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INTRODUZIONE

Rispetto al melanoma cutaneo, il melanoma primitivo della cavita orale (POM) ¢ relativamente raro ma
presenta un decorso naturale piu aggressivo ed una prognosi peggiore. La malignita del tumore ¢ altamente
correlata con la proliferazione di nuovi vasi. Il Fattore di Crescita Endoteliale Vascolare (VEGF),
controllato dal Fattore-1a Indotto dall’Ipossia (HIF-1a), esercita una importante azione biologica sulle
cellule endoteliali. Il nostro scopo era quello di indagare 1’espressione immunoistochimica di VEGF, HIF-
la e CD34 (Densita Microvascolare, MVD) in 16 POM in confronto con 30 melanomi cutanei. Nei POM la
densita microvascolare era significativamente aumentata nel fronte invasivo rispetto al compartimento
intratumorale (p=0.0009) e i vasi del fronte invasivo mostravano un incremento significativo
dell’espressione di VEGF e HIF-1a rispetto a quelli intratumorali (p=0.043). L’espressione di VEGF e HIF-
la era simile sia nei melanociti tumorali nel fronte invasivo che all’interno della lesione. A differenza dei
POM, i melanomi cutanei non presentavano alcuna differenza significativa nell’espressione di MVD, VEGF
e HIF-1a tra il centro e 1 margini invasivi del tumore. I differenti pattern di espressione potrebbero implicare
differenze biologiche reali del melanoma orale rispetto al melanoma cutaneo e sottolineano I’importanza dei
margini invasivi nella biologia del POM e nella sua scarsa prognosi. L’elevata attivita angiogenica e ’alta
espressione di VEGF e HIF-1a da noi riscontrata nel fronte invasivo del melanoma della mucosa orale
potrebbero avere importanti implicazioni per la progettazione di trial clinici con agenti mirati contro la via

del VEGF. Sono necessari studi pitt ampi per supportare i nostri risultati.



PARTE 1: IL MELANOMA

1.1 Definizione ed Epidemiologia

Il melanoma ¢ un tumore maligno che deriva dalla trasformazione neoplastica dei melanociti (1) e pertanto
puo presentarsi ovunque siano presenti queste cellule. I melanociti sono cellule di origine neuroectodermica,
situate nello strato basale dell’epidermide deputate alla sintesi della melanina. La melanina ¢ sintetizzata
tramite ossidazione della tirosina a 3,4-diidrossifenilalanina (DOPA) ad opera della tirosinasi e dalla
successiva trasformazione del DOPA nel prodotto finale. La melanina viene raccolta in granuli detti
melanosomi che vengono poi ceduti ai cheratinociti dello strato basale e spinoso tramite i prolungamenti
dendritici di cui il melanocita ¢ dotato. In questo modo i pigmenti di melanina formano uno scudo in grado
di assorbire e riflettere le radiazioni ultraviolette ionizzanti, proteggendo cosi le cellule da danni diretti al
DNA. 1l tipo piu frequente di melanoma ¢ quello cutaneo, ma i melanomi possono insorgere anche a livello

mucoso, uveale o meningeo.

L’incidenza del melanoma ¢ maggiore nella razza caucasica e circa 1’85% dei melanomi cutanei che
insorgono ogni anno si registrano in Nord-America, Europa e Oceania (2). In particolare, I’ Australia e la
Nuova Zelanda risultano 1 paesi con la piu alta incidenza (circa 35 casi/anno ogni 100.000 abitanti) (3) e cio
¢ dovuto alla presenza di una popolazione con fototipo estremamente chiaro che vive in zone con un’alta
irradiazione di raggi UV. L’ esposizione solare rappresenta infatti un fattore di rischio per lo sviluppo del

melanoma ed anche per questo motivo I’incidenza di questa neoplasia correla con la latitudine.

Si tratta di uno dei principali tumori che insorge in giovane eta e il rischio che si sviluppi € pari a 1:66 nei

maschi e 1:85 nelle donne. In Italia rappresenta il secondo tumore per incidenza nei maschi con eta inferiore
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ai 50 anni e il terzo piu frequente nelle donne con eta inferiore ai 50 anni. La diagnosi avviene in genere
nella quinta decade. Il trend di incidenza ¢ in aumento sia nei maschi (+ 4.4% per anno) sia nelle donne (+
3.1% per anno) a causa soprattutto di comportamenti errati come 1’esposizione solare prolungata e
incontrollata o I’utilizzo di fonti artificiali UV. E soprattutto I’incidenza di melanomi sottili ad essere in
aumento, mentre quella dei melanomi spessi, che influiscono maggiormente sulla mortalita, resta stabile. In
Italia si nota la presenza di un gradiente decrescente Nord-Sud per quanto riguarda 1’incidenza del

melanoma: 1 tassi di incidenza al Centro-Nord sono fino a due volte piu alti rispetto a quelli del Sud.

Il melanoma rappresenta circa il 4% di tutti i tumori cutanei diagnosticati negli Stati Uniti d’ America, ma ¢
sicuramente la neoplasia cutanea con il piu alto tasso di tasso di mortalita (75%). In Italia rappresenta circa
1’1% di tutti 1 decessi per neoplasia in entrambi i sessi (4) e, nonostante I’aumento dell’incidenza, la
mortalita & rimasta stabile. Questo ¢ spiegabile con un aumento delle diagnosi precoci che portano dunque

ad un miglioramento della prognosi (5).

1.2 Fattori di Rischio

Il rischio di sviluppare un melanoma dipende da vari fattori che possono essere genetici, ambientali o

comportamentali.

1) Esposizione solare — 1’esposizione solare intermittente e prolungata rappresenta il principale fattore
di rischio per lo sviluppo del melanoma, soprattutto nelle popolazioni caucasiche. Il rischio aumenta nel
caso in cui I’esposizione sia avvenuta in eta infantile/adolescenziale, in caso di pregresse ustioni solari e di
esposizione a fonti artificiali di raggi UV, specie se avvenute prima dei 35 anni (6) (7) (8). La radiazione

UV contribuisce alla iniziazione, progressione € metastasi del melanoma grazie alle sue proprieta
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inflammatorie, immunosoppressive, cancerogeniche e di danno al DNA (9) (10). Le radiazioni UVB (280 —
320 nm) esplicano un danno diretto al DNA mentre le radiazioni UVA (320 — 400 nm) procurano un danno

indiretto al DNA tramite la produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS).

Chiaramente I’insorgenza di melanomi a livello del palmo delle mani e della pianta dei piedi, nonché delle
mucose, che evidentemente non sono legati direttamente all’esposizione solare, consente di confermare che

non tutti i melanomi possiedono gli stessi stimoli patogenetici.

2) Fenotipo — pelle chiara, capelli biondi o rossi, occhi verdi o blu, presenza di numerose lentiggini,
tendenza a presentare scottature dopo 1’esposizione solare e fototipo I-II presentano un rischio doppio o
triplo di sviluppare il melanoma (6) (11). Il pigmento melaninico in questi individui € presente in minor

quantita e quindi offre una minore protezione nei confronti delle radiazioni ultraviolette.

3) Presenza di Nevi Melanocitici — la presenza di numerosi nevi, sia tipici che atipici, o la presenza di
nevi congeniti rappresenta un fattore di rischio per lo sviluppo del melanoma (12) (6). Tuttavia, il rischio di
trasformazione neoplastica di un nevo comune ¢ estremamente basso visto che in circa i tre quarti dei casi il
melanoma insorge de novo. La presenza di un solo nevo displasico raddoppia la probabilita di sviluppare la
neoplasia (13). I nevi congeniti rappresentano un rischio soprattutto se sono giganti (con dimensione
maggiore di 20 cm) (14) (15). In questi casi si cerca di eseguire una escissione precoce per prevenire lo

sviluppo della patologia che in questi soggetti si sviluppa in giovane eta e presenta una mortalitd maggiore.

4) Storia Familiare e Personale — 1 pazienti a cui viene diagnosticato un melanoma dovranno seguire
per tutta la vita un programma di screening adeguato in quanto presentano un rischio dieci volte maggiore
rispetto alla popolazione generale di sviluppare un secondo melanoma. I familiari di pazienti affetti hanno
un rischio raddoppiato, mentre la presenza di 3 o piu parenti di primo grado affetti aumenta il rischio di 35-

70 volte (16). Cio ¢ dovuto sia a fattori di rischio comuni tra i membri della stessa famiglia (esposizione
12



solare eccessiva, fototipo chiaro, presenza di nevi multipli), ma in circa il 20% di questi casi familiari si
riscontra una suscettibilita genetica. Quindi in generale circa il 2% dei melanomi ¢ causato da mutazioni
genetiche ereditate in geni che aumentano il rischio di sviluppare la neoplasia. Nei pazienti affetti da
melanoma familiare le lesioni si presentano ad un’eta piu giovane € sono comuni lesioni primarie multiple. I
pazienti affetti da melanoma familiare presentano anche un aumentato rischio per tumori pancreatici o del
sistema nervoso centrale (17). Mutazioni ereditate in CDKN2A, CDK4, POT1 e TERT conferiscono un

rischio di sviluppare un melanoma nel corso della vita che va dal 60% al 90%.

5) Altro — esposizioni lavorative a derivati del petrolio e benzene sembrano presentare una
correlazione con lo sviluppo del melanoma (18) (19). Residenti in aree prossime ad industrie con emissione
di inquinanti ambientali (acciaierie, centrali elettriche, raffinerie, industrie chimiche, etc.) presentano un
notevole aumento incidenza di melanoma (+24% uomini e +14% donne) (20) (21). Anche la dieta sembra
influenzare 1’incidenza del melanoma con alcuni alimenti che tendono a ridurla (caffe, t& verde, broccoli,

pomodori) ed altri che tendono ad aumentarla (pompelmo) (22).

1.3 Genetica

Sono state identificate varie mutazioni genetiche nel DNA che permettono la progressione tumorale del
melanoma. Tali mutazioni agiscono prevalentemente tramite due vie, quella delle MAP chinasi e quella

della PI3K. I geni mutati o amplificati determinano una maggiore attivazione di oncogeni che favoriscono la
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proliferazione e la crescita cellulare ed un’inibizione di geni oncosoppressori causando una resistenza della

cellula ai meccanismi di senescenza cellulare e apoptosi.

1.3.1 Viadelle MAPK

Il pathway delle MAP chinasi determina 1’attivazione di geni che portano alla proliferazione cellulare ed ¢
la via principale di trasduzione del segnale coinvolta nella patogenesi del melanoma (23). La cascata si
innesca con il legame di un ligando (ad esempio un fattore di crescita) a livello recettoriale sul versante
extracellulare di un recettore tirosin-chinasico. Questo causa la dimerizzazione del recettore ¢ la sua
autofosforilazione portando all’attivazione del recettore stesso. Il recettore lega poi la proteina adattatrice
Gbr2 che lega e attiva la proteina SOS attivando RAS. RAS a sua volta lega RAF che fosforila e attiva
MEK portando all’attivazione di ERK che favorisce la progressione della cellula nel ciclo cellulare e la sua
sopravvivenza (24). Nell’ 80% dei melanomi primitivi il pathway delle MAPK ¢ risultato attivato in
maniera aberrante e le mutazioni responsabili di questa costante attivazione sono risultate principalmente a
carico di BRAF / NRAS / C-KIT / GNAQ tra loro mutualmente esclusive. La via delle MAPK inoltre
inibisce 1’apoptosi per down-regulation della proteina pro-apoptotica BIM (parte della famiglia di BCL-2)

(25).

1.3.2 Via PI3K — AKT3

E il secondo pathway pitl importante per la patogenesi del melanoma (24). PI3K ¢ una chinasi che fosforila
PIP2 in PIP3 determinando un’attivazione di AKT (I’isoforma AKT3 in particolare nel melanoma) e di
conseguenza un’attivazione del suo substrato mTOR che modula la sintesi di proteine implicate nella
crescita cellulare, nella sopravvivenza e nell’apoptosi (26). La proteina PTEN normalmente defosforila PIP3

inibendo il pathway PI3K-AKT. L’attivazione anomala e continua di PI3K nel melanoma puo essere dovuta
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ad una eccessiva attivazione di NRAS, ad una perdita di funzione di NF1 che regola negativamente RAS, ad
una mutazione o amplificazione di C-KIT, ad una mutazione di AKT3 o ad una perdita di funzione di PTEN
(27). L attivazione di AKT promuove la proliferazione cellulare e inibisce 1’apoptosi per inattivazione di

proteine ad attivita pro-apoptotica.

1.3.3 BRAF

E un membro della famiglia delle chinasi RAF che partecipano alla cascata di trasduzione del segnale delle
MAPK. Nei melanociti BRAF fosforila e attiva MEK che a sua volta attiva ERK che rappresenta I’effettore
finale del pathway delle MAPK. Mutazioni a BRAF sono state riscontrate in melanomi, gliomi, cancro del
colon retto, tumori dell’ovaio, neoplasie polmonari, sarcomi (28). Sono 43 le probabili mutazioni a cui €
soggetto BRAF, specialmente a carico degli esoni 11 e 15. Nel 40-60% dei melanomi si riscontra una
mutazione a BRAF e nel 90% questa mutazione ¢ dovuta alla sostituzione di una valina con acido
glutammico a livello del codone 600 (V6OOEBRAF) (29) (30) (31) (32) (33). Meno frequentemente, 7-22%
dei casi, si ha una sostituzione di una valina con lisina sempre a livello del codone 600 (VOOOKBRAF). Le
mutazioni determinano un incremento della crescita tumorale sia per I’aumentata proliferazione cellulare
che per I’aumentata angiogenesi (tramite un incremento di VEGF e MIC-1) (24). V600E regola inoltre
I’espressione di IL-8, chemochina pro-infiammatoria, che stimola la crescita tumorale, I’angiogenesi e
favorisce lo sviluppo di metastasi. Queste mutazioni perd sembrano essere condizione necessaria ma non
sufficiente allo sviluppo del melanoma in quanto si presentano anche in nevi comuni (34). Nei nevi
melanocitici la mutazione di BRAF provoca un aumento di pl6CDKN2A che determina arresto del ciclo
cellulare e senescenza cellulare, esplicando quindi un’azione protettiva nei confronti di una proliferazione
eccessiva. La piu alta frequenza di mutazioni di BRAF ¢ presente nei melanomi insorti su cute esposta in

maniera intermittente al sole, senza segni evidenti di danno solare cronico. Ci0 si ipotizza sia dovuto al
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fatto che la radiazione ultravioletta sia in grado di causare tali mutazioni solo nel caso in cui I’esposizione
solare non sia stata tanto prolungata da causare i cambiamenti tissutali tipici dell’esposizione solare cronica.
Varianti genetiche del recettore MC1R (Melanocortin-1 Receptor) non sono in grado di stimolare
adeguatamente la produzione del pigmento melaninico protettivo (35) (36). L’associazione di queste
varianti con 1’esposizione solare intermittente sembra essere in grado di causare I’attivazione oncogenica di
BRAF attraverso un aumento dell’AMP ciclico intracellulare. In caso di mutazione di NRAS (mutualmente
esclusiva con BRAF), la trasduzione del segnale mitogeno nell’ambito delle MAPK ¢ dirottato su CRAF
(sempre parte della famiglia delle chinasi RAF) che acquisisce un ruolo chiave nella stimolazione della
proliferazione cellulare in questo gruppo di melanomi. Un aumento di CRAF ¢ responsabile della resistenza
alla terapia con inibitori di BRAF. La mutazione V600OE sembra essere correlata con melanomi a diffusione
superficiale, cute senza danno solare cronico, localizzazione al tronco e agli arti, presenza di numerosi nevi
melanocitici, eta giovane alla diagnosi del melanoma primitivo e tendenza a dare precoci metastasi

linfonodali.

1.3.4 NRAS

Gene mutato ne 15-25% dei melanomi, piu frequentemente tramite la sostituzione di glutammina in
posizione 61 con arginina, lisina o leucina (37) (38). Questa mutazione rende la molecola sempre attiva a
causa del legame con GTP che diventa stabile. Rappresenta la seconda mutazione per frequenza dopo
BRAF, il gene codifica per la proteina NRAS parte della famiglia delle proteine RAS, piccole proteine G
che legano GTP/GDP. RAS si attiva in risposta alla stimolazione della cellula con fattori di crescita e cio
comporta la fosforilazione di GDP in GTP e quindi I’attivazione di RAS con stimolazione di fattori a valle
che incrementano la proliferazione cellulare. In particolare, RAS puo attivare sia la via delle MAPK che

quella della PI3K impedendo I’instaurarsi della senescenza cellulare. L’attivita di RAS ¢ regolata sia da
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fattori di scambio nucleotidico (GEF) che da proteine attivanti le GTPasi (GAP). GEF attivano RAS
scambiando GDP con GTP mentre GAP funge da freno favorendo 1’idrolisi del GTP inattivando RAS.
Mutazioni di RAS o di recettori a monte determinano una attivazione costante di RAS e quindi uno stimolo
inappropriato alla crescita cellulare. Le piu frequenti mutazioni di RAS interessano il codone 61 e
determinano una riduzione dell’attivita GTPasica e quindi maggiore attivazione. Le mutazioni a livello dei
codoni 12 e 13 causano una insensibilita di RAS all’azione inibitoria di GAP e quindi determinano anche
queste una maggiore attivazione (39). Le mutazioni di NRAS sono mutualmente esclusive con quelle di
BRAF (40). Queste mutazioni insorgono nella fase precoce del processo cancerogenico ma non sembrano in
grado di determinare da sole la trasformazione tumorale. La perdita o inattivazioni di NF1, oncosoppressore
parte delle RAS-GAD, determina una attivazione costante dei RAS per I’inibizione dell’idrolisi di GTP a

GDP.

