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Introducere

Melanomul malign uveal (MMU) reprezinta cea mai frecventd tumora intraoculara
primard la adult si, In acelasi timp, una dintre cele mai agresive forme de cancer ocular.
Desi incidenta sa este relativ scdzutd comparativ cu melanomul malign cutanat, impactul
asupra calitatii vietii si prognosticul rezervat al pacientilor afectati justificd necesitatea
unor cercetari aprofundate. Melanomul este o tumora relativ rara care rezultd din
melanocitele localizate in diferite locatii anatomice, inclusiv piele, membrana mucoasa
(mucoasa nazala, orofaringiana, pulmonara, gastrointestinala, tract anal/rectal, tract urinar),
regiune oculard (uvee, conjunctiva, pleoape, orbitd) si rar din locatii anatomice primare
necunoscute.[1]

Intr-o analizd a 84 836 de cazuri de la Baza de Date Nationali a Cancerului,
inclusiv cazurile diagnosticate intre 1985 si 1994, procentele de cazuri de melanoame care
au aparut de la nivelul pielii, de la nivelul ochiului si anexelor, de la nivelul mucoaselor si
din locatii anatomice primare necunoscute au fost de 91%, 5%,1% si respectiv 2%.[2]

Dintre toate melanoamele oculare, 83% apar la nivelul uveei, 5% la nivelul
conjunctivei si 10% la nivelul altor locatii anatomice ale globului ocular.[3] Cea mai
frecventd localizare a melanomului malign uveal este la nivelul coroidei care impreuna cu
corpul ciliar si irisul formeaza uveea, tunica medie, vascularizata a globului ocular.

Intr-un studiu publicat de Shields si colaboratorii[2] efectuat pe 8033 de pacienti cu
melanom uveal s-a ardtat cd tumora a fost localizata la nivelul irisului la 285 pacienti (4%
dintre cazuri), la nivelul corpului ciliar la 492 de pacienti (6% dintre cazuri) si la nivelul
coroidei la 7256 pacienti (90% dintre cazuri).[2]

Analiza progamului de Supraveghere, Epidemilologie si Rezultate Finale (SEER)
din baza de date a Institutului National al Cancerului din Statele Unite pe o perioada de
peste 36 de ani intre anii 1973 si 2008 ce a inclus un numar de 4070 de pacienti cu
melanom uveal primar a evidentiat o incidentd medie generald ajustata in functie de varsta
a melanomului uveal de 5.1 cazuri la 1 milion pe an.[4]

Melanomul malign uveal este cel mai frecvent Intdlnit la varstnici cu o ratd a
incidentei care creste progresiv cu varsta si atinge un varf in jurul varstei de 70 de ani dupa
care se observa un platou dupa varsta de 75 de ani[4—7]. Melanomul malign uveal la copii
este rar iar melanomul uveal congenital este extrem de rar[7-9]

in studiile epidemiologice populationale incidenta melanomului malign uveal

ajustatd in functie de vArstd este mai mare la barbati comparativ cu femeile[4,5]. Intr-o



analiza a datelor programului de Supraveghere, Epidemilologie si Rezultate Finale (SEER)
din baza de date a Institutului National al Cancerului din Statele Unite incidenta
melanomului malign uveal ajustata in functie de varstd a fost de 5.8 la 1 milion la barbati
in comparatie cu 4.4 la 1 milion la femei[4].

Desi cauzele de aparatie ale melanomului malign uveal nu sunt pe deplin
cunoscute, cativa factori de risc au fost incriminati in aparitia acestui tip de cancer.

Anumite caracteristici care tin de susceptibilitatea gazdei cum ar fi pielea deschisa la
culoare, incapacitatea de a se bronza si culoarea deschisd a ochilor au fost in mod
semnificativ asociate cu melanomul uveal cu un raport de 1.80, 1.64 si respectiv 1.75[10].

Melanocitoza oculodermica, cunoscutd de asemenea drept Nevul lui Ota, reprezinta
un factor de risc relevant pentru dezvoltarea melanomului malign uveal[11,12]. Aceasta
afectiune se caracterizeaza printr-o hiperpigmentare congenitala anormald la nivelul
ramurilor V1/V2 din aria de inervatie a nervului trigemen si poate implica pielea
perioculard, orbita, uveea, sclera si conjunctiva precum si palatul, meningele si membrana
timpanica[11,12]

Nevul coroidian este o prezentd comuna in populatia generald, cu o ratd a incidentei
de aproximativ 5% la nivelul populatiei din Statele Unite[13]. Pe baza conceptului
conform cdruia toate melanoamele oculare isi au originea intr-un nev intraocular, rata de
transformare a unui nev coroidian intr-un melanom a fost raportatd ca fiind de 1:8845,
crescand pand la o ratd de 1:3664 la populatia varstnica (cu varsta intre 80 pand la 84
ani)[14]

Expunerea la lumina solara ultravioletd a fost clar identificatd ca un factor de risc
pentru melanoamele cutanate[15], desi exista Tncd o dezbatere dacd expunerea la lumina
ultravioleta ar putea reprezenta un factor de risc pentru melanomul malign uveal: unii
autori sustin aceastd ipotezd [16], in timp ce alti autori refuzd sustinerea acestei
ipoteze[17].

In ceea ce priveste alte lumini artificiale, expunerea la lumina albastri a fost emisi ca
ipotezd cd ar juca un rol in procesul oncogenetic si progresia melanomului malign
uveal[18]. Mai mult decat atat, gatitul ocupational, pare sa fie asociat cu un risc crescut de
a dezvolta un melanom malign uveal[19].

Motivatia alegerii acestei teme derivd din nevoia de a intelege mai bine
mecanismele biologice si imunologice care influenteaza evolutia clinicd a bolii, in
contextul in care supravietuirea globald raméane modesta in ciuda progreselor terapeutice.

Prin corelarea parametrilor clinici cu markerii biologici,metabolici si imunologici, studiul



isi propune sd demonstreze metastazarea hepatica in cazul melanomului malign uveal i sa
aibd o contributie originald in intelegerea mecanismelor care determina prognosticul si sa
ofere premise pentru dezvoltarea unor strategii de tratament personalizat.

