxylin and eosin-stained sections.
The tissue microarrays were constructed by using a Manual
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Tissue Arrayer 1 (Beecher Instruments, Sun Prairie, WI),
and 2 new paraffin blocks were created including duplicated
representative 2-mm cores {rom each case.

Immunohistochemistry

Immunohistochemical studies were conducted from
tissue microarrays with the automated immunohisto-
chemical system TechMate 500 (Dako Co, Carpinteria,
CA), using the EnVision system (Dako). In brief, 4um-
thick sections were deparaffinized and hydrated through
graded alcohol and water. Peroxidase was blocked for
7.5 minutes in ChemMate peroxidase-blocking solution
(Dako). Thereafter, the slides were incubated with
primary antibodies for 30 minutes and washed in
ChemMate bufler solution (Dako). The peroxidase-
labeled polymer was then applied for 30 minutes. After
washing in ChemMate buffer solution, the slides were
incubated with the 3-Amino-9-Ethylcarbazole substrate
chromogen solution, washed in water, counterstained
with hematoxylin, and mounted. The primary antibodies
used in the study were as follows: HMB-45 [Dako,
Carpinteria, CA; clone HMB-45, Ready-to-Use (RTU)],
Ki-67 (Dako; clone MIB-1, RTU), CCNDI1 (Dako; clone
SP4, RTU), pl6INK4 (mtm Laboratories, Heidelberg,
Germany; clone E6H4, RTU), p27KIP1 (Dako; clone
SX53GS, dilution 1:20), p53 (Dako; clone DO-7, RTU),
and survivin (Novus Biologicals, Littleton, CO; clone
NB500-201, dilution 1:500). Appropriate positive and
negative controls were used for each antibody. The
percentage of positive cells was recorded in each case
with regard to cytoplasmic (for HM B-45) or nuclear (for
Ki-67, CCNDI, p27KIP1, p53, and survivin) staining.
pl6INK4-positive cells showed both nuclear and cyto-
plasmic staining.

FISH

FISH was performed by using the 4-color probe set
targeting the ras responsive element binding protein 1
(RREBI) on 6p25, V-myb myeloblastosis viral oncogene
homolog (MYB) on 6q23, cyclin D1 (CCNDI) on 11ql3,
and the chromosome 6 centromeric region (Abbott
Molecular, Des Plaines, IL).

From each tissue microarray block, 2-pum-thick
sections were mounted onto positively charged slides
(SuperFrost Plus, ThermoShandon, Pittsburgh, PA), and
they were deparaflinized and dehydrated. Thereafter,
pretreatment and pepsin digestion (2min) were carried
out, followed by dehydration in 70%, 85%, and 96%
ethanol for 2 minutes each. Hybridization was performed
at 37°C for 16 to 18 hours. Sections were placed in
washing buffer at room temperature for 2 to 10 minutes
to remove the coverslips and then immersed in 65°C
washing buffer for 10 minutes, dehydrated, dried, and
counterstained with 4°,6-diamidino-2-phenylindole.

Enumeration of FISH Signals
FISH evaluation was carried out using an Olym-

pus BX-51 microscope equipped with 4’,6-diamidino-2-
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phenylindole, Aqua, Gold, GreenV2, and Red single
band-pass filter sets.

First, each case was examined at low-power
magnification to select those areas with abnormal copy
numbers. Thereafter, at least 10 adjacent nuclei from 3
different areas were enumerated (a total of 30 cells) under
high-power magnification (x 400). Overlapping nuclei and
nuclei with < 2 signals were not listed. Moreover, cases in
which only <30 nuclei could be evaluated, or in which
nuclei did not show signals for all probes, were excluded.
A case was considered as having a positive FISH result if
any of the following criteria were met: (a) gain in 6p25
(RREBI) relative to CEP6 = 55% or (b) gain in 6p25
(RREBI) > 29%, (c) gain in 11q13 (CCND1) > 38% and
(d) loss in 6923 (MYB) relative to CEP6 = 40%,
according to the previously determined cutoffs."”

Statistical Analysis

Statistical differences within qualitative parameters
were assessed by the 7 test. Quantitative data were
compared between both groups using either a Student
t test (for variables with a normal distribution) or a Mann-
Whitney U test (for variables without a normal distribu-
tion). Spearman rank order correlations were performed
on quantitative data. The results were considered statisti-
cally significant at a P value of 0.05 or less (2 sided).

RESULTS

Clinical Findings

The clinical features in both groups are summarized
in Table 1. PSCN significantly presented in younger
people (P<0.0001), affected women more frequently
(P =0.03), and were significantly smaller in size when
compared with SCMMs (P < 0.0001). While PSCN were
mainly located in the lower limbs (12 of 22 lesions), the
majority of SCMMs arose in the trunk, upper limbs, and
the head and neck region (20 of 24 lesions) (P = 0.001).

None of the patients with PSCN presented local
recurrences or metastases. All the patients with a
diagnosis of SCMM were treated following the protocols
in our hospital with appropriate surgical excision of
margins. No local recurrences occurred after a mean
folllow-up of 21.6 months. Only 1 patient diagnosed with
superficial spreading-type SCMM with a Breslow index of
0.8 mm presented lymph node and lung metastases 1 year
after the diagnosis.

Histopathologic Findings

Sixteen of the 22 PSCN were junctional, and 6 were
compound, with the dermal component being limited to
the papillary dermis in all cases. Two SCMMs were
in situ, 9 were Clark level II, and 13 were Clark level III.
Breslow index in infiltrating melanomas ranged between
0.3 and 0.8mm. Histologic classification revealed 15
superficial spreading melanomas, 5 lentigo maligna
melanomas, and 4 spitzoid melanomas.

The histologic features of both PSCN and SCMMs
are summarized in Table 2. Histologic characteristics that

© 2011 Lippincott Williams & Wilkins

TABLE 1. Clinical Characteristics of Patients With PSCN
and SCMM

PSCN SCMM P

n 2 24
Age, median (range) 22 (3-54) 62 (26-90) < 0.0001
Sex (male:female) 4:18 12:12 0.03
Location

Head & Neck 0 5

Trunk 7 7

Upper limb 2 8 0.001%*

Lower limb 13 3

Unknown 0 1
Size, median (range), mm 4 (2-7) T7(3-17) < 0.0001

*Statistical comparison was performed between cases located in the head and

neck +trunk +upper limbs and those located on lower limbs.

significantly favored the diagnosis of PSCN were
symmetry, good lateral circumscription, nest uniformity,
epidermal hyperplasia and pigmentation, marked mela-
nocytic cell pigmentation, and presence of abundant
dermal melanophages (Figs. 1, 2). Moreover, in most
nevi, cell pigmentation and dermal melanophages were
homogenously distributed, whereas in most melanomas
both cellular pigmentation and dermal melanophagia
appeared irregularly distributed. In 3 PSCN, atypical cells
with enlarged and indented nuclei and prominent nucleoli
were identified. However, these cells were isolated and
only occasionally found, and most of the tumoral cells did
not show atypical nuclear features (Fig. 1D).

The histologic characteristics that significantly
correlated with SCMM diagnosis were as follows:
presence of a lentiginous growth pattern, cellular atypia
in most cells, presence of 2 or more mitoses per 10 HPF,
and dermal features including the presence of plasma
cells, elastosis, and regression (Figs. 3, 4).

Immunohistochemistry Analysis

Immunochistochemical data are summarized
in Table 3. HMB-45 was highly expressed in the
intraepidermal component of most PSCN and SCM Ms.
However, the dermal component was negative in PSCN,
whereas it was irregularly positive in SCMMs. We
observed that both groups differed significantly only in
the average percentage of Ki-67, cyclin D1, and survivin
nuclear positive cells, which were higher in melanomas
when compared with nevi (P<0.0001 for the 3 markers)
(Fig. 3F, Fig. 4C). For malignant melanomas we found a
statistically significant positive correlation between mito-
tic rate and the proportion of positive cells for Ki-67
(p =048, P=10.001), cyclin D1 (p = 0.36, P =0.017),
and survivin (p = 0.58, P<0.0001).

FISH Results

The FISH results are presented in Table 4. FISH
could be assessed in 30 of 44 cases (15 PSCN and 15
SCMMs). The remaining cases were excluded because
only <30 nuclei could be assessed properly or because
nuclei did not show signals for all probes.
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TABLE 2. Histologic Characteristics of PSCN and SCMM, Including Dermal Features

PSCN SCMM
(n = 22) (n=24) P

Symmetry 20 (91%) 2 (8%) <0.0001
Good lateral demarcation 16 (73%) 5(21%) <0.0001
Nest uniformity 21 (95.5%) 0 (0%) <0.0001
Epidermal hyperplasia 20 (91%) 13 (54%) 0.006
Epidermal pigmentation 17 (77%) 13 (54%) 0.029
Lentiginous growth 3 (14%) 12 (50%) 0.009
Pagetoid spread 17 (77%) 21 (87%) 0.36
Adnexal extension 9 (41%) 14 (58%) 0.23
Melanocytic cell pigmentation

Absent 0 (0%) 2 (9%) <0.0001

Slight 9 (41%) 18 (82%)

Marked 13 (59%) 2 (9%)
Cellular atypia 3 (14%) 24 (100%) =0.0001
Mitotic count®

1 5(23%) 11 (50%) 0.002

>2 0 (0%) 9 (37%)
Dermal features
Lymphocytic inflammation

Absent/scarce 15 (68%) 10 (42%) 0.07

Moderate/marked 7 (32%) 14 (58%)
Presence of plasma cells 0 (0%) 6 (25%) 0.01
Melanophages

Absent /scarce 6 (27%) 18 (75%) 0.001

Moderate/marked 16 (73%) 6 (25%)
Vascular proliferation 20 (91%) 19 (79%) 0.26
Elastosis 0 (0%) 10 (42%) 0.001
Regression 0 (0%) 8 (33%) 0.003

*Mitoses per 10 HPF ( x 400).

One of the 15 PSCN (6%) tested positive by FISH,
and it only met 1 criterion (gain in RREBI >29%)
(Fig. 2B). However, the relation of RREBI with CEP6
was under 55%.

With regard to SCMMs, 11 of 15 cases showed FISH-
positive results. The number of met criteria ranged from
1 (in 7 cases) to 3 (in 1 case). These results corresponded to a
sensitivity of 73% and a specificity of 93%.

