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STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII
1. Melanomul. Consideratii generale

Melanomul este o formd de malignitate ce deriva din melanocite, celule specializate in
sinteza si eliberarea de pigment melanic, localizate cutanat, uveal si in epiteliul mucos. Melanomul
cutanat (MC) reprezintd cel mai frecvent tip si comporta diferiti factori de risc, prognostici si
predictivi in comparatie cu melanomul originat din alte categorii tisulare [1]. Din punct de vedere
epidemiologic, incidenta pe sexe variaza: 16.8/100000 femei, respectiv 27.4/100000 barbati, dar
datele privitoare la mortalitate nu respecta acelasi raport: 1.6/100000 la populatia de sex feminin,
in contrast cu 3.9/100000 la populatia de sex masculin [2].

CDNK2A reprezinta o gena de susceptibilitate investigatd mai ales in cazurile de melanom
familial; nu au fost identificate review-uri sistematice si meta-analize disponibile la momentul
actual; unele studii au examinat potentialele asocieri Intre gen si mutatiile germinale ale acestei
gene, au luat In considerare penetranta genetica si caracteristicile clinico-patologice ale cazurilor
de melanom diagnosticate la purtatori, insd descoperirile au fost concordante intr-o proportie
semnificativa spre absenta oricarei relatii dovedite.

Radiatiile ultraviolete (UV) captate de tegument in urma expunerii la soare si la aparatele
de bronzaj artificial sunt asociate Tn mod clar si definitiv cu dezvoltarea melanomului, conform
International Agency for Cancer Research (Agentia Internationala pentru Cercetarea Cancerului).
Au fost descrise variate modele de expunere solara, tipul major fiind reprezentat de cea intermitenta,
practicata la sfarsit de saptamana de persoanele care lucreaza in interior, conducand, in general, la
arsuri cutanate. Meta-analizele disponibile pana in acest moment arata faptul ca expunerea cronica,
persistentd la soare (de exemplu, receptionarea radiatiilor solare cu frecventa zilnica si tipar
ocupational) nu creste riscul de aparitie a melanomului [3].

Consumul regulat de cafea, prin valoarea antioxidantd pe care o implica polifenolii
constituenti, a demonstrat un risc mai mic cu 38% la femei In comparatie cu populatia masculina
(unde nu a fost inregistrata nicio diferentd semnificativa statistic) si cu grupul de persoane de sex
feminin care prezinta un aport ocazional sau nul de cafea [4].

Sintetic, formele majore de prezentare clinicd sunt, conform lui Fitzpatrick et al.:
melanomul in sifu, melanomul dezvoltat pe lentigo malign, melanomul extensiv in suprafata,
melanomul nodular, melanomul desmoplazic, melanomul lentiginos acral, melanomul amelanotic,
melanomul mucoaselor si forma particulard de melanom metastatic [5].

Masuratorile pentru stabilirea grosimii tumorale sunt efectuate actualmente conform
ultimei editii publicate de Comitetul Unit American pentru Cancer (AJCC, American Joint
Committee on Cancer) [6]. Ganglionii loco-regionali ce contin metastaze sunt clasificati, in functie
de numar, 1n cadrul indicatorului “N”. Descriptorii anteriori, definiti empiric “microscopici” sau
“macroscopici”, au fost supusi unei noi nomenclaturi — “clinic oculti” (de exemplu, stadiul clinic I-
II cu metastaze ganglionare identificate in cadrul biopsiei ganglionului santineld), respectiv de boala
nodala regionala “clinic aparenta” (de exemplu, in stadiul clinic III). Volumul lezional prezent in
ganglionul santineld, identificat in urma biopsiei nodale (SLNB, sentinel lymph node biopsy), este
considerat factor prognostic pentru boala regionald, ce trebuie stabilit pentru fiecare pacient cu
rezultat pozitiv, insd nu se utilizeaza pentru a decide grupul categorici N. Termenul de
“microsatelit” se referd la metastazele microscopice cutanate sau subcutanate, adiacente sau
subiacente tumorii primare; celulele microsatelitare nu se afla in raport de contiguitate cu cele
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originare Tn melanomul primar; interpunerea inflamatiei dermice, a fibrozei sau a tesutului
cicatriceal sunt absente. Metastaza “satelit” defineste metastaza intralimfatica evidentiata la o
distantd de maxim 2 cm in raport cu melanomul primar. Metastaza In-tranzit se remarca, in contrast,
la mai mult de 2 cm fata de situsul primar, dar nu distal fata de ganglionii limfatici regionali [7].

In ceea ce priveste stadializarea melanomului, definitiile stadiilor IA si IB au fost revizuite;
o alta modificare consta in faptul ca stadiul IV nu mai este subdivizat consecutiv (de exemplu, M1c
semnifica stadiul IV, nu stadiul IV C, ca in trecut). Este necesar a fi mentionat faptul ca definirea
ganglionilor drept “clinic detectabili” se efectueaza atunci cand pot fi obiectivati prin palpare la
examenul clinic si pot fi certificati ca metastaze loco-regionale ale unui melanom la examenul
histopatologic ce succede excizia sau biopsia. De asemenea, stadializarea clinica trebuie utilizata
conventional dupa excizia completd a tumorii primare, asociatd cu evaluarea completd clinica a
metastazelor regionale si la distanta [8].

Indicele Breslow, ce se refera la grosimea tumorald, masurata — cu ajutorul unui micrometru
ocular calibrat — din zona cea mai superficiala (stratum granulosum epidermic) pand in portiunea
cea mai profundd a populatiei melanocitare maligne, reprezintd cel mai important factor de
prognostic Tn melanom, 1n sensul in care o valoare mai mare se coreleazd cu un risc crescut de
metastazare [9]. Alti markeri prognostici si predictivi negativi includ: valorile mult crescute ale
lactat-dehidrogenazei serice [10], numarul mare de mitoze pe mm? (element histologic), nivelul de
invazie Clark avansat si dispunerea anatomica (formele localizate la nivel cervico-cefalic sunt
recunoscute pentru agresivitatea deosebita).

Abordarea terapeutica a melanomului variaza in functie de gradul de extensie a bolii, astfel
incat excizia locald largad a tumorii primare, cu margini de sigurantd personalizate in functie de
valoarea indicelui Breslow este suficienta in cazurile de boala locala. Biopsia ganglionului santinela
este recomandata pentru toti pacientii cu minim pT1b, conform sistemului de stadializare TNM
enuntat de ultima editie a AJCC, iar disectia ganglionara completd (CLND, complete lymph node
dissection) este indicatd in caz de metastaze ganglionare loco-regionale clinic detectabile izolate
(macroscopic, non-ganglion santineld). In continuare, pacientii cu melanom rezecat stadiul III
trebuie evaluati pentru terapie adjuvantd, in cadrul careia agentii anti-PD1, Nivolumab,
Pembrolizumab, sau Dabrafenib/Trametinib constituie optiunea preferatd. Pacientii cu melanom
metastatic trebuie sd fie evaluati pentru detectia mutatiei BRAF V600 (specimen obtinut din tumora
primara sau — preferabil — din metastaza evidentiatd), deoarece agentilor precum cei antementionati
li se adauga posibilitatea utilizarii unei combinatii BRAFi (inhibitor BRAF, BRAF inhibitor)/MEKi
(inhibitor MEK, MEK inhibitor), in cazul in care melanomul investigat prezinta pozitivitate BRAF.

In contextul in care 8% dintre pacientii cu melanom dezvolti al doilea melanom primar in
decursul primilor 2 ani de la diagnosticul initial [11], pe parcursul urmaéririi post-terapeutice,
pacientii sunt monitorizati clinic cu scopul de a identifica precoce potentiale recidive sau alte tumori
cutanate, in special noi melanoame primare [12]. In mod curent, nu existi un consens in ceea ce
priveste frecventa consulturilor post-tratament si a utilizarii tehnicilor imagistice si biologice de
laborator in grupul pacientilor cu melanom excizat, iar — totodatd — intervalele dintre vizitele clinice
si examenele imagistice pot fi personalizate in functie de riscul individual si de necesitdtile
personale ale pacientului [13].



