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INTRODUCERE

Monitorizarea calitdtii In unitatea de histopatologie este clasificatd in trei faze, pre-
analiticd, analitica si poSt-analitica, pentru a acoperi diferite etape in intregul ciclu de testare.
Revizuirea literaturii privind studiile de evaluare a calitatii referitoare la histopatologie a
evidentiat faptul ca rapoartele anterioare s-au concentrat in principal asupra aspectelor
analitice, cu studii limitate privind evaluarea fazei pre-analitice. Faza pre-analitica cuprinde
mai multe etape de procesare si manipulare a probelor, permitand astfel o cantitate suficienta
de erori. Datorita naturii sale critice si a studiilor limitate Tn trecut pentru a evalua calitatea Tn
faza pre-analitica, merita o atentie sporita.

Scopul acestui studiu a fost de a analiza influenta diferitelor variabile preanalitice
(protocolul de fixare, protocolul de procesare, solutiile folosite la protocolul de procesare,
tipul de tesut) asupra calitatii probelor de tesut din laboratorul de Anatomia Patologica.

Pentru a ne indeplini scopul propus am dezvoltat si am realizat o serie de experimente
in care am testat mai multi factori care pot influenta calitatea preparatului histologic final
(lama de microscop pe care sunt etalate sectiuni colorate histologic, gata de a fi interpretata de
specialist). In prima parte a experimentelor am testat influenta a patru protocoale de procesare
pe biopsii de diferite tipuri de tesut de iepure (doud protocoale folosite frecvent in
laboratoarele de histologie care folosesc xilen ca agent de clarificare si doud protocoale
dezvoltate in cadrul laboratorului Themis Pathology, care folosesc n-butanol ca agent de
clarificare). Al doilea experiment a constat in studiul impactului pe care il au buretii
histologici (folositi in laboratoare pentru a mentine integritatea si orientarea biopsiilor si
pentru a elimina riscul de a pierde biopsiile mici) asupra solutiilor de deshidratare si implicit
asupra calitatii preparatelor microscopice rezultate pentru asigurarea unui diagnostic precis.

Experimentele au continuat cu studii care au urmarit influenta protocolului de fixare, a
protocolului de procesare si influenta tipului de tesut procesat asupra detasarii accidentale a
sectiunilor de pe lama de microscop in timpul coloratiei imunohistochimice, din cauza
protocoalelor dure care se folosesc pentru acest tip de coloratii. Ultima parte de experimente
s-a axat pe implementarea unei metode personalizate de multiplexare a probelor de tesut in
laboratorul de histologie (matrice de tesut/tissue microarray) si analiza de cost odatd ce
aceasta tehnica este introdusa in laborator.

Toate aceste studii de laborator dezvoltate pentru a ne atinge obiectivul ne-au ajutat sa
dezvoltam un protocol optim de procesare a biopsiilor de tesut care mai departe a fost
implementat in doua studii preclinice.

Lucrarea este structurata in trei parti si cuprinde 9 capitole. Partea bibliografica (4
capitole), Partea experimentala — contributii originale (4 capitole), si partea de aplicatii (studii
preclinice) (1 capitol). In prima parte este prezentat un studiu de literatura cu privire la tema
de cercetare, a doua parte reprezintd partea experimentald originald, iar in a treia parte sunt
prezentate rezultatele din doud studii preclinice Tn urma implementarii protocolului optim de
procesare a probelor de tesut dezvoltat la partea experimentala.

Prima parte reprezintd studiul de literaturd care este structurat mai departe in patru
capitole si prezinta datele de literatura cu privire la stadiul actual al informatiilor din domeniul
histologiei. Tn capitolul 1 (VARIABILE PRE-ANALITICE 1IN ANATOMIA
PATOLOGICA) este prezentat studiul de literaturd de specialitate care descrie diferiti factori
pre-analitici care sunt asociati cu protocolul histologic (etapele de deshidratare, clarificare,

impregnare si incorporare in mediu suport), metoda de procesare, cat si efectul acestor factori
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asupra rezultatelor finale. Capitolul 2 intitulat BURETII HISTOLOGICI cuprinde cateva
generalitati cu privire la influenta acestor factori pre-analitici mai putin studiati in
laboratoarele de cercetare asupra probelor de tesut Capitolul 3 (VARIABILE PRE-
ANALITICE CARE POT INFLUENTA RETENTIA SECTIUNILOR PE LAMA DE
MICROSCOP IN TIMPUL COLORATIILOR IMUNOHISTOCHIMICE) este prezentat
studiul de literatura ce face referire la factorii pre-analitici care influenteaza retentia pe lama
de sticla in timpul colorarii imunohistochimice. Tn capitolul 4 (TISSUE MICROARRAY -
MATRICE DE TESUT) sunt relatate diferite metode de multiplexare a blocurilor de parafina
(colectarea de biopsii de la mai multe blocuri “donor” la un singur bloc “receptor”). Aceasta
tehnica a castigat popularitate in ultimii 20-30 de ani in laboratoarele de cercetare, dar abia
recent a fost introdusi in domeniul clinic. Tn acest capitol sunt prezentate principiile de
obtinere a matricilor de tesut, avantajele si potentialul acestor tehnologii.

Partea a doua a tezei (capitolele 5-8) prezinta partea experimentald si contributiile
originale aduse. In fiecare capitol se studiazi factorii pre-analitici diferiti si influenta acestora
in histologie. Tn capitolul 5 (DETERMINAREA CANTITATII DE APA REZIDUALA DIN
SOLUTIILE DE PROCESARE SI DIN PROBELE DE TESUT PROCESATE) sunt efectuate
mai multe studii de cercetare pentru a examina influenta a patru protocoale de procesare (doua
protocoale folosite frecvent in laboratoarele de histologie care folosesc xilen ca agent de
clarificare si doua protocoale dezvoltate in cadrul laboratorului Themis Pathology, care
folosesc n-butanol ca agent de clarificare) pe biopsii de tesut de iepure (ficat, rinichi, splina,
jejun, muschi scheletic, testicule, ureche de iepure). Impactul pe care il are protocolul de
procesare a fost evaluat prin cuantificarea cantitatii de apa extrasa din proba de tesut de catre
solutiile de deshidratare (titrare coulumetrica Karl Fisher) si prin cantitatea de apa reziduala
din piesa (prin expunerea probelor la cicluri de umiditate — uscare si prin termogravimetrie).
Totodata, calitatea protocoalelor de procesare este evaluatd si prin examinarea atentd a
blocurilor de parafina si a coloratiilor histologice obtinute. Rezultatele ne-au demonstrat ca
protocoalele care utilizeaza n-butanol ca agent de clarificare oferd cele mai bune rezultate in
ceea ce priveste cantitatea minima de apa reziduala din piesd, coloratii morfologice si
imunohistochimice superioare. Capitolul 5 este impartit mai departe in subcapitole Tn care
sunt prezintate materialele si metodele folosite, rezultatele obtinute in urma determinarilor si
concluziile studiului. Capitolul 6 (INFLUENTA BURETILOR HISTOLOGICI iIN
PROTOCOALELE DE PROCESARE A PROBELOR DE TESUT) prezinta studiul cu privire
la influenta buretilor histologici (de diferite porozitati si grade de reticulare) asupra
contamindrii/degradarii solutiilor folosite in protocoalele de procesare a biopsiilor, cat si
influenta acestora asupra calitatii coloratiilor topografice si imunohistochimice a sectiunilor
rezultate. Acest capitol este structurat in subcapitolele: materialele si metodele, rezultate si
concluzii. Tn capitolul 7 INFLUENTA VARIABILELOR PRE-ANALITICE IN RETENTIA
SECTIUNILOR PE LAMA DE MICROSCOP IN TIMPUL COLORATIILOR
IMUNOHISTOCHIMICE) sunt studiati factorii pre-analitici care pot determina detasarea
sectiunilor de pe lama de microscop in timpul coloratiei imunohistochimice, din cauza
tratamentelor dure folosite la recuperarea antigenului. Parametrii variati si testati sunt: fixarea,
protocoalele de procesare, dimensiunea biopsiei si tipul de tesut. Constatarile principale sunt:
daca este folosit un protocol de procesare nepotrivit sectiunile se detaseaza de pe lama de
sticla, dupa cum urmeaza: in proportie de 29% (biopsii de 5 mm), 24% (biopsii de 3 mm) si
48% (biopsii de 1 mm), iar biopsiile la care s-a intarziat fixarea acestora (biopsiile au fost
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lasate 12h la temperatura camerei fara fixare si doar apoi au fost fixate la temperatura camerei
pentru 252h in 10% NBF) se detaseaza de pe lama de sticla cu pana la 41% (biopsii de 1 mm),
iar cele mai afectate biopsii sunt cele de stomac si limba. Acest capitol este impartit mai
departe in subcapitole 1n care se prezintd materialele si metodele folosite, rezultatele obtinute
in urma determinrilor si concluziile studiului. Capitolul 8 intitulat ANALIZA DE COST IN
LABORATORUL DE HISTOLOGIE: TMA VS METODA CLASICA reprezinti analiza de
cost in laboratorul de histologie daca se folosesc matrici de tesut (TMA) in locul metodeli
clasice. In functie de modelul folosit, costul total al serviciilor histologice poate fi redus cu
pana la 91%. Capitolul 8 este impartit in subcapitolele: materialele si metodele, rezultate,
concluzii.