1.3.5 C-KIT

C-KIT ¢ un recettore tirosin-chinasico per lo Stem Cell Factor (SCF) che regola la migrazione e la
sopravvivenza cellulare nei melanociti. Il legame di SCF causa I’attivazione sia della via di trasduzione di
segnale delle MAPK che quella della PI3K incrementando la proliferazione, sopravvivenza e migrazione
cellulare (41). C-KIT ¢ mutato in melanomi, tumori stromali gastrointestinali (GIST) e leucemie mieloidi
acute. Si possono avere mutazioni puntiformi, delezioni o amplificazioni. Le mutazioni piu frequenti sono
quelle a livello del dominio chinasico o transmembrana del recettore che innescano un’attivazione
costitutiva anche senza la presenza del legando SCF. Solo I’1-7% dei melanomi presenta una mutazione di
C-KIT ma la mutazione ¢ piu frequente in caso di melanomi acrali (11-25%) o mucosali (10-21%) (42) (43)
(44). I melanomi con mutazioni di C-KIT sono caratterizzati da un’avanzata eta alla diagnosi, prognosi

peggiore e minore sopravvivenza.
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1.3.6 GNAQ/GNAL1

GNAQ e GNA11 sono geni che codificano per 2 membri della famiglia delle subunita Ga delle proteine G.
La mutazione di questi geni ¢ riscontrata di rado nei melanomi ma ¢ molto frequente nei melanomi uveali
(GNAQ mutato nel 45% dei casi e GNA11 mutato nel 32% dei casi) (45) (46). Queste mutazioni
rappresentano una tappa precoce nella cancerogenesi melanocitaria in quanto si riscontrano in lesioni a
rischio di trasformazione maligna. Ad esempio, si riscontrano mutazioni di GNAQ e GNA11 in nevi blu
benigni (53-83% e 0-7% rispettivamente) e in nevi blu maligni ovvero su melanomi insorti su nevi blu (17-
50% e 17% rispettivamente) (45) (46). Le mutazioni determinano una perdita dell’attivita GTPasica, con

conseguente costante attivazione della proteina e stimolazione della via delle MAPK.

1.3.7 NFI

Il gene NF1 & un gene oncosoppressore che codifica per la proteina neurofibromina 1. E una RAS-GAP cio¢
una proteina attivante 1’attivita GTPasica di RAS che stimola I’idrolisi di GTP in GDP e I’inattivazione di
RAS. 1l gene NF1 E implicato nella patogenesi della neurofibromatosi 1, ma si & visto che risulta mutato
con perdita di funzione nel 15% dei melanomi (47) (48) (49). La perdita di funzione di NF1 porta ad
un’attivazione costante di RAS e quindi all’attivazione della via delle MAPK e della PI3K con stimolo alla
proliferazione cellulare (27). La mutazione di NF1 non permette I’attivazione del meccanismo di senescenza
programmata innescato dell’attivazione inappropriata di MAPK nei melanociti con mutazioni di BRAF o
NRAS. Mutazioni di NF1 sono pero anche presenti con elevata frequenza in melanomi senza mutazioni di
BRAF o NRAS. I melanomi con mutazione di NF1 tendono ad avere un’insorgenza in eta piu avanzata e

mutazioni di NF1 sono molto frequenti nel melanoma desmoplastico (93%) (49).
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1.3.8 PTEN

PTEN ¢ un gene oncosoppressore che codifica per una fosfatasi coinvolta nella via di trasduzione del
segnale PI3K — AKT. PTEN defosforila PIP3 in PIP2 bloccando I’attivazione di AKT e quindi delle vie a
valle di questa. Si possono avere mutazioni o delezioni di PTEN. Le mutazioni causano la produzione di
proteina non funzionante mentre le delezioni provocano la perdita completa della proteina. In entrambi 1
casi si ha un incremento di PIP3 e una attivazione costitutiva di PI3K-AKT che stimola la proliferazione e
sopravvivenza cellulare (50). Mutazioni del gene PTEN oltre che nel melanoma si riscontrano in carcinomi
della prostata e della mammella. Nel melanoma 1’alterazione di PTEN ¢ mutualmente esclusiva con quella

di NRAS e si riscontra nel 10-30% dei melanomi, soprattutto in quelli BRAF-mutati (51).

1.3.9 MITF

MITF ¢ un gene che codifica per il fattore di trascrizione associato alla microftalmia (MITF) che ha un
ruolo nella omeostasi melanocitaria e promuove la trascrizione di diversi geni necessari per lo sviluppo, la
differenziazione, funzione e sopravvivenza dei melanociti (52). Una mutazione di MITF ¢ riscontrata nel 5-
20% dei melanomi (52). Determinate mutazioni germinali di MITF conferiscono una predisposizione
genetica allo sviluppo di melanomi multipli € aumentano il rischio di sviluppare altre neoplasie primitive,
come 1 carcinomi renali, in pazienti con melanoma e viceversa melanoma, in pazienti affetti da carcinoma
renale (52). I pazienti che presentano melanomi con mutazione di MITF presentano una ridotta

sopravvivenza a cinque anni.
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1.3.10CDKN2A

1120 - 40% dei melanomi ereditari presenta una mutazione germinale del gene oncosoppressore CDKN2A a
livello del cromosoma 9p21. Questo gene ¢ un regolatore del ciclo cellulare. La presenza di questa
mutazione aumenta la probabilita di sviluppare la neoplasia nel corso della vita che diviene del 76% negli
USA, del 91% in Australia e del 58% nel Regno Unito (11). Il 15% dei pazienti con questa mutazione
sviluppera un cancro pancreatico (18). CDKN2A codifica per due prodotti: p16 (anche conosciuta come
INK4a, inibitore della chinasi 4a) e pl4ARF (Alternative Reading Frame). P16 ¢ un regolatore del ciclo
cellulare che lega ed inibisce la chinasi ciclina-dipendente Cdk4 e Cdk6, inibendo quindi la progressione
della cellula attraverso la fase G1 del ciclo cellulare. Se la funzione di p16 ¢ assente o inibita a causa di una
mutazione, 1’attivita incontrollata di Cdk4 fosforila la proteina del retinoblastoma (RB) rilasciando il fattore
di trascrizione E2F ed inducendo quindi I’ingresso nella fase S del ciclo cellulare. Tutto questo determina
un incremento della proliferazione cellulare che in assenza di punti di regolazione provoca crescita
incontrollata e trasformazione neoplastica. La p14ARF inibisce I’oncogene MDM2 che accelera la
distruzione dell’oncosoppressore p53 (19). Una riduzione di p53 puo essere dovuta quindi sia ad una

mutazione di p14, sia ad un’aumentata espressione di MDM2 che ad un silenziamento del gene TP53.

1.3.11MCIR

I polimorfismi del gene del recettore della melanocortina 1 (MC1R) rappresentano un fattore di rischio
moderato per il melanoma ereditario. Le radiazioni UV stimolano la produzione di melanocortina che ¢
ligando di MCI1R che ¢ un recettore accoppiato alle proteine G e attraverso la via dell’ AMP ciclico regola la
quantita ed il tipo di pigmento prodotto. MC1R € molto polimorfo e tra le varianti alcune portano alla
produzione di feomelanina rossa/gialla che non ¢ protettiva e produce un fototipo con capelli rossi, pelle

chiara, lentiggini. Questi soggetti presentano un aumentato rischio di sviluppare il melanoma e si ¢ visto che
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I’aumentata produzione di feomelanina rappresenta anche un fattore di rischio indipendente dall’esposizione
alle radiazioni UV perché causa un maggior stress ossidativo e ed una minor efficienza dei meccanismi

riparativi dei danni al DNA.

1.3.12 Altri geni

I1 9% dei pazienti con melanoma ereditario presenta mutazioni a POT1 e TERT che quando funzionano
normalmente contribuiscono alla protezione del cromosoma (11). Un’aumentata attivita di TERT puo
portare ad una divisione cellulare incontrollata e promuovere la progressione cancerogenica. Mutazioni a

livello di TERT e MITF sembrano predisporre sia al melanoma sporadico che familiare.

1.4 Prevenzione

Tramite misure di prevenzione primaria ¢ possibile ridurre il rischio di sviluppare il melanoma. Queste
misure si basano essenzialmente sulla protezione dall’eccessiva esposizione alle radiazioni ultraviolette e
consistono nell’utilizzo di filtri solari e indumenti protettivi, nell’evitare di esporsi al sole nelle ore centrali
della giornata, nell’evitare ustioni dovute a esposizioni solari prolungate e nell’evitare 1’utilizzo di lettini

solari abbronzanti.

Gli interventi di prevenzione secondaria permettono invece una diagnosi precoce € quindi una migliore
prognosi. Alcune misure sono rivolte alla popolazione generale come informare 1 pazienti sulle

caratteristiche cliniche del melanoma in modo tale da riconoscere precocemente qualsiasi cambiamento di
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una lesione pigmentata. Utili sono i criteri di malignita A (asimmetria), B (bordi irregolari), C (colore

disomogeneo), D (diametro superiore ai 6 mm) ed E (estensione in superficie o evoluzione).

Lo screening con esame clinico dermatologico, associato all’eventuale osservazione delle lesioni tramite
dermatoscopio deve essere effettuato con regolarita soprattutto da pazienti che presentano fattori di rischio.
Nei pazienti ad alto rischio di melanoma con numerosi nevi melanociti puo essere preso in considerazione
I’utilizzo delle Total Body Photography (TBP) che crea un archivio di tutta la superficie cutanea e aiuta il
dermatologo nell’identificare nuove lesioni o cambiamenti in quelle preesistenti. In caso di melanoma
multiplo o importante familiarita per melanoma dovrebbe essere preso in considerazione il test genetico per

la valutazione dello stato mutazionale di CDKN2A o un test genetico multigenico.

1.5 Diagnosi

La diagnosi precoce del melanoma rappresenta un fattore importantissimo per migliorare la prognosi del
paziente. Questo perché con il passare del tempo la lesione tende ad infiltrare e a dare metastasi. La diagnosi
clinica di melanoma ¢ generalmente difficoltosa ed ¢ condizionata indirettamente dall’esperienza del

clinico.

1.5.1 Esame Clinico

E importante effettuare inizialmente un’accurata anamnesi per evidenziare la presenza di comportamenti
che aumentano il rischio (pattern di esposizione solare, uso di filtri solari), una storia familiare o personale

di melanoma, neoplasie maligne cutanee, lesioni precancerose e fototipo. Il melanoma cutaneo solitamente
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si presenta senza sintomi, anche se possono essere presenti prurito o dolore. Segue poi I’esame clinico
durante il quale bisogna esaminare 1’intera superficie corporea, incluso lo scalpo, 1’occhio
esterno/congiuntiva, le mucose piu facilmente esplorabili, il palmo delle mani, la pianta dei piedi e le
unghie. Si deve prestare particolare attenzione alle aree nascoste e piu difficili da indagare in quanto i
melanomi insorti in queste zone sono associati a un maggiore spessore alla diagnosi a causa di una diagnosi
tardiva (20). E importante che 1’esame clinico si svolga in una stanza ben illuminata e ’ausilio di un
dermatoscopio dovrebbe essere preso in considerazione per 1’osservazione delle lesioni sospette. Per
facilitare la diagnosi di melanoma ¢ stato sviluppato il sistema ABCDE da utilizzare durante I’esame clinico
(21) (22) (23). Ogni lettera rappresenta una caratteristica da valutare in presenza di una lesione

melanocitaria.

- A come asimmetria in quanto le lesioni benigne sono in genere simmetriche;

- B come bordi irregolari mentre la maggior parte dei nevi presentano bordi ben definiti;

- C come variazioni di colore all’interno della stessa lesione in contrasto con il colore uniforme delle

lesioni benigne;

- D come diametro maggiore di 6mm;

- E come evoluzione cio¢ qualsiasi cambiamento in dimensione, colore, forma, elevazione o la

presentazione di sintomi nuovi quali prurito, sanguinamento.

Un altro indice clinico utile per il riconoscimento dei melanomi ¢ il segno del “brutto anatroccolo” in

quanto i nevi di un determinato individuo presentano tutti le stesse caratteristiche (24). Il brutto anatroccolo
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¢ un nevo con caratteristiche diverse da tutti gli altri nevi dello stesso individuo e quindi presenta una

maggiore probabilita di rappresentare una lesione maligna.

Un tipo di melanoma che rappresenta una diagnosi particolarmente difficile ¢ il melanoma nodulare. Questo
particolare tipo di melanoma presenta una prognosi infausta a causa della sua rapida crescita e aggressivita
biologica. Per aiutare nella diagnosi si puo utilizzare il sistema EGF che rappresentano le caratteristiche da
valutare nel caso di lesioni rilevate sospette (nodulari o papulari) in un paziente anziano. Queste
caratteristiche sono la recente insorgenza, la rapida crescita (Growth), la consistenza dura (Firm) e

I’elevazione delle lesioni (Elevation).

La diagnosi clinica ¢ effettuabile nel’80-90% dei casi. Ogni lesione clinicamente sospetta chiaramente deve

essere biopsata.

1.5.2 Dermatoscopia

La dermatoscopia € una tecnica non invasiva che permette di aumentare la sensibilita dell’esame clinico
(25) (26). Questa tecnica consente di visualizzare caratteristiche morfologiche altrimenti non evidenti ad
occhio nudo come la microstruttura dell’epidermide, la giunzione dermoepidermica e le papille dermiche.
La dermatoscopia digitale permette la conservazione delle immagini dermoscopiche digitali cosi che si
possano effettuare confronti durante le visite successive per evidenziare gli eventuali cambiamenti insorti
nel corso del tempo. Sono disponibili anche vari programmi automatizzati di analisi delle immagini al
computer, strumenti che incorporano algoritmi di analisi delle immagini che consentono una misurazione
oggettiva dei cambiamenti della lesione nel corso del tempo. E stato dimostrato come la dermatoscopia

sequenziale digitale migliori la diagnosi precoce in confronto alla dermatoscopia standard. L uso della Total
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Body Photography ¢ di aiuto, specie nei pazienti ad alto rischio con moli nevi melanociti, nel tenere traccia

di piccoli cambiamenti delle lesioni melanocitarie

1.5.3 Biopsia

La biopsia viene effettuata per tutte quelle lesioni che vengono considerate sospette all’esame clinico. In
genere si effettua una biopsia escissionale con margini di cute sana non superiore ai 2mm e orientata
longitudinalmente alla rete linfatica. Cio per non alterare il tessuto linfatico ed evitare falsi negativi ad una
eventuale successiva biopsia del linfonodo sentinella (27). Se il margine ¢ troppo ampio infatti aumentano il
numero di falsi negativi alla biopsia del linfonodo sentinella. La biopsia deve essere abbastanza profonda da
includere la componente piu profonda della lesione e deve coinvolgere quindi il derma e I’ipoderma. In caso
di lesione di grandi dimensioni o localizzata a livello del palmo delle mani, della pianta dei piedi, delle dita,
del volto o delle orecchie, ¢ concesso effettuare una biopsia incisionale a livello della parte piu elevata o piu
scura della lesione. Non ci sono evidenze che una biopsia incisionale della lesione primaria porti al

“seeding” del tessuto e a effetti avversi sulla sopravvivenza del paziente (28).

1.5.4 Istologia

La diagnosi istologica di melanoma si basa sulla valutazione delle diverse caratteristiche citologiche,

architetturali ed immunoistochimiche della lesione.

Tra le caratteristiche architetturali maggiori si devono ricordare:
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. I’asimmetria dei margini laterali del tumore, da una parte all’altra della zona di invasione dermica,

quando questa ¢ presente;

. I’invasione degli strati superficiali, granuloso e corneo, dell’epidermide da parte di cellule tumorali
isolate; si tratta del criterio principale di malignita delle forme pagetoidi. Tuttavia, tale distribuzione
pagetoide dei melanociti, generalmente considerata diagnostica per il melanoma in situ, si puo ritrovare

anche in lesioni benigne come i nevi di Spitz e in nevi che insorgono a livello vulvare e acrale.

Dal punto di vista citologico si possono distinguere due aspetti principali delle cellule: il tipo epitelioide,
tendenzialmente caratteristico dei melanomi a diffusione superficiale e nodulare; il tipo fusiforme:
tendenzialmente caratteristico dei melanomi lentigginosi. Il concetto di atipia citologica ¢ alquanto

soggettivo; al contrario, la presenza di mitosi dermiche, talora di aspetto atipico ¢ molto significativa.

L’immunoistochimica puo essere d’aiuto nella diagnosi del melanoma, soprattutto nelle neoplasie
indifferenziate, con poco o nessun pigmento (melanomi amelanotici), nei tumori a cellule fusate o con
diffusione pagetoide. Le proteine S100 e Sox10 sono espresse da quasi tutti 1 melanomi, ma anche da nevi
melanocitici ed altri tipi di tumore. HMB-45 ¢ un anticorpo monoclonale con alta specificita per le cellule
del melanoma. Melan-A e MART-1 (antigene del melanoma riconosciuto da cellule T) sono nomi dati
indipendentemente allo stesso gene codificante per un antigene di differenziazione melanocitario espresso
nella cute e nella retina. Melan-A & ampliamente espresso in lesioni melanocitarie benigne e maligne. E piu
sensibile di HMB-45 e piu specifico di S100 per il melanoma. La ricerca di MiTF (fattore di trascrizione
associato alla microftalmia) potrebbe essere utile, specie nei melanomi amelanotici (29). I melanomi

desmoplastici esprimono comunemente S100 e SOx10, mentre manca I’espressione degli altri markers come
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HMB-45, Melan-A e MiTF (30). Ki67 (Mib-1) puo essere usato per valutare 1’attivita proliferativa della

lesione. CD31 e I’anticorpo D240 aiutano a identificare I’invasione vascolare ematica e linfatica.