2. Concepte si modalititi actuale de investigare a melanomului

Leziunile pigmentare suspecte sunt, de obicei, analizate clinic urmarind semnul “ratusca
cea uratd” (ugly duckling), ce semnifica obiectivarea macroscopica a unui nev melanocitar de
dimensiuni mari in cadrul unei serii de nevi cu dimensiuni scazute sau a unui nev unic hipocrom
observat printre multipli nevi de culoare inchisa. in fond, acest element semiologic este descris in
urma unei evaluari comparative a aspectului macroscopic al tuturor leziunilor pigmentare ale
pacientului, in cazul 1n care acesta prezinta un nev cu caracteristici clinice diverse fata de ceilalti
[14]. Aditional, algoritmul “ABCDE” constituie un instrument de evaluare clinicd a morfologiei
leziunilor pigmentare si reprezintd acronimul pentru: asimetrie, margini neregulate (borders),
culoare neuniforma, diametru mai mare de 6 mm si evolutie radiala, de extindere in suprafata,

urmatd de etapa de crestere verticala [15].

X

Desi aceste criterii pentru examinarea cutanata “cu ochiul liber” au ameliorat ratele de
identificare a melanomului extensiv 1n suprafata si a melanomului nodular, multiple alte subtipuri
clinice au ramas nediagnosticate, astfel Incat s-a impus exploatarea si rafinarea metodelor
tehnologice, prin introducerea dispozitivului portabil numit dermatoscop, ce asigurd magnificare
de 10x, asociata cu iluminarea tegumentului, n asemenea manierd Incit minimizeazd reflexia
luminoasd de la nivelul pielii si faciliteaza vizualizarea cromaticd si structurald a planurilor
subiacente stratum corneum, nedecelabile cu ochiul liber [16]. In manierd sumari, criteriile
dermatoscopice care pledeazd pentru diagnosticul de melanom cuprind: reteaua pigmentara atipica
[17], liniile angulare [18], reteaua negativa [19], punctele si globulele atipice [20,21], voalul alb-
albastru [22], petele atipice [23], structurile regresive [24], desenul vascular atipic [25] si striurile
neregulate [26].

Descrierea histopatologicd include leziuni asimetrice si slab circumscrise, cu alterari
citoarhitecturale si, de obicei, atipie celulard marcatd. Elementele specifice integreaza consumptie
epidermicd, distributie pagetoida a melanocitelor, in cuiburi, cu polimorfism dimensional si de
forma (care pot fi confluente sau fara maturatie), melanocite in spatiile limfovasculare, mitoze
profunde si atipice, asociate proceselor apoptotice intense. In cazul in care se remarci ulceratie,
aceasta constituie un factor prognostic nefast. Principalele celule identificate pot fi clasificate 1n
doua tipuri majore: celule epitelioide si fusiforme. Primele reprezinta celule rotunde, de dimensiuni
mari, cu citoplasma eozinofild abundenta, nuclei veziculosi proeminenti si nucleoli evidenti. Cel
mai frecvent, acestea apar in contextul melanoamelor cu extensie in suprafatd si al formelor
nodulare. Celulele fusiforme prezintd o capacitate mai mare de coeziune celulard, In comparatie cu
grupul celor epitelioide. De asemenea, se descriu nuclei de dimensiuni mai mici, ovalari, cu
pleomorfism usor-moderat, ce Inglobeazad nucleoli mici, dificil de evidentiat. Rareori, se identifica
atipie nucleard marcatd, cu prezenta asociatd a celulelor tumorale gigante [27].

Diagnosticul diferential histopatologic, In absenta clinicd a pigmentarii lezionale, trebuie
efectuat cu alte entitdti ce asociazd microscopic celule fusiforme, precum leiomiosarcomul,
carcinomul spinocelular cu celule fusiforme, fibroxantomul atipic si dermatofibrosarcomul
protuberans; in aceste eventualitati, coloratiile speciale si tehnicile imunohistochimice sunt utile
pentru a evalua originea melanocitara a celulelor tumorale. Leziunile neoplazice amelanotice pot fi
confundate, 1n plus, cu histiocitoza Langerhans, carcinomul sau limfomul anaplazic [28].

Testarile de biologie moleculard ce tintesc mutatiile actionabile sunt obligatorii Tn cazul
pacientilor cu stadiul III sau IV de melanom la diagnostic, rezecabil sau non-rezecabil, si au grad
inalt de recomandare pentru stadiul IIC, asociat cu rezectia tumorii primare si risc crescut, astfel



incét testarea moleculard BRAF reprezinti o investigatie ineluctabild [29]. In plus, s-a observat ca
aproximativ 10% dintre pacientii cu melanom cutanat prezinta istoric familial pozitiv pentru aceasta
malignitate, iar mutatia CDKN2A reprezintd cea mai frecventd cauza a melanomului familial.
Purtatorii de mutatii genetice comportd un risc intins pe toatd perioada vietii de dezvoltare a
melanomului, de aproximativ 70%, cu varstd scazuta de incidentd [30]. Avand in vedere
incertitudinea directiei si gradului de implicare a mutatiei CDKN2A (CDKN2A-mut) in evolutia si
supravietuirea purtatorilor sdi, Ipenburg et al. au notat ca pacientii CDKN2A-mut dezvolta mai
frecvent melanoame primare multiple si cd media vérstei la diagnostic este cu 15 ani mai joasa
pentru aceasta categorie de pacienti, fata de cei cu melanom sporadic [31], iar mutatia CDKN2A a
fost asociatd cu leziuni melanocitare maligne mai subtiri, cu indice Breslow mediu de 0.6 mm
(comparativ cu 0.9 mm) [32].

CONTRIBUTIA PERSONALA
1. Ipoteze generale de lucru si motivatia studiului

Studiile recente de biologie moleculard au indicat rolul particular al mutatiilor de la nivelul
genei CDKN2A in patologia melanomului cutaneo-mucos, acestea caracterizand cazurile
diagnosticate in randul a minim doi membri ai aceleiasi familii, precum si tabloul genetic al
indivizilor cu multiple melanoame primare. Intrucit povara financiari asociatd investigarii
exhaustive a cazurilor de melanom devine clara in momentul implementarii protocoalelor standard
de examinare si personalizare a procesului diagnostic si terapeutic, este necesard clarificarea
potentialului prognostic si valorii diagnostice a unor markeri imunohistochimici auxiliari, ce sa
functioneze ca tehnici-surogat sau aditionale, utile in caracterizarea complexa a acestei entitati
nosologice. Suplimentar, posibilele corelatii intre parametrii studiati vor influenta detectarea
precoce, cu impact direct asupra prognosticului, prin cresterea sperantei de viata si a calitatii vietii
pacientilor din aceasta categorie.

2. Obiective generale

Lucrarea de fata isi propune investigarea dermatoscopica, histopatologica, imunohistochimica
si genetica a variatelor forme clinice de prezentare a melanoamelor cutaneo-mucoase, examinand
prezenta celor mai elocvente corelatii intre parametrii imunohistochimici (p14, p16, CD8, Ki-67)
si statusul mutational CDKN2A investigat prin tehnici de biologie moleculara, precum si rolul
prognostic si valenta cunoasterii lor. Sub umbrela limitelor corelatiilor extrase — teza are ca scop
elaborarea unui algoritm personalizat, bazat pe indicatori imunohistochimici cu rol testat in cadrul
clinic si evolutiv, util medicilor anatomo-patologi si dermatologi, in vederea efectuarii mai facile a
diagnosticului diferential dintre tumorile melanocitare maligne asociate unei mutatii CDKN2A si
cele de tip salbatic, ce nu prezintd aceasta alterare genica.