Ipoteza de lucru a tezei de cercetare pleaca de la premiza existentei unor markeri
biologici, metabolici si imunologici importanti in evolutia, prognosticul si tratamentul
melanomului malign uveal, iar identificarea si corelarea acestora pot anticipa atit aparitia
recurentei bolii metastatice la nivelul ficatului, considerat organul tinta in boala metastatica
din melanom, cét si elaborarea unor modele de predictie a prognosticului si a raspunsului
terapeutic.

In prezent, existi lacune semnificative in ceea ce priveste identificarea
biomarkerilor predictivi si a tintelor terapeutice eficiente. Noutatea temei constd in
corelarea sistematica a parametrilor clinici cu markerii biologici si imunologici, avand ca
scop obtinerea unor modele predictive care ar putea contribui la stratificarea riscului si la
personalizarea tratamentului. Actualitatea subiectului este sustinutd de faptul ca, la nivel
international, imunoterapia si cercetdrile asupra microambientului tumoral au devenit
prioritdti in oncologie, inclusiv in MMU.

Evolutia clinica a MMU nu este determinatd exclusiv de caracteristicile
morfologice si dimensiunile tumorale, ci reprezinta rezultatul unei interactiuni complexe
intre profilul biologic tumoral (markeri serici, expresia moleculard, alterari citogenetice) si
statusul immunologic dar si metabolic al organismului (rdspuns inflamator, celule T
reglatoare, macrofage asociate tumorii, factori supresivi ai microambientului).

Se presupune cd markerii serici, expresia moleculara a anumitor gene si
caracteristicile imunologice ale microambientului tumoral pot constitui instrumente
obiective pentru o Incadrare mai precisa a pacientilor si o evaluare mai precisa a bolii
tumorale.

Principalele obiective urmadrite in cadrul acestei cercetari pot fi sistematizate astfel:

Un prim obiectiv al cercetdrii este determinarea unor biomarkeri tumorali specifici
melanomului malign uveal care pot fi exprimati 1n mod curent la nivel hepatic si care pot fi
corelati cu metastazarea hepatica deoarece ficatul este principalul organ de metastazare in
cazul melanomului malign uveal.

Al doilea obiectiv al cercetarii de la nivelul tezei de doctorat este identificarea unor
proteine specifice care sd poatd sa fie diferentiate cantitativ sau calitativ fatd de tumora

primara si care pot sd demonstreze tropismul melanomului malign uveal pentru ficat,



considerat principalul organ de metastazare in cazul bolii metastatice a melanomului
malign uveal.

Al treilea obiectiv al cercetdrii se referd la rolul balantei redox in evolutia
pacientilor cu melanom malign uveal pentru demonstrarea capacitatii de reprogramare
metabolicd a acestei neoplazii cu rol In boala metastatica si pentru identificarea unor
posibile tinte terapeutice.

Lucrarea este structurata in doua parti majore: partea generald, care prezintd stadiul
actual al cunostintelor privind MMU si partea personald, care cuprinde cercetarea
originala. Rezultatele obtinute includ descrierea corelatiilor dintre caracteristicile clinice si
markerii biologici, evidentierea unor factori imunologici asociati cu prognosticul, precum
st identificarea unor posibile directii terapeutice.

Partea de cercetare originala cuprinde doud studii, primul studiu fiind axat pe
studierea balantei redox in tratamentul melanomului malign uveal prin enucleatie si
radioterapie, iar al doilea studiu este focalizat pe determinarea valorilor serice de acid sialic
si posibilitatea de fi utilizat ca marker tumoral in evolutia MMU si a stabili daca nivelurile
serice crescute pot anticipa recurenta tumorald sau metastazarea.

In cazul primului studiu au fost studiate rispunsurile antioxidantilor totali, tiolilor
albuminici si a peroxizilor lipidici post-tratament prin enucleatie sau radioterapie in cazul
melanomului malign uveal pentru a evalua raspunsul adaptativ sustinut al organismunlui la
stresul oxidativ. Rezultatele obtinute in cazul antioxidantilor serici evidentiaza faptul ca
nivelurile serice au ramas crescute atit pre- cat si post-tratament, pana la sfarsitul perioadei
de urmadrire a studiului.

In cazul celui de-al doilea studiu care cuprinde analiza nivelurilor serice de acid
sialic la pacientii cu melanom malign uveal si dinamica acestui biomarker tumoral in timp
in acord si cu literatura de specialitate s-a dovedit cd acidul sialic are o sensibilate ridicata

dar o specificitate redusa in monitorizarea pacientilor cu melanom malign uveal.



1. Metodologia generala a cercetarii

1.1. Conceptia studiului si consimtamantul informat al pacientului

Cercetarea s-a desfasurat sub forma unui studiu retrospectiv cu desfasurare clinica si
duratd de 5 ani (2019-2024) ce a inrolat pacienti care s-au adresat pentru tratamentul
melanomului malign uveal (MMU) in cadrul “Institutului Oncologic Prof. Dr. Alexandru
Trestioreanu Bucuresti“. Conceptia studiului a fost de a cerceta doua loturi de pacienti,
corespunzatoare celor doud tehnici terapeutice si de a determina cele doud clase de
biomarkeri tumorali analizate in aceasta cercetare si anume studierea markerilor tumorali
specifici balantei redox (peroxizii lipidici, tiolii albuminici si antioxidantii totali) si
studierea acidului sialic ca marker tumoral.

Din punct de vedere etic si metodologic cercetarea a fost conceputd pentru a nu
afecta sau a interfera cu practica clinica, deciziile terapeutice sau cu aspecte care ar putea
influenta etic actul medical. Pacientii evaluati de catre echipa medicala a institutului au fost
informati despre posibilitatea participdrii la studiu iar In cazul in care pacientii si-au
exprimat dorinta de participare s-a continuat cu informarea completd si obtinerea
consimtdmantului informat scris, fara ca aceasta participare sa interfere sub nici o forma cu
managerierea corespunzatoare a cazurilor de melanom malign uveal (decizie pozitiva sau
negativa de interventie chirurgicald, decizie pozitiva sau negativa de radioterapie, decizie
pozitivd sau negativd de chimioterapie sau oricare combinatie dintre cele trei modalitati
terapeutice) si fara a influenta relatia medic-pacient din contextul clinic precum frecventa
si complexitatea controalelor postoperatorii.

