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Obiectivele proiectului:

1) Testarea unei solutii intraoperatorii bazata pe pCLE (encomicroscopie confocala laser bazata
pe miniprobe) pentru evaluarea rezectiilor chirurgicale ale tumorilor hepatice, in ceea ce
priveste marja de rezectie, invazia microvasculara si existenta microsatelitilor;

2) Testarea la fata locului, in acelasi timp, a instalarii pCLE in colaborare cu un panou de
anticorpi marcati Alexa 488 pentru evaluarea rapida la fata locului a tumorii rezecate pentru a
determina subtipul tumorii, identificarea de markeri noi si tinte pentru terapie sistemica
ulterioara (medicina personalizatd)

3) Testarea unui sistem automat de diagnostic bazat pe retele neuronale convolute (CNN-uri)
pentru a ajuta clinicienii sd interpreteze In timp real imaginile furnizate de sistemul pCLE din
obiectivele 1) si 2), oferind diagnosticul, stadializarea, prognosticul si identificarea posibilelor
tinte terapeutice.

Grad de atingere: Obiective indeplinite in totalitate (100%)

Rezultate estimate:
1x raport tehnic preliminar privind baza de date structurata, software interfata analiza pCLE

si sistem de diagnostic computerizat bazat pe retele neuronale convolutionale — Realizat 100%
1x raport tehnic intermediar privind baza de date structurata, software interfata analiza pCLE
si sistem de diagnostic computerizat bazat pe retele neuronale convolutionale — Realizat 100%
1x raport tehnic final privind baza de date structurata, software interfata analiza pCLE si
sistem de diagnostic computerizat bazat pe retele neuronale convolutionale — Realizat 100%
1x Rezumat stiintific trimis la o conferinta in domeniu — Realizat >100%

2x Articole stiintifice trimise spre publicare in reviste indexate in baze de date internationale
(proofs); — Realizat >100%

1x Propunere de brevet (depusa la OSIM) — Realizat >100%

Rezultate suplimentare obtinute:
1 x Articol stiintific publicat intr-o revista indexata BDI
3 x rezumate stiintifice (1 prezentare orala, 2 postere) prezentate la o conferinta internationala
- Articolele stiintifice prevazute au fost publicate (initial se prevedea doar trimiterea spre
publicare in perioada de implementare)
- Rezumatul propunerii de brevet a fost publicat in BOPI (initial se prevedea doar
trimiterea cererii de brevet)



Rezumatul proiectului
Carcinomul hepatocelular (CHC), tumora primara malignd a ficatului, este in prezent al
doilea ca mortalitate si al 5-lea in lume. Diagnosticul patologic precis, mai ales in stadiile

incipiente, este dificil chiar si pentru un anatomopatolog expert. Au fost introdusi recent noi
markeri de diagnostic si prognostic; cu toate acestea, semnificatia lor clinicd este Incad in
dezbatere. Recaderea dupa rezectie chirurgicala este una dintre problemele principale.
Endomicroscopia confocald bazatd de miniprobe (pCLE) este o noua modalitate imagistica care
permite observarea tesutului viu la nivel celular.

Sistemele de diagnostic asistat de computer (CAD) oferd solutii integrative pentru
diagnosticul afectiunilor maligne. Retelele neuronale profunde (DNN) pot invata din imagini
fara a parcurge etapele de extragere si segmentare, introducand astfel mai putin zgomot in
rezultatul final. Ne propunem si testim o solutie intraoperatorie bazatd pe pCLE pentru
evaluarea rezectiilor hepatice (marja de rezectie, invazia microvaculara, tumorile microsatelii),
in combinatie cu un panel de anticorpi fluoromarcati pentru evaluarea rapida la fata locului a
tumorii rezecate, pentru a determina subtipul tumorii, gésirea de noi markeri si tinte pentru
terapia sistemicd ulterioara. In sfarsit, ne propunem si dezvoltim un sistem automat de
diagnostic bazat pe retele neuronale convolute (CNN) pentru a ajuta clinicienii sa interpreteze
in timp real imaginile furnizate de sistemul pCLE. Toate protocoalele umane au aprobarea etica.
Toate metodele si rezultatele vor fi validate in functie de biomarkerii standard de aur, metodele
imagistice si interpretarea umand, apoi comparativ cu diagnosticul final sau confirmate in
timpul monitorizarii. Validarea statistica prin teste de sensibilitate, specificitate si precizie de
diagnostic va fi comparata cu standardele. Rezultatele vor fi difuzate prin lucrari indexate ISI
si prezenta la congrese. CNN si sistemul de imagistica vor fi principalele rezultate.