De asemenea, integrarea temei din sfera dermato-oncologica in contextul actual al progresiei
tehnologice este demonstratd si in cercetarea ce a explorat potentialul platformei bazate pe
inteligenta artificiala (QuPath) de a cuantifica pozitivitatea infiltratului limfocitar intra- si
peritumoral pentru coloratia CDS, precum si in studiul ce a investigat rolul retelelor sociale in
promovarea bunelor practici de helioprotectie si profilaxie a daunelor determinate de radiatiile
ultraviolete.
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3. Directia de cercetare 1. Melanoamele cutaneo-mucoase: Caracterizare epidemiologica,
clinica, dermatoscopica si histopatologica a pacientilor cu melanom familial/primar
multiplu versus melanom sporadic

In prima parte a cercetirii, am evaluat trasaturile epidemiologice, clinice, histopatologice si
dermatoscopice ale cazurilor de melanom cutaneo-mucos selectionate din cadrul celor doua centre
de referintd 1n care a fost elaborata lucrarea. Prin intermediul observatiilor notate, s-a urmarit
definirea corelatiilor dintre variatii parametri anteexpusi si caracteristicile clinice, histopatologice
si dermatoscopice Inregistrate cu cea mai crescutd frecventa in randul pacientilor diagnosticati cu
aceasta afectiune dermato-oncologica.

Studiul 1.1 a cuprins analiza indicatorilor demografici, epidemiologici, clinici si
microscopici ai cazurilor. In acest sens, mi-am propus evaluarea unui lot de pacienti internati in
regim de spitalizare sau prezentati in ambulator pentru suspiciunea sau diagnosticul confirmat de
melanom cutaneo-mucos, in cadrul Spitalului Clinic Judetean de Urgenta "Sf. Apostol Andrei"
Constanta si al Spitalului Universitar de Urgentd “Elias” Bucuresti. In urma analizei fiselor de
evolutie clinica, a rapoartelor dermatoscopice si dupa urmarirea caracteristicilor histopatologice
care au emis diagnosticul de certitudine de melanom cutaneo-mucos, cercetarea a fost completata,
in maniera personalizatd, de examenul imunohistochimic — prin utilizarea de paneluri individuale
ce au integrat biomarkeri specifici, non-specifici si indicatori procentuali ai gradului de proliferare
tumorala — precum si de tehnici de biologie moleculara, utile pentru precizarea statusului mutational
al entitatii patologice. Studiul cazurilor clinice din perioada ianuarie 2018 — decembrie 2022 a
identificat un numir total de 169 de pacienti cu melanom cutaneo-mucos diagnosticat
histopatologic si, eventual, confirmat imunohistochimic.

Profilul demografic al lotului de studiu a relevat preponderenta cazurilor originare din
judetul Constanta, a melanoamelor dezvoltate pe situsuri tegumentare (95.26%), a cazurilor
diagnosticate in anul 2018 (29.58%), a pacientilor de sex masculin, provenind din mediul urban.
Subtipul histopatologic principal a fost reprezentat de melanomul extensiv in suprafata (67.45%),
valoarea medie a indicelui Breslow identificata a fost 3.65 mm, iar 41.42% dintre piesele operatorii
evaluate microscopic au prezentat ulceratie. Ariile de regresie au fost evidentiate intr-o minoritate
din cazuri, invazia spatiilor limfo-vasculare a fost absenta in procent de 53.84%, iar absenta invaziei
perineurale a fost majoritard (76.33%). Raportat la rata mitotici per mm?, numarul mediu a
inregistrat o valoare de 1.35. Cea mai comuna localizare a determindrilor secundare a fost organul
cutanat, iar aproximativ o cincime dintre pacienti a fost diagnosticati in stadiul metastatic. in cadrul
examenului dermatologic, asociat cu evaluarea dermatoscopicd/videodermatoscopicd, numarul
mediu de leziuni pigmentare cuantificate in lotul de 169 de pacienti a fost egal cu 45 per pacient.

In Studiul 1.2, a fost efectuatd evaluarea iconograficd, prin intermediul FotoFinder, a
profilului clinic si pattern-ului dermatoscopic caracteristic al nevilor prezenti la pacienti cu
diagnostic histopatologic confirmat de MPM sau MF cutaneo-mucos. Informatiile obtinute in urma
examindrii pacientilor aflati in evidentd cu diagnosticul de melanom cutaneo-mucos in cadrul
Clinicii de Dermatologie a Spitalului Universitar de Urgenta "Elias" din Bucuresti au cuprins: datele
epidemiologice si demografice (varsta, sex, mediu de rezidentd), clinice (topografia leziunilor
melanocitare benigne si a melanoamelor primare, istoricul familial si/sau personal de melanom),
histopatologice (subtip histopatologic, indice Breslow, prezenta sau absenta ulceratiei) si
dermatoscopice (diametrul, regularitatea marginilor, simetria, cromatica lezionala).
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Lotul final de pacienti investigati a cuprins 10 pacienti cu MPM exclusiv, 4 pacienti cu MF
exclusiv si 2 pacienti cu overlap de MPM si istoric familial de melanom la minim o ruda de gradul
I. Prin intermediul sistemului de captare a imaginilor clinice pus la dispozitie de platforma de
monitorizare FotoFinder (FotoFinder bodystudio ATBM master system, FotoFinder Systems
GmbH, Bad Birnbach, Germania), au fost efectuate fotografii corporeale totale ale pacientilor
examinati. Leziunile melanocitare identificate au fost selectate pentru monitorizare periodica
ulterioara diagnosticului histopatologic de melanom, respectand urmatoarele criterii clinice: a)
asimetrie, b) margini neregulate, imprecis delimitate, ¢) diametrul > 6 mm, d) prezenta ariilor
eritematoase sau variabile maronii, e) identificarea simultand a componentelor maculare si
papulare. Ulterior, imaginile de dermatoscopie corespunzitoare fiecarei leziuni pigmentare
considerate semnificative au fost captate si analizate pentru definirea patfern-ului dermatoscopic
global al fiecarui nev (reticular, globular, starburst, multi-component si atipic). Etapa secundara a
inclus Incadrarea leziunilor melanocitare ca benigne sau maligne, in functie de criterii precum
uniformitatea sau heterogenitatea structurilor de pe suprafata leziunii, regularitatea marginilor,
modelul de pigmentare, simetria retelei pigmentare, dimensiunea, regularitatea si distributia
globulelor maronii, localizarea punctelor atipice n raport cu periferia lezionald si prezenta
depigmentarii neregulate si/sau periferice. Avand 1n vedere elementele anteexpuse, leziunile cu
margini regulate, atenuare centrifugd a retelei pigmentare spre periferie, fara pseudopode sau
dispunere radiala a globulelor au fost considerate nevi melanocitari benigni, in timp ce maculele
sau papulele melanocitare cu contur neregulat, retea pigmentara Intreruptd brusc la periferie,
agregare periferica de globule maronii, cu sau fara pseudopode, au fost sugestive pentru suspiciunea
clinica de nevi atipici.

