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PROCEDURE FOR THE PROGNOSIS OF 
THYROID CANCER PROGRESSION RISK – THE 
INNOVATION OF 2012 YEAR IN THE REPUBLIC 
OF MOLDOVA

In this study we have obtained some methylation 
profi les in DNA extracted from normal tissue and 
thyroid malignant tumors (various morphologic 
subtypes). We have identifi ed differences in the 
methylation profi le of p15 gene promoter of the 
thyroid tumors compared with the profi le of normal 
thyroid cells (peritumoral tissue). In conclusion we 
sustain that MM methylation profi le of p15 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. 

Key-words: tumor-suppressor genes, methylation 
specifi c polymerase chain reaction, genetic prognostics, 
high-risk with cancer development.   

Introducere
Datele din literatura de specialitate atestă faptul 

că genele tumor-supresoare se caracterizează ade-
seori printr-un grad avansat al metilării la nivelul 
promotorilor în neoplazmele umane, fenomen ce 
corelează cu inactivarea genelor date prin diminua-
rea sau stoparea transcripţiei acestor gene în celule-
le preneoplazice şi în cele maligne [1].  

Promotorul genei p15 (denumirea ofi cială – 
CDKN2B), poziţionată în locusul cromozomial 
9p21, la fel se caracterizează adeseori printr-un grad 
avansat al metilării, în special, în neoplazmele he-
matopoietice umane. A fost stabilită, inclusiv, core-
laţia între hipermetilarea promotorilor genelor p15 
şi p16 situate adiacent [2].

Între profi lurile metilice ale tumorilor din dife-
rite stadii nu au fost găsite diferenţe semnifi cative, 
sugerându-se că alterările epigenetice au loc în sta-
diile precoce ale dezvoltării cancerului sau în mo-
mentul iniţierii tumorilor [3]. 

Dereglarea unor căi semnalizatoare moleculare, 
* Elaborarea a fost desemnată drept Inovaţia anului 2012 

precum Rb/p16 şi p53/p14/MDM2 sau altele, pot fi  
cauza creşterii neoplazice.

Scopul studiului
Compararea particularităţilor profi lurilor meti-

lice ale promotorului genei p15 în ţesutul normal 
al glandei tiroide şi în tumori maligne tiroidiene, 
în vederea stabilirii unor markeri moleculari noi de 
prognozare a cancerului tiroidian.

Materiale şi metode
În 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), fi ind, anterior, 
diagnosticate primar şi internate în Secţia Tumori 
cap şi gât a Institutului Oncologic din Republica 
Moldova.

Metoda de bază utilizată în cercetarea dată a fost 
evidenţierea metilării ADN-ului la nivelul promoto-
rului genei p15 prin tratarea ADN-ului cu bisulfi t 
de sodiu (conversia citozinei nemetilate în uracil) şi 
amplifi carea porţiunilor genice cu ajutorul perechi-
lor de praimeri nonmetil-specifi ci şi metil-specifi ci 
prin tehnica MSP (Methylation Specifi c Polymerase 
Chain Reaction).

Descrierea succintă a inovaţiei 
În anul 2010, elaborarea întitulată „Procedeu 

de prognozare a riscului de dezvoltare a cance-
rului glandei tiroide” a fost brevetată la Agenţia 
de Stat pentru Proprietatea Intelectuală din Repu-
blica Moldova, brevet de invenţie nr. MD-4038.  
Esenţa procedeului propus de noi constă în iden-
tifi carea profi lurilor metilice ale genei p15 în 
ADN-ul din fragmentele tumorilor maligne şi evi-
denţierea particularităţilor acestor profi luri în raport 
cu cele ale ţesutului normal peritumoral.

Procedeul se efectuează în modul următor:
1. Prelevarea fragmentelor din glanda tiroidă 

(fragment din ţesutul normal al glandei tiroide şi, 
separat, din tumori maligne);
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2. Extracţia ADN-ului genomic uman din frag-
mentele glandei tiroide;

3. Modifi carea ADN-ului prin conversia citozi-
nei în uracil;

4. Amplifi carea ADN-ului modifi cat prin MSP 
(Methylation Specifi c Polymerase Chain Reaction) 
la nivelul promotorului genei p15;

5. Vizualizarea şi analiza produşilor de amplifi -
care (fi g. 1A, fi g. 1B); 

6. Formularea concluziilor.
În urma analizei profi lurilor electroforetice, cu 

ajutorul transiluminatorului, la lumină ultravioletă 
(lungimea de undă 302 nm), am constatat că fragmen-
tele de ţesut normal ale glandei tiroide au prezentat, 
concomitent, atât banda U (produs al reacţiei de am-
plifi care corespunzătoare ADN-ului nemetilat, la ni-
velul promotorului genei p15), cât şi banda M (produs 
al reacţiei de amplifi care corespunzătoare ADN-ului 
metilat, la nivelul promotorului genei p15), adică pro-
fi lul UM, în toate specimenele analizate (fi g. 1A). 

Fragmentele din tumorile maligne ale glandei 
tiroide au prezentat numai banda M (produs al re-
acţiei de amplifi care corespunzătoare ADN-ului 
metilat, la nivelul promotorului genei p15), adică 
profi lul MM, în toate specimenele analizate, fapt ce 
semnifi că starea metilată a ambelor alele în toate ce-
lulele probei biologice analizate (fi g. 1B). 

