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In this study we have obtained some methylation
profiles in DNA extracted from normal tissue and
thyroid malignant tumors (various morphologic
subtypes). We have identified differences in the
methylation profile of p/5 gene promoter of the
thyroid tumors compared with the profile of normal
thyroid cells (peritumoral tissue). In conclusion we
sustain that MM methylation profile of p/5 gene
promoter can be used as a molecular marker for the
examined person who is at risk with thyroid cancer
development referring the day of sample collection.
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Introducere

Datele din literatura de specialitate atesta faptul
ca genele tumor-supresoare se caracterizeaza ade-
seori printr-un grad avansat al metilarii la nivelul
promotorilor in neoplazmele umane, fenomen ce
coreleaza cu inactivarea genelor date prin diminua-
rea sau stoparea transcriptiei acestor gene in celule-
le preneoplazice si in cele maligne [1].

Promotorul genei pl/5 (denumirea oficiala —
CDKN2B), pozitionatd in locusul cromozomial
9p21, la fel se caracterizeaza adeseori printr-un grad
avansat al metilarii, in special, in neoplazmele he-
matopoietice umane. A fost stabilita, inclusiv, core-
latia Intre hipermetilarea promotorilor genelor p/5
si p16 situate adiacent [2].

Intre profilurile metilice ale tumorilor din dife-
rite stadii nu au fost gésite diferente semnificative,
sugerandu-se ca alterarile epigenetice au loc in sta-
diile precoce ale dezvoltarii cancerului sau in mo-
mentul initierii tumorilor [3].

Dereglarea unor cai semnalizatoare moleculare,
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precum Rb/pl6 si p53/p14/MDM?2 sau altele, pot
cauza cresterii neoplazice.

Scopul studiului
Compararea particularitatilor profilurilor meti-
lice ale promotorului genei p/5 in tesutul normal
al glandei tiroide si Tn tumori maligne tiroidiene,
in vederea stabilirii unor markeri moleculari noi de
prognozare a cancerului tiroidian.

Materiale si metode

In acest studiu a fost investigat un grup de 50
de persoane afectate de cancer tiroidian (tumori
maligne din diverse subtipuri morfologice: car-
cinom medular, folicular, papilar), fiind, anterior,
diagnosticate primar si internate in Sectia Tumori
cap si gat a Institutului Oncologic din Republica
Moldova.

Metoda de baza utilizatad in cercetarea data a fost
evidentierea metilarii ADN-ului la nivelul promoto-
rului genei pl5 prin tratarea ADN-ului cu bisulfit
de sodiu (conversia citozinei nemetilate in uracil) si
amplificarea portiunilor genice cu ajutorul perechi-
lor de praimeri nonmetil-specifici si metil-specifici
prin tehnica MSP (Methylation Specific Polymerase
Chain Reaction).

Descrierea succinta a inovatiei

in anul 2010, elaborarea intitulatd ,,Procedeu
de prognozare a riscului de dezvoltare a cance-
rului glandei tiroide” a fost brevetatd la Agentia
de Stat pentru Proprietatea Intelectuala din Repu-
blica Moldova, brevet de inventie nr. MD-4038.
Esenta procedeului propus de noi consta in iden-
tificarea profilurilor metilice ale genei p/5 in
ADN-ul din fragmentele tumorilor maligne si evi-
dentierea particularitatilor acestor profiluri in raport
cu cele ale tesutului normal peritumoral.

Procedeul se efectueaza in modul urmator:

1. Prelevarea fragmentelor din glanda tiroida
(fragment din tesutul normal al glandei tiroide si,
separat, din tumori maligne);
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2. Extractia ADN-ului genomic uman din frag-
mentele glandei tiroide;

3. Modificarea ADN-ului prin conversia citozi-
nei in uracil;

4. Amplificarea ADN-ului modificat prin MSP
(Methylation Specific Polymerase Chain Reaction)
la nivelul promotorului genei p/5;

5. Vizualizarea si analiza produsilor de amplifi-
care (fig. 1A, fig. 1B);

6. Formularea concluziilor.

In urma analizei profilurilor electroforetice, cu
ajutorul transiluminatorului, la lumina ultravioleta
(lungimea de unda 302 nm), am constatat ca fragmen-
tele de tesut normal ale glandei tiroide au prezentat,
concomitent, atat banda U (produs al reactiei de am-
plificare corespunzatoare ADN-ului nemetilat, la ni-
velul promotorului genei p15), cat si banda M (produs
al reactiei de amplificare corespunzatoare ADN-ului
metilat, 1a nivelul promotorului genei p15), adica pro-
filul UM, in toate specimenele analizate (fig. 1A).

Fragmentele din tumorile maligne ale glandei
tiroide au prezentat numai banda M (produs al re-
actiei de amplificare corespunzatoare ADN-ului
metilat, la nivelul promotorului genei p/5), adica
profilul MM, in toate specimenele analizate, fapt ce
semnificd starea metilata a ambelor alele in toate ce-
lulele probei biologice analizate (fig. 1B).