Varsta medie la diagnostic Tn sub-grupul de pacienti exclusiv cu MF a fost de 35.5 ani, iar
valoarea varstei medii in sub-lotul de pacienti cu MPM a fost superioard (52.58 de ani). In
continuare, s-a remarcat predominanta pacientilor de sex masculin, a indivizilor cu fototip
Fitzpatrick II si a subtipului histopatologic de melanom extensiv in suprafata. Majoritatea leziunilor
maligne au fost diagnosticate la nivel truncal, iar valoarea medie a indicelui Breslow calculat
microscopic pentru fiecare prim melanom primar a fost de 2.37 mm in subgrupul de MPM si de
0.71 mm in sub-lotul de pacienti cu MF. Referitor la pacientii cu MPM, durata medie cuprinsa intre
momentul diagnosticului primului si celui de-al doilea melanom primar a fost de 33.33 de luni.
Numadrul total de nevi monitorizati prin intermediul platformei FotoFinder a fost de 890, cu o
valoare medie de 53.33, respectiv de 62.5 de leziuni melanocitare per individ, in cadrul subiectilor
cu MPM, respectiv cu MF. Ulterior, au fost evaluate leziunile reprezentative Inregistrate pentru
fiecare pacient. Astfel, au fost analizati 158 de nevi cu caracteristici variate: 81 cu pattern reticular,
26 cu pattern globular, 41 cu model de prezentare multicomponent, 9 cu elemente dermatoscopice
atipice si unul cu caracteristici de nev starburst (similar unei explozii stelare). 73.41% din leziuni
au prezentat structuri omogene, iar 74.05% din totalul nevilor analizati au fost caracterizati de
margini regulate. In ceea ce priveste caracterul simetric al nevilor cu componenti reticulara, 67
dintre acestia au indicat simetrie morfologica si cromatica a retelei melanice (42.40%), iar 65 dintre
ei (41.13%) au fost marcati de asimetrie, in timp ce 26 de leziuni nu au expus model reticular
(16.45%). Depigmentarea a fost relevata in 70.88% dintre leziunile melanocitare, fie la periferia
sau 1n centrul leziunii, fie focal. Astfel, studiul de fata a identificat un model predominant al nevilor
monitorizati in cadrul populatiei analizate, diagnosticate cu MPM si/sau MF, reprezentat de leziuni
cu contur regulat, structuri omogene pe suprafata lezionald, cel mai frecvent reticulare, cu retea
pigmentara simetricé si depigmentare prezenta.
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Distributia lotului inclus in Studiul 1.1 pe durata celor 5 ani calendaristici evaluati a indicat
o scadere graduald, succesiva a cazurilor diagnosticate, din 2018 pana in 2022, fapt ce poate fi
corelat cu impactul pandemiei SARS-CoV-2 asupra perceptiei pacientilor de prioritate a leziunilor
dezvoltate la nivelul organului cutanat. Rezultatele Studiului 1.2 au indicat valori medii ale indicelui
Breslow inferioare 1n cazul celui de-al doilea melanom primar, comparativ cu primul, ceea ce
dovedeste utilitatea monitorizarilor periodice dermatologice si videodermatoscopice (care ofera si
perspective asupra caracterului evolutiv, dinamic al leziunilor) 1n atingerea scopului suprem de
diagnostic precoce. De asemenea, s-a remarcat faptul ca sub-lotul de pacienti cu melanom familial
a prezentat — in medie — de 1.17 ori mai multi nevi decat grupul diagnosticat cu melanom primar
multiplu si de 1.38 ori mai multe leziuni pigmentare benigne decat indivizii cu melanom sporadic,
descoperiri ce vin in sprijinul teoriei conform céreia numarul si distributia nevilor la nivelul
suprafetei cutanate reprezintd caracteristici genetice mostenite.

4. Directia de cercetare 2. Examinarea imunohistochimica si investigarea statusului
mutational CDKN2A in lotul de pacienti cu melanom cutaneo-mucos familial si melanom
primar multiplu

In cadrul MF si al MPM, exista inca lacune in ceea ce priveste corelatiile clare dintre anumite
mutatii, precum cele identificate la nivelul genei CDKN2A, si fenotipuri sau caracteristici
dermatoscopice specifice, a caror stabilire este esentiald pentru a permite management-ul oncologic
particular al acestei categorii de pacienti, prin introducerea lor in programe speciale de screening,
respectiv de monitorizare post-diagnostic pentru detectarea precoce a primului melanom primar sau
a tumorilor primare dezvoltate ulterior. Tinand cont de recomandarea de testare genetica in acele
cazuri 1n care probabilitatea de depistare a unei mutatii depaseste 10%, coroborata cu istoricul
personal de melanom primar multiplu sau antecedentele familiale de melanom, aceastd parte a
cercetarii vizeaza detectia frecventei deletiilor CDKN2A intr-o populatie selectionatd diagnosticata
cu MPM sau melanom familial si corelatiile analizei genetice cu evaluarea imunohistochimicd a
proteinelor asociate (p14 si p16).

Studiul 2.1 cuprinde analiza specimenelor tisulare prin aplicarea de tehnici imunohistochimice
cu scopul de a detecta modelul de expresie al proteinelor pl4 si pl6 in melanoamele cutaneo-
mucoase familiale si/sau MPM. Studiul observational retrospectiv a fost condus pe o perioada de 5
ani (2018-2022), pe un lot de pacienti diagnosticati cu melanom cutanat si/sau mucos, cu istoric
familial pozitiv de melanom sau antecedente personale de leziuni maligne melanocitare primare.
Informatiile clinice si epidemiologice, precum sexul, varsta la diagnostic, mediul de rezidenta,
localizarea anatomica a melanomului, numarul total de leziuni pigmentare, au fost extrase din
arhivele Serviciului Clinic de Anatomie Patologica din cadrul Spitalului Clinic Judetean de Urgenta
din Constanta, considerat etalon al cazuisticii din regiunea de sud-est a Roméniei. Fragmentele
tisulare obtinute in urma exciziei chirurgicale eliptice si a re-exciziei cu margini de siguranta
adaptate particularitatilor fiecarui caz au fost evaluate pentru descrierea subtipului histopatologic
de melanom, indicelui Breslow, ratei mitotice, prezentei/absentei invaziei limfovasculare si
perineurale, tipului infiltratului limfocitar. in continuare, a fost aplicata tehnica imunohistochimic
pentru p14 si p16, conform protocolului pus la dispozitie de producitor: pentru p14, reactia nucleara
a fost evaluatd in minim 1000 de nuclei cuprinsi in proliferarea tumorala, in timp ce p16 a fost
considerat a avea expresie prezenta atunci cand a relevat reactii intense nucleare si citoplasmatice.

In lotul final, ce a cuprins 23 de subiecti (7 indivizi origindnd din familii cu minim o ruda de
gradul I diagnosticatd cu melanom si 16 pacienti cu MPM), varsta medie la diagnostic a fost de
62.3 de ani, cu o distributie pe sexe aproximativ egald, majoritatea cazurilor au fost inregistrate n
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decada a opta de viata si cele mai frecvente situsuri anatomice afectate au fost reprezentate de
toracele anterior/posterior. Dintre cele 23 de cazuri ce au intrunit criteriile de eligibilitate, 13 au
prezentat absentd imunohistochimica a p14 si/sau p16. Cazurile cu reactie absenta exclusiv a p16
au fost mai frecvent asociate cu prezenta de metastaze la distanta (85.71%), comparativ cu 50.00%
dintre cele 4 specimene ce au relevat pierderea exclusiva a expresiei p14. Valoarea medie a indicelui
Breslow corelata cu pierderea expresiei pl6 si pl4 a fost de 6.79 mm, respectiv 5.37 mm. Cazurile
cu pierdere exclusiva a expresiei p16 au prezentat o ratd mitoticd medie de 5.28/mm?, comparativ
cu valoarea medie de 2/mm? inregistratd in populatia cu imunoexpresie p14 absenta exclusiva.

Studiul 2.2 se referd la depistarea prin metoda hibridizarii fluorescente in siru (FISH) a
statusului mutational CDKN2A al celor 23 de mostre de melanom expuse in Studiul 2.1,
investigatie ce a fost efectuatd in cadrul Centrului de Cercetare Dezvoltare pentru Studiul
Morfologic si Genetic in Patologia Maligna (CEDMOG) din Constanta. Evaluarea prin intermediul
microscopului epifluorescent (Zeiss — Axio Imager.M2, Zeiss, Oberkochen, Baden-Wiirttemberg,
Germania), echipat cu filtre optime si un sistem de analizd a imaginilor (MetaSystem Isis,
MetaSystems Probes, Heidelberg, Germania), a urmdrit criteriile de diagnostic genetic. Intr-o celula
cu deletie a locusului genei CDKN2A, s-a identificat un numar redus de semnale verzi. Specimenele
cu >15 nuclei in care s-a observat absenta semnalelor oranj indicatoare pentru centromerul
cromozomului 9 si prezenta a minim doud semnale verzi sugestive pentru CDKN2A au fost
considerate pozitive pentru deletie homozigotd. Cazurile de deletie ce afecteaza partial gena
CDKN2A (heterozigota) au putut fi obiectivate prin pattern de semnalizare ce a cuprins un semnal
oranj si doud semnale verzi de dimensiuni reduse.