Pacientii au fost informati cd pot renunta oricdnd la participarea la studiu, iar
intervalele de controale post-terapeutice utilizate

in cercetare au fost recomandarile standard ale institutului in functie de tratamentul
fiecarui pacient si anume interventie chirurgicald, radioterapie sau chimioterapie..
Pacientii au fost sfatuti si informati sa pastreze legatura cu personalul medical: sa revind in
caz de acuze simptomatice indiferent de intervalele programate si sa revina la controale
regulate la fiecare 6 luni pentru evaluarea atat a evolutiei neoplaziei la nivel ocular cat si
evaluarea intregului organism pentru evaluarea aparitiei unor eventuale metastaze.

1.2. Criteriile de includere in studiu:

- Pacienti care s-au adresat cdtre “Institutul Oncologic Prof. Dr. Alexandru
Trestioreanu* Bucuresti cu diagnostic de melanom malign uveal confirmat clinic si

paraclinic



- Scor al bolii conform Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) intre 0 si 2

- Varsta minima de 18 ani

- Varsta maxima 70 de ani

- Prezenta consimtdmantului informat scris

- Prezentarea la controale clinice repetate, recoltarea de probe biologice si examinari
paraclinice regulate la 6 luni sau de fiecare data era necesar

1.3. Criteriile de excludere din studiu:

- Vérsta in afara intervalului cuprins intre 18 si 70 de ani

- Status clinic alterat sever cu prezenta unei boli metastatice extinse In organism

- Pacienti care efectuau tratamente oncologice concomitente complexe

- Retragerea consimtdmantului informat de participare la studiu de catre pacient, in
orice moment al studiului sau decizia personala de a nu participa la studiu

- Absenta de la controalele postoperatorii sau post-iradiere regulate cat si de la
neprezentarea la recoltarea de probe biologice

1.4 Metodele de lucru folosite:

1.4.1 Metoda folosita in cazul markerilor tumorali specifici balantei redox

Dupa exprimarea scrisd a acordului personal s-au recoltat probe de sange total prin
punctie venoasd. Prin centrifugare s-a izolat serul sanguin din care au rezultat datele
biologice prezentate in cercetare.

4 indicele de peroxidare lipidica, evaluat prin masurarea concentratiei
malondialdehidei serice (MDA), produs final al degradarii hidroperoxizilor lipidici, evaluat
prin reactia cu acidul 2-tiobarbituric determinat prin metoda Carbonneau[20]

Desi peroxidarea lipidica a probelor biologice poate fi apreciatd prin diferite metode
fizice si chimice[20], cea bazata pe masurarea MDA formata prin ruperea endoperoxizilor
in timpul ultimei etape a oxidarii acizilor grasi polinesaturati, este cea mai simpla si mai
larg utilizata in prezent. MDA din proba de ser este un acid slab, instabil, foarte reactiv
care reactioneaza cu TBA (acid tiobarbituric) la fierbere, In mediu de acid triclor acetic.
Produsul rosu rezultat are un maxim de absorbtie la 532 nm. Studiind extinctiile specifice
la 532 nm ale compusilor carbonilici rezultati la degradarea oxidativa a hidroperoxizilor
lipidici se poate considera fara a gresi ca absorbtia la 532 nm se datoreaza complexului
TBA — MDA. Metoda se bazeaza pe formarea unui aduct rosu (MDA-TBA>) care prezinta
un maxim de absorbtie la 532nm. Solutiile folosite sunt Acid tiobarbituric(Sigma) 0,7% in
acid acetic 50%; Acid tricloracetic(Sigma) 20%; Solutie tampon acid acetic — acetat de

sodiu, 50 mmoli, pH 7, solutiile au fost preparate folosind compusi de puritate analitica



provenind de la Merck si Sigma dedicati studiilor clinice, apa utilizata a fost genetic pura
in urma filtrarii de dispozitive Millipore (Milli-Q-Biocel) iar citirile spectrofotometrice s-
au efectual la un spectrofotometru Specord 210 (AnalyticJena) Determinarea tiolilor
albuminici s-a facut prin metoda Albini, cu DTNB (reactiv Ellman.)[21]. Gruparile tiol
sunt componente semnificative ale apardrii antioxidante a plasmei, fiind capabile sa se
opund propagdrii proceselor oxidative prin inactivarea radicalilor alcoxil (RO*) si a
radicalilor hidroxil (OH*) si transformarea acestora in molecule de alcool, respectiv apa,
inofensive.

proteina—SH + RO® — 3 proteina—S" + ROH

proteina— SH + HO® —— > proteina—S° + HOH

La rindul lor radicalii tiil oxidati reactioneaza intre ei formand legaturi bisulfit
proteina—S* + proteina—S" 5 proteina— S — S — proteina

Astfel, gruparile de tioli albuminici prin oxidarea proprie se opun atacului unor
radicali liberi mult mai toxici pentru tesuturi. Legaturile bisulfit nou formate pot determina
instabilitatea moleculelor proteice si alterarea functiilor acestora.

Testele de determinare ale gruparilor SH din plasma se bazeaza pe abilitatea grupului
SH de a dezvolta un complex colorat, masurabil spectrofotometric cu absorbanta maxima
la 412 nm 1n urma reactiei cu acidul 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoic (DTNB) la temperatura
camerei.

Scaderea valorilor se coreleaza direct cu scaderea eficientei barierei antioxidante
plasmatice realizate de gupdrile tiol. Reactivii se prepara proaspat utilizdnd compusi
chimici proveniti de la Merck (Solutie tampon fosfat pH 8,0, - Reactivul Ellman se prepara
prin dizolvarea la cald a 4% acid 5,5 -ditio bis(2-nitrobenzoic) (DTNB) in 100 ml solutie
tampon.

v FRAS (ferric reducing ability of serum) [22]

Reactia masoara reducerea complexului ion feric-2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina
(TPTZ) la un produs colorat

Metoda, care masoara efectul antioxidant combinat al antioxidantilor non-enzimatici
din fluidele biologice, este utild in controlul indicelui de rezistenta la distrugerile oxidative.
La pH scizut, cind complexul Fe** - tripiridil triazina este redus la Fe** de antioxidantii
din proba, se formeazi o coloratie albastru-intens cu Amax 593nm. In aceasti metoda, se
foloseste un exces de ioni Fe**, iar factorul limitator al formarii complexului, prin urmare

si al culorii, este antioxidantul (reducatorii din plasma). Se utilizeaza:



- tampon acetat 300mM (pH 3,6) - 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ) 10mM -
Clorurd fericd 20mM, preparatd in apd distilatd, sulfat feros solutie ImM din care se
prepard o serie de solutii standard pentru curba etalon. Reactivul FRAP se prepara din:
solutie tampon acetat 200mL (pH 3,6), solutie TPTZ, solutie FeCls 6H,O si apa distilata.
La 30puL proba se adauga 900uL reactiv FRAP si 90uL apa. Se citeste absorbanta la 593nm
fatd de martorul de reactiv care contine in loc de proba apa distilata.