Prezentarea rezultatelor obtinute, a indicatorilor de rezultat realizati
Impactul rezultatelor obtinute, cu sublinierea celui mai semnificativ rezultat obtinut

Pentru studiul din aceasta activitate am folosit probe de tesut obtinute intra-operator, cat
si fragmente tisulare obtinute prin biopsie hepatici. In vederea asigurarii respectrii legislatiei
in vigoare, am solicitat si obtinut in timp util acordul Comisiei de Eticd a Universitatii de
Medicina si Farmacie din Craiova pentru studiul care a implicat subiecti umani.

Acordul pacientului a fost obligatoriu, atat in cadrul includerii cat mai ales pentru
recoltarea materialului bioptic.

De asemenea, ne-am asigurat ca am recoltat o cantitate suficientd de tesut in vederea
diagnosticului normal, iar in eventualitatea existentei unui fragment utilizabil, fard a leza in
vreun fel parcursul diagnostic normal, acesta a fost folosit in cadrul studiului, respectand astfel

in totalitate recomandarile de bune-practici existente la nivel international.



Model pentru formularul de acceptare

Tithul studiului:

Platforma inovativa pentru di icul

i pri icul ilor hepatice.

Numele cercetitorului principal: STREBA COSTIN-TEODOR

Datele participantului:
Numele

Prenumele:

Adresa:

Sexul:

Data nagterii:

53U fepr meu legal am citit §i
infeles descrierea acestul studiu, scopurile pe care gi le propune, durata preconizat, procedurile care
vor avea loc, riscurile cunoscute i neplicerile pe care le poate cauza, beneficiile agteptate,
tratamentele alternative, dezviluirea datelor mele medicale, (plata) §i tr 1 cc icatiilor
produse in timpul studiulvi, 3i posibilitatea de a incheia acest studiu fird consimtimantul meu.

Iau parte la acest studiu conform propriei mele vointe. Voi putea si m3 retrag oricénd saw/gi
sd retrag autorizafia de utilizare §i eliberare a datelor mele de sanitate dupd semnarea acestui
formular de acceptare, fard ca aceastd retragere 53 influenteze ingrijirea de care voi beneficia acum i
in viitor sau s determine pierderea unor beneficii Ia care am dreptul. Consimiiméantul meu mu
influeneazd drepturile mele legale privind lipsa de ingrijire sau neglijenta persoanelor implicate in
acest studiv. Semndtura mea semnificd faptul cd am ecitit (sau mi-au fost cifite) informatidle
anterioare, cd intrebirile mele au primit un raspuns satisficitor gi cd de fiecare datd cind voi avea
intrebari voi putea discuta cu cercetitorul al cdrui nume este trecut mai sus.

Informatii sensibile privind starea de sina
Sunt de acord si permit eliberarea informatiilor medicale privind infectia cu virusul
HIV/SIDA, abuzul de droguri sau/§i alcool, tulburarile de comportament, afectiunile psihiatrice.

Numele participantului Semnitura participantului Data/Ora

Numele martorului Semnitura martorulu Data/Ora

Am explicat acest studiu participantului. Consider cd par 1 i5i exprimi dméantul in
mod liber gi fiind bine informat are capacitea legald de a-3i da consim{amantul informat pentrs a
participa in cadrul acestui studiu.

Numele cercetitorului Semnétura cercetitorufui Data/ora
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Aplicatia ruleaza intr-un browser web fara sa fie nevoie de instalarea altor pachete pe
masina de lucru. Accesul in aplicatie se realizeaza exclusiv cu nume de utilizator si parold. Nu
Fiind o aplicatie web, nu existd limitari in ceea ce priveste sistemul de operare. Astfel,

functioneaza in sistemele dotate cu Windows, mac OS, Linux sau in sistemele mobile dotate

fie cu Android fie cu 10S.

Conform specificatiilor puse la punct in cadrul etapelor anterioare, sistemul este capabil
sd foloseascd o cheie de criptare pe 256 biti pentru accesarea datelor de la distantd prin

protocoale SSL securizate, dar si prin acces local prin intermediul Intranetului existent la nivel

de Universitate.