Rezultatele obtinute in urma studiului molecular CDKN2A prin intermediul tehnicii FISH au
identificat 3 cazuri de deletie heterozigota (13.04%), in timp ce deletii homozigote au fost
obiectivate Tn 7 specimene (30.43%). Cazurile de disomie au fost, de asemenea, frecvente, intalnite
la 7 pacienti (30.43%) si monosomia CDKN2A a fost diagnosticatd in 6 cazuri (26.08%).

Coroborarea informatiilor imunohistochimice (pl4 si pl6) si de biologie moleculard
(CDKN2A) extrase in urma cercetarii intreprinse in cadrul Studiului 2 a relevat asocierea tuturor
celor 7 cazuri de deletie CDKN2A homozigotd cu pierdere imunohistochimicd a marker-ului p16.
In plus, 6 dintre cele 7 cazuri de deletie CDKN2A homozigota au fost corelate cu expresie pl4
absentd. Dintre pacientii inclusi in cohorta de studiu personal, 8 din 10 cazuri cu absentad
imunohistochimica a marker-ului p16 au prezentat metastaze la momentul diagnosticului, iar cele
2 cazuri remanente cu pierdere a expresiei pl6 nu au prezentat focare tumorale secundare la
distanta. In lumina datelor epidemiologice, asociate cu concentrarea analizei personale asupra
cazuisticii din sud-estul Romaniei, corelatia dintre imunoprofilul p14-p16 si statusul genetic
CDKNZ2A releva semnificatie statistica.

5. Directia de cercetare 3. Evaluarea imunoreactiei CD8 prin tehnica manuala versus prin
intermediul inteligentei artificiale

CDS poate functiona ca marker prognostic, fiind asociat cu rate superioare de supravietuire, iar
intelegerea relatiei dintre procentul de pozitivitate a CD8 si evolutia bolii faciliteaza stratificarea
pacientilor in functie de prognosticul lor. In plus, obtinerea valorilor procentuale de pozitivitate a
limfocitelor infiltrante tumorale (TILs, tumor-infiltrating Ilymphocytes) la utilizarea
imunohistochimica a CD8 si monitorizarea valorilor pre- si post-terapeutice pot oferi informatii
despre impactul dinamic al diferitelor strategii de tratament asupra microclimatului tumoral.
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Studiul observational retrospectiv a fost desfasurat cu focus pe o perioada de 5 ani (2018-2022),
cuprinzand pacienti diagnosticati cu melanom cutanat si/sau mucos, cu istoric familial pozitiv
pentru melanom sau antecedente personale pozitive pentru alte melanoame primare, cazuri extrase
din bazele de date fizica si digitala ale Serviciului Clinic de Anatomie Patologicd din cadrul
Spitalului Clinic Judetean de Urgenta "Sf. Apostol Andrei" din Constanta.

Cele mai reprezentative 23 de preparate microscopice evaluate au fost selectate pentru
efectuarea testelor imunohistochimice CD8, iar o regiune specifica de focus a fost aleasa in cadrul
ariei de invazie tumorala pentru fiecare mostra tisulara si scorificata cu valorile 0 sau 1, in functie
de absenta sau prezenta celulelor CD8-pozitive. Limfocitele in contact direct cu marginile tumorale
sau cuprinse in populatia celulara maligna au fost etichetate drept "intratumorale", in timp ce acelea
situate extern au fost considerate "peritumorale”. Reactiile au fost considerate pozitive atunci cand
>5% din TILs au prezentat diferite grade de intensitate a colorarii. Ulterior, toate preparatele au fost
scanate cu ajutorul scanner-ului Huron LE120TM 4000XT (Huron Technologies International Inc.,
St. Jacobs, ON, Canada), in cadrul Centrului de Cercetare Dezvoltare pentru Studiul Morfologic si
Genetic in Patologia Malignd (CEDMOG) din Constanta. Pentru fiecare preparat histologic, a fost
obtinutd o imagine intreaga a unei lame de microscop (WSI, whole slide image) ce a fost, ulterior,
vizualizatd prin software-ul HuronViewer™, in timp ce analiza imaginilor a fost efectuata prin
intermediul platformei QuPath (versiunea 0.4.3), ce utilizeaza inteligentd artificiald proprietara,
bazatd pe invatare automata ("machine learning").

Cohorta finala ce a respectat criteriile de includere a cuprins, in perioada de 5 ani studiata, 23
de pacienti: 7 originari din familii cu minim o rudd de gradul I diagnosticatd cu melanom si 16
indivizi cu melanom primar multiplu; pentru acestia din urma, a fost aleasd o singurd tumora
primara in vederea procesarii imunohistochimice.

In ceea ce priveste examinarile manuale, procentul mediu de nuclei CD8-pozitivi peritumorali
in contextul lotului studiat a fost de 13.47% + 22.81, 1n timp ce indicele procentual mediu al
nucleilor intratumorali ce a exprimat pozitivitate CD8 imunohistochimica a fost de 20.86% + 24.65.
Procentul mediu de TILs CD8-pozitive intratumorale si peritumorale in categoria MES a fost de
14.23%, respectiv 16.53%. Pe de altd parte, melanoamele nodulare au prezentat o valoare
procentuala medie de 26.11% 1n contextul TILs intratumorale cu pozitivitate CDS8 si 10.55% in
contextul celulelor T din infiltratul peritumoral. Unicul caz de melanom lentiginos acral a relevat

peritumoral.

Dintre cele 23 de cazuri prelucrate prin intermediul marker-ului CDS, doar 56.52% au putut fi
examinate suplimentar, in manierd optima, via QuPath. Celelalte 10 mostre tisulare nu au generat
rezultate cuantificabile prin prisma artefactelor determinate de fazele de procesare pre-analitica si
analiticd. Examinarea automatizata a determinat un procent de nuclei CD8-pozitivi peritumorali de
45.49%, in timp ce rezultatele evaludrilor “cu ochiul liber” au identificat o medie de 24.23%.
Matricea de covariantd inter-elemente a relevat o relatie lineard pozitivd intre “QuPath” si
“Examinator Uman”, dat fiind ca indicele de covarianta (99.236) a fost substantial, expunand faptul
ca — atunci cand una dintre variabile tinde sa devieze fatd de medie — cealaltd mentine aceeasi
tendintd. In maniera aditionald, atat “QuPath”, cat si “Examinator Uman” au exprimat variatie
notabild, semnificand alteratie considerabila in cadrul fiecarei variabile. Aceste descoperiri au
sugerat o conexiune semnificativd intre cele doud elemente si au subliniat variabilitatea lor
individuala.
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In studii viitoare, numarul de cazuri analizate va fi extins, astfel tintind spre verificarea
modificirilor in ceea ce priveste semnificatia statistica. In studiul personal, nu a existat o corelatie
inversd semnificativa intre numarul crescut de TILs CDS§-pozitive si progresia melanomului,
aceastd idee fiind sprijinitd de cazurile cu metastaze viscerale multiple si procent elevat de celule
CDS8 pozitive 1n infiltratul peritumoral, precum si de mostrele tisulare prelevate de la pacientii fara
metastaze de organ la distanta care au prezentat un numar redus de limfocite cu pozitivitate CDS.
Potentialul rol molecular al mutatiei CDKN2A asupra ratelor de supravietuire ale pacientilor
CDKN2A-mutanti trebuie investigat In amanunt pentru a confirma posibilele mecanisme de actiune
ce pot fi targetate de terapiile specifice novel.