1.4.2. Metoda folosita in cazul determinarii acidului sialic

Dupa exprimarea scrisa a acordului personal s-au recoltat probe de sange total prin
punctie venoasd. Prin centrifugare s-a izolat serul sanguin din care au rezultat datele
biologice prezentate 1n cercetare.

Dozarea acidului sialic a fost adaptata dupa metoda lui dupa Kattermann&Kriegel
(1981) si se bazeazd pe oxidarea cu acid periodic, rezultd formarea acidului [-
formilpiruvic, acesta reactioneaza cu doud molecule de acid tiobarbituric si rezultd un
cromofor roz, cu maximul de absorbantd la lungimea de unda A= 549 nm .

Reactivi

- Standard acid N acetyl neuraminic 1mmol/l (Merck, Germania)

- Solutia A: 0.2 mol/l metaperiodat de sodiu (Merk); 9 mol/l acid ortofosforic(Merk)

- Solutia B: 1.54 mol/l arsenit de sodiu (Merck); 0.5 mol/l sulfat de sodiu (Merk);
0.05 mol/I acid sulfuric (Merck)

- Solutia C: 0.037 mol/l acid 2-tiobarbituric (Merk); 0.5 mol/l sulfat de sodiu (Merck)

Modul de lucru

- Se pipeteaza probele, 0.05 ml 1n fiecare eprubetd, apoi se adaugd 0.95 ml acid
sulfuric 0.1N

- Se hidrolizeaza 0.05 ml ser, cu 0.95 ml acid sulfuric 0.1N, timp de 1 h, la 80°C

- Se pipeteza 20 pl solutie standard, peste care se adaugad 220 pl solutie acid sulfuric
0.IN

- Se pipeteza 240 pl din probele hidrolizate

- Se adauga 100 pl din Solutia A

- Se incubeaza 20 min la temperatura camerei

- Se adauga 200 pl din solutia B

- Se agita pana dispare culoarea bruna

- Se adauga 1 ml din Solutia C

- Se fierbe timp de 15 min

- Se extrage colorantul final cu 1.6 ml ciclohexanona



- Se centrifugheaza timp de 10 min, la 1200g

- Se extrage supernatantul

- Se citesc probele la 549 nm, la spectrofotometrul UV-VIS Specord M40..

Calcularea rezultatelor

A5490m proba/As549nm standard X 83.3= pmol/l NANA

unde,

NANA= N-Acetyl Neuraminic Acid

Pentru obtinerea rezultatului final, valoarea se inmulteste cu dilutia probei si se

exprima in mMoli
2. Colectarea si analiza statistica a datelor

Pentru analiza statisticd datele au fost colectate din inregistrarile fizice scrise si
digitale din cadrul “Institutului Oncologic Prof. Dr. Alexandru Trestioreanu Bucuresti‘
intr-o baza de date electronicd anonimizata in format Microsoft EXCEL (EXCEL 365
Versiunile 365 2310-2311 pentru analiza statisticd). Parametrii colectati in cadrul lotului de
pacienti examinati au fost: sexul pacientului, ochiul operat (drept sau sting), tipul
procedurii terapeutice utilizate (radioterapia sau enucleatia), peroxizii lipidici serici
exprimati Tn micromoli (umol) la 100 mililitri (mL) -umoli/100mL, gruparile totale tiol-
albuminice masurate in miliomoli la Litru (mol/L), nivelul total al antioxidantilor
determinat in milimoli la Litru (mmoli/L), exprimarea serica a acidului sialic in milimoli la
Litru (mmmol/L).

Software-ul statistic Minitab® 20 (Minitab Ltd, Coventry, Regatul Unit) si SPSS
versiunea 29 (versiunea actuald, bazata pe abonament) (International Business Machines
Corporation, IBM, Endicott, New York) au fost utilizate pentru analiza statistica a datelor

studiului.

3. Studiul I - Efectul tratamentului oncologic asupra balantei redox

la pacientii cu melanom malign uveal

In organismul uman celulele normale se bazeazi pe fosforilarea oxidativa
(OXPHOS) pentru a produce energie sub forma de adenozin trifosfat (ATP), celulele
canceroase dezvoltd un fenotip metabolic caracterizat printr-o glicoliza aeroba crescuta,
fenomen cunoscut sub numele de “efectul Warburg”[23,24].

Aceastd modificare metabolicd permite celulelor tumorale sd metabolizeze

preferential glucoza in lactat chiar si in prezenta oxigenului, proces care este mai putin
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eficient din punct de vedere metabolic in producerea de ATP, dar se pare ca acest proces
este crucial in furnizarea de intermediari biosintetici esentiali pentru sustinerea proliferarii
si cresterii rapide celulare[25-27].

Glicoliza aeroba reprezintd aproximativ 56%-63% din productia de ATP in
majoritatea celulelor canceroase[28]. Celulele tumorale 1si maresc capacitatea de absorbtie
a glucozei din mediul inconjurator si intensifica secretia de acid lactic pentru a-si satisface
nevoile energetice si metabolice[25,28].

In afara de glicoliza aeroba, celulele tumorale prezintd modificiri si ale altor cii
metabolice cum ar fi modificari ale metabolismului aminoacizilor, metabolismului acizilor
grasi, modificari ale ciclului Krebs, alterarea homeostaziei redox si inclusiv un metabolism
crescut al glutaminei care serveste ca sursd suplimentard de azot si carbon pentru
sustinerea cresterii si supravietuirii celulelor tumorale[29].

in melanomul malign uveal se constati o modificare a parametrilor de stres
oxidativ, modificdri care pot fi induse atat de prezenta tumorii primare cat si de tratamentul
prin enucleatie sau radioterapie. Din acest motiv se va pune accent pe determindrile
parametrilor biochimici si pe modificarea valorilor acestor parametri biochimici In urma
tratamentului radical chirurgical prin enucleatie sau a tratamentului conservator prin
radioterapie.

