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mare de 0,5 Cr; (b) daca o proba din triplicat poseda o valoare Cr indepartata, aceasta se exclude, iar media Cr se
calculeazd doar din cele doud replicari ramase; (2) dacd numarul de molecule ABL1 este <10 000 si >5000,
amplificarea ABL1 se considera sub-optimala (sensibilitate scazuta si cuantificarea poate fi nesigurd); (3) daca numarul
de molecule ABL1 este <5000 si >1000, cuantificarea ARNm BCR-ABLI1 pentru boala minima reziduald nu este
sigurd — se recomanda neaparat repetarea probei; (4) ABL1 < 1000, proba este eronata — se repeta obligator [9].

Selectarea controlului intern este doar unul dintre momentele necesare in optimizarea RT-qPCR pentru gena de
fuziune BCR-ABLI1. Tehnica datd presupune mai multe puncte forte de decizie pentru generarea unor rezultate
relevante si reproductibile. Pentru a obtine date valide, este important sd optimizam fiecare etapa a procedurei (descrise
mai sus).

Extragerea ARN-ului este intercalatd de o serie de variabile atdt dependente cat si independente, cum ar fi
corectitudinea colectarii probei, tipul de anticuagulant utilizat, transportarea si conditiile de stocare. Fixarea variabilelor
date sunt necesare pentru generarea datelor reproductiblile. Cantitatea de ADNc introdusd in fiecare reactie de
amplificare este necesara pentru a permite detectia bolii minime reziduale cu o sensibilitate inalta [10-12].

Volumul minim de singe colectat este 5 ml, cu toate cd criteriul de baza nu este insasi volumul de sange ci
numirul minimal de celule nucleate care ar trebui si fie nu mai mic de 1-2 x 10’. Anticuagulantul recomandat spre
utilizare este EDTA (acidul etilendiaminotetraacetic). Pentru a evita degradarea semnificativd a ARN, proba trebuie sa
fie procesata in timp de 36 ore de la colectare insd, pentru rezultate sigure, proba trebuie si fie procesata timp de 24 ore.
ARN-ul extras este supus reverstranscriptiei: se recomanda utilizarea primeri-lor randomizati cu concentratia finala de
cel putin 25 uM [7]. Selectarea reverstranscriptazei necesita la fel o atentie deosebitd, doua dintre cele mai specifice
sunt Moloney murine leukemia virus (MMLYV) (concentratia 4 - 8U/uL in reactie) si Superscript (concentratia 200
U/uL).

Design-ul testului/primerilor RT-qPCR se face in dependenta de site-ul polimorfic al exonului 13 BCR si intronul
mic dintre exonul 2 si 3 al genei ABLI. in contextul rezultatelor relevante, standardul trebuie si posede un coeficient de
corelatie, a curbei standard, mai mare sau egal cu 0,98 [4].

Exactitatea testului RT-qPCR pentru BCR-ABL1 depinde de exactitatea masurarii fiecarui test individual. Pentru
relevanta rezultatelor se ia in calcul toate variabilile procedurii (izolarea ARN, reverstranscriptia, amplificarea
cantitativa s.a.). Caracteristicile de performanta pentru fiecare laborator ar trebuie sa fie determinate prin includerea
acuratetei, precizia, sensibilitatea si specificitatea analitica si gama de raportare.

‘ Sange venos ‘

‘ Extragerea ARN din leucocite totale ‘

‘ Reverstranscriptia ARN in ADNe ‘

‘ RT-qPCR pentru BCR-ABL ‘ ‘ RT-qPCR pentru gena control ‘

‘ Specimen pozitiv: raportul BCR-ABL/gena control ‘

Specimen negativ: Nr. moleculelor genei control ca indicator al
sensibilitatii

Figura 2. Schema RT-qPCR pentru BCR-ABL

Sensibilitatea acceptatd in dependentd de BCR-ABL1 nedetectabil trebuie sa acopere calitatea probelor particulare

