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Cercetarea oncologicd se afld la conjunctia mai multor domenii care trec, in
prezent, prin schimbari spectaculoase. Practica medicald clinicd se reorganizeaza
progresiv potrivit exigentelor subsumate conceptului de M edicina Bazata pe Dovezi.
Genomica si biologia moleculard genereaza constant noi modele explicative pentru
diverse etape ale carcinogenezei, cu impact pe abordarile terapeutice si de diagnostic.
Tehnicile de examinare, de la imagistica neinvazivd la descifrarea pana la nivel
molecular si genic a probelor biologice oferd instrumente atat de puternice cercetarii
incat este tehnic posibil s avansezi rapid in aproape orice directie, greu fiind de ales
directia. Tehnologia informatiei se afld intr-o etapd de schimbare a paradigmei
euristice si operationale, deoarece progresele din microelectronicd au facut accesibile
stocarea si prelucrarea unui volum de date enorm. Totusi cancerul, desi studiat
intensiv 1n ultimii 60 ani, rdmane un subiect In care fiecare progres confirmat in
cercetare aduce cel putin atatea intrebari noi cate raspunsuri ofera la vechile intrebari.
O perspectiva care castiga teren in ultima vreme abordeaza oncologia din perspectiva
sistemelor dinamice neliniare, care pot avea manifestari spontane de autoorganizare.
Cancerul ar reflecta o manifestare a perturbarii inteligentei de roi, swarm intelligence,
aceea care 1n starea pe care o numim normala face ca populatia enorma de celule
somatice sa lucreze Tmpreund in organismul pluricelular. Aceasta viziune unificatoare
evidentiazd o legiturda de esentd intre carcinogeneza, analiza fractala - care s-a
dezvoltat inprincipal 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 fractala permite obtinerea unor masuri, a unor numere care cuantifica
comp lexitatea ne-periodica atat de caracteristica structurilor biologice, la toate scalele
de marime in care se manifesta viata. Cercetarea de fatd 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
artificiala RNA pentru durata de supravietuire, incluzand dimensiunea fractala in setul
de date de intrare pe baza cdrora aceste modele estimeazd prognosticul pentru
pacientii cu diagnostic oncologic confirmat.

Structura tezei. Teza de doctorat ,Aplicatii ale analizei fractale in examenul
anatomopatologic al proceselor tumorale” este organizata in doua parti principale. In
Partea I Studiu bibliografic, sunt trecute succint in revista principalele rezultate
publicate 1n ultimii ani privind aplicarea analizei fractale in anatomia patologica, in
alte tari dar si Tn Romaénia, In special in medicina umand. Sunt, de asemenea,
sintetizate performantele raportate pentru unii parametri fractali, in particular pentru
dimensiunea fractala a unor elemente din imagini histologice sau citologice, de a
reprezenta factori de prognostic pentru pacientii oncologici. Am evidentiat modelele
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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 organizdrii cercetdrii, a suportului teoretic folosit, a instrumentelor
software si a mijloacelor tehnice utilizate, a cazuisticii incluse 1n studiu, respectiv a
populatiilor de imagini microscopice analizate. Principalele pachete software folosite
sunt: Olympus Cell"B pentru captura imaginilor, CorePHOTO-PAINT® pentru
prelucrarea preliminard a imaginilor, FracLab 2.05 pentru analiza fractald, StatsDirect
3.0 pentru analiza statistica si reprezentarea grafica a rezultatelor, Epi Info 7' pentru
evidenta pacientilor si informatiilor, Easy NN plus 14.0g pentru dezvoltarea de retele
neuronale artificiale RNA. Captura imagnilor histologice si citologice, precum si
diagnosticul anatomopatologic s-au realizat pentru majoritatea cazurilor in
Laboratorul de anatomie patologica al FM V-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 Cercetiari preliminare: comparatie intre analiza fractala si
morfometria dasici in examindri histopatologice si citopatologice a testat
performanta analizei fractale, prin comparatie cu morfometria nucleard clasica, in a
furniza parametri cantitativi corelati cu prezenta/absenta unor modificari patologice
pe imagini histologice sau citologice. In aceastd parte a cercetirii am realizat si
verificarea posibilitatii de a folosi pachetele software selectate pentru analiza fractala
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-USAMV 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 M ay-Griinwald-Giemsa),
de probe obtinute prin aspiratie cu ac fin din limfonoduri de céaine, 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 fractalda am calculat cu
metoda boxelor dimensiunea fractala a imaginilor integrale — DFIIL, si dimensiunea
fractald a regiunilor de cromatind DFRC. Pentru imaginile din probe histologice de
tesut hepatic, am stabilit cd dimensiunea fractald — atit a regiunilor de cromatina
DFRC cat si a imagnilor integrale DFII, are performante net superioare fatd de
morfometria nucleard 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 (P < 0.0001, in unele cazuri) ca diferentele de medie intre grupurile analizate sa
se datoreze hazardului. Am stabilit cd performanta analizei fractale ca instrument
pentru identificarea leziunilor pe o imagne histologica depinde critic de alegerea
elementelor morfologice din imagine extrase pentru a fi supuse evaludrii dimensiunii
fractale: pe tesut hepatic, unii factori toxici genereaza leziuni decelate optim prin
dimensiunea fractala a regiunilor de cromatina 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
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anumit tip de leziune prin analiza fractald. 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 considerata
preliminara, datorita numarului relativ mic de imagini citologice inclus in analiza.

