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Etapa 1 - Conceperea bazei de date, sistemului de analiza a imaginilor si sistemului de
diagnostic computerizat, testarea acestora si compararea cu standardul de aur - faza 2

Perioada de raportare: 01/01/2021 - 31/12/2021

A doua etapa a proiectului s-a Intins pe 12 luni (Ianuarie-Decembrie 2021) si a inclus
patru activitati: Conceperea bazei de date, sistemului de analiza a imaginilor si sistemului de
diagnostic computerizat - faza 2 (activitatea 2.1), Testarea ansamblului baza de date - sistem
de analiza a imaginilor - sistem de diagnostic computerizat, prin proceduri medicale - faza 2
(activitatea 2.2), Compararea capabilititilor ansamblului baza de date - sistem de analiza a
imaginilor - sistem de diagnostic computerizat, cu standardul de aur - faza 2 (activitatea 2.3) si
Diseminare si analiza statistica - faza 2 (activitatea 2.4).

Toate obiectivele au fost indeplinite, realizandu-se chiar un indicator suplimentar de
rezultat — un al doilea articol trimis spre publicare intr-o revistd indexata ISI.

e Ix raport tehnic intermediar privind baza de date structurata, software interfata analiza
pCLE si sistem de diagnostic computerizat bazat pe retele neuronale convolutionale;
e 2x Articol trimis spre publicare 1n reviste indexate ISI Web of Science (proof);

e 1x Propunere de brevet (depusa la OSIM).



Al.1 Conceperea bazei de date, sistemului de analiza a imaginilor si sistemului de
diagnostic computerizat - faza 2

Grad de indeplinire: 100%

Baza de date conceputd in cadrul etapei anterioare a fost imbunatatita semnificativ prin
implementarea unor tehnologii de ultima ora.
e Metoda de accesare a datelor cu cheie de criptare pe 256 biti:
o De la distanta prin protocoale SSL securizate (tip https)
o Local prin intermediul Intranetului existent la nivel de Universitate.
e Posibilitatile de asigurare a securitatii inregistrarii si utilizarii:
o Folosirea de combinatii de nume si parola care sa constranga utilizatorul sa
utilizeze
= O adresa de e-mail institutionala ca nume de utilizator
= O combinatie completd de minim 8 caractere (litere, inclusiv
capitale, cifre, semne de punctuatie si simboluri) in cazul parolei
e Stocare si back-up-ul in timp real pe servere proprii, securizate:
o 1In acest scop am achizitionat in cadrul proiectului un sistem de stocare tip
NAS (Network Attached Storage) accesibil securizat atdt din interiorul
Universitatii, cat si de la distanta.
o NAS-ul a fost configurat In RAID 1 (datele sunt scrise 1:1 in doua partitii
fizic separate, pentru redundanta si securitate sporitd).
e Un firewall fizic la nivel de Universitate, care protejeaza reteaua internd si port-
urile deschise — asigura astfel o comunicare eficienta si sigura cu cloud-ul securizat.
e Pentru a asigura o viteza optima de procesare a datelor, statia de lucru achizitionata
in cadrul proiectului, care ruleaza retelele neuronale dezvoltate 1n cadrul activitatii
2.2, este situata in vecinatatea sistemului NAS, cu legatura fizicd prin cablu UTP
cu acesta pentru un transfer optim de date (viteze gigabit)
e Sistemul de retele neuronale functioneaza cu ajutorul unor script-uri dedicate pentru
filtrarea si partajarea informatiei intre retelele neuronale tip deep learning.
e Anonimizarea datelor se face inca de la colectarea acestora, fiind atribuite coduri
unice pacientilor. Toate datele medicale au fost colectate local, cu respectarea
GDPR si dupa obtinerea acordului informat al subiectilor.

In figura 1 se poate observa o diagrama de functionare a sistemului in ansamblu.
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Utilizatorii se conecteaza in mod securizat la Cloud, prin intermediul protocoalelor SSL.

Utilizatorul are la dispozitie o interfata personalizata, pentru accesarea in siguranta a serviciilor.
Firewall-ul fizic ofera protectie suplimentara pentru statia de lucru care ruleaza sistemul de diagnostic computerizat.
Sistemul ruleaza un ansamblu de retele neuronale si script-ur dezvoltate in cadrul proiectului.

Stocarea datelor se face pe NAS-ul local, dotat cu server SQL securizat.

Server-ul are back-up 1:1in sistem RAID 1.

D

Figura 1. Schema de functionare a sistemului pus la punct in cadrul proiectului.

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

exista nicio resursa publica in cadrul aplicatiei cu exceptia paginii de autentificare.

Email

Parola Ai uitat parola ?