3.1. Scopul studiului

Acest studiu retrospectiv isi propune sd analizeze impactul sistemic al stresului
oxidativ si al echilibrului redox, precum si dinamica tratamentului in melanomul malign
uveal. Desi mai multe studii — precum cele realizate de Han[30], Longhitano [31], Onken
[32], Chattopadhyay[33] — au abordat aspecte ale reprogramarii metabolice a MMU, ale
micro-mediului tumoral si ale diferentelor evidente fatd de melanomul malign cutanat, din
cunostintele pe care le avem pand in momentul de fata, existd o lipsd de date privind
efectele sistemice asupra echilibrului oxidativ si redox in MMU[34].

Acest studiu si-a propus sd monitorizeze acest echilibru redox prin masurarea
nivelurilor serice ale markerilor de peroxidare lipidicd, gruparilor totale de albumina si
nivelurilor totale de antioxidanti, la pacientii tratati pentru melanom malign uveal prin
radioterapie stereotacticd sau enucleatie[34].

Pacientii au fost urmadriti pe o perioadd de 2 ani, cu prelevari serice efectuate
inainte si dupa tratament, precum si la intervale ulterioare de 6 luni conform protocoalelor
terapeutice stabilite. Decizia terapeutica, respectiv alegerea intre radioterapie si enucleatie,

a fost luatd in cazul fiecarui pacient de comisia oncologica, in functie de gradul
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parametrilor tumorali, de afectarea globului ocular si a functiei vizuale, dar si in functie
parametrii individuali ai pacientului si independent de studiu.

Lotul de populatie studiat a inclus 39 de pacienti, 17 femei si 21 barbati, care au
urmat tratament pentru melanomul malign uveal fie prin radiochirurgie stereotactica (21 de
pacienti, 11 femei si 10 barbati), fie prin enucleere chirurgicald (18 pacienti, 6 femei si 12
barbati). Pe durata studiului, care a avut o perioadd de urmarire de 2 ani, controalele si
recoltarea probelor biologice fiind stabilite la 6, 12, 18 si 24 de luni dupa tratament. Din
lotul total de studiu de 39 de pacienti, 39 de pacienti (100%) s-au prezentat la controlul de
6 luni, 22 de pacienti (56,41%) la 12 luni, 10 pacienti (25,64%) la 18 luni si 6 pacienti
(15,38%) la 24 de luni. Timpul mediu pana la pierderea din urmarire a fost n medie de
11,85 luni (abatere standard, StDev 6,527). Pierderea din urmarire a fost atribuita starii
precare de sandtate, decesului, dificultdtilor de acces la centrul medical sau dorintei
individuale de a nu mai participa la controalele ulterioare.

3.2. Rezultate

Rezultatele obtinute in cazul antioxidantilor serici evidentiaza faptul ca nivelurile
serice de antioxidanti au rdmas crescute atit pre- cat si post-tratament, pana la finalul
perioadei de urmarire a studiului de 24 de luni. Acest lucru sugereaza un raspuns adaptativ
sustinut al organismului la stresul oxidativ indus atat de boald cat si de metodele
terapeutice utilizate. In ceea ce priveste comparatia intre cele doud metode, radioterapia a
mentinut valori mai ridicate ale antioxidantilor, confirmand un impact mai redus asupra
homeostaziei antioxidantilor serici fatd de enucleatie. Diferentele au fost semnificative
statistic atat la femei cat si la barbati, ceea ce sustine ipoteza conform careia radioterapia
stimuleaza sau conseva mai eficient sistemul antioxidant. De asemenea s-au evidentiat
diferente semnificative in ceea ce priveste sexul pacientilor: dupd enucleatie femeile au
avut valori mai mari, in timp ce dupa radioterapie barbatii au dominat statistic. Acest lucru
indica faptul cad mecanismele fiziologice de aparare redox sunt influentate nu doar de tipul
de tratament ci poate si de particularitatile hormonale si metabolice specifice fiecarui sex
in parte.

Peroxizii lipidici au fost crescuti peste valorile normale in majoritatea etapelor,
lucru care confirma prezenta unui stres oxidativ sistemic persistent. Desi tendinta generala
a fost de scadere dupd 12-18 luni, nivelurile nu s-au normalizat complet pana la finalul
studiului. In ceea ce priveste comparatia intre cele doud metode terapeutice, pacientii cu
enucleatie au avut 1n general valori mai ridicate, ceea ce sugereaza cd procedura

chirurgicald induce un stres oxidativ mai intens, probabil prin trauma tisulara directa si
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inflamatia postoperatorie. Cu toate acestea, diferentele nu au fost semnificative din punct
de vedere statistic, ceea ce poate reflecta atat variabilitatea individuala cat si dimensiunea
relativ redusa a lotului de pacienti care au participat la studiu. Influenta sexului in cazul
peroxizilor lipidici pare sa fie mai clard: la enucleatie diferentele barbati-femei nu au fost
relevante statistic, dar la radioterapie barbatii au prezentat valori semnificativ mai mari
(p=0,0055), cu un varf evident la 18 luni. Aceasta discrepantd poate fi explicatd printr-o
capacitate antioxidantd intrinsecd mai redusd a sexului masculin, fenomen descris si in alte
patologii asociate stresului oxidativ.

Tiolii albuminici au avut o evolutie diferita in functie de tratamentul efectuat. Dupa
enucleatie, valorile au rdmas stabile sau au crescut usor, atingand un maximum la 18 luni si
mentinandu-se peste limita de referintd la 24 de luni. Acest lucru sugereaza ca desi
enucleatia are un impact oxidativ acut, organismul reuseste sa recupereze si sd stabilizeze
destul de rapid echilibrul redox proteic. Dupd radioterapie s-a observat o scadere
progresivd a valorilor obtinute, sub limita inferioard a normalului la 24 de luni, ceea ce
poate sugera cd o expunere repetata la radiatii poate induce un dezechilibru oxidativ cronic
care poate fi mai dificil de compensat.

Diferenta dintre cele doua metode de tratament a fost confirmata statistic (p=0,036).
Din perspectiva sexului pacientilor, femeile tratate prin enucleatie au prezentat valori mai
crescute decat cele tratate prin radioterapie (diferentd semnificativd), in timp ce la barbati
s-a pastrat doar o tendinta intre enucleatie si radioterapie fara semnificatie statistica. Aceste
rezultate sugereazd ca femeile pot beneficia din punct de vedere metabolic de o strategie
chirurgicald, in timp ce barbatii par a fi mai protejati prin radioterapie, lucru care poate
confirma rolul determinant al sexului in raspunsul biologic la tratament.