trebuie sa fie determinata separat pentru fiecare gena control, deci se evita utilizarea baseline-ul standardizat si valoarea
mediana de diagnostic BCR-ABLI. O proba poate fi considerata ca ,,ARN nedetectabil” doar atunci cand toate reactiile
paralele sunt negative iar nivelul de sensibilitate a probelor individuale calculat va putea sa evite rezultatele fals
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negative. Insa daci una din repetitii da o valoare pozitiva, proba trebuie repetatd. Pentru aceasta se determina cut-off-ul
metodei in vederea determindrii limitei de detectie — adica, determinarea limitei nivelului minim de mutatie intr-o
proba, pe care poate sa-1 detecteze testul dat [13]. Punctele cut-off sunt arbitrare si depind

de NTC (control fara secventa matrice) — diferenta dintre Cr al probelor si Cr al NTC determina decizia de calcul
al cut-off. Daca NTC poseda Cr mai mic de 30, calcularea cut-off-ului se exclude din cauza contaminarii probelor, iar
testul se repeta. Valoarea determinaté a cut-off-ului se inregistreaza in cazul stabilitatii Cr al probelor care va reprezenta
limita de detectie [7]. Formula de clacul al cut-off este:

ACrcutoff = media normalizata a ACy— [3 x abaterea standard sau 2Cr, care este mai mare] unde ACrnormalizat
= [Crateia muanty — Crateta convop]- ACr calibrat [13]. Schema tehnicii RT-qPCR pentru cuantificarea BCR-ABLI este
reprezentatd in figura 2.

Validarea la scala internationala

Standardizarea rezultatelor la scala internationald necesitd respectarea urmatoarelor recomandari: (1)
standardizarea internationald se realizeaza prin schimbarea standardelor de referinta cu valori bine stabilite cu unul sau
mai multe laboratorea de referintd; (2) standardul de referintd va estima reproductibilitatea fiecarei metode si indica
unde tehnica nu este apropiatd pentru evaluarea corectd a nivelului BCR-ABLI; (3) probele de referinta si controlul
calitatii produse la scald larga de o companie comerciala sau laborator sustinut la nivel national trebuie sa fie incluse,
daca sunt disponibile (spre exemplu ipsogen BCR-ABL1 control Mbecr si mber IS-MMR, compania Qiagen); (4) pentru
a converti valorile BCR-ABLI la scala internationald trebuie sa fie determinat un factor de conversie pentru fiecare
laborator. Factorul de conversie deriva de la valoarea care este echivalentd cu valoarea raspunsului major molecular
(MMR) dupa cum s-a stabilit in programul IRIS; (5) formula propusa pentru conversia individuala a valorii procentuale
BCR-ABL1/control a laboratorului la scala internationala este: BCR-ABL1 (valoarea locald) x factorul de conversie =
BCR-ABLI (scala internationald); (6) conversia ar trebui sa fie formal testatd cu o serie de probe QC cu valoare
stabilitd in laboratoarele de referintd si (7) semnificatia valorii BCR-ABL1 ar trebui totdeauna sd fie luatd in
consideratie in contextul tratamentului si in ceea ce priveste secvential valorile BCR-ABLI1 [4].

Tabel 1.
Metoda tabelard pentru reprezentarea rezultatelor de la RT-qPCR.
Data identificarii mutatiei pacientului
Tipul de fuziune
Data Nr. Sursa Nr. copii BCR- Nr. copii a Raportul in | Convertirea la
specimen materialului ABL genei control % IS (%)
Tabel 2.

Rubrici sugerate pentru exprimarea rezultatelor analizei Abl KD. Spre exemplu, rezistenta poate fi clasificata:
Complet Sensibil (CS), Partial Sensibil (PS), Complet Rezistent (CR), Partial Rezistent (PR).
Modificarea Modificarea Implicarea % alelei Rezistenta
aminoacidica nucleotidica P-loop mutante Imatinib Dasatinib Nilotinib

