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I- INTRODUCTION 

 

a) Généralités sur le mélanome de Dubreuilh 

 

La mélanose de Dubreuilh, appelée Lentigo Maligna (LM) dans la littérature est une 

prolifération mélanocytaire maligne s’étendant dans la couche basale de l’épiderme. Cette 

prolifération peut devenir invasive en infiltrant le derme le long des follicules pileux, ce qui 

correspond au mélanome sur mélanose de Dubreuilh ou Lentigo Maligna Melanoma (LMM). 

Le LMM peut alors métastaser avec, dans ce cas, un pronostic comparable aux autres types de 

mélanomes. Dans la plupart des cas, le LM reste in situ pendant plusieurs années avant de 

devenir invasif (1). 

Les LM et LMM diffèrent des autres mélanomes et notamment du mélanome à extension 

superficielle, Superficial Spreading Melanoma (SSM), par leur évolution, leurs caractéristiques 

histologiques ou encore leur génétique. Ils nécessitent une prise en charge spécifique et adaptée.  

Le LM est considéré comme un précurseur du LMM. Le LMM représente entre 4 et 15% 

de tous les mélanomes invasifs (1).   

Le taux de LM évoluant en LMM est difficile à estimer. Dans une étude récente, le risque 

cumulé de développer un LMM après un LM est estimé à 2 % pour les hommes et à 2,6 % pour 

les femmes après un suivi de 25 ans (2).    

Diverses études ont décrit une incidence accrue de LM au cours des dernières années (de 

0,54 LM/100 000 patients-années à 1,99 LM/100 000 patients-années) (3)(4). 

Cliniquement, le LM correspond en général à une macule pigmentée hétérogène avec une 

bordure irrégulière. Ils siègent avec prédilection sur les zones photo-exposées : le visage et 

notamment les joues, le cuir chevelu, le dos des mains chez les patients caucasiens et âgés. Leur 

taille est très variable, souvent plus étendue que les autres types de mélanomes. En moyenne, 
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leur diamètre est de 15 mm avec des extrêmes entre 4 et 40 mm (5). Leurs limites sont très 

difficiles à définir. En effet, la prolifération mélanocytaire périphérique anormale peut passer 

inaperçue cliniquement étant parfois très peu pigmentée voire achromique. Selon certaines 

études, la surface lésionnelle évaluée cliniquement peut ne représenter que 40% de la taille 

définitive de la lésion (6). 

  

Hormis l’aspect clinique, plusieurs outils diagnostiques peuvent être utilisés pour aider le 

praticien : la dermatoscopie notamment et la microscopie confocale par réflectance in vivo.  

 

Dans les années 2000, Stolz et al. ont défini les principaux signes dermoscopiques du LM 

(7). Quatre types d’images sont significativement retrouvés dans les LM avec une sensibilité de 

89% et une spécificité de 96% : images en grains de poivre, images en grains gris foncé, les 

structures rhomboïdales et les structures annulaires-granulaires. Les images en grains de poivre 

apparaissent précocement. Elles correspondent aux agrégats de mélanine dans les macrophages 

au niveau du derme superficiel. Quatre images successives correspondant à son extension 

périfolliculaire ont été décrites (figure 1). La première image correspond à l’apparition d’une 

hyperpigmentation des orifices folliculaires (extension des mélanocytes le long des annexes 

pilo-sébacées). Ensuite, des structures rhomboïdales se forment autour de cette 

hyperpigmentation. Puis, on observe une oblitération des orifices folliculaires et la densification 

de l’hyperpigmentation.  
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Figure 1 : Modèle de progression des images dermoscopiques du mélanome de Dubreuilh selon 

Stolz et al. (7)(8) 

 

D’autres critères ont ensuite été décrits : la majoration du réseau vasculaire, l’apparition de 

structures rhomboïdales rouges et la présence d’une image en cible (8).  

Malheureusement, d’autres études ont montré la présence de ces signes dans des lésions 

bénignes du visage notamment les kératoses actiniques pigmentées et kératoses lichénoïdes du 

visage (9)(10). 

 

b)  La microscopie confocale par réflectance in vivo 

 

Principe général 

La microscopie confocale par réflectance (MCR) est une technique d’imagerie cutanée non 

invasive inventée par Minsky en 1955 (figure 2). Elle permet d’obtenir des images horizontales 

de la peau in vivo avec une résolution cellulaire depuis l’épiderme jusqu’au derme superficiel, 

jusqu’à une profondeur de 200 à 300 microns. Le principe de la MCR repose sur la réflexion 

de la lumière par les molécules contenues dans la peau. L’utilisation de colorant n’est pas 

nécessaire. La source lumineuse est un laser focalisé par un objectif. La lumière émise par le 

laser est réfléchie par le tissu puis recueillie et transmise à un détecteur après un passage par un 

diaphragme qui permet de recueillir sélectivement la lumière provenant de la région d’intérêt à 
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l’exclusion de la lumière des régions sus et sous-jacentes. L’image complète est ensuite 

reconstruite point par point par balayage du laser à la surface cutanée. Les images obtenues 

correspondent à des coupes horizontales d’une épaisseur de 5 microns parallèles à la surface 

cutanée, contrairement à l’histologie standard. Les images sont produites en niveaux de gris et 

mesurent individuellement 0,5 x 0,5 mm (11) (12) (figure 3).  

