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RESUME

Le risque de développer un mélanome a partir
d’un naevus congénital de petite ou moyenne
taille est controversé. L’'objectif de I’'étude est de
déterminer I’intérét de trois marqueurs
immunohistochimiques de routine (Ki67, HIB45
et p53) dans la prédiction d’une transformation
maligne de ces naevi congénitaux et de voir si un
profil immunohistochimique spécifique du
mélanome sur ce type de naevus peut étre
identifié. Les marqueurs Ki67, HWB45 et p53 ont
été utilisés rétrospectivement sur des coupes de
naevi congénitaux de petite et moyenne taille
(groupe NC, n = 15), de mélanomes sur naevi
congénitaux de petite et moyenne taille (groupe
MNC, n = 15) et de mélanomes sur naevi acquis
(groupe MNA, n = 15). Le comptage des cellules
marquées a été effectué dans plusieurs couches
cutanées : jonction, derme superficiel et derme
profond. Les résultats ont montré une absence
de réactivité dans le groupe NC pour les trois
marqueurs. Le pourcentage de cellules marquées
(pour les trois marqueurs) est significativement
différent dans les groupes MNC et MNA en
comparaison avec le groupe NC. Par contre, il n’y
a pas de différence entre les groupes MNC et
MNA. Dans les groupes MNC et MNA, on observe
un gradient dans le pourcentage de cellules
marquées entre les couches superficielles et
profondes. Ces trois immunomarquages ne
permettent pas de différencier les mélanomes sur
naevus congénital de petite ou moyenne taille des
mélanomes sur naevus acquis. De plus, ces
marquages ne semblent pas apporter d’éléments
prédictifs du risque de transformation maligne
des naevi congénitaux de petite et moyenne taille.
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ABSTRACT

The risk to develop melanoma from small or
medium size congenital naevus remain
controversial. The main goal of the present study
was to determine the interest of three
immunohistochemical markers (Ki67, HMIB45 and
p53) in predicting malignant transformation of
these congenital naevi and to see if a specific
immunohistochemical profile of such transformed
naevi can be identified. The markers (Ki67, HIB45
and p53) have been used retrospectively on sec-
tions of small or medium size congenital naevi
(group NC, n = 15), of melanoma developed on
small or medium size congenital naevi (group
MNC, n = 15) and of melanoma developed on
acquired naevi (group MNA, n = 15). The labelled
cells have been counted in different cutaneous
layers : junction, superficial dermal layer and
deep dermal layer. No reactivity was observed for
the three markers in group NC. The percentage of
labelled cells was significantly different for the
three markers between the group NC and the
groups MNC and MNA. There was no difference
between the groups MNC and MNA. In the groups
MNC and MNA, a gradient in the percentage of
labelled cells was observed between superficial
and deep layers. These three markers do not
differentiate melanoma developed from
congenital naevi of small or medium size and
melanoma developed from acquired naevi.
Moreover, the results suggest that these three
markers are useless in predicting the risk of
malignant transformation of small or medium size
congenital naevi.
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INTRODUCTION

Le naevus congénital est une prolifération
mélanocytaire bénigne présente a la naissance ou
apparaissant au cours de la premiére voire de la
deuxiéme année de vie selon les auteurs'2 Leur
principale classification est basée sur la taille. Les naevi
congénitaux de petite taille ont une taille inférieure a
1,5 cm de grand diamétre, les naevi congénitaux de
taille moyenne ont un grand diamétre compris entre
1,5 et 19,9 cm et enfin les naevi congénitaux géants
ont un grand diametre = 20 cm?“. La fréquence des
naevi congénitaux, évaluée par plusieurs études
épidémiologiques, est de 'ordre de 1 a 2 % chez les
sujets blancs. Elle est un peu plus élevée chez les
sujets noirs'®8. Les naevi congénitaux géants sont
rares : 1/2.000 a 1/20.000 naissances?®*.

