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Tehnica de multiplexare a mai multor blocuri de parafind “donor” intr-un singur bloc de parafina
“receptor” poarta denumirea de “tissue microarray” (TMA). Scopul ce a stat la baza utilizarii acestei tehnici de
multiplexare a fost compararea mai multor tesuturi diferite pe o singura lama histologica intr-un mod rentabil,
economisind forta de munca si reducand consumabilele, asigurand avantajele conditiilor de colorare in mod
egal tuturor specimenelor inserate si posibilitatea de a urmari cu usurintd identitatea fiecarui specimen.
Numarul specimenelor ce pot fi multiplexate intr-un singur bloc de parafina receptor pot sa varieze intre 2 si
10000, iar marimea acestora intre 0.1 mm si 5 mm. Specimene ce pot fi multiplexate intr-un TMA sunt: celule
(din efuzii), linii celulare si tesuturi (biopsii cilindrice din ace de biopsie sau specimene de rezectie).

Sectiunile histologice rezultate din blocurile de parafind TMA sunt utilizate in multe categorii de
analize (imunohistochimie, hibridizare in situ, histochimie etc.) si au dovedit in multiple teste cd aceste matrici
sunt reprezentative pentru tesuturile din blocurile donor chiar daca sunt de dimensiuni mici. Tehnica este baza
de temelie pentru experimente din diferite domenii de cercetare deoarece rezultatele obtinute pot fi transmise
cdtre aplicatiile clinice.

Metodele internationale curente de obtinere a blocurilor de parafinda TMA utilizeaza exclusiv blocuri
de parafina donor colectate din spitale sau centre de cercetare, iar zonele de interes sunt adesea fragmente
cilindrice parafinate. Tehnica de obtinere a blocurilor de parafina TMA este dificild, lenta si adesea blocurile de
parafind donor sunt compromise. Pentru fuzionarea fragmentelor cilindrice cu parafina din blocul receptor,
ansamblul creat trebuie incalzit si racit in mod repetat, iar acest proces poate degrada tintele moleculare de
interes. Intrucat blocurile donor utilizate la obtinerea preparatelor TMA au o variabilitate foarte mare a
metodelor pre-analitice, eficacitatea diagnosticelor rezultate este foarte scazuta. De aceea optim ar fi ca
tesuturile de interes sa fie multiplexate Tnainte de procesele histologice.

PRIMA PARTE A TEZEI este reprezentatd de STUDIUL BIBLIOGRAFIC, redactata in aproximativ 40
de pagini si cuprinde urmatoarele subiecte tinta: generalitati si aplicatii ale tehnicii TMA (CAPITOLUL I),
tehnici de obtinere a blocurilor TMA (CAPITOLUL II) si imunohistochimie aplicata pe TMA (CAPITOLUL III).

Capitolul I descrie metoda conventionald unde probele de tesut sunt extrase din blocuri de parafina
“donor” arhivate (panala 1000 de blocuri diferite) fiind apoi introduse intr-un bloc de parafina “recipient”. Tot
in acest capitol este descris si modelul matricial in care sunt aranjate fragmentele tisulare ce a permis
trasabilitatea datelor clinice catre piesele individuale de tesut, sunt clasificate tipurile de TMA (TMA din
tesuturi normale, TMA din tesuturi experimentale, TMA progresive etc), sunt detaliate aspectele calitative ce
stau la baza unui TMA (calitatea tesutului, a diagnosticului patologic, calitatea procedurii experimentale,
calitatea datelor clinice) precum si caracterul reprezentativ al tehnicii (marimea piesei scoasa din blocul donor,



numarul de fragmente de tesut necesare in construirea unui TMA, diametrul optim pentru un fragment de tesut
recoltat dintr-un bloc donor etc).