Studiul 2 Cercetani preliminare: optimizarea procedurii si parametrilor
pentru aplicarea analizei fractale in diagnosticul anatomopatologic a fost realizat
pe aceeasi populatie de imagini din Studiul I. Am identificat optiunile de operare a
programelor, formatele fisierelor si conventiile de denumire a fisierelor care asigura
compatibilitate la transferul datelor intre programele implicate in fazele succesive de
prelucrarea a imaginilor, analiza fractald si analiza statistica. 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
cromaticd (nuante de gri) si dimensionald (800 x 600 pixeli) la formatul adecvat
calculului dimensiunii fractale; acest program a permis in studiile ulterioare
prelucrarea automatd a unui numar mare de imagini microscopice. Am stabilit, prin
incercari succesive si evaludri cu metoda ANOVA, parametrii de lucru din pachetele
software pentru procesari imagini si analizd fractald care conduc la cea mai buna
corelare dintre dimensiunea fractald calculata 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, coloratic HE)
de la 19 caini s1 5 pisici diagnosticati cu tumori epiteliale benigne si maligne:
carcinom de glanda mamara, alte carcinoame, adenom de glanda mamara, epiteliom,
seminom, fibroadenomatoza mamara, trichoblastom, trichoepiteliom. Am stabilit ca
dimensiunea fractald a regiunilor de cromatind - DFRC creste semnificativ atunci
cand 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 (sensitivitatea si specificitatea) cresc
dacd populatia studiatd este organizatd pe grupe de sex si grupe de varstd. De
asemenea, dintre tipurile de tumori epiteliale incluse in studiu, cea mai bund corelare
dintre prezenta modificdrilor tumorale cu DFRC s-a consemnat p entru carcinomul de
glandd mamara, aria de sub curba ROC Receiver Operating Characteristic fiind
0.869.

Studiul 4 Utilizarea analizei fractale pentru identificarea unor
transformari tumorale in glanda mamara a urmarit confirmarea ipotezei ca DFRC
— dimensiunea fractald a regiunilor de cromatina - este statistic corelatd cu prezenta
sau absenta unei tumori intr-o imagine histologica de glanda mamara. In acest scop,
cercetarea a comparat DFRC pentru imagini histopatologice de tesut mamar
caracterizate in prealabil anatomopatologic ca reprezentand fesut fiziologic normal /
adenom / carcinom - pentru caini, iar pentru pisici tesut fiziologic normal / adenom /
fibroadenomatoza / carcinom. Au fost incluse in studiu 1237 imagini histologice
(obiectiv x40, coloratie HE) de la 62 pacienti (30 caini si 32 pisici) supusi
mastectomiei pe diagnostic clinic de 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 in studiu imagini care aveau un continut mixt de caractere anatomopatologice,
cu prezenta in ponderi semnificative a mai multor tipuri de leziuni. Am confirmat ca
dimensiunea fractala a regiunilor de cromatina DFRC variaza semnificativ
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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 statisticdi a acesteia cu prezenta leziunilor maligne sunt in bund
concordanta cu rezultate raportate in oncologia umand pentru carcinoame de glanda
mamara, de prostatd si de mucoasa bucala. In cazul imaginilor de glanda mamars,
daca la caini DFRC — dimensiunea fractald a regiunilor de cromatina creste progresiv
intre grupele de imagini fara leziuni — adenom — tumori maligne, in cazul pisicilor
modificarile benigne (adenom, fibroadenomatoza) scad DFRC, iar cele maligne sunt
insotite de cresterea DFRC. Acest mod ne-sistematic de variatie 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 céine, care distinge daca o imagine histologica
face parte din grupa ,,carcinom” fata de grupa combinata ,fara leziuni sau adenom”,
are aria de sub curba ROC 0.7725 (performantd foarte bund), iar la o alegere
echilibratd a valorii limita DFRC = 1.8214, testul are o sansa a diagnosticului corect
de 5: 1, o sensitivitate de 0.73 si o specificitate de 0.66. Similar, testul de malignitate
pentru pisica, care face distinctia intre imagini din grupa ,,carcinom” fatd de cele din
grupa combinatd ,fara leziuni sau fibroadenomatoza sau adenom”, are aria de sub
curba ROC 0.8513 (performanta excelentd), iar pentru valoarea limitda DFRC= 1.7891
testul are o sansd a diagnosticului corect de 16.8 : 1, o sensitivitate de 0.88 si o
specificitate de 0.70. Am conturat posibilitatea de a transpune direct aceste concluzii
intr-o procedurd care, prin analiza fractalda a unei imagini histologice, evalueaza
probabilitea ca imaginea sd contind modificdri tumorale. Aceasta probabilitate, prin
inferentd bayesiand cu date de statistica ale populatiei studiate, poate furniza o
estimare a sanselor de diagnostic tumoral pozitiv pentru pacientul de la care provine
proba. Pentru glanda mamara de céine, un parametru direct utilizabil drept evaluare a
probabilitatii prezentei leziunilor maligne intr-o imagine pentru care se determina
DFRC este valoarea predictiva 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 cd oferd o orientare robusta privind prezenta/absenta intr-o imagine
histologicd a caracterelor de malignitate, atat in cazul céinilor 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. De asemenea, am
argamentat posibilitatea aplicarii procedurilor din acestui studiu pentru a evalua prin
analizd fractald imagini de preparate imunohistochimice si imagini rezultate prin
tehnica RCM (Reflectance Confocal Microscopy). Studiul nu a identificat vreun
avantaj care sd decurgd din utilizarea distinctda a componentelor structurala si
texturala ale DFRC. Am confirmat corelarea dintre invazia tumorala a capilarelor
limfatice st DFRC median in cazul glandei mamare de pisicd. 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, coroborand cu concluziile similare din oncologia
umana privind analiza fractald, rezultatele studiului aduc argumente in favoarea
utilitatii DFRC ca factor de prognostic pentru pacientii cdini si pisici cu carcinom
mamar.
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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 RNA, cu acest prilej fiind testat cu succes mediul de programare
EasyNN© plus 14.0g si fiind identificate problemele de operationalizare a RNA si
modalitdtile practice de a surmonta aceste probleme. Au fost foloste date de la 39
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 localizari. Au fost
cuantificati pe o scara de la 0 la 4, pentru fiecare pacient, un numéar de 27 predictori:
criterii clinice si paraclinice (ritmul de crestere al tumorii, timpul liber de tumora
post-chirurgical, abaterea de la normal a analizelor de sdnge, 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 imunitdtii, terapie hormonald anterioara
diagnosticului, terapie cu antiinflamatoare nesteroidiene AINS). Durata de
supravietuire (in zile) de la momentul diagnosticdrii a fost singurul parametru de
interogare al retelei neuronale. Am stabilit cd cele mai eficiente mijloace de depasire a
situatiei de blocaj reprezentatd de overfitting sunt clonarea nodurilor ascunse
performante, combinatd cu inghetarea adaptativa (adaptive freezing) a ponderilor si
eliminarea nodurilor si sinapselor slab performante (pruning).

