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INTRODUCERE

Gordon E. Moore, cofondator al corporatiei Intel, a formulat incd din 1965 o predictie
care s-a consacrat drept ,legea lui Moore”: progresul tehnologic aduce dublarea
performantei unui calculator la fiecare 2 ani [Moore, 1965]. Repetat contestatd, expusa la
ambiguitatile care deriva din schimbarea cu timpul a ceea ce inseamna ,,calculator” sau
,performantd de calcul”, aceasta previziune a rezistat si rezista dincolo de orizontul celor
50 de ani de cénd a fost emisd, spre surpriza declaratd a lui Moore insusi: cinzeci de ani au
adus o crestere aproximativa a performantei unui calculator de 2° = 33.554.432 ori.

Impactul pe care progresul din tehnologia informatiei il are asupra intregii activitati
umane are proportii si o complexitate greu de descris sau de sintetizat. Pe de o parte,
obiectele construite de om devin — mai multe cu fiecare zi — ,,inteligente”, respectiv cel
putin capabile sa culeaga, sa prelucreze si sa transmitd informatie. Dar, din ce in ce mai
mult, aceste obiecte sunt capabile chiar sd ia decizii, pe baza unor algoritmi pre-
programati sau pe baza unor tehnici euristice de ,,a invata”, prin expunere progresiva la
mediu si la preferintele, optiunile utilizatorului. Pe de altd parte, toatd activitatea
intelectuala si chiar cea emotionald a omului modern este din ce in ce mai mult asistata si
dependenta de instrumente dezvoltate prin tehnologia informatiei: baze de date, motoare
de céutare, dispozitive de comunicatie, modele operationale, modele euristice.

Acest progres din tehnologia informatiei a facut ca Insasi paradigma cunoasterii stiintifice
sa fie 1n ultimii ani supusd unei presiuni de revizuire, fard precedent de la Karl Popper
pana acum. Noua dezbatere s-a coagulat ca spectacol in jurul confruntarii dintre Noam
Chomski, ilustrul lingvist, antropolog si politolog american si Peter Norvig, conducétorul
departamentului de cercetare de la compania Google. Aceasta confruntare de idei a pornit
in 2011, la simpozionul Brains, Minds, and Machines gazduit de Massachusetts Institute
of Technology, de la ,,cum se poate obtine inteligenta artificiala” si a ajuns 1n cateva luni,
prin articole si interventii relativ elaborate [Norvig, 2012] la ,,ce este cunoasterea umana”.
In esentd, este vorba despre cunoastere inteleasd ca un model explicativ, suficient de
simplu incat fiecare veriga sa poata fi asumata logic (Chomski) si, alternativ, cunoasterea
ca un model informational ,,cutie neagra”, capabil sa ofere predictii din ce In ce mai bune
pe baza datelor istorice si a unor algoritmi interni de cautare statistica (Norvig). Intrebarea
este: mai depinde progresul cunoasterii de modele elegante prin simplitate, accesibile
logic - in integritate si in detaliu, modele revizuite continuu pentru a aproxima cét mai
bine datele disponibile? Sau intrdm in noua erd a modelelor informationale statistice,
capabile sa prelucreze continuu cantitati enorme de date — istorice sau in timp real, si sa
furnizeze clasificari, predictii etc — insa fara explicatii subiacente: aflam cdt, cdnd, cu