Concluzie

Prin urmare, daca in gelul de electroforeza se
vizualizeaza doar banda de amplificare corespun-
zatoare ADN-ului metilat la nivelul promotorului
genei pl5 — se atesta risc de dezvoltare a cancerului
glandei tiroide (cu referire la data prelevarii probei
biologice), iar dacad gelul de electroforeza contine
atdt banda de amplificare corespunzatoare ADN-
ului metilat la nivelul promotorului genei p/35, cat si
banda de amplificare a ADN-ului nemetilat — nu se
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Figura 1A. Profiluri metilice la nivelul ADN-ului din

tesutul normal peritumoral al glandei tiroide (original)

stabileste risc de cancer al glandei tiroide (cu referi-
re la data prelevarii probei biologice).

Domeniul de aplicare si necesitatea implementa-
rii inovatiei in Republica Moldova

Inventia se referd la medicina preventiva si poa-
te fi aplicata pentru identificarea presimptomatica si
prevenirea cancerului tiroidian.

Beneficiari ai acestui procedeu nou sunt:

1. Pacientii cu status postoperatoriu al cance-
rului glandei tiroide, 1n special cu istoric de cancer
tiroidian, carora li se indica investigatia de laborator
de referintd elaboratad de savantii nostri in vederea
prevenirii in timp rezonabil a unor potentiale reci-
dive ale bolii si In scop de profilaxie diferentiata si
individualizata.

2. Persoane sanatoase, in vederea prevenirii i
identificarii presimptomatice a potentialelor trans-
formari maligne la nivelul glandei tiroide (cu con-
ditia confirmarii datelor din literatura de specialitate
[1, 4] privind prezenta in serul/plasma sanguina a
ADN-ului metilat circulant si constituirea protocolu-
lui noninvaziv de prelevare a materialului biologic).

Indicatii
Investigatia de referintd efectuata in laborator este
indicata cu frecventa de cel putin 2 ori pe an pentru
una §i aceeasi persoana, ceea ce asigura o adresabili-
tate continud pentru acest serviciu de laborator.

Investitii necesare si rentabilitatea acestora
pentru implementarea inovatiei
Investitiile necesare pentru implementarea in-
ventiei cuprind: fondurile fixe — circa 12 000 Euro,
plus cheltuielile curente.

Avantajul inovatiei prezentate fata de produsele
existente pe piata

Este cunoscut procedeul Real-Time Quantitati-

ve Methylation Specific Polymerase Chain Reaction

Figura 1B. Profiluri metilice la nivelul ADN-ului
din tumori maligne ale glandei tiroide (original)
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(Real-Time QMSP), descris de catre Hoque M. si
colaboratorii sai in anul 2005, care include obtine-
rea profilurilor metilice ale genelor umane Rassf14,
TSHR, RaRp2, DAPK, S100, p16, CDHI, CALCA,
TIMP3, TGF-f si GSTpi, publicat In acelasi an in
revista ,,The Journal of Clinical Endocrinolgy and
Metabolism” [5].

Dezavantajele procedeului elaborat de Hoque
M. si colaboratorii sdi [5] constau in urmatoarele:
este nespecific (nu caracterizeaza strict ADN-ul din
fragmentele tumorilor maligne in raport cu ADN-ul
din tesutul normal peritumoral) si redundant (pre-
supune obtinerea concomitenta a profilurilor metili-
ce ale catorva gene umane Rassf1A, TSHR, RaRf2,
DAPK, S100, p16, CDHI, CALCA, TIMP3, TGF-f§
si GSTpi, adica 11 gene = un criteriu diagnostic).

Procedeul propus de noi se caracterizeaza prin
urmatoarele avantaje:

1. Este specific (caracterizeaza nemijlocit

ADN-ul din fragmentele tumorilor maligne in ra-
port cu ADN-ul din tesutul normal peritumoral);

2. Sensibil (tesutul de analizat este suficient in
limitele a 100 mg);

3. Nonredundant (o gena = un criteriu diagnos-
tic).

Eudochia Zavtur. Flori si pere. 2010, 400x400, u/p
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Distinctii obtinute

In perioada 2011-2012, elaborarea ,,Procedeu de prog-
nozare a riscului de dezvoltare a cancerului glandei tiroi-
de” a fost distinsa cu 4 medalii si anume:

1. Medalie de aur. Expozitia Internationald de Inventi-
cad — INVENTICA-2011, lasi, 8-10 iunie 2011.

2. Medalie de argint. VII MexyHapo/Hblii caioH
n3obperenuii u HOBBIX TexHonmoruit HOBOE BPEMA,
Ceacrornons, 22-24 septembrie 2011.

3. Medalie de argint. Expozitia Internationald Speci-
alizatd de Inventica INFOINVENT- 2011, Chisinau, 22-
25 noiembrie 2011.

4. Medalie de argint. Expozitia Internationald Spe-
cializata de Inventica EUROINVENT- 2012, Tasi, 12 mai
2012.

In afard de aceste distinctii, in cadrul Concursului na-
tional ,,Topul Inovatiilor”, editia a IV-a, elaborarea data
a fost desemnata drept ,,INOVATIA ANULUI 2012”.

Institutiile organizatoare ale concursului au fost Aca-
demia de Stiinte a Moldovei, Agentia Pentru Inovare si
Transfer Tehnologic, Agentia de Stat pentru Proprieta-
tea Intelectuala a Republicii Moldova, carora le aducem
sincere multumiri pentru sustinerea permanentd, pentru
munca zilnica asidua alaturi de cercetatori si calde felici-
tari pentru succesele frumoase in promovarea rezultate-
lor cercetarilor stiintifice autohtone atat pe plan national,
cat si international!
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