          

           Figure 2 : Vivascope® 1500 : microscope couplé à un dermatoscope (12) 
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Figure 3 : Principes optiques de la microscopie confocale. (12) 

 

LM score 

Les critères en faveur du diagnostic de LM sont : au niveau de l’épiderme, la perte de 

l’architecture en nid d’abeille et la présence de cellules pagétoïdes rondes. A la jonction dermo-

épidermique, la présence de papilles non bordées est évocatrice de LM. En MCR, Guitera et al. 

(13) ont analysé rétrospectivement et à l’aveugle 284 macules équivoques du visage (81 LM et 

203 macules bénignes). Ils ont alors proposé un algorithme diagnostique de LM : le LM score.  
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Le score est composé de : 

• 2 critères majeurs (chacun valant 2 points)  

- Papilles non bordées 
- Cellules pagétoïdes rondes et > 20 µm  

• 3 critères mineurs (chacun valant 1 point)  

- Plus de 3 cellules atypiques à la jonction dans 5 images (figure 4) 
- Localisation folliculaire de cellules pagétoïdes et/ou de cellules atypiques 

jonctionnelles (figure 5) 
- Cellules nucléées dans les papilles dermiques  

• 1 critère négatif (-1)  

- Réseau en nid d’abeille élargi 

L’obtention d’un score ≥ 2 a une sensibilité de 93 % et une spécificité de 82% pour le diagnostic 
de LM (13). 

          

 Figure 4 : (A) Grandes cellules dendritiques au niveau de l’épiderme superficiel                                         
comparé avec (B) : épiderme superficiel normal : patron en nid d’abeille. (12) 
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Figure 5 : Cellules atypiques autour des follicules pileux : image typique des LM 
correspondant au mélanocytes atypiques descendant le long du follicule pileux. (12) 

 

La MCR peut également être un outil dans l’évaluation in vivo de l'extension réelle en 

surface et donc des marges tumorales d’un LM (14) (6).  

Navarrete-Dechent et al. (15) ont réalisé une étude prospective sur 72 patients ayant un LM. 

Ils ont effectué un examen par MCR au niveau de la marge chirurgicale cliniquement définie 

suivi d’une intervention par étapes avec un contrôle des marges. Le résultat histologique a été 

corrélé aux résultats de la MCR. La précision diagnostique pour la détection du LM résiduel 

après biopsie avait une sensibilité de 96.7% et une spécificité de 66.7% par rapport à 

l’histologie. L’évaluation de la marge en MCR a révélé un accord global avec l’histologie finale 

à 85.9% (kappa 0.71 ; p<0.001).  

Dans une autre étude, Champin et al. (16) ont combiné la MCR et la technique chirurgicale 

des « spaghettis ». 33 patients ont été inclus : ils ont bénéficié d’une délimitation des marges 

guidée par un examen en RCM suivie d’une chirurgie employant la technique des « spaghettis » 

(technique qui consiste à analyser toute la zone marginale de la tumeur, excisée en bande). 

L’excision des premiers « spaghettis » dans une zone sans tumeur a été obtenue chez 28 des 33 
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patients. Dans les autres cas, la persistance des foyers de LM a été constatée sur mois de 5% de 

la longueur des « spaghettis ». Cette procédure permettait de définir avec précision les marges 

chirurgicales avec un faible taux d’excisions multiples. 

La MCR a aussi un intérêt dans le suivi des patients atteints de LM, notamment le suivi sous 

traitement alternatif, chez ces patients pour qui la prise en charge standard est difficile (sujets 

âgés, présentant des comorbidités). Par exemple, Brand et al. (17) ont analysé le suivi en MCR 

de 34 patients atteints d’un LM et traité par imiquimod. 27 des 34 patients ont présenté une 

régression totale de la tumeur. Dans la zone traitée, le nombres de cellules atypiques a 

diminué de manière significative en MCR.  

c) Les traitements du mélanome de Dubreuilh 

Les difficultés de prise en charge thérapeutique du LM sont liées au terrain du patient (patients 

souvent âgés), à leur localisation (préférentiellement au niveau visage), à l’extension volontiers 

achromique de la lésion, à leur taille ainsi que leur tendance à récidiver.  

Chirurgie 

Le traitement de choix du LM et du LMM est la chirurgie. Selon les recommandations 

européennes, le traitement optimal de la LM est l'excision chirurgicale avec des marges de 5 à 

10 mm (18), 10 mm en chirurgie classique et 5 mm en chirurgie micrographique de Mohs. Pour 

les recommandations américaines, les LM nécessitent des marges > 0,5 cm (19). L’exérèse en 

profondeur nécessite d’enlever l’hypoderme et l’ensemble des annexes, jusqu’au plan 

musculaire en conservant le fascia profond si cela est possible. Dans plusieurs études, les 

marges latérales à 5 mm semblent insuffisantes (20). En effet, la lésion histologique est parfois 

plus grande que les marges cliniques avec des mélanocytes atypiques présents au-delà de la 

lésion pigmentée (21). Dans ce contexte, le risque de rechute est important, ce qui conduit à des 
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chirurgies itératives (22). La rançon cicatricielle des interventions chirurgicales peut avoir des 

conséquences esthétiques et fonctionnelles importantes, notamment sur le visage. Le taux de 

récidive après chirurgie classique est estimé à 8-20% (23). En 2003, Zalaudek et al. (24) ont 

montré sur une série de 1351 mélanomes in situ (LM et SMM in situ), opérés avec une marge 

de sécurité de 1cm que le taux de récidive locale à 5 ans était de 6.8 +/- 1.3%. 