Studiul 6 Analiza fractald 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 (analiza Kaplan-M eier
si regresie Cox ) cat si cu ajutorul unei retele neuronale artificiale - RNA. Au fost
inclusi in studiu 74 pacienti ai clinicii ORTOVET, 41 caini si 33 pisici, diagnosticati
cu carcinom de glandd mamara intre 2002 si 2014. Au fost cuantificati si introdusi In
model 22 de factorii 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 cromatind -DFRC - valoarea maximd pentru imaginile
histologice din probele de la pacient), parametri sanguini la data diagnosticarii
(numar/nivel pentru leucocite, neutrofile, monocite, eozinofile, fosfatazd alcalina,
alanin-transaminaza, aspartat-transaminaza, creatinind, uree, glucoza), date privind
terapia (status gonadal, chemoterapie, chirurgie excizionald, AINS). Componenta
RNA a modelului OncoVetNeuralNet a permis concluzia ca DFRC — dimensiunea
fractala a regiunilor de cromatina este un factor de prognostic important (in
primele trei pozitii dintre cei 22 predictori) pentru cainii si pisicile diagnosticati cu
cancer. Studiul a stabilit ca si varsta la diagnosticare, marimea tumorii,
numarul/nivelul in sdnge pentru leucocite, neutrofile, alanin-transaminaza, creatinina
la momentul diagnosticirii 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.

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

Partea I Studiu bibliografic are 28 pagini, reprezentand 15.5 % din lucrare.

Partea a II-a Cercetari originale cuprinde 153 pagini, reprezentand 84.5 % din
lucrare. Este alcatuita din 8 capitole: Materiale si metode, 6 capitole cuprinzand cele
6 studii ale cercetarii si capitolul de Concluzii, aplicatii si recomandari.

In cele doua parti ale lucririi sunt incluse 82 figuri (dintre care 7 sunt reproduse din
lucrarile din bibliografie) si 30 tabele.

Bibliografia cuprinde 216 titluri de lucrari.

Anexele cuprind detalii privind drepturile de reproducere pentru cele 7 figuri preluate
din lucrari din bibliografie, lista lucrarilor publicate de doctorand, Curriculum vitae si
memoriul sdu de activitate.

Lucrarea are un total de 250 pagini (Rezumat in romana/en glezd/franceza, Cuprins in
romand/engleza/franceza, Introducere in romand/engleza, Partea I, Partea a Il-a,
Bibliografie, Anexe).