robabilitati asociate, dar intrebarea ,,de ce?” isi pierde relevanta.
H > £ b

In stiintele medicale aplicate, cea mai pregnanta reflectare a acestei presiuni de schimbare
a paradigmei de relatie intre date istorice — cunoastere formalizatd — practica deciziilor si
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a predictiilor este reprezentatd de Medicina Bazata pe Dovezi (Evidence Based Medicine),
MBD. Nu este un concept nou — originile pot fi trasate (cel putin) la studiul clinic
comparativ pe sase grupuri de pacienti, prin care medicul britanic James Lind, din Royal
Navy, a stabilit in 1747 care sunt alimentele care pot preveni si trata scorbutul — respectiv
lamaile si portocalele. Izolarea vitaminei C si clarificarea patogenezei scorbutului au
intervenit aproape 200 ani mai tarziu, in 1932, dar tratamentul profilactic fusese deja
generalizat In Royal Navy inca din 1787, pe baza dovezilor culese de doctorul Lind.
Definitia de referintd a MBD a fost consacrata in 1996: ,,utilizarea constientd, explicita si
judicioasd a celor mai bune dovezi in formularea deciziilor referitoare la ingrijirea
pacientilor individuali” [Sackett, 1996]. Asadar dovezi (cat mai certe), nu explicatii (cat
mai plauzibile). Amploarea cercetdrii medicale si presiunea crescanda pentru utilizarea
maxima dar si responsabild a rezultatelor acestei cercetdri au impus in ultimele decenii
MBD ca o tehnicd dominantd de culegere, organizare, evaluare si utilizare a informatiei
medicale; procedurile MBD sunt acum standardizate la nivel national si international, cu
asociatii de specialitate si cu organizatii de reglementare si certificare care faciliteaza
perfectionarea metodelor de lucru [Mayer, 2010]. in buna corelare cu MBD, o directie de
progres accelerat in aplicarea noilor tehnici informationale in medicind o reprezinta
modelele de predictie capabile de perfectionare continud, prin ceea ce se numeste, cu un
termen tehnic sugestiv ,.invafare” sau ,instruire”. Retelele neuronale artificiale sunt una
dintre formele intens studiate si testate in acest sens, parte a cercetarilor circumscrise
Linteligentei artificiale”. Rezultate incurajatoare sunt raportate tot mai frecvent in
aplicarea retelelor neuronale pentru diagnostic [Ganesan, 2010], [Jiang, 2010], [Barwad,
2012], [Amato, 2013], dar si pentru evaluarea factorilor de prognostic si a celor de
predictie [Lundin, 1999]. Numarul acestor factori aflati in evaluare a crescut exponential
in ultima vreme, in special datoritd progreselor din genomica si biologie moleculara, asa
incét a aparut necesitatea unor instrumente informationale noi, capabile sa prelucreze un
astfel de volum de date. Predictia bazatd pe astfel de modele informatice, alimentate cu
baze de date uriase, trece deja in practica medicala curenta [Silva, 2015], [Prigg, 2015]: la
Beth Israel Deaconess Hospital din Boston, SUA, Dr. Steven Horng a anuntat recent
operationalizarea unui instrument informatic care permite formularea diagnosticului,
indicarea procedurilor terapeutice recomandate si estimarea prognosticului pentru fiecare
pacient din terapie intensivd. Dr. Horng, medic specializat atit in medicina de urgenta cat
si In informatica biomedicald, apreciaza ca acuratetea cu care programul formuleaza, de
exemplu, predictia pentru iminenta mortii pacientului in urmatoarele 30 de zile este de
peste 96%. Datele clinice si paraclinice ale pacientului, recente si istorice, sunt introduse
in modelul informatic bazat pe date istorice similare culese 1n ultimii 30 de ani de la peste
250000 de pacienti. Baza de date este continuu augmentata prin colectarea regulatd de
informatii, la fiecare trei minute, de la monitoarele de date fiziologice instalate tuturor
pacientilor internati la terapie intensiva in acel spital.

In sfarsit, progresul tehnologic a adus in ultimii 30 de ani o adevirati revolutie in
imagistica medicala [Dougherty, 2009]. Pe de o parte, tehnologii de investigare minim
invazive au ajuns accesibile pentru un numar foarte mare de pacienti, atat in medicina
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umana cat si in cea veterinara: ecografia, tomografia computerizatd, rezonanta magnetica
nucleard, microscopia confocala de reflexie. Pe de altd parte, performanta crescutd a
instrumentelor informatice permite noi abordari in evidentierea informatiei utile din
imaginile medicale [Bubnov, 2014], [Lennon, 2015]. Formatul digital, practic generalizat
atat pentru rezultatele noilor tehnici de investigare, dar si pentru microscopia si radiologia
clasice, faciliteaza acum prelucrarea pentru extragere de informatii detaliate, stocarea si
accesarea imaginilor, dar si compararea, analizarea morfometrica si statistica,
identificarea de regiuni de interes/leziuni etc [Rangayyan, 2005].

Calea spre proceduri semi-automate si chiar automate direct utilizabile in cercetare,
screening, pre-diagnostic sau diagnostic este deschisd si incepe sa fie intens exploatata,
inclusiv de componenta comerciald a activitatii medicale. Folosirea procedurilor automate
si semi-automate duce si la o crestere exponentialad a volumului de date culese, volum
care, la randul sau, reclama abordari informatice de tipul retelelor neuronale, pentru
prelucrare si de tipul MBD, pentru testare si aplicare. Este o spirald a progresului care, in
prezent, accelereaza si in care omul, profesionistul, expertul, poate fi marginalizat
centrifug spre pozitii in care sd contribuie doar punctual la procese ample,
interdependente, pe care nu le mai controleaza. Este posibil sa ne aflam la debutul unei
ere istorice noi, in care realitatea virtuald creatd continuu de oameni devine la fel de
pregnanta si autonoma precum realitatea obiectiva. Demersul nostru de a cunoaste si de a
schimba pentru uzul propriu intreaga realitate se va adapta inevitabil noii situatii.