Accesul se face pe bazad de adresd de e-mail institutionala ca nume de utilizator si si

parola formata minim dintr-o combinatie de 8 caractere, obligatoriu necesitand folosirea unor
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litere — atat minuscule cat si majuscule, cifre, semne de punctuatie de orice tip si simboluri.

Ca si solutie de stocare am preferat folosirea unei solutii de stocare tip Network Attached

Storage (NAS) deoarece este accesibil atat din interiorul Universitatii, cat si de la distanta.

Accesul se face strict securizat, prin protocoale de tip HTTPS.




Pentru a asigura o securitate maxima si redundanta datelor stocate, acesta a fost
configurat in RAID 1 (datele sunt scrise 1:1 in doua partitii fizic separate, pentru redundanta si
securitate sporitd).

Am folosit solutia firewall fizic implementata deja la nivel de Universitate, avand deci
o cale de interconectare atat eficienta cat si sigurd cu cloud-ul securizat.

Statia de lucru achizitionatd in cadrul etapei anterioare a proiectului, ruleazd acum
variantele finale ale retelelor neuronale dezvoltate in cadrul activitatii 2.2, fiind interconectata
fizic prin cablu UTP cu sistemul de stocare NAS, deci capabild de viteza maxima gigabit.

Aparatura dedicata se afla intr-o incapere dedicata, cu acces restrictionat, putand insa fi
pusa la dispozitie In regim open access in cadrul programelor de parteneriat si de cercetare
comune, prin intermediul conexiunilor de la distantd, fiind in intregime controlabila on-line, in

mod absolut securizat si cu stabilitate maxima.
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Fluxul informatiei in baza de date.

Utilizatorii se conecteaza in mod securizat la Cloud, prin intermediul protocoalelor SSL.

Sistemul ruleaza un ansamblu de refele neuronale si script-uri dezvoltate in cadrul proiectului.
Stocarea datelor se face pe NAS-ul local, dotat cu server SQL securizat.
Server-ul are back-up 1:1 in sistem RAID 1.

| 1
| | Utilizatorul are la dispozifie o interfatd personalizata, pentru accesarea in siguranta a serviciilor.
| E | Firewall-ul fizic oferd protectie suplimentara pentru statia de lucru care ruleaza sistemul de diagnostic computerizat.

Schema de functionare a sistemului pus la punct in cadrul proiectului.



Odata ce utilizatorul se conecteaza cu succes la interfata web a bazei de date (procedura
definitivata in cadrul activitétii 2.1 si descrisd in raportul stiintific aferent anului 2021), se pot

introduce date in cadrul bazei de date, pentru utilizarea in sistemul de inteligenta artificiala.

Pentru autentificarea in doi pasi va rugam sa parcurgeti etapele de mai jos:

1. Descarcati o aplicatie de autentificare in doi pasi precum Microsoft Authenticator pentru Android and i0S sau Google Authenticator pentru

Android and iOS.
2. Scanati codul QR din aceasta pagina sau introduceti codul urmator |  Confidential - secvent unicé aifanumerici | in aplicatia de autentificare aleasa.
Spatiile se pot ignora

Welcome

RS
3. Dupa ce ati scanat codul QR sau ati introdus manual codul, aplicatia de autentificare va va furniza un cod unic. Va rugam sa introduceti codul

oy i
Cont nou obtinut in campul de mai jos.

Codul de Verificare

Interfata de creare si introducere a credentialelor de acces, asa cum a fost definitivata

Recuperare parclé

in cadrul acestei sub-activitati.

Baza de date, accesibila de la distantd prin intermediul unei interfete on-line, este

structurata logic iar introducerea si consultarea datelor se face in etape succesive.

Intr-o prima etapa, sunt introdusi pacientii in cadrul bazei de date.

Lista pacienti

ome . Pacienti

i

Interfata grafica a bazei de date este organizatdi in sectiuni concatenate.

Medicul are apoi optiuni multiple de introducere a unei serii de diagnostice libere, in
format letric, care sunt automat codificate de catre sistemul de inteligentd artificiald in
diagnostice standardizate in codificarea ICD-10 (standard medical curent de raportare a

diagnosticelor, recunoscut international).
Medicul poate apoi consemna datele anamnestice — obtinute de la pacient.