The 5 cases with contradictory FISH results were
reevaluated by the 3 dermatopathologists, and clinical,
histologic, and immunohistochemical studies were taken
into account. No reason to modify the original diagnoses
was found. The PSCN with a positive FISH result was a
symmetrical and well-demarcated lesion with neither
atypical cells nor mitotic figures (Fig. 2). The negative
SCMM cases for FISH were 3 superficial spreading-type
melanomas and 1 lentigo maligna-type melanoma. All of
them were mainly composed of spindle cells, but scarce
and isolated epithelioid cells were identified (Fig. 3).

DISCUSSION

In this series of 46 melanocytic tumors, including
pigmented spindle cell or Reed nevi (PSCN) and SCMMs,
we found clinical and histologic criteria, immunohisto-
chemical findings, and FISH results that significantly
correlated with the diagnosis of benign lesion or
malignant melanoma.

Clinically, benign tumors significantly presented at
a younger age, predominantly in female patients, mainly
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in the lower extremities, and measured <7mm. These
clinical characteristics of PSCN must be taken into
account in the evaluation of these lesions. In fact, it has
been stressed before that the proper diagnosis of PSCN is
particularly sensitive to clinical information.!!

Histologic features favoring the diagnosis of benign
nevus were architectural (symmetry, clear demarcation,
uniformity of tumoral nests, and epidermal hyperplasia)
and cytologic (homogenous and diffuse tumoral cell
pigmentation, absence of marked and diffuse cellular
atypia, and low mitotic index). Conversely, histologic
characteristics favoring the diagnosis of malignant mela-
noma were the lack of tumoral nest uniformity, lentiginous
growth, irregular pigmentation, cellular atypia, and high
mitotic index. Interestingly, pagetoid and adnexal spread,
which can be histologic features of concern in the
assessment of melanocytic lesions, were frequently seen in
both PSCN and SCMMs. Cellular atypia was considered
when cells with an increased variability in nuclear size and
shape, especially with enlarged and indented nuclei,
irregular chromatin, and presence of prominent nucleoli,
were identified. Atypical cells were only occasionally found
in some PSCN, whereas they were predominant in all
SCMMs, in accordance with other authors.? Despite the
fact that there were histologic characteristics that signifi-
cantly correlated with the diagnosis of a benign lesion,
some nevi failed to show all these features, especially
PSCN at an early stage, which were poorly circumscribed
and had a lentiginous pattern (Fig. 1). Conversely, some
malignant melanomas also shared some histologic features

@ 2011 Lippincott Williams & Wilkins
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FIGURE 1. A, Histologic characteristics of a PSCN in the thigh of a 16-year-old girl. It shows a symmetrical melanocytic cell
proliferation that is both heavily and diffusely pigmented and is distributed in regular nests. Note the adnexal extension of the
tumor cells [hematoxylin and eosin (HE), x40]. B, The same case stained with HMB-45, which highlights the extensive pagetoid
spread of tumor cells (HMB-45, x 100). C, A picture showing a border of a poorly demarcated PSCN at an early stage in the thigh
of an 18-year-old woman. Tumoral nests are slightly irregular in this area of the lesion (HE, x100). D, A PSCN in the thigh of a
17-year-old girl. It shows focally cellular atypia: some nuclei are more than twice the size of a keratinocyte and have prominent

nucleoli (HE, x200).

of PSCN (Table 2). Nevertheless, some dermal features can
be very useful in evaluating these lesions, because a dermal
inflammatory infiltrate composed of plasma cells and
features of elastosis and regression were characteristics
seen only in malignant melanomas.
Immunohistochemistry is the most widely used
technique to evaluate melanocytic lesions as an adjunctive

© 2011 Lippincott Williams & Wilkins

tool to histopathologic study. The HMB-45 staining
pattern has been proposed as a useful marker.’ In our
series, most lesions were intraepidermal and intensely
positive for HMB-45; hence we could not find statistical
differences between the nevi and melanomas. However,
HMB-45 was lost in the dermal component of PSCN and
was positive in the dermal component of most SCMMs,
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result arising in the thigh of a 28-year-old woman. A, A
symmetrical, heavily pigmented melanocytic proliferation
with typical epidermal hyperplasia and composed of regular
tumoral nests [hematoxylin and eosin (HE), x40]. B, At higher
magnification, the lack of cellular atypia and marked pigmen-
tation can be seen (HE, x200). Inset: FISH picture of the same
case showing a nucleus with increased number of RREBT (red)
signals (x 1000).

according to the results of other studies.” HMB-45 was
also useful to highlight pagetoid and adnexal spread and
to assess the lentiginous pattern of growth.
Dysregulation of cell cycle proteins is a common
characteristic of tumor development. Ki-67 protein is
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expressed during the proliferative cell cycle (G1, S, G2,
and M phases) and is absent in the resting (G0) phase. The
proliferative index, measured through Ki-67 protein
expression, was significantly low in PSCN, ranging from
0% to 5%, whereas the mean proliferation rate in SCMMs
was 12.7%, ranging from 1% to 40%. The usefulness of
Ki-67 labeling for differential diagnosis between benign and
ma]ignant melanocytic tumors has been published be-
fore.2%?! It is a known helpful marker in routine practice
when positive, whereas a negative result or low prolifera-
tion rate does not ensure the diagnosis of a benign lesion.

Cyclins regulate cell cycle progression in association
with cyclin-dependent kinases (CDKs). Cyclin DI
(CCNDI) plays an important role in the progression from
the G1 to S phase and in cell proliferation. In our series, the
expression of the protein detected by immunohistochem-
istry did not correlate with the CCNDI gene amplification
that occurred in only 3 melanomas. The immunoexpression
of cyclin D1 was significantly lower in nevi than in
melanomas (mean of 12.4% vs. 41.5%). However, this
expression was variable among cases, and some nevi
showed higher expression compared with some melanomas.
Although a high expression of cyclin D1 has been related to
malignant transformation in melanocytic tumors, a variable
or even a high expression of cyclin D1 has been observed in
some nevus subtypes, such as Spitz and dysplastic nevi, in
contrast to common acquired or congenital nevi, which
usually show a low expression of this marker.>'#*>

Both p16INK4 and p27KIPI are CDK inhibitors and
suppress cell cycle progression. Familial melanomas and a
subset of sporadic melanomas show deletion or mutation of
the CDKN24 gene."> However, pI6INK4 protein expres-
sion is usually present in melanomas, especially in early
phases of tumor growth, but it is frequently lost in
advanced stages of tumor growth.'>?? Similar results have
been observed with p27KIPI protein expression, which is
usually lost in the dermal vertical growth component of
melanomas. Both pl6INK4 and p27KIP1 expressions have
been inversely related to a poor prognosis of melano-
mas.>'>* Most melanomas tested in our study were thin
tumors, and we could not find significant differences in the
immunostain of either protein when comparing PSCN and
SCMMs. pl6INK4 was equally expressed in nevi and
melanomas, whereas p27KIP1 had a tendency to show a
higher expression in benign nevi than in melanomas; an
absence of or low p27KIP1 expression was mainly observed
in malignant melanomas.

Tumor suppressor gene 7P53 has a primary
function in maintaining cells in a resting stage after
DNA damage, and it can also initiate apoptosis if
damaged DNA is not repaired. Different tumor types
carry TP53 mutation, allowing escape from P53-induced
cell cycle arrest and apoptosis. 7P53 dysfunction is
generally associated with p53 protein overexpression. In
malignant melanomas, mutation of the 7P53 gene
accounts for about 20% of cases; however, p53 over-
expression is usually higher, and it has been observed in
some benign nevi as well, according to our results. These
results indicate that the detection of the protein does not

© 2011 Lippincott Williams & Wilkins
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FIGURE 3. Histologic pictures of SCMM with negative FISH results. A, SCMM, superficial spreading type, arising in the back of a
62-year-old woman. This is an assymetrical melanocytic proliferation arranged in irregular nests, associated with epidermal
hyperplasia and a dense dermal inflammatory infiltrate [hematoxylin and eosin (HE), x40]. B, The same case at a higher
magnification. The tumor cells show atypia, and plasma cells can be identified in the inflammatory infiltrate (HE, x200). C,
SCMM, lentigo maligna type, in the forearm of a 67-year-old woman. It is a heterogeneously pigmented lesion composed of
irregular nests. There is slight cellular atypia. In the dermis we can observe marked elastosis (HE, x 100). D, SCMM, supefficial
spreading type, arising in the wrist of a 55-year-old woman. The lesion is composed of irregular tumoral nests. In the dermis there
is elastosis (HE, x 100). E, The same case at a higher magnification, showing irregular pigmentation and focal cellular atypia (HE,
% 200). F, Cyclin D1 immunostain of the same case, showing a high proportion of positive cells (Cyclin D1, x200).
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FIGURE 4. Histologic pictures of SCMM. A, Asymmetrical lesion composed of irregular nests and classified as spitzoid melanoma
arising in the shoulder of a 60-year-old man. There is marked epidermal hyperplasia and a predominance of lymphocytic infiltrate
in the dermis [hematoxylin and eosin (HE), x40]. B, The same lesion at a higher magnification. The tumoral cells show slight
atypia and irregular pigmentation. Scattered and irregularly distributed melanophages can be seen in the dermis. C, Survivin
immunostain of the same case, showing some nuclear positive cells (Survivin, x100). D, SCMM, superficial spreading type,
arising in the shoulder of a 26-year-old man. There is epidermal hyperplasia and lentiginous growth of the tumoral cells (HE,
x 200). E, A FISH picture of the same case, showing an amplification of CCND1 (green signal) (x 1000). F, Another FISH picture of
a melanoma case with loss of MYB (gold signal) in relation to CEP6 (aqua signal)( x 1000).
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TABLE 3. Immunohistochemical Results of PSCN and SCMMs

Percentage of Positive Cells
Mean (Range)

PSCN SCMM P

HM B-45% 90.5 (70-100) 88.5 (70-100) 0.56
Ki-67 1.4 (0-5) 12.7 (1-40) <0.0001
Cyelin D1 12.4 (1-40) 41.5 (1-95) <0.0001

27 %P 40.8 (1-80) 29.3 (0-70) 0.19
ple™& 23.1 (0-70) 15.90 (0-60) 0.31
P53 42.4 (0-90) 34.7 (1-80) 0.45
Survivin 0 2.75 (0-10) < 0.0001

*Only intraepidermal component of both PSCN and SCMM was assessed.

correlate with the gene mutation in melanocytic tu-
mors.'*! However, the loss of functional p53 appears to
be a late change in melanoma progression. A higher
expression of the p53 protein in the vertical growth phase
of the tumor has been observed and has been proposed as
a useful marker for differentiating from benign nevi.”
Survivin is a protein member of the inhibitor of the
apoptosis family, which acts by blocking mitochondrial-
induced apoptosis.”> A nuclear higher expression of

survivin in malignant melanomas has been previously
reported, in contrast with benign nevi.!%1%2¢ Moreover,
this expression has been assessed as a prognostic factor
and as a ]?otentially important therapeutic target in
melanomas.’® In our study, nevi did not express this
protein, whereas melanomas showed a low but signifi-
cantly higher expression of it, in accordance with
previously published studies.'®'** However, nuclear
staining for survivin was very low in all positive cases,
which renders the assessment of this marker difficult and
limits its usefulness for differential diagnosis purposes.