1.5.5 Test di Laboratorio

L’uso di test ematici non ¢ importante tanto per la diagnosi di melanoma quanto per monitorare il decorso
clinico della malattia. Nei pazienti affetti da melanoma ¢ stato riscontrato un incremento di LDH
(lattatodeidrogenasi), ma il suo valore come marker di melanoma ¢ discusso (31). S100B nel siero ¢ un po’
piu specifico di LDH ma manca di sensibilita e per questo viene usato nel follow up clinico come marker
addizionale per valutare la progressione tumorale (32). La presenza di anemia microcitica pud evocare la

possibilita di metastasi intestinali.

1.5.6 Imaging

I pazienti dovrebbero essere valutati attraverso palpazione dei linfonodi per rilevare una diffusione regionale
della neoplasia. L’ecografia della cute e dei linfonodi € la metodica non invasiva piu sensibile per rilevare
piccole metastasi linfonodali ed € molto piu sensibile della palpazione manuale (33). Se si trova un nodulo
linfatico o un nodulo dermico/sottocutaneo nella regione della lesione primaria, ¢ indicata I’escissione

bioptica.
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1.5.7 Biopsia del Linfonodo Sentinella

I1 linfonodo sentinella ¢ il primo linfonodo drenante il tumore primario. La biopsia del linfonodo sentinella
¢ una potente tecnica stadiativa e prognostica che rappresenta il gold standard per la rilevazione di metastasi

linfonodali occulte nel sottogruppo di pazienti in cui ¢ indicata (34).

In una metanalisi di 34 studi ¢ stato rilevato che uno spessore di Breslow minore di Imm ¢ associato a
linfonodo sentinella positivo nel 5.6% dei pazienti (percentuale che aumenta in pazienti piu giovani di 40
anni e con spessore tra 0.75 e 1 mm e in melanomi primari ulcerati o con riscontro di mitosi) (35) (36) (37)
(38). In pazienti con spessore di Breslow compreso tra 1 e 4 mm il 25.2% presentava il linfonodo sentinella
positivo alla biopsia e con spessore di Breslow maggiori di 4 mm il 50% dei pazienti presentava positivita
alla biopsia del linfonodo sentinella (37) (39). La biopsia ¢ quindi raccomandata in caso di spessore
maggiore uguale ad 1 mm o con melanomi tra 0.8-1 mm o piu sottili in caso di fattori di rischio aggiuntivi
come ulcerazione, regressione > 75%, alto indice mitotico, invasione linfovascolare, specialmente in

pazienti giovani (34) (35) (36).

Il tecnezio-99m permette il riconoscimento del linfonodo sentinella in piu del 98% dei casi in mani esperte
(40). Idealmente la procedura dovrebbe essere svolta contemporaneamente alla escissione locale con ampi
margini della lesione primaria per una maggiore accuratezza, tuttavia molto spesso viene effettuata in corso
di allargamento. Una volta rimosso il o i linfonodi sentinella, questi devono essere analizzati con tecnica a
ematossilina e eosina, spesso combinata con immunoistochimica (S100, HMB-4, Melan-A). L’uso
dell’immunoistochimica aumenta la sensibilita per 1’individuazione delle metastasi e determina un amento
dello stadio nel 10-20% det pazienti (41). Anche una singola cellula di melanoma all’interno del linfonodo

determina una positivita (N1a).
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1.6 Fattori prognostici

1.6.1 Fattori Prognostici nel melanoma primario

1) Spessore di Breslow: ¢ il singolo fattore piu importante per la sopravvivenza ed il management
clinico nei melanomi cutanei ed ¢ il fattore che meglio degli altri predice il rischio di metastasi (42). Viene
misurato in millimetri dalla cima dello strato granuloso dell’epidermide (o se la lesione ¢ ulcerata dal fondo
dell’ulcerazione) fino al punto di massima infiltrazione del tumore (tabella 1). La sopravvivenza decrescere
all’aumentare dello spessore. Il livello di Clark ¢ un’alternativa meno accurata per misurare lo spessore in
base al livello anatomico invaso e non ¢ usato nello staging del melanoma. A seconda del livello anatomico
invaso si distinguono 5 livelli (tabella 2). Il parametro deve comunque essere presente nel referto in quanto

¢ stato dimostrato un suo valore prognostico in melanomi con spessore di Breslow minore di 1 mm.

Tabella 1 Spessore di Breslow secondo AJCC (8° Edizione).

Classificazione Spessore di Breslow
T1 < 1,0 mm
T2 >1,0-2,0 mm
T3 >2,0-4,0 mm
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T4 > 4,0 mm

Tabella 2 Livello di Clark secondo classificazione AIRTUM.

Livello do Clark Tessuto invaso

I Limitato all’epidermide

II Invade il derma papillare

I Si espande nel derma
papillare

v Infiltra il derma
reticolare

A% Infiltra 1l sottocute
2) Ulcerazione: correla con lo spessore tumorale, si verifica infrequentemente nei melanomi sottili

(meno di Imm) e frequentemente in quelli spessi (63% in quelli maggiori di 4mm). A parita di spessore di
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Breslow, 1 pazienti che presentano ulcerazione hanno una prognosi peggiore rispetto a quelli senza
ulcerazione; rappresenta quindi un fattore prognostico indipendente per i melanomi localizzati (42) (43). La
presenza di ulcerazione nella lesione primaria conferisce un rischio aumentato di sviluppare malattia
avanzata, una minor tasso di sopravvivenza e aumenta lo stadio della patologia. La peggior prognosi puo
essere dovuta al fatto che I'ulcerazione indica un melanoma con potenziale biologico differente (44).
Melanomi ulcerati tendono ad avere una maggior vascolarizzazione, caratteristiche immunosoppressive, un
profilo genetico che differisce dai melanomi non ulcerati ed un aumentato tasso di metastatizzazione
linfovascolare, viscerale ed osseo. L’ulcerazione ¢ risultata essere un fattore predittivo indipendente per la
terapia adiuvante con interferone, lo stesso ¢ stato visto per la terapia adiuvante con ipilimumab nella
malattia in III stadio (44) (45). La sua presenza viene valutata al microscopio ed ¢ definita dalla mancanza
dell’epidermide a tutto spessore, incluso lo strato corneo, dalla evidenza di fenomeni reattivi (depositi di
fibrina, neutrofili) e dalla iperplasia reattiva o assottigliamento dell’epidermide adiacente in assenza di

trauma in anamnesi.

3) Indice mitotico: rappresenta il numero di mitosi per mm2. E valutato nella componente invasiva del
melanoma, a partire dall’area con maggiore attivita mitotica (hot-spot) ed estendendo la conta ai campi
adiacenti per un’area complessiva di Imm2. Se non vi sono hot-spot e le mitosi sono sparse random nella
componente in fase di crescita verticale, si seleziona un campo con una mitosi e si estende la conta ai campi
adiacenti per un’area complessiva di Imm?2. Diversi studi hanno riportato I’importanza del tasso mitotico
come fattore predittivo indipendente per la sopravvivenza, con un aumentato tasso mitotico che correla con
una decrescita della sopravvivenza (46). Tra 1 pazienti con melanoma clinicamente localizzato, un tasso
mitotico di 1/mm2 o maggiore ¢ stato descritto come il secondo piu forte predittore di sopravvivenza dopo
lo spessore Breslow (42). L’indice mitotico puo anche correlare con la positivita alla biopsia del linfonodo

sentinella, specialmente in pazienti giovani (47).
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4) Invasione vascolare: il coinvolgimento vascolare consiste nell’invasione, da parte delle cellule
tumorali, della microvascolarizzazione del derma. Alcuni report hanno notato come 1’invasione vascolare
sia accosciato ad un aumento del rischio di recidiva, coinvolgimento linfonodale, metastasi distali e morte

(48) (47).

5) Microsatellitosi: la presenza di microsatellitosi ¢ stata costantemente correlata ad un outcome
peggiore e a maggiore probabilita di metastasi a distanza (42) (49). La microsatellitosi ¢ definita come una
metastasi microscopica cutanea e/o sottocutanea adiacente o in profondita rispetto al melanoma primitivo.
L’aggregato neoplastico deve essere in discontinuita rispetto al melanoma primitivo ma non separato da
fibrosi o cellularita inflammatoria, in quanto questi ultimi possono rappresentare presenza di fenomeni di
regressione. La prognosi non ¢ diversa da pazienti con macrosatellitosi e non c’¢ differenza nemmeno tra
presenza di satellitosi e metastasi in transit. Satelliti sono metastasi cutanee e/o sottocutanee riconosciute
clinicamente localizzate entro 2cm dal melanoma primitivo. Le metastasi in transit sono metastasi dermiche
e/o sottocutanee clinicamente evidenti poste a una distanza maggiore di 2cm dal melanoma primitivo, nella

regione compresa tra il tumore primitivo e il primo bacino di linfonodi loco regionali.

6) Linfociti infiltranti il tumore: 1 linfociti infiltranti il melanoma primario rappresentano la risposta
immune antitumorale dell’ospite. Nella fase di crescita radiale ¢ presente di solito una vivace risposta
dell’ospite, mentre la presenza di linfociti infiltranti il tumore nella fase di crescita verticale del tumore ¢
meno frequente (50). L’infiltrato linfocitario ¢ classificato come vivace o brisk (una banda densa di linfociti
tra le cellule tumorali attraverso I’intera base o attraverso il tumore, infiltrato linfocitario a livello del fronte
di crescita del tumore o permeazione diffusa del tumore), non vivace o non brisk (pochi e piccoli focolai) o
assente (non ci sono linfociti o essi non sono in contatto con le cellule neoplastiche), ed ¢ stata osservata una

relazione diretta tra il grado di infiltrazione linfocitaria del tumore e la sopravvivenza (50). Pazienti con
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infiltrato linfocitario vivace hanno un minor rischio di recidiva ed una miglior sopravvivenza complessiva in

confronto a quelli con infiltrato linfocitario non vivace o assente (51).

7) Tipo istologico di melanoma: non ¢ considerato fattore prognostico indipendente. Alcuni melanomi,
come il melanoma nodulare, presentano in genere una prognosi peggiore rispetto ad altri istotipi dovuta al
maggior spessore del tumore al momento della diagnosi. A parita di spessore infatti non ¢ presente una

differenza prognostica.

8) Fase di crescita: Il melanoma ha una fase di crescita radiale ed una verticale. La fase radiale ¢ quella
non tumorigenica, con proliferazione di melanociti nell’epidermide e/o nel derma papillare senza
formazione di nodulo tumorale. La fase di crescita verticale ¢ quella tumorigenica in cui il melanoma
acquisisce la capacita di metastatizzare ed ¢ caratterizzato dalla formazione di un nodulo espansivo e/o dalla
presenza di figure mitotiche nella componente invasiva. Il melanoma nodulare che presenta per definizione

un pattern di crescita verticale.

9) Presenza di regressione: puo essere parziale o totale e corrisponde ad una fibrosi derivata da una
risposta inflammatoria di difesa locale. La sua presenza potrebbe, almeno in alcuni casi, portare ad una
determinazione non corretta dello spessore del melanoma e pertanto ad una non corretta valutazione
prognostica. In questi casi ¢ piu probabile avere una sotto stadiazione della lesione in quanto questa si
spingeva piu in profondita poi ¢ regredita. Clinicamente la regressione puod manifestarsi con un alone
irregolare intorno alla lesione. Microscopicamente si presenta nelle fasi iniziali come un denso infiltrato di
linfociti, mentre nelle fasi avanzate ¢ presente una cicatrice vascolarizzata e macrofagi contenenti pigmento
melanico. Per lesioni molto sottili, con una regressione maggiore del 75%, ¢ consigliabile eseguire

comungque la tecnica del linfonodo sentinella.
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10)  Stato dei margini: indicare se i margini del campione prelevato con la biopsia sono liberi da
neoplasia e la distanza minima della neoplasia dai margini del campione. Se 1 margini non sono ad una
adeguata distanza minima dalla neoplasia, ¢ necessario effettuare un secondo intervento per ampliare il

margine.

11)  Classificazione molecolare: il melanoma cutaneo presenta alta prevalenza di mutazioni somatiche sia
nelle lesioni primarie che in misura maggiore nelle metastasi. Circa tre quarti di queste mutazioni sono
rappresentate da sostituzioni C>T che risultano essere dipendenti da un effetto mutageno dei raggi UV
(cosiddetta UV signature). Nei pazienti con melanomi in stadio III o IV dovrebbe essere presa in
considerazione la determinazione dello stato mutazionale di BRAF. Per questa analisi ¢ opportuno utilizzare
i tessuti di melanoma metastatico per lo stadio IV mentre per lo stadio III si puo utilizzare il campione di
melanoma primitivo. A causa dell’eterogeneita intratumorale, se 1’analisi effettuata su tessuto primitivo
desse come risultato wild-type, si puo ripetere I’analisi sulle metastasi accessibili. La mutazione di BRAF-
V600 ha significato predittivo per la possibilita di trattare il paziente che presenta questa mutazione con la
combinazione di BRAF e MEK inibitori (target therapy). Nei pazienti in stadio IV o in stadio III inoperabile
e con assenza di mutazioni BRAF puo essere presa in considerazione la determinazione dello stato
mutazionale di NRAS per il possibile inserimento del paziente in studi clinici. Nei pazienti con melanoma
acrale o mucoso in stadio IV o III inoperabile e in assenza di mutazione BRAF dovrebbe essere presa in
considerazione la determinazione dello stato mutazionale di c-KIT per il possibile trattamento del paziente
con immunoterapia o, in caso di fallimento o non possibile utilizzo di quest’ultima, con c-KIT inibitori

(imatinib).

12)  Sesso ed eta: le donne hanno un tasso di sopravvivenza migliore rispetto agli uomini e
probabilmente cio ¢ dovuto ad una diagnosi precoce in quanto le donne hanno, piu frequentemente rispetto

agli uomini, melanoma alle gambe piu semplice da riconoscere (42). Gli uomini con piu di 60 anni
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presentano il piu alto tasso di mortalita forse a causa di una diagnosi tardiva (e quindi di un melanoma con
spessore di Breslow maggiore) (43). L’eta rappresenta un fattore prognostico indipendente forse a causa
dell’inefficienza del sistema immunitario con I’avanzare degli anni, si € notato pero che pazienti giovani

presentano maggiore rischio di metastasi linfonodali (44).

1.6.2 Fattori prognostici nelle metastasi regionali

Lo stato dei linfonodi regionali ¢ il fattore prognostico piu potente per la sopravvivenza nel melanoma, in
quanto la presenza di metastasi linfonodali correla con una prognosi peggiore. Il numero di linfonodi
coinvolti, indipendentemente dalla dimensione della metastasi, ¢ il fattore di rischio pit importante nei
pazienti con melanomi in III stadio (42). Il secondo fattore di rischio pit importante ¢ il margine del tumore,
stratificato in malattia micro-metastatica (determinata tramite biopsia linfonodo sentinella) o malattia
macro-metastatica (linfonodi clinicamente palpabili). In pazienti di stadio I o II con linfonodi clinicamente
negativi, lo stato del linfonodo sentinella ¢ il fattore prognostico piu importante per la sopravvivenza liberi
da malattia (54) (55). Percio la biopsia del linfonodo sentinella per la ricerca di micro-metastasi, ¢ diventato
uno standard per pazienti con melanomi con spessore di Breslow > 1 mm o per melanomi piu sottili ma con
fattori di rischio addizionali come ’ulcerazione, la regressione > 75%, un alto tasso mitotico o invasione
linfovascolare, specialmente in pazienti giovani. L’ulcerazione della lesione primaria indica una prognosi
peggiore nella malattia regionale di III stadio. Il tasso mitotico della lesione primaria correla fortemente con
una prognosi peggiore nella malattia microscopica regionale di III stadio. Metastasi satellitari, cliniche e
microscopiche, attorno al melanoma primario e metastasi in transit tra la lesione primaria e il linfonodo,
rappresenta la malattia intralinfonodale e porta la peggior prognosi per metastasi regionali, con una

sopravvivenza a 5 anni minore del 50% (42).
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1.6.3 Fattori prognostici nelle metastasi distali

La presenza di metastasi distali ¢ associata con la prognosi peggiore, con sopravvivenza media misurata in
mesi piuttosto che anni, almeno fino ad alcuni anni fa. Il sito della metastasi rappresenta un importante
fattore prognostico, le metastasi a livello viscerale presentano una prognosi peggiore rispetto a quelle in sedi
non viscerali (pelle, tessuto sottocutaneo, linfonodi distali) (42). Altre variabili prognostiche sono il numero
di siti di metastasi e la loro resecabilita chirurgica. Elevati livelli di LDH sono associati a prognosi peggiore

indipendentemente dal sito del melanoma metastatico.

1.7 Stadiazione

Una volta fatta la diagnosi di melanoma, il tumore viene stadiato per determinare la prognosi ed il
trattamento piu adeguato. Esistono due tipi di stadiazione. La stadiazione clinica include la valutazione
microscopica della lesione cutanea e la valutazione clinico/radiologica delle metastasi. La stadiazione
patologica include anche la valutazione microscopica dei linfonodi sentinella e/o dei linfonodi escissi
tramite linfoadenectomia. I pazienti in stadio patologico 0 o IA sono 1’eccezione e non richiedono la
valutazione patologica dei linfonodi. Il melanoma puo progredire a differenti stadi della malattia, iniziando
come primaria (I/II), poi metastasi regionali (III) e metastasi a distanza (IV). In generale la prognosi e la
sopravvivenza peggiorano all’aumentare dello stadio. All’inizio circa 1’85% dei pazienti ha malattia

localizzata, 10% metastasi locoregionali e 5% metastasi distali (42).
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1.7.1 Stadilell

In generale, la sopravvivenza a 5 e 10 anni per pazienti con melanoma primario localizzato sottile, con

spessore Breslow minore di 1mm, ¢ maggiore del 90%. La maggior parte delle recidive si manifesta nei
primi cinque anni successivi alla diagnosi e trattamento, in base allo spessore del tumore ed altri fattori

prognostici della lesione primaria. Pero il melanoma puo recidivare in ogni momento, e I’incidenza di

recidiva tardiva a 10 o piu anni dopo la diagnosi iniziale va dal 1 al 5% (43).