Aceste campuri sunt generate Tn mod dinamic si sunt completate prin bifarea ulterioara
a optiunilor cu “DA” sau “NU”. Antecedentele heredo-colaterale cat si cele personale

patologice sunt introduse, reprezentand apoi posibile date folosite de cétre sistem pentru a

genera un diagnostic.



In continuare, medicul consemneazd datele anamnestice privind conditiile de viatd si
munca (format text, fereastra stangd) si comportamentele daunatoare, posibili factori de risc

pentru patologia inregistrata de pacient.

Lista pacienti

Home ' Pacienti

8956-9875 Acceseazid
5478-9863 Acceseaza
8526-6542 Acceseazd
1534-5879 Acceseazd
3542-7935 Acceseaza
7852-3589 Acceseazd

3248-6875 Acceseaza

8759-8712 Acceseazd

Lista de pacienti care apare odatd ce utilizatorul acceseaza baza de date.

5478-9863
Home ' Pacienti ' 5478-9863
Dia gnost iC Adauga vizita
Diagnostic liber Diagnostic codificat
Carcinom hepatocelular STD IV. Metastaze colon descendent, Carcinom hepatocelular °
cerebrale, si splenice.
Metstaze colon descendent °
Metsataze splenice °
Metstaza cerebrale °
y

Odata ce un pacient este generat, se poate incepe introducerea datelor necesare pentru
fiecare intrare. Diagnosticul liber exprimat este automat codificat, sistemul de inteligentd
artificiala care conlucreaza cu baza de date putind identifica tipurile de patologie pe care

medicul le exprimad liber in cadrul diagnosticului de caz.



Date anamnestice
Antecedente personale

Antecedente heredo-colaterale O Stz
i Hepatita A
@ :labet‘ za:arat B
epatita -
Hepatitd B m Hepatfta c
Hepatita D
Hepatita C

Boala hepatica alcoolica
Hepatita D

Steatohepatita non-alcoolica
Boala hepatica alcoolica

Ciroza hepatica
Steatohepatitd non-alcoolica

Sarcina

Ciroza hepatica
Alaptare

Avort

Medicul poate introduce date referitoare la antecedentele heredo-colaterale sau personale
patologice si/sau fiziologice ale pacientului. Noi intriri pot fi generate cu usurintd, un

buton de tip Da/Nu permitind apoi selectarea valorii potrivite.

Conditii de viata si munca Comportamente

Fumat

m Alcool

Droguri usoare

Fost lucrator in mediu toxic.

Droguri de mare risc

Etnobotanice

m Fast food
A

Medicul continua anamneza consemndnd conditiile deosebite de viatd si munca pentru
fiecare pacient (stinga), cat si comportamentele care pot influenta afectiunile de care

suferd acesta (dreapta).

In incheierea inscrierii datelor anamnestice, medicul compune istoricul liber al

pacientului, folosit apoi pentru generarea unui index si a unor noi factori de risc.



Istoric

Pacient in varstd de 66 ani, cunoscut cu hepatité virald C, consumator cronic de alcool se prezintd acuzand durere abdominala difuza, greturi, varsaturi,
si pierderea temporara a starii de constienta.

Salveaza modificarile

Medicul poate introduce un istoric liber exprimat, din care sistemul de inteligenta
artificiald selecteazd cuvinte-cheie, pentru a putea apoi usura cautarea semanticd, dar si
pentru a putea identifica, clasifica si folosi factorii de risc din prezentarea curentd, pentru

stabilirea diagnosticului.

Sectiunea urmatoare definirii pacientului prin cod unic este addugarea unei noi vizite in
cadrul interfetei. Medicul defineste o serie de tratamente medicamentoase, aplicate in cadrul
fiecdrei vizite, urmand apoi tratamentul chirurgical efectuat si observatiile pertinente fiecarei
astfel de investigatii. Eventualele interventii diagnostice sunt direct dependente de aceste
inregistrari. Am ales definirea tipurilor majore de interventii diagnostice posibile In cadrul unui
episod de tratament/diagnostic/stadializare, In functie de gradul de disconfort creat pacientului.

Putem deci avea interventii non-invazive, de obicei imagistice, care genereazd date
multimedia n diverse formate, care pot fi coroborate in cadrul sistemului complex de
inteligenta artificiala care foloseste informatiile din baza de date. In continuare, medicul poate
selecta interventiile minim invazive, cum ar fi cele necesare recoltarii de probe biologice.
Acestea genereazd un nou camp in interfatd, unde aceste valori sunt introduse separat.
Investigatiile invazive ofera probe de tesut, care sunt analizate prin endomicroscopia confocala
laser (pCLE — probe-based confocal laser endomicroscopy), elementul central al proiectului,
care este constant comparat cu standardul de aur histopatologic.