Interestingly, in our series we have related the
expression of survivin with the proliferative activity of the
tumors, as we have found a statistically significant
positive correlation between the mitotic rate and the
expression of Ki-67, cyclin DI, and survivin in malignant
melanomas.

Previous studies using comparative genomic hybri-
dization have demonstrated that nevi and melanomas
differ dramatically in the presence of numerous clonal
chromosomal aberrations.* On the basis of this molecular
information, a novel targeted FISH assay including 4
probes has been developed, and its usefulness in
differentiating several problematic melanocytic lesions

TABLE 4. FISH Results of PSCN and SCMMs

Percentage of Cells Percentage of Cells Percentage of Cells Percentage of Cells Overall
Showing Gain Showing RREBI Gain Showing Gain Showing MYB Loss FISH
Case in RREBI Relative to Cepb in CCNDI Relative to Cepb Result
PSCN
1 20 6 3 3 Negative
2 3 0 3 16 Negative
3 0 3 13 20 Negative
4 6 0 3 26 Negative
5 13 10 3 20 Negative
6 0 3 6 6 Negative
7 0 3 3 16 Negative
8 3 0 5 10 Negative
9 0 3 3 13 Negative
10 6 3 8 4 Negative
11 3 10 0 23 Negative
12 6 0 0 10 Negative
13 10 3 0 33 Negative
14 33 43 0 13 Positive
15 0 3 3 10 Negative
SCMM
1 30 20 3 63 Positive
2 6 10 16 26 Negative
3 6 30 3 30 Negative
4 13 10 46 20 Positive
5 36 56 23 46 Positive
6 13 23 16 50 Positive
7 43 56 10 26 Positive
8 6 10 3 30 Negative
9 0 10 73 13 Positive
10 33 43 20 13 Positive
11 6 60 6 16 Positive
12 6 6 3 63 Positive
13 16 56 0 20 Positive
14 33 43 66 13 Positive
15 3 16 0 30 Negative

Bold lettering if met criteria.

© 2011 Lippincott Williams & Wilkins
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has been described in some recent publications.”->-'%-1%27

However, this molecular test should never be used as an
alternative to careful microscopy and expert consulta-
tion.>* This is the first time that these probes have been
tested in a series of PSCN and SCMMs. We detected 1
false-positive case: 1 PSCN met 1 criterion related to
RREBI, which showed an abnormal number of copies,
whereas the relation with CEP6 was normal. False-
positive results in nevi of several types, including Spitz
nevi, have been observed before.'® This result gives a
specificity of 93%, similar to previously published studies.
In our series, 4 SCMMs were negative for FISH studies: 3
superficial spreading malignant melanomas and 1 lentigo
maligna-type melanoma (Fig. 3). These results corre-
spond to a sensitivity of 73%. Interestingly, these
malignant melanomas were in situ or thin tumors. The
low sensitivity of around 70% has been detected before in
another type of in situ melanoma,'” whereas in melano-
mas with vertical growth or metastasis the sensitivit?r of
these FISH probes ranges from 83% to 90%.%'%1%2

In conclusion, a comprehensive study for the
evaluation of pigmented spindle cell melanocytic lesions
is required. Despite the fact that the integration of clinical
and histopathologic features remains essential in distin-
guishing PSCN from SCMMs, ancillary techniques
including the study of proliferation antigen Ki-67, cyclin
D1, survivin, and FISH, are useful as adjuvant tools to
improve sensitivity and specificity in reaching an accurate
diagnosis.
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TERT and AURKA gene copy number gains enhance the detection of acral

lentiginous melanomas by fluorescence in situ hybridization

Diaz A, Puig-Butillé JA, Valera A, Muiioz C, Costa D, Garcia-Herrera A, Carrera
C, Solé F, Malvehy J, Puig S, Alos L

J Mol Diagn 2014; 16: 198-206

L’estudi de locus cromosomics especifics mtjangant FISH s’ha demostrat util en
el diagnostic diferencial d’alguns tumors melanocitics. Tanmateix s’han assolit
diferents index de sensibilitat segons el context estudiat, probablement com a
consequéncia de [I'heterogeneitat que mostren els melanomes a nivell
molecular. Els melanomes lentiginosos acrals es caracteritzen per mostrar
guanys en el nimero de copies de petites regions géniques, com per exemple
els gens CCND1, TERT i AURKA. En una serie de 58 lesions melanocitiques
acrals varem estudiar el valor potencial de la sonda de FISH multicolor en el
seu diagnostic diferencial, conjuntament amb I'estudi del gen MYC i de noves
sondes desenvolupades, especifiques per als gens TERT i AURKA. Tanmateix
vam estudiar I'expressié proteica de CCND1, TERT i AURKA mitjancant
immunohistoquimica. La sonda multicolor detectava el 83.5% dels melanomes
acrals mentre que un 29.4% d’ells mostraven guanys en el numero de copies
de TERT i AURKA. Quan es combinaven els resultats de totes les sondes
s’assolia una sensibilitat del 97% (IC, 82.9% a 99.8%). No es van detectar
guanys en el numero de copies del gen MYC en cap cas. Cap nevus mostrava
alteracions per FISH. L’estudi immunohistoquimic va mostrar un major
percentatge de cel-lules positives per a CCND1, TERT i AURKA en els
melanomes acrals en comparacio amb els nevus (P<0.001). A meés, es va
detectar una correlacio significativament positiva entre els guanys en el nimero
de copies del gen CCND1 i la seva expressio proteica (P=0.015). Aquests
resultats indicarien que el fet d’afegir sondes de FISH especifiques per als gens
TERT i AURKA a l'actual sonda multicolor podria millorar la sensibilitat en el

diagnostic dels melanomes acrals.
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TERT and AURKA Gene Copy Number Gains Enhance the
Detection of Acral Lentiginous Melanomas by
Fluorescence in Situ Hybridization
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Accepted for publication

October 25, 2013. The study of specific chromosomal loci through fluorescence in situ hybridization (FISH) is useful in

differential diagnosis of melanocytic tumors. However, sensitivity rates vary, probably because of
molecular heterogeneity. Acral lentiginous melanomas are characterized by copy number gains of small
genomic regions, including CCND1, TERT, and AURKA. In a series of 58 acral melanocytic lesions, we
explored the value of a four-color FISH probe, used in addition to determining MYC gene status, and
assessed the potential diagnostic usefulness of newly developed probes targeting TERT and AURKA.
Moreover, we tested CCND1, TERT, and AURKA protein expression by immunchistochemistry. The four-
color FISH probe detected 85.3% of melanomas and 29.4% of TERT and AURKA copy number gains.
Sensitivity was 97% (confidence interval 95%, 82.9% to 99.8%) for the combined results of all probes.
No MYC copy number gains were detected. No nevi showed abemrations. Immunohistochemistry revealed
a higher percentage of cells positive for CCND1, TERT, and AURKA protein in melanomas than in nevi
(P < 0.001). A significant correlation between gene copy number gain and protein expression was
found for CCND1 (P = 0.015). Our results indicate that addition of specific FISH probes to the current
probe could improve sensitivity for the diagnosis of acral melanomas. Further studies in larger numbers
of cases are needed to validate these results. (J Mol Diagn 2014, 16: 198—206; htip://dx.doi.org/
10.1016/j.jmoldx.2013.10.009)
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es.

(CCNDI), and centromere 6 (CEP6) was recently developed
to assist in differentiating several problematic melanocytic

Histopathological evaluation is the gold standard in differ-
entiating benign from malignant melanocytic lesions.

Nonetheless, its subjectivity and other limitations are widely
accepted, and a number of cases cannot easily be classified as
benign or malignant based only on histopathological evalu-
ation." In recent years, investigations on melanocytic tumors
have been focused on identifying gene alterations that can
help to differentiate benign from malignant melanocytic tu-
mors. Comparative genomic hybridization studies have
demonstrated that benign and malignant melanocytic tumors
differ dramatically in the presence of numerous chromosomal
aberrations.” Based on such results, a commercially available
four-color fluorescence in situ hybridization (FISH) mul-
tiple probe targeting 6p25 (RREBI), 6q23 (MYB), 11ql3

Copyright © 2014 American Society for Investigative Pathology
and the Association for Molecular Pathology.
Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
http:#dx.doi.org/10.1016/j.jmoldx.2013.10.009
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lesions.” This FISH probe, which has been tested in a
variety of clinicopathological seitings, has proven useful in
increasing sensitivity and specificity in the differential diag-
nosis between benign nevi and melanomas. However, results
have differed, mainly depending on the melanocytic lesion
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subtype.’® Increasing evidence suggests that melanomas are
heterogeneous at the molecular level and that specific tumor
subtypes may harbor distinct genomic alterations.” In this
sense, a broader probe set incorporating 8q24 (MYC) and
9p21 (CDKNZ2A) probes has been recently proposed to

enhance the detection of melanomas, including the Spitzoid
10

types.
Acral lentiginous melanoma (ALM), one of the four

major histopathological melanoma subtypes recognized in
the current World Health Organization classification,' has
distinctive clinicopathological and molecular characteris-
tics. It frequently harbors multiple and distinctive chro-
mosomal aberrations, mainly gene copy number gains of
small genomic regions such as the CCNDI, TERT, and
AURKA genes.””"” "7 Its low incidence in populations of
European continental origin might render difficult any
deeply clinicopathological and molecular characterization.
To date, few cases of ALMs or acral nevi (AN) have
been studied with the new multiprobe FISH set.®!'%!%17
Furthermore, from the standpoint of daily practice, acral
pigmented lesions may exhibit site-related atypical features
that could hamper differentiation of benign from malignant
tumors.'®

TERT, at 5p15.33, encodes for the catalytic subunit of
telomerase reverse transcriptase, which stabilizes telo-
meric length. TERT up-regulation enhances cellular pro-
liferation and plays a critical role in oncogenesis.'
AURKA, at 20ql3, encodes for aurora kinase A, a cell
cycle—regulated kinase that is involved mainly in centro-
some function and spindle assembly during chromosome
segregation; its dysregulation leads to genetic instability
and aneuploidy.*”

We studied a series of 58 acral melanocytic lesions,
comprising both benign and malignant tumors, and we
explored the usefulness of the currently available four-color
FISH probe, together with MYC gene status, for differential
diagnosis. We also evaluated the utility of additional FISH
probes targeting TERT and AURKA genes for enhancing
detection of ALM and tested CCND1, TERT, and AURKA
protein expression by immunohistochemistry.