Ca o sintezd comparativd intre metodele terapeutice, enucleatia si radioterapia,
putem spune cd radioterapia mentine mai bine nivelurile de antioxidanti dar duce la
scaderea progresiva a tiolilor albuminici si la valori crescute ale peroxizilor lipidici la
barbati. Enucleatia este asociata cu o crestere mai evidentd a peroxizilor lipidici, dar cu o
conservare a tiolilor albuminici, lucru care sugereaza o recuperare redox mai buna pe
termen lung. In ceea ce priveste sexul, enucleatia si radioterapia determini raspunsuri
divergente: femeile par avantajate de enucleatie in ceea ce priveste tiolii albuminici, In
timp ce barbatii par mai bine de radioterapie In ceea ce priveste nivelurile serice de
antioxidanti.

Referitor la implicatiile clinice si de cercetare putem concluziona urmétoarele:
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e Personalizarea tratamentului: Alegerea metodei terapeutice ar putea lua in
considerare nu doar criteriile oncologice ci si profilul oxidativ si sexul pacientului

e Monitorizarea pe termen lung: Nivelurile serice ale antioxidantilor, peroxizilor
lipidici si tiolilor albuminici se dovedesc a fi biomarkeri relevanti pentru urmarirea
echilibrului redox dupa tratament.

e Utilizarea de strategii adjuvante: Rezultatele obtinute sustin oportunitatea utilizarii
de suplimente antioxidante sau de terapii de sustinere redox diferentiate in functie de sex si
de tipul de tratament

e Fundament pentru cercetari viitoare: Diferentele semnificative statistic intre
procedurile terapeutice si sexul pacientilor pot deschide directii noi privind rolul factorilor
hormonali, metabolici si genetici in reglarea raspunsului oxidativ post-oncologic.

3.3. Concluzii

In concluzie, enucleatia si radioterapia au impacturi distincte asupra echilibrului
redox sistemic, iar sexul pacientului reprezintd un factor determinant al raspunsului
biologic la tratament. Aceste date sugereaza necesitatea unui management oncologic
personalizat, cu integrarea biomarkerilor de stres oxidativ in evaluarea si urmairirea
pacientilor.

4. Studiul II - Acidul Sialic — Biomarker tumoral in

melanomul malign uveal

Acest studiu retrospectiv 1si propune sd monitorizeze acidul sialic ca marker
tumoral si corelatia acestuia cu rata de supravietuire la pacientii cu melanom malign uveal.

Determinarea acidului sialic este utilizatd si in alte tipuri de cancer pentru
monitorizarea evolutiei bolii si a ratei de supravietuire[35]. Totusi, specificitatea acidului
sialic este relativ scazutd, deoarece nivelurile crescute de glicoproteine bogate in acid
sialic se intalnesc si in bolile inflamatorii[35].

Pacientii au fost urmadriti pe o perioada de doi ani, cu recoltdri de probe serice
efectuate inainte si dupd tratament, precum si la intervale de sase luni conform
protocoalelor terapeutice stabilite. Decizia terapeuticd — radioterapie sau enucleatie — a
fost luata 1n fiecare caz in parte de comisia oncologicd, pe baza parametrilor individuali ai
pacientului, independent de studiu[35]

Nivelurile serice ale acidului sialic au fost masurate la intervale de 6 luni. Prima
determinare a fost efectuata inainte de tratament (Determinarea 1), a doua determinare la 6

luni dupi tratament, a treia determinare la 12 luni dupa tratament si asa mai departe. Iin
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total, au fost inregistrate 99 de determinari initiale (Determinarea 1), 44 de determinari la 6
luni (Determinarea 2), 29 la 1 an (Determinarea 3), 12 la 1 an si jumatate (Determinarea 4),
7 la 2 ani (Determinarea 5), 4 la Determinarea 6, 3 la Determinarea 7 si 2 la Determinarea
8. Urmarirea maxima a inclus 2 pacienti la 3 ani si jumatate de la inceputul tratamentului.

Analiza nivelurilor serice de acid sialic la pacientii cu melanom malign uveal a
evidentiat o serie de aspecte importante privind dinamica acestui biomarker in timp. In
acord cu literatura de specialitate, acidul sialic s-a dovedit a avea o sensibilitate ridicata,
dar o specificitate redusa in monitorizarea pacientilor cu melanom malign uveal.

4.1 Rezultate
Rezultatele obtinute in studiul de fatd au aratat cd nivelurile serice de acid sialic au crescut
semnificativ dupa tratament, cu diferente statistice la evaludrile de la 6 luni, 1 an si 2 ani.
Aceastd crestere nu poate fi atribuitd exclusiv progresiei tumorale sau aparitiei
metastazelor, ci trebuie interpretatd si in contextul proceselor inflamatorii post-terapeutice
si a stresului oxidativ indus de tratament, care pot determina cresteri tranzitorii ale
concentratiilor serice. Aceste observatii confirma ipoteza conform careia acidul sialic este
un marker sensibil, dar nespecific, fiind influentat de multiple mecanisme fiziopatologice.

Din perspectiva analizei distributiei datelor, determindrile efectuate nainte de
tratament si la 6 luni au prezentat o abatere semnificativd de la distributia normala,
reflectdnd heterogenitatea populatiei studiate si raspunsul variabil imediat dupa interventia
terapeutica. In schimb, incepand cu determinarea de la 12 luni, distributiile s-au aliniat la
modelul gaussian, sugerdnd o omogenizare a raspunsului biologic si o stabilizare a
nivelurilor de acid sialic pe termen mediu si lung.

Un alt aspect relevant este scaderea progresiva a valorilor maxime de acid sialic pe
parcursul urmaririi, ceea ce sugereaza o reducere a variabilitatii extreme si, implicit, un
control mai bun al statusului metabolic si tumoral in cohorta analizatd. Aceasta tendinta
poate fi interpretatd ca un indicator indirect al regresiei bolii sau al absentei progresiei
tumorale la o parte dintre pacienti.