Adaugare vizita

Home = Pacient 5478-0863 J Adaugare vizitd

Odata stabilit codul unic de identificare, medicul are acces la pacient prin
intermediul acestuia, putind sa introduca vizitele pacientului si apoi sa defineasca toate

elementele necesare.



INNOLIVER Home ~  Servicii ~  Proiect ~ Contact

Adaugare vizita

Home ' Pacienti = 5478-9863 = Adaugare vizitd

Proceduri

Tratament medicamentos

Cerebrolizin
# Denumire Doza Administrare Frecventa 0OBS
1 Silimarina 400 mg PO 3x/zi Fara complicatii.
2 Arnetin 50mg/2ml Inj 2x/zi Fara complicatii.

Tratament chirurgical
Biopsie hepatica

# Denumire 0BS

1 Apendicectomie Efectuata de urgenta in 15.08.2022.

umfcv.ro

Toate elementele unei vizite sunt introduse in etape succesive, intr-un format unitar, usor

de administrat.

Proceduri

Tratament medicamentos

Cerebrolizin
# Denumire Doza Administrare Frecventa 0oBS
1 Silimarina 400 mg PO 3x/zi Fara complicatii
2 Arnetin 50mg/2ml Inj 2x/2i Fara complicatii.

Medicatia primita cu ocazia fiecdrei vizite este structuratd astfel incdt sa contind

toate informatiile esentiale: substantd activa sau denumire comerciald, dozaj, modalitate de

administrare, frecventa administrarilor si eventualele observatii.

Tratament chirurgical
Biopsie hepatica

# Denumire 0BS

1 Apendicectomie Efectuata de urgenta

In etapa succesiva, medicul defineste tratamentul chirurgical care i s-a efectuat

pacientului in cadrul vizitei curente, si eventualele observatii asociate actului medical

respectiv.




Interventii diagnostice

Non-invazive

Ecografie abdominala
Minim invazive
Recoltare set analize

Invazive

Endoscopie digestiva superioaré\

# Denumire OBS

1 Biopsie hepatica Efectuata cu ocazia apendicetomiei

Incarcare fisiere

Choose file

Medicul introduce apoi seria de interventii non-invazive (ex. investigatiile imagistice etc.),
apoi cele minim invazive (recoltarea analizelor biologice etc.), cele invazive (de exemplu
endoscopia digestiva sau interventiile chirurgicale). Odati cu introducerea unei

investigatii, apare posibilitatea de a incdrca fisiere multimedia asociate acesteia.

Investigatii
!

INR
# Denumire Valoare Normal
1 Hemoglobina 12.5 mg/dl 9-14 mg/dl
2 Glicemie 95 mg/dl 74-106 mg/dl
3 Uree 24 mg/dl 15-38 mg/d|
4 Creatinina 0.79 mg/dl 0.7-1.3 mg/dl
5 GOT 89 U/L 15-37 mg/dl
6 GPT 122 U/L 16-63 mg/dl
7 GGT 179 U/L 15-85 U/L
8 Fosfataza alkalina 88 U/L 46-116 mg/dl
9 Colesterol total 240 mg/dl <200 mg/dl
10  Trigliceride 160 mg/dl <150 mg/dl
1 VSH 60 mm/h <= 20 mm/h
12 Proteina C reactiva 1.5 mg/dl <= 0.3 mg/dl

Salveaza vizita

In final, medicul defineste pachetul de analize biologice care i-au fost efectuate in mod
curent pacientului, in cadrul vizitei respective. Pentru fiecare tip de valoare se defineste
unitatea de mdasura si intervalele normale, flexibilitatea fiind necesara deoarece acestea

variazd in functie de laborator.
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Invazive

@ Open X
Endoscopie digestiva superioara
<« v A W > Network v o O Search Network
# Denumire Ot
Organize v = m @
1 Biopsie hepatica Ef

> m Storage (D} No items match your search,
> (A CD Drive (E) W
) = SSD Dropbox (F

Incarcare fisiere o g

> = My Bookl (H)

Choose file

> = Elements ()

> (@ CD Drive (E) WD
> e Elements (1)

g . = My Book | (H:)
> == Seagate Expansic

> 3 Network

| Anfils )

File name: |

Cancel

Odata ce sunt generate elemente multimedia, cum ar fi inregistririle efectuate cu
endomicrocopul confocal laser sau scanarea lamelor de anatomie patologicd, acestea sunt

incarcate de catre medic in sistem.