Materials and Methods

A total of 58 formalin-fixed, paraffin-embedded samples of
acral melanocytic tumors were collected from 2002 to 2008
from the archives of the Pathology Department at the
Hospital Clinic of Barcelona, including 34 invasive ALMs
and 24 ANs. Unequivocal diagnosis of ALM or AN was
confirmed in a masked manner by two dermatopathologists
(A.D. and L.A.). All patients were seen and their cases were
monitored at the Melanoma Unit, Department of Derma-
tology, of the same hospital. Clinical data were retrieved
from review of the clinical files. The study was approved by
the Institutional Ethics Review Board, and written informed
consent was obtained from each participant in accordance
with the Declaration of Helsinki.
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Elaboration of FISH Probes Targeting TERT and AURKA

Noncommercial probes targeting TERT and AURKA were
elaborated using bacterial artificial chromosomes (BACs).
BAC clones were obtained from the Children’s Hospital
Oakland Research Institute (Oakland, CA) collection and
were selected using the controlled-access genome brow ser of
the Center for Genomic Regulation, Barcelona, Spain [htip://
davinci.crg.es/cgi-gbrowse/gbrowse/hg18, last accessed
May 24, 2012 (login required)]. Next, DNA was labeled using
a nick translation kit (Abbott Molecular, North Chicago, IL)
with SpectrumGreen or SpectrumRed (Abbott Molecular). For
AURKA, a centromeric probe was added (CEP20), labeled
with SpectrumOrange (Abbott Molecular). For TERT, another
BAC probe, located on 5q15 (MCTPI), was developed to be
used as whole-chromosome copy number control. The gene
locus, the BACs, and the labeling fluorochrome are listed in
Table 1. Finally, all probes were hybridized to normal meta-
phase chromosomes, to verify their location, and to normal
skin controls, to obtain the normal pattern of hybridization
(two signals on average for each probe).

FISH Analysis

All cases were analyzed with the commercially available
four-color probe set targeting the ras responsive element
binding protein 1 gene (RREBI) on 6p25, the v-myb avian
myeloblastosis viral oncogene homolog gene (MYB) on
623, the cyclin D1 gene (CCNDI) on 11ql3, and the
chromosome 6 centromeric region (Abbott Molecular, Des
Plaines, IL). Additionally, cases were hybridized with the
commercially available probes Vysis LSI Cyclin D1/CEP
11 (Abbott Molecular) and a Dako MYC/CEN-8 FISH probe
mix (Agilent Technologies, Santa Clara, CA), which contain
fluorescently labeled gene and centromere probes, and with
noncommercial probes targeting TERT and AURKA. From
each formalin-fixed, paraffin-embedded sample block, 4-
um-thick sections were mounted onto positively charged
slides (SuperFrost Plus; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA), deparaffinized, and dehydrated. Next, pretreatment
and pepsin digestion (3 minutes) was performed, followed
by dehydration in 70%, 85%, and 96% ethanol for 2 minutes
each. The slides were then incubated in a Dako hybridizer
(S2450; Agilent Technologies) for denaturation at 90°C for
5 minutes and hybridization at 37°C for approximately 18
hours. Sections were placed in washing buffer at room

Table 1  Elaborated FISH Probes from BACs and Fluorochromes
Used to Visualize the Specific Gene

Gene Locus BAC Fluorochrome
TERT 5p15.33 RP11-117B23 SpectrumGreen
MCTP1* 5q15 RP11-73K22 SpectrumRed
AURKA 20q13 RP11-158017 SpectrumGreen

*The gene MCTP1, located on 5q15, was used as chromosome 5 copy
number control, instead of a centromeric probe.
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temperature for 2 to 10 minutes to remove the coverslips,
immersed in stringency buffer at 65°C for 10 minutes, and
then were dehydrated, dried, and counterstained with DAPI.

Enumeration of FISH Signals

FISH evaluation was performed using an Eclipse 50i epi-
fluorescence microscope (Nikon, Tokyo, Japan; Melville,
NY) equipped with appropriate single band-pass filter sets
(Abbott Molecular). First, each sample was examined at low-
power magnification, to select areas with abnormal copy
number. Next, >20 adjacent nuclei from three different areas
were enumerated (for a total of >60 cells) under high-power
magnification (x400). Overlapping nuclei and nuclei with
less than two signals were not counted. Moreover, if <60
nuclei could be evaluated or if nuclei did not show signals for
all probes, the case was excluded. For the four-color com-
mercial probe set, a sample was considered as having a
positive FISH result if any of the following criteria were met:
i) gain in 6p25 (RREBI) relative to CEP6 in >55% of cells or
ii) gain in 6p25 (RREBI) in >29% of cells, iii) gain in 11q13
(CCND1I)in >38% of cells, or iv) loss in 6423 (MYB) relative
to CEP6 in >40% of cells, according to previously deter-
mined cutoffs. For the MYC/CEN-8 probe, a sample was
considered positive if >50% of the enumerated melanoma
cells harbored copy number gains of MYC.*' For the LSI
Cyclin D1/CEP 11 probe and the noncommercial probes, a
tumor was considered positive (with copy number gains) if
the ratio between gene copy number and centromere copy
number was >1.5. A ratio of >2 was considered amplifica-
tion.”” In 19 ALMs, the in simu component was also evaluated.

Immunohistochemistry

All cases were stained for CCND1 (1:100; clone SP4;
Abcam, Cambridge, UK), TERT (1:100; clone Y182;
Abcam), and AURKA (1:300; polyclonal; Abcam) using a
Bond Max automated instrument (Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany) with a Bond Polymer Refine Red
Detection system (Leica Microsystems). Appropriate posi-
tive and negative controls were used for each antibody.
The percentage of positive cells was recorded semi-
quantitatively in each case for cytoplasmic (TERT and
AURKA) or nuclear (CCNDI, TERT, and AURKA) staining.

Statistical Analysis

All statistical analyses were performed using PASW Statistics
version 18 (SPSS, Chicago, IL). Associations between vari-
ables were performed with use of the exact Fisher test.
Quantitative data were compared between groups using either
a Student’s #-test (for variables with a normal distribution) or
a U-test (for variables without a normal distribution). Pearson
correlations were performed on quantitative data. To deter-
mine the specificity and sensitivity of FISH, histopathology
was considered the gold standard and the 95% confidence
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intervals (Cls) of sensitivity and specificity were calculated
using the publicly available VassarStats Clinical Calculator 1
(http:/fwww.vassarstats.net/clinl.html, last accessed October
23, 2013), which uses the Wilson score method. The results
were considered statistically significant at P < 0.05 (two-
sided).

Results
Clinicopathological Characteristics of Patients

The main clinicopathological characteristics of the patients
with ALMs are listed in Table 2. The 34 patients were 17
men and 17 women (male-to-female ratio, 1:1); the median
age was 67 years (range, 39 to 91 years). The tumor occurred
on the feet in 30 of 34 patients (88%) and on the hands in 4 of
34 patients (12%). The median Breslow thickness was 3.8
mm (range, 0.4 to 12 mm). The Clark level was II in 2/34

Table 2 Main Clinicopathological Characteristics of Patients
with ALM
Case Age Clark  Breslow
no. (years) Sex Site level  thickness (mm)
1 61 M Sole v 12
2 76 F Sole v 5
3 49 F Sole v 6
4 89 F Heel v 3.2
5 67 M Ring finger 11 0.7
6 68 F Sole v 0.9
7 82 F Sole v 6
8 58 M Sole v 4.5
9 87 F Heel v 10
10 51 F Sole v 4.6
11 58 M Palm v 8
12 54 M Sole Vv 12
13 67 M Heel Vv 6.5
14 91 F Heel v 2
15 71 F Palm v 1.4
16 83 M Sole 1I 0.9
17 58 M Index finger IV 1
18 T4 M Great toe I 0.4
19 63 M Sole 11 1
20 78 F Heel v 3
21 74 F Heel 11 1
22 77 M Sole v 4
23 78 F Sole v 3
24 39 M Sole v 2
25 40 M Sole v 2
26 61 M Great toe III 0.5
27 75 F Heel v 5
28 60 M Sole v 2
29 73 M Sole v 3.3
30 90 F Sole v 5
31 66 F Sole v 1.2
32 45 M Heel v 5
33 58 F Heel v 3.5
34 83 F Sole v 2.8

M, male; F, female.
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lesions (6%), 111 in 4/34 lesions (12%), IV in 19/34 lesions
(56%), and V in 9/34 lesions (26.5%). Ulceration was present
in 18 of 34 cases (53%), and the median mitotic count was 4/
mm’ (range, 0 to 18 mitoses).

The 24 patients with AN were 10 men and 14 women
(male-to-female ratio, 1:1.4); the median age was 37 years
(range, 16 to 64 years). Most of the lesions (22 of 24; 91%)
occurred on the feet; histologically, the lesions were mostly
compound (21 of 24; 87.5%).