Capitolul II relateaza In detaliu cele mai importante si diferite metode pentru constructia de TMA in
ordine cronologica. In anul 2014 Ulrich Vogel a centralizat toate aceste metode, incepand cu prima descriere a
unui TMA din anul 1965 si finalizdnd cu mentionarea a cinci tehnici diferite de obtinere a unui TMA din anul
2013. Tehnica TMA la care se face referire cel mai des in istoria obtinerii TMA-urilor este cea folosita de H.
Battifora, in anul 1986, care a obtinut un bloc de tesuturi multitumorale pentru testarea de noi anticorpi pentru
imunohistochimie. La incheierea capitolului este descrisa o tehnica noua de obtinere a TMA-urilor, insa pentru
prima data in istoria tehnicii, aceasta are aplicabilitate exclusiva In obtinerea de diagnostice clinice. Aceasta
tehnica are la baza o matrice sectionabila (BxChip™) compusa dintr-un material biomimetic cu proprietati
reglabile special conceputad pentru multiplexarea biopsiilor de diametre mici cilindrice (20G, 18G, 16G, 14G,
12G etc.) impiedicand fragmentarea sau pierderea lor pe parcursul procesului histologic.

Capitolul III expune metodologia standard a tehnicii de imunohistochimie si dezvolta pe larg
potentialii factori ce pot compromite calitatea colorarilor: factori de tesut (fixare, procesare), factori
dependenti de solventi si reactivi (temperatura, solutii tampon si diluanti), factori de procedura (conditiile de
pdastrare a blocurilor de parafina si a lamelor histologice).

A DOUA PARTE A TEZEI este reprezentati de CERCETARI PROPRII si incepe cu scopul si obiectivele
generale propuse, urmata apoi de patru capitole: caracteristicile materialului sectionabil (CAPITOLUL 1V),
matricea biomimeticd BxFrame™ (CAPITOLUL V), utilitate comparativa si tehnici histochimice de colorare
(CAPITOLUL VI), matricea biomimetica BxChip™ (CAPITOLUL VII).

Capitolul IV dezvolta experimentele efectuate pe materialul biomimetic urmarind rezistenta a 15
materiale sectionabile de consistente diferite prin imersarea lor in diferite solutii de decalcifiere utilizate de
rutina in laboratoarele de patologie (acid formic 10%, acid clorhidric 5% si EDTA 10%) si prin supunerea lor
la teste de reologie. Dupa finalizarea duratelor de imersie 1n solutiile de decalcifiere, materialele sunt procesate
histologic cu un protocol de deshidratare de 9 ore, fiind comparate in cadrul aceluiasi protocol cu alte tesuturi:
spling, ficat, piele, creier, rinichi, inima si plaman. Rezultatele sunt delimitate prin aplicarea de calificative
(Foarte bine, Bine, Suficient si Insuficient). Tot in prezentul capitol este urmarita conservarea structurala a
celor 15 materiale biomimetice prin supunerea lor la protocoale de deshidratare cu durate diferite (Protocol 1
- 4h30min, Protocol 2 - 5h50min, Protocol 3 - 7h, Protocol 4 - 9h, Protocol 5 - 13h). Micsorarea materialelor
este observata prin masurarea acestora in lungime, latime si Inaltime Tnainte si dupa efectuarea proceselor de
deshidratare.

In capitolul V se urmireste dezvoltarea unei noi matrici sectionabile, BxFrame™, pentru multiplexarea
de tesuturi cu forme neregulate de dimensiuni diferite. In primul subcapitol sunt testate 7 modele de matrici
dreptunghiulare cu grosime de pana la 3 mm avand godeuri prestabilite din diferite forme (godeuri patrate,
rotunde, hexagonale) toate numerotate pentru eficientizarea trasabilitatii tesuturilor. Aceste matrici sunt
testate cu tesuturi de porc (rinichi, ficat, inima si piele). Datorita acestui experiment cu rezultate promitatoare
se stabileste un singur model, BxFrame™ GRID, matrice sectionabila tip plasa insotitd de o baza perforata din
acelasi material cu rol de suport la incircarea biopsiilor. in al doilea subcapitol este dovediti eficienta adusi
de BxFrame™ ca timp si costuri de consumabile prin metoda multiplexarii in comparatie cu un proces histologic
uzual. Testarea este efectuata pe un numadr limitat de tesuturi: coada, intestin, creier si inima de soarece
C57BL/6, piele de porc domestic. Noua metoda de multiplexare scade timpul necesar de lucru pentru acelasi
numadr de biopsii de trei ori comparativ cu metoda conventionald, iar costurile pot fi reduse pana la 50%.