Partea a treia — APLICATII, reprezinta capitolul 9 si prezinta rezultatele obtinute in
urma implementarii Tn doua studii preclinice a protocolului de procesare a tesutului care a
oferit cele mai bune rezultate in partea experimentald a acestei lucrari (protocolul care a
foloseste n-butanol ca agent de clarificare). Tn primul studiu s-au testat trei medicamente anti-
inflamatoare intr-un model experimental de psoriazis, iar in al doilea studiu s-a testat efectul
imunologic al produselor din gama Imunoinstant (Oul hiperimun, Imunoinstant G,
Imunoinstant multiplu). Protocolul de procesare folosit permite obtinerea de blocuri de
parafind si lame de microscop de calitate foarte buna, facilitind o masuratoare usoara si
precisd a stratului granular, masuritoare necesarda pentru determinarea gradului de
ortokeratoza in studiul 1 si o evaluare preciza din punct de vedere histologic a sectiunilor
colorate cu hematoxilind-eozina in cazul studiului 2.

In finalul tezei sunt prezentate contributiile originale si concluziile generale ale lucririi
de doctorat. Teza se incheie cu un capitol de Bibliografie continand 120 de referinte
bibliografice si cu lista lucrarilor stiintifice originale publicate.

OBIECTIVELE LUCRARII

Obiectivul general al acestei teze de doctorat a fost studiul fizico-chimic al probelor de
tesut si impactul variabilelor pre-analitice in Anatomia Patologica.
Realizarea acestui obiectiv s-a concretizat in urmatoarele etape:
1. Determinarea continutului de apa din proba de tesut in diferite etape ale procesarii, prin
echilibrarea probelor cu solventi universali si determinarea cantitatii de apa din solventul
folosit;
2. Determinarea continutului de apa fluctuanta in tesutul parafinat prin expunerea acestuia la
cicluri de umiditate — uscare si cantarirea probelor cu o balanta analitica de mare precizie;
3. Determinarea continutului de apa din tesuturile parafinate prin termogravimetrie;
4. Cuantificarea extractiei apei din tesut in diferite etape de procesare;
5. Evaluarea influentei pe care o au buretii histologici asupra solutiilor de procesare si implicit
asupra probelor de tesut;
6. Analiza influentei pe care o au diferiti parametri din etapele pre-analitice (tipul de tesut si
dimensiunea biopsiei, protocoalele de fixare si procesare, solutiile de recuperare a
antigenului) asupra detasarii accidentale a sectiunilor de pe lama de microscop in timpul
coloratiei imunohistochimice.
7. Generarea de matrici sectionabile personalizate (tissue microarray-uri) din probele
parafinate;



8. Folosirea de matrici sectionabile pentru prelucrarea probelor in laboratorul de histologie si
analiza de cost versus metoda conventionala.

PARTEA A DOUA - STUDIUL EXPERIMENTAL
CAPITOLUL 5. DETERMINAREA CANTITATII DE APA
REZIDUALA DIN SOLUTIILE DE PROCESARE SI DIN PROBELE DE
TESUT PROCESATE

Principalul factor raspunzator de aparitia artefactelor in urma procesului de
deshidratare, clarificare si infiltrare/incorporare la parafind a preparatelor biologice pentru
analiza histologica este apa reziduala din piesa si/sau expunerea la oxigenul atmosferic.Toate
studiile din literaturd confirma faptul cad indiferent de protocolul de procesare folosit, 0
cantitate minima de apa reziduala ramane in tesutul parafinat. De aceea scopul fiecarui
protocol de procesare este de a extrage cat mai multd apa din piesa indiferent de solventii sau
metodele folosite.

Scopul studiului de fata este de a gasi un protocol optim de deshidratare care sd nu
afecteze negativ chimia, morfologia, antigenicitatea, arhitectura, ARN-ul si ADN-ul tesutului.

Tn cadrul laboratorului de cercetare Themis Pathology (Voluntari, 1Ifov) am dezvoltat un
protocol de procesare de trei zile, la temperatura camerei care foloseste ca agent de
deshidratare/clarificare n-butanolul. n-butanolul este un solvent universal partial miscibil cu
apa cat si un bun intermediar intre alcool si parafina. Pentru a accelera difuzia solventilor in
tesut (si pentru a scurta timpul total al protocolului de procesare), am testat un al doilea
protocol cu n-butanol, realizat la 37 °C, timp de doar 10 ore si 30 minute. Protocoale
alternative sunt cele doua protocoale cu xilen testate in cadrul experimentului, realizate la
temperatura camerei versus la temperatura de 37 °C.

Testarea celor patru protocoale de procesare a fost realizatd pe biopsii de diferite tipuri
de tesut de iepure din rasa New Zealand, iar alegerea acestora s-a facut in functie de
compozitia si structura tesutului. Pentru prelevarea de biopsii, am ales organe cu continut
diferit de apa (continut ridicat de apa — testicul, continut scazut de apa — ureche, jejun), organe
omogene (splind, ficat, muschi) dar si heterogene (rinichi). in functie de structura tesutului,
rata de difuzie a solventilor este diferita astfel ca tesuturile alese pentru testare au fost tesuturi
cu difuzie rapida (rinichi, jejun) cat si cu difuzie lenta (testicul, ficat, ureche, muschi, splind)
[54, 58].

Pentru a evalua calitatea preparatelor histologice obtinute in urma celor patru protocoale
de procesare, cat si influenta morfologiei si compozitiei initiale a tesutului asupra
performantei celor patru protocoale, mai multe determindri au fost realizate, astfel incat
capitolul 5 este structurat astfel:

- Determinarea continutului de apa din solutiile de deshidratare / clarificare folosind

patru protocoale diferite de procesare histologica (prin titrarea coulometrica Karl
Fischer)

- Determinarea continutului de apa fluctuanta in tesutul parafinat (prin expunerea
acestuia la cicluri de umiditate — uscare) prin cantarire cu o balanta analitica de mare
precizie

- Determinarea continutului de apa din tesuturile parafinate prin termogravimetrie
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- Determinarea continutului de apa din proba de tesut in diferite etape ale procesarii
(dupa echilibrarea probelor cu solventi universali se determind apa din solventul
folosit)

- Cuantificarea extractiei apei din tesut 1n diferite etape de procesare.

Pentru analizele ulterioare (coloratii topografice si imunohistochimice) ale probelor de
tesut procesate cu cele patru protocoale de procesare am folosit metoda de multiplexare, fiind
mai putin costisitoare si mai rapida. Aceasta consta 1n utilizarea unor matrici sectionabile care
incorporeaza mai multe biopsii intr-un singur bloc de parafind. Acesta etapa a fost realizata
dupa obtinerea blocurilor “donor” (196 blocuri donor).

5.2.1 Determinarea cantitatii de apa din solutiile de procesare

Rolul pe care il are protocolul de procesare poate fi observat in determinarile apei
transferate de la o solutie la alta in solutiile de procesare (Tabelul 5.3).

Tn timpul etapei de deshidratare, alcoolul etilic are rolul de a extrage apa din tesut. Se
poate observa ca panad la etapa 5 [etanol 100 % (1)] este extrasd din tesut aproximativ aceeasi
cantitate de apa pentru toate cele patru protocoale. Pentru protocoalele I si II deshidratarea se
continud cu Incd un schimb de etanol 100 %, iar pentru protocoalele III si IV deshidratarea se
continua cu primul schimb de n-butanol (etapa 6), intrucat acest alcool este miscibil cu apa.

Cantitatea de apa extrasa din tesut de cele doua solutii este diferitd, alcoolul etilic
absolut ajuta la o deshidratare mai eficientd/rapida a tesutului decat n-butanolul.

Pe de altd parte, dupa ultimul schimb de alcool absolut (Protocol I si Protocol II), in
tesut va ramane o cantitate mica de apa ce nu va mai putea fi extrasa in timpul etapei de
clarificare, xilenul fiind practic nemiscibil cu apa.

Pentru Protocol III si Protocol IV, deshidratarea va continua in timpul etapei de
clarificare deoarece n-butanolul va continua sa extraga lent apa ramasa in tesut.

Dupa ultima etapa de clarificare, se poate observa prezenta unei concentratii mai mari
de apa reziduala in agentul de clarificare din protocoalele care folosesc n-butanol.

Este bine stiut faptul ca solventii universali (butanol, dioxan, tetrahidrofuran, etc.)
faciliteaza obtinerea celor mai bune preparate histologice in cazul tesuturilor fragile (creier,
cefalopode, plante), deoarece deshidratarea este lenta, delicata si in acelasi timp completd
[23].

Tabel 5.3. Concentratia de apa din solutiile de procesare din cele patru protocoale testate. Cantitatea de
apa extrasd a fost determinata prin metoda coulometrica Karl Fischer. Etapele de 1a 1 1a 8 reprezinta

solutiile de procesare corespunzatoare protocoalelor descrise la sectiunea 5.1.3. Solutiile din etapele 1-
5 reprezinta solutiile de deshidratare, iar solutiile din etapele 7-8 reprezinta solutiile de clarificare.

Etapa de Concentratia de apa din solutiile de procesare
procesare | Protocol I | Protocol Il | Protocol Il | Protocol IV
1 35.37 34.17 34.61 35.91
2 21.64 22.67 21.85 12.44
3 7.576 5.717 6.561 6.466

4 6.561 6.775 6.346 -
5 0.403 0.392 0.399 0.579
6 0.156 0.148 0.152 -
7 0.031 0.035 0.149 0.326
8 0.029 0.012 0.155 0.137




5.2.2 Determinarea cantititii de apa fluctuanta in probele de tesut parafinat

Cantitatea de apa fluctuanta in tesuturile procesate cu cele patru protocoale testate a fost
determinatd initial prin expunerea probelor la cicluri de umiditate crescutd si cicluri de
umiditate scazuta (uscare). Pentru obtinerea saturatiei, probele au fost lasate sa se echilibreze
in incinta climatica timp de 4 zile pentru fiecare ciclu. Diferenta valorilor obtinute la
cantaririle de la umiditate ridicata si cantaririle de la umiditate scazuta (uscare), reprezinta apa
fluctuanta din tesut

Rezultatele (Tabelul 5.4) au aratat ca diferentele statistice intre cele patru protocoale
depind de tipul de organ examinat, astfel incat, acestea sunt semnificative pentru ficat si
muschi (p < 0.05) si nesemnificative pentru intestin, rinichi, ureche si testicul (p > 0.05).