Simon Rosenfeld, de 1a National Cancer Institute —SUA, considera ca oncologia, respectiv
cercetarea oncologica se afld la o intersectie criticd cu dinamica sistemelor neliniare si
cu cercetarile privind ,,inteligenta de roi”, swarm intelligence, in demersul contemporan
de a oferi o viziune noud, unificatoare privind modul cum apar si functioneaza sisteme
atat de diverse ca ,retele biologice, comunitati de insecte sociale, comunitati robotice,
comunitati microbiene, comunitati de celule somatice, retele sociale si multe alte sisteme”
[Rosenfeld, 2015]. Viziunea unificatoare a lui Rosenfeld evidentiaza o legatura de esenta
intre carcinogeneza, analiza fractala - care s-a dezvoltat in principal drept instrument de
modelare a sistemelor dinamice neliniare si retelele neuronale artificiale — care sunt unul
dintre cele mai bine documentate exemple de swarm intelligence din lumea inventata de
om. Analiza fractald permite obtinerea unor masuri, a unor numere care cuantifica
complexitatea ne-periodica atat de caracteristica structurilor biologice, la toate ordinele de
marime n care se manifesta viata. Cercetarea de fata a investigat posibilitatea de a include
analiza fractala, aplicatd imaginilor microscopice histopatologice sau citopatologice, intre
instrumentele folosite pentru diagnosticul tumorilor la animale. In continuare, am testat
introducerea dimensiunii fractale intre factorii de prognostic oncologic. In acest scop, am
elaborat modele statistice si modele de tip retea neuronala artificiald pentru durata de
supravietuire, incluzind dimensiunea fractala in setul de date de intrare pe baza carora
aceste modele estimeaza prognosticul pentru pacienti cu cancer.
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REZUMAT

Structura tezei. Teza de doctorat ,,Aplicatii ale analizei fractale in examenul
anatomopatologic al proceselor tumorale” este organizati in doud parti principale. in
Partea I Studiu bibliografic, sunt trecute succint in revistd principalele rezultate
publicate in ultimii ani privind aplicarea analizei fractale in anatomia patologica, in alte
tari dar si in Romania, in special iIn medicina umana. Sunt, de asemenea, sintetizate
performantele raportate pentru unii parametri fractali, In particular pentru dimensiunea
fractald a unor elemente din imagini histologice sau citologice, de a reprezenta factori de
prognostic pentru pacientii oncologici. Am evidentiat modelele care au fost folosite pe
plan international pentru a formula astfel de predictii — in principal modele statistice si
modele din clasa inteligentei artificiale, respectiv retele neuronale artificiale. Partea a Il-a
Cercetari originale debuteazd cu prezentarea obiectivelor si organizarii cercetarii, a
suportului teoretic folosit, a instrumentelor software si a mijloacelor tehnice utilizate, a
cazuisticii incluse in studiu, respectiv a populatiilor de imagini microscopice analizate.
Principalele pachete software folosite sunt: Olympus Cell"B pentru captura imaginilor,
CorelPHOTO-PAINT® pentru prelucrarea preliminard a imaginilor, FracLab 2.05 pentru
analiza fractald, StatsDirect 3.0 pentru analiza statisticd si reprezentarea graficad a
rezultatelor, Epi Info 7™ pentru evidenta pacientilor si informatiilor, EasyNN® plus 14.0g
pentru dezvoltarea de retele neuronale artificiale RNA. Captura imaginilor histologice si
citologice, precum si diagnosticul anatomopatologic s-au realizat pentru majoritatea
cazurilor in Laboratorul de anatomie patologici al FMV-USAMV Bucuresti. In mod
exceptional, unele examene anatomopatologice au fost efectuate la S.C. Histovet s.r.l. si la
laboratorul de anatomie patologica al Spitalului de urgenta ,,Prof. dr. Dimitrie Gerota” din
Bucuresti. In continuare sunt prezentate, in capitole distincte, sase studii care au
reprezentat etape procedurale si cronologice in desfasurarea cercetarii.

Studiul 1 Cercetiri preliminare: comparatie intre analiza fractala si
morfometria clasica in examinari histopatologice si citopatologice a testat performanta
analizei fractale, prin comparatie cu morfometria nucleara clasica, in a furniza parametri
cantitativi corelati cu prezenta/absenta unor modificari patologice pe imagini histologice
sau citologice. In aceasta parte a cercetarii am realizat si verificarea posibilitatii de a folosi
pachetele software selectate pentru analiza fractald a unei imagini microscopice
histologice sau citologice. Am analizat retrospectiv 88 imagini histopatologice (obiectiv
x40 si x100, coloratie hematoxilin eozind HE), provenind dintr-un studiu anterior, realizat
la FMV-USAMYV pe sobolani Walker 256 cu cancer iatrogen, urmarind reflectarea in
imagini a modificarilor morfologice microscopice ale ficatului sub actiunea a doi agenti
toxici (citostatice) si a unor substante cu rol de protector hepatic (extracte fenolice din
plante). De asemenea, am analizat 17 imagini citopatologice (obiectiv X100, coloratie
May-Griinwald-Giemsa), de probe obtinute prin aspiratie cu ac fin din limfonoduri de
caine, normale (4 imagini) si afectate de limfom malign. Examenul morfometric clasic a
determinat valori pentru perimetrul nuclear si aria nucleara, stabilite prin conturare
manuala a nucleilor pe imaginile microscopice digitale. Prin analiza fractald am calculat
cu metoda boxelor dimensiunea fractala a imaginilor integrale — DFII, si dimensiunea