In anul 2006 grupul National Institutes of Health Consensus a propus utilizarea acestei scale internationale (IS)
pentru a standardiza monitorizarea molecularda RT-qPCR in diferite laboratoare cu o sensibilitate de cel putin reducere
4-log de la baseline-ul standardizat. La IS baseline-ul standard, care este definit ca valoarea medie a ARNm BCR-ABLI1
la momentul diagnosticului la 30 pacienti cu LMC, precum sa stabilit in programul IRIS - utilizat pentru a reprezenta
100 %. Reducerea 3-log a BCR-ABLI de la acest baseline standard se numeste rdspuns molecular major (MMR) si este
notat la 0,1 %. Reducerea cu 2-log (IS 1 %) si 1-log (IS 10 %) de la baseline-ul

standardizat, de obicei corelatd cu raspunsul indicativ de prag (threshold) al rapunsului citogenetic complet
(CCyR), iar raspunsul molecular complet (CMR) este definit ca BCR-ABL1 nedetectabil evalut prin RT-qPCR cu o
sensibilitate de 4,5-log reducere sau mai mult de baseline-ul standardizat.

Pentru a obtine coeficent de conversie specific laboratorului, fiecare laborator face schimb de 20-30 probe inainte
de tratament cu laboaratoarele de referintd. Ambele laboratoare analizeazd probele iar rezultatele sunt reprezentate
grafic pe o scala logaritmica pentru comparare. Anti-log al mediei estimate intre metode este fixatd ca factor de coversie
(CF) apoi este inca o data validat cu laboratorul de referintd. Datele pot fi prezentate sub forma tabelara (Tabel I) [4-8].

Mutatiile punctiforme de rezistenti - O parte din pacienti manifestd rezistentd la prima linie de inhibitori
tirozinkinazici (imatinib). Mecanismele de rezistenta sunt privite din contextul mutatiilor punctiforme care apar la
nivelul domenului kinazic ABL1. Tipul dat de mutatii necesitd a fi identificate cu cat mai curand posibil, deoarece
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acestea pot indica necesitatea schimbdrii strategiei terapeutice. Unele din cele mai actuale mutatii sunt: (1) T315I; (2)
F317; (3) V299; (4) Y253H; (5) E255; (6) F359; (7) G250E [8].

Cea mai sensibild metoda in detectia mutatiilor din domenul kinazic este secventierea, cu o sensibilitate de 20 %,
fiind si cea mai optimala. Desigur, aceste mutatii pot fi identificate si prin tehnica qPCR, insa cu o sensibilitate mult mai
mica.

Raportarea mutatiilor individuale se efectuiaza prin indicarea atat a modificarii aminoacidice cat si a modificarii
nucleotidice (Ex.:modificarea aminoacidica - pT3151, modificarea nucleotidica - ¢.944C>T). Dupa posibilitate se
raporteaza cantitatea alelei mutante raportate la BCR-ABL1 non-mutatd — formula de calcul (RT-qPCR): %mutatie =
[1/2°T 7 (172°“T + 1] x 100 % (Tabel 2) [4, 13].

Concluzie: Metoda RT-qPCR este una din cele mai accesibile si mai sensibile metode pentru cuantificarea ARNm
BCR-ABL in Leucemia Mieloidd Cronicad. Monitoringul molecular in rdspunsul la tratament cu inhibitori
tirozinkinazici isi are aplicabilitate largd, si tot mai multe tari standardizeaza tehnica qPCR la scald internationala, ceea
ce demostreaza importanta procedurii si sensibilitatea metodei.

Gena control este unul din momentele de baza la care se atrage atentia In toate laboratoarele pentru generarea
rezultatelor sigure si reproductibile, iar calcularea factorului de conversie specific laboratorului permite standardizarea
metodei la scala internationala.
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TRATAMENTUL MINIINVAZIV iN PATOLOGIA NODULARA
SI INCIPIENTA A CANCERULUI GLANDEI TIROIDE

MINIINVASIVE SURGERY IN TREATMENT OF NODULAR PATHOLOGY AND INCIPIENT
THYROID GLAND CANCER

Summary: In the department of “Tumors of head and neck surgery” in the 2011 was implemented the knew
surgical method of minimal invasive surgery of thyroid nodular pathology. During this period there was
operated 16 patients with thyroid pathology with 9 adenoma and 7 with thyroid gland cancer. It was used
minimal invasive type of surgery non-endoscopic and anterior access. Postsurgical period was evaluated without
any complications, the period of hospitalization constitute in medium 4 days. Having analyzed the results we
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confirm that this method is for perspective taking in consideration the advantages: the low risk of intra- and
postsurgical complication, small period of hospitalization, the possibility to reduce the quantity of analgesics and
antibiotics in postsurgical period, the low cost of minimal invasive operation.