Une revue systématique a considéré la chirurgie micrographique de Mohs comme le 

traitement le plus performant pour diminuer les récidives des LM et des LMM (25). La chirurgie 

micrographique a pour but d’assurer l’exérèse complète du LM en sacrifiant un minimum de 

tissus sains. Elle s’effectue sur tissu congelé dans la plupart des cas. Concernant les LM, il est 

recommandé de pratiquer la technique de « slow-Mohs » avec inclusion en paraffine. En effet, 

la congélation rend plus difficile l’analyse histologique notamment pour le repérage des 

mélanocytes atypiques (26)(27). Des techniques de chirurgies micrographiques alternatives 

existent : chirurgie micrographique en collerette (28), technique du gâteau dite de Tubingen 

(28) ou encore la chirurgie micrographique en spaghetti (29). 

La chirurgie de Mohs est associée au plus bas taux de récidive après chirurgie dans la prise 

en charge du LM : entre 0.5 et 5% (23).  

Dans leur étude, Hou et al. (30) ont comparé rétrospectivement la chirurgie conventionnelle 

et la chirurgie micrographique de Mohs. 423 LM ont été inclus : le taux de récidive après la 

chirurgie conventionnelle était à 1.9% versus 5.9% après chirurgie classique. 
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Imiquimod 

 

L’imiquimod est une seconde alternative dans la prise en charge du LM. C’est un 

traitement immunomodulateur topique appartenant à la famille des imidazoquinolines. Il 

présente une activité antivirale et anti-tumorale. Son activité anti-tumorale est expliquée par 2 

mécanismes. Tout d’abord, il existe un mécanisme immunomodulateur qui par la stimulation 

des monocytes, des macrophages et des cellules dendritiques (via les récepteurs TLR7 et TLR8) 

entraîne l'activation du facteur nucléaire-kappa B (NF-κB). Cette activation conduit à une 

augmentation de la production d'interféron, de TNF et d'interleukines 2, 6, 8, 10, 12 stimulant 

ainsi la voie TH1 aux dépens de TH2. Ensuite, un mécanisme apoptotique est décrit : 

l'imiquimod active la voie des caspases (31)(32)(33).  

 

L'efficacité de l'imiquimod pour le traitement des LM a été démontrée dans plusieurs 

études (34)(35)(36)(37). L’imiquimod est utilisé comme option de traitement alternatif lorsque 

la chirurgie n'est pas possible, notamment chez des patients âgés et/ou avec des lésions 

étendues, non résécables.  L’imiquimod est parfois utilisé comme thérapie adjuvante (38) ou 

néo-adjuvante (35)(36).  
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  Figure 6 : mode d’action de l’imiquimod (31) 

 

Plusieurs auteurs se sont intéressés à la variabilité de la réponse au traitement par 

imiquimod dans le traitement du LM. Mora et al. (39) ont analysé 347 LM provenant de 45 

études et ont ainsi montré un taux de régression tumorale histologique de 76.2% et un taux de 
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rémission clinique de 78.3%. Un traitement de plus de 60 applications (ou de 5 applications 

minimum par semaine) était significativement plus efficace (odds ratio, 8.4 [95% CI, 2.9-24.1] 

et odds ratio, 6.0 [95% CI, 2.4-14.7], respectivement). Induire une inflammation clinique 

semble corrélé à une meilleure efficacité du traitement. Dans leur étude prospective sur 24 

patients, Kirtschig et al. (40) ont cherché à induire une inflammation cutanée pendant 10 

semaines avec une application quotidienne d’imiquimod et ont obtenu une rémission complète 

histologique pour leurs 24 patients, avec une récidive pour l’un d’entre eux. Dans leur essai 

contrôlé et randomisé, Hyde et al. (37) ont traité 91 patients atteints de LM par imiquimod en 

monothérapie ou imiquimod associé à du tazarotène en gel à 0.1% en se basant sur l’hypothèse 

que les rétinoïdes topiques pouvaient améliorer l’absorption de l’imiquimod par la perturbation 

de la couche cornée. Les patients traités avec la thérapie combinée avaient un taux de rémission 

histologique plus élevé que ceux traités avec l’imiquimod seul (78% contre 64%) mais cette 

différence n’était pas statistiquement significative.  

Concernant la tolérance de l'imiquimod topique, Papanikolaou et al. (41) ont rapporté 

une réaction inflammatoire chez 29 des 33 patients inclus (88%), et parmi ceux-ci, 4 patients 

ont arrêté le traitement plus tôt que prévu parce que la réaction inflammatoire était intolérable. 

Dans leur étude, Tio et al. (42) ont décrit d'autres effets secondaires : des symptômes de type 

grippaux (11 patients), un lymphœdème de la joue (3 patients), des maux de tête (7 patients) et 

une conjonctivite stérile (3 patients) parmi les 57 patients inclus.  