Analiza diferentiatd pe sexe a evidentiat valori mai ridicate si o variabilitate mai
mare la barbati comparativ cu femeile, cu o diferentd maxima observata la determinarea de
la 2 ani. Acest aspect este concordant cu unele rapoarte din literatura care descriu diferente
de metabolizare a glicoproteinelor si lipidelor in functie de sex, dar poate reflecta si factori

individuali (stil de viata, comorbiditati, status hormonal).
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4.2 Concluzii

in contextul melanomului malign uveal, interpretarea valorilor de acid sialic trebuie
facutd cu prudentd. Desi nivelurile crescute pot anticipa recurenta tumorald sau
metastazarea, ele pot fi influentate si de inflamatia post-terapeutica. Prin urmare, utilizarea
acidului sialic ca marker unic nu este recomandatd; el poate insa reprezenta un biomarker
complementar, integrat intr-un panel de teste biochimice si imagistice, pentru o

monitorizare mai precisa a evolutiei pacientilor.

5. Concluzii si contributii personale

Lucrarea de fata, dedicatd analizei corelatiei dintre evolutia clinicd a melanomului
malign uveal si parametrii biologici si imunologici si metastazarea in principal la nivelul
ficatului, reprezintd o contributie personald la intelegerea acestei patologii rare, dar
deosebit de grave prin prognosticul rezervat si prin dificultatile de diagnostic si tratament.
Tema aleasa nu este doar actuala, ci si complexa, avand implicatii atit teoretice, cét si
practice, intrucat gestioneazd una dintre cele mai severe afectiuni oftalmologice cu
potential metastatic ridicat. Concluziile formulate se fundamenteaza pe datele din literatura
de specialitate, dar si pe rezultatele originale obtinute prin studiu clinic, imagistic si
imunologic, integrate ntr-o abordare multidisciplinara.

Principalul obiectiv al cercetarii a fost analiza detaliata a corelatiilor dintre
caracteristicile clinice ale melanomului malign uveal si markerii biologici si metabolici, cu
scopul de a identifica factori de prognostic si de a contribui la 0 mai buna stratificare a
pacientilor dar si a incerca de a descoperi de ce ficatul este principalul situs de metastazare
si dacd existd o corelatie intre acesti markeri biologici si metastazarea hepatica. In cadrul
lucrarii, au fost investigate aspectele epidemiologice, factorii de risc, caracteristicile clinice
si paraclinice, metodele moderne de diagnostic (ecografie, OCT, angiografie, RMN,
histopatologie) si optiunile terapeutice, toate integrate intr-o analizd complexa. Am insistat
asupra biomarkerilor serici si asupra modificdrilor redox si metabolice, elemente care
reprezinta un domeniu relativ putin explorat in literatura autohtona.

Cercetarea desfasurata a confirmat ca evolutia clinicd a melanomului malign uveal
nu depinde exclusiv de dimensiunea si localizarea tumorii, ci si de particularitatile
moleculare si imunologice. Am evidentiat ca:

« stresul oxidativ si dezechilibrele redox influenteaza evolutia si raspunsul

la tratament;

16



» markerii biologici, precum acidul sialic, pot avea valoare prognostica
in monitorizarea bolii;

Aceste rezultate au subliniat importanta unei evaludri complexe, care sa nu se
limiteze la datele imagistice sau histopatologice, ci sd includa biomarkerii serici si
analizele imunologice, genetice si metabolice.

Cea mai importanta parte a acestei teze constd in contributia personala adusa la
domeniu. Aceasta se evidentiaza pe mai multe planuri:

1. Integrarea clinica si paraclinica — am participat activ la examinarea, diagnosticarea
si urmarirea pacientilor cu melanom malign uveal, documentand riguros evolutia acestora
si coreland datele clinice cu cele imagistice si biologice.

2. Analiza biomarkerilor si a parametrilor redox — o parte originala a lucrdrii a constat
in investigarea dezechilibrelor oxidative si a rolului acidului sialic in prognostic. Am aratat
ca aceste elemente pot constitui instrumente utile de stratificare a pacientilor si pot ghida
conduita terapeutica.

3. Articolele publicate si studiile efectuate — rezultatele obtinute au fost publicate in
reviste cu factor mare de impact, ceea ce confirmd valoarea originala si relevanta cercetarii
(publicatii din 2021-2024).

Astfel, lucrarea reprezintd nu doar o sinteza a datelor din literaturd, ci si un aport
concret, documentat prin studii proprii, care pot fi extinse ulterior.

Originalitatea lucrdrii constd 1n abordarea integratd si multidimensionald a
melanomului malign uveal, imbinand aspectele clinice, imagistice, moleculare si
metabolice. Prin aceastd viziune globald, am demonstrat cd prognosticul nu poate fi stabilit
pe baza unui singur parametru, ci necesitd un algoritm complex de evaluare. Valoarea
practica a cercetarii este semnificativa: concluziile pot sprijini dezvoltarea unor protocoale
de monitorizare mai riguroase, identificarea pacientilor cu risc crescut de metastazare si
personalizarea tratamentului. Totodatd, rezultatele pot sta la baza unor viitoare studii
clinice menite sd valideze biomarkerii identificati ca predictivi. Originalitatea cercetarii
deriva si din caracterul sau aplicativ. Datele obtinute pot fi utilizate pentru Imbunatatirea
protocolului de diagnostic si pentru stabilirea unor scheme de monitorizare mai eficiente.
Spre exemplu, pacientii cu expresie crescutd a markerilor asociati cu risc mare de
metastazare ar putea beneficia de o urmarire mai atentd, inclusiv prin investigatii
imagistice periodice hepatice, avand in vedere tropismul hepatic al metastazelor din
melanomul malign uveal.

Este de mentionat faptul cd numarul pacientilor inclusi in analizd a fost limitat, aspect
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inerent unei patologii rare, ceea ce impune validarea concluziilor prin studii multicentrice
mai ample. In viitor, cercetarea trebuie extinsi asupra profilului genetic si asupra
raspunsului la imunoterapii moderne, domeniu in care melanomul malign uveal ramane
inca o provocare. Totodata, continuarea studiului asupra biomarkerilor redox si a rolului
acidului sialic poate aduce noi directii terapeutice.