Concluzie
Prin urmare, dacă în gelul de electroforeză se 

vizualizează doar banda de amplifi care corespun-
zătoare ADN-ului metilat la nivelul promotorului 
genei p15 – se atestă risc de dezvoltare a cancerului 
glandei tiroide (cu referire la data prelevării probei 
biologice), iar dacă gelul de electroforeză conţine 
atât banda de amplifi care corespunzătoare ADN-
ului metilat la nivelul promotorului genei p15, cât şi 
banda de amplifi care a ADN-ului nemetilat – nu se 

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

Domeniul de aplicare şi necesitatea implementă-
rii inovaţiei în Republica Moldova

Invenţia se referă la medicina preventivă şi poa-
te fi  aplicată pentru identifi carea  presimptomatică şi 
prevenirea cancerului tiroidian. 

Benefi ciari ai acestui procedeu nou sunt: 
1. Pacienţii cu status postoperatoriu al cance-

rului glandei tiroide, în special cu istoric de cancer 
tiroidian, cărora li se indică investigaţia de laborator 
de referinţă elaborată de savanţii noştri în vederea 
prevenirii în timp rezonabil a unor potenţiale reci-
dive ale bolii şi în scop de profi laxie diferenţiată şi 
individualizată.  

2. Persoane sănătoase, în vederea prevenirii şi 
identifi cării presimptomatice a potenţialelor trans-
formări maligne la nivelul glandei tiroide (cu con-
diţia confi rmării datelor din literatura de specialitate 
[1, 4] privind prezenţa în serul/plasma sanguină a 
ADN-ului metilat circulant şi constituirea protocolu-
lui noninvaziv de prelevare a materialului biologic).

Indicaţii
Investigaţia de referinţă efectuată în laborator este 

indicată cu frecvenţa de cel puţin 2 ori pe an pentru 
una şi aceeaşi persoană, ceea ce asigură o adresabili-
tate continuă pentru acest serviciu de laborator.

Investiţii necesare şi rentabilitatea acestora 
pentru implementarea inovaţiei

Investiţiile necesare pentru implementarea in-
venţiei cuprind: fondurile fi xe – circa 12 000 Euro, 
plus cheltuielile curente. 

Avantajul inovaţiei prezentate faţă de produsele 
existente pe piaţă

Este cunoscut procedeul Real-Time Quantitati-
ve Methylation Specifi c Polymerase Chain Reaction 

Figura 1A. Profi luri metilice la nivelul ADN-ului din 
ţesutul normal peritumoral al glandei tiroide (original)

Figura 1B. Profi luri metilice la nivelul ADN-ului 
din tumori maligne ale glandei tiroide (original)  
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(Real-Time QMSP), descris de către Hoque M. şi 
colaboratorii săi în anul 2005, care include obţine-
rea profi lurilor metilice ale genelor umane Rassf1A, 
TSHR, RaRβ2, DAPK, S100, p16, CDH1, CALCA, 
TIMP3, TGF-β şi GSTpi, publicat în acelaşi an în 
revista „The Journal of Clinical Endocrinolgy and 
Metabolism” [5]. 

Dezavantajele procedeului elaborat de Hoque 
M.  şi colaboratorii săi [5] constau în următoarele: 
este nespecifi c (nu caracterizează strict ADN-ul din 
fragmentele tumorilor maligne în raport cu ADN-ul 
din ţesutul normal peritumoral) şi redundant (pre-
supune obţinerea concomitentă a profi lurilor metili-
ce ale câtorva gene umane Rassf1A, TSHR, RaRβ2, 
DAPK, S100, p16, CDH1, CALCA, TIMP3, TGF-β 
şi GSTpi, adică 11 gene = un criteriu diagnostic). 

Procedeul propus de noi se caracterizează prin 
următoarele avantaje: 

1. Este specifi c (caracterizează nemijlocit 
ADN-ul din fragmentele tumorilor maligne în ra-
port cu ADN-ul din ţesutul normal peritumoral);  

2. Sensibil (ţesutul de analizat este sufi cient în 
limitele a 100 mg); 

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

Distincţii obţinute
În perioada 2011-2012, elaborarea „Procedeu de prog-

nozare a riscului de dezvoltare a cancerului glandei tiroi-
de” a fost distinsă cu 4 medalii şi anume: 

1. Medalie de aur. Expoziţia Internaţională de Inventi-
că – INVENTICA-2011, Iaşi, 8-10 iunie 2011.

2. Medalie de argint. VII Международный салон 
изобретений и новых технологий НОВОЕ ВРЕМЯ, 
Севастополь, 22-24 septembrie 2011. 

3. Medalie de argint. Expoziţia Internaţională Speci-
alizată de Inventică INFOINVENT- 2011, Chişinău, 22-
25 noiembrie 2011. 

4. Medalie de argint. Expoziţia Internaţională Spe-
cializată de Inventică EUROINVENT- 2012, Iaşi, 12 mai 
2012.

În afară de aceste distincţii, în cadrul Concursului na-
ţional „Topul Inovaţiilor”, ediţia a IV-a, elaborarea dată 
a fost desemnată drept „INOVAŢIA ANULUI 2012”. 

Instituţiile organizatoare ale concursului au fost Aca-
demia de Ştiinţe a Moldovei, Agenţia Pentru Inovare şi 
Transfer Tehnologic, Agenţia de Stat pentru Proprieta-
tea Intelectuală a Republicii Moldova, cărora le aducem 
sincere mulţumiri pentru susţinerea permanentă, pentru 
munca zilnică asiduă alături de cercetători şi calde felici-
tări pentru succesele frumoase în promovarea rezultate-
lor cercetărilor ştiinţifi ce autohtone atât pe plan naţional, 
cât şi internaţional!
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