 

Autres traitements 

D’autres traitements ont été rapportés dans la littérature pour le traitement du LM (23).  
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La radiothérapie est un traitement utilisé dans la prise en charge des LM (Grenz rays 

therapy et radiothérapie superficielle). En traitement adjuvant, le taux de récidive moyen est 

estimé à 11.5% (suivi moyen de 20 mois) dans la méta-analyse de Read et al.  

La cryothérapie/cryochirurgie consiste à l’application d’azote liquide permettant de 

détruire les mélanocytes en épargnant les kératinocytes.   

Les lasers sont également utilisés et notamment le laser CO2. 

 

d- Objectifs 

Il n’existe pas, à notre connaissance, d’étude réalisant un suivi du LM score en MCR pendant 

le traitement par imiquimod versus placebo. De même, un profil immunohistochimique des 

patients répondeurs à l’imiquimod n’a pas été décrit dans la littérature. 

L'objectif principal de notre étude était de comparer le LM score global en MCR avant et après 

un mois d'imiquimod par rapport au placebo. Trois autres objectifs secondaires étaient 

investigués. Premièrement, nous souhaitions identifier l'item ou le groupe d'items du LM score 

significativement modifiés après un mois d'imiquimod par rapport au placebo. Ensuite, nous 

voulions vérifier la concordance du diagnostic final et de l'évaluation des marges entre la MCR 

et l'histologie. Enfin, nous souhaitions identifier des facteurs immunohistochimiques corrélés à 

une diminution du score LM après un mois de traitement par imiquimod topique.  
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Abstract  

Background: Treatment of Lentigo Maligna (LM) is challenging because of the potential 

functional and esthetic surgical sequelae. Imiquimod has been proposed as an alternative 

treatment for LM. Reflectance Confocal Microscopy (RCM) is a non-invasive tool used for the 

diagnosis of LM and margin assessment. 

 

Objective: To compare the overall LM score assessed by RCM before and after one month of 

imiquimod compared to placebo and to define the immunohistochemical (IHC) profile of 

responders to imiquimod.  

 

Methods: A controlled randomized study was conducted. Patients underwent a RCM 

examination with calculation of the LM score at baseline and after 1 month of treatment. An 

IHC analysis of excised tissues was performed. 

 

Results: Forty patients were included. The 1-month LM score was significantly lower in patients 

treated with imiquimod compared to those treated with placebo (p <0.001). The significantly 

different criteria were: non-edged papillae, large round pagetoid cells, atypical cells at the 

dermoepidermal junction, follicular location of atypical cells. The IHC analysis showed a 

higher level of Interferon gamma in the resected specimens of patients responding to imiquimod 

(p = 0.04). 

 

Limitations: The sample size was small. 

 

Conclusion: Assessing the LM score by RCM was useful to monitor accurately LM response 

to imiquimod. 
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Capsule summary 

 

• Reflectance confocal microscopy (RCM) can help in the diagnosis of lentigo maligna 

(LM) based on the LM score and to better define the extent of the infraclinical lesion.  

• Imiquimod treatment followed by an assessment of the LM score by RCM allow 

monitoring treatment response. 

 

Introduction 

 

Lentigo maligna1,2,3 has an increased incidence over the last few years.4,5,6 Because of its 

infraclinical spread10, 11, its treatment is often challenging. Mohs micrographic surgery9 is not 

always available and 5mm margins or more7,8 can lead a substantial cosmetical burden. 12 

In cosmetic-sensitive areas, a complete margin assessment is of major importance. In vivo 

Reflectance Confocal Microscopy (RCM) is a non-invasive technique allowing imaging the 

skin with an almost cellular resolution. RCM allows characterizing pigmented cells since 

melanin and melanosomes appear bright.13-15 RCM is a reliable tool to diagnose LM with a 

specificity of 76% and a sensitivity of 85% using the LM score (LMS).16,17 Moreover, RCM 

has already been used to assess LM margins.18-20 

 

Imiquimod has been shown to be an appropriate alternative treatment when surgery is not 

feasible.21-23 Imiquimod is a topical immunomodulator of the imidazoquinoline family with 

antiviral and antitumor activities.24,25 

The primary objective of this study was to compare the overall LMS assessed by RCM before 

and after one month of imiquimod treatment compared to placebo. Secondary objectives were 
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to identify the criteria of the LMS significantly changed after one month of imiquimod 

treatment compared to placebo, to assess the consistency between the RCM examination and 

the histology in terms of diagnosis and margin assessment, and to identify immunological 

factors correlated with a decreased LMS after one month of imiquimod treatment. 

 

 

Material and methods  

A prospective, placebo-controlled, randomized, RCM evaluator-blinded study was conducted 

in Nantes University Hospital between 2012 and 2019.  

 

Subjects  

Inclusion criteria were: patients ≥18 years with LM on the face, neck or scalp confirmed by 

cutaneous biopsy, with a lesion surface ≥1 cm2 and ≤20 cm2 and having signed an informed 

consent. 

 

Exclusion criteria were patients with LM on the eyelids or invasive melanoma, patients with a 

lesion surface <1 cm2 or >20 cm2, patients with known allergy to the excipients of imiquimod, 

patients who underwent surgery or received another treatment for their LM, patients with active 

infection or HIV infection, patients treated with corticosteroids or immunosuppressors, and 

pregnant patients.  