Password is required

Autentificare

Figura 2. Interfata de acces in baza de date.

Pentru executarea aplicatiei este nevoie de conexiune la internet (fie prin fir, fie
wireless) si un browser web modern. Aplicatia functioneaza cu urmatoarele browsere web:

o Google Chrome

o Safari
o Opera
o Firefox

o Internet Explorer / Edge



Fiind o aplicatie web, nu exista limitari in ceea ce priveste sistemul de operare. Astfel,
functioneaza n sistemele dotate cu Windows, mac OS, Linux sau in sistemele mobile dotate
fie cu Android fie cu iOS.

Conturile in aplicatie sunt generate, In acest moment, doar in cadrul proiectului,
interfata fiind in stadiul de testare.

Odata rezultatul finalizat, se vor putea genera date de intrare noi, pentru utilizatori
implicati care doresc sd isi creeze propriile baze de date cu ajutorul sistemului (din motive de
siguranta, accesul la baza de date formata in cadrul proiectului nu va fi pusa la dispozitie intr-
o prima faza).

Secventa de logare va cuprinde urmatoarele etape-cheie:

1. Utilizatorul trebuie sd instaleze una din cele doud aplicatii pentru autentificare:
Google Authenticator sau Microsoft Authenticator. Ambele aplicatii sunt compatibile atit cu
10S cat si cu Android

2. In pagina de activare din aplicatie existi un cod QR si un cod normal. Utilizatorul
are posibilitatea de a opta fie sd scaneze codul QR 1n aplicatia aleasa fie sa il introduca manual.

3. Dupa scanare, aplicatia de generare a codurilor de autentificare recunoaste aplicatia
si aceasta va genera un cod pe care utilizatorul trebuie sa 1l introduca la ultimul pas din ecranul
de activare.

Codurile pentru autentificarea in aplicatie expird in 30 de secunde. Dupa activarea
autentificarii in doi pasi, utilizatorul se va autentifica in aplicatie folosind parola si codul

general de aplicatia Google Authenticator sau Microsoft Authenticator.

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 i0OS sau Google Authenticator pentru

Android and i0S

2. Scanati codul QR din aceasta pagina sau introduceti codul urmator |  Confidential — secventd unicé alfanumerica |in aplicatia de autentificare aleasa.

Spatiile se pot ignora.

i

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

obtinut in campul de mai jos.

Codul de Verificare

Figura 3. Cod QR generat in cadrul procedurii de log-in a aplicatiei bazi de date




In cazul in care parola este uitatd de catre utilizator, existd posibilitatea recuperarii
acesteia de la distanta, fara a accesa sistemul fizic. Aceasta operatiune se face prin intermediul
e-mail-ului institutional, securizat, si nu implica trecerea peste procedeul de autentificare in doi

pasi, care ramane valabil pentru utilizator.

Ai uitat parola ?

Figura 4. Interfata pentru generarea unei noi parole securizate.

Stocarea parolelor utilizatorilor nu se face ca text simplu. Parolele sunt stocate folosind
metoda salting passwords astfel: In momentul in care un utilizator isi modifica sau creeaza
parola, la aceasta se adauga un text generat aleatoriu. Acest text se numeste salt si se adauga
la parola adaugata de utilizator. Textul format din cele doud se stocheaza criptat in coloana
PasswordHash. Textul generat aleatoriu (salt) se adauga in coloana SecurityStamp.

Procedura se repetd si la fiecare autentificare. Dacd un utilizator introduce o parola
gresitd de mai mult de 3 ori, contul acestuia se blocheaza pentru 2 ore. De asemenea, utilizatorii
au posibilitatea sa activeze autentificarea in doi pasi.

In figura 5 se poate observa ci un controller nu are acces in mod direct la baza de date
si nici la clasa care implementeaza contextul bazei de date. Un controller trimite solicitarea
catre un serviciu iar serviciul respectiv decide de unde este livrata informatia catre controller.
Din testele efectuate, am ajuns la concluzia ca durata cat este tinutd informatia in memoria
tampon pana la resetare este de 100 de secunde. Dar, 1n situatia in care aplicatia primeste foarte
multe solicitdri din partea utilizatorilor, timpul acesta poate creste. Asa ca, am decis ca aceasta

valoare sa fie memorata intr-un fisier de configurare astfel incat sd se poata actualiza facil.
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Figura 5. Fluxul informatiei in baza de date.

Pentru fiecare serviciu exista o interfata care defineste in mod clar operatiile care se pot
realiza in serviciul respectiv. Fiecare clasd care este definitd ca un serviciu trebuie sa
implementeze interfata serviciului respectiv. In caz contrar, clasa respectivi nu se poate adauga
in controller (constrangere de