Key words: minimal invasive, thyroid nodular pathology, operation.

MAJIOMHBA3UBHASI XUPYPIUSI B JIEUEHUM V3JOBBIX TIIATOJIOTU M PAKA
U TOBUIHOM KEJE3bI

Pe3wome: B ornenieHun «Xupyprusi omyxojed roqoBbl u mew» B 2011 roay Obl1 BHeIpPEH HOBBIH
XHPYpPrudeckuii MeTo] JieueHHsl OMyXoJieBbIX NAaTOJIOrHii IMTOBUIHOI KeJie3bl. Peub HAET 0 MUHH-HHBA3HBHBIX
onepanusax HAa IMTOBMIHOI sKkene3e. Mbl UCNOJIB30BAJN OJUH M3 BAPUAHTOB 3TUX ONEpPaluii a UMEHHO: HOH-
IHAOCKOMUYECKHI ¢ JOCTYNOM Ha Nepe/Heil MOBEPXHOCTH Iled B MPOEKIHH IMTOBUAHOrO Xpsia. Hamu 6b110
npoonepupoBaHo 16 00JILHBIX, y 9 rHCTOJIOTHYeCKH ObLIa aJeHOMAa INUTOBHIHOMN Kkese3bl, Y 7 paK IUTOBUIHOM
:kedie3bl. [lociieonepanoHHbIi Nepuoj y Bcex NpoTekas 6e3 ocao:xkHenuii. KoanuecTBo koiiko-aHeil cocTaBuio
B cpeaHeM 4 JHSA.AHAJIM3 pe3yJbTATOB NPOBEeJEHHBIX ONepanuii MO3BOJIMJI HaM CcAeJaTh BbIBOA 0O
NMEepCNeKTHBHOCTH JAHHOTO MeT0Ja, BBHAY €ro NpeHMMYIecTB II0 CPAaBHEHHMIO ¢ KJIACCHYECKOW XHpyprueii:
CHUKCHHBIN PHCK MOCJeONePAllMOHHBIX OCJI0KHEHHIl; COKpalleHHe CPOKOB MNpe0bIBaHUS B CTAlHOHAape;
BO3MO’KHOCTh CHH3HMTh KOJHYECTBO AHAIM3HPYOIIMX CPeACTB M AHTHOMOTHKOB, IIPHMEHSIEMBbIX B
N0C/Ie0NePAllMOHHOM TNepHoae; CHUKeHHE ce0eCTOMMOCTH caMHMX oNepalnuM; Xopoumuii (yHKIMOHAIBLHBIA M
KocMeTuueckuii 3¢ dexr.

Knwuesvie cnosa: MUHMMAaIbHO HHBA3UBHAS, Y3J10Bas MATOJI0TUA IIMTOBUIHOI JKeJie3bl, Onepamnus.

In ultimele decenii al secolului XX si la inceputul secolului XXI s-au produs mari schimbiri in statistica cancerului
glandei tiroide, in special 1n idicii morbiditatii, in prevalenta unor forme histologice, dar mai ales, in preferentele de
varsta. S-a observat o crestere considerabila a indicilor morbiditatii la persoanele tinere si char la copii.

Dupa catastrofa de la Cernobil au trecut 30 de ani si la momentul actual se Inregistreaza o crestere a morbiditatii
prin cancer tiroidian la femeile tinere la o varsta reproductiva, supuse radiatiei in timpul catastrofei sau la copii acestora.
S-a constatat, cd glanda tiroida este extrem de sensibild la radiatia ionizantd la copii de varsta frageda, chiar din
perioada intrauterina. In glanda tiroida a fatului se acumuleaza 50 — 60% de radioiodid, ceea ce constituie doze de zeci
de ori mai mari decat doza din glanda tiroida a mamei. in glanda afectata a fitului tumoare se poate dezvolta ulterior
intr-un termen chiar de 30 de ani.