Patients were randomized to receive the placebo or imiquimod with 5 applications per week for 

4 weeks.   
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Instrument and acquisition procedure 

Confocal imaging was performed with a reflectance confocal laser scanning microscope 

(Vivascope® 1500 and 3000, MAVIG, Munich, Germany),13 that uses an 830nm laser source. 

Images were acquired and analyzed by a single observer (>5 years of experience), blinded to 

treatment and anamnestic data. 

At the first visit (M0, before treatment), the lesion center was imaged with the Vivascope 1500. 

For each lesion, Vivacubes® were acquired to explore 3x3mm fields of view. Images were 

analyzed to identify LM features using the LMS.17 As described in table I, this algorithm is 

composed of 6 items. This score varies from -1 to 7: the diagnosis of LM is based on a LMS ≥2 

with a sensitivity of 85% and a specificity of 76%.17 The presence of inflammatory cells was 

also recorded. 

Then, at the surgical visit (at M1), the lesion center was again imaged with the Vivascope 1500, 

and the 5-mm surgical margin was imaged with the Vivascope 3000 to identify remnant 

abnormal cells. 

 

Other data collected 

Clinical data 

Cutaneous treatment tolerance was graded from 0 to 4, with Grade 0: no skin reaction, Grade 

1: mild skin reaction (erythema without discomfort), Grade 2: moderate skin reaction (erythema 

associated with a discomfort without impact on daily activities), Grade 3: severe skin reaction 

(erythema and erosion significantly impacting daily activities), and Grade 4: very severe skin 

reaction (erythema and erosion impacting daily activities and requiring medical treatment). 

 

Immunohistochemical and histological data 

The immunohistochemical method used was a manual semi-quantitative and qualitative 
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immunoenzymatic method allowing locating the antigens on tissue sections as previously 

described.26,27 The following monoclonal antibodies were used to stain paraffin-embedded 

biopsy sections and complete excision specimens: anti-TLR7, anti-TLR8, anti-Interferon 

Gamma (IFNγ), anti-PDL-1, anti-PD-1, anti-CXCL10 (IP-10), anti-CXCR6 (granulocyte 

chemoattractant chemokine) and anti-CD8 (cytotoxic T lymphocyte) (table II). Slides were read 

and graded using a Leica microscope by a blinded observer as follows: 0: no expression; 1: 

weak expression (1–25% of positive cells); 2: moderate expression (25–50% of positive cells); 

3: high expression (50–75% of positive cells); and 4: strong expression (>75% of positive cells).  

Surgery was performed using a macroscopic surgical margin of 5 mm outside the residual 

pigmentation limit 1 month after treatment cessation. 

Finally, histological data were collected: inflammation and persistence or clearance of 

malignant cells. Moreover, the histological slides were reviewed by a second expert 

dermatopathologist (BV). 

 

Statistics 

After unblinding of the study, the changes in LMS were compared between the imiquimod and 

control groups using non-parametric Wilcoxon’s tests. McNemar’s tests were used to assess the 

consistency between RCM findings and excision. R 4.0 software was used. 

 

 

Results 

 

Patients’ characteristics  

Forty patients with a mean age of 60.5 ± 10.5 years were included. There were 24 women (60%) 

and 16 men (40%).  
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Twenty-one patients received imiquimod and 19 patients received the placebo.  

 

LM features  

LM were located on the upper part of the face in 7 patients (17.5%), on the lower part of the 

face in 32 patients (80%), and on the ear in 1 patient (2.5%). The mean lesion surface was 182 

± 270 mm2. The mean lesion size was 18 ± 11.5 mm.  

 

Tolerance of treatment 

No side effect was experienced by the 19 patients receiving the placebo. Among the patients 

treated with imiquimod, 6 patients (28.6%) did not experience any side effect, 9 patients 

(42.5%) experienced a grade 1 side effect, 3 patients (14.3%) experienced a grade 2 side effect, 

and 3 patients (14.3%) experienced a grade 3 side effect. These results are summarized in table 

III. 

 

Change in LMS between M0 and M1 

At M0, the 21 patients treated with imiquimod had a LMS ≥2. At M1, 10 of these patients had 

a LMS <2 and 11 had a LMS ≥2. Images of a RCM examination of a patient who has responded 

to imiquimod therapy are shown in supplemental figures 1, 1A, 1B and 2. At M0 and M1, the 

19 patients receiving the placebo had a LMS ≥2. 

The change in LMS between M0 and M1 between patients receiving the placebo and those 

treated with imiquimod was statistically significant (p <0.001). The difference was significant 

for the following LMS criteria: non-edged papillae, large round pagetoid cells >20 µm, ≥3 

atypical cells at the dermoepidermal junction in five 0.5x0.5mm2 fields, and a follicular location 

of atypical cells. These results are summarized in table IV. 
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Histological results 

Imiquimod group 

Histologically, 8 lesions were classified as LM, 0 as LMM and 13 were in complete remission 

among the 21 excised lesions. The results were consistent with the RCM examination in 16 

patients and discordant in 5 patients: one patient had a LMS <2 and a histologically-confirmed 

LM and in 4 patients, the LMS was ≥2 but the histology did not confirm the diagnosis of LM. 

This discrepancy was not statistically significant (p=0.8, McNemar’s test). 