FISH Results

FISH data for the ALMs are summarized in Table 3.
Overall, 29 of the 34 ALMs had a positive result when
evaluated using the commercial FISH multiprobe set,
resulting in a sensitivity of 85.3% (95% CI, 68.2%—94.4%).
The RREBI gain criterion was the most sensitive, observed

in 25 of 34 cases (74%); 20 of 34 cases (59%) met the
RREBI/CEP6 gain criterion, 14 of 34 (41%) met the MYB/
CEP6 loss criterion (Figure 1), and 8 of 34 (24%) met the
CCNDI gain criterion. CCNDI gains were confirmed in all
cases with the commercial probe LSI Cyclin D1/CEP 11,
which showed that all were gene amplifications [median
CCNDI/CEP11 ratio, 4.16 (range, 2.18 to 5.10)]. With the
noncommercial probes, 10 of 34 tumors (29%) gave posi-
tive results. TERT copy number gains were present in 8 of
34 cases (24%), and in 6 of these 8 cases there were gene
amplifications (average ratio of >2 (Figure 1). AURKA copy
number gains were seen in 2 of 34 cases (6%). CCNDI,
TERT, and AURKA gains were mutually exclusive. No MYC
copy number gains were detected in any case. With results
of all probes combined, FISH had a positive result in 33 of
34 ALMs, for an overall sensitivity of 97% (95% CI,
82.9%—99.8%).

Table 3 FISH Results for ALM Cases
Cells with gain or loss (%) Copy number ratio
RREB1 RREB1 gain CCND1 MYB loss relative
Case no. gain relative to CEP6 gain to CEP6 TERT/MCTP1 AURKA/CEP20
1 76 70 20 26 1.02 1.66
2 93 83 93 10 0.96 0.93
3 46 53 16 20 1.61 1.02
4 10 10 13 70 0.98 1.07
5 20 30 16 10 2.58 1.18
6 66 60 10 3 1.03 0.96
7 80 60 53 43 1.16 1.23
8 60 40 3 43 1.02 0.96
9 36 33 80 70 0.96 1.09
10 86 66 10 56 1.01 1.00
11 16 10 10 50 4.50 1.07
12 46 56 13 26 4.81 1.06
13 93 83 100 83 1.24 1.13
14 80 53 3 50 1.02 0.95
15 90 56 6 56 1.18 1.06
16 10 16 10 16 3.10 0.98
17 70 50 3 20 0.96 1.10
18 16 16 13 20 1.00 0.91
19 70 76 93 66 0.94 1.02
20 80 80 26 16 1.03 1.00
21 80 76 3 6 1.02 1.03
22 70 60 20 30 1.88 1.00
23 10 6 20 50 1.00 1.33
24 66 60 13 16 0.91 0.98
25 16 10 0 16 4.16 1.00
26 80 76 90 60 1.23 1.02
27 96 90 96 10 0.98 1.18
28 90 90 13 10 1.02 1.33
29 70 50 16 13 0.91 0.98
30 16 16 6 10 0.98 2.24
31 53 73 3 10 1.13 0.98
32 66 66 20 26 2.49 1.05
33 10 10 13 60 1.08 0.93
34 93 90 100 46 0.93 0.93
Values that met the criteria for a positive FISH result are highlighted in bold.
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Two examples of ALMs showing different gene alterations by FISH. A: A large nonpigmented melanocytic tumor arising on acral skin, with marked

associated acanthosis and elongated rete ridges. Case 4. H&E stain. B: The same lesion at a higher magnification. Melanocytes in the dermis are predominantly
epithelioid and show moderate atypia. A lentiginous proliferation of malignant melanocytes in the dermal—epidermal junction is also evident. H&E stain. C:
FISH image from the same case shows MYB loss (gold signal) relative to CEP6 (aqua signal) with the commercial four-color probe set. D: An ulcerated ALM
arising in the sole of a 40-year-old man, with moderate pigmentation. Case 25. H&E stain. E: The same lesion at a higher magnification. Nests of malignant
melanocytes with marked pleomorphism. H&E stain. F: FISH image from the same case shows TERT amplification (green signal) relative to the control gene
MCTP1 (red signal). Original magnification: x40 (A and D); %200 (B and E); %1000 (C); %2000 (F).

We also evaluated the presence of gene copy number
alterations in the in situ component of ALMs, which could
be assessed confidently in 19 of the 34 cases. In all of these
19 cases, we found RREBI, TERT, and CCNDI gene copy
number gains in the in situ portion, at levels similar to those
in the invasive portion (Figure 2). In addition, in 5 of the 34
cases CCNDI and TERT gene copy number gains were also
visualized in scattered cells on the basal layer of histologi-
cally normal-appearing skin beyond the in situ component.

None of the 24 ANs showed any significant copy number
changes in any of the targeted genes (Figure 3), resulting in
an overall specificity of 100% (95% CI, 82.8%—100%).

Correlation of FISH Results with Clinicopathological
Characteristics

Comparison of clinicopathological characteristics of pa-
tients with melanomas harboring CCNDI, TERT, and
AURKA copy number gains revealed no differences among
the three groups. In addition, no histological differences
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were found in tumor thickness, ulceration, mitotic rate,
tumor cell type, amount of pigmentation, or presence of
tumor-infiltrating lymphocytes among the three groups of
melanomas.

Immunohistochemistry Results and Correlation with
FISH

Immunohistochemical data are summarized in Table 4. In
ALMs, a significantly higher percentage of cells were pos-
itive for nuclear CCND1, TERT, and AURKA, compared
with ANs. Moreover, ANs exhibited a decreasing CCND1
immunopositivity in deep portions of the tumor, whereas
ALMs exhibited a more homogeneous distribution of
CCND1 immunopositivity. TERT and AURKA nuclear
immunoreactivity did not exhibit any particular distribution
pattern. All lesions (both ALM and AN) exhibited TERT
and AURKA cytoplasmic positivity in nearly 100% of cells.

A significantly higher percentage of cells were positive
for CCNDI1 by immunohistochemistry in ALMs harboring

jmd.amjpathol.org m The Journal of Molecular Diagnostics
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Figure 2 Two examples of ALMs in which chromosomal aberrations were detected also in the in situ portion by FISH. Az An ALM arising in the palm of a 58-
year-old man shows a marked lentiginous proliferation pattern at the dermal—epidermal junction. Case 11. H&E stain. B: High-power magnification highlights
the typical lentiginous proliferation of atypical melanocytes at the border of the tumor. H&E stain. C: In a FISH image from the same case, large nuclei at the
dermal—epidermal junction show TERT amplification (green signal) relative to the control gene M(TP1 (red signal). D and E: Histological section of another
ALM (Case 27) shows marked epidermal acanthosis (D) and a continuous proliferation of atypical melanocytes adopting a lentiginous pattern (E). H&E stain. F:
A FISH image from the same case shows amplification of CCND1 (green signal) in the invasive portion, which was also detected in scattered large nuclei at the
dermal—epidermal junction. Original magnification: x40 (A and D); x200 (B and E); x1000 (C and F).

CCNDI gains [median, 75% (range, 50% to 95%)],
compared with ALMs without CCND! gain [median, 45%
(range, 30% to 80%)] (P = 0.002) (Figure 4). Moreover, in
ALMs with CCNDI gains, a positive significant correlation
was found between the percentage of nuclear positive cells
and the average number of CCNDI signals (p = 0.90,
P = 0.015). No correlation was found between TERT or
AURKA gene copy number gains and the respective protein
expression.

Discussion

ALMs are characterized by frequent gene copy number gains,
and we have detected two genes related to oncogenesis that can
show increased copy numbers in ALMs: TERT and AURKA. In
the present study, we have confirmed that these genes do not
show copy number gains in any benign AN, so both TERT and
AURKA are promising genes for differentiating malignant from
benign acral melanocytic tumors. Moreover, we have tested for
the first time a commercially developed four-color FISH assay

The Journal of Molecular Diagnostics m jmd.amjpathol.org

in a series of 58 acral melanocytic lesions, including both benign
and malignant counterparts; only few acral melanocytic lesions
have been included in previous studies.”'""'®'” This FISH assay
identified 29 of 34 ALMs; for ANs, all FISH findings were
negative. These results correlate with a sensitivity of 85.3%
(95% CI, 68.2%—94.4%) and a specificity of 100% (95% CI,
82.8%—100%), similar to rates in previous studies. However,
sensitivity rates for this FISH probe have varied, ranging
from 40% to 100%, depending mainly on the melanoma
subtype.” ® When we added exploration for TERT and
AURKA genes in our series, four of the five ALMs with
negative results using the commercial four-color probe set
showed amplifications. No nevi showed any alterations.
Thus, including TERT and AURKA increased the sensitivity
in differentiating ALM from AN to 97% (95% CI, 82.9%—
99.8%) and maintained the specificity of 100% (95% ClI,
82.8%—100%).

In our series, CCNDI, TERT, and AURKA gene copy
number gains were mutually exclusive. In a previous study,
however, 11q13 and 5p15 amplifications were concurrently

203

98



Segon treball

Diaz et al

Figure 3  Example of an AN. A: Low-power magnification reveals non-
atypical melanocytic proliferation, with evident maturation. H&E stain. B:
A FISH image from the same case, hybridized with the commercial four-
color probe set, illustrates a normal chromosomal profile. Original magni-
fication: x40 (A); x1000 (B).

detected in the invasive portion of a few ALMs.' The 6p25
(RREBI) gain was the most frequent gene alteration in our
series of ALMs; it was detected in 74% of cases, which is in
accord with previously published studies on nonacral mela-
nomas. The second most frequent gene alteration was 6q23
(MYB) loss, detected in 41% of cases. This finding supports
the presence of a chromosome 6 imbalance as a very common
event in the vast majority of melanomas,” including ALMs.
CCND1 and TERT copy number gains were both detected in
an equal proportion of cases (24%), and AURKA copy
number gains were detected in 6% of cases.

The 11q13 (CCNDI) region amplification, which was first
detected by comparative genomic hybridization, is consid-
ered a common and distinct event in ALM.'” This finding

Table 4 Immunohistochemical Results of ALM and AN
Nuclear positive cells [mean % (range)]
Protein ALM AN P
CCND1 57.35 (30—95) 19.58 (5—40) <0.001*
TERT 4.24 (0—20) 0.92 (0—10) <0.001f
AURKA 2.65 (0—15) 0.50 (0—5) 0.001*
*U-test.

fStudent’s t-test.
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was subsequently supported by other studies, although the
frequency of CCNDI gene amplification in ALMs varies,
ranging from 23% to 44%,”* > which is in accord with our
findings. The variability in amplification rates could be
accounted for by the different techniques and cutoffs used in
its assessment. Puig-Butille et al," using multiplex ligation-
dependent probe amplification methodology on frozen sam-
ples, found a higher proportion of ALM cases with increased
CCNDI, TERT, and AURKA gene copy number 15. This
discrepancy with our present results, based on FISH meth-
odology on formalin-fixed, paraffin-embedded tissue, could

Figure 4 Example of an ALM with CCND1 alteration (Case 9). A: His-
tology. H&E stain. B: Immunohistochemistry reveals CCND1 protein over-
expression. C: FISH analysis reveals CCNDI gene (green signals)
amplification. Original magnification: x200 (A and B); %1000 (C).
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be accounted for by differences in techniques, cutoffs, and
types of samples. Moreover, the low number of cases studied
in this study is a major limitation.