6. Directia de cercetare 4. Mijloacele de informare digitale si aportul asupra preventiei si
diagnosticului precoce de melanom

Digitalizarea acceleratd a fost precipitatad atat de utilizarea masiva generata de cétre pacienti,
cat si de alaturarea semnificativd a 65% dintre profesionistii din domeniul medical in randul
utilizatorilor de retelele sociale.

Obiectivele studiului curent au fost de a identifica rolul social media in augmentarea
constientizarii asupra melanomului cutaneo-mucos. In consecinti, au fost extrasi cei mai frecventi
factori de risc si cele mai comune malpractici ale profilaxiei primare/secundare si s-a tintit
prezentarea corelatiei dintre diferite tipuri de utilizare a retelelor si gradele variate de
responsabilitate personald 1n evitarea comportamentelor specifice cu risc crescut.

Acest studiu observational a fost bazat pe chestionare electronice care au inclus 20 de intrebari,
divizate 1n 4 categorii: (1) caracteristicile generale ale pacientului, (2) tipurile de utilizare a social
media si opinia despre rolul sdu modificator al atitudinilor de preventie a melanomului, (3)
aplicabilitatea personald a comportamentelor corecte de heliopreventie, si (4) date despre istoricul
personal si familial de melanom si nevi Clark (nevi displazici). Acestea au fost diseminate catre
populatia generala, pe parcursul a 4 sdptamani consecutive, in perioada ianuarie — februarie 2023,
prin intermediul canalelor online, cu scopul de a extrage date calitative legate de relatia dintre social
media, variabilele epidemiologice si comportamentele asociate dezvoltarii melanomului, respectiv
practicile de protectie solara. Platforma ce a gazduit chestionarul pe parcursul desfasurarii studiului
a fost reprezentatd de SurveyPlanet (PollDeep, Inc., Hamilton HM, Bermuda), iar informatiile
obtinute au fost exportate si stocate sub forma de documente Excel (Microsoft Office, SUA) pentru
analiza si prelucrare.

Strategia de extractie a urmat principiile esantionarii in lant (“chain sampling”), reprezentate
de procesul ce implica prelevarea unui prim esantion de participanti dintr-un lot, care, daca este
acceptat Tn urma analizei preliminare, atrage dupa sine aprobarea intregului lot de respondenti. Prin
intermediul acestei metode, baza de date finala a inclus 221 de persoane cu varsta medie intre 26-
35 de ani, distributie sex feminin:sex masculin de 3.5:1 si rezidentd majoritard in arii urbane
(71.94%). Dintre utilizatorii de social media evaluati, 44.79% au declarat cd urmaresc in mod activ
continut medical educational pe canalele virtuale, cei mai multi (80.99%) au declarat ca utilizeaza
produse cu factor de protectie solara, 54.29% poarta ochelari de soare special echipati cu filtru UV,
iar 53.84% evita expunerea UV 1n intervalul orar 10:00-16:00.

Rugati sa evalueze, pe o scald de la 1 (deloc aplicabil) la 10 (aplicabil, superpozabil), nivelul la
care o anumitd masurd de preventie solard se incadreaza in regimul lor, valoarea medie atribuita
utilizérii de creme/lotiuni/spray-uri cu factor de protectie solard (SPF, sun protection factor) si
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reaplicarea lor la fiecare doud ore sau dupa transpiratie/ intrare in piscind/mare a fost 6.77, iar portul
de imbracaminte care acopera o suprafata cutanata extinsa si/sau a articolelor vestimentare cu filtru
UV a inregistrat o medie de 5.86. In aceasta sectiune, evitarea expunerii solare in intervalul orar
10:00-16:00 a atins cel mai inalt scor, de 7.3. Referitor la sfaturile dermatologice transmise pe
retelele sociale care au fost Incorporate 1n practica lor, participantilor le-au fost oferite optiuni care
definesc cele mai frecvente sugestii elaborate de cétre dermatologi in mediul digital, reprezentand
grade diferite de constientizare si responsabilitate. In total, 50.67% dintre indivizii inclusi in studiu
au afirmat ca nu mai merg la plajd fara sa foloseascd produse cu SPF, 46.15% au renuntat la baile
de soare la ore nepotrivite, iar 45.70% au inceput sa evite expunerea solard de orice natura intre
orele 10:00 si 16:00, respectiv 47.51% au integrat aplicarea filtrului ecran in rutina zilnica, in timp
ce 38.00% au invitat modul corect de dozare si acoperire a organului cutanat cu SPF. In contrast,
doar 12.21% dintre respondenti au raportat faptul cd nu au accesat In mod activ nicio practica
dermatologica diseminata online.

In aceasta analizi, a fost testati ipoteza conform cireia o aplicabilitate mai mare a
recomandarilor dermatologice diseminate prin intermediul social media ar fi coroboratd cu anumite
caracteristici epidemiologice specifice ale participantilor. in primul rand, asocierea dintre vérsta
mai tanard (sub 35 de ani) si adoptia proeminentd a practicilor corespunzatoare de ngrijire
dermatologica a fost confirmata, datorita valorilor pozitive ale determinantului de covarianta (0.02-
0.05), dar nu a putut fi consideratd semnificativd conform coeficientilor de corelatie ce au variat
intre 0.09 si 0.23 si au evidentiat o corelatie slaba. In al doilea rand, legatura dintre mediul urban
de resedintd — luand in considerare accesibilitatea crescuta la tehnologie — si achizitia superioara a
practicilor de fotoprotectie a fost neglijabila, precum a indicat analiza de covarianta (cu rezultate
cuprinse intre 0.005 si 0.008), coroborata cu coeficientii de corelatie (0.05-0.08).

In cea de-a treia sectiune, dedicati aplicabilititii personale a comportamentelor corecte de
protectie solard, am descoperit cad numai 21.26% dintre participanti au beneficiat de control
dermatologic anual sau de 2-4 ori pe an, in conformitate cu particularitatile si antecedentele
cutanate, iar vasta majoritate (63.34%) a declarat ca nu a efectuat niciodatd evaluari dermatoscopice
sau videodermatoscopice.

Ulterior, referitor la istoricul personal si familial de nevi displazici, 2.26% dintre participanti
au fost diagnosticati cu nevi Clark, iar 1.35% dintre ei proveneau din familii cu minim o ruda de
gradul 1 cu diagnosticul antedescris. In ceea ce priveste antecedentele de melanom, doar 3
respondenti (1.35%) originau din familii cu un membru afectat de aceastad patologie oncologicé, in
timp ce niciunul dintre cei intervievati nu prezenta istoric personal de melanom.

Pentru a evalua comprehensiv rolul canalelor virtuale in propagarea informatiilor
antementionate, in cadrul studiului au fost alese platformele Instagram si Facebook ca site-uri
principale de publicare a link-ului ce ghida populatia interesata catre chestionarul electronic. Pe
parcursul celor 60 de zile de status activ, formularul a fost majoritar accesat prin intermediul
Instagram, doveding atributia-cheie a acestei platforme in industria digitala si potentialul de a
deveni un instrument eficient din punct de vedere financiar, cvasi-lipsit de subiectivitate, util pentru
diseminarea datelor stiintifice si sfaturilor medicale dermatologice. Durata scurta de timp necesara
pentru obtinerea a 221 de raspunsuri valide pledeazd in maniera aditionald pentru utilizarea
canalelor virtuale, in detrimentul formularelor conventionale de colectare a datelor sau a arhivelor
medicale standard. In urma analizei efectuate, se considera faptul ci acest tip particular de
chestionar electronic nu genercaza doar datele statistice asupra comportamentelor de screening
dermato-oncologic, dar poate actiona — de asemenea — ca instrument de crestere a constientizarii
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asupra abordarii helioprotective optime si a vizitelor dermatologice efectuate la intervale corecte,
individualizate, in special atunci cand inglobeaza notiuni cu fundament stiintific si cand este
elaborat de catre un medic.