Acest fapt necesitd o abordare noud in problema tratamentului acestei categorii de paciente, care ar satisface
cerintele mai exigente in ce priveste rezultatele cosmetice si functionale.

Scopul cercetdrii: a implementa in practica tratamentul chirurgical menajant miniinvaziv al cancerului tiroidian in
scopul ameliorarii rezultatelor cosmetice si functionale.

Material si metode: In ultimii ani in chirurgia patologiilor nodulare atit benigne, cat si maligne, si-a gisit o
aplicare larga metoda mini-invaziva de tiroidectomie, in afectarea céreia se tine cont de: starea generald a pacientului,
de localizarea si dimensiunile tumorii , de starea functionali a glandei si de gradul de raspandire a tumorii. In prezent se
cunosc doud metode de tratament chirurgical miniinvaziv pentru patologii nodulare tiroidiene, inclusiv si pentru cancer
tiroidian: 1.Tiroidectomie miniinvaziva cu abord anterior deschis; si tiroidectomie miniinvaziva videoasistatd. Acesti
termeni sunt relativi, pentru ca metodele respective pot fi folosite nu numai in tiroidectomii, dar §i in hemitiroidectomii
sau lobectomii. In operatiile miniinvazive la glanda tiroida se aplica 2 tipuri de incizie: 1.incizie cervicald anterioard sau
laterald, endoscopicd, nonendoscopicd sau videoasistatd; 2.incizie in afara gatului (abord axilar, mamar, bilateral
transaxilar) endoscopic simplu sau videoasistat.

Sarcinile metodei miniinvazive in tratamentul patologiilor nodulare tiroidiene sunt urméatoarele:

- Evitarea complicatiilor postoperatorii.

- Reducerea termenului de spitalizare.

- Reducerea la minimum a cantitatii de analgetice si antibiotice administrate.

- A obtine un beneficiu favorabil de cost in chirurgia glandei tiroide.

In operatiile miniinvazive pentru patologii tiroidiene nodulare o importanta deosebiti se acorda particularitatilor
anatomo-structurale a glandei tiroide in special, variantelor anatomo-topografice ale sisteului vascular si nervilor din
aceasta regiune.

Exista trei puncte vulnerabile in vederea traumarii intraoperatorie al nervului recurent:

e Ramurile arterei tiroidiene inferioare

e Tuberculul Zukerkande;

e Ligamentul Barry.

Din vasele ce alimenteza glanda tiroida fac parte arterele tiroidiene superioare (ramura arterei carotide externe) si
inferioare (ramura a arterei subclaviculare). Uneori poate fi intalnitd si artera proprie tiroidiana.

Operatiile miniinvazive necesita cunoasterea perfecta a particularitatilor amplasarii arterilor sus numite in raport cu
glanda tiroida.

216



)

M F @ M E Revista stiintifico-practica

Materialele Simpozionului stiintific
»Vigilenta oncologica in activitatea medicala,
depistarea precoce si tratamentul tumorilor”

Clasificarea tiroidectomiei miniinvazive:

Pentru acest tip de operatii existi urmdatoarele contraindicatii:

TR WAL TENSMOAL TR mDTR WTP NI

Incizia cervicala

Tiroidectomie endoscopica cu insuflare CO,
Acces anterior

Acces lateral

Tireoidectomie video-asistata fara insuflare de CO,
Acces anterior

Acces lateral

Tireoidectomia miniinvaziva nonendoscopica
Acces anterior

Acces lateral

Incizia de acces extracervical

Treoidectomie endoscopica cu insuflare de CO,
Acces axilar

Acces anterior

Acces mamar

Acces bilateral axilo-mamar

Acces bilateral transaxilar

Acces bilateral axilo-mamar asistat robotic

Tireoidectomie video-asistatd fara de insuflare de CO,

Acces axilar endoscopic

Acces axilar asistat robotic

Acces bilateral transaxilar asistat robotic
Acces anterior

Accese experimentale

Acces transoral asistat robotic

Acces dorsal

Afectarea ambilor lobi;

Nodulii mai mari de 4cm;
Hiperfunctia glandei tiroide;

Tiroidite severe;

Metastaze ganglionare laterocervicale.