En Europe, I'incidence des mélanomes dans la
population générale est de 5 a 10/100.000/an?“. Le
risque de développer un mélanome a partir d’'un naevus
congénital est un sujet particuliérement controversé.
Les naevi congénitaux géants ont un risque accru de
transformation en mélanome?®®'°. Ce risque est estimé
entre 5 et 20 % sur toute la vie du patient*+0. A cet
égard, il faut préciser que certaines présentations
histologiques (nodules de proliférations et foyers
d’hypercellularité) ont longtemps été assimilées a des
mélanomes mais qu’elles sont aujourd’hui considérées
comme bénignes*®”'". Les mélanomes sur naevi
congénitaux géants sont souvent diagnostiqués dans
I’enfance. Une exérése précoce des naevi congénitaux
géants s’impose. Par contre, le risque de
dégénérescence des naevi congénitaux de petite et
moyenne taille fait toujours I'objet de débat. Le risque
sur toute la vie est estimé selon les études de 0,2 a
4,9 %3588 Cette imprécision est notamment liée a la
difficulté de différencier, sur une base purement
clinique, les naevi acquis des petits naevi congénitaux.
I N’y a donc pas aujourd’hui de consensus dans la
prise en charge des petits naevi congénitaux.

Plusieurs marqueurs immunohistochimiques sont
assez couramment utilisés dans le cadre du diagnostic
et du suivi des mélanomes. Les principaux d’entre eux
sont MIB1-Ki67, HMB45 et DO7-p53.

Ki67 est un antigéne nucléaire détecté par
immunohistochimie en utilisant I’anticorps monoclonal
de souris MIB1. Ki67 est exprimé de fagon préférentielle
au cours de toutes les phases actives du cycle
cellulaire (phases G1, S1, G2 et M), mais il est absent
dans les cellules au repos (phases GO). Il s’agit donc
d’un marqueur de prolifération cellulaire' 4. Dans les
naevi congénitaux, il permet de suspecter une
transformation maligne dans un nodule dermique
atypique (marquage positif si = 5 % cellules
marquées)*'®. Ce marqueur est utile a la fois pour le
diagnostic et pour le pronostic des mélanomes. Lindex
de prolifération est significativement corrélé a l'indice
de Breslow de la tumeur et semble étre prédictif de la
dissémination métastatique des mélanomes'1415,
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HMB45 est un anticorps qui va reconnaitre
I’antigéne gp-100 exprimé au niveau du cytoplasme des
cellules hébergeant des mélanosomes immatures. C’est
un marqueur de I’activation mélanocytaire. Le
marquage est positif dans 80 % des mélanomes, ce
qui lui confére un intérét dans la distinction entre Iésion
meélanocytaire bénigne et maligne*. Le profil
d’immunomarquage a connotation maligne sera
caractérisé par un marquage positif au niveau
jonctionnel, superficiel mais aussi profond. HMB45
marque cependant aussi des cellules non
meélanocytaires qui hébergent des mélanosomes
(kératinocytes, macrophages)”.

p53 est un anticorps monoclonal de souris qui
marque la protéine p53 de type sauvage et de type
mutant située dans les noyaux cellulaires. Cette
protéine est synthétisée en présence de Iésions de
I’ADN. Laccumulation de la protéine p53 provoque un
arrét de la progression de la cellule dans le cycle
cellulaire (en phase G1), ce qui permet la réparation
des lésions de I’ADN avant la phase de réplication
(phase S). La protéine p53 intervient également dans
la régulation de I'apoptose’ 6. On observe par ailleurs
que le géne codant pour la protéine p53 (tumor
suppressor gene) présente une mutation dans plus de
50 % des cancers'. Une mutation de p53 est ainsi
observée dans plus de 90 % des carcinomes cutanés
et des kératoses actiniques'®. La mutation du géne p53
apparait donc comme un événement précoce parmi les
étapes de la carcinogenése. Le marquage p53 est
principalement utilisé pour déterminer le pronostic d’une
Iésion. Lexpression élevée de p53 au niveau des
cellules tumorales est associée a un pronostic sombre
dans les mélanomes primaires*. On observe aussi que
les 2/3 des nodules de prolifération des naevi
congénitaux (non malins) ont un marquage p53 positif
(> 5 % des cellules marquées)*’.

Dans la mesure ou il apparait clairement que les
marquages Ki67, HMB45 et p53 sont impliqués dans
des phénoménes qui participent a la carcinogenése et
aux réponses cellulaires a I'agression tumorale, il nous
est apparu intéressant de voir si un profil
immunohistochimique particulier pouvait étre associé
au mélanome issu d’un naevus congénital et s’il était
possible, grace a ces marqueurs, de prédire le risque
d’'une transformation des naevi congénitaux en
mélanome. Nous nous sommes intéressés dans cette
étude aux naevi congénitaux de petite et moyenne
taille.