Sunt esentiale studii suplimentare ce sa investigheze caracteristicile audientei-tinta pentru o
adresabilitate crescutd a recomandarilor dermatologice. Criteriile ce pot fi explorate in viitor ca
potentiali factori de influentd pentru design-ul campaniilor de crestere a constientizarii asupra
cancerelor cutanate sunt statusul socioeconomic, statutul marital sau profesia participantilor.

7. Directia de cercetare 5. Crearea unui algoritm de monitorizare imunofenotipica
personalizata a pacientilor cu melanom familial si melanom primar multiplu, cu status
mutational CDKN2A variabil

Alterarile genei supresoare tumorale CDKN2A (p16INK4a) au fost demonstrate inca din trecut
a juca un rol important in anumite tipuri tumorale, iar proteina pl6 corespunzitoare acestora
actioneaza prin blocarea progresiei asociate ciclului celular prin intermediul efectului sdu inhibitor
asupra caii ciclinei D/CDK2-pRb. Studiile recente din domeniul dermatopatologiei arata utilitatea
majord a imunohistochimiei (IHC) in diagnosticul corect si exhaustiv al tumorilor melanocitare
maligne.

Avand 1n vedere prevalenta covarsitoare a melanomului, costurile asociate diagnosticului si
tratamentului sunt majorate exponential. Din acest motiv, noi abordari de selectie a pacientilor
pentru diversele tipuri de terapii bine cunoscute sau novel sunt necesare, cu scopul de a obtine rate
optime de raspuns la tratament 1n sincron cu cost-eficienta investigatiilor diagnostice efectuate.

in studiul de fata au fost evaluati 23 de pacienti, dintre care 7 diagnosticati cu melanom familial
si 13 cu melanom primar multiplu, identificati pe o perioada de 5 ani (2018-2022); astfel, numarul
total de tumori primare identificate a fost de 50. Dintre acestea, s-au selectat cele mai reprezentative
tumori melanocitare maligne pentru fiecare caz in parte, favorizindu-le pe cele cu tesut si lame
conservate optim, si s-au practicat tehnicile IHC asupra unei tumori-surogat per pacient, in
asemenea maniera incét — in cadrul studiului — numarul de tumori examinate imunohistochimic a
fost egal cu numarul de pacienti inclusi. Au fost, ulterior, urmariti parametrii epidemiologici,
precum varsta la diagnostic si sexul pacientului, clinici (localizarea anatomica a tumorii/tumorilor
primare) si caracterele histopatologice (subtip histopatologic de melanom, indice Breslow,
activitate mitotica).

Tehnicile imunohistochimice utilizate au cuprins proteina pl6 (clona MX007, Master
Diagnostica), anticorpul Ki-67 (clona SP6, Biocare) si markerul CD8 (clona SP16, Master
Diagnostica). Indicele Ki-67 a fost determinat 1n aria cu proliferarea cea mai intensa si cu absenta
infiltratului inflamator major, criterii evaluate la magnificatie joasa (x10), in “hot spot”. Procentul
de nuclei colorati cu diaminobenzidina (DAB) a fost estimat in aproximativ 200 de celule tumorale.
Modalitatea de analiza procentuala a celulelor Ki-67-pozitive a fost, astfel, utilizata, precum in
cazul proteinei p16, pentru care s-a obtinut procentul de celule imunomarcate, clasificat la nivel
citoplasmatic, nuclear sau citoplasmatic si nuclear.

In ceea ce priveste analiza genetica a mutatiilor CDKN2A, aceasta s-a efectuat prin intermediul
hibridizarii fluorescente in situ (FISH), conform specificatiilor descrise in cadrul Studiului 2.2.
Evaluarea initiala a fost efectuatd, iIn mod individual, pentru fiecare variabila imunohistochimica
(pl6, CDS8, Ki-67), in urma caracterizarii tumorilor incluse in studiu ca CDKN2A-mutante
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(categorie ce a cuprins deletiile homo- sau heterozigote), respectiv ca CDKN2A-nonmutante/wild-
type (clasa 1n care au fost integrate cazurile cu disomie sau monosomie).

Pe baza datelor obtinute post-procesare prin intermediul proteinei pl6, markerului CDS8 si
indicelui Ki-67, a fost, initial, efectuatd o analiza comparativa a rezultatelor celor 3 parametri in
cadrul categoriei de MPM si MF cu mutatie CDKN2A sau cu absenta acesteia. Cu ajutorul
corelatiilor obtinute Intre diverse valori ale celor 3 indicatori anteexpusi si datele furnizate in
literatura de specialitate, au fost considerate sistemele de scorificare individuala (per parametru),
cu diverse limite stabilite in functie de semnificatia clinica, diagnostica sau evolutiva pe care o
comporta. Scopul final a fost de a obtine un algoritm semi-cantitativ de evaluare a celor doud
contexte mutationale. Cele doua sub-loturi (denumite sintetic "CDKN2A-wt" si "CDKN2A-mut")
au fost, apoi, divizate aleatoriu in cate doud parti aproximativ egale: prima parte a fiecaruia (setul-
test) a fost utilizatd pentru obtinerea valorilor totale ale scorului triplu p16-CD8-Ki-67, in timp ce
a doua parte (setul de validare) a cuprins cazurile analizate pentru confirmarea acuratetei metodei
si a performantei scorului propus.

Cazurile cu expresie CDKN2A mutanta au totalizat 10 pacienti, In timp ce 13 mostre tisulare
au relevat absenta mutatiei genice antementionate. Evaluarea individuala p16 a inregistrat o valoare
medie de 42.30% in MPM si melanoamele familiale farda mutatie CDKN2A, respectiv 15.00% in
categoria de pacienti cu deletii homo- sau heterozigote ale genei CDKN2A. Valoarea medie a
limfocitelor peritumorale CD8-pozitive in sub-lotul de pacienti CDKN2A-mutanti a fost de 5.00%,
in timp ce cazurile fara alterdri genice CDKN2A identificate biomolecular au fost asociate cu un
procent mediu de TILs peritumorale cu expresiec CD8 pastratd de 19.61%. in continuare, s-a
remarcat faptul cd expresia Ki-67 in categoria indivizilor cu melanoame primare multiple si
familiale care au evidentiat mutatie CDKN2A la examinarea via FISH a fost mai accentuata
(42.50%), in comparatie cu lotul de pacienti CDKN2A-wt, in care valoarea medie detectata a fost
de 35.38%.

Coroborand datele de corelatie status mutational-localizare cu cele de relatie sex-localizare,
ipoteza logica extrasa ar fi de predominanta a tumorilor CDKN2A-wt la pacientii de sex masculin
si a celor cu deletii CDKN2A la sexul feminin. Aceasta supozitie a fost sprijinitd de rezultatele
obtinute anterior, ce au ardtat un procent de 61.53% de tumori CDKN2A-wt la sexul masculin si o
alocare de 50.00% dintre melanoamele CDKN2A-mut in randul sexului feminin. De asemenea, s-
a remarcat absenta diferentelor statistice ale distributiei MPM-MF, indiferent de semnaturile
mutationale asociate genei CDKN2A.

Pe baza rezultatelor obtinute prin analiza individuald a parametrilor considerati in studiul de
fatd, obiectivul a constat n crearea unui scor ale cdrui valori progresiv superioare si fie
superpozabile acelor cazuri cu prognostic nefavorabil, corespunzitor tumorilor cu mutatie
CDKN2A, spre deosebire de valori totale inferioare aplicabile cazurilor CDKN2A-wt. In acest sens,
procentul de celule p16-pozitive a fost stratificat prin intermediul unei scale digresive cu 4 clase:
expresie prezentd in >50% din celule (scor 0), In 11-50% (scor 1), 1-10% (scor 2) si absenta
completd a imunoreactiei pl6 (scor 3). Semnificatia anticorpului CDS8 in populatia limfocitara
peritumorala a fost interpretata in functie de pattern-urile evolutive si de responsivitate la tratament
remarcate in cadrul lotului de studiu prezent si in cercetdri anterioare; de aceea, valorile-limita
considerate pentru scorificare au fost: colorare intensa a TILs peritumorale cu CD8 >60% (scor 0),
intensitate moderatd, 20-60% TILs CD8-pozitive (scor 1), intensitate scazutd <20% (scor 2) si
absenta TILs peritumorale (scor 3). Cuantificarea indicelui de proliferare Ki-67 s-a bazat pe
utilizarea unei scale progresiv-descendente cu 5 clase, ce determind caracterizarea neoplazica de la
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tumorile mai putin proliferative (scor 0) la cele intens proliferative (scor 4): inferior valorii de 2%
(scor 0), 2-5% (scor 1), 6-10% (scor 2), 11-20% (scor 3) si superior valorii de 20% (scor 4). In acest
context global, valoarea totald dupa efectuarea scorului propus per tumoré a variat intre 0 si 10.