-12 -



fractald a regiunilor de cromatind DFRC. Pentru imaginile din probe histologice de tesut
hepatic, am stabilit ca dimensiunea fractald — atat a regiunilor de cromatind DFRC cat sia
imaginilor integrale DFII — are performante net superioare fatd de morfometria nucleara
clasica, in privinta coreldrii cu impactul administrarii de agenti toxici si chiar de agenti
protectori pentru ficat: dispersii mai mici ale valorilor, care conduc la intervale de
incredere 95% pentru medie mai inguste si probabilitati foarte mici ca diferentele de
medie Intre grupurile analizate sd se datoreze hazardului (P < 0.0001, in unele cazuri). Am
stabilit cd performanta analizei fractale ca instrument pentru identificarea leziunilor pe o
imagine histologicad depinde critic de alegerea elementelor morfologice extrase din
imagine pentru a fi supuse evaludrii dimensiunii fractale: pe tesut hepatic, unii factori
toxici genereazd leziuni decelate optim prin dimensiunea fractald a regiunilor de
cromatind DFRC, alti factori toxici produc leziuni mai bine evidentiate de dimensiunea
fractald a imaginii histologice integrale DFII. Asadar, chiar pentru un acelasi organ
trebuie evaluate mai multe variante de segmentare a imaginilor pentru a stabili care este
cea optima pentru a evidentia un anumit tip de leziune prin analiza fractala.

€ N=56 € N=150

e

b T mass

2

log2(number)
w

C 9 8 7 B 4 -4 -3 2 -1
log2(size)
Calculul dimensiunii fractale FD pentru o imagine alb-negru cu metoda boxelor, utilizind
FracLab. (a) exemplu de imagine rezultata din prelucrari; (b) retea de celule patrate cu latura €
(size) — se numara celulele care includ un element al obiectului grafic: N (number) , dupa care
¢ se injumatateste si procedura se repetd; (c) regresia liniarda pe un grafic log N — log ¢
furnizeaza dimensiunea fractala.
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In cazul imaginilor din probe citologice, metodele morfometriei clasice s-au
dovedit superioare analizei fractale in furnizarea de parametri bine corelati cu
diagnosticul. Aceastd concluzie poate fi consideratd preliminard, datoritd numérului
relativ mic de imagini citologice inclus in analiza.

Studiul 2 Cercetari preliminare: optimizarea procedurii si parametrilor
pentru aplicarea analizei fractale in diagnosticul anatomopatologic a fost realizat pe
aceeasi populatie de imagini din Studiul 1. Am identificat optiunile de operare a
programelor, formatele fisierelor si conventiile de denumire a fisierelor care asigurd
compatibilitate la transferul datelor intre programele implicate in fazele succesive de
prelucrarea a imaginilor, analizd fractald si analiza statisticd. A fost transpusa intr-un
program (Corel script) secventa de operatii de prelucrare a imaginilor digitale pentru
optimizarea calitatii, extragerea regiunilor de interes (cromatind) si reducerea cromatica
(nuante de gri) si dimensionald (800 x 600 pixeli) la formatul adecvat calculului
dimensiunii fractale; acest program a permis in studiile ulterioare prelucrarea automata a
unui numar mare de imagini microscopice. Am stabilit, prin incercari succesive si evaluari
cu metoda ANOVA, parametrii de lucru din pachetele software pentru procesari imagini
si analiza fractald care conduc la cea mai bund corelare dintre dimensiunea fractald
calculatd pe imagini microscopice prelucrate si datele clinice si anatomopatologice
asociate probelor din care s-au preluat acele imagini.

Studiul 3 Utilizarea dimensiunii fractale pentru evidentierea tumorilor
epiteliale a fost efectuat pe 194 de imagini histologice (obiectiv x40, coloratiec HE) de la
19 caini si 5 pisici diagnosticati cu tumori epiteliale benigne si maligne: carcinom de
glandd mamard, alte carcinoame, adenom de glandd mamard, epiteliom, seminom,
fibroadenomatoza mamara, trichoblastom, trichoepiteliom. Am stabilit cd dimensiunea
fractald a regiunilor de cromatind - DFRC creste semnificativ atunci cdnd pe imaginea
analizata sunt prezente elemente caracteristice tumorilor epiteliale. Cresterea este suficient
de mare pentru a permite formularea unui test bazat pe DFRC care sa discearnd intre
imaginile care includ tumori epiteliale si cele care reprezinta tesut nemodificat tumoral.
Performanta testului (sensibilitatea si specificitatea) cresc daca populatia studiatd este
organizatd pe grupe de sex si grupe de varstd. De asemenea, dintre tipurile de tumori
epiteliale incluse in studiu, cea mai buna corelare dintre prezenta modificarilor tumorale
cu DFRC s-a consemnat pentru carcinomul de glandd mamara, aria de sub curba ROC
Receiver Operating Characteristic fiind 0.8609.