1.7.2 Stadio I1I

Rappresenta un amplio range di pazienti con outcome clinico variegato, da pazienti con malattia linfonodale
microscopica (IIIA) a pazienti con linfonodi clinicamente voluminosi o metastasi in-transito (IIIC). La
sopravvivenza a 5 anni va dal 38 al 78%, prevalentemente dovuta a differenti variabili come il numero dei
linfonodi positivi (la piu variabile pitt importante), il carico del tumore nel linfonodo (microscopico o
macroscopico), I’eta, la presenza di ulcerazione, lo spessore di Breslow della lesione primaria (42). C’¢ un
significativo declino della sopravvivenza nei pazienti che si presentano con malattia metastatica linfonodale

clinicamente evidente rispetto a quelli con malattia microscopica evidenziata tramite biopsia.

1.7.3 Stadio IV

E rappresentato dal melanoma metastatico. La neoplasia, infatti, pud dare metastasi a distanza sia a livello
viscerale che non. I siti non viscerali come cute/sottocute distale, linfonodi distali, sono coinvolti in circa
meta degli stadi IV (42 al 57%). I siti viscerali pit comunemente invasi da metastasi sono invece i polmoni

(18-36%), il fegato (14-20%), I’encefalo (12-20%), le ossa (11-17%) e il tratto gastrointestinale (1-7%).
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Una volta rilevata la presenza di metastasi distali, la sopravvivenza media in assenza di trattamento ¢ tra 1 6
e 9 mesi. Con la target therapy e I’immunoterapia la sopravvivenza puo arrivare a 2 anni e si pu0 ottenere

anche un controllo a lungo termine del tumore (44) (45).

1.7.4 Melanoma metastatico da lesione primaria sconosciuta

E definito come la presenza confermata istologicamente di melanoma in un linfonodo, un sito viscerale o
cute/tessuto sottocutaneo distale senza storia o evidenza di una lesione primaria cutanea, mucosa o oculare
di melanoma. Questa situazione si presenta nel 2-5% dei casi. Circa il 60% di questi casi coinvolge i
linfonodi e potrebbe essersi sviluppata da un nevo linfonodale (46). I restanti coinvolgono siti distali,
tipicamente cute o tessuto sottocutaneo e meno comunemente polmoni, encefalo o tratto gastrointestinale. I1
melanoma metastatico da lesione primaria sconosciuta ha tassi di sopravvivenza simili ai melanomi primari
di medesimo stadio. Il melanoma metastatico da lesione primaria sconosciuta ai linfonodi ha una
sopravvivenza a 5-10 anni del 46 e 41%, simile a quella del tumore primario di terzo stadio, mentre quello
metastatico ai visceri ha una sopravvivenza media di 6 mesi (47) (48). Lo studio del melanoma metastatico
da lesione primaria sconosciuta dovrebbe includere un esame completo della cute per la ricerca del sito
primario. La lampada di Wood potrebbe essere usata per identificare aree ipopigmentate subcliniche che
potrebbero essere suggestive di regressione del tumore primario. Nel melanoma metastatico da lesione
primaria sconosciuta ai linfonodi dovrebbe essere posta particolare attenzione a quelle aree che drenano in
quel distretto linfonodale coinvolto. Dovrebbe essere svolta una completa revisione delle lesioni
precedentemente asportate nel soggetto. Se giustificato il paziente dovrebbe essere sottoposto a esami
proctoscopici, ginecologici, oculari, e della mucosa nasale. Comunque, solo raramente un tumore primario

viene identificato, percio procedure invasive come gastroscopia o colonscopia dovrebbero essere evitate in
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assenza di indizi per la presenza di melanoma in queste zone. L’iter di stadiazione ed il trattamento devono

essere svolti come per la lesione primaria di stesso stadio.

1.7.5 La classificazione AJCC

Una stadiazione accurata ¢ la base per la prognosi ed il trattamento. L.’ American Joint committee on cancer
(AJCC) ha pubblicato nel 2017 una revisione del sistema di stadiazione del melanoma ottenuto da dati
provenienti da piu di 46000 pazienti in 10 centri a livello mondiale (42) (49) (50). La dimensione del
tumore, lo stato linfonodale e la presenza di metastasi (TNM) continuano ad essere la colonna portante del
sistema di stadiazione. T rappresenta I’estensione o lo spessore della lesione primaria, N 1’estensione delle

metastasi linfonodale (linfonodi loco regionali), M indica 1’estensione delle metastasi a distanza.

Tabella 1. Stadiazione del melanoma secondo AJCC (8° Edizione)

Categoria T Spessore di Breslow” Ulcerazione
T1<1,0 mm
Tla a: <0,8 mm Assente
T1b b: <0,8 mm Presente
0,8-1,0 mm Assente/Presente
T2 >1,0-2,0 mm
T2a a: >1,0-2,0 mm Assente
T2b b: >1,0-2,0 mm Presente
T3 >2,0-4,0 mm
T3a a: >2,0-4.0 mm Assente
T3b b: >2,0-4.0 mm Presente
T4 > 4,0 mm
T4a a:>4,0 mm Assente
T4b b: > 4,0 mm Presente

Categoria N

N° di linfonodi regionali coinvolti

Metastasi in-transit,

satelliti, e/o microsatellitosi
AAA
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1 linfonodo coinvolto oppure metastasi in-transit, satelliti, e/o
N1 microsatellitosi in assenza di linfonodi regionali coinvolti
a: 1 linfonodo clinicamente occulto (diagnosticato con .
Nla L . . a: Assenti
biopsia del linfonodo sentinella)
N1b b: 1 linfonodo dimostrato clinicamente b: Assenti
Nlc c: Linfonodi regionali non coinvolti c: Presenti
N2 2-3 linfonodi coinvolti oppure metastasi in-transit, satelliti,
e/o microsatellitosi con 1 linfonodo regionale coinvolto
a: 2 o 3 linfonodi clinicamente occulti (diagnosticati con .
N2a L . . a: Assenti
biopsia del linfonodo sentinella)
N2b b: 2 o 3 linfonodi, di cui almeno 1 dimostrato clinicamente b: Assenti
c: 1 linfonodo clinicamente occulto o diagnosticato .
N2¢ . c: Presenti
clinicamente
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Metastasi in-transit,
Categoria N N° di linfonodi regionali coinvolti satelliti, e/o microsatellitosi
AAAN
4 o piu linfonodi coinvolti oppure metastasi in-transit,
satelliti, e/o microsatellitosi con 2 o piu linfonodi regionali
N3 coinvolti oppure qualsiasi numero di pacchetti linfonodali
(linfonodi confluenti) con o senza metastasi in transit,
satelliti e/o microsatellitosi
N3a a: 4 o piu 11nf0nod1 chmcqmente occulti (diagnosticati con a: Assenti
biopsia del linfonodo sentinella)
b: 4 o piu linfonodi, di cui almeno | dimostrato clinicamente _ )
N3b oppure presenza di pacchetti linfonodali (linfonodi b: Assenti
confluenti), in qualsiasi numero
N3 c: 2 o piu linfonodi clinicamente occulti o diagnosticati | p .
¢ clinicamente e/o presenza di pacchetti linfonodali (linfonodi c: Presenti
confluenti), in qualsiasi numero
Sede Sede Anatomica LDH
M1 Evidenza di metastasi a distanza
a: Metastasi a distanza alla cute, tessuti molli compreso il Non  valutato non
Mila muscolo e/o linfonodi non regionali specificato
M1a(0) Non elevato
Mila(1) Elevato
Mib b: Metastasi a distanza al polmone con o senza sedi di Non  valutato non
malattia M1a specificato
M1b(0) Non elevato
M1b(1) Elevato
c: Metastasi a distanza a sedi viscerali diverse dal SNC con | Non  valutato non
Mlec . . .
o senza sedi di malattia M 1a oppure M1b specificato
Mi1c(0) Non elevato
Milec(1) Elevato
d: Metastasi a distanza al SNC con o senza sedi di malattia Non  valutato non
Mi1d .
M1la, M1b oppure Mlc specificato
M1d(0) Non elevato
M1d(1) Elevato

"Nella piu recente edizione del sistema di Stadiazione AJCC (8° edizione), lo spessore secondo Breslow deve essere
arrotondato al decimo di millimetro (0,1 mm) piu vicino (ad esempio, melanomi di spessore compreso tra 0,75 e 0,84
devono refertati con spessore pari a 0,8 mm oppure melanomi di spessore compreso tra 0,95 mm e 1,04 mm devono essere
refertati con spessore pari a 1,0 mm). Tx indica spessore secondo Breslow non valutabile, TO indica la condizione di non
evidenza di un tumore primario (paziente che si presenta con metastasi linfonodali in assenza di melanoma primitivo
riconosciuto) mentre Tis indica un melanoma in situ.
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Non sono piu utilizzati i termini “micrometastasi” o “macrometastasi” mentre si fa riferimento a malattia
“clinicamente occulta” oppure “documentata clinicamente”. Si sottolinea che il carico di malattia (cosiddetto
“tumor burden”) nel linfonodo sentinella non ¢ utilizzato per la sottoclassificazione della categoria N.

~MA] satelliti sono definiti come metastasi cutanee e/o sottocutanee riconosciute clinicamente localizzate entro
2 cm dal melanoma primitivo. Le metastasi in transit sono definite come metastasi dermiche e/o sottocutanee
clinicamente evidenti poste ad una distanza >2 cm dal melanoma primitivo, nella regione compresa tra il tumore
primitivo ed il primo bacino di linfonodi loco-regionali.

Tabella 2 Stadio clinico (¢cTNM) (AJCC 8° edizione)

T N M cTNM
Tis NO MO 0
Tla NO MO IA
T1b NO MO 1B
T2a NO MO IB
T2b NO MO ITA
T3a NO MO ITA
T3b NO MO IIB
T4a NO MO IIB
T4b NO MO IIC

Any T, Tis >N1 MO I
Any T Any N M1 v

Tabella 3 Stadio patologico (pTNM) (AJCC 8° edizione)

T N M pTNM
Tis NO MO 0
Tla NO MO 1A
T1b NO MO 1A
T2a NO MO 1B
T2b NO MO ITA
T3a NO MO 1A
T3b NO MO 1IB
T4a NO MO 1IB
T4b NO MO IIC
TO Nl1b, Nlc MO 111B
To N2b, N2¢, N3b or N2¢ MO I1IC
Tla/b-T2a Nla or N2a MO IITA
Tla/b-T2a N1b/c or N2b MO 111B
T2b/T3a Nla-N2b MO 111B
Tla-T3a N2c¢ or N3a/b/c MO I1IC
T3b/T4a Any N>N1 MO I1IC
T4b Nla-N2c¢ MO I1IC
T4b N3a/b/c MO 111D
Any T, Tis Any N Ml v
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1.8 Istopatologia

Dal punto di vista istopatologico si possono distinguere i seguenti tipi di melanoma: melanoma a
diffusione superficiale, melanoma nodulare, lentigo maligna, lentigo maligna melanoma, melanoma
lentigginoso acrale, melanoma desmoplastico, melanoma mucoso, melanoma nevoide, melanoma
Spitzoide e melanoma uveale. Nel melanoma a diffusione superficiale, lentigo-maligna melanoma e
melanoma lentigginoso acrale la lesione ha un periodo di crescita superficiale (cosiddetta radiale)
durante il quale aumenta di dimensioni ma non penetra in profondita e le cellule non presentano
ancora atipie marcate. E durante questa fase che si hanno maggiori chances di curare il paziente
attraverso un’escissione chirurgica. Un quarto tipo istologico, il melanoma nodulare, non ha una
fase di crescita radiale riconoscibile e generalmente si presenta come una lesione profondamente
invasiva capace di dare metastasi precoci. I tumori che iniziano a penetrare in profondita nella pelle
si trovano nella cosiddetta fase di crescita verticale. Tale fase ¢ spesso preannunciata dalla
comparsa di un nodulo e in questa fase le cellule presentano numerose ed evidenti atipie. I
melanomi con fase di crescita radiale sono caratterizzati da bordi irregolari e a volte dentati,
variazione nel pattern del pigmento e variazione di colore. Un quinto tipo di melanoma, il
melanoma desmoplastico, € associato ad una risposta fibrotica, invasione neurale, e maggiore
tendenza alla recidiva locale. Occasionalmente 1 melanomi possono apparire clinicamente
amelanotici, nel qual caso la diagnosi € posta microscopicamente dopo una biopsia. Nonostante
questi sottotipi siano clinicamente ed istopatologicamente distinti, questa classificazione ha valore

prognostico minimo.
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1.8.1 Melanoma a diffusione superficiale

E il pitl comune sottotipo e rappresenta circa il 70% di tutti i melanomi cutanei. E diagnosticato
prevalentemente nelle aree esposte a radiazione UV in maniera intermittente a livello degli arti
inferiori nelle donne e della parte alta del dorso negli uomini. La sua espressione clinica ¢ quella
che presenta maggiore corrispondenza con i criteri ABCD, con bordi irregolari, asimmetrico,
pigmentazione irregolare, ma si puo presentare in maniera subdola come un’area focale piu scura
nel contesto di un preesistente nevo. La colorazione va dal rosso spento al bruno-nerastro. E il
sottotipo di melanoma maggiormente associato a nevi preesistenti. La storia di questo melanoma ¢
quella di una lesione che si modifica molto lentamente nel corso di mesi/anni. Dopo mesi/anni
assume aspetto pit o0 meno nodulare, ulcerandosi e questo indica che ¢ entrato nella fase di crescita
verticale. Istologicamente il segno rilevatore di tale tipo di melanoma ¢ la presenza di melanociti
ingrossati, organizzati in piccoli aggregati o nidi, che mostrano marcata disseminazione verso 1’alto
all’interno dell’epidermide, con un pattern definito pagetoide. Puo essere confuso con nevo atipico

o cheratosi seborroica.

1.8.2 Melanoma nodulare

E il secondo sottotipo piti comune di melanoma e rappresenta il 15-30% di tutti i melanomi.
Colpisce prevalentemente maschi attorno ai 50 anni e il tronco ¢ il sito principale. Ha una
evoluzione estremamente rapida, spesso sviluppandosi nel corso di qualche settimana/mese.
Frequentemente manca di una fase di crescita radiale ed insorge pit spesso de novo che da un nevo
preesistente. La lesione appare come sollevata, spesso € accompagnata da sanguinamento e
ulcerazione e il colore € blu-nero o blu-rosso, ma il 5% dei melanomi nodulari sono amelanotici. Le
lesioni precoci spesso mancano di asimmetria, hanno bordi regolari e colore uniforme. Le lesioni

amelanotiche possono essere scambiate per carcinoma basocellulare, granuloma piogenico o
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emangioma, mentre le lesioni pigmentate possono essere confuse con nevi blu o carcinoma
basocellulare pigmentato. Il melanoma a diffusione superficiale e il melanoma nodulare hanno il piu
alto tasso di mutazione del gene BRAF presente in circa il 56% di queste lesioni (18). E presente

un’associazione con nevi melanocitici multipli.

1.8.3 Lentigo maligna e lentigo maligna melanoma

La lentigo maligna ¢ un melanoma in situ con una fase di crescita radiale prolungata, a lento
decorso, che quando diventa verticale viene chiamato lentigo maligna melanoma. La lentigo
maligna melanoma rappresenta il 10-15% dei melanomi cutanei. Entrambe le lesioni sono spesso
diagnosticate nella settima/ottava decade, in popolazione piu anziana rispetto ad altri sottotipi di
melanoma, ¢ non comune prima dei 40 anni. La localizzazione piu frequente ¢ a livello delle aree
cronicamente fotoesposte come il volto, a livello delle guance e del naso in particolare, il collo, lo
scalpo e le orecchie. La patogenesi si pesa sia dovuta all’esposizione solare cumulativa piuttosto
che a quella intermittente. Clinicamente la lesione appare inizialmente piatta, con accrescimento
lento, di colore marrone, con macule simili a lentiggini a forma irregolare, sviluppandosi su un
background di danno fotoindotto. Entrambe hanno spesso margini clinicamente mal definiti, che
potrebbero essere nascosti da un background di danno attinico consistente in lentiggini, efelidi e
cheratosi attinica pigmentata. Entrambe sono associate con un tasso significativamente elevato di
crescita laterale estensiva subclinica, che porta ad un maggior tasso di recidiva nelle escissioni
effettuate con 1 margini standard raccomandati. Entrambi gli istotipi presentano la piu bassa
associazione con nevi ma la piu alta associazione con melanoma desmoplastico. I melanomi insorti
su cute con danno attinico presentano aberrazioni di c-KIT piu frequentemente che mutazioni di

BRAF (28 vs 6%) (19).
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1.8.4 Melanoma lentigginoso acrale

E un sottotipo di melanoma con importanti differenze nella frequenza in diversi gruppi etnici.
Rappresenta il 2-8% dei melanomi nella popolazione caucasica ma ¢ il tipo di melanoma piu
comune tra gli individui con pigmentazione piu scura (60-72% dei melanomi negli afroamericani,
29-46% dei melanomi negli asiatici). Nonostante la proporzione di melanoma lentigginoso acrale
nelle popolazioni di carnagione scura sia pit alta, I’incidenza ¢ simile tra i vari gruppi etnici. E pit
spesso diagnosticata in popolazione anziana, con eta media di 65 anni. Il sito pit comune ¢ la pianta
dei piedi, seguito dal palmo delle mani e dalla zona sottoungueale. L’espressione clinica ¢ data da
una lesione con bordi irregolari e colore dal marrone al nero, ma puo essere anche rosso con
variegature di colore. Spesso all’inizio le lesioni vengono erroneamente diagnosticate come
verruche plantari o ematomi. Questo tipo di melanoma non ¢ associato all’esposizione solare. I1
melanoma subungueale viene considerato una variante del melanoma lentigginoso acrale e
generalmente si sviluppa dalla matrice ungueale, piu frequentemente a livello del primo dito. Si
presenta come discolorazione dal marrone al nero, con crescita nel letto ungueale. Pud anche essere
presente una striscia nera longitudinale, scura o irregolarmente pigmentata che si allarga
(melanonichia striata) con o senza distrofia ungueale o una elevazione del letto ungueale.
Potrebbero essere ugualmente presenti il segno di Hutchinson e pigmentazione nella piega ungueale
prossimale. Alcune lesioni benigne imitano il melanoma subungueale come la melanonichia
longitudinale benigna, I’ematoma subungueale, il granuloma piogenico, la onicomicosi con
pigmentazione o emorragia. Nel melanoma acrale la mutazione BRAF ¢ la piu frequente (21%)

seguita da quella a c-KIT (13%) (20).
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1.8.5 Melanoma desmoplastico

Si sviluppa pit comunemente nella sesta/settima decade nelle regioni fotoesposte della testa e del
collo. Le lesioni generalmente hanno una consistenza ferma, sclerotica o indurita e la meta sono
amelanotici. Meta delle lesioni si sviluppano in associazione con il sottotipo istologico di lentigo
maligna. Nonostante siano spesso profondamente invasive al momento della diagnosi e con una
tendenza alla crescita perineurale, sono associati al piu alto tasso di recidiva locale e al piu basso
tasso di metastasi linfonodali rispetto agli altri sottotipi di melanoma a parita di spessore di
Breslow. Sono state evidenziate mutazioni di NF1 in oltre il 90% dei casi, mentre non sono state

trovate mutazioni di BRAF o NRAS in questo sottotipo di melanomi (21) (22).