Wang et al*® recently showed that array-based compara-
tive genomic hybridization has a higher sensitivity than
FISH for detecting malignant melanomas, but correlation
between the two techniques was good. Moreover, they
suggest that the exploration of additional genes along with
the commercial four-color FISH probe set enhances detec-
tion of melanoma,”® which is in accord with our findings.
MYC, located at 824, shows copy number gains in a subset
of melanomas with distinctive clinicopathological charac-
teristics,”" and detection of MYC has recently been added to
improve the differential diagnosis between malignant mel-
anoma and nevi.'” We, however, did not detect an increase
in MYC copy number in any ALM, consistent with a pre-
vious FISH study involving a large number of melanomas
from different anatomical sites, including 23 ALMs.*

In most cancers, including melanoma, gene amplifica-
tions have been linked to tumor progression, because they
frequently occur at the later stages.”” In contrast, and in
accord with previous studies, "7 we detected similar levels
of gene copy number gains, mainly amplifications, in ALMs
in both the invasive and the in situ components. This sug-
gests that gene amplifications might arise very early during
tumorigenesis in this melanoma subset. Furthermore, we
also identified CCND/ and TERT gene copy number gains
in isolated cells lying on histologically normal-appearing
skin, far from the invasive and in situ portions. This
particular finding has already been described for some
genes, including CCNDI and TERT in ALMs. Such cells
have been referred to as field cells. It has been suggested
that these field cells arise even before the phase of mela-
noma in situ, representing clonally related melanocytes in
the seemingly nonlesional epidermis, and that they could
explain local recurrences that take place even after an
apparently complete melanoma excision.'”'* This finding
points to a distinctive biological behavior in ALMs.

CCNDI is a proto-oncogene encoding cyclin D1, which
plays an important role in the progression from the G1 to S
phase and cell proliferation. Its amplification might alter cell
cycle progression, thus contributing to tumorigenesis.”
TERT encodes for the catalytic subunit of telomerase
reverse transcriptase, which stabilizes telomeric length,
which is essential for cellular proliferation. Increased telo-
merase activity has been reported in a majority of human
tumor types, suggesting that telomeric stability maintenance
plays a critical role in oncogenesis.'” The existence of am-
plifications of these two genes in the earlier stages of ALM
would represent severe genomic instability, thus clearly
confributing to ALM oncogenesis.

In the present study, a significant correlation between gene
copy number gains and protein overexpression was found
only for CCNDI. However, half of the ALMs without
CCNDI gene copy number gains also showed CCNDI
overexpression of CCNDI protein. Protein overexpression of

The Joumnal of Molecular Diagnostics m jmd.amjpathol.org
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cyclins is not always caused by gene amplification; other
mechanisms could be involved in its post-transcriptional
regulation, including translocations® or mutations in up-
stream genes of the mitogen-activated protein Kkinase
pathway.” Additionally, CCNDI expression was signifi-
cantly lower in nevi than in melanomas. The literature yields
conflicting data on CCNDI expression in melanocytic tu-
mors. Some studies have shown no differences in CCND1
expression between benign and malignant lesions, but others
have demonstrated clear CCNDI1 overexpression in mela-
nomas.>”"** Interestingly, we also found a different CCNDI1
expression pattern between nevi and melanomas. Nevi
showed a clear zonal pattern, with a higher proportion of
immunopositive cells near the dermal—epidermal junction, in
accord with previous studies,”” whereas melanomas
showed a homogeneous pattern of immunostaining. We also
observed a significantly higher expression of nuclear TERT
and AURKA in melanomas than in nevi; however, expres-
sion was very low in both groups, and some nevi showed
higher expression than some melanomas, which limits use-
fulness for differential diagnosis.

In conclusion, we have shown that the addition of FISH
probes including TERT and AURKA genes to the commer-
cial four-color probe set could improve sensitivity for the
diagnosis of ALM, while maintaining 100% specificity.
Future efforts should be focused on validating these results
by the analysis of larger series, including histopathologi-
cally ambiguous lesions.
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TERT gene amplification is associated with poor outcome in acral

lentiginous melanoma

Diaz A, Puig-Butillé JA, Muiioz C, Costa D, Diez A, Garcia-Herrera A, Carrera
C, Badenas C, Solé F, Malvehy J, Puig S, Alos L

J Am Acad Dermatol 2014; 71: 839-841

Les amplificacions géniques sén un mecanisme clau d’activaciéo oncogénica en
les neoplasies. Els melanomes lentiginosos acrals es caracteritzen per mostrar
amplificacions en multiples locus cromosomics. Préviament haviem detectat
amplificacions en diferents gens lligats amb [I'agressivitat tumoral en
melanomes lentiginosos acrals com son CCNDL1 (localitzat a 11q13) i TERT
(localitzat a 5p15.33). En aquest treball varem estudiar I'estat dels gens CCND1
i TERT mitjangant FISH en una série de 43 melanomes acrals i varem
correlacionar els resultats amb una serie de parametres clinicopatologics,
incloent I'evolucio dels pacients. Les amplificacions de CCND1 es van detectar
en 10 casos (23.3%) mentre que les amplificacions de TERT en 9 casos
(20.9%). Ambdues amplificacions eren mutualment excloents. L’amplificacio de
TERT s’associava a una pitjor supervivéncia global, inclus després de realitzar
I'analisi multivariant (HR=4.63, P=0.019). Vam concloure que l'estudi de les
amplificacions de TERT mitjanant FISH en els melanomes lentiginosos acrals

podria ser util a I'hora d’estratificar pacients amb diferents pronostics.
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m No Provisional
Diagnasis Offered

M Incerrect Diagnosis

Mumber of
refarrals (N)

m Correct Diagnosis

Urgent Appropriate for
Urgent Referral but

Mot Actually Urgent

Not Urgent

Fig 1. Urgency rating by urgent access clinic attending
dermatologist categorized by diagnostic accuracy of refer-
ring providers.

(2 = 7.712, degrees of freedom [df] = 2, P = .02)
(Fig 1). Urgency level did not affect the proportion
of referring providers who offered a diagnosis.
(* = 3.095, df = 2, P = .212) (Fig 1).

Our findings corroborate previous literature,
which has shown that diagnostic accuracy of
referrals made by general practitioners to derma-
tologists is approximately 50%." Our data suggest
that in an UAC managed through an electronic
referral system, the majority of referrals may be
nonurgent in nature. However, recognizing that
consultations may be requested to establish a
diagnosis or treatment plan outside the scope of
training or experience of the referring provider and
therefore the initial urgency may be unclear, we
designed the study to report on whether derma-
tologists thought these referrals were appropriate
for UAC even if ultimately nonurgent in nature. The
majority of the nonurgent referrals fell into this
category. Furthermore, this process resulted in
improved referrer satisfaction: in an unrelated
survey, 71.7% of referring providers in our institu-
tion in 2012 agreed that patients were able to
obtain timely access to care in dermatology if they
thought it was medically necessary compared with
53.9% in 2010 (response rates of 92% and 93%,
respectively). Similarly, a recent study found that in
one UAC at a large tertiary care center the vast
majority of referring providers were satisfied with
an UAC model and perceived it to have a signifi-
cant benefit to patient health.”

Limitations of the study include the use of a
nonvalidated survey and the generalizability of a
single-institution model at a large tertiary referral
center.

The establishment of urgent referral clinics ap-
pears to be an important potential intervention
addressing the mismatch of the supply of and
demand for dermatologic expertise. Determining
the most appropriate and efficient way to triage
these patients is critical, however, to optimally
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allocate the scare resources of urgent appointments,
decrease administrative burden for referrers, and
minimize the costs of double review of these cases
by both nurses and physicians.
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TERT gene amplification is associated with
poor outcome in acral lentiginous melanoma

To the Editor: The current World Health Organization
classification of melanocytic tumors recognizes four
major melanoma subtypes based on clinicopatho-
logic features but with a very little prognostic
relevance. Among them, acral lentiginous melanoma
(ALM) has distinct epidemiologic and clinicopatho-
logic features. Studies with comparative genomic
hybridization have demonstrated that ALMs are
characterized as having a high frequency of
amplifications in small genomic regions. Some of
these amplifications contain genes involved in
oncogenesis and tumor progression, such as cyclin
D1 (CCNDI) at 11q13 and telomerase reverse
transcriptase (TERT) at Sp15.33.2

In a series of 43 formalin-fixed and paraffin-
embedded samples of infiltrating ALM, we have
studied CCND1 and TERT gene status by fluores-
cence in situ hybridization (FISH). For CCND1, the
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Table 1. Main clinicopathologic and molecular
characteristics of the cohort and their relation with
overall survival

Log rank
Characteristics Value P value for 0§
n 43
Sex, male/female 21/22 420
Age, years Median (range) 71 (39-95) 419
Breslow index, mm Median 3.2 (0.4-15) .003
(range)
Ulceration, n (%) 22 (51.2) .002
Mitosis, rate/mm? Median 4 (0-18) .049
(range)
TERT amplifications, n (%) 9 (20.9) 025
CCND1 amplifications, n (%) 10 (23.3) .894

P value in bold if statistically significant.
*Overall survival.

commercially available probe LSI Cyclin D1/CEP 11
(Vysis; Abbott Molecular, Des Plaines, IL) was used.
For TERT, noncommercial FISH probes using
bacterial artificial chromosomes were developed
and MCTPI gene was used as chromosome control,
as previously described.” Gene amplifications were
considered when the ratio between gene copy
number and centromere or chromosome control
copy number was greater than 2. FISH results were
correlated with clinicopathologic parameters.