Studiul 4 Utilizarea analizei fractale pentru identificarea unor transformari
tumorale in glanda mamara a urmarit confirmarea ipotezei ca DFRC — dimensiunea
fractala a regiunilor de cromatind - este statistic corelatd cu prezenta sau absenta unei
tumori intr-o imagine histologica de glandd mamara. In acest scop, cercetarea a comparat
DFRC pentru imagini histopatologice de tesut mamar caracterizate in prealabil
anatomopatologic ca reprezentdnd pentru caini - fesut fiziologic normal / adenom /
carcinom, iar pentru pisici - fesut fiziologic normal / adenom / fibroadenomatoza /
carcinom. Au fost incluse 1n studiu 1237 imagini histologice (obiectiv x40, coloratie HE)
de la 62 pacienti (30 caini si 32 pisici) supusi mastectomiei pe diagnostic clinic de
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suspiciune de neoplazie la nivelul glandei mamare. Au fost selectate pentru studiu numai
imagini care cuprind tesut mamar normal sau modificat tumoral exclusiv la nivelul
componentelor epiteliale. Nu au fost incluse 1n studiu imagini care aveau un continut mixt
de caractere anatomopatologice, cu prezenta in ponderi semnificative a mai multor tipuri
de leziuni. Am confirmat cd dimensiunea fractald a regiunilor de cromatini DFRC
variaza semnificativ statistic (P < 0.001) dupa cum in imaginile histologice este sau
nu este prezent carcinom de glanda mamara. Atat valorile dimensiunii fractale cat si
nivelul ridicat de corelare statistica a acesteia cu prezenta leziunilor maligne sunt in buna
concordantd cu rezultate raportate in oncologia umand pentru carcinoame de glanda
mamara, de prostati si de mucoasa bucala. In cazul imaginilor de glandia mamari, daci la
caini DFRC — dimensiunea fractala a regiunilor de cromatind creste progresiv intre
grupele de imagini fara leziuni — adenom — tumori maligne, la pisici modificarile benigne
(adenom, fibroadenomatozd) scad DFRC, iar cele maligne sunt insotite de cresterea
DFRC.

carcinom
O O O ‘ L 3 i
\ ]
adenom | 1
O o O ‘ L 2 ]
fara
leziune o } }o
1.70 1.73 1.76 1.79 1.82 1.85

DFRC dimensiunea fractala a regiunilor de cromating; glanda mamara, céine

Acest mod ne-sistematic de variatiec a DFRC face ca modelul statistic necesar pentru
testarea malignitatii pe baza de DFRC sa fie mai complex pentru pisici. Prin evaluarea
ROC - Receiver Operating Characteristic, testul de malignitate bazat pe DFRC pentru
caine, care distinge dacd o imagine histologica face parte din grupa ,,carcinom” fata de
grupa combinatd ,fara leziuni sau adenom”, are aria de sub curba ROC de 0.7725
(performanta foarte buna), iar la o alegere echilibratd a valorii limita DFRC = 1.8214,
testul are o sansa a diagnosticului corect de 5 : 1, o sensibilitate de 0.73 si o specificitate
de 0.66. Similar, testul de malignitate pentru pisica, care face distinctia intre imagini din
grupa ,,carcinom” fata de cele din grupa combinatd ,fara leziuni sau fibroadenomatoza
sau adenom”, are aria de sub curba ROC de 0.8513 (performantd excelentd), iar pentru
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valoarea limita DFRC= 1.7891, testul are o sansa a diagnosticului corect de 16.8 : 1, o
sensibilitate de 0.88 si o specificitate de 0.70. Am conturat posibilitatea de a transpune
direct aceste concluzii intr-o procedurd care, prin analiza fractald a unei imagini
histologice, evalueaza probabilitea ca imaginea sa contind modificari tumorale. Aceasta
probabilitate, prin inferentd bayesiana cu date de statisticd ale populatiei studiate, poate
furniza o estimare a sanselor de diagnostic tumoral pozitiv pentru pacientul de la care
provine proba. Pentru glanda mamard de ciine, un parametru direct utilizabil drept
evaluare a probabilitdtii prezentei leziunilor maligne intr-o imagine pentru care se
determind DFRC este valoarea predictivd pentru prezenta leziunii In caz de rezultat
pozitiv al testarii (post-test likelihood of lesion), asa cum este furnizatd de modelul ROC
daca in el se introduce valoarea de test a DFRC drept valoare limitd. Am creat un indice
fractal de evidentiere a leziunilor — IFEL, derivat din modelul statistic ROC, care am
demonstrat ca ofera o orientare robusta privind prezenta/absenta intr-o imagine histologica
a caracterelor de malignitate, atat in cazul cainilor cat si in cazul pisicilor. IFEL poate fi
direct folosit in proceduri de screening, pentru a selecta regiuni de interes din preparate
sau pentru a selecta imaginile care intra in evaluarea specialistului anatomopatolog pentru
diagnostic aprofundat.

Sensitivity (True Positive Ratio)

1.0
07
Wilcoxon estimate of area
0.5 under ROC curve:
O 0.8363
0.7214
02 @
o carcinoma (+ve), no lesion (-ve)
o adenoma (+ve), no lesion (-ve)
0.0 ¥ T T .
0.0 0.2 0.5 0.7 1.0

1-Specificity (False Positive Ratio)
Grafice ROC pentru teste bazate pe DFRC in glanda mamara - caini
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carcinom vs. fara leziune — o, adenom vs. fara leziune — &

De asemenea, am argumentat posibilitatea aplicarii procedurilor din acestui studiu pentru
a evalua prin analiza fractala imagini de preparate imunohistochimice si imagini rezultate
prin tehnica RCM (Reflectance Confocal Microscopy). Studiul nu a identificat vreun
avantaj care sd decurgd din utilizarea distincta a componentelor structurald si texturala ale
DFRC. Am confirmat corelarea dintre invazia tumorala a capilarelor limfatice si DFRC
median in cazul glandei mamare de pisica.