Le présent travail a ainsi pour objectif d’apporter
une réponse aux deux questions suivantes :

- Les marqueurs immunohistochimiques Ki67, HMB45
et p53 permettent-ils de différencier les mélanomes
développés sur un naevus congénital de petite ou
moyenne taille de ceux développés sur un naevus
acquis ?

- Les marqueurs immunohistochimiques Ki67, HMB45
et p53 sont-ils utiles dans la détermination du risque
de dégénérescence maligne des naevi congénitaux
de petite ou moyenne taille ?



MATERIELS ET METHODES

Nous avons sélectionné 15 patients consécutifs
(de aout 2006 a mars 2007), présentant un naevus
congeénital de petite ou moyenne taille (grand diamétre
< 20 cm) et les avons inclus dans le groupe 1 (NC). A
partir de la banque de données du Service de
Dermatologie de I'Hépital Erasme, 15 patients ayant
développé un mélanome sur naevus congénital de
petite ou moyenne taille ont été inclus (sur une base
alphabétique) dans le groupe 2 (MNC) et 15 autres
patients ayant développé un mélanome sur naevus
acquis ont été inclus (sur une base alphabétique) dans
le groupe 3 (MNA).

Tous les diagnostics anatomopathologiques ont
été revus et confirmés par un dermatopathologiste
expérimenté. Pour chaque patient, les données
suivantes ont été récoltées : sexe, age auquel le
mélanome/naevus congénital a été diagnostiqué/
biopsié, superficie et localisation du mélanome/naevus
congénital, classification anatomoclinique, indice de
Breslow et niveau de Clark du mélanome. Lensemble
des cas inclus dans le groupe NC ne présentent pas
de nodules prolifératifs.

Nous avons utilisé des coupes de blocs
paraffinés correspondant aux 45 lésions. Une coloration
a I’hématoxyline-éosine ainsi que trois marquages
immunohistochimiques : MIB1-Ki67 (Dako, dil. 1/100),
HMB45 (Enzo dil. 1/50) et DO7-p53 (Biogenex dil. 1/1)
ont été réalisés pour chaque patient. Ces
immunomarquages ont été exécutés au moyen d’un
Autostainer Plus (Dakocytomation), selon les protocoles

recommandés par les fabricants et en utilisant des
contréles positifs et négatifs appropriés. Les lames ont
été analysées en déterminant le pourcentage de
mélanocytes marqués dans différentes localisations
(jonction, derme superficiel et derme profond). Pour
chaque localisation, les mélanocytes marqués ont été
comptés dans 5 champs différents comportant chacun
100 cellules. Une moyenne a été calculée a partir de
ces 5 comptages et ces moyennes ont été incorporées
dans les tableaux de résultats.

Les données expérimentales ont été analysées
au moyen du programme statistique NCSS (JL Hintze,
Kaysville, Utah) dans sa version 5.03-9/91. On a eu
recours a la méthode ANOVA et au test de Newman-
Keuls (si F de ANOVA significatif a p < 0.05) pour
comparer les moyennes des trois groupes. La normalité
des données dans chaque groupe a été testée au
moyen du test de Kolmogorov-Smirnov. Dans les cas
ou le test de normalité n’était pas satisfaisant ou
lorsque la variable consistait en un nombre limité de
catégories possibles (niveaux de Clark), un test non
paramétrique de Kruskal-Wallis a été réalisé afin de
rendre I'analyse plus robuste. Quelques analyses de
corrélation ont été effectuées par la méthode classique,
c’est-a-dire en ne faisant pas appel aux analogues non
paramétriques (Spearman et Kendall)'.

RESULTATS
Le tableau 1 reprend les moyennes + erreur

standard de la moyenne de toutes les variables
analysées.

Tableau : Tableau des résultats.

Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Statistiques
Variables NC MNC MNA A/KW NK/KW

m + esm m + esm m + esm p < 0.05 p < 0.05
Age (années) 30,5 = 4,0 46,5 + 2,9 47,7 £ 3,7 S 122 ; 123
Superficie (cm?) 1,90 + 0,34 2,08 + 0,44 0,64 + 0,27 S 123 ; 2'=3
Breslow (mm) 1,50 + 0,22 0,79 = 0,09 S 2=3
Clark (niveau) 3,20 = 0,22 2,67 + 0,19 NS
Ki67 J (%) 1,25 + 0,15 14,70 + 2,08 14,00 = 1,92 S 122 ; 123
Ki67 DS (%) 1,00 + 0,15 11,26 + 2,05 9,10 + 1,24 S 122 ; 123
Ki67 DP (%) 0,42 + 0,10 7,72 + 1,39 5,13 + 0,99 S 122 ; 123
HMB45 DS (%) 1,00 + 0,41 60,66 + 6,33 64,20 + 6,60 S 122 ; 123
HMB45 DP (%) 0,00 + 0,00 14,60 + 2,15 14,00 = 2,21 S 122 ; 123
p53 DS (%) 0,14 + 0,06 4,86 + 1,57 4,80 + 1,44 S 122 ; 123
p53 DP (%) 0,00 + 0,00 3,20 + 1,13 2,66 + 0,83 S 122 ; 123
A : Anova ; KW : Kruskal-Wallis ; NK : Newman-Keuls ; J : jonction ; DS : derme superficiel ; DP : derme profond ; S : significatif ; NS : non
significatif ; m = esm : moyenne * erreur standard de la moyenne ; NC : naevus congénital ; MNC : mélanome sur naevus congénital ;
MNA : mélanome sur naevus acquis.
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L'dge moyen est inférieur dans le groupe NC. La
superficie moyenne de la Iésion est inférieure dans le
groupe MNA. Les groupes MNC et MNA présentent un
indice de Breslow significativement différent témoignant
d’un développement vertical plus marqué des MNC
dans notre étude. Par contre, les niveaux moyens de
Clark ne sont pas significativement différents entre ces
deux groupes.

Le pourcentage des mélanocytes marqués par
les 3 anticorps étudiés (MIB1-Ki67, HMB45 et DO7-
p53) est anecdotique dans le groupe NC. On remarque
I'absence stricte de cellules marquées par HMB45 et
p53 dans le derme profond dans ce groupe. On note
une différence significative pour les trois
immunomarquages, dans chacune des localisations
étudiées, entre le groupe NC et les groupes MNC et
MNA. Par contre aucune différence significative n’est
mise en évidence entre les groupes MNC et MNA.

Nos résultats révelent également que les
immunomarquages sont plus importants au niveau des
couches superficielles de la peau dans les groupes
MNC et MNA (figure 1).

Les figures 2 et 3 illustrent une coupe
histologique d’'un mélanome sur naevus congénital
marqué respectivement par HMB45 et par p53.

Le marquage p53 dans les groupes MNC et MNA
est fort hétérogéne et peu important (figure 4).

Il n’y a pas de bonne corrélation dans notre étude
entre le marquage p53 et l'indice de Breslow (r = 0,24
entre p53-DS et Breslow).

Nous n’avons pas retrouvé de corrélation
évidente entre I'indice de Breslow et 'immunomarquage
Ki67 dans les groupes MNC et MNA (r = 0,31 entre
Ki67-J et Breslow) comme l’illustre la figure 5.

En analysant les données individuelles des
groupes NC et MNC, et en tenant compte d’un cut-off
de 5 % de cellules marquées pour Ki67-J et de 50 %
pour HMB45-DS, on peut montrer que le test
immunohistochimique présente une sensibilité de
100 % et une spécificité de 88 % pour chacun des
deux marqueurs. Il présente donc un intérét manifeste
dans le diagnostic des Iésions mélanocytaires.
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Figure 1 : Comptages individuels Ki67 au niveau du groupe
MNC dans les trois couches.

Figure 2 : Mélanome sur naevus congénital (HMB45),
grossissement 100 x. Expression de HMB45.

Figure 3 : Mélanome sur naevus congénital (p53),
grossissement 100 x. Expression de p53.
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Figure 4 : Comptages individuels p53 au niveau du DS dans
les trois groupes.

Figure 5 : Corrélation entre le Breslow et le comptage
Ki67-J dans les MNC et MNA.
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DISCUSSION

Les résultats de la présente étude démontrent
que les immunomarquages par Ki67, HMB45 et p53 ne
permettent pas de différencier les mélanomes
développés sur un naevus congénital de petite ou
moyenne taille de ceux développés sur un naevus
acquis. Ceci suggére que les mélanomes développés
sur les naevi congénitaux de petite et moyenne taille
sont similaires a ceux développés sur des naevi acquis
en tout cas pour les similitudes testées par les
trois anticorps étudiés.