Capitolul VI prezinta testarea si utilizarea matricilor BxFrame™ in doua stari diferite pe parcursul
procesului histologic: in stare crud3, fixata cu formol 4% si in stare pre-deshidratata (cu ajutorul unui protocol
de deshidratare lent) si infiltrate cu parafina. Scopul acestui experiment este de a determina posibile avantaje
de utilizare a matricilor 1n functie de etapa procesului histologic de multiplexare a tesuturilor. Experimentul
este efectuat pe cozi de soarece Albino si descris In primul subcapitol. Testarea a trei coloratii histochimice
(hematoxilind-eozing, safranina si Fast Green, rosu pricrosirius) pe sectiunile matricilor sunt expuse in al doilea
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subcapitol. n subcapitolul trei este pus in evidenti rolul matricilor sectionabile in domeniul educational,
proiect realizat cu ajutorul catedrei de Anatomie Patologica a Facultatii de Medicina Veterinara. Acest proiect
a fost realizat cu blocuri de parafina donor de rinichi pentru realizarea unor matrici TMA educationale.
Ultimul capitol din cadrul tezei, capitolul VII, este reprezentat de matricea sectionabild BxChip™ si
este compus din doud subcapitole. In primul subcapitol este doveditid cresterea randamentului diagnosticului
datorita utilizarii matricii anterior mentionate, prin studiu efectuat in cadrul spitalului clinic “Prof. Dr. Theodor
Burghele” din Bucuresti. Pentru 24 de pacienti au fost recoltate biopsii prin procedura TRUS (Transrectal
Ultrasoud), din care pentru prima jumatate de pacienti s-a realizat proces histologic uzual, in care biopsiile au
fost impaturite in hartie histologica subtire si supuse procesului de deshidratare si infiltrare cu parafina, iar
pentru a doua jumatate biopsiile au fost plasate In matricile BxChip™ urmand apoi acelasi protocol de
deshidratare si infiltrare cu parafina. in ambele categorii de pacienti, biopsiile recoltate au fost misurate
inainte si dupa procesul de deshidratare (biopsii in stare crudd, apoi biopsiile pe lamele histologice). Studiul
este finalizat cu mentionarea multiplelor avantaje aduse de matricea sectionabild BxChip™ si subliniaza ca
datorita utilizarii ei randamentele de diagnostic cresc cu minim 10% comparativ cu metoda conventionala. Al
doilea subcapitol ofera o noua perspectiva in cadrul istoriei TMA, anume cd multiplexarea este si va putea fi
utilizatd cu mult interes in patologia digitala. In prezentul subcapitol este descrisa matricea BxChip™ impreuna
cu software-ul vizualizator de lame histologice BxLink™. Datorita formei de dimensiuni reduse a acestei matrici
tehnicienii de laborator pot aplica pe lamele histologice trei sectiuni de parafinda BxChip™ (reprezentand trei
nivele de adancime din blocul de parafina). Lamele rezultate sunt colorate cu coloratii histochimice uzuale sunt
apoi scanate pentru a fi introduse ca imagini in sistemele de calculator. Odatad ajunse in sistemul de stocare
BxLink™ acestea pot fi observate usor cu ajutorul scalei de marime similare obiectivelor de microscop si
accesate oriunde si oricand de catre medicii specialisti si patologi pentru determinarea diagnosticelor.