Indicele fractal de evidentiere a leziunilor - IFEL

evaluarea imaginii pentru semnalarea unei tumori maligne
aplicare pe glanda mamara, tesut cu leziuni de carcinom, provenind de la caine

IFEL= 58%

\ \
20% 50% 80%

B BT T A E T ST
A ‘&I RS ek ta - ?wn“‘_“*

& I /.
QL it op, sFile ®, - 1 9
:Ig‘.a&!’ 1“ ‘:~ t"’ "..ﬂ; d,.:' .zl "'.“I ; %
[} L) . .),('.", *.ﬂ‘ﬂi oy 1 -b':’_' 4 ¥
AN

r.d}" LYY s S bl
:'-n‘. :" !?oj-) ’ ';‘ pﬁ.’ :" 4 ;0“; 2
bl s EEN LR i ALy
o g aigl. P @L0 gme O 7#‘!"
SLrag ﬁ ;%08 _5.”".‘3 A
'{‘ﬁ’éb' ] __,_ <B,’,-!'b'r¢ ) L
R B P RS Yk )
"‘L.'_E,O "}' L] "_' s st ,-f.;#: . §
:“,”}..,‘" I .:i}~ e 3""'*‘-_:! Pl SCA & \f"sﬂ g ‘c‘!‘
P MRS L e RN I e B E o a3

| Dimensiunea fractald a regiunilor de cromatina DFRC = 1.8387 |

Evaluarea imaginii histologice prin IFEL - indicele fractal de evidentiere a leziunilor, bazat pe DFRC
- dimensiunea fractala a regiunilor de cromatina. Evaluare pentru prezenta in imagine a unor leziuni
de tumord maligna. Stanga - imaginea histologica originala (coloratie HE, obiectiv x40). Dreapta -
imaginea redusa la regiuni de cromating, pentru care s-a calculat dimensiunea fractala.

Glanda mamara, carcinom complex, céine.

Am investigat si confirmat corelarea dintre gradul de malignitate al leziunilor de
carcinom mamar si DFRC median in grupul de imagini histologice realizate pe leziunile
respective, atat pentru caini, cat si pentru pisici. Avand in vedere valoarea recunoscutd de
factor de prognostic a gradului de malignitate, corobordnd cu concluziile similare din
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oncologia umana privind analiza fractala, rezultatele studiului aduc argumente in favoarea
utilitatii DFRC ca factor de prognostic pentru pacientii caini si pisici cu carcinom mamar.

Studiul 5 Evaluarea posibilitatii de utilizare a RNA — Retelelor Neuronale
Artificiale pentru formularea prognosticului pe baza unui set extins de date clinice si
anatomopatologice a dezvoltat un model de estimare a prognosticului bazat pe retele
neuronale artificiale, cu acest prilej fiind testat cu succes mediul de programare EasyNN®
plus 14.0g si fiind identificate problemele de operationalizare a RNA si modalitatile
practice de a surmonta aceste probleme. Au fost folosite date de la 39 de caini si pisici
diagnosticati cu tumori de glanda mamara (18 cazuri), osteosarcoame, limfoame cutanate,
hemangioame, tumori ovariene, melanoame maligne, histiocitoame, carcinoame de
diverse tipuri si cu diverse localizdri. Au fost cuantificati pe o scara de la 0 la 4, pentru
fiecare pacient, un numar de 27 de predictori: criferii clinice si paraclinice (ritmul de
crestere al tumorii, timpul liber de tumord post-chirurgical, abaterea de la normal a
analizelor de sange, timpul de vindecare a plagii chirurgicale, varsta, scorul TNM la
initierea tratamentului), criterii anatomopatologice macroscopice (marimea tumorii la
momentul diagnosticului, consistenta — duritatea, vascularizatia, ulceratiile), criterii
histologice (gradul de malignitate, implicarea limfonodala, criterii legate de terapie
(tratament chirurgical, chimioterapie adjuvanta, stimularea imunitatii, terapie hormonala
anterioard diagnosticului, terapie cu antiinflamatoare nesteroidiene AINS). Durata de
supravietuire (in zile) de la momentul diagnosticarii a fost singurul parametru de
interogare al retelei neuronale. Am stabilit cd cele mai eficiente mijloace de depasire a
situatiei de blocaj reprezentata de overfitting sunt clonarea nodurilor ascunse performante,
combinatd cu inghetarea adaptativd (adaptive freezing) a ponderilor si eliminarea
nodurilor si sinapselor slab performante (pruning).