Aceastd metodd are un sir de avantaje vis-a-vis de metodele chirurgicale clasice:

Este minimal traumatizata;
Se reduce termenul de spitalizare;

Scade considerabil riscul de complicatii intraoperatorii;
Rezultatele cosmetice si functionale sunt mult mai favorabile;

Se reduce la minim necesitatea unui tratament cu analgetice si antibiotice;

Aduce un beneficiu economic considerabil;

Reduce semnificativ riscul traumatizarii nervului recurent si a glandelor paratiroidiene (in special, in operatiile
videoasistate).

Etapele interventiei chirurgicale miniinvazive in rezectia lobului glandei tiroide.

Operatiile au fost efectuate sub anestezie generald in combinare cu mioplegie si respiratie asistatd. Accesul la
glanda s-a efectuat prin incizie paraleld in raport cu cartilajul cricoid cu lungimea de 3,5 x 4,0 cm.

Lobul tiroidian se mobiliza prin algoritm clasic §i anume: se elibera polul superior al lobului, se efectua ligaturarea
fascicolului vascular, dupa care se elibera suprafata laterala a lobului pentru vizualizare si pastrare obligatorie a nervului
recurent §i a glandelor paratiroidiene. Dupa aceasta se trece la eliberarea polului inferior si mobilizarea lobului spre
trahee. In tot acest timp se efectua hemostaza minutioasa la nivelul glandei. Rezectia lobului se efectua dupa principii
ablastice stricte prin disectie extracapsulara in limitile tesutului sdnatos. Tesuturile in regiunea pldgii se suturau in
straturi, astfel pastrandu-se mobilitatea bontului tiroidian restant si obtindndu-se un efect cosmetic favorabil.
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Etapele interventiei chirurgicale miniinvazive

" =l . - . 3 e - . ¥
Vizualizarea nervului recurens Mobilizarea polului inferior si pistrarea integritatii nervului recurrent pana
la intrarea in laringe.
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Suturarea plﬁii. Drenaj pasiv Piesa morfologica inlaturata

In clinica Institutului Oncologic din Republica Moldova au fost efectuate 16 operatii de rezectie a lobului prin
metoda miniinvaziva. Pacientii au suportat operatia satisfacator, perioada postoperatorie fara complicatii, termenul de
spitalizare constituit in mediu 3-4 zile. Interventiile chirurgicale au fost efectuate la pacienti de sex feminin cu varstele
cuprinse intre 15 si 45 de ani.

Desi, numarul de operatii a fost mic, credem ca metoda miniinvaziva s-a dovedit a fi avantajoasa vis a vis de
metoda chirurgicala clasica.

Concluzii:

1. Descoperirea nervului laringeus inferior in cursul rezectiei tiroidiene este recomandatd pentru reducerea
frecventei leziunilor acestui nerv.

2. Morbiditatea cicatricilor postchirurgicale in chirurgia minim invaziva se reduc sub 1%.

3. Complicatiile cum ar fi infectarea plagii postoperatorie si lezarea nervului recurent se micsoreaza la 1%.

4. Avantajul cosmetic a inciziei mici folosind tehnica minim invaziva este evidenta.
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CRITERIILE DE PROGNOSTIC iN DEZVOLTAREA RECIDIVELOR
LA PACIENTI CU STADIILE I ST 1II ALE LIMFOMULUI HODGKIN

CRITERIA FOR RELAPSES DEVELOPMENT PROGNOSIS IN PATIENTS WITH STAGE I AND II
HODGKIN LYMPHOMA

Summary: Clinical peculiarities of relapses have been studied in 86 patients aged 14-68 with the local
development stage of the Hodgkin disease (H L). The relapses of the disease have been established to have most
frequently developed in stage II disease (88,4%). Late recurrences prevailed (80,2%) and occurred
predominantly through spreding of H L (59,3%). Prognostic factors in the development of relapsses may be
considered the primary tumor focus location in the mediastinum and its large dimensions, involvement of two or
more lymph nodes and achieving a complete remission at a delayed stage of the treatment (the third cycle of
polychemotherapy and radiotherapy).

Key words: Hodgkin lymphoma, disease, treatment, relapse.
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