1.8.6 Melanoma mucoso

Nel 1.3% dei casi il melanoma puo svilupparsi sulle superfici mucose (congiuntive, cavita orale,
seni paranasali, mucosa intranasale, genitale, anorettale, uretrale) (23). Con I’eccezione della
congiuntiva i pazienti presentano spesso diagnosi tardiva con lesioni profondamente pigmentate,
irregolari e spesso con segni di sanguinamento. Ogni area sospetta in questi siti deve essere
sottoposta a biopsia in quanto questa lesioni si manifestano inizialmente con una fase di crescita
radiale con pigmentazione maculare. Le lesioni della congiuntiva sono visibili e questo ne facilita la
diagnosi. I melanomi mucosi sono piu frequenti nelle donne, specialmente quelli del tratto genitale.
I melanomi di vulva e vagina rappresentano il 50% dei melanomi mucosi nelle donne. In entrambi 1
sessi altrimenti la cavita nasale rappresenta la localizzazione piu frequente. A differenza del
melanoma cutaneo, non vi ¢ apparente associazione con le radiazioni UV. A livello molecolare
differiscono dai melanomi cutanei. La mutazione driver piu frequente ¢ quella a carico di RAS che

porta ad un’attivazione della via della MAP chinasi. Meno del 10% presenta mutazioni di BRAF
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(24) (25) (26). Solo a livello vulvovaginale BRAF ¢ mutato nel 26% e RAS in misura minore (27).

C-KIT mutato nel 5-20%, piu spesso a livello vulvovaginale e anorettale (28) (27) (24) (25).

1.8.7 Melanoma nevoide

E un gruppo eterogeneo di rare lesioni che istologicamente somigliano a nevi benigni per la loro
simmetria e apparente maturazione nella loro discesa nel derma, ponendo grande rischio di diagnosi
errata. Gli elementi che ci permettono una corretta diagnosi istologica includono ipercromasia
marcata del nucleo delle cellule tumorali, la presenza di mitosi, la crescita espansiva delle cellule
dermiche. Clinicamente questo corrisponde ad una papula o un nodulo marrone chiaro, piu spesso

con diametro maggiore di lcm in un giovane adulto (29).

1.8.8 Melanoma Spitzoide

E un sottotipo di melanoma che clinicamente e istologicamente somiglia a un nevo di Spitz ma
tende ad essere piu grande, asimmetrico e con colorazione irregolare. Le caratteristiche che
favoriscono la diagnosi rispetto al nevo di Spitz sono le grandi dimensioni (maggiore di 1cm nel
diametro maggiore), una spessa componente invasiva (spessore di Breslow maggiore di 2mm),
I’alto numero di mitosi, la presenza di molte cellule con citologia atipica e lesioni con decorso
clinico preoccupante come crescita rapida delle dimensioni o satellitosi. La distinzione clinica ed
istologica tra le due lesioni ¢ spesso difficile € quando presentano caratteristiche sovrapposte sia al
nevo di Spitz che al melanoma sono classificate come tumore di Spitz atipico con comportamento
biologico incerto (AST) (30). L’analisi genetica della lesione puo aiutare a differenziare un nevo

benigno dal melanoma (31).
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1.8.9 Melanoma Uveale

Il melanoma uveale ¢ la piu comune lesione maligna intraoculare, rappresenta il 5% di tutti 1
melanomi e si sviluppa prevalentemente a livello della coroide, seguito da corpo ciliare e dall’iride
dell’occhio (32). C’¢ un’incidenza 8 volte maggiore nei soggetti caucasici rispetto ai soggetti di
razza nera e 1’eta media alla diagnosi ¢ di 58 anni. I fattori di rischio includono la presenza di nevi
coroidali, un nevo di Ota e la sindrome del nevo displastico. Clinicamente i pazienti si presentano o
con perdita, distorsione della visione, senza dolore, oppure il tumore ¢ diagnosticato in pazienti
asintomatici durante un controllo oftalmologico di routine. Il rischio di metastasi potrebbe essere
connesso con le aberrazioni cromosomiche. Pazienti con monosomia 3 (circa il 50% dei pazienti) ha
un outcome molto peggiore, con una mortalita del 75.1% mentre per quelli con disomia 3
presentano una mortalita del 13.2% a 5 anni (33). I pazienti in genere muoiono per metastasi

epatiche (34).

1.9 Trattamento chirurgico del melanoma primario

La terapia standard per il melanoma cutaneo primario € un’ampia escissione locale. Dopo la biopsia
escissionale con margine sano di 2 mm ¢ quindi necessario procedere ad un allargamento
chirurgico. Lo scopo dell’ampia escissione ¢ quello di prevenire le recidive locali dovute alla
persistenza subclinica della malattia (80) (81). Il rischio di metastasi satelliti ¢ direttamente
correlato con lo spessore della lesione e percio la dimensione dei margini dipende dallo spessore
della lesione (82) (80). Per un melanoma in situ il margine di allargamento raccomandato ¢ di
0.5cm, per melanomi con Breslow fino a 2mm il margine € di 1cm, con Breslow maggiore di 2mm

si applica un margine di 2cm. Escissioni maggiori con margini fino a S5cm non hanno dimostrato
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diminuire il tasso di recidiva (83). Ogni paziente dovrebbe essere valutato individualmente,
prendendo in considerazione la localizzazione della lesione e la presenza di fattori di rischio. Le
escissioni a livello di dita, pianta dei piedi, orecchie, volto, vagina o ano presentano differenti
considerazioni in quanto queste sono aree molto sensibili dal punto di vista estetico/funzionale e
quindi potrebbe essere presa in considerazione 1’utilizzo di margini ristretti stipetto a quelli

utilizzati in altre sedi (84). I margini devono essere istopatologicamente liberi.

1.10 Trattamento chirurgico metastasi locoregionali

1.10.1Malattia linfonodale microscopica

Nei melanomi con spessore minore di Imm i secondarismi a livello linfonodale sono rari, in quelli
con spessore compreso tra 1,5mm e 4mm si hanno nel 25% dei casi € in melanomi con spessore
maggiore di 4mm le metastasi linfonodali sono presenti nel 60% dei casi. La biopsia del linfonodo
sentinella € un potente strumento per la stadiazione che identifica micro-metastasi linfonodali ed ¢
indicata per tutti 1 pazienti con melanoma primitivo di spessore maggiore di 1 mm o nei melanomi
pT1b (melanoma con spessore < 0,8 mm con ulcerazione o con spessore compreso tra 0,8-1 mm
indipendentemente dalla presenza di ulcerazione) (85). Nei pazienti con melanomi pTla (melanoma
con spessore <0,8 mm senza ulcerazione) e regressione maggiore del 75% puo essere consigliata la
biopsia del linfonodo sentinella. L’individuazione del linfonodo da asportare avviene tramite linfo-
scintigrafia dinamica preoperatoria. In caso di positivita del linfonodo sentinella si effettua una
valutazione clinico-strumentale per ricercare I’eventuale coinvolgimento di altri linfonodi non
satelliti ed infine si decide, a livello multidisciplinare, se effettuare una linfoadenectomia

distrettuale o meno.
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1.10.2Malattia linfonodale macroscopica

Lo standard attuale per la terapia del melanoma macroscopico nei linfonodi (stadio IIIB o IIIC) ¢ la
linfoadenectomia del bacino regionale coinvolto. La malattia linfonodale non controllata ¢ causa di
morbidita correlata al melanoma con impatto altamente negativo sulla qualita di vita. La

linfoadenectomia nel il melanoma metastatico locoregionale ¢ associata con sopravvivenza a lungo

termine (85).

1.11 Trattamento adiuvante

La terapia adiuvante ¢ un trattamento utilizzato in quei pazienti con malattia resecata
chirurgicamente che presentano alto rischio di recidiva, come quelli con melanoma primario ad alto

spessore o con malattia linfonodale.

1.11.1Interferon-a

Gli interferoni sono citochine in genere rilasciati da varie cellule in risposta alla presenza di diversi
patogeni come virus, batteri, parassiti e anche cellule tumorali. Tipicamente gli interferoni
proteggono le cellule vicine dall’infezione virale ma hanno anche altre funzioni come ’attivazione
delle cellule natural killer e dei macrofagi ed incrementano il riconoscimento immunitario tramite
un aumento delle molecole MHC di classe I e II. In piu, I’interferon-alfa ha attivita antineoplastica
diretta che porta all’inibizione della proliferazione cellulare tumorale probabilmente attraverso
I’attivazione di STAT1 e presenta anche un possibile effetto anti-metastatico (87) (88) (89) (90).
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Nel trattamento del melanoma pero, I’interferon-alfa ha solo un’attivita moderata e 1 vantaggi

associati a questo trattamento non sono chiari.

1.11.2Immunoterapia e Target therapy

Nei pazienti con malattia in stadio 3 ¢ stato approvato il trattamento con I’anticorpo anti CTLA-4
ipilimumab. Il trattamento con ipilimumab in pazienti con malattia in III stadio ha portato un
miglioramento della sopravvivenza media senza recidiva di 9 mesi ma non ¢ ancora chiaro se cio
porta benefici sulla sopravvivenza globale del paziente (44). Gli effetti collaterali sono
principalmente autoimmunitari € possono essere severi ma maneggevoli. Trattamenti con bloccanti
dei checkpoint immunologici meno tossici come nivolumab o pembrolizumab diretti contro la
proteina-1 della morte cellulare programmata sono stati riportati essere anche piu efficaci e piu

tollerabili, riducendo della meta il rischio relativo di recidiva.

Oltre all’immunoterapia, anche la Target therapy con agenti anti BRAF puo essere utilizzata come

trattamento adiuvante.

1.11.3Radioterapia adiuvante

La radioterapia adiuvante effettuata dopo una linfoadenectomia totale puo aiutare a controllare le
metastasi nel bacino linfonodale in pazienti con melanoma in terzo stadio. Le raccomandazioni si
basano si analisi retrospettive focalizzate sulla probabilita di recidiva linfonodale in funzione di
differenti fattori di rischio (91) (92) (93). Sono stati individuati 3 principali fattori di rischio per

recidiva: la presenza di tre o pit metastasi linfonodali, linfonodi con diffusione extracapsulare o
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linfonodi con diametro maggiore di 3 cm. La radioterapia adiuvante dovrebbe essere presa in
considerazione anche in caso di recidiva linfonodale. Nei pazienti sottoposti a radioterapia
adiuvante si ah un controllo loco-regionale significativamente maggiore ma non si ha alcun

cambiamento sulla sopravvivenza libera da malattia o sulla sopravvivenza globale (94).

1.12 Trattamento delle metastasi satellite o in-transit

In generale le metastasi satellite o in-transit dovrebbero essere escisse chirurgicamente ogni volta
che ci0 sia possibile con intento curativo, ma, se la presenza di lesioni multiple rendono la chirurgia
un approccio irragionevole, dovrebbero essere prese in considerazione altre opzioni di trattamento.
Nella malattia localmente limitata, la radioterapia potrebbe essere una buona opzione, specialmente
con metastasi piccole multiple (95). L’applicazione aggiuntiva di ipertermia puo incrementare il
tasso di risposta completa (96). Metastasi piccole e superficiale rispondono molto bene alla
interleuchina-2 intralesionale. Per metastasi piu grandi iniezioni intralesionali con il virus oncolitico
Talimogene Laherparepvec (T-VEC) o I’elettrochemioterapia (ECT) sono opzioni terapeutiche da
prendere in considerazione. Se il trattamento locale non porta al controllo locale, 1 pazienti che
presentano malattia diffusa alle estremita possono beneficiare di una chemioterapia applicata
localmente con perfusione isolata degli arti. Tutte le opzioni di trattamento sistemico sono anche

disponibili per la malattia non resecabile di III stadio.

1.12.1Interleuchina-2 Intralesionale

E un approccio molto efficace specialmente per le metastasi piccole e superficiali, con un tasso di
risposta maggiore dell’80% se applicato 2/3 volte a settimana per varie settimane. In un’analisi
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retrospettiva sono stati notati tempi di sopravvivenza inaspettatamente lunghi e una buona risposta a
chemioterapie successive, suggerendo che a questa somministrazione intralesionale si possa
accompagnare un effetto sistemico (97). Il trattamento ¢ ben tollerato con lievi effetti collaterali

come dolore locale, gonfiore e leggeri sintomi influenzali.

1.12.2 Talimogene Laherparepvec (T-VEC)

L’applicazione intralesionale di virus oncolitici ¢ una nuova opzione terapeutica per pazienti con
malattia non resecabile in III stadio o Stadio IV M1a. T-VEC ¢ un herpes virus (di tipo 1)
transgenico che ¢ selettivamente replicato in tumore e produce il fattore stimolante colonie di
granulociti-macrofagi (GM-CSF) che aumenta la risposta immune localmente e potenzialmente

anche a distanza (98). Questo trattamento ¢ relativamente ben tollerato con astenia e febbre.

1.12.3 Elettrochemioterapia (ECT)

Rappresenta un’opzione terapeutica efficacie e tollerabile per pazienti con metastasi in-transit ma ha
bisogno di speciali equipaggiamenti tecnici. ECT € una combinazione di una chemioterapia locale o
sistemica (generalmente bleomicina o cisplatino) con impulsi elettrici applicati intralesionalmente.
Questi portano ad una contrazione muscolare dolorosa, percio la procedura deve essere svolta in
anestesia generale o anestesia locale con sedazione ed ¢ generalmente effettuata in sala operatoria.
Teoricamente, gli impulsi elettrici aumentano la permeabilita delle membrane delle cellule tumorali
(elettroporazione) e le rende percio sensibili al chemioterapico. Nonostante I’iniezione
intralesionale si sia rilevata associata ad un maggior tasso di risposta in confronto con la chemio

sistemica, per ragioni pratiche la chemio sistemica ¢ preferita nella pratica clinica di routine (99).
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1.12.4Perfusione isolata degli arti (ILP)

La perfusione isolata degli arti puo essere presa in considerazione per il controllo della malattia loco
regionale limitata ad un arto. E una forma di chemioterapia regionale che porta maggiori dosi di
agenti chemioterapici nell’arto affetto con minore tossicita sistemica. La tecnica consiste nel
perfondere una estremita isolata in condizioni di ipertermia con agenti citotossici, in genere
melfalan. ILP con melfalan ¢ una forma efficace di terapia regionale con una risposta regionale
parziale o completa fino all’80% dei casi (100). Il vantaggio ¢ mirato al controllo loco regionale e
non alla sopravvivenza globale. ILP puo essere associato a serie morbosita locali, incluso un
significativo danno tissutale o una sindrome compartimentale. I criteri di esclusione sono 1’eta
avanzata e la presenza di comorbidita mediche serie. L’infusione isolata degli arti (ILI) ¢ una
tecnica piu semplice € meno invasiva. Alcuni studi dimostrano che ILI con melfalan o actinomicina
D hanno efficacia comparabile a quella di ILP con melfalan (101). ILI puo essere presa in

considerazione in quei pazienti che non possono essere sottoposti a ILP.