Studiul 6 Analiza fractala si retelele neuronale artificiale aplicate in
estimarea prognosticului pacientilor cu cancer a condus la realizarea modelului
OncoVetNeuralNet, care permite estimarea duratei de supravietuire pentru caini si pisici
cu carcinom mamar, atat pe baza unei modelari statistice (analizd Kaplan-Meier si regresie
Cox ) cét si cu ajutorul unei retele neuronale artificiale - RNA. Au fost inclusi in studiu 74
pacienti ai clinicii ORTOVET, 41 de caini si 33 de pisici, diagnosticati cu carcinom de
glandd mamara Intre 2002 si 2014. Au fost cuantificati si introdusi in model 22 de factori
de prognostic/predictie: date generale despre pacient (specie, varsta la diagnosticare,
varsta cand tumora a fost observatd), date clinice (status limfonodal macroscopic, prezenta
metastazelor, prezenta recidivelor), date anatomopatologice (tipul si gradul histologic,
implicarea limfonodurilor, dimensiunea fractald a regiunilor de cromatina DFRC -
valoarea maxima pentru imaginile histologice din probele de la pacient), parametri
sanguini la data diagnosticarii (numar/nivel pentru leucocite, neutrofile, monocite,
eozinofile, fosfataza alcalind, alanin-transaminaza, aspartat-transaminaza, creatinind, uree,
glucozd), date privind terapia (status gonadal, chemoterapie, chirurgie excizionald, AINS).
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Reteaua neuronala artificiald OncoVet NeuralNet, configuratia dupa instruire: 22 predictori, o variabila
de iesire: timpul de supravietuire, 21 neuroni in 2 straturi ascunse, 341 sinapse

Componenta RNA a modelului OncoVetNeuralNet a permis concluzia ci DFRC —
dimensiunea fractali a regiunilor de cromatini este un factor de prognostic
important (in primele trei pozitii dintre cei 22 de predictori) pentru cainii si pisicile
diagnosticati cu cancer. Studiul a stabilit cd si varsta la diagnosticare, marimea tumorii,
numarul/nivelul in sange pentru leucocite, neutrofile, alanin-transaminaza, creatinina la
momentul diagnosticarii sunt factori de prognostic relevanti pentru estimarea timpului de
supravietuire. De asemenea, tratamentul cu AINS si ovariectomia sunt factori de predictie
cu impact favorabil asupra timpului de supravietuire.
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for NN5.tvq 8886 cycles. Target error 0.0500 Average training error 0.001819
The first 22 of 22 Inputs in descending order.
Column  Input Name Importance Relative Importance
7 dimensiune (cm) 16.5356
18 ALT 14.7722
2 DF max 13.4091
10 NSAIDs 12.6342
5 varsta la diagnostica+ 12.5471

1 grad histologic de ma+ 11.0105
6 terl izat 10.6184
20 10.6110
3 metag:taze/recidiva 10.1018
0 Specie 8.7817
14 neu i . 8.0577

8 |ngllcare limfonoduri  7.8373
19 AST 7.6109
12 wbc 7.1591
13 Igm 7.0920
21 UN 6.9739

9 chimioterapie 6.5321

11 chirurgie 5.8783
17 FA 4.9411
16 eo 4.8323
22 GLU 4.7888
15 mon 4.7226

Reteaua neuronald artificiald OncoVet NeuralNet: Importanta relativa a factorilor de prognostic /
predictie

Concluziile generale si recomandarile sunt incluse in capitolul final al lucrarii.
Tot aici sunt mentionate succint unele aplicatii extinse ale rezultatelor acestei cercetari,
avand 1n vedere ca procedurile pentru prelucrarea imaginilor si analiza lor fractala
dezvoltate In Studiul 1 si Studiul 2 au devenit intre timp instrumente operationale de
cercetare in Laboratorul de anatomie patologici al FMV-USAMV Bucuresti. in
consecintd, de la nivelul acestui laborator au fost comunicate in ultimii ani rezultate ale
aplicarii analizei fractale 1n studierea fibrozarii hepatice, a adipocitelor si tesutului adipos,
in identificarea modalitatii in care s-a realizat prepararea termica a carnii destinate hranei
umane, in prefigurarea unor noi metode de cercetare a tranzitiei epitelio-mezenchimale.

Pe baza rezultatelor si concluziilor studiilor din lucrare, am formulat urmétoarele
recomandari si evaluari privind perspectiva cercetarilor in domeniu:

1. Cercetari viitoare pot verifica daca si pentru alte tipuri de tumori solide analiza
fractald poate furniza descriptori cantitativi utili din punct de vedere
anatomopatologic si pentru prognostic. O altd directie potentiald de extindere a
cercetarii este aplicarea procedurilor de analiza fractald, deja puse la punct, pe
probe citologice - in baza unei proceduri de standardizare a unor astfel de probe.
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Rezultatele acestui set de studii sugereaza utilitatea potentiald a aplicarii analizei
fractale in numeroase alte situatii in care caracterul fractal al obiectului de studiu
este aparent. In domeniul anatomiei patologice, un exemplu de astfel de obiect cu
fractalitate evidentd il constituie proteinele evidentiate prin imunohistochimie,
pentru a céaror distributie pe imaginea microscopica se cautd inca descriptori
adecvati. De fapt, nu existd o singurd dimensiune fractald asociata unei probe.
Coloratii histologice diferite, markeri imunohistochimici diferiti, masti de
culoare diferite — prin astfel de mijloace se extrag regiuni de interes diferite,
fiecare cu dimensiunea fractald proprie si care se poate corela cu situatii
patogenetice specifice.
Instalatiile automate si semiautomate de realizare a preparatelor microscopice si
de captura a imaginilor permit acumularea, intr-un timp scurt, a unui numér mare
de imagini care necesita evaluare si interpretare. In Roménia, astfel de instalatii
performante au intrat deja in dotarea mai multor centre comerciale de analize si
diagnostic, precum si a catorva centre de cercetare. Performanta de volum a
acestor instalatii creste de la an la an, iar presiunea se transferd la nivelul
specialistului de la care se asteaptd sa extragd informatia utila din ,,big data”.
Analiza fractald este un candidat foarte bun pentru a sprijini selectarea imaginilor
cu informatie utila - asa a demonstrat cercetarea de fata.
Un alt domeniu in care analiza fractald a imaginilor microscopice poate aduce
valoare addugatd semnificativd este microscopia confocald de reflexie,
Reflectance Confocal Microscopy (RCM). In prezent este avansati introducerea
acestei tehnologii in evaluarea intraoperatorie a organelor sau marginilor plagii
chirurgicale. in astfel de situatii, extragerea prompti a unei cantitati cat mai mari
de informatie dintr-un numar limitat de imagini este critica. Rezultatele cercetarii
noastre vin sa sustina ca analiza fractald este una dintre tehnicile care pot, prin
prelucréri automate pe calculator ale imaginilor, sa furnizeze clasificari sau indici
de probabilitate pentru prezenta sau absenta unor leziuni specifice.

Au fost identificate mai multe teme pentru posibila dezvoltare si imbunatatire a

OncoVetNeuralNet:

Analiza fractala poate fi extinsa prin luarea in considerarea nu numai a
valorii maxime a DFRC ci si a dispersiei valorilor pentru un pacient.

— O evaluare mai riguroasd a gradului histologic este potential utila pentru
model, cu precizarea distincta a scorului pentru fiecare componenta.

— Lista factorilor de prognostic/predictie poate fi extinsa, in prima instanta cu:
vindecarea intarziatd a plagii chirurgicale, statusul metastatic si cel de
recidiva la 3 luni de la chirurgie, date paraclinice la momente definite in
cursul terapiei, indicatori EMT (Epithelial-Mezenchimal Transition).

— Reteaua neuronald poate fi imbunatatita prin includerea intr-o maniera mai
rationala a evenimentelor cenzurate. Abordarea de pand acum a fost ca
acestea sd fie incluse ca necenzurate — o simplificare folsita si de alti
cercetatori [Schumacher, 2001].
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—  Modelul este Tmbunatatit continuu prin extinderea setului de cazuri pe care
se bazeaza. Este avutd in vedere posibilitatea ca, pe langd pacienti ai
ORTOVET sa fie incluse si date referitoare la pacientii altor clinici, prin
colectareca de date pe baza unor formulare interactive online — 1n
contrapartida cu posibilitatea de a interoga reteaua neuronald pentru estimari
de duratd de supravietuire. Pentru o astfel de extindere sunt necesare
proceduri riguros definite de colectare a datelor.

—  Experienta acumulata prin elaborarea acestui model predictiv poate fi
utilizatd si pentru alte tipuri de cancer la cdini si pisici, cele mai evidente
candidate fiind limfoamele, mastocitoamele si sarcoamele.

Una din principalele limitari in dezvoltarea unor modele predictive performante

este absenta unor date la nivel populational, a unor informatii epidemiologice de

calitate. Exigentele derivand din practica MBD — Medicina Bazata pe Dovezi au
impus noi standarde de bund practici in organizarea cercetarii medicale
veterinare, reflectate in recentul ghid ,,Recommended guidelines for the conduct

and evaluation of prognostic studies in veterinary oncology” [Webster, 2011],

realizat la initiativa Comitetului de Oncologie al American College of Veterinary

Pathologists, cu sprijinul World Small Animal Veterinary Association. La stadiul

actual al tehnologiei informatiei, chiar ideea de registru oncologic national pare

depdsitd. Ceea ce se impune ca necesitate publicd este un registru medical
national pentru animale de companie, cu fisa electronicd de pacient.

Timpul va clarifica utilitatea practici a modelului OncoVetNeuralNet.

Evaluarea acestei utilitati a Inceput deja sa fie facutd pe urmatoarele coordonate:

— Planurile terapeutice propuse de oncologul veterinar sunt mai bine
fundamentate, argumentate in linie cu cerintele Medicinei Bazate pe Dovezi.

—  Proprietarul/ocrotitorul unui pacient oncologic prezentat la medicul
veterinar este mai bine informat cand are de luat decizii privind terapia de
urmat.

— Astfel de modele evidentiaza si dimensiunea efortului si competentei
angajate de medicii veterinari in beneficiul pacientilor oncologici non-
umani. Pe aceeasi linie de consecinte, se poate astepta o crestere a
valorizarii vietii indivizilor non-umani, nu numai din perspectiva
antropocentricd, dar si cu considerarea in tot mai mare masurd a intereselor
si aspiratiilor specifice, proprii acestor pacienti.
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