ANEXA II. Compartimentul de Diagnostic Molecular Im agistic

Sectiunea Diagnostic Molecular Imagistic este dasdi a furniza informatiile arhitecturale privind
desfasurarea tisulara a proceselor patologiceutiustTintele moleculare ale acestui gen de ingasti vor
fi proteine funcitonale critice pentru programeke diferentiere, proliferare, suicid, trafic, acti@asecretie
de citokine, interactie cu matricea extracelulareellelor, gene, transcripti. Probele biologicengipale
studiate vor fi reprezentate de piese de incluziparafina provenite din exereza sau biopsie,ifrate ca
tesuturi proaspete de colaboratorii clinicieni gaggan proiectele de cercetare comune, fie prelud la
servicii de morfopatologie partenere. Aditionaleasta facilitate va permite criotomia pieselor &g
proaspete, in scopul asigurarii posibilitatii detdiza imunomarcaje speciale. Tehnicile desfa®uta de
prelucrarea primara histologica a tesuturilor, denomarcajul histochimic, de hibridizarea cu sogdeice
complementare. Echipamentele de imagistica alosate reprezentate de microscoape de fluorescenta
computerizate si microscop confocal capabile satifiee marcaje distincte (2 si mai multe simultasesa
ofere imagini tridimensionale.

Spatiul alocat acestei sectiuni, de aproximativ 18# suprafata Laboratorului, este plasat in
extremitatea de Sud, fiind partajat in 2 compartitaee receptie si procesari cu regim chimic speaal,

respectiv analiza imagistica si arhivare.

Necesar de echipamente si instalatii

Compartimentul de receptie-procesare a pieseldatis va fi dotat cu urmatoarele elemente:
1 termostat 30 — 700C de volum 200L pentru proeegarafina lichida si includere

2 termostat 30 — 700C de volum 100L pentru proeesectiuni parafina pre-marcaj

3 termostat 30 — 700C de volum 100L pentru proeesectiuni parafina post-marcaj

4 hota chimica pentru 2 persoane cu filtre de dltsosolventi organici (xilen, benzen)

5 microtom computerizat sectiunare blocuri de idehe in parafina

6 histokineta includere in parafina cu capacit&dd blocuri simultan

7 criomicrotom computerizat sectionare piese ceaprvate

8 masa termostatata 600C pentru etalare sectiuni

9 combina frigorifica pastrare reactivi, 250-300tngru 40C si 80L pentru —200C

10 combina frigorifica pastrare chimicale specide)-200L pentru 40C si 50L pentru —200C
11 frigider 100L pentru incubari in imunomarcaje

12 baie termostatata volum 2-3L pentru renaturatigenica controlata (regim acid)

13 baie termostatata volum 2-3L pentru renaturatigenica controlata (regim alcalin)

14 baie termostatata de precizie volum 5-10L hibaick



15 centrifuga multifunctionala pentru citospinuwapacitate minim 8 lame) si sedimentare sub maxie0§
16 chiuveta si sursa apa

17 pH-metru electronic

Compartimentul de analiza imagistica si arhivardi datat cu:

1 Microscop de fluorescenta de cercetare compatedntomatizat, cu camera fotografica digitala cu
rezolutie de 4-6M pixeli si care sa permita timgi eikpunere de ordinul zecilor de minute in condiéi
zgomot termic redus, cu platina (masa de obsejvat¢orizata

2 Microscop optic de rutina pentru inspectia rapd@amelor, dotat cu camera foto digitala si cuvdgie
oculara pentru un al doilea observatory

3 Microscop confocal cu excitatie in minim 4 regigpectrale si detectia de emisie in minim 6 carnkge
fluorescenta

4 Computer de stocare si prelucrare a bazei deimatgistice

5 Camera fotografica digitala permitind microfotafigre

6 Chiuveta si sursa apa

Materii prime si materiale necesare

Procesarea produselor biologice necesare invagtgan regim de morfopatologie are 2 categorii de
consumabile: apartinind histologiei clasice si exdfy imunomarcarilor si hibridizarilor cu detectie
fluorescenta sau histochimica.