1.13 Trattamento della malattia metastatica non operabile

Fino a pochi anni fa il trattamento del melanoma al IV stadio era solo palliativo con I’intento di
aumentare potenzialmente la sopravvivenza e la palliazione dei sintomi. Recentemente ¢ stato
raggiunto un progresso significativo e sono disponibili modalita di trattamento che migliorano
sostanzialmente la sopravvivenza dei pazienti, con la possibilita di ottenere un controllo a lungo

termine del tumore (57) (58) (102).
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1.13.1Chirurgia e radioterapia

Anche se la diffusione ematica dovrebbe portare la malattia ad essere classificata come non
resecabile, I’escissione chirurgica di metastasi viscerali isolate (metastasectomia) puo essere presa
in considerazione portando, in alcuni pazienti, a lunghi intervalli liberi da malattia. Inoltre, la
chirurgia puo avere intento palliativo, per esempio per trattare metastasi cerebrali isolate o alleviare
I’ostruzione dovuta a metastasi gastrointestinali. L’escissione chirurgica di cute/sottocute o di
metastasi linfonodali distali puo portare ad un miglior controllo loco-regionale ed a una minor
morbidita (103). La radioterapia rappresenta un’opzione utilizzata preferibilmente per trattare
metastasi cerebrali attraverso o radioterapia panencefalica (in paziente con piu di 4 lesioni
encefaliche) o con radioterapia stereotassica (se il paziente presenta meno di 4 lesioni encefaliche).
La radioterapia palliativa puo essere indicata anche per metastasi ossee dolorose o che portano a

compressione del midollo spinale.

1.13.2Immunoterapie

I tumori possono essere controllati dal sistema immunitario. Questo ¢ dovuto al rilascio di antigeni
da parte delle cellule tumorali morte e alla presentazione di questi antigeni da parte delle cellule
dendritiche. Queste innescano e attivano le cellule T nei linfonodi che poi raggiungono ed
infiltrano il tumore tramite la circolazione sanguigna. Infine, il riconoscimento delle cellule
tumorali da parte di queste cellule T porta all’uccisione delle cellule tumorali e alla eliminazione del
cancro (104). Un fenomeno gia visto nei melanomi primari ¢ la regressione, ma questa puod essere
presente anche a livello delle metastasi ed ¢ generalmente associata ad un outcome favorevole
(105). Si pensa che I’efficienza della risposta immune e la presenza di linfociti infiltranti il tumore
siano correlati con la sopravvivenza del paziente (106) (51). In piu € noto che i pazienti

immunodepressi, per esempio 1 pazienti trapiantati, presentano un rischio maggiore di sviluppare il
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melanoma e mostrano un decorso clinico piu aggressivo della malattia (107). Quindi trattamenti che
stimolano la risposta immune hanno la potenzialita di combattere efficacemente il cancro. Il punto
di svolta per I’'immunoterapia nel trattamento del cancro si € avuto con la scoperta che la risposta
immune delle cellule T ¢ controllata da interruttori on e off, i cosiddetti checkpoint immunologici,

che proteggono il corpo da risposte immuni possibilmente dannose.

1.13.2.1 Blocco dei checkpoint immunologici

L’attivazione delle cellule T ¢ dovuta a 2 segnali stimolatori trasmessi attraverso diversi recettori di
superficie: uno ¢ il T-cell receptor (TCR) che riconosce gli antigeni associati alle molecole
presentanti I’antigene (MHC), il secondo ¢ il legame con una molecola costimolatoria come CD28,
CD27, GITR, OX40 o ICOS. All’attivazione, le cellule T esprimono recettori inibitori come CTLA-
4, PD-1, TIM-3, e LAG-3, i cosiddetti checkpoint immunologici, che portano a inibizione della
risposta delle cellule T e anergia. L ’ipilimumab ¢ un anticorpo monoclonale IgG1 umanizzato che
lega CTLA-4 e blocca I’inibizione della risposta delle cellule T. L’ipilimumab ¢ stato il primo
farmaco a dimostrare un miglioramento significativo nella sopravvivenza globale in pazienti con
melanoma in IV stadio nonostante un tasso di risposta di solo il 10% (102) (108). Questi risultati
sono stati migliorati con 1’utilizzo di anticorpi bloccanti contro PD-1 nivolumab e pembrolizumab.
PD-1 sulla superficie delle cellule T attivate lega PD-L1 e PD-L2 che sono espresse nei tessuti
periferici e in differenti tipi di cancro, incluso il melanoma. Il pathway PD-1/PD-L1 gioca un ruolo
critico nel meccanismo di fuga del tumore dal sistema immunitario in quanto il suo legame porta
una diminuzione delle cellule T infiltranti il tumore. I1 blocco di PD-1 nel melanoma porta ad una
riduzione significativa del tumore nel 30-40% dei pazienti e prolunga la sopravvivenza libera da
malattia e la sopravvivenza globale (58) (109). I pazienti con espressione tumorale di PD-L di

almeno il 5% potrebbero avere una migliore risposta al trattamento che va dal 46% per pazienti PD-
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L1 positivi al 27% in pazienti PD-L1 negativi (110). La sopravvivenza a 2 anni varia dal 57.2% nei
pazienti PD-L1 positivi al 32.6% nei pazienti PD-L1 negativi (111). Quindi pazienti PD-L1 negativi
rispondono comunque al trattamento. Questo potrebbe essere dovuto al fatto che 1’espressione di
PD-L1 ¢ focale e dinamica ed errori di campionamento nelle biopsie di piccole dimensioni
potrebbero dare falsi negativi. Nei pazienti con melanoma non ¢ necessario testare 1’espressione di
PD-L1 per somministrare anti-PD-1. La somministrazione combinata di ipilimumab e nivolumab
porta ad una risposta notevole nel melanoma. I tassi di risposta arrivano 58%, con una
sopravvivenza media libera da malattia di 11.5 mesi nei pazienti trattati con la terapia in
combinazione rispetto ad un tasso di risposta del 19% e ad una sopravvivenza media libera da
malattia di 2.9 mesi osservati con la monoterapia con ipilimumab (112). Inoltre, le risposte alla
immunoterapia combinata sembrano essere piu veloci. Il beneficio principale per i pazienti trattati
con immunoterapia ¢ la durata della risposta ottenuta. La percentuale di pazienti in cui il tumore
regredisce dopo terapia con anti-CTLA-4 e anti-PD-1 ¢ comparabile ai tassi di risposta dopo target
therapy, pero la durata delle risposte indotte dall’immunoterapia (piu di 10 anni in alcuni casi
trattati con bloccanti dei checkpoint e piu di 20 anni in alcuni pazienti dopo il-2) appare essere
superiore alla risposta dopo target therapy ¢ suggerisce la guarigione di molti di questi pazienti.
Sfortunatamente nel trattamento del melanoma oculare metastatizzato I’immunoterapia ha avuto un
successo limitato, con nessuna risposta e sopravvivenza globale di 6.8 mesi (113). Gli effetti
collaterali di questi trattamenti possono essere severi e pericolosi per la vita del paziente.
Consistono principalmente in effetti autoimmuni, i cosiddetti eventi avversi immuno-correlati
contro differenti organi secondari alla stimolazione immunitaria. I piu frequenti effetti collaterali
colpiscono la pelle, il fegato, il tratto gastrointestinale e il sistema endocrino (ipofisi, tiroide). La
dermatite ¢ tipicamente di grado blando (114). Eventi avversi immuno-correlati che colpiscono altri
organi, come la colite, possono essere severi e richiedono un trattamento immunosoppressivo ad
alte dosi per prevenire complicazioni come la perforazione intestinale. Anche se la caratteristica

degli effetti collaterale ¢ la stessa per gli anti CTLA-4 e anti PD-1 o per la combinazione dei due,
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quello che cambia ¢ la frequenza. Effetti avversi severi si evidenziano nel 16% dei pazienti trattati
con nivolumab, nel 27% di quelli trattati con ipilimumab e nel 55% in quelli con terapia combinata.
Inoltre, 1 pazienti trattati con terapia combinata tendono ad avere diversi organi colpiti. Gli effetti
collaterali devono essere trattati tempestivamente, scegliendo il tipo di terapia immunosoppressiva
in base alla severita dei sintomi. Il trattamento della tossicita farmaco indotta con agenti
immunosoppressivi non sembra interferire con 1’attivita antitumorale. Ci potrebbe essere un legame
tra numero e severita degli effetti collaterali e un migliorato outcome clinico (115) (116) (117).
L’uso di anticorpi anti-checkpoint delle cellule T per il trattamento del melanoma metastatico ¢
diventata pratica comune ma c’¢ controversia su quali pazienti hanno bisogno di terapia combinata,
se 1 biomarker possono essere utilizzati per selezionare quei pazienti che possono beneficiare di
monoterapia anti-PD-1 e sulla miglior sequenza di target therapy e immunoterapia in pazienti con

mutazioni BRAF.

1.13.2.2 Interleuchina 2 ad alte dosi

Il trattamento con interleuchina 2 (o aldesleukin) ad alta dose, che richiede ospedalizzazione in
terapia intensiva, ¢ somministrata in bolo endovena attraverso cicli di 1 settimana in centri con
esperienza nella gestione di tossicita derivata da IL-2. Il trattamento ¢ continuato fino a ottenere il
massimo beneficio, generalmente 4-6 cicli distribuiti su 4-6 mesi per permetter il recupero dalla
tossicita tra 1 cicli. La sopravvivenza libera da malattia a lungo termine ¢ osservata nel 5% dei
pazienti trattati (118). E associato a tossicita significativa con un notevole aumento della
permeabilita capillare che pone il paziente a rischio di edema polmonare, insufficienza renale,
ipotensione e disfunzioni cardiache. Il trattamento con IL-2 non ¢ autorizzato in Europa a causa dei

gravi effetti collaterali associati ad una non elevata attivita complessiva del farmaco.
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1.13.3 Target therapy

Il melanoma ¢ caratterizzato da alta instabilita genetica che porta ad un alto tasso di mutazioni ed
eterogeneita molecolare attribuiti agli effetti mutageni delle radiazioni UV. Le mutazioni puntiformi
di BRAF sono molto frequenti nel melanoma, in particolare la sostituzione di valina con acido
glutammico al codone 600 (V600E) che attiva costantemente il pathway delle MAPK (119). Le
mutazioni di BRAF e NRAS si trovano nei due terzi dei melanomi, altre mutazioni sono
amplificazioni di AKT3 o perdita di PTEN, che portano all’attivazione del pathway della PI3K.
Inoltre, questi pathways possono essere iperattivati dalla sovraespressione o mutazione di recettori

per fattori di crescita come c-Kit, Met e EGF-R o mutazione inattivante di NF1 (120).

1.13.3.1 Inibitori di BRAF/MEK

La mutazione BRAF V600 ¢ piu comune nei melanomi insorti su cute fotoesposta ed ¢ presente in
circa la meta dei melanomi (121). Il primo inibitore di BRAF utilizzato ¢ stato sorafenib che € un
inibitore aspecifico di RAF da assumere oralmente che inibisce B-raf e C-Raf oltre ad altre chinasi.
Sorafenib ha dimostrato una ridotta attivita nei pazienti con malattia non resecabile di III stadio o
IV stadio (120) (122). 1l beneficio clinico ¢ stato diverso con lo sviluppo di inibitori selettivi di
BRAF come vemurafenib e dabrafenib. Circa la meta dei pazienti con melanoma che presenta
mutazione di BRAF V600 risponde e quelli che lo fanno hanno un a risposta incredibilmente veloce
(123) (124). 1l trattamento allunga sia la sopravvivenza libera da malattia da 7 a 8 mesi che la
sopravvivenza globale da 16 a 18mesi (57) (125). Poiché 1 pazienti tendo a rispondere velocemente,
questi agenti possono portare beneficio specialmente a quei pazienti con alta carica tumorale e

possono fornire sollievo dai sintomi del tumore. Sfortunatamente la maggior parte dei pazienti
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sviluppa resistenza alla terapia (126). Attraverso 1’analisi genetica delle metastasi resistenti alla
terapia, sono stati rilevate diverse mutazioni genetiche che attivano la via delle MAPK bypassando
BRAF. Queste includono mutazioni somatiche di NRAS, amplificazioni di BRAF e mutazioni in
MAP2K1/K2, MITF e NF1. Ulteriori alterazioni con una relazione meno chiara con la resistenza
sono state osservate nel pathway di PI3K incluso PIK3CA/R1, PTEN e HOXD8 o RACI. La
riattivazione di MAPK ¢ il piu frequente meccanismo di resistenza terapeutica acquisita, percio gli
inibitori di BRAF sono stati combinati con inibitori di MEK come trametinib e cobimetinib. La
terapia di combinazione porta ad un tasso di risposta maggiore, fino al 70%, con una sopravvivenza
libera da malattia media di 10-11 mesi e una sopravvivenza globale media di 2 anni. Quindi il
trattamento combinato con inibitori di BRAF e MEK rappresenta lo standard di cura nei pazienti
con melanoma con mutazioni BRAF in aggiunta alle opzioni immunoterapiche. I pazienti che
sviluppano resistenza agli inibitori di BRAF e MEK sono candidati a immunoterapia o a trial
clinici. Il trattamento ¢ in genere ben tollerato con astenia, nausea, diarrea, artralgia ed effetti
collaterali cutanei che includono esantemi, ipercheratosi, lesioni verrucose, neoplasie secondarie
(carcinoma cutaneo a cellule squamose e anche melanoma) (57). Le lesioni squamose si spiegano
con I’attivazione paradossa di MAPK durante il trattamento con BRAF inibitori nei cheratinociti
con BRAF wild-type. Nella maggior parte delle lesioni si puo trovare una mutazione di RAS (127)
(128). Queste lesioni sono meno frequenti nella terapia combinata con BRAF e MEK inibitori.
Alcuni effetti collaterali sono specifici per alcuni farmaci, come la fotosensibilita per vemurafenib e
la febbre per dabrafenib. I MEK inibitori possono peggiorare una preesistente insufficienza cardiaca
e portare a effetti collaterali oculari come occlusioni della vena retinica e retinopatie. Quindi i

pazienti in terapia devono essere sottoposti a sorveglianza cardiologica e oftalmologica.
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1.13.3.2 Inibitori di ¢-KIT

I melanomi che insorgono a livello acrale e mucoso sono geneticamente differenti dagli altri
melanomi (63). La maggior parte di questi melanomi non presenta mutazioni di BRAF, ma un
sottogruppo ha mutazioni attivanti o amplificazioni del recettore per la tirosinchinasi KIT. Studi
recenti con inibitori delle tirosinchinasi (imatinib) hanno dimostrato una significativa risposta in
pazienti con melanoma metastatico con mutazioni attivanti di ¢c-KIT (129) (130). Il tasso di risposta
nei pazienti che presentano melanoma con mutazione di c-KIT e trattati con imatinib ¢ del 20-30%

(131) (132).

1.13.4Chemioterapia

L’agente alchilante dacarbazina ¢ 1’'unico chemioterapico approvato per il melanoma metastatico e
generalmente ¢ molto ben tollerato. I tassi di risposta pero sono solo il 10% circa con una durata di
risposta media che va dai 4 ai 6 mesi (133). Gli effetti collaterali principali sono nausea e vomito
che possono essere controllati con farmaci antiemetici. Temozolomide ¢ un agente alchilante con gli
stessi metaboliti attivi di dacarbazina ma puo essere assunto per os e presenta la stessa efficacia
(134). Le chemioterapie combinate come carboplatino con paclitaxel potrebbero avere migliori tassi
di risposta ma non hanno benefici sulla sopravvivenza in confronto con la monoterapia e in genere
presentano tossicita piu elevata (120) (135). Con I’approvazione dei bloccanti dei checkpoint
immunologici e degli inibitori di BRAF e MEK 1’uso dei chemioterapici ¢ svanito. Nessun regime
chemioterapico ha mai dimostrato un miglioramento della sopravvivenza nei pazienti con
melanoma metastatico. L’avanzamento della immunoterapia e della target therapy hanno relegato la

chemioterapia alla palliazione dei sintomi.
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1.14 Trattamento del melanoma primitivo delle mucose

Il trattamento chirurgico rappresenta la prima opzione terapeutica nella malattia locoregionale
attraverso un’ampia escissione e una linfoadenectomia in caso di metastasi linfonodali
locoregionali. Come terapia adiuvante postoperatoria puod essere proposta la radioterapia, soprattutto
a livello dei distretti di testa-collo e del tratto ano rettale, che porta ad un miglior controllo locale
ma non influisce sulla sopravvivenza del paziente. Nella malattia metastatica si utilizzano
immunoterapia con ipilimumab o con un anticorpo anti PD-1 oppure target therapy, scegliendo il

farmaco in base alle mutazioni genetiche riscontrate nel campione bioptico.

1.15 Trattamento del melanoma uveale

Per il tumore di piccole dimensioni (con spessore di 1-2.5mm e larghezza della base di impianto
minore di Smm) in soggetti asintomatici ed anziani ¢ possibile adottare una strategia di attesa e
seguire il paziente in modo costante con esame OCT associato ad ultrasonografia ogni 3 mesi. Se la

lesione tende a crescere rapidamente o si ha la comparsa di segni/sintomi ¢ indicata la radioterapia.

Per il tumore di medie dimensioni (con spessore 2.5-10mm e larghezza alla base di impianto di 5-
16mm) ¢ indicata la brachiterapia con placche episclerali o la radioterapia con protoni accelerati
(155) (156). Cio permette di ottenere un aumento della sopravvivenza a 5 anni ma anche di

conservare una discreta capacita visiva rispetto alla enucleazione.

Per il tumore di grandi dimensioni (con spessore maggiore di 10mm e larghezza della base di

impianto maggiore di 16mm) si utilizza o I’enucleazione o la radioterapia con protoni.
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Il melanoma uveale tende a metastatizzare per via ematogena prevalentemente a livello epatico, ma
anche a livello polmonare, gastroenterico, osseo ovarico e renale. Rara ¢ la metastatizzazione a
livello linfonodale a causa dell’assenza di vasi linfatici nel globo oculare. Nel trattamento della

malattia metastatica si utilizzano o chemioterapia con fotemustina o immunoterapia.