Incarcare fisiere

Choose file

Se pot incarca toate tipurile de fisiere multimedia, cat si eventualele formate

proprietare care pot fi generate de diversele investigatii.
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Compararea cu standardul de aur (imagini de anatomie patologica si imunohistochimie)

In urma efectudrii biopsiilor hepatice transabdominale ecoghidate, am obtinut fragmente
tisulare care au fost prelucrate histopatologic si imunohistochimic, apoi scanate in Intregime si
analizate cu ajutorul sistemului. Segmentele obtinute au fost inainte scanate folosind
miniprobele pCLE, aceasta procedura produciand imaginile specifice care au fost asimilate in
sistemul de inteligenta artificiala bazat pe retele neuronale convolutionale, de tip deep learning.

Un fragment de biopsie adecvat are o lungime intre 1 si 4 cm, cantdrind intre 10 si 50
mg, cu un diametru minim de 1 mm. Pentru a reprezenta in mod corespunzator arhitectura
parenchimald, cel putin 10-11 tracturi portal ar trebui sd fie complet prezente, sase fiind un
numdr minim acceptabil. Specimenele de lungimi inadecvate conduc de obicei la substadierea
fibrozei si subestimeaza gradul inflamatiei. Parenchimul cirotic este de obicei fragmentat prin

biopsie, ducand astfel la erori de prelevare de aproximativ 20%.

w4

By

Blocurile de tesut incorporate in parafinad au fost sectionate cu o grosime de 5 um si
lamele au fost procesate pentru detectarea imunohistochimica individualad a E-Cadherin (iepure,
clona 24E10, Semnalizare celulara, diluatd la 1:300) si Aquaporind 1 (soarece, Thermo
Scientific, clona OTI2D10, diluata ca 1:400).

Sectiunile au fost deparafinate, rehidratate in serii descrescatoare de alcool, prelucrate
pentru recuperarea antigenului prin punerea la microunde in tampon citrat 0,1 M pH6 timp de
20 de minute, incubate 1n peroxid de hidrogen 1% in apa distilata timp de 30 de minute pentru

a bloca activitatea peroxidazei endogene si pastrate incd o data. 30 de minute in lapte degresat
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3% in PBS pentru blocarea situsurilor antigenului nespecific. Pentru imunohistochimia
enzimatica unica, anticorpii primari au fost incubati pe lame la 4°C timp de 18 ore, iar a doua
zi semnalul a fost amplificat timp de 60 de minute utilizind un sistem pe baza de polimer
peroxidaza specific speciei adsorbit pentru imunoglobuline umane (Nikirei Bioscience, Tokyo,
Japonia). Semnalul a fost apoi detectat cu 3,3’-diaminobenzidind (DAB) (Nikirei-Bioscience)
si lamelele au fost acoperite in DPX (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Statele Unite) dupa o
contracolorare cu hematoxilina. Controalele negative au fost obtinute prin omiterea anticorpilor
primari, iar modelele de colorare intrinseci 1n tesutul hepatic normal au fost utilizate ca martori
pozitivi. Pentru imunohistochimie dubla cu fluorescentd, lamele au fost prelucrate ca mai sus,
incubate simultan peste noapte cu ambii anticorpi primari, iar in a doua zi au fost incubate in
continuare cu un amestec de sistem pe baza de polimer anti-peroxidaza de soarece (Nikirei
Bioscience) si Alexa Fluor anti-iepure. 596 de anticorpi secundari (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA USA; 1:300, 2 ore la temperatura camerei). Semnalul AQP1 a fost amplificat in
continuare si detectat cu o etapa de precipitare Alexa-488-tiramida (Thermo Scientific, 1:200,
10 minute). In toate cazurile, lamele au fost contracolorate cu 4’,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) (Thermo Fisher Scientific) timp de 15 minute, incubate timp de 20 de secunde intr-o
solutie alcoolica 0,3% Sudan Black (Sigma-Aldrich) la reduce autofluorescenta, spélate in apa
distilatd si acoperite cu un mediu de montare fluorescent anti-decolorare (Vectashield, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, Statele Unite).