S-a remarcat faptul ca limita de 9 a scorului triplu diferentiazd melanoamele cu deletie
CDKN2A homozigota de tumorile CDKN2A-wt si cu deletie heterozigota. Toate cele 8 cazuri de
melanom cutaneo-mucos primar multiplu/familial cu deletie homozigota CDKN2A au corespuns
scorului total >9. In plus, la setarea limitei de detectie a melanoamelor cu deletie CDKN2A
homozigota la o valoare totala de minim 9, sensibilitatea testului este de 100%, iar specificitatea de
94.11%.

Astfel, asocierea celor 3 parametri inclusi in sistemul de scorificare a fost efectuata prin prisma
utilitatii dovedite a p16, CDS si Ki-67 1n evolutia cazurilor de melanom cutaneo-mucos. Limitarile
studiului personal implicd numarul scdzut de pacienti care au intrunit criteriile de includere in
perioada de timp evaluati. in plus, valorile de cur-off pentru fiecare dintre cei trei parametri
examinati imunohistochimic (p16, CD8, Ki-67) au fost stabilite pe baza cercetarilor anterioare ce
au avut ca viza trasarea corelatiilor dintre caracteristicile IHC ale melanomul cutaneo-mucos la
diagnostic si modelele de evolutie identificate in timp; cu toate acestea, trebuie recunoscut
potentialul de bias al confirmarii survenit prin prisma heterogenitatii datelor disponibile la acest
moment in literatura de specialitate.

Pentru standardizarea si cresterea utilizarii sistemului de scorificare pl16-CD8-Ki-67 in
predictia statusului mutational CDKN2A la indivizii cu dovezi clinice pentru melanom primar
multiplu si/sau familial, sunt necesare studii cu design comprehensiv efectuate pe un lot mai extins
de pacienti sau chiar integrarea sa in studii clinice pe scara larga.

8. Concluzii generale

in concluzie, distributia lotului de studiu pe durata celor 5 ani calendaristici evaluati a
indicat o scadere graduala, succesiva a cazurilor diagnosticate, din 2018 pana in 2022, fapt ce poate
fi corelat cu impactul pandemiei SARS-CoV-2 asupra perceptiei pacientilor de prioritate a
leziunilor dezvoltate la nivelul organului cutanat. Melanomul extensiv in suprafatd a constituit cel
mai comun subtip histopatologic atat in populatia investigatd cu melanom sporadic, cat si in cea
diagnosticatd cu MPM si/sau melanom familial.

In populatia cu melanom primar multiplu, indicele Breslow identificat in cazul celui de-al
doilea melanom primar a prezentat valori medii inferioare celor inregistrate pentru primul melanom
primar. in ceea ce priveste modelul dermatoscopic predominant al nevilor monitorizati in cadrul
populatiei cu MPM si/sau MF, acesta a fost reprezentat de leziuni cu contur regulat, structuri
omogene pe suprafata lezionald, cel mai frecvent reticulare, cu retea pigmentard simetrica si
depigmentare prezenta.

Studiul doctoral a relevat faptul ca investigatia imunofenotipului p14-p16 la pacientii cu
melanoame familiale si MPM reprezintd o modalitate utild si cost-eficientd pentru stabilirea
profilului genetic CDKN2A al acestui grup populational. Absenta imunohistochimica a p16 are
valoare predictiva pentru comportamentul biologic agresiv si prognosticul nefavorabil al MPM
si/sau MF, indiferent de subtipul histopatologic. Melanoamele cu Incarcdtura mutationala dubla
(BRAF si CDKN2A) sunt mai frecvent asociate cu metastaze la distantd, deci se coreleaza cu
agresivitate crescuta si evolutie fulminanta.
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Tinand cont de plasarea in era patologiei digitale rapid evolutive, utilizarea software-urilor
automatizate de scanare a imaginilor capata popularitate, in detrimentul examinarilor microscopice
"cu ochiul liber". Acuratetea si replicabilitatea rezultatelor obtinute prin intermediul tehnicilor de
inteligenta artificiald sunt superioare celor raportate in urma evaluarilor efectuate de examinatori
umani. Un procentaj mai crescut de limfocite CD8-pozitive intratumorale versus stromale a fost
asociat in maniera pozitiva cu acele cazuri cu multiple localizari metastatice.

In manierd similard, accesul actual ubicuitar la tehnologie contribuie la transformarea
retelelor sociale in medii ideale pentru diseminarea si organizarea de campanii viitoare de
constientizare cu privire la afectiunile dermato-oncologice. Avand 1n vedere proportia scazuta a
indivizilor care efectueaza vizite dermatologice si evaluari dermatoscopice periodice, se identifica
necesitatea implementarii de numeroase programe educationale pe scara larga asupra acestei teme,
cu scopul de a atrage atentia populatiei generale.

In final, algoritmul compus din parametrii imunohistochimici p16-CD8-Ki-67, selectati pe
baza importantei lor prognostice si evolutive, reprezintd un valoros instrument de diagnostic
auxiliar in detectia MPM si MF cu deletie homozigota CDKN2A, ca mdsura cost-eficientd de
predictie a statusului mutational. Coroborand semnificatia celor trei indicatori inclusi Tn scorul
imunohistochimic propus, rezultatele derivate din studiul personal si datele existente in literatura
de specialitate, explorarea utilitatii algoritmului antementionat in distinctia nev atipic-melanom
constituie o viitoare directie de cercetare valida.

9. Originalitatea tezei

e Primul studiu care investigheaza prezenta mutatiei CDKN2A intr-un lot de pacienti din
sud-estul Roméniei diagnosticati cu melanom familial si/sau melanom primar multiplu, atat
prin metode imunohistochimice (prin intermediul proteinelor p14 si p16), cat si prin tehnica
hibridizarii fluorescente in situ (FISH).

e Prima analizd care evalueaza reactia CD8 in populatia limfocitara intra- si peritumorala,
prin intermediul inteligentei artificiale (software QuPath), concomitent si comparativ cu
examinarea clasicad efectuatd de medicii anatomo-patologi, "cu ochiul liber", in contextul
cazurilor de melanom familial gi/sau melanom primar multiplu diagnosticate in regiunea
Dobrogei.

e Prima cercetare care propune utilizarea unui sistem de scorificare standardizat, ce apeleaza
exclusiv la anticorpi imunohistochimici uzuali (p16, CD8 si Ki-67), pentru distinctia dintre
melanoamele familiale si/sau primare multiple cu deletie CDKN2A homozigota si cele fara
mutatie CDKN2A sau cu deletie heterozigota a acestei gene.

e Datele aditionale, centrate pe melanomul cutaneo-mucos depistat in populatia din Roménia,
obtinute in urma cercetarii doctorale personale, intregesc tabloul informational existent in
literatura de specialitate si dobandesc utilitate particulard in caracterizarea epidemiologica,
clinica, histopatologica si imunofenotipica a acestei entitati nosologice.

e Rezultatele derivate in urma analizei efectuate in lucrarea de fata pot constitui punctul de
plecare pentru directii ulterioare de cercetare in domeniul biomarkerilor asociati
melanomului familial si melanomului primar multiplu sau pentru dezvoltarea de terapii
tintite asupra CDKN2A.
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