1.16 Trattamento delle recidive

In caso di recidiva locale su cicatrice si deve innanzitutto procedere con un esame citologico della
lesione con ago sottile (FNAB) e ad una ristadiazione del paziente. Poi si procede con I’exeresi
della lesione mantenendo un margine libero di 2cm. Il paziente cosi trattato puo essere candidato a
prendere parte a trial clinico o essere sottoposto a terapie adiuvanti (target therapy, immunoterapia)

e dovra essere effettuato un follow-up come se fosse un paziente in III stadio.

Se il paziente presenta recidive satellitari o in-transit, queste devono essere asportate ogniqualvolta
sia possibile. In caso contrario si utilizzano terapie locoregionali (perfusione isolata degli arti,
radioterapia, elettrochemioterapia) e/o sistemiche (trial clinici, immunoterapia, target therapy,

chemioterapia).

Nei pazienti con recidive linfonodali si tende ad eseguire una exeresi chirurgica. Se la chirurgia non
¢ un’opzione percorribile vengono anche utilizzate anche in questo caso terapie locoregionali
(elettrochemioterapia, radioterapia) e/o sistemiche (trial clinici, target therapy, immunoterapia,

chemioterapia).
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1.17 Algoritmo terapeutico

- pTis e pTla con NO clinico — si esegue un amplia escissione chirurgica si inserisce il
paziente in un programma di follow-up. Se la lesione presenta piu del 75% di regressione, si

effettua anche una biopsia del linfonodo sentinella.

- >pT1b con NO clinico — si esegue un amplia escissione chirurgica e si effettua la biopsia
del linfonodo sentinella. In caso di linfonodo sentinella negativo si inserisce il paziente in un
programma di follow-up oppure puo essere discusso il suo inserimento in trial clinici o ’inizio di
una terapia con IFNa (per stadio 2B o0 2C e T ulcerato). Se si ha una positivita alla biopsia del
linfonodo sentinella, il paziente entra automaticamente in stadio III e il trattamento verra scelto in

base alla presenza o meno di metastasi clinicamente evidenti.

- Stadio III con N+ clinicamente evidente (operabile) — si esegue amplia escissione della
lesione primaria e dissezione linfonodale completa. In caso di metastasi in transit, si esegue
un’exeresi completa associata 0 meno a biopsia del linfonodo sentinella e a dissezione linfonodale
completa. Il paziente puo essere poi inserito in trial clinici o essere sottoposto a terapia con
dabrafenib in associazione con trametinib (per 1 melanomi con mutazione BRAF) o a terapia con
anti PD-1 (per i melanomi con BRAF mutato o wild-type). Infine, il paziente viene inserito in un

programma di follow-up.

- Stadio III (inoperabile) e IV — nella malattia in IV stadio operabile si effettua un’exeresi
chirurgica. Vengono trattate anche le metastasi in transit con elettrochemioterapia o perfusione
isolata dell’arto o radioterapia o con terapia sistemica. Successivamente si valuta la presenza di
mutazioni genetiche. In caso di BRAF wild-type la prima linea di trattamento consiste nell’inserire
il paziente in trial clinici o nel somministrare anti PD-1. La seconda linea di trattamento consiste
nell’utilizzo di ipilimumab o chemioterapia o KIT inibitore (se la lesione presenta mutazione di c-
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KIT). In caso la lesione presenti una mutazione di BRAF la prima linea di trattamento ¢

rappresentata dall’utilizzo combinato di inibitori di BRAF e MEK, oppure dall’utilizzo di anti PD-1
o nell’inserimento del paziente in trial clinici. La seconda linea di trattamento consiste di anti PD-1
o terapia combinata con inibitori di BRAF ¢ MEK. Infine, linee successive includono ipilimumab o

chemioterapia.

1.18 Follow-up

I pazienti con melanoma sono a rischio di recidiva locale, regionale e a distanza e il livello di
rischio dipende dallo stadio iniziale alla diagnosi. Le visite di controllo rappresentano un’occasione
per ricordare al paziente come eseguire un’autovalutazione mensile della pelle e dei linfonodi, per
affrontare qualunque problematica di stress psico-emozionale e per educare il paziente alla
prevenzione. Nei pazienti con altri fattori di rischio come una storia familiare positiva, la presenza
di numerosi nevi o una difficolta nell’autoesame cutaneo, potrebbero essere necessari dei follow-up
piu frequenti. Una consulenza genetica si rende necessaria in caso di forte storia familiare di
melanoma o cancro pancreatico. La visita di controllo deve includere una completa esplorazione
cutanea per cercare altre lesioni primarie, metastasi cutanee/subcutanee specialmente nella regione
di distribuzione del tumore primario, la palpazione dei linfonodi accompagnata ad ecografia

linfonodale e un’accurata anamnesi.

Melanoma in situ — si effettua un controllo annuale o semestrale in caso il paziente presenti

numerosi nevi melanociti comuni o atipici.

Melanoma in stadio IA — si effettua un controllo clinico ogni 6-12 mesi per i primi 5 anni,

successivamente si continua con una visita all’anno. In caso di necessita durante 1 primi 5 anni ¢
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possibile sottoporre il paziente ad ecografia delle stazioni linfonodali e dell’area pericicatriziale

relative alla lesione primitiva.

Melanoma in stadio IB-IIA — si effettua un controllo semestrale nei primi cinque anni e poi si
continua con un controllo annuale. Nei primi cinque anni si effettua anche una ecografia addome

annuale ed un esame ultrasonografico linfonodale e pericicatriziale semestrale.

Melanoma in stadio IIB — si effettua un controllo semestrale nei primi cinque anni € poi si
continua con un controllo annuale. Durante i primi cinque anni il paziente viene sottoposto ad una
TAC torace ogni anno e ad un esame ecografico di addome, area pericicatriziale e stazioni

linfonodali relative alla lesione primitiva ogni sei mesi.

Melanoma in stadio IIC-III — si effettua un controllo ogni 3-4 mesi durante 1 primi due anni, poi
semestralmente fino al quinto anno e successivamente la periodicita dei controlli ¢ annuale. I
paziente viene sottoposto ad una TAC o PET/TAC ogni 6-12 mesi durante i primi tre anni, poi
annualmente fino al quinto anno. Durante 1 primi cinque anni il paziente viene sottoposto durante
ogni controllo clinico anche ad ecografia delle stazioni linfonodale e dell’area pericicatriziale
relative alla lesione primitiva ed eventualmente anche a ecografia epatica (se il paziente esegue una

PET/TAC).

Melanoma in stadio III inoperabile o IV — si effettua un controllo ogni 3 mesi nei primi 2 anni, poi
ogni 6 mesi fino al quinto anno e successivamente si procede con controlli annuali. Il paziente viene

inoltre sottoposto a TAC total body o PET/TAC ogni 3-6 mesi.

Melanoma uveale — si effettua un controllo oculistico con monitoraggio ecografico della lesione il
mese successivo al trattamento e poi ogni sei mesi per 1 primi sei anni, successivamente il controllo
¢ su base annuale. Durante 1 primi dieci anni si eseguono anche un’ecografia epatica semestrale ed
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una TAC annuale. La frequenza della TAC ¢ in caso di melanoma oculare in stadio IV ¢ trimestrale

nei primi due anni, poi semestrale fino al quinto anno ed infine annuale fino al decimo anno.

PARTE 2: STUDIO

2.1 Introduzione

Il melanoma primitivo della cavita orale (POM) ¢ una malattia rara, rappresentando circa lo 0.5%
delle neoplasie orali e lo 0.01% di tutte le biopsie orali che vengono effettuate (157) (158). Si
ritiene che la sua incidenza sia rimasta stabile nel tempo, al contrario di quella del melanoma
cutaneo che ¢ cresciuta rapidamente negli ultimi decenni. Il POM ¢ una neoplasia tipica dell’eta
adulta, quinta decade, raramente presente al di sotto dei 20 anni e predilige il sesso maschile (159).
Interessa maggiormente il palato duro e 1’alveolo mascellare (157) ed ¢ piu frequente in Giappone e
in alcune regioni africane (es. Uganda) rispetto ai paesi occidentali (160) (161). In contrasto con 1
ben definiti fattori eziologici che contribuiscono allo sviluppo del melanoma cutaneo, I’ezio-
patogenesi del POM & scarsamente compresa. E ben documentata la migrazione dei melanociti alla
mucosa endodermica ed ectodermica, ma la funzione di questi melanociti nella mucosa non ¢

ancora stata chiarita. D’altro canto, traumi meccanici, infezioni, fumo alcool e automedicazioni
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sono stati suggeriti come possibili fattori causali (162). E un tumore estremamente aggressivo come
il melanoma cutaneo ma, sfortunatamente, la maggior parte dei pazienti non presenta alcun sintomo
precoce e per questo hanno mediamente uno spessore maggiore alla diagnosi rispetto al melanoma
cutaneo. Inoltre, circa un terzo dei melanomi orali ¢ amelanotico (163). Per questo la maggior parte
dei melanomi della cavita orale sono diagnosticati ad uno stadio avanzato, con spessore di Breslow
maggiore di 4 mm alla diagnosi (164), con una prognosi estremamente scarsa € un tasso di
sopravvivenza a 5 anni tra il 15 e il 20% (157). Lo sviluppo di molti tumori sono mediate dalla
proliferazione di nuovi vasi che permettono lo scambio di nutrienti, ossigeno e prodotti di scarto
(165) (166). La valutazione della densita microvascolare (MVD), rilevata dall’anticorpo contro
CD34, ¢ usata frequentemente per quantificare 1’angiogenesi ed ¢ correlata con un outcome
peggiore in diversi tumori come il cancro al seno (167), il carcinoma polmonare non a piccole

cellule (168) e il melanoma (169).

CD34 ¢ una glicoproteina transmembrana di 115-kDa che ¢ espressa sulle cellule progenitrici
ematopoietiche umane e sull’endotelio dei piccoli vasi di numerosi tessuti (170), tuttavia si sa poco
sulla sua esatta funzione. Tutti 1 set di anticorpi monoclonali contro il CD34 reagiscono con
l'endotelio delle arterie e delle venule ed ¢ stato riscontrato che si colorano piu intensamente con
I'endotelio capillare (171). Per questi motivi il CD34 ¢ stato precedentemente utilizzato per la

rilevazione della proliferazione di piccoli vasi che rappresentano 1'angiogenesi (172) (173).

Molti fattori angiogenici sono espressi in vivo dalle cellule del melanoma (174) (175) incluso il
fattore di permeabilita vascolare o VEGF. Esso ¢ ritenuto uno dei piu potenti stimolatori
dell’attivazione e della proliferazione endoteliale ed esercita numerose azioni biologiche importanti
sulle cellule endoteliali (176) (177). Incrementa la permeabilita dell’endotelio alle macromolecole

circolanti (176) e agisce anche come mitogeno selettivo delle cellule endoteliali (178) (179).
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HIF-1 ¢ un eterodimero composto da un’unita o ¢ da un’unita B: I’espressione di HIF-1 a ¢ correlata
con lo stato di ossigenazione cellulare, quella di HIF-1 B3 ¢ costitutivamente presente
indipendentemente dall’ipossia cellulare (180). HIF-1a ¢ considerato il principale fattore transattivo

nel controllo del tasso di trascrizione del gene VEGF (181) (182).

La natura del pattern di crescita invasivo e della risposta angiogenica influenzano entrambe la

capacita metastatica di un tumore.

Lo scopo del presente studio era quello di approfondire il ruolo dell'angiogenesi e dell'ipossia nel
melanoma, studiando 1'espressione immunoistochimica di VEGF, CD34 e HIF-1, esplorando le
somiglianze e le differenze tra la localizzazione cutanea e mucosa del tumore poiché esistono prove

di un comportamento pit anomalo e imprevedibile del POM rispetto al melanoma cutaneo.

2.2  Materiali e metodi

2.2.1 Campioni di tessuto

I quarantasei melanomi primari maligni (sedici melanomi mucosi umani e trenta melanomi cutanei
umani) inclusi in questo studio sono stati ottenuti dagli archivi della Sezione di Anatomia del

Dipartimento di Neuroscienze dell'Universita Politecnica delle Marche.

Sono state valutate le caratteristiche cliniche dei pazienti, come sesso, eta, sede e dimensione della

neoplasia, e ’outcome finale degli stessi.
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La diagnosi di melanoma primitivo della mucosa orale si ¢ basata sull’esame istologico delle lesioni
e sulle informazioni cliniche disponibili, che escludevano una storia di melanoma in un altro sito o
un’evidenza di melanoma metastatico da un sito extramucoso. E stata riesaminata 1’istopatologia di
tutti i casi. Le diagnosi sono state effettuate su sezioni colorate con ematossilina ed eosina, ma in
tutti i casi sono state eseguite anche la colorazione di Fontana-Masson e la colorazione
immunoistochimica con anticorpi S-100, Melan A e HMB-45. Le diagnosi erano basate sui criteri
usuali (184). Lo spessore del tumore ¢ stato misurato da due ricercatori dell’anatomia patologica
(CR, GG) con un micrometro oculare dallo strato piu superficiale della mucosa o della cute, alla

componente piu profonda del melanoma invasivo (quando la superficie era intatta).

2.2.2 Immunoistochimica

Con un microtomo sono state ottenute sezioni istologiche dello spessore convenzionale di 6 um dai
blocchi selezionati (Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA). Le sezioni sono state quindi
deparaffinate e reidratate in un gradiente di etanolo e xilene. Il recupero antigenico (TUF solution,
Histo-line Laboratories, Milano, Italy) ¢ stato eseguito a 90 ° C per 10 minuti prima
dell'incubazione con 1 seguenti anticorpi: anti-CD34 murino (clone My10) (diluizione 1:20, BD
Biosciences, San Jose, CA), anti-VEGF-165 murino (clone C-1) (diluizione 1:200, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA), e anti-HIF-1a da coniglio (diluizione 1:100, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA). Gli anticorpi anti-VEGF-165 e anti HIF-1a erano collegati a una
reazione catalizzata dalla fosfatasi alcalina anti-fosfatasi alcalina (APAAP) (Kit Dakocytomation,
Milano, Italy). Per la visualizzazione dell'anticorpo, le sezioni sono state incubate con un substrato
rosso veloce (Dakocytomation, Milano, Italy), che produce un prodotto finale rosso nel sito
dell'antigene bersaglio. Per I’anticorpo anti-CD-34 ¢ stata utilizzata la tecnica streptavidina-biotina-

perossidasi (Envision plus kit, DakoCytomation, Milano, Italy) con 3.3 diaminobenzidina (0.05
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diaminobenzidina in 1 M di tampone Tris, pH 7.6 € 0.01% di perossido di idrogeno) (Sigma-
Aldrich, Milano, Italy) come cromogeno. Le sezioni sono state infine controcolorate con
ematossilina di Mayer. Ogni serie includeva sezioni di controllo negativo appropriate che
omettevano l'anticorpo primario. I controlli positivi per la reazione erano rappresentati da sezioni

incluse in paraffina di carcinomi mammari.

Tutti i conteggi sono stati eseguiti simultaneamente da due ricercatori all’oscuro sull'esito del
paziente (CR e G.L.), utilizzando un microscopio ottico a doppia osservazione. Entrambi dovevano
concordare sul conteggio della positivita a CD34, VEGF e HIF-1a. Le immagini sono state
acquisite con una fotocamera digitale Nikon DS-Vil (Nikon Instruments, Europe BV, Kingston,

Surrey, England).

La densita dei microvasi (MVD) ¢ stata definita contando il numero di piccoli vasi positivi al CD34
nell'area con la piu alta densita microvascolare ("hotspots" vascolari) nel campo microscopico di a
400 x (0,16 mm?2 per campo) ed ¢ stata calcolata la media dei microvasi in cinque campi. Abbiamo
considerato come singolo microvaso numerabile qualsiasi cellula o cluster colorato che era
chiaramente separato dai microvasi adiacenti. MVD ¢ stato espresso come conteggio medio dei vasi
positivi a CD34 per mm?. La reattivita delle cellule endoteliali e dei melanociti per VEGF e HIF-1a
¢ stata contata utilizzando il software di imaging NIS Elements BR 3.22 (Nikon Instruments,
Europe BV, Kingston, Surrey, England) (campo: 0.07 mm2, ingrandimento: x400) in almeno 10
campi/campione e quantificato come percentuale del totale delle celle contate. I campi sono stati

selezionati in modo casuale valutando le aree piu positive, moderatamente € meno positive.

MVD, melanociti e vasi positivi per VEGF e HIF-1a sono stati contati nel fronte invasivo e

all'interno del tumore e le differenze sono state confrontate. Il centro tumorale e il fronte invasivo
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del tumore sono stati valutati separatamente per ciascuna sezione. Il fronte invasivo del tumore era

costituito da una banda di tumore larga 0,100 mm immediatamente adiacente al bordo invasivo.

2.2.3 Analisi statistica

I dati sono stati riassunti per media e intervallo per variabili continue. Le differenze tra i valori medi
in diverse categorie sono state analizzate mediante test t di Student non appaiato e test di Kruskal-
Wallis non parametrico. Tutta 'analisi statistica ¢ stata eseguita dal pacchetto statistico SPSS (SPPS

Inc. Chicago, IL).