The main clinicopathologic features of the cohort
collected at diagnosis and their relationship with
overall survival (OS) are expressed in Table L
Overall, the median follow-up period was 30 months
(mean: 33.98; range: 1-161). CCND1 gene amplifica-
tions were found in 10 cases (23.3%) with a median
CCND1-to-CEP11 ratio of 4.16 and TERT gene
amplifications were detected in 9 cases (20.9%),
with a median TERT4o-MCTP1 ratio of 3.10.
CCND1 and TERT amplifications were mutually
exclusive. Fig 1 shows a FISH image of an ALM
harboring TERT gene amplification. In univariate
survival analysis, TERT amplifications significantly
reduced OS (P = .025), while the patients with
CCND1 amplifications had no significant differences
in OS (P =.987) (see Table I). In multivariate survival
analysis, Breslow index and 7ERT amplifications
retained significance for OS (P = .006; hazard ratio
[HR] 9.20; 95% confidence interval [CI] 1.90-44.59 and
P = .019; HR 4.63; 95% CI 1.29-16.62, respectively).

In this preliminary study, we are reporting the
prognostic value of TERT gene amplification
evaluated by FISH in a series of ALMs. TERT is a
gene encoding for the catalytic subunit of telomerase
reverse transcriptase. Gene amplification is the most
frequent mechanism for 7ERT activation, promoting
cell survival and proliferation. However, the
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Fig 1. FISH picture of an acral lentiginous melanoma
harboring TERT amplification. It shows a higher number of
TERT copies (green signals) when compared to the control
gene MCTP1 (red signals) (Original magnification: X 1000.)

prognostic relevance of TERT amplification has
only been proved in non-small cell lung carcinomas,
to date.” Recently, recurrent somatic mutations in
the TERT promoter region have been described
in some cancers, including melanomas. They could
represent an additional potential mechanism of
TERT activation, different from the well-recognized
TERT copy number gains. In fact, a more recent study
has demonstrated that TERT promoter mutations are
uncommon in ALMs.” These results are consistent
with the supposed relation of these mutations with
the UV light exposure and supports the evidence
that melanomas may show different pathogenesis
depending on body site and levels of sun exposure. '
Interestingly, we found 7ERT and CCNDI gene
amplifications in different ALM subsets, and
they were mutually exclusive in accordance with
previous studies.? This fact suggests that ALM may
have different pathways of oncogenesis. Further
studies including a larger number of cases are
needed to confirm our results.
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Ablative fractional photothermolysis in the
treatment of scar contractures of the wrists
and forearms: A retrospective data analysis

To the Editor: Since its introduction in 2007, ablative
fractional photothermolysis (AFP) has been reported
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Fig 1. A, Musculocutaneous flap on ventral aspect of
forearm after a blast injury. B, Restricted wrist and finger
extension at baseline improved after 2 laser treatments.

to be effective in improving appearance and texture
in a broad array of skin conditions, including
surgical, acne, and traumatic scars."” A growing
number of anecdotal reports have suggested that
this laser modality can safely and effectively
improve function in patients with debilitating scar
contractures.”” However, to our knowledge there
has not previously been a systematic evaluation of
efficacy specifically related to function.

In an institutional review board—approved
retrospective review, we incorporated data from
surgical, dermatologic, and occupational therapy
records of patients who received AFP treatments to
the forearm and wrist for scar contractures between
October 1, 2009, and October 1, 2012. Our goal was
to assess for statistically significant improvements in
range of motion (ROM) after a course of AFP (Fig 1).

Thirteen patients were identified with directly
comparable ROM measurements before and after
laser treatment. Mechanisms of injury included blasts
from improvised explosive devices, burns, tumor
extirpation, and sports accidents. Reconstructive
techniques were variable and included open reduc-
tion and internal fixation, fasciotomy, flaps, and full
and split-thickness skin grafts. The average age of
eligible patients was 34 years. Median time to initial
laser treatment after the injury or final surgery was
6.7 months. The average number of treatments per
patient was 3.68 at an interval of 6 to 8 weeks.
All treatments were performed with an ablative
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Discussio

L’estudi histopatologic és considerat actualment el gold standard per al
diagnostic de melanoma i per al seu diagnostic diferencial, principalment amb
lesions melanocitiques benignes (nevus). Aquest, pero, mostra moltes
limitacions i contextos clars de dificultat diagnostica so6n les neoplasies
melanocitiques fusocelslulars i les neoplasies melanocitiques acrals.

En el primer treball, realitzat en una serie de 46 tumors melanocitics
incloent nevus fusocel-lulars pigmentats (nevus de Reed) i melanomes amb
cel-lularitat fusiforme, varem trobar dades cliniqgues i histologiques que
correlacionaven significativament amb el diagnostic de lesié benigna o maligna.
Des del punt de vista clinic, els nevus solien presentar-se en individus meés
joves, predominantment en dones, i sobretot a les extremitats inferiors,
mesurant menys de 7 mm de diametre. Aquestes caracteristiques cliniques
s’han de tenir en compte a I'hora d’evaluar aquestes lesions i de fet ja s’havia
remarcat amb anterioritat que el diagnostic correcte dels nevus de Reed esta
clarament relacionat amb l'accés a una bona informacié clinica.??* També
varem definir una serie de caracteristiques histologiques que afavoririen el
diagnostic d’'una lesié benigna, tant arquitecturals (simetria, bona delimitacié
lateral, uniformitat dels nius i hiperplasia epidérmica) com citologiques
(pigmentacio difusa i homogeénia de les cél-lules, abséncia d’atipia marcada i
difusa i un baix index mitotic). Contrariament, es van definir també criteris
histologics a favor de melanoma com ara la falta d’uniformitat dels nius
tumorals, el creixement lentiginds, una pigmentacid irregular, la preséencia
d’atipia cel-lular difusa i un alt index mitotic aixi com també canvis dermics
consistents en preséncia d’un infiltrat inflamatori que contingui ceél-lules
plasmatiques o l'elastosi i la regressio. De forma interessant, tant I'extensio
annexial com pagetoide (caracteristiques que normalment fan preocupar en
I'estudi histologic de les lesions melanocitiques) es veien frequentment tant en
els nevus com en els melanomes.

Fins al dia d’avui la utilitat de la sonda de FISH per als gens
RREB1/MYB/CCND1 s’ha estudiat en diferents contextos de les proliferacions
melanocitiques, amb diferents resultats.**?°°2%2 En el primer estudi nosaltres

varem testar per primera vegada aquesta sonda en una série de lesions
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melanocitiques fusocel-lulars. Quatre dels melanomes van resultar negatius per
FISH, tres d’ells melanomes d’extensio superficial i un melanoma tipus lentigen
maligne. Aquests resultats es corresponien amb una sensibillitat del 73%. De
forma interessant, aquests melanomes eren in situ o prims. Una sensibilitat
baixa al voltant del 70% ja s’ha descrit préviament en altres tipus de melanoma

in situ,?%?

mentre que en els melanomes en fase de creixement vertical o en les
metastasis la sensibilitat varia entre el 83% i el 90%.#4199200202 Tampé varem
detectar un fals positiu: un dels nevus de Reed complia un dels quatre criteris
(increment en el nimero de copies de RREB1, mentre que la relacié de RREB1
amb el centromer era normal). Alguns resultats falsos positius ja s’han observat
amb anterioritat en nevus de diferents tipus, incloent alguns nevus de Spitz.**
En el segon treball varem estudiar per primera vegada una serie de 58
lesions melanocitiques acrals amb la sonda de FISH multicolor incloent tant
lesions benignes com malignes, donat que molt poques lesions acrals havien
estat estudiades abans.'®%1%8223224 Aquesta multisonda va ser capa¢ de
detectar 29 dels 43 melanomes lentiginosos acrals (MLAS), mentre que tots el
nevus acrals van ser negatius. Aquests resultats concordaven amb una
sensibilitat del 85.3% i una especificitat del 100%, resultats similars als
d’estudis previs. De totes maneres s’han reportat diferents sensibilitats, d’entre
el 40% i el 100%, sobretot depenent del subtipus de melanoma

eStUdiat.202'223'225'226 El

criteri de guany de RREB1 va resultar lalteracié
genetica meés freqlentment detectada, en un 73.5% dels casos, en
concordancia amb estudis previs en melanomes no acrals. La segona alteracio
en frequencia va ser la pérdua de MYB, que vam detectar en un 41.2% dels
casos. Aquest resultat reforca el concepte de que la preséncia d’un desequilibri
del cromosoma 6 és un fet molt comi en la gran majoria de melanomes,?*
incloent els MLAs.

Cada cop existeixen més evidéncies de que els melanomes s6n molt
heterogenis a nivell molecular i que subtipus especifics poden presentar
alteracions genomiques diferents i distinctives.?® De fet recentment es va
proposar afegir a la sonda comercial I'estudi dels gens MYC (8g24) i CDKN2A

(9p21), per tal de millorar significativament la deteccié dels melanomes,
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incloent els melanomes spitzoides.’®® MYC mostra guanys en el nimero de
copies en un subgrup de melanomes amb caracteristiques clinicopatologiques
distintives.?®® En la nostra série de neoplasies acrals no vam detectar guanys
de MYC en cap dels ALMs, en concordancia amb un treball previ en qué un
gran nombre de melanomes de diferents subtipus, incloent 23 ALMs, es van
estudiar per FISH.?*’

Se sap que els melanomes lentiginosos acrals presenten de forma
caracteristica guanys en el nimero de copies de regions genomiques petites,
com ara gens lligats a 'oncogénesi i la progressio tumoral com son CCND1
(11q13), TERT (5p15) i AURKA (20q13). 8611316118183 par aquesta rad en el
segon treball varem desenvolupar sondes de FISH especifiques per a aquests
gens, mitjancant BACs, per tal d’estudiar la seva utilitat en el diagnostic
diferencial. Varem poder confirmar que aquests gens no mostraven guanys en
cap nevus acral i que per tant podrien ser gens promotedors a I'’hora d’ajudar
en el diagnostic diferencial entre tumors melanocitics acrals benignes i
malignes. Quan varem afegir els seus resultats als de la sonda comercial,
s’incrementava la sensibiitat del 85.3% al 97%, mantenint una especificitat del
100%. A més, i de forma interessant, els guanys en el nimero de copies dels
gens CCND1, TERT i AURKA eren mutualment excloents. De totes formes, en
un estudi previ les amplificacions de 11q13 i 5p15 es van detectar de forma
concurrent en la porcié invasiva d’uns pocs MLAs.®

En la majoria de cancers, incloent el melanoma, les amplificacions
geniques s’han associat classicament amb la progressio tumoral ja que solen
océrrer en estadis avancats de la malaltia.?”® En contrast, i alhora amb acord

amb estudis previs,*®%?°

nosaltres vam detectar guanys en el niamero de
copies (i especialment amplificacions) tant en la porcio invasiva com en el
component in situ dels MLAs, en nivells similars. Aquest fet suggeriria que en
aguest subtipus de melanoma les amplificacions genigues apareixerien ja en
fases precoces del desenvolupament tumoral. A més, també vam detectar
guanys en el niumero de copies de TERT i CCND1 en cel-lules aillades de
I'epidermis adjacent aparentment normal a lhistologia, lluny del melanoma.