In medie, cantitatea de apd care este absorbitd si apoi eliminati din tesut in timpul

ciclurilor de umiditate/uscare, indiferent de tipul de organ, fiind mai mica la organele
procesate cu protocoalele I1I si IV.

Tabel 5.4. Cantitatea de apa fluctuanta (in grame) in tesut (ficat, intestin, muschi, rinichi, ureche,
testicul). Valorile reprezinta media a sapte determinari. SEM reprezinta eroarea standard a mediei.
Diferentele au fost considerate semnificative daca p < 0.05 (Test ANOVA)

Oraan Grame apa fluctuanta in tesut Test ANOVA
g Protocol I | Protocol Il Protocol 11 Protocol IV Valoare p
e | Medie | 0.025 0.038 0.025 0.021 00t
SEM 0.002 0.003 0.002 0.002 p<®
o | Medie | 0010 0.011 0.011 0.010 00t
SEM 0.001 0.002 0.002 0.001 P>t
o | Medie | 0,015 0.016 0.015 0.010 00t
u3 SEM 0.001 0.001 0.002 0.002 p<t
| Medie | 0013 0.017 0.013 0.013
> 0.
Rinichi —cem 0.001 0.001 0.001 0.001 p>0.05
Medie | 0025 0.026 0.026 0.024
Urech > 0.05
e T sEMm 0.003 0.002 0.005 0.003 P
Medie | 0.014 0.038 0.015 0.023
Testicul > 0.05
SUUT ™ SEM | 0.002 0.005 0.002 0.004 P

PROTOCOL1 PROTOCOL 2 PROTOCOL3 PROTOCOL4

Figura 5.8. Blocuri de parafind care contin biopsii de testicule: Protocolul 1-Protocolul 4. Sageata alba
indica o depresiune a probelor de tesut in blocul de parafina, semn clar de apa reziduala
excesiva/procesare insuficienta a tesuturilor
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Rezultatele obtinute in urma expunerii probelor de tesut la cicluri de umiditate-uscare
au fost corelate cu rezultatele de la examinarea vizuala a blocurilor de parafini; la cateva zile
de la realizarea blocurilor de parafind am observat ca blocurile care contineau biopsiile de
testicule aveau pe suprafata acestora o adancitura/depresiune, ceea ce indica o infiltrare
insuficienta a parafinei in probele de tesut, indicativ pentru procesare incompleta/defectuoasa.
Acest lucru a fost observat doar la tesuturile procesate cu Protocolul 2 (Figura 5.8). Infiltrarea
incompleta urmata de micsorarea probelor de tesut a fost mai evidenta la probele de testicule,
dar s-a observat ocazional si la celelelate tipuri de organe, fiind mai putin marcantd pentru
ureche si muschiul scheletic, in timp ce celelalte organe (ficat, rinichi, splina, jejun) pareau a
fi mai bine procesate.

5.2.3. Determinarea prin termogravimetrie a cantitatii de apa in probele de tesut

Dupa determinarea cantitatii de apa fluctuanta din tesuturi prin expunerea acestora la
cicluri de umiditate — uscare si cantarire, un total de 14 probe de testicul au fost folosite
pentru o determinare secundara prin analiza termogravimetrica (TGA).

Ca si In cazul valorilor obtinute In urma expunerii probelor de tesut la cicluri de
umiditate/uscare, rezultatele obtinute in urma termogravimetriei (Tabelul 5.5) confirma ca
probele care folosesc ca agent de clarificare n-butanolul, contin cele mai mici cantitati de apa
reziduald: 0.011 = 0.001% vs 0.04 £ 0.004%, in cazul valorilor obtinute la clarificarea cu
xilen (p < 0.05, valorile sunt semnificative).

Tabel 5.5. Rezultate termogravimetrie pentru probe de testicul procesate cu xilen si cu n-butanol.
Rezultatele sunt exprimate 1n procente si reprezinta pierderile de masa in intervalul de temperatura 100
— 120 °C si reziduurile anorganice dupa temperatura de 700 °C

Proba % pierderi de masa (;A)n:)erg:rlljilég
xilen | n-butanol | xilen | n-butanol
1 0.02 0.02 55 34
2 0.05 0.01 4.7 2.9
3 0.03 0.01 75 3.2
4 0.05 0.01 1.7 5.6
5 0.05 0.01 1.3 4.8
6 0.04 0.01 2.6 1.2
7 0.04 0.01 45 4.4
Medie | 0.04 0.011 3.97 3.64
SEM | 0.004 0.001 0.84 0.55

5.2.4 Analiza statistica a extractiei apei din tesut in diferite etape de procesare

Rezultatele testului ANOVA sunt specificate Tn Tabelul 5.6, unde Xmo = Xmer $1 Xmfin
sunt cantitatile initiale si finale ale raportului masei de apa (X), iar W (%) reprezinta procentul
de apa extrasa definit de ecuatia (5.1).

m0 (51)
10

W =100



Rezultatele sumarizate in Tabelul 5.6 evidentiaza faptul ca, pentru toate tesuturile,
protocolul patru de procesare este cel mai convenabil, adica:

(1) pentru ficat, Xm fina = Xmputanol2) = 0.04 a fost semnificativ mai mic (de 3-7 ori) decat
Xmiini (1=1,2,3) corespunzatoare celorlalte trei protocoale de procesare (0.12-0.26), n timp ce
W, =99.0% a fost usor mai mare (1-5%) decat W; = 93.9-98.3%;

(if) pentru intestin, Xm fin4 = Xmbutanol2) = 0.19 a fost semnificativ mai mic (aproape de 3
ori) decat Xpini = 0.47-0.49 si W, = 98.0% a fost mai mare (3-10%) decat W; = 89.1-95.2%;

(iii) pentru muschi, Xmfin4 = Xmputanol2) = 0.09 a fost semnificativ mai mic (de 3-5 ori)
decat Xpfini = 0.23-0.45 si W4 = 98.4% a fost mai mare (3-6%) decat W; = 92.6.1-96.0%;

(iv) pentru rinichi, Xmfina = Xmbutanol2) = 0.11 a fost semnificativ mai mic (de 2-5 ori)
decat Xp ini = 0.26-0.54 si W, = 98.3% a fost mai mare (2-7%) decét W; = 91.5-96.6%;

(v) pentru ureche, Xmfina = Xmputanol) = 0.08 a fost semnificativ mai mic (de 3-12 ori)
decat Xmini = 0.23-0.93 si W, = 97.9% a fost mai mare (4-25%) decat W; = 78.5-94.5%.

Mai mult, pentru protocolul 1 de procesare extractia apei cu solutie de alcool etilic
100% poate fi omisa, deoarece nu existd diferente semnificative statistic intre Xmag5(2),
Xma1001), S Xm,A100(2)-

Similar, pentru protocolul 2 de procesare, extractia apei cu solutie de alcool etilic 95%
se poate realiza intr-un singura etapa, deoarece nu au fost diferente semnificativ statistice intre
Xm,a95(1) and X ags(2).-

Tabel 5.6. Mediile initiale (Xm0 = Xm,FF) si finale (Xm,fin) a raportului de masa (X) in diferite
tesuturi si protocoale de procesare si comparatii intre mediile X (Xm) dupa extractia apei cu diferite
tipuri/concentratii de solventi si etapele de extractie [(1), (2) si (3)]

Protocol de ..
esut X X i W (% Observatii
Tesul procesare mo m,fin (%) vag
1 405 012 97 Nu existd diferente semnificative statistic intre Xy ao5(2), Xm,a1001) X m,A 100¢2) $1
X mxvlene (1)
2 428 0.26 93.9 Nu exista diferente semnificative statistic ntre X ag51) $1 Xm a05(2) $1 Xm,a100(2) $1
Ficat X m, xylene (1)
3 6.96 012 98.3 Nu exista diferente semnificative statistic intre Xy a1001) $1 X m butanol 2)» $1 X butanol (2) §1
X butanol (3)
4 388 0.04 9 Toate X,, corespunzitoare extractiei cu diferite tipuri/concentratii de solvent si etape
' ' de extractie sunt semnificativ diferite
1 9.89 0.47 95.2 Nu existd diferente semnificative statistic intre X, a10001) $1 X m,xylene 2)
Intestin 2 9.84 0.48 95.1 XA 100 $1 X mylene () SUNE sSemnificativ diferite
3 4.48 0.49 89.1 Nu exista diferente semnificative statistic intre Xy, 100(1) and X, putanol ®
4 9.43 0.19 98 X m.a 10001 81 X mbutanol 2 SUNt semnificativ diferite
1 5.7 0.23 96 Xma1000) 81 X matene 2) SUN semnificativ diferite
Muschi 2 6.09 0.45 92.6 XA 10001) s1 X mylene (2) SUNt semni.fi_catiy di_feriFe
3 6.1 0.26 95.7 Xmaz00) $1 X mbutanol 3) SUNt semnificativ diferite
4 5.59 0.09 98.4 XA 1000 $1 X mbutanol 2) SUNt semnificativ diferite
1 7.08 0.4 94.4 Nu exista diferente semnificative statistic X m a10001) $1 X m.xylene (2)
Rinichi 2 6.37 0.54 91.5 Xmato00) $i X mxlene o) SUNE semnificativ diferite
3 7.65 0.26 96.6 Xmaz00) $1 X mbutanol 3) SUNt semnificativ diferite
4 6.35 0.11 98.3 Xma100) $i X mputanol 2y SUNt semnificativ diferite
1 4.19 0.23 94.5 Xma1001) 81 X mytene (2) SUNt semnificativ diferite
Ureche 2 4.32 0.93 785 X mA10001) 51 X m xtene (2) SUNt semnifi_catiy diferi?e
3 5.02 0.32 93.6 Xma100) $1 X mbutanol 3) SUNE semnificativ diferite
4 3.76 0.08 97.9 Xma100) $i X mbutanol (2) SUNE semnificativ diferite
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5.2.5 Coloratii topografice hematoxilina — eozina

Sectiunile obtinute din blocurile care contineau matrici de tesut si colorate topografic cu
hematoxilind — eozind au aratat diferente vizibile intre cele patru protocoale de procesare
(Figura 5.11). In functie de organul procesat, se pot observa artefacte care apar in timpul
colordrii, mai ales pentru ureche, muschi si testicul. Artefacte ca plierea sau chiar detasarea
completd a sectiunilor de tesut de pe lamad sunt evidente aproape intotdeauna pentru
Protocolul II si Protocolul I de procesare (ambele folosind xilen ca agent de clarificare).
Pentru Protocolul III si Protocolul IV se observa semnificativ mai putine artefacte, mai ales
plieri si cute ce apar in timpul etalarii pe lama a sectiunii.

@vsoede
LNV O@ )
0 9., 00
90200

Figura 5.11. Colorare topografica hematoxilina — eozind. Matrice de tesut cu urmatoarele organe: (A)
ficat, (B) muschi, (C) intestin, (D) rinichi, (E) ureche, (F) testicul, (G) splina. ). Liniile 1 - 4 corespund
Protocoalelor | — 1V

5.2.6 Coloratii imunohistochimice

% .5 2T

% 4 7 P ¥ g
i B g T : ] (g S

Figura 5.12 Coloratie imunohistochimica cu anti-citokeratinele AE1/AE3 conjugate cu peroxidaza de
hrean: a) ficat - procesare I; b) ficat - procesare Il; ¢) ficat - procesare Ill; d) ficat - procesare 1V; €)
intestin - procesare I; f) intestin - procesare Il; g) intestin - procesare Il1; h) intestin - procesare 1V; i)
rinichi - procesare I; j) rinichi - procesare Il; k) rinichi - procesare Il1; I) rinichi - procesare 1V; m)
splina - procesare [; n) splind - procesare II; o) splina - procesare I11; p) splina - procesare V. Scanare
cu obiectiv 20x (Ocus 20, Grundium Oy, Tampere, Finlanda)
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Figura 5.13. Coloratie imunohistochimica cu anticorpi anti-vimentina conjugata cu peroxidaza de
hrean: a) ficat - procesare I; b) ficat - procesare Il; ¢) ficat - procesare Ill; d) ficat - procesare 1V; €)
intestin - procesare I; f) intestin - procesare Il; g) intestin - procesare Il1; h) intestin - procesare 1V; i)
rinichi - procesare I; j) rinichi - procesare I1; K) rinichi - procesare Il1; 1) rinichi - procesare 1V; m)
splina - procesare [; n) splind - procesare I[; 0) splina - procesare III; p) splina - procesare IV. Scanare
cu obiectiv 20x (Ocus 20, Grundium Oy, Tampere, Finlanda)

In Figurile 5.12 si 5.13 se poate observa ca probele de tesut s-au colorat specific cu
anticorpii anti-vimentina si anti-citokeratina AE1/AE3, indiferent de protocolul de procesare.
Pe de alta parte, in ce priveste coloratia nespecifica, de fond (“Background”), pot fi observate
diferente semnificative intre protocoalele de procesare testate: imagini cu mai putind coloratie
nespecifica si implicit un contrast optic superior s-a observat la protocolul cu n-butanol, la
temperatura camerei. Desi o cuantificare a contrastului optic este oarecum subiectiva, ordinea
claritatii optice (de la buna spre inferioard) pare a fi: butanol la RT, butanol la cald, xilen la
RT, xilen la cald.

CAPITOLUL 6. INFLUENTA BURETILOR HISTOLOGICI iN

PROCESAREA PROBELOR DE TESUT
In laboratoarele de histologie, buretii histologici sunt folositi pentru a preveni
pierderea pieselor mici de tesut in timpul protocoalelor de procesare si totodatd pentru
mentinerea orientdrii biopsiei.

Porozitatea buretilor si capacitatea de transport a fluidelor in timpul procesarii
histologice este un aspect neglijat pana in prezent si este extrem de variabil, in functie de
producator. Din cauza structurii si capacitatii de absorbtie a materialelor din care sunt facuti
buretii, acestia pot retine apa si o pot transporta de la o solutie la alta, determinand schimbarea
protocolului de procesare prin diluarea solutiilor de deshidratare. Folosirea de solutii
,contaminate”/diluate, poate face ca protocolul de procesare sa devind ineficient, iar in tesut
sd ramand apa. Includerea la parafind a tesutului care inca are urme de apd si depozitarea
necorespunzatoare (umiditate ridicatd, temperatura fluctuantd, etc.) a blocurilor de parafina
obtinute afecteazd calitatea sectiunilor colorate, favorizand hidroliza biomarkerilor proteici si
a acizilor nucleici rezultand pierderea antigenicitatii [5, 52, 53].
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Deoarece sunt foarte putine studii care au cercetat influenta buretilor histologici asupra
biopsiei, acestea vorbind doar despre artefactele de compresie care apar pe suprafata biopsiei
la utilizarea buretilor ne-am propus ca in capitolul urmator si studiem in detaliu efectul
buretilor histologici asupra solutiilor de deshidratare si implicit impactul acestora asupra
integritatii tesuturilor procesate.

Studiul a presupus determinarea capacitatii de absorbtie/retentie (“carry-over”) a trei
tipuri de bureti folositi in curent in laboratoarele de histologie; determinarea procentului de
strangere/contractie a matricilor sectionabile care contin biopsii liniare de tesut, in urma a
diferite protocoloale de procesare; masurarea concentratiei de etanol din rezervoarele cu
solutiile folosite in procesarea histologica. Calitatea protocolului de procesare a fost evaluat
prin coloratii topografice hematoxilina - eozina si imunohistochimice ale tesuturilor procesate
cu buretii histologici testati.

Pentru acest studiu a fost folosit tesut proaspat de porc (rinichi) de la care au fost
colectate multiple biopsii cu ajutorul unui pistol de biopsie (Bard Max-Core, Bard Biopsy
Systems, Tempe, SUA) folosind un ac tru-cut Gauge 16 (diametrul biopsies rezultate este de
aproximativ 1.2mm) si aranjate in matrici sectionabile BxChip™ cu 6 cavitati (Figura 6.5).

Au fost testate trei tipuri de bureti folositi frecvent in laboratoarele de histologie
(Tabel 6.1): burete histologic A (Themis Pathology SRL/ LUMEA Inc., USA), burete
histologic B (BioPad Biopsy Pads, CellPath Ltd., UK), burete histologic C (Biopsy Foam
Pads, Simport® Scientific, Canada). Ca si probe control au fost folosite casete histologice fara
bureti (Figura 6.5).

—

Figura 6.5. Casete cu bureti histologici: A: burete Themis Pathology SRL/ LUMEA Inc., USA, B:
burete CellPath Ltd., C: burete Simport® Scientific, D: casete histologice fara bureti. in chenarul alb,
punctat, se poate observa o biopsie de Gauge 16, iar cu sageata neagra este evidentiata matricea
sectionabila (BxChip™)

Tabel 6.1. Proprietatile fizice ale buretilor histologici testati

.. Porozitate
.. Marime (mm) Greutate .
Burete | Culoare Compozitie (lungimexIatimex grosime) (grame) (Pores per Linear
& ! g g Inches/ppi)
A Alb Poliester 3x 2,5x33 15 40 - 50
poliuretan
B Albastru Poliuretan 3x 25x 2.8 1.2 70 - 100
Cc Albastru | Poliester uretan 3x 25%x22 0.9 55-65
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6.2.1. Capacitatea de absorbtie si contaminare reziduala (“carry-over) a buretilor

histologici

Capacitatea celor trei tipuri de bureti testati de a absorbi si a retine apa este diferita..
Dupa prima etapd de eliminare a apei din porii buretilor, dupd lasarea acestora la scurs pe o
sitd, buretele B contine pana la 35% apa, in timp ce buretele A si buretele C au aproximativ
25%. Dupa o centrifugare lentd a buretilor (150 rpm, timp de 1 minut), buretele B a retinut
30% apa, buretele C 20%, iar buretele A 5%.

6.2.2. Procentajul de strangere a matricilor sectionabile dupa protocolul de

procesare

Matricile sectionabile BxChip ™ au fost masurate (lungime si latime) dupa fiecare
procesare (Figura 6.8 si Figura 6.9). Valorile inregistrate reprezintd media masuratorilor a
patru matrici sectionabile.

Rezultatele arata ca cel mai mult s-au strdns matricile care nu au fost procesate cu
burete histologic. Plecand de la dimensiunea initiala de 23 x 14 mm, ajunge procesare s aiba
16.6 x 12.6 mm, spre deosebire de matricile procesate cu burete histologic B (care retine cea
mai mare cantitate de apa) care se strang 17.5 x 13.3 mm.

Procent de strangere in lungime a BxChip™ dupa

procesare

[«§]

o 35.0

‘g 25.0 —Burete A

S g | ———————

% 20.0 Burete B

g 15.0 Burete C

= 1 2 3 4 5 ——Fara burete
procesare

Figura 6.8. Graficul evidentiaza procentul de strangere a BxChip™ in lungime dupa fiecare
procesare. Valorile reprezintd media celor patru determinari

Procent de striangere in litime a BxChip™ dupa procesare

16.0 -
o 14.0 -
ng.O 4 \/\
& 10.0 1 —Burete A
2 8.0 -
L 60 - ==Burete B
g 4.0 - - Burete C
8 2.0 - Farab
S 00 —Fara burete

1 2 3 4 5
procesare

Figura 6.9. Graficul evidentiaza procentul de strangere a BxChip™ in latime dupa fiecare procesare.
Valorile reprezintd media celor patru determinari
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6.2.4. Determinarea concentratiei de alcool in solutiile de procesare prin cantirire

Tabelul 6.4. Concentratia de etanol a fost determinata cu ajutorul calculatorului online
(www.handymath.com) “Manualul inginerilor chimici al lui Perry” (Robert H. Perry, Don Green,
editia a saptea). Temperatura alcoolului in momentul cantaririi a fost de 20 °C, iar valorile reprezinta
media a trei determindri. Burete histologic: A — Themis Pathology SRL/ LUMEA Inc, B — BioPad
Biopsy Pads, C — Biopsy Foam Pads, D — fara burete histologic

Concentratia de etanol
Burete histologic Eta_pa de L < N . N ..
deshidratare initiala dupa prima | dupa a doua |dupa a treia| dupa a patra | dupa a cincea
procesare | procesare | procesare | procesare procesare
1 64.5 54.59 45.13 38.35 32.34 27.23
2 95 92.56 87.34 82.89 78.16 73.32
3 95 95.64 94.56 93.58 92.10 90.13
A 4 95 96.46 95.40 95.53 94.49 94.23
5 100 100.00 100.00 100.00 99.57 99.07
6 100 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
7 100 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
1 64.5 51.64 39.27 31.54 21.63 15.05
2 95 88.47 79.76 71.21 64.48 55.53
3 95 95.12 92.66 89.07 84.54 79.43
B 4 95 95.78 94.95 93.90 92.64 91.01
5 100 100.00 99.54 98.46 97.65 96.50
6 100 100.00 100.00 100.00 100.00 99.29
7 100 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
1 64.5 54.70 47.19 40.35 33.64 28.61
2 95 90.47 83.97 78.03 71.27 65.39
3 95 95.28 93.16 90.92 87.78 84.43
C 4 95 95.87 94.93 94.16 93.19 92.22
5 100 100.00 100.00 99.30 98.29 97.37
6 100 100.00 100.00 100.00 100.00 99.82
7 100 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
1 64.5 59.42 54.59 50.55 46.92 43.94
2 95 93.59 90.99 88.41 85.57 83.10
3 95 95.74 95.10 94.41 93.51 92.51
D 4 95 95.98 95.38 95.16 94.49 94.01
5 100 100.00 100.00 100.00 100.00 99.72
6 100 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
7 100 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

Analiza Tn detaliu a primului schimb de etanol (Tabelul 6.4) arata ca dupa 5 cicluri de
procesari fara a-1 reinnoi (o practicd comuna in laboratoarele de histologie) cu o concentratie
initiala de 64.5%, acesta ajunge sa se degradeze la 15% daca este folosit pentru procesarea
biopsiilor buretele histologic tip B si 27% daca se foloseste buretele histologic A sau C.

Aceastd tendintd se pastreaza si pentru urmditoarele concentratii de alcool. Un
,»echilibru” se observa abia la ultimul alcool, unde concentratia devine cea dorita.

Cu toate acestea, pentru protocoalele unde s-a folosit burete A, concentratia de etanol
este aceeasi cu protocoalele de procesare fara burete. Datoritd porozitatii mai mari (40 — 50
ppi) acest tip de burete permite trecerea solventilor mult mai usor si contamineaza cel mai
putin solutiile folosite in etapele de procesare urmatoare. Rezultatele din Tabelul 6.4 confirma
testul nostru initial unde am testat capacitatea de absorbtie si remanenta buretilor: buretele A
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si buretele C retin mai putind apa si implicit solvent, ceea ce face ca drenarea lichidelor din
porii acestora sa se faca mai rapid.

6.2.6 Coloratii topografice hematoxilini—eozina

La examinarea la microscop a sectiunilor de tesut etalate pe lama (Figura 6.16) se pot
observa diferente in ceea ce priveste intensitatea si contrastul coloratiei de-a lungul celor 5
protocoale succesive de procesare. Intensitatea coloratiei hematoxilind — eozina scade pe
masura ce creste cantitatea de apa din solutiile de procesare. De exemplu, dupa procesarea 1
(concentratie de 59% in primul alcool) coloratia este mai intensad (Figura 6.16a) decat dupa
ultima procesare (concentratie de 44% 1n primul alcool) unde este neuniforma si mai putin
intensa (Figura 6.16¢).

Cand s-a folosit burete A, s-a observat fragmentarea cilindrului biopsic indiferent de
protocolul de procesare (Figura 6.16f-j) Acest lucru se datoreaza structurii si presiunii
exercitate asupra biopsiei de catre buretele oarecum mai gros decét celelate tipuri.

Cea mai evidenta degradare a colorabilitatii se poate observa la tesuturile procesate cu
buretele B unde intensitatea coloratiei scade dramatic, biopsia se fragmenteaza, apar goluri si
plieri ale biopsiei (Figura 6.16p-t). Aceste aspecte se coreleaza cu concentratia scazuta de
etanol din solutiile de procesare: dupa 5 procesari consecutive primul etanol ajunge la 15%
(de la 65% initial) Tn timp ce al doilea scade la 55.5% (de la 95% cat era initial).

procesare 1 procesare 2 procesare 3 procesare 4 procesare 5
a b c d e
f g h 1 ]
k 1 » m n o
P q r s t

Figura 6.16. Impactul buretelui histologic asupa biopsiei biopsiei si a intensitatii coloratiei
hematoxilina — eozina. . a-e: fara burete histologic, f-j: burete A, k-0: burete C, p-t: burete B. Scanare
cu obiectiv 20x (Ocus 20, Grundium Oy, Tampere, Finlanda)

6.2.7 Coloratii imunohistochimice
Concluzia generala este ca modificdrile progresive ale protocolului de procesare

generate de deteriorarea solutiilor de deshidratare (ca urmare a folosirii de buretil histologici)
influenteazd semnificativ intensitatea/calitatea si mai putin specificitatea imunocolorarii, cu
consecinte potential grave asupra acuratetei diagnosticul anatomopatologic. Cand se compara
toate conditiile de testare (3 tipuri de bureti histologici, 4 protocoale de procesare), expresia
imunohistochimicd a colagenului IV scade in intensitate (in special in ceea ce priveste
membranele bazale tubulare) paralel cu nivelul de degradare al solutiilor. Aceasta situatie este
mai pronuntatd pentru sectiunile generate din probe de tesut prelucrate cu burete B unde
intensitatea colordrii specifice este minima. In aceleasi probe se poate observa o crestere
progresiva a coloratiei de fond nespecifice, care, cuplatd cu scaderea generald a intensitatii
colordrii structurilor identificate pozitiv, poate duce la dificultatea (pana la imposibilitatea)
diagnosticului microscopic precis. Pe de alta parte, nu se observa diferente de intensitate in
ceea ce priveste expresia vimentinei intre probele de tesut testate, indiferent de tipul de burete
folosit. Ar fi interesant sa examindm acest comportament artefactual al imunoreactivitatii ca o
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functie a buretelui histologic utilizat in timpul procesarii tesuturilor pentru o selectie mai mare
de antigene, deoarece se pare ca unii epitopi sunt mai sensibili decat altii.

CAPITOLUL 7. INFLUENTA VARIABILELOR PRE-ANALITICE
IN RETENTIA SECTIUNILOR PE LAMA DE MICROSCOP iN TIMPUL

COLORATIILOR IMUNOHISTOCHIMICE

Influenta variabielor pre-analitice si analitice in analizele imunohistochimie sunt in
stransd legdtura, ceea ce inseamnd cd un tesut bine fixat si procesat va rezulta in coloratii
bune, de calitate si specifice. Detasarea sectiunilor in timpul acestor tipuri de coloratii (de
obicei mai agresive decat coloratiile topografice uzuale) este un accident nedorit, uneori cu
consecinte catastrofale (pierderea ireversibila a unor preparate unice si absolut necesare
diagnosticului de precizie) si poate semnala defecte ale etapelor pre-analitice si/sau neglijenta
operatorului.

Tn studiul de fatd ne-am propus si analizim influenta diferitilor parametri din etapele
pre-analitice asupra detasarii accidentale a sectiunilor de parafina de pe lama de microscop in
timpul coloratiei imunohistochimice. Parametrii studiati au fost: tipul de tesut si dimensiunea
biopsiei, protocoalele de fixare si procesare, solutiile de recuperare a antigenului, folosite
pentru demascarea imunoreactivitatii.

Protocoalele de fixare si procesare testate in acest studiu sunt aceleasi protocoale care
au fost testate in capitolul 5; capitolul de fata (capitolul 7) reprezentind o extensie a
experimentului initial unde am testat influenta protocoalelor de fixare si procesare asupra
cantitatii de apa reziduala din tesut si asupra calititii coloratiilor imunohistochimice. In acest
capitol vom studia Tn amdnunt daca protocoalele de fixare si procesare defectuoase au un rol
semnificativ In detasarea sectiunilor de pe lama de microscop in timpul coloratiilor
imunohistochimice.

Pentru acest studiu a fost folosit tesut proaspat de porc. Tesuturile testate au fost de
rinichi, ficat, splina, limba, pancreas, inima si stomac, de la care au fost prelevate biopsii de 5
mm si supuse protocoalelor de procesare. Pentru a evita variabilitatea interexperimentala toate
organele au fost recoltate de la un singur animal.

Pentru reducerea costurilor acestui studiu am folosit matrici de {esut pentru a incorpora
mai multe biopsii intr-un singur bloc de parafina (tissue microarrays - TMA). Comparativ au
fost testate 4 matrici cu cavitati de 1 mm si 42 de matrici cu cavitati de 3 mm (Figura 7.3).

Toate probele au fost procesate manual, conform cu trei protocoale de fixare: fixarea A:
264h la temperatura camerei in 10% NBF; fixarea B: 2h la 4 °C si 262h la temperatura
camerei Tn 10% NBF; fixarea C: 12h la temperatura camerei fara fixare si 252h la temperatura
camerei Tn 10% NBF urmate de 4 protocoale diferite de procesare (testate la capitolul 5).
Dupa procesarea probelor, sectionare blocurilor de parafina si etalarea sectiunilor pe lama de
microscop, s-au efectuat protocoalele de colorare imunohistochimica si colorare topografica
cu hematoxilind — eozina.
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Figura 7.3. (A) Bloc de parafina “donor” cu biopsii de rinichi, (B) bloc de parafina “receptor” cu TMA
care are incorporate biopsii de rinichi cu diametrul de 1 mm, (C) bloc de parafinad “receptor” cu TMA
care are incorporate biopsii de rinichi cu diametrul de 3 mm, (a) preducea dermatologica cu diametrul

de 1 mm, (b) preducea dermatologica cu diametrul de 3 mm
7.2. Rezultate

In functie de dimensiunea biopsiei procentul de detasare sau pliere al sectiunilor de pe
lama de sticla este diferit.

Dupa cum se observa in Tabelul 7.1 sectiunile cu biopsiile de 1 mm diametru s-au
detasat si pliat cel mai mult (37% dintr-un numar total de 756 de biopsii) de pe suprafata
lamei de sticla, indiferent de tipul de tesut, de protocolul de fixare sau de protocolul de
procesare.

Tabelul 7.1. Procentul de detasare/pliere al sectiunilor in functie de dimensiunea biopsiei.

Procent de pliere / detasare a sectiunii

Dimensiune | Procent Organ Fixare Procesare
biopsie total [ | .. .|. . e
(mm) inima | rinichi | ficat | pancreas | splina | stomac | limba | A | B | C | | | Il |1l
1 37 38 3 22 33 4 57 100 |37 (32|41 |24 (48|42
3 12 11 1 4 11 0 28 32 9 (12|16 |14 |24 | 7
5 16 8 0 0 17 8 75 0 11142114129 |14

Fixarea tesutului trebuie efectuatd cat mai curand posibil, pentru a preveni degradarea
tesutului din cauza timpului care se scurge intre prelevarea tesutului si fixarea acestuia
(ischemia la rece). Rezultatele studiului, ne arata ca, indiferent de marimea biopsiei recoltate,
biopsiile la care s-a intarziat fixarea acestora (biopsiile au fost lasate 12h la temperatura
camerei fara fixare si doar apoi au fost fixate la temperatura camerei pentru 252h in 10%
NBF) se detaseaza de pe lama de sticld, dupa cum urmeaza (Tabelul 7.1): in proportie de 21%
(biopsii de 5 mm), 16% (biopsii de 3 mm) si 41% (biopsii de 1 mm).

Protocolul de procesare (Tabelul 7.1) influenteaza de asemenea procentul de sectiuni ce
prezintd plieri ale sectiunilor: 48% din sectiuni sunt procesate cu Protocolul II de procesare
(5h30minute la RT, solutie clarificare: xilen). Cele mai putine sectiuni pliate (5%) sunt
observate la protocolul de Procesare IV (3 zile de fixare la RT, solutie clarificare: n-butanol).
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La testarea celor trei tipuri de solutii folosite la recuperarea antigenului (tampon Tris-
EDTA (pH=9); tampon citrat (pH=6), tampon EDTA (pH=8), am observat ca cele mai multe
biopsii se pierd (12%) daca se foloseste Tris-EDTA (pH=9) pentru antigen retrieval, iar in
ceea ce priveste tipul de tesut, cele mai instabile sunt limba (32%) si stomacul (28%).

CAPITOLUL 8. ANALIZA DE COST IN LABORATORUL DE

HISTOLOGIE: TMA VS METODA CLASICA
Dispozitivele medicale de diagnostic in vitro dezvoltate in laboratorul de cercetare
Themis Pathology (Voluntari, Ilfov, Romania) se bazeaza pe 0 serie de tehnologii brevetate
de microarray de tesuturi si au ca scop multiplexarea probelor de tesut pentru obtinerea de
rezultate rapide si economice.
Tn studiul de fata, a fost dezvoltatd o matrice suport sectionabild, personalizati in functie
de numaiarul de probe de analizat, sub forma a trei modele diferite pentru a permite
incorporarea, fuziunea si multiplexarea probelor de tesut utilizate in experimente. Tn acest
capitol este descrisa metoda de obtinere a matricilor sectionabile, urmata de o analiza a
costurilor implementarii acestei tehnologii in laboratorul de histologie. Material biomimetic a
fost achizitionat de la firma producatoare Themis Pathology S.R.L (Voluntari, Ilfov,
Roménia) si a fost utilizat pentru generarea de matrici de tesut parafinat personalizate.
Proprietatile acestui material a permis fixarea In 10% NBF, deshidratarea in concentratii
crescatoare de etanol, clarificarea cu un solvent de tranzitie si infiltrarea cu parafina.
Materialul rezultat a fost gravat cu un laser Speedy 300 (Trotec Laser GmbH, Austria)
in forma dorita:
- Modelul 1: suport (50 mm lungime x 37 mm latime X 2 mm grosime) cu 28 de
cavitdti rotunde cu diametrul de 6 mm create prin gravare cu laser (in care vor fi
introduse tesuturile). Matricile rezultate au fost folosite in studiul din capitolul 5.

- Modelul 2 : suport cu dimensiunea de 22 x 15 x 2 mm si 12 cavitati hexagonale cu
diametrul de 3 mm. Matricile rezultate au fost folosite in studiul din capitolul 7.

- Modelul 3 de matrice (41 x 18 x 2 mm) cu 189 de cavitati rotunde cu diametrul de
1 mm. Matricile rezultate au fost folosite in studiul din capitolul 7.

Pentru analiza de cost s-au luat in calcul manopera si consumabilele utilizate dupa
procesarea probelor, pentru obtinerea blocurilor conventionale fatd de obtinerea blocurilor
“receptor” care contin matricile de tesut. Studiul include costurile care apar dupa pregatirea
blocurilor “donor”: costul matricei personalizate, toate consumabilele folosite pentru
obtinerea lamelor din blocul “donor” si “receptor” si timpul necesar histotehnologului sa
obtina lamele colorate cu hematoxilina - eozina.

Costul matricei este costul total si include materialul biomimetic, solutiile folosite
pentru procesare si gravarea cu laserul.

Costul include, de asemenea, cheltuielile de laborator (pe baza preturilor medii de
piatd a consumabilelor din 2022 si a salariilor din 2022) dar nu include timpul pe care
patologul 7l petrece pentru analiza lamelor. Tn functie de organ si patologie, citirea lamelor
poate dura de la cateva secunde atunci cand patologul cautd prezenta unui marker, sau cateva
minute cand cauta anomalii discrete ale celulelor.
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Tabel 8.8. Costul total al serviciilor histopatologice: conventional versus mltiplexare

Model 1 de matrice Model 2 de matrice Model 3 de matrice
Etapa Conventional 7 TMA X Conventional | 42 TMA x | Conventional 4 TMA X
196 blocuri 28 de cavitati | 504 blocuri 12 cavitati 756 blocuri 189 cavitati
COST TOTAL CONSUMABILE 380.6 135.21 1646.48 764.44 2419.92 84.85
COST TOTAL MANOPERA 356.39 82.15 916 354 1375 267
COST TOTAL (RON) 736.99 217.37 2562.90 1118.51 3794.55 352.20
Scadere procentuala 71 56 91

Metoda de multiplexare accelereazd semnificativ prepararea si examinarea
preparatelor histologice, la un cost mai mic, deoarece permite analiza simultand a mai multor
probe pe o singura lama. Reducerea costurilor in laboratorul de histologie atunci cand sunt
folosite matrici sectionabile de tesut este considerabild. In functie de modelul folosit, costul
total al serviciilor histologice poate fi redus cu pana la 91% (Tabel 8.8).

Chiar daca transferul biopsiilor din blocurile “donor” in blocurile “receptor” este o
etapd care necesitd foarte mare atentie si o foarte bund trasabilitate a probelor, blocul de
parafina receptor cu matrice de tesut cu un design predefinit asigurd o trasabilitate superioara,
iar blocurile pot fi stocate perioade lungi pentru validari ulterioare.

Nu in ultimul rand, un aspect foarte important este faptul ca folosirea de TMA in
laboratoarele de diagnostic face posibild reducerea spatiului de depozitare a blocurilor de
parafind si a lamelor histologice, o reala problema in momentul de fata in toate laboratoarele
si tarile lumii, deoarece legislatia prevede pastrarea lor in siguranta intre 20 si 30 de ani.

PARTEA A TREIA — APLICATII
CAPITOLUL 9. IMPLEMENTAREA PROTOCOLULUI DE
PROCESARE CU n-BUTANOL iN TESTE PRECLINICE CE NECESITA
EXAMEN MORFOPATOLOGIC

Componenta preclinica a lucrdrii prezinta rezultatele obtinute in doud studii preclinice
in care a fost implement protocolul de procesare care a oferit cele mai bune rezultate
(protocolul cu n-butanol, timp de 3 zile la temperatura camerei) si a matricilor de tesut
(TMA).

Procolul IV de procesare este realizat la temperatura camerei, timp de 61 h, utilizeaza n-
butanol ca agent de clarificare si ofera cele mai bune rezultate in ceea ce priveste cantitatea de
apa reziduald din probele de tesut parafinate si implicit coloratii topografice si
imunohistochimice mai bune. Primul studiu a fost efectuat pentru testarea a doud
medicamente antiinflamatoare nesteroidiene (NSAIDs) iar al doilea studiu pentru testarea
produselor din gama Imunoinstant (Compania Romvac, Voluntari, Romania), o sursa de
anticorpi pentru imunoterapie.

Pentru ambele studii au fost folosite matrici de tesut pentru multiplexarea probelor cu
scopul de a asigura indexarea si trasabilitatea probelor. Totodatd, folosirea de matrici de tesut
ajuta la reducerea consturilor in laboratorul de histologie, la reducerea timpului de citire al
lamelor si scade variabilitatea interexperimentala in ceea ce priveste colorarea
imunohistologica.

Primul studiu (testarea medicamentelor anti-inflamatoare intr-un model experimental de
psoriazis) s-a facut pe soareci, aplicand o crema cu aceste medicamente pe suprafata cozii
timp de doua saptamani.
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Psoriazisul este o boala caracterizata prin diminuarea sau disparitia stratului granular al
pielii in urma diferentierii aberante a keratinocitelor. Medicamentele nesteroidiene cu efect
antiinflamator sunt folosite in dermatologie datorita efectului inhibitor asupra enzimei
cyclooxigenaza-2 cu rol in stimularea proliferarii aberante a keratinocitelor [115, 116].

Medicamentele nesteroidiene folosite in acest studiu sunt diclofenac (acid 2-[2-(2,6-
dicloranilino)fenil]  acetic) si  celecoxib  (4-[5-(4-metilfenil)-3-(trifluormetil)pirazol-
1]benzensulfonamida) in diferite concentratii, pentru a vedea dacd o inhibare mai mare a
cyclooxigenazei-2 ar insemna o crestere a stratului granular epidermic [115, 116, 117, 118].

Testele au fost realizate in colaborare cu Departamentul de Farmacologie si
Farmacoterapie, din cadrul Facultatii de Medicina “Carol Davila” din Bucuresti.

Al doilea studiu a constat 1n investigatii imunohistologice la soareci C57BL/6, cérora li
s-a administrat oral emulsie de ou hiperimun si complexe de imunologlobuline Y. Aceste
produse provin de la gaini tratate cu un amestec de antigene special preparate si contin
imunoglobuline Y, lizozim, ovotransferina etc. [119, 120].

Produsele dezvoltate si comercializate de Romvac Company S.A sub brand-ul
IMUNOINSTANT testate Tn acest studiu: Oul hiperimun, Imunoinstant G, Imunoinstant
multiplu (solutie apoasa).

9.2. Rezultate
Studiul 1:

In Tabelul 9.2 se poate observa o diferentd semnificativd a gradului de ortokeratoza
intre grupul control negativ (soareci netratati) si grupurile tratate cu celecoxib, diclofenac si
tretinoina (control pozitiv). Concentratiile diferite de celecoxib duc la o crestere a gradului de
ortokeratoza in relatie directa cu concentratia medicamentului.

Tabel 9.2. Efectul substantelor testate este exprimat ca grad de ortokeratoza (procente), grosimea
medie a epidermei (um) si activitatea procentuala a medicamentului

Lot de soareci Grad de Grqsime medie a Activitate
’ ortokeratoza (%) epidermei (um) medicament (%)
Soareci netratati 17.7+181 24.77+£1.81 -
Soarect tratati doar 10.64 £ 3.2 29.76 + 2.02 0
cu parafina
Tretinoina 0.05% 48.72 £ 6.09 33.22+21 36.19
Diclofenac 1% 42.24 +£13.73 28.42 + 2.62 28.12
Diclofenac 2% 41.42 +£8.17 27.38+2.75 27.1
Celecoxib 1% 42,15+ 7.28 28.07 +2.37 28.01
Celecoxib 2% 56.48 £ 11.33 32.28+6.18 45.84
Celecoxib 4% 71.64 +£3.43 31.66 + 3.58 66.56
Celecoxib 8% 75.06 + 3.37 33.43+3.69 70.59

Inducerea diferentierii epidermice, ca marker al gradului de ortokeratoza, a fost in
urmatoarea ordine: celecoxib 8% > celecoxib 4% > celecoxib 2% > tretinoin 0,05% >
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diclofenac 1% > celecoxib 1% > diclofenac 2% > parafind moale albd > soareci netratati.
Efectul celecoxib 8% asupra gradului de ortokeratoza este superior efectului tretinoinului.
Activitatea procentuala a medicamentului a fost cea mai mare pentru celecoxib 8% (70.59%)
(vezi Tabel 9.2).

Protocolul IV (care foloseste n-butanol ca agent de clarificare) ajuta la obtinerea de
blocuri histologice de calitate superioard, stabile in timp (nu se formeazd depresiuni pe
suprafata blocului, tesutul este complet fuzionat cu parafina, sectionarea este fard probleme,
obtinandu-se cu usurintd panglici la sectionare, rata mare de retentie a sectiunilor pe lama de
sticla indiferent de coloratia histologica realizata, etc.). Acest protocol de procesare a fost
selectat pentru a facilita o masuratoare usoara si precisa a stratului granular (adica gradul de
ortokeratoza).

Studiul 2:

Rezultatele studiului au aratat ca produsele din gama Imunoinstant care contin
imunoglobulina Y sunt eficiente si induc un raspuns imun in functie de tipul de produs, doza
si timpul de administrare. Analizele efectuate la timpi diferiti de recoltare a probelor de ser
(T1 — 30 de zile, T2 — 60 de zile, T3 — 90 de zile) au aratat o crestere semnificativa a
interleukinelor, ce au rolul principal de a activa celulele efectoare in timpul raspunsurilor
inflamatorii si imune.

Dupa 30 de zile de administrare a suplimentelor se observa o crestere a urmatoarelor
interleukine:
Lotul A: IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-17A, GM-CFS, IFN-G, TNFao.
Lotul B: IL-1b, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL- 12, G-CFS, GM-CFS, TNFa, Eotaxin,
IFN-G, MIP-1a, IL-33.
Lotul C: IL-10, Eotaxin, 1L-23, IL-33.
Lotul D: IL2, IL-3, IL-10, IL-12, IL-17A, Eotaxin, IL-17F, IL-25, IL-27, IL-31, IL-23,
IL-33.
Dupa 60 de zile de administrare a suplimentelor se observd o crestere a urmatoarelor
interleukine:
Lotul A: TNFa.
Lotul B: IL-2, MIP-1a, Rantes, I1L-22, IL-31.
Lotul C: IL-17A, GM - CFS, IFN-G, MIP-1a, Rantes, IL-22, 1L-31.
Lotul D: Rantes.
Dupa 90 de zile de administrare a suplimentelor se observd o crestere a urmatoarelor
interleukine:
Lotul A: IL-17A, Eotaxin, GM-CFS, IFN-G, IL-22. L.
Lotul B: IL-2, IL-10, IL- 12, IL-13, IL-17A, G-CFS, GM-CFS, TNFa, IFN-G,
IL-25, IL-27.
Lotul C: IL-2, IL-3, IL-4, IL-9, IL-12 (p40), IL-12 (p70), IL-13, IL-17A, G-CFS, GM-CFS,
TNFa, IFN-G, IL-25, IL-22, IL-27.
Lotul D: IL-10, IL-22, IL-17F, IL-27, IL-31, MIP-3a.

Protocolul IV de procesare (care foloseste n-butanol ca agent de clarificare) ajuta la
obtinerea de blocuri histologice bune, care de-alungul timpului isi pastreaza calitatile. Chiar si
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dupd cateva luni de la sectionarea acestora si expunerea la mediul ambiant din laborator (22 +
2 °C, umiditate relativa de 50 — 70 %) nu se observa depresiuni pe suprafata blocului.

Tesutul a fuzionat foarte bine cu parafina si sectionarea la microtom este lipsitd de
dificultate, obtinandu-se rapid panglici de sectiuni, care permit etalarea imediata a acestora pe
lama de sticla, iar dupa colorarea cu hematoxilind-eozina toate tesuturile raman pe lama fard a
se desprinde sau fara a se plia.

Folosirea de matrici sectionabile si personalizarea acestora pentru studiul de fatd a
reprezentat un real ajutor n multiplexarea multitudinilor de probe deoarece a redus
cheltuielile cu consumabilele folosite si totodata a redus timpul necesar de pregatire a
materialelor si a coloratiilor histologice si a eliminat practic variabilitatea interexperimentala
facand posibila imunocolorarea unui numar foarte mare de probe individuale intr-un singur
lot.

CONCLUZII GENERALE
Teza de doctorat si-a propus atat investigarea unor variabile pre-analitice (tipul de
tesut, protocolul de fixare, protocolul de procesare, buretii histologici) asupra calitatii
probelor de tesut pentru Anatomia Patologica cat si dezvoltarea unui protocol optim de
procesare a tesuturilor care sd pastreze optim structura si compozifia moleculard a
organului/structurii din care face parte. In acest scop au fost urmdrite patru mari directii de
cercetare:
1. Determinarea apei reziduale din preparatele histologice (din probele de tesut si din
solutiile de procesare folosite)
Studiile realizate in cadrul acestei directii de cercetare au condus la urmatoarele
concluzii:

- Cantitatea de apa reziduala din probele de tesut poate fi redusa semnificativ prin
utilizarea in protocolul de procesare a unui agent de clarificare care este miscibil
atat cu apa cat si cu parafina (solventii universali, cum este n-butanolul);

- S-au obtinut blocurile de parafind de calitate mai bund folosind un protocol mai
lung cu n-butanol pentru a completa deshidratarea tesutului;

- Protocolul cu n-butanol poate fi folosit chiar si pentru procesarea tesuturilor
“capricioase” (tesut testicular);

- Protocolul care utilizeaza n-butanol ca agent de clarificare ofera cele mai bune
rezultate in ceea ce priveste cantitatea minima de apd reziduala din tesut, ceea ce
permite obtinerea de coloratii morfologice si imunohistochimice mai bune;

- Rezultatele obtinute in urma analizei termogravimetrice ne-au aratat ca probele
care folosesc ca agent de clarificare n-butanolul, contin cele mai mici cantitati de
apa reziduald: 0.011 + 0.001% vs 0.04 + 0.004%, in cazul valorilor obtinute la
clarificarea cu xilen (p < 0.05, valorile sunt semnificative).

- Analizele statistice confirma ca Protocolul 1V de procesare (cu n-butanol) ofera
cele mai bune rezultate cand vine vorba de extractia apei din tesut, ceea ce
inseamnd ca protocolul de procesare si parametrii de extractie a apei din tesut
(tipul solventului/concentratia si numarul etapei de extractie) au avut un efect
semnificativ (p < 0,05) asupra raportului de masa a apei;

- O infiltrare necorespunzatoare a parafinei in tesut pentru probele procesate cu

protocoalele I si IT (cu xilen) a fost confirmata si de artefactele care au aparut in
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timpul coloratiei hematoxilind — eozina: tesutul s-a desprins de pe lama de
microscop sau s-a pliat in timpul protocolului de colorare;

Studiul de fata demonstreaza ca n-butanolul poate fi folosit ca agent de clarificare
n locul xilenului, deoarece acesta continua sa extraga ultimile urme de apa din
tesut pe toata durata etapei de clarificare.

2. Influenta buretilor histologici in timpul protocoalelor de procesare a probelor de

tesut

In cadrul acestei directii de cercetare au fost studiate comparativ trei tipuri de bureti
histologici care se folosesc Tn mod uzual Tn laboratoarele de histologie. Studiile realizate au
condus la urmatoarele concluzii:

Buretele histologic folosit Tn timpul protocoalelor de fixare si procesare a
biopsiilor a avut o influentd majora asupra degradarii/contaminarii solutiilor
folosite cat si asupra biopsiilor;
Proprietatea buretilor histologici de a absorbi si a retine apa este determinata de
porozitatea si structura acestora (gradul de reticulare). Buretii histologici cu
porozitate mare si implicit pori mai mici (70 — 100 ppi) au creat cele mai multe
probleme, transportand apa din solutia de fixare si tesut de la un recipient la altul
al procesatorului;
Buretele A (40 — 50 ppi) si buretele C (55 — 65 ppi) retin mai putina apa (5 %,
respectiv 20 %) si implicit solvent, ceea ce face ca drenarea lichidelor din porii
acestora sa se faca mai rapid, spre deosebire de buretele B (70 — 100 ppi) care
retine pana la 30 % apa;
Folosirea acelorasi solutii de-a lungul mai multor protocoale de procesare
determind o schimbare semnificativd a concentratiei din cauza aportului de apa
adus de tesut si de buretii histologici, ceea ce provoacd efectiv o schimbare a
protocolului initial. Daca initial concentratia primului alcool era de 64.5%, dupa 5
zile de procesare cu acelasi alcool, aceasta a scazut la 15%, atunci cand se
foloseste burete histologic B. In aceste circumstante, de fapt, fiecare runda de
procesare a tesuturilor va folosi in realitate un protocol diferit, care se departeaza
din ce in ce mai mult de procedura prevazuta, generand rezultate din ce in ce mai
rele 1n ceea ce priveste colorarea si morfologia tesuturilor procesate;
Pe masura ce solutiile de procesare se degradeaza sectiunile devin tot mai palide si
se pierd detaliile nucleare;
Intensitatea coloratiei hematoxilind — eozind scade pe masura ce creste cantitatea
de apa din solutiile de procesare. De exemplu, dupad prima procesarea
(concentratie de 59% in primul alcool) coloratia este pufin mai intensa decat dupa
ultima procesare (concentratic de 44% in primul alcool) unde este neuniforma si
mai putin intensd, in cazul biopsiilor procesate fard burete histologic. Totusi,
aceasta degradare a afinitatii tinctoriale (intensitate mai micd, dar si inegalitate a
coloratiei) este mai pronuntatd si apare inca din a doud runda de procesare a
tesuturilor, cand biopsiile au fost procesate cu burete histologic.
Schimbarea protocolului de procesare influenteaza semnificativ calitatea si
specificitatea coloratiilor imunohistochimice, cu consecinte potential grave asupra
acuratetii diagnosticului anatomopatologic.
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3. Retentia sectiunilor pe lama de microscop

In studiul de fatd ne-am propus s analizam influenta diferitilor variabile pre-analitice
asupra detasarii accidentale a sectiunilor de pe lama de microscop in timpul coloratiei
imunohistochimice. Parametrii studiati au fost: tipul de tesut si dimensiunea biopsiei,
protocoalele de fixare si procesare, solutiile de recuperare a antigenului. Studiile realizate au
condus la urmétoarele concluzii:

Protocoalele de fixare si procesare trebuie adaptate la tipul de tesut. Sectiunile de
stomac si limba s-au detasat in proportia cea mai mare indiferent de dimensiunea
biopsiei;

Fixarea tesutului trebuie efectuatd cat mai curand posibil, pentru a preveni
degradarea tesutului din cauza timpului care se scurge intre prelevarea tesutului si
fixarea acestuia. Rezultatele studiului, ne aratd ca, indiferent de marimea biopsiei
recoltate, biopsiile la care s-a intarziat fixarea acestora (biopsiile au fost lasate 12h
la temperatura camerei fard fixare si doar apoi au fost fixate la temperatura
camerei pentru 252h in 10% NBF) se detaseaza de pe lama de sticla, dupa cum
urmeaza: n proportie de 21% (biopsii de 5 mm), 16% (biopsii de 3 mm) si 41%
(biopsii de 1 mm);

Rezultatele nesatisfacatoare obtinute in cazul probelor procesate cu protocolul II
(protocol de 5 ore si 30 de minute, la temperatura camerei si care foloseste ca
agent de clarificare xilenul) sugereaza ca tesutul nu este deshidratat corespunzator,
ceea ce determina ca sectiunile sa se detaseze de pe lama de sticla atunci cand sunt
aplicate tratamente imunohistochimice mai dure de anatomie patologica. Folosirea
de n-butanol in loc de xilen (Protocoalele III si IV) faciliteaza
continuarea/completarea deshidratarii si in timpul etapei de clarificare si rezultd in
blocuri de parafind de calitate mai buna si o aderentd si rezilientd superioara a
sectiunilor de parafind pe lama de microscop;

Datele experimentale prezentate in acest capitol sugereaza ca protocoalele de
procesare nepotrivite sunt cauza principald a desprinderii sectiunii de pe lama de
sticla, dupa cum urmeaza: 29% (biopsii de 5 mm), 24% (biopsii de 3 mm) si 48%
(biopsii de 1 mm).

4. Analiza de cost in laboratorul de histologie: TMA vs metoda clasica
Tn studiul de fatd a fost dezvoltati o matrice sectionabild suport care a permis
inglobarea, fuzionarea si multiplexarea probelor de tesut. Matricea a fost personalizatd in
functie de numarul de probe de analizat si a fost utilizata Tn experimentele din acesta teza.
Pentru a analiza eficienta implementarii acestei metode in laboratoarele de histologie s-a facut
o analiza de cost, iar studiul a condus la urmatoarele concluzii:

Metoda de multiplexare accelereazd semnificativ prepararea si examinarea
preparatelor histologice, la un cost mai mic, deoarece permite analiza simultana a
mai multor probe pe o singura lama;

Reducerea costurilor Tn laboratorul de histologie atunci cand sunt folosite matrici
sectionabile de tesut este considerabila. in functie de modelul folosit, costul total al
serviciilor histologice poate fi redus cu pana la 91%;
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- Matricea de tesut receptor cu un design predefinit asigurd o trasabilitate
superioara, iar blocurile pot fi stocate perioade lungi pentru validari ulterioare;

- Folosirea de TMA 1in laboratoarele de diagnostic face posibila reducerea
semnificativd a spatiului de depozitare a blocurilor de parafind si a lamelor
histologice.

CONTRIBUTII ORIGINALE

Obiectivul general al tezei de doctorat a fost studiul fizico-chimic al probelor de tesut
si impactul variabilelor pre-analitice in Anatomia Patologica. In continuare sunt prezentate o
serie de elemente de originalitate din cadrul acestei teze de doctorat:
1. Determinarea continutului de apa din proba de tesut in diferite etape ale procesarii, prin
echilibrarea probelor cu solventi universali si determinarea cantitatii de apa din solvent;
2. Determinarea continutului de apa fluctuanta in tesutul parafinat prin expunerea acestuia la
cicluri de umiditate — uscare si cantarirea cu o balanta analitica de mare precizie;
3. Determinarea continutului de apa din tesuturile parafinate prin termogravimetrie;
4. Cuantificarea extractiei apei din tesut in diferite etape de procesare;
5. Evidentierea faptului ca agentul de clarificare folosit in protocolul de procesare are cel mai
pronuntat efect asupra cantitatii de apa remanenta in proba de tesut, in acest caz n-butanolul
care este miscibil atat cu apa cat si cu parafina completeaza etapa de deshidratare si in acelasi
timp pregateste tesutul pentru infiltrarea cu parafina oferind cele mai bune rezultate;
6. Demonstrarea in premiera a influentei negative a buretilor histologici asupra solutiilor de
procesare si implicit asupra probelor de tesut, prin transportul de apd de la o solutie la alta;
7. Inconsecventa in protocoalele de procesare are ca si consecinta rezultate diferite in ceea ce
priveste coloratiile topografice sau imunohistochimice;
8. Demonstrarea faptului ca atunci cand sunt folosite protocoale de fixare si de procesare
nepotrivite sectiunile se detaseaza de pe lama de sticla;
9. Propunerea de matrici sectionabile de tesut personalizate din probele parafinate ca
instrumente de diagnostic;
10. Analiza costurilor in laboratorul de histologie atunci cand sunt folosite matrici
sectionabile personalizate de tesut. In functie de modelul folosit, costul total al serviciilor
histologice poate fi redus cu pana la 91%.
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