2.4 Risultati

2.4.1 Informazioni cliniche

Nel melanoma orale abbiamo trovato una prevalenza nel sesso maschile rispetto a quello femminile
di 2:1, e un intervallo di eta tra 1 42 e 89 anni, con un’etd media di 65.5 anni. Il sito orale piu
frequente era il palato (n= 12, 75%) seguito dalla mucosa labiale (n=3, 18.7%), solo un caso ¢ stato
diagnosticato sulla mucosa buccale/vestibolare. Dei melanomi orali presi in considerazione, 14
erano melanomi invasivi (n=14, 87.5%), e 2 in situ (n=2, 12.5%). Lo spessore tumorale variava dai
2.00 mm ai 10.00 mm (media: 4.7+1.8). 14 POM mostravano un pattern di crescita epitelioide, solo
2 casi mostravano un pattern di crescita a cellule fusate. La dimensione media del tumore era di 0.7

cm (range da 0.5 a 1.5 cm).
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Per quanto riguarda il melanoma cutaneo la distribuzione tra i generi era 1:1, e I’intervallo di eta
andava dai 30 a 82 anni, con un’eta media di 54.8 anni. Il sito cutaneo piu frequente era il dorso (n=
12, 40%) seguito dalle gambe (n=8, 26.6%). Lo spessore tumorale andava dai 1.80 mm ai 10.00
mm (media: 4.1£1.5). Sei casi presentavano spessore di Clark III, 14 casi spessore di Clark IV e 10
casi spessore di Clark V. Tredici melanomi cutanei mostravano un pattern di crescita epitelioide e
17 casi esibivano un pattern di crescita a cellule fusate. La dimensione media del tumore era di 0.6

cm (range da 0.5 a 1.8 cm).

Dei 14 campioni di POM, 2 appartenevano a pazienti ancora in vita con malattia e 3 a pazienti
ancora in vita senza evidenza di malattia, risultando in un tasso di sopravvivenza a 5 anni del

35.7%. In 23 su 30 melanomi cutanei con follow-up > di 5 anni la sopravvivenza globale era del

49%.

2.4.2 Valutazione immunoistochimica

L'esame immunoistochimico ha mostrato che nel POM 1 vasi positivi a CD34 erano per lo piu
concentrati nel fronte invasivo del tumore e meno all'interno del tumore. La MVD media era di
63.72 £15.17 per 1 vasi del fronte invasivo e 42.27 £+ 18.03 per i vasi intratumorali e questa

differenza era statisticamente significativa (p=0.0009).

I vasi del fronte invasivo mostravano un aumento statisticamente significativo dell’espressione di
VEGEF (40.83 = 15.05) e di HIF-1a (24.75 £ 18.46) rispetto ai vasi intratumorali (VEGF 28.33 +
6.15, p=0.014; HIF-1a 11.20 £+ 9.64, p=0.043). Nei nidi tumorali abbiamo osservato un’espressione
simile di VEGF e HIF-1a sui melanociti sia nel fronte invasivo (VEGF 35.0 +£12.25; HIF-1a.20.52

+12.97) che all’interno della lesione (VEGF 37.0 £10.06; HIF-1a 24.01 +13.006).
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Tab.1 Localizzazione immunoistochimica di CD34, VEGF e HIF-1a nel melanoma orale primario.

CD34 VEGF HIF-1a
Vasi Vasi Melanociti Melanociti Vasi Vasi Melanociti Melanociti Vasi Vasi
Intratumor fronte inv intratumor fronte inv intratumor fronte inv intratumor fronte inv intratumor fronte inv
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
42.27£18.03 63.72+15.17 33.75+10.25  35.25+9.57 28.33+6.15 40.83£15.05  18.42+11.35  24.33+12.86  11.20+9.64 24.75+18.46
P=0.0009 P=0.715 P=0.014 P=0.245 P=0.043

Intratumour: Intratumorale; Inv: Invasivo

MVD ¢ stato espresso come conteggio medio dei vasi positivi a CD34 per mm?2.

%: I valori rappresentano la percentuale media di cellule colorate rispetto al totale delle cellule contate.

Le differenze sono state analizzate mediante test di Student t non accoppiati e test di Kruskal-Wallis non parametrico.
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Figura 1
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Fig.1 Espressione immunoistochimica di CD34 (MVD), VEGF e HIF-1a nei POM. | vasi sono contrassegnati dalla lettera V e i
melanociti dalla lettera M. | vasi CD34 positivi sono concentrati principalmente nel fronte invasivo del tumore (a) e meno all'interno
della lesione (b) (ingrandimento originale 200 x), (reazione immunoperossidasi); c) Localizzazione di VEGF: i vasi del fronte invasivo
mostrano una significativa espressione di VEGF rispetto ai vasi intratumorali (d) mentre i nidi tumorali mostrano un'espressione
simile sia nel fronte invasivo (c) che all'interno della lesione (d) (300x); e) Localizzazione di HIF-1a: analogamente al VEGF, i vasi del
fronte invasive mostrano un'espressione pit forte rispetto ai vasi intratumorali (f), i nidi tumorali mostrano un'espressione simile sia
nel margine invasivo (e) (250x) che all'interno della lesione (f) ( 200x), (reazione fosfatasi alcalina anti-fosfatasi alcalina).
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Contrariamente al POM, il melanoma cutaneo non mostrava alcuna differenza significativa
nell’espressione di CD34, VEGF e HIF-1a nei vasi differentemente localizzati. Inoltre, abbiamo
osservato un’espressione di VEGF e HIF-1a simile nei melanociti neoplastici del fronte tumorale o

intralesionali.

Tab.2 Localizzazione immunoistochimica di CD34, VEGF e HIF-1a nel melanoma cutaneo primario.

CD34 VEGF HIF-1a
Vasi Vasi Melanociti Melanociti Vasi Vasi Melanociti Melanociti Vasi Vasi
intratumor fronte inv intratumor fronte inv intratumor fronte inv intratumor fronte inv intratumor fronte inv
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
67.44+13.48 70.10+12.88  37.0+10.06 35.0+12.25 32.60+20.49  28.16+14.77  24.01£13.06  20.52£12.97  2.35+2.86 1.47+1.63
P=0.657 P=10.695 P=0.585 P=0.556 P=0.402

Intratumour: Intratumorale; Inv: Invasivo

MVD ¢ stato espresso come conteggio medio dei vasi positivi a CD34 per mm2.

%: I valori rappresentano la percentuale media di cellule colorate rispetto al totale delle cellule contate.

I valori sono medie + deviazione standard (M + SD).

Le differenze sono state analizzate mediante test di Student t non accoppiati e test di Kruskal-Wallis non parametrico.
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Figura 2
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Fig.2 Espressione immunoistochimica di CD34 (MVD), VEGF e HIF-1a nei melanomi cutanei. | vasi sono contrassegnati dalla lettera V
e i melanociti dalla lettera M. a) i vasi CD34 positivi sono ugualmente concentrati sia nel fronte invasivo (a) che all'interno della
lesione (b) (ingrandimento originale 200 x), (reazione immunoperossidasi); Localizzazione di VEGF: i vasi e i melanociti neoplastici
mostrano espressione simile sia nel fronte invasivo (c) che all'interno del tumore (d) (200x); L'espressione di HIF-1a é simile sia nel
fronte invasivo (e) che all'interno del tumore (f) (200x), (reazione fosfatasi alcalina anti-fosfatasi alcalina).
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2.3 Discussione

L’angiogenesi ¢ un processo essenziale nella progressione del tumore maligno ed ¢ correlata alla
sua aggressivita. Il POM differisce dalla sua controparte cutanea per un diverso comportamento
biologico e in particolare per la sua scarsa prognosi, giustificando la necessita di indagare
maggiormente i meccanismi che contribuiscono all” invasivita delle cellule melanomatose. A questo
riguardo uno dei risultati piu importanti di questo studio ¢ la differente espressione regionale di tutti
1 marker angiogenici e di ipossia nel POM con un aumento dell’espressione nel margine invasivo
rispetto al compartimento intratumorale. Infatti, abbiamo riscontrato una ipovascolarita all’interno
del POM, mentre nei margini invasivi, dove le cellule tumorali continuavano ad invadere il tessuto
dermico, era presente una robusta risposta angiogenica. Al contrario, I’analisi della densita
vascolare nel melanoma cutaneo non ha mostrato alcuna differenza tra il centro e i margini invasivi
del tumore. Questi risultati sembrano non supportare precedenti studi (185) in cui ¢ stato suggerito
che i cambiamenti nella vascolarizzazione dipendano dalla natura del tumore in questione. Noi
pensiamo che tale differenza possa anche dipendere dalla localizzazione, come osservato in un altro
studio sul cancro colorettale (186). Il tumore potrebbe emergere dal suo stato dormiente inducendo
la crescita di nuovi vasi sanguigni e questa sorta di angiogenesi sembrerebbe essere direttamente
proporzionale alla malignita del tumore (187). E stato suggerito che molti tumori cooptino
rapidamente i vasi dell’ospite preesistenti per creare una massa tumorale iniziale ben vascolarizzata,
mentre 1 vasi localizzati centralmente sono di nuova formazione per angiogenesi indotta dal tumore
(185) (188). Inoltre, le cellule di melanoma hanno dimostrato di essere in grado di adoperare una
sorta di “vasculogenic mimicry” essendo in grado di generare strutture capillaro-simili senza il
coinvolgimento di cellule endoteliali pre-esistenti (189) (190). Tali strutture vascolari, pur non
avendo prettamente I’architettura dei normali vasi sanguigni, sono comunque in grado di trasportare
il plasma e 1 globuli rossi. Il meccanismo di “vasculogenic mimicry” identificato in diversi tumori e

in particolare nei melanomi uveali, cutanei e delle mucose (191) determina quindi la produzione di
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strutture simil-capillari che possono essere confuse con i normali vasi sanguigni. Infatti, non sono
stati ancora individuati dei marcatori ultrastrutturali e immunoistochimici che discriminino
accuratamente le cellule endoteliali e tali canali vascolari(192). E noto che la generazione di canali
vascolari altamente modellati e funzionali da parte del tumore stesso rappresenti un marker di
fenotipo tumorale aggressivo (189) e, in merito a cio, Folkman (193) ha suggerito che la presenza di
cellule tumorali nel rivestimento dei vasi potrebbe essere strettamente connessa con lo sviluppo di
metastasi. E stato dimostrato da Foss et al. (194) che proprio nel melanoma uveale un'elevata
densita microvascolare all’interno del tumore ¢ associata a una ridotta sopravvivenza. In ogni caso
sembrerebbe che solo cellule tumorali altamente invasive siano in grado di generare il meccanismo
della “vasculogenic mimicry”, e questo fornirebbe una spiegazione del perché esso si ritrova in
neoplasie con decorso clinico aggressivo (195). Tuttavia, I'entita e il significato fisiopatologico di
questo fenomeno non sono ancora chiari e i risultati non sono considerati convincenti da altri autori

(196).

Il processo di formazione dei vasi si basa su una complessa interazione di varie vie di trasduzione
del segnale. Tra queste, un interesse speciale ¢ stato dedicato al VEGF. Studi di knockout genico
nei topi hanno dimostrato che VEGF e i suoi recettori, Flk1 / KDR, sono assolutamente necessari
per le prime fasi dello sviluppo vascolare nell'embrione. I topi privi di VEGF mostrano anomalie
nella differenziazione delle cellule endoteliali, nella proliferazione e formazione dei vasi (197)
(198) (199). 11 VEGF agisce in modo piuttosto specifico sull'endotelio vascolare perché i recettori
del VEGF sono in gran parte limitati a queste cellule; Il VEGF agisce per avviare la proliferazione e
la germinazione dei processi € puo promuovere la formazione di nuove strutture simili a vasi.
Inoltre, il VEGF sembra svolgere anche un ruolo nel promuovere la sopravvivenza di vasi nuovi
fragili che non sono stati stabilizzati da interazioni mature con la matrice extracellulare e con le
cellule di supporto (200). Nel nostro studio abbiamo osservato un aumento significativo di MVD e

una maggiore espressione di VEGF / HIF-1a nelle cellule endoteliali nel fronte invasivo del tumore
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rispetto alle cellule intratumorali nei POM; viceversa nel melanoma cutaneo non abbiamo osservato
differenze significative nell'espressione di VEGF tra i due compartimenti. Tuttavia, ¢ stata
identificata una famiglia di isoforme di VEGF che differiscono per la porzione C-terminale
(genericamente indicata come VEGFxxxb) (201) (202), che non sembrerebbe stimolare la
proliferazione o la migrazione delle cellule endoteliali; sembrerebbe che ali isoforme siano
sottoregolate nei tumori renali e nel melanoma metastatico (203) (204). Altri studi hanno dimostrato
che in particolare il VEGF 165b puo esercitare la sua azione impedendo ai fattori di crescita
endoteliali secreti dal tumore di agire sulle cellule endoteliali microvascolari (205). Il fenotipo
vascolare nell'angiogenesi sia patologica che fisiologica puo dipendere dall'equilibrio delle isoforme
di VEGF attraverso la regolazione dello splicing del gene VEGF. Un cambiamento nell'espressione
di VEGF che consente alle isoforme proangiogeniche VEGFxxx di dominare all'interno di un
tessuto tumorale, consente allo stesso tumore di sviluppare strutture che garantiscano un proprio
apporto di sangue con un comportamento piu aggressivo. Questo potrebbe spiegare i nostri dati che
non mostrano una chiara relazione tra I'espressione di VEGF e l'angiogenesi. Potremmo ipotizzare
un diverso controllo dello splicing all'estremita C-terminale del gene VEGF nel melanoma orale e
cutaneo. L'ipossia ¢ coinvolta in diversi processi pato-fisiologici tra cui la crescita dei tumori
maligni ed € noto che 1'espressione di VEGF ¢ indotta nelle cellule tumorali dall'ipossia (206). HIF-
la € comune in molti tipi di tumori umani ed € associato a una prognosi sfavorevole e ad una scarsa
risposta al trattamento (207). Nel nostro studio abbiamo osservato che nel POM, i vasi positivi per
HIF-1a nel margine invasivo del tumore erano aumentati rispetto alla zona intratumorale, mentre
nel melanoma cutaneo non abbiamo osservato alcuna differenza significativa nell'espressione di
HIF-1a tra il margine invasivo e la zona intratumorale. La sovraregolazione universale dei marker
ipossici al margine del tumore suggerisce che ¢ il margine piuttosto che il centro ad essere piu
sensibile alle influenze ipossiche del microambiente tumorale (208). I nostri dati clinici confermano

l'esito peggiore della POM rispetto al melanoma cutaneo. Cio potrebbe essere dovuto alle differenze
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nel loro comportamento istologico o, alla diagnosi tardiva o alle caratteristiche anatomiche dei

POM.

Nei melanomi cutanei esistono differenze ben note nel comportamento biologico del melanoma in
fase di crescita radiale, in fase di crescita verticale e in fase di crescita verticale con metastasi (209).
Se questa correlazione tra fenotipo istologico e comportamento biologico ¢ coerente nel melanoma
cutaneo, la storia naturale dei POM fornisce 1'evidenza di un comportamento biologico pitt anomalo
e imprevedibile, non coerente con il fenotipo istologico. Infatti, i melanomi in fase di crescita
radiale del cavo orale non tendono ad invadere il derma reticolare sottostante, ma sono associati a
metastasi. | melanomi in fase di crescita verticale, sebbene invasivi, devono acquisire alcune
capacita prima che possano verificarsi successive metastasi (210). Infatti, molti POM hanno una
somiglianza istologica con la lentigo maligna melanoma nella sua fase di crescita radiale; tuttavia,
una volta che inizia l'invasione, le lesioni orali sono molto aggressive e possono metastatizzare in
modo simile alla fase di crescita verticale del melanoma a diffusione superficiale (211). Infatti, nel
POM TI'elevata tendenza a invadere in profondita, le metastasi ematogene precoci e la difficolta di
ottenere margini chirurgici liberi da malattia, sono state indicate come caratteristiche che possono
spiegare la sua prognosi infausta. L'elevata attivita angiogenica e la sovraespressione di VEGF /
HIF-1a riscontrate nel fronte invasivo del tumore nella mucosa orale potrebbero svolgere un ruolo

chiave nella sua aggressivita.

In conclusione, 1 nostri risultati hanno mostrato una reale differenza biologica tra il melanoma della
cute rispetto a quello delle mucose e hanno sottolineato 1'importanza del margine invasivo nella
biologia del POM. Tale margine ¢ 1'area che risponde maggiormente all'ambiente ipossico e la sua
capacita di aumentare I’espressione di VEGF e HIF-1a ha un impatto significativo sull'invasivita
delle cellule di melanoma. Recentemente, sono state trovate caratteristiche molecolari distinte nei

melanomi delle mucose che li differenziano dalla loro controparte cutanea, suggerendo che il POM
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potrebbe essere considerato un'entita separata dal melanoma con diversi approcci prognostici e
terapeutici (212). Sebbene la terapia standard per il melanoma primitivo della mucosa orale continui
ad essere la resezione chirurgica, la chemioterapia e la radioterapia possono essere utilizzate come
trattamento adiuvante ma, sfortunatamente, con scarso successo. L'attivita degli agenti mirati contro
la via di segnalazione del VEGF nel melanoma ¢ stata studiata in diversi studi di fase I/ II. Molta
attenzione ¢ stata dedicata alla sperimentazione di Fase I / II di carboplatino, taxolo e sorafenib
(Nexavar, Bayer Pharmaceuticals Corporation, West Haven, CT e Onyx Pharmaceuticals,
Emeryville, CA), un inibitore della multi-tirosin chinasi con attivita contro le vie di segnalazione sia
della MAP chinasi che del VEGF-R2. Risultati preliminari indicano risposte parziali in 11 dei 32
pazienti valutabili, con 19 pazienti aggiuntivi che mostrano come migliore risposta la
stabilizzazione della malattia (213). Ulteriori studi in corso su nuovi agenti che prendono di mira
VEGEF e i suoi recettori includono anche lo studio di Vernolide-A (214) che nelle cellule di

melanoma B16F-10 inibisce I'angiogenesi tumorale regolando HIF-1a, MMP-2, MM-9 e VEGF.

L'elevata attivita angiogenica e 1'elevata espressione endoteliale di VEGF e HIF-1a da noi
riscontrata nel fronte invasivo del melanoma nella mucosa orale possono avere importanti
implicazioni nella POM per la progettazione futura di studi clinici che utilizzano agenti mirati

contro la via del VEGF. Sono necessari studi pit ampi per supportare i nostri risultati.
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