After a second reading by another blinded dermatopathologist (BV), the results were finally 

considered consistent between the RCM examination and the histology in 19 out of the 21 

patients (90%).   

Regarding the margins, in 1 out 21 patients, the final histology was intralesional. The RCM 

examination at M1 of this patient was concordant with the intralesional excision: abnormal cells 

were identified on the margins. However, RCM at M1 allowed the identification abnormal cells 

on programmed margins in 2 patients whereas the final histology was extralesional. 

This discrepancy was not statistically significant (p=0.48, McNemar’s test). 

 

Placebo group 

Of the 19 excised lesions, 16 were LM and 3 were LMM. The histology was consistent with 

the RCM examination in all patients. 

Regarding the margins, in 2 out of 19 patients, the final histology was intralesional. The RCM 

examination at M1 of these patients was concordant and found abnormal cells on the margins 

before surgery. However, RCM at M1 identified abnormal cells on expected margins in 2 

patients whereas the final histology was extralesional.  
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This discrepancy was not statistically significant (p=0.48, McNemar’s test). 

In addition, there was no statistically significant difference regarding the presence of 

histologically-proven inflammation between both groups. 

 

Immunohistochemical findings 

The expression of TLR7, TLR8, IFNγ, CXCL10, PD-L1, PD-1, CXCR6 and CD8 did not 

correlate with a decrease in LMS after one month of placebo or imiquimod treatment (p >0.05). 

However, in the imiquimod group, the level of IFNγ in resected specimens was significantly 

increased in responder patients with a LMS <2 on the RCM examination compared to non-

responder patients (p = 0.04). 

 

Discussion 

Several studies have already reported the efficacy of imiquimod treatment in LM.28-31 It is used 

as an alternative treatment option when surgery is not feasible (in elderly patients, in case of 

non-resectable tumor) as well as adjuvant32 or neoadjuvant therapy.29,30  

 

In our study, the patients were treated with imiquimod or placebo prior to surgery. The LMS 

difference at M1 was statistically significant (p <0.001) between patients treated with 

imiquimod and those treated with placebo. In addition, when the criteria of the LMS were 

compared separately, 4 were significantly decreased at M1 in the imiquimod group: non-edged 

papillae, large round pagetoid cells >20 µm, ≥3 atypical cells at the dermoepidermal junction 

in five 0.5x0.5mm2 fields, and a follicular location of atypical cells. These results are in line 

with the literature. Indeed, Guitera et al.17 have detailed each criterion when they have 

developed the LMS. The 4 most robust criteria for LM were respectively: non-edged papillae 
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(68% of LM; Odds Ratio (OR): 10.5), large round pagetoid cells >20 µm (37% of LM; OR: 

10.3), ≥3 atypical cells at the dermoepidermal junction in five images (86% of LM; OR: 13.8) 

and a follicular spread of pagetoid cells (59% of LM; OR: 7.8). Two criteria are less robust for 

the diagnosis of LM which could explain the lack of significance in our study: the presence of 

nucleated cells within the papilla (15% of LM; OR: 8.7) and a broadened honeycomb pattern 

(5% of LM, 16% of benign macules; OR: 0.3). 

 

Regarding the tolerance of topical imiquimod, 15 out of our 21 patients (71%) experienced side 

effects and 3 patients (14.3%) experienced a severe skin reaction. In the literature, Papanikolaou 

et al.23 have reported an inflammatory reaction in 29 out of the 33 patients included (88%), and 

among them, early treatment discontinuation was needed in 4 patients. In their study, Tio et 

al.22 have described other side effects: flu-like symptoms (11 patients), lymphoedema of the 

cheek (3 patients), headache (7 patients) and sterile conjunctivitis (3 patients) in the 57 patients 

included.  

In their study, Alarcon et al.33 have assessed the use of in vivo RCM to precisely monitor LM 

response to non-surgical treatment with topical imiquimod. They have found a histological 

clearance of the tumor in 75% of patients and RCM allowed identifying 70% of these 

responders. There were no false-negative results. In our study, a histological clearance of the 

tumor was observed in 52% of patients and the RCM examination showed a LMS <2 in 48% 

of patients. We also did not identify any false negative results by RCM. In their study, the mean 

LMS decreased from 2.86 ± 0.8 before treatment to 0 ± 0 after imiquimod treatment in 

responders and from 2.2 ± 0.4 to 2 ± 0 in non-responders. The study by Alarcon et al. was an 

open-label study without control group. In our study, the results of the imiquimod group were 

very similar, confirming the efficacy of imiquimod and the interest of RCM in the follow-up of 

these patients. In our study, the mean LMS decreased from 5.5 ± 1.4 before treatment to 0 ± 0.6 
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after imiquimod treatment in responders and from 4.9 ± 1.5 to 3.8 ± 1.4 in non-responders, 

although it remained high after treatment. However, the 2 studies have shown that not all 

patients achieve a complete response to imiquimod, stressing the importance of the follow-up.  

In our study, 52% of patients still had a LMS >2 after one month of imiquimod treatment. In 

previous studies, the clearance rate varied from 60 to 100%.34,35 Several hypotheses have been 

proposed to explain this variability of the clinical response to imiquimod.36,37 The first 

hypothesis is based on a non-standardization of the treatment regimens. In the review conducted 

by Mora et al.37, the cumulative dose and the number of applications were significantly related 

to the tumor clearance. Kirtschig et al.38 have also demonstrated that the use of intensive 

treatment (imiquimod applied daily for at least 10 weeks) correlated with a higher clearance.   