Compte tenu de I'absence totale de réactivité aux
marqueurs Ki67, HVIB45 et p53 dans le groupe NC,
ceux-ci paraissent ne présenter aucun intérét dans la
détermination précoce du risque de dégénérescence
maligne des naevi congénitaux de petite et moyenne
taille. Cela semble plausible en raison du fait que ces
marqueurs épinglent des cellules en phase proliférative
ou en phase de stress tumoral ou génotoxique. Il
importe aussi de considérer que le risque de
transformation en mélanome d’un naevus congénital
de petite ou moyenne taille varie de 0,2 a 4,9 % c’est-
a-dire équivaut a 1 cas sur 20 dans la “ meilleure ” des
situations. Il était donc peu probable qu’au sein des
15 patients du groupe NC, on soit tombé sur un cas
susceptible de dégénérer en mélanome. Afin de
répondre a cette question relative a la détermination
du risque de mélanome, la réalisation d’'une étude
prospective est probablement mieux adaptée. Toutefois,
il ne parait pas aisé d’imaginer un grand groupe de
patients (plusieurs centaines) porteurs de naevi
congénitaux de petite et moyenne taille que I'on suivrait
au cours du temps et chez qui on aurait pratiqué au
départ une biopsie sans exérése totale du naevus afin
d’en connaitre les caractéristiques histologiques et
immunohistochimiques.

Les trois groupes de patients de cette étude ne
sont pas tout a fait comparables en termes d’age moyen
et de superficie moyenne des lésions mélanocytaires. Il
ne nous semble pas cependant que cela puisse affecter
I'interprétation de nos résultats. Les différences de
signification statistique entre les groupes MNC et MNA
pour I'indice de Breslow et le niveau de Clark résultent
peut-étre d’une approche résolument différente des
deux marqueurs (mesure métrique continue pour le
premier, nombre de couches cutanées atteintes pour le
second) car les deux groupes ne se différencient par
aucun autre marqueur. D’autre part, si la plupart des
naevi congénitaux du groupe 1 ont été excisés pour
des motifs anamnestiques (caractére congénital), il n’en
demeure pas moins que certains d’entre eux l'ont
probablement été a la suite d’'une modification de leur
présentation clinique. Ce fait a peut-étre induit au sein
de ce groupe une concentration de naevi a risque et
donc, par hypothése de travail, plus susceptibles de
réagir aux immunomarquages. Ce qui n’a pas été
observé.

Dans la mesure ou toutes les Iésions
mélanocytaires des groupes MNC et MNA se trouvent

en zones photo-exposeées, il ne nous est pas possible
de rendre compte d’'un éventuel effet médié par le
rayonnement ultra-violet?.

Dans les groupes MNC et MNA, I'étude des
marquages Ki67 montre une réactivité immuno-
histochimique plus importante au niveau jonctionnel en
comparaison avec le derme superficiel et le derme
profond en accord avec la littérature'™. De plus, la
comparaison des F-ratio issues des analyses de variance
réalisées pour chaque couche cutanée étudiée
séparément ainsi que pour I'ensemble des trois couches
démontre que le meilleur critére discriminant est I'activité
au niveau jonctionnel (F-ratio Ki67-J = 21,3 ; Ki67-DS =
15,2 ; Ki67-DP = 14,0 ; Ki67-ensemble = 18,8). Ce
résultat est a mettre en paralléle avec les données de Li
et coll.?2" qui avaient montré un meilleur pouvoir
discriminant du marquage Ki67 de I’ensemble des
couches cutanées par rapport au derme superficiel.

CONCLUSION

Les résultats de la présente étude démontrent
que les immunomarquages par Kié7, HMB45 et p53 ne
permettent pas de différencier les mélanomes
développés sur un naevus congénital de petite ou
moyenne taille de ceux développés sur un naevus
acquis. De plus ces marquages, compte tenu du design
expérimental de notre étude, ne paraissent pas
apporter d’éléments prédictifs du risque de
transformation en mélanome des naevi congénitaux de
petite et moyenne taille. Une telle évaluation, relative a
la valeur pronostique de la signature protéique des
naevi congénitaux, reste a faire. En conséquence, les
résultats obtenus ne sont pas de nature a modifier les
recommandations actuelles en matiere de prise en
charge des naevi congénitaux de petite et moyenne
taille.
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