Dincolo de contributiile practice, lucrarea aduce o serie de perspective pentru
cercetdrile viitoare. Un posibil demers ar fi integrarea markerilor metabolici si moleculari
in evaluarea prognostica, astfel incat sa se realizeze o clasificare completa a pacientilor. De
asemenea, rezultatele obtinute deschid posibilitatea validarii pe loturi mai mari si in studii
multicentrice, pentru a consolida concluziile si a asigura aplicabilitatea lor generala.

Lucrarea de doctorat a reusit sa aduca si o contributie personala reald la intelegerea
mecanismelor biologice si metabolice implicate in evolutia melanomului malign uveal.
Prin integrarea datelor clinice cu analiza biomarkerilor si prin corelatiile stabilite, am
demonstrat importanta unei abordari multidisciplinare in diagnostic si tratament. Consider
ca rezultatele prezentate reprezintd un pas inainte In cunoasterea acestei patologii si pot
constitui o bazd solidd pentru cercetdri ulterioare, precum si pentru Tmbunatatirea
managementului clinic al pacientilor.

Metodele de determinare utilizate In cadrul lucrarii au fost dezvoltate si preparate in
cadrul institutului, fara a se apela la kituri comerciale de reactivi, care presupuneau costuri
ridicate. Aceasta abordare a permis nu doar adaptarea metodelor la specificul cercetarii, dar
si obtinerea unui avantaj economic semnificativ. Prepararea substantelor si reactivilor in
laborator a contribuit la reducerea cheltuielilor si la cresterea accesibilitatii investigatiilor,
mentinand 1n acelasi timp acuratetea si reproductibilitatea rezultatelor.

Concluzia generald care se desprinde din acest studiu este aceea cd melanomul
malign uveal trebuie privit dintr-o perspectivda multidimensionald. Prognosticul si
managementul pacientului nu pot fi bazate exclusiv pe criterii clinice sau anatomice, ci
trebuie sd includd un spectru larg de factori biologici si factori de stres oxidativ. Aceasta
viziune complexd si integratd reprezintd cheia catre o medicind de precizie, in care
tratamentele si strategiile de urmarire sa fie adaptate caracteristicilor fiecarui pacient.

Astfel, teza aduce o contributie originala la literatura de specialitate si prin
urmatoarele aspecte:

- integrarea datelor clinice, biologice si ale balantei redox intr-un cadru unic de analiza
- identificarea unor corelatii noi intre markerii biologici si ai stresului oxidativ si evolutia

clinica
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- evidentierea diferentelor fundamentale dintre melanomul malign uveal si cel cutanat
- propunerea unor directii de dezvoltare a medicinei personalizate in oncologia oculara.
In concluzie, cercetarea de fati reprezinti o contributie stiintifica valoroasa si originala, cu
implicatii teoretice si practice majore, deschizand noi perspective in diagnosticarea,
monitorizarea si tratamentul pacientilor cu melanom malign uveal.

Un aspect esential care reiese din analiza prezentatd in aceasta tezd este faptul ca
sistemele de clasificare traditionale — in special clasificarea TNM si stadializarea clinica si
anatomica — isi pastreaza valoarea descriptiva si orientativa in practica medicald curenta,
dar nu mai sunt suficiente pentru o stratificare reald a riscului si pentru predictia
prognosticului. Dimensiunea tumorala, extensia locala sau prezenta metastazelor regionale
si la distanta sunt indicatori importanti, insd heterogenitatea evolutiva a melanomului
malign uveal demonstreazd ca pacienti aflati in acelasi stadiu clinic pot avea traiectorii
complet diferite.

In prezent, datele de laborator si genetice au depasit ca valoare predictivi
clasificarile clinice. Proiectul TCGA (The Cancer Genome Atlas) a reusit sa redefineasca
melanomul malign uveal prin identificarea profilurilor moleculare caracteristice:
monosomia cromozomului 3, castigul de 8q si pierderea de 6q sunt modificari esentiale ce
determind prognosticul real al pacientului, avand o putere predictivd mult superioara fata
de marimea sau localizarea tumorii. Astfel, pacientii cu monosomie 3 si castig de 8q au un
risc major de metastazare hepatica, chiar daca tumora primara este relativ mica sau aparent
»~favorabild” din punct de vedere clinic.

Citogenetica si clasificarea TCGA au introdus conceptul de subgrupuri genetice cu
semnificatie prognostica distincta, ceea ce permite o abordare personalizatd. De exemplu,
melanoamele maligne uveale cu disomie 3 si castig cromozomial pe 6p au un prognostic
semnificativ mai bun, fiind incadrate intr-o categorie de risc scazut, indiferent de stadiul
TNM. Aceastd observatie subliniazd faptul cd datele clinice si anatomice sunt utile pentru
descriere, dar insuficiente pentru predictie.

Din aceastd perspectiva, clasificarea clinica si anatomica este astdzi subordonata
clasificarilor moleculare si genetice. Stadializarea TNM raméine necesard pentru
uniformizarea comunicarii intre clinicieni si pentru deciziile terapeutice de baza, dar
adevdrata valoare prognosticd si orientarea catre tratamente personalizate provin din
analiza profilului genetic tumoral. Integrarea acestor date in practica clinicd reprezinta

directia majord a oftalmo-oncologiei moderne, iar cercetarea prezentatd in aceastd teza
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confirma faptul cd abordarea multimodald, cu accent pe biomarkeri si citogenetica, reflecta
cel mai fidel evolutia bolii.

Desi obiectivul lucrarii a fost corelatia parametrilor biologici si ai stresului oxidativ
cu evolutia clinicd a melanomului malign uveal si cu demonstrarea tropismului hepatic
pentru metastazarea sistemicd in corelatie cu acesti markeri biologici si ai balantei redox,
in urma studiilor prezentate se pare ca si componenta metabolicad este foarte importanta in
aceastd boala oculard cu implicatii sistemice majore. Din acest punct de vedere, asa cum
exista o clasifiacare TNM pentru tumori si mai recent o clasificarea TGCA care tine seama
de grupurile citogenetice, tot asa ar trebui sa fie si o clasificare metabolicd sau ,harta
metabolica” care sa tind seama de statusul tumoral si de capacitatea de metastazare

=9

sistemica. Aceasta clasificare sau ,,hartd metabolica” ar trebui conceputd nu numai in cazul
melanomului malign uveal ci si in cazul tuturor tumorilor, pentru ca fara reprogramare
metabolicd tumorile nu ar fi capabile sd supravietuiasca, sa se dezvolte si sd determine

metastazare sistemica.
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