Our immunohistochemical study showed a relationship between the in situ production of IFNγ 

and the response to imiquimod. These results are in line with previous studies showing that the 

local activation of IFNγ pathways, for example with TVEC, is crucial to induce clinical 

responses.39 The IFNγ level in the final resected specimens was significantly higher in 10 out 

of the 21 patients treated with imiquimod and this could be explained by the induction of an 

apoptotic mechanism through the activation of the caspase pathway by imiquimod.24,25,40  

 

Furthermore, in our study, we verified the result consistency between the RCM examination 

and the histology and it was excellent. There was no false negative result obtained by RCM 

regarding the diagnosis of LM and the analysis of the margins. In the 2 patients with discordant 

results between the RCM examination and the histology, the histological conclusion was a 

benign junctional melanocytic hyperplasia. 
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These slight discrepancies highlighted the difficulty to differentiate LM from melanocytic 

hyperplasia with actinic damage for both anatomopathologists based on the histology and 

physicians using RCM.  

 

The main limitation of our study is its small sample size. A larger complementary study would 

allow gathering more data to check RCM analysis and final histopathology concordance. This 

would allow to better identify an imiquimod responder profile. A different treatment regimen, 

with an increased frequency of imiquimod applications and a longer duration of treatment 

should modify results. Indeed, previous studies have highlighted a better tumor clearance rate 

with an intensified imiquimod regimen.36, 37 

 

Finally, the results obtained in our study showed that a follow-up of the LMS allowed 

confirming the efficacy of imiquimod in some of the patients. The assessment of LM response 

to imiquimod treatment by RCM was consistent with the histological findings. We also found 

that the IFNγ level in resected specimens was higher in responders compared to non-responders. 

RCM remains a complementary tool of choice for LM assessment with clinical benefits for 

patients in terms of presurgical evaluation and treatment follow-up. 
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Table I: Lentigo Maligna Score 

 

Criteria RCM features Point(s) 

Major criteria Non-edged dermal papillae +2 

Large round pagetoid cells >20 µm +2 

Minor criteria ≥3 atypical cells at the dermoepidermal junction in five 

0.5x0.5mm2 fields 

+1 

Follicular location of atypical cells +1 

Nucleated cells within the dermal papillae +1 

Broadened honeycomb pattern -1 

RCM: Reflectance Confocal Microscopy 
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Table II: Summary of the antibodies used for immunohistochemistry experiments 

 

Target Manufacturer Reference 

Anti-TLR7 Atlas Ac HPA059613 

Anti-TLR8 Atlas Ac HPA001608 

Anti-IFN gamma Cell signaling 8455S 

Anti-PD-L1 Cell signaling E1L3N 

Anti-PD-1 Abcam ab52587 

Anti-CXCL10 = 
Anti-IP 10 

Abcam ab9807 

Anti-CXCR6 Abcam ab89261 

Anti-CD8 Dako M7103 

TLR: Toll-Like Receptor 
IFN: Interferon 
PD-L1: Programmed cell Death Ligand 1 
PD-1: Programmed cell Death 1 
CXCL10: CXC Chemokine Ligand 10 
CXCR6: CXC Chemokine Receptor 6 
CD8: cytotoxic T lymphocyte 
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Table III: Patients’ characteristics and LM features 

 

 
F: Female 
M: Male 
SD: Standard Deviation 
Location 1: upper part of the face (above the nose) 
Location 2: lower part of the face (below the nose) 
Location 3: ears 
 

 

Variable  
Imiquimod  

n=21 % 
Placebo  

n=19 % 

Gender 
F 13 61.9 11 57.9 

M 8 38.1 8 42.1 

Age 

Mean 68.7  70.4  

Median 66  72  

SD 11.9  8.8  

Range 42 - 87  56 - 86  

Location 
1 4 19.0 3 15.8 

2 17 81.0 15 78.9 

3 0 0.0 1 5.3 

Surface (mm2) 

Mean 337.0  254.7  

Median 188  172  

SD 326.4  189.9  

Range 100 - 1099  100 - 687  

Main axis (mm) 

Mean 22.2  19.4  

Median 16  18  

SD 14.7  6.4  

Range 10 - 74  10 - 35  

Tolerance 

0 6 28.6 19 100.0 

1 9 42.9 0 0.0 

2 3 14.3 0 0.0 

3 3 14.3 0 0.0 

4 0 0.0 0 0.0 
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Table IV: Change in LM score per criterion between M0 and M1 seen by reflectance 

confocal microscopy (RCM) before and after one month of imiquimod treatment 

compared to the placebo. 