Microscopia cu lumind transmisd si imagistica prin fluorescenta au fost efectuate
utilizdnd un microscop motorizat Nikon 90i (Nikon Europe BV, Amsterdam, Tarile de Jos)
echipat cu o camerda DS-Ri Nikon CMOS de inalta rezolutie si zgomot redus de 16 Mp si o
sursa de fluorescentd LED. Dupa confirmarea colorarii pe imunohistochimie enzimatica, pentru
analiza semicantitativa, imaginile au fost captate pe lame colorate cu fluorescenta, iar imaginile
au fost capturate utilizand obiectivul 40%. Imaginile au fost obtinute prin scanarea secventiala
a fiecarui canal cu perechi specifice de filtre personalizate extrem de selective pentru a elimina
diafonia fluoroforilor si pentru a asigura o cuantificare fiabila pentru spectrele DAPI, Alexa
488 si Alexa 594 (Chroma Technology Corp. ., Bellows Falls, VT, SUA). Toate datele de
imagine cu fluorescentd au fost procesate pentru deconvolutie oarbd utilizand algoritmii de
deconvolutie Nikon, la 5 iteratii. = Deoarece am vizat numai epiteliul tumoral prin aceasta
analiza, nainte de orice cuantificare, in toate seturile de imagini cu fluorescenta stroma, vasele
de sange si canalele biliare au fost Indepartate manual si, prin urmare, nu au fost luate in
considerare in continuare. Toate semnalele fluorescente au fost cuantificate ca zona si apoi

raportate ca procent din epiteliul total din imaginea respectiva utilizand software-ul de analiza
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a imaginii Image-Pro Plus AMS 7 (Media Cybernetics, Bethesda, MD, Statele Unite). Au fost
mediate procentele pentru toate imaginile din fiecare diapozitiv (pacient) si apoi diapozitivele
de la pacienti cu aceeasi gradare patologica. Mai mult, gradele de colocalizare E-cadherina si
Aquaporina 1 au fost calculate in software-ul de analizd a imaginii Image-Pro Plus AMS 7,
utilizdnd colocalizarea dintre canalele lor de fluorescentd respective si au fost raportate ca

coeficienti care se suprapun.

E-cadherin

Rezultatele testelor au fost pozitive, sistemul de inteligenta artificiala creat putdnd
distinge zonele tumorale de cele indemne in cadrul biopsiilor hepatice, cat si diferentia
imaginile normale de cele patologice in cadrul investigatiei pCLE. Investigatia a fost efectuata
in timp real, odatd tesutul recoltat intraoperator sau prin punctie ecoghidata, realizdndu-se
analiza automatd a imaginilor obtinute. Sensibilitatea sistemului a fost de 92.3%, cu o
specificitate de 88,2% pentru identificarea imaginilor patologice. Valoarea predictivd pozitiva
a fost 97,8% si valoarea predictiva negativa a fost 91.2%.

In ansamblu, acuratetea sistemului calculati pe totalul imaginilor analizate a fost de
95,2%, valoare extrem de Incurajatoare pentru analiza noastra comparativa.

Compararea cu standardul imagistic — examinare CT si RMN cu agenti de contrast, a fost
efectuatd pentru validarea rezultatelor. Sistemul a avut o concordantd de 98,21% intre
rezultatele generate si cele obtinute in urma investigatiilor imagistice CT/RMN, validarea
acestuia fiind extrem de satisfacatoare in contextul confirmarii prin standard de aur imagistic.

Am efectuat apoi validarea prin histopatologie, folosind tesut hepatic recoltat post-
operator. Cantitatea mare de tesut a dus la generarea unor imagini de calitate superioara, care
au putut fi utilizate in cadrul testelor diagnostice. Folosind aceste Inregistrari, am obtinut o

acuratete de 96.8%, superioara folosiri probelor de biopsie hepatica unde cantitatea de tesut a
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fost mai redusa. De asemenea, sensibilitatea sistemului a fost superioara — 94,7% cu specificate

de 93,4% si valori predictive pozitive si negative de 99,2 si 92,1%.
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A.Imunoexpresia Aquaporinei 1 la nivelul canaliculilor biliari, cu exceptia sinusoidelor (parenchim)
B. Masca folosita in cadrul sistemului, pentru separarea canalului de culoare al anticorpului
C. Histograma corespunzitoare, efectuatd in mod automat pentru masca rosie.

el 3 u P Y i U e 2 L) " - " an
A. Imunoexpresia Aquaporinei 1 lintens la nivelul sinusoidelor, neuniform in hepatocite (CHC)
B. Masca folosita in cadrul sistemului, pentru separarea canalului de culoare al anticorpului

C. Histograma corespunzitoare, efectuati in mod automat pentru masca rosie.
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Cea mai recentd dezvoltare in evaluarea histologica a structurilor gastrointestinale este
endomicroscopia laser confocald. Permite evaluarea in vivo a displaziei si tumorilor maligne
ale tractului gastrointestinal sau pentru a obtine biopsii directionate care sd permita diagnostice
rapide si mai precise. Primele exemple de realizare ale acestei tehnici au necesitat ca
endoscoape dedicate sd fie utilizate pentru evaluarea structurilor cavitare accesibile de la
ambele capete ale tractului digestiv. Progresele recente au reusit sd miniaturizeze tehnologia,
astfel incat miniproba de imagistica sa poatd fi conectata la 30.000 de fire de fibra optica care
permit detectarea punct-la-punct in timp real la 12 cadre/sec. Dispozitivul de imagistica 1n sine
masoard mai putin de 1,5 milimetri in diametru, permitand astfel utilizarea sa prin ace de biopsie
19G sau tru-cut, sau inserarea prin laparoscopie. Aceastd tehnologie permite imagistica in vivo,
in timp real, a histologiei hepatice, imbunatatind din punct de vedere tehnic capabilitatile
biopsiei hepatice. Cateva studii pe modele animale exista 1n literatura, care detaliaza utilizarea

pCLE pentru imagistica histologica hepatica.

In figurile urmatoare am descris procedura de marcare a zonelor de imagine in

endomicroscopia confocald laser. Acest pas este esential pentru antrenarea cu succes a
sistemului, etapa in care practic calculatorul “Invatd” sd recunoasca elemente de imagine care
pot sé fie apoi folosite n cadrul diagnosticului computerizat. Codurile de culoare alese au fost
folosite de sistem in diferentierea unei zone care trebuie ignorata (culoarea siclam) — aceste

elemente ar putea introduce 1n cadrul sistemului un bias semnificativ, putand fi interpretate ca
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fals pozitive (zone tumorale 1n absenta acestora). Marcarea zonelor 1n rosu (tumoral) si albastru
(parenchim normal) a fost aleasd pentru a putea face o expunere clard a acestor caracteristici,
astfel incat ansamblul de retele neuronale convolutionale sa clasifice corect pattern-urile de

tesut din imagine si a putea emite o clasificare exacta.

Cellvizio' 50 pm  Cellvizio®

Aspect normal — parenchim hepatic vizualizat prin pCLE (dreapta). Analiza computerizata
(stinga) — marcare a zonelor de interes pentru antrenarea retelei neuronale (rosu — zona

tumorala, albastru — zona parenchim normal).

Cellvizio® SO_Hm Cellvizio®
Analizd computerizati a unei imagini pCLE care contine artefact de tip 1 (zond fara semnal)
in cadranul inferior sting. Pentru marcarea in acest caz am folosit o schema de trei culori,

cu siclam marcdnd zona artefact pe care sistemul trebuie sd o ignore.

Cellvizio' s i 50 pm  Cellvizio'

Imagine pCLE cu artefact de tip 2 — banda centrali de intensitate diferita si rezolutie diferitd.

Sistemul este antrenat sda ignore zona (marcatd cu siclam).
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http://umfcv.ro/34-te

Site-ul oficial al proiectului, in cadrul infrastructurii UMF Craiova, unde sunt
disponibile toate rapoartele tehnice, informatii despre membrii echipei, valoarea finantarii,
durata proiectului si calendarul activitétilor, rezumatul activitatii, rezultatele disemindrii.

Cele trei rapoarte tehnice privind baza de date structurata, software interfata de analiza
pCLE si sistem de diagnostic computerizat bazat pe retele neuronale convolutionale se regasesc
pe acest site.

www.innoliver.ro

Site intern pentru echipa proiectului, unde se poate accesa de catre membrii acestuia
baza de date securizatd care contine informatiile relevante ale pacientilor si restul uneltelor
dedicate bunei functionari a proiectului. Acest site nu contine o sectiune publica, fiind practic

0 unealtd interna de comunicare.
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