Aquesta troballa ja s’havia descrit anteriorment en els MLAs per a alguns gens
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com CCND1 i TERT. Aquestes cél-lules s’han anomenat “cél-lules de camp”.
S’ha suggerit que aquestes cél-lules apareixerien inclis abans que la fase de
melanoma in situ, representant doncs melandcits clonals en [I'epidermis
aparentment no lesional i que per tant explicarien les frequents recidives locals
que es donen inclus després d’excisions aparentment completes en aquest
subtipus de melanomes. %18

La immunohistoquimica és la tecnica complementaria més utilitzada en
'avaluacié de les lesions melanocitiques, si bé fins al moment no disposem de
cap marcador capa¢ de distingir entre lesions benignes i malignes.
Frequientment s'utilitzen marcadors de diferenciaci6 melanocitica o de
proliferacio, si bé és important remarcar que no tant sols és important el seu
grau de positivitat siné també el seu patré d’expressié i distribucio.™*’

En el primer estudi varem estudiar marcadors de diferenciaci6 (HMB45)
aixi com proteines de cicle cel-lular (Ki67, ciclina D1, p16INK4a, p27KIP1 i p53)
i inhibidors de I'apoptosi (survivina). HMB45 es perdia en el component dérmic
dels nevus compostos mentre que era positiu en el component infiltrant de la
majoria de melanomes, en acord amb estudis previs.*’ També va resultar Gtil a
'hora de ressaltar el creixement pagetoide i I'extensié annexial, aixi com per
valorar el patr6 de creixement lentiginds. L'index de proliferacié, mesurat a
través de I'expressio proteica de Ki67, va resultar significativament menor en
els nevus de Reed. La utilitat de la tincié de Ki67 en el diagnostic diferencial de

t 160161 perg també cal

les lesions melanocitiques ja s’ha publicat anteriormen
remarcar que un resultat negatiu o un index de proliferacié baix no assegura el
diagnostic de lesié benigna. La immunoexpressié de ciclina D1 va resultar
també significativament menor en el nevus de Reed en comparacié amb els
melanomes (mitja de 12,4% versus 41.5%). De totes formes, I'expressié era
variable entre casos i alguns nevus de Reed van mostrar una major expressio
gue alguns melanomes fusocel-lulars. A pesar de que una expressio elevada
de ciclina D1 s’ha relacionat amb la transformacié maligna dels tumors
melanocitics, una expressio variable o inclus elevada s’ha observat també en
alguns subtipus de nevus, com els nevus de Spitz i els nevus displastics, en

contraposici6 amb els nevus adquirits comuns o0 els nevus congenits que
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generalment mostren una baixa expressié d’aquest marcador.?31%>1% Tant |a
pl6INK4a com la p27KIP1, inhibidors de les quinases depenents de ciclines i
per tant supressors de la progressio del cicle cel-lular, solen expressar-se en
les fases inicials del creixement tumoral dels melanomes pero solen perdre’s en
les fases més avancades.'®"° En la nostra série p16INK4a s’expressava de
forma similar en nevus i melanomes, mentre que p27KIP1 mostrava una
tendéncia a presentar una major expressio en els nevus de Reed. Si bé
inicialment s’havia proposat que la p16INK4a era molt util per diferenciar entre

169,204,230

nevus de Spitz i melanomes, estudis posteriors al nostre primer treball

han corroborat també que existeixen melanomes que poden expressar aquesta

proteina a nivells similars als dels nevus.?*"*

La survivina és una proteina
gue actua bloquejant 'apoptosi induida pels mitocondris i que alhora juga un
paper important com a regulador de varies fases de la mitosi.”*®* S’observa
expressio de survivina durant el desenvolupament embrionari i fetal mentres
gue és practicament indetectable en teixits adults amb diferenciacio terminal.
També s’expressa en la gran majoria de tumors humans.'® Anteriorment
s’havia descrit una major expressié nuclear de survivina en els melanomes, en
contrast amb els nevus, mitjancant immunohistoquimica.*®>*"**® En el nostre
estudi els nevus de Reed no expressaven aquesta proteina mentre que els
melanomes mostraven una expressid baixa tot i que significativament major
gue els nevus. De totes formes, la tincié nuclear per survivina era molt baixa en
els melanomes positius, fet que dificultava la seva interpretacio i que per tant
limitaria la seva utilitat amb proposits de diagnostic diferencial. De forma
interessant també varem poder correlacionar I'expressio proteica amb I'activitat
proliferativa dels tumors, ja que varem trobar una correlacié positiva
estadisticament significativa entre I'index mitotic i 'expressio de Ki-67, ciclina
D1 i survivina en els melanomes fusocel-lulars.

En el segon estudi vam correlacionar també [l'estat dels gens
anteriorment mencionats amb la seva expressié proteica, avaluada mitjangant
immunohistoquimica. Varem trobar una correlacié significativa entre els guanys
en el nimero de copies i la sobreexpressio proteica pel qué fa a la CCND1. De

totes formes, la meitat dels MLAs sense guanys també mostraven una
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sobreexpressio proteica. De fet, la sobreexpressio proteica de les ciclines no és
sempre deguda a una amplificaci6 del gen, siné que existeixen altres
mecanismes involucrats en la seva regulacié post-transcripcional, com ara les

translocacions®*

0 mutacions en altres gens de la via MAPK.2® A més,
I'expressio de CCND1, TERT i AURKA era significativament més baixa en els
nevus en comparacié amb els melanomes. De totes formes, I'expressiéo de
TERT i AURKA era molt baixa en ambdos grups i alguns nevus mostraven
inclis una major expressio que molts melanomes, fets que limitarien la seva
utilitat amb proposits de diagnostic diferencial.

La classificacié actual de la OMS dels tumors melanocitics reconeix 4
subtipus  principals de melanoma basant-se en caracteristiques
clinicopatologiques pero amb molt poca rellevancia en el pronostic. En el tercer
treball varem reportar el valor pronostic de I'amplificaci6 de TERT evaluada
mitjancant FISH en els MLAs. Els MLAs amb amplificacié de TERT mostraven
un pitjor pronostic inclus després de I'analisi multivariat. TERT és un gen que
codifica per a la subunitat catalitica de la transcriptasa inversa de la
telomerasa. La seva amplificacié genica és el mecanisme més freqient per a la
seva activacié, promocionant la supervivencia cel-lular i la proliferacié. De totes
formes, fins a dia d’avui el paper pronodstic de les amplificacions de TERT
només s’havia demostrat en carcinomes pulmonars de cél-lula no petita.?®
Recentment s’han descrit mutacions somatiques recurrents en la regio del
promotor de TERT en alguns cancers, incloent el melanoma.?®® Podrien
representar un mecanisme potencial d’activacié addicional, diferent dels ja
reconeguts guanys en el numero de copies. De fet un estudi més recent ha
mostrat que aquestes mutacions sén infreqiients en els MLAs.?®’ Aquests
resultats serien consistents amb la suposada relacié d’aquestes mutacions amb
'exposicid a les RUV i alhora recolzaria I'evidéncia de que els melanomes
presenten diferents vies patogéniques depenent de la localitzacidé i del grau
d’exposicié solar.®® Tanmateix, en melanomes no acrals aquestes mutacions

del promotor de TERT s’han relacionat amb un pitjor pronostic.?*®
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Conclusions

1.- En l'avaluacié de les neoplasies melanocitiques fusocel-lulars la integracio
de la informacio clinica i histologica és essencial. Els nevus de Reed apareixen
meés frequientment en les extremitats inferiors de dones joves i solen ser lesions

petites, de menys de 7 mm de diametre.

2.- Una serie de caracteristiques histologiques arquitecturals i citologiques
diferencien significativament les neoplasies melanocitiques fusocelslulars
benignes i malignes, si bé caracteristiques preocupants en altres contextos
com soén el creixement pagetoide i la extensié annexial poden presentar-se en

els nevus de Reed.

3.- L’estudi immunohistoquimic de Ki-67, CCNDL1 i survivina pot ser una técnica
addicional atil en el diagnostic diferencial entre nevus de Reed i melanomes
fusocel-lulars. Hi ha una correlacié positiva entre I'index mitotic i I'expressio

d’aquestes proteines en els melanomes fusocel-lulars.

4.- L’estudi de les neoplasies melanocitiques fusocel-lulars mitjangant FISH
amb les sondes especifiques per a REEB1, MYB i CCND1 mostra una
sensibilitat del 73% i especificitat del 93% pel diagnostic diferencial nevus-
melanoma. Els falsos negatius corresponen a melanomes in situ 0 melanomes

prims.

5.- L'estudi de les neoplasies melanocitiques acrals mitjangant FISH amb les
sondes especifiques per a REEB1, MYB i CCND1 mostra una sensibilitat del
85.3% i especificitat del 100% per al diagnostic diferencial nevus-melanoma.

No s’han detectat guanys en el numero de copies del gen MYC en cap cas.
6.- L’addicié de sondes especifiques per als gens TERT i AURKA a les sondes

de FISH previament mencionades augmenta significativament la sensibilitat en

la deteccio dels MLAs, que esdeve del 97%, mantenint I'especificitat del 100%.
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Conclusions

7.- En els MLAs les amplificacions de CCND1 i TERT ja sén presents en
estadis molt inicials del desenvolupament tumoral, ja que no només es detecten
en el component in situ sind també en cél-lules aillades de I'epidermis adjacent
aparentment normal (“cél-lules de camp”), a nivells similars als del component

invasiu.

8.- En els MLAs existeix una correlacio significativament positiva entre els
guanys en el numero de copies de CCND1 i la sobreexpressio proteica. No
hem trobat correlacio significativa entre el nimero de copies dels gens TERT o

AURKA i la seva expressi6 proteica.

9.- En els MLAs les amplificacions de CCND1, TERT i AURKA s6n mutualment
excloents, fet que suggereix que aquests melanomes presenten diferents vies

oncogeniques.
10. Les amplificacions de TERT detectades mitjangant FISH en els MLAs

s’associen a una pitjor supervivencia global, inclis després de [l'analisi

multivariant.
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