 

SD: Standard Deviation 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 Placebo Imiquimod p-value 
 Mean SD Median Min Max Mean SD Median Min Max  

Non-edged 
papillae 0 0 0 0 0 -0.952 1.024 0 -2 0 <0.001 

Large round 
pagetoid cells >20 

mm 
-0.105 0.809 0 -2 2 -0.952 1.024 0 -2 0 0.009 

≥3 atypical cells 
at the 

dermoepidermal 
junction in five 

0.5x0.5mm2 fields 

-0.053 0.229 0 -1 0 -0.381 0.498 0 -1 0 0.015 

Follicular location 
of atypical cells -0.105 0.315 0 -1 0 -0.524 0.602 -1 -1 1 0.007 

Nucleated cells 
within the dermal 

papillae 
-0.158 0.501 0 -2 0 -0.286 0.463 0 -1 0 0.205 

Broadened 
honeycomb 

pattern 
-0.158 0.688 0 -3 0 -0.048 0.384 0 -1 1 0.959 

Overall LM score -0.053 0.621 0 -2 1 -3.143 2.670 -3 -7 0 <0.001 
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Supplemental figure 1. Lentigo Maligna before Imiquimod treatment. 

Confocal Microscopy mosaic images at the dermoepidermal junction. The mosaic shows 

signs of lentigo maligna with numerous bright atypical cells, even round, pagetoid 

(yellow arrowhead) and follicular localization of some atypical cells (blue arrowheads). 
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Supplemental figure 1A. Numerous bright hyperreflective atypical cells. 
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Supplemental figure 1B. Follicular localization of numerous atypical cells (yellow 

arrows). Non edged papillae with nucleated cells in the papilla. 
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Supplemental figure 2. Lentigo maligna after 1 month of imiquimod treatment. Images 

of the mosaic reveal a restored honeycombed pattern with preserved follicular openings. 
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III) Conclusion 
 

 Plusieurs études ont déjà montré l’efficacité de l’imiquimod topique dans le traitement 

du LM. L’imiquimod a été utilisé comme option thérapeutique lorsque la chirurgie n’était pas 

indiquée (patient âgé, ayant des comorbidités, tumeur non résécable). Ce traitement a également 

été appliqué comme thérapie adjuvante ou néo-adjuvante.  

 Dans notre étude, l’imiquimod ou le placebo ont été utilisés avant la chirurgie. Les 40 

patients inclus ont bénéficié d’un examen MCR à l’inclusion (M0, avant traitement) et avant la 

chirurgie (M1, après 1 mois de traitement). La différence de LM score entre M0 et M1 entre les 

patients ayant reçu l’imiquimod et ceux ayant reçu le placebo était statistiquement significative 

(p<0.0001). En effet, les LM scores des patients ayant reçu l’imiquimod ont significativement 

diminués.  

Les 4 items du LM score significativement diminués étaient : papilles non bordées, 

présence de cellules pagétoïdes rondes de grande taille > 20 µm, trois cellules atypiques ou plus 

au niveau de la jonction dermo-épidermique dans cinq champs de 0.5x0.5 mm, une localisation 

folliculaire des cellules atypiques.   

Les résultats histologiques étaient concordants avec les résultats en MCR, aussi bien 

pour le diagnostic final (exérèse finale après 1 mois de traitement) que pour les marges 

analysées. Il n’y avait pas de faux négatif en MCR dans notre étude.  

Enfin, en immunohistochimie, il existait un taux plus élevé d’interferon Gamma dans 

les pièces d’exérèse des patients répondeurs à l’imiquimod par rapport aux patients non 

répondeurs, ce qui s’explique par le mode d’action même de ce traitement topique.  

 

 Les résultats obtenus dans notre étude montrent qu’un suivi du LM score permet 

d’affirmer l’efficacité de l’imiquimod chez la majorité des patients. La MCR reste un outil non 



	
	

 

 
 

48 

invasif de choix pour l’évaluation des LM, avec des avantages cliniques pour le patient en 

termes d’évaluation pré-chirurgicale (évaluation des marges) et de suivi thérapeutique 

(efficacité et récidive). 
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RESUMÉ  
 
 
Le traitement du mélanome de Dubreuilh est difficile en raison des éventuelles séquelles 
fonctionnelles et esthétiques de la chirurgie. L’imiquimod a été proposé comme traitement 
alternatif à la chirurgie. La microscopie confocale par réflectance (MCR) est un outil non 
invasif utilisé pour le diagnostic de mélanome de Dubreuilh et l’évaluation de ses marges 
d’exérèse. Les objectifs de notre étude étaient de comparer le Lentigo Maligna score (LM score) 
en MCR avant et après un mois de traitement par imiquimod par rapport au placebo et de définir 
le profil immunohistochimique des patients répondeurs à l’imiquimod. Une étude randomisée 
et contrôlée a été menée. Les patients ont bénéficié d’un examen en MCR avec calcul du LM 
score avant et après 1 mois de traitement par imiquimod ou par placebo. Une analyse 
immunohistochimique a été réalisée sur les exérèses. 40 patients ont été inclus. Le LM score à 
1 mois était significativement plus bas chez les patients traités par imiquimod par rapport à ceux 
traités par placebo (<0,001). Les critères significativement différents étaient la présence de 
papilles non bordées, la présence de grandes cellules pagétoïdes rondes, la présence de cellules 
atypiques à la jonction dermo-épidermique et la localisation folliculaire des cellules atypiques. 
L’analyse immunohistochimique a montré un taux plus élevé d’interferon gamma dans les 
pièces d’exérèse chez les patients répondeurs à l’imiquimod (p = 0,04). Malgré un échantillon 
de petite taille, l’évaluation du LM score par MCR semble utile pour suivre avec précision la 
réponse des mélanomes de Dubreuilh à l’imiquimod.  
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