Consumabilele necesare sint:

Solventi organici (xilen / benzen) pentru includergarafina

Parafina

Ceara

Coloranti clasici histologici

Paraformaldehida

Perhidrol

Saruri acide si bazice pentru tampoanele de lucru

Lame electrizate pentru etalarea sectiunilor

Detergenti si tampoane pentru retrieval

Chimicale pentru contracolorare

Tuburi de centrifuga de 15 si 50mL de polipropilena

Containeredoplin jar) pentru incubari sectiuni de sticla termorezisagpirex)



Cutii de polipropilena pentru arhivarea lameloitdiisgice standard

Virfuri de 2microL, 10microL, 100microL, 2000micro5000microL

Pipete reglabile de precizie

Markeri de trasare contururi hidrofobe delimitaeetsini

Kituri de evidentiere marcaje primare cu link (sedar) tip anti-izotip

Kituri de evidentiere marcaje primare cu link (sedar) tip avidina

Kituri de evidentiere marcaje primare cu link (sedar) tip polimer complementar

Kit enzime de vizualizare de tip fosfataza alcabnaubstrate cromogene minim 3 culori distincte
Kit enzime de vizualizare de tip peroxidaza si su#e cromogene minim 3 culori distincte
Tampoane blocare legare nespecifica (izotip, kagtin

Anticorpi secundari anti-izotpici marcati fluorestesi compusi chimici fluorescenti pentru mimin &nele
spectrale de vizualizare

Tampoane de inactivare chimica a deseurilor cudgsbiohazard

Schema fluxurilor tehnologice

Sectiunea de imagistica moleculara histologica ésstinata a opera in doua maniere: independeatdr(p
programele de cercetare centrate exclusiv pe dexeal imagisticii miscoscopice) si respectiv irgtéc cu
sectiunile de biologie moleculara, de procesarengma si de cultura citologica, de criostocaj. Iresic
context, operatorii care preiau produsele biologleeintrare marcheaza in baza de date traseulndesti
acestora, si, tipic, directioneaza produsele sprepartimentul de procesare a acestei sectiuni pdreru
criosectionare, fie pentru includere in parafinaa@onal, marcajele pot fi realizate direct dupdirsentarea
suspensiilor celulare in citospin. Dupa includeneparafina, blocurile sint fie directionate spregasare
imediata (microtomie), fie arhivate. In cazul ceoBonarii, piesele restante sint directionate spiebaza.
Preparatele histologice generate (sectiuni) sipuse& procedurilor de imunomarcare (care prevadeades
incubari peste noapte la 40C) si ulterior procddude developare. Vizualizarea si analiza sinttefate la
microscoapele computerizate dedicate, sub softul adkizitie si de reconstituire 3D. Rezultatele

investigatiilor vor fi destinate analizei de tip lmoular a arhitecturii tisulare.

Amplasamentul




Acestei sectiuni i se aloca un spatiu unitar plasatpatul de Sud al Laboratorului, in vecinatateetiunii
de Genetica Clinica.

Necesarul de personal

Doua categorii de personal vor accesa aceastaisecti

Personalul nou incadrat va fi reprezentat de 2itedm cu pregatire in morfopatologie, geneticayriei
imunologice.

Personalul de lucru in regim grant de cercetardfi v@prezentat de studenti masteranzi, doctoranzi s
investigatori. Compartimentul de procesare probpuwaa fi ocupat la un moment dat de maxim 5 p@&esoa

cel de imagistica de maxim 6 persoane.

Descrierea tehnologiei

Tehnologiile desfasurate in aceasta sectiune represocoale consacrate de procesare a probeltargssi
celulare in morfopatologie, cit si imunomarcajéhtiridizari cu developare cromogena sau de fluanetsg

cu vizualizare digitala.

Particularitatile principale privesc optimizarea Itiplelor marcaje (dat fiind gama redusa de sistaire
marcaj secundar si amplificare de semnal), citngrgrarea la nivel multi-sectional, 3D, a imagnil
obtinute. In esenta, scopul major al programelocekeetare angajate va fi validarea practica a emdok
propusi pentru diagnostic, prognostic si monitaeza terapiei, si in subsidiar documentarea la nivel
molecular a functiilor desfasurate de celulele thsuturile analizate. In contrast, dezvoltarea de n
protocoale si sisteme de vizualizare a marcajetate fi cel mult obiectiv secundar. Costurile derape

estimate ale acestei sectiuni se vor cifra la dprattv 30 000 euro anual.



Exemple de activitate in cadrul compartimentului deimagistici moleculara :
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Zona de imagisti@ moleculaw este constitud din sistemul de microdisgie microscopid laser
(dreapta)si din staria de lucru automatizat de microscopie pentru citometrie tisukasi histologie
cantitativa in aplicaii de imunohistochimiesi imunofluorescena (stanga)
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Exemplu de anali# calitativa si cantitativa prin imunofluorescend a markerilor tisulari, folosind staia
de lucru automatizai de microscopie pentru citometrie tisulafstanga),si analiza cantitativi a

markerilor investigai folosind programul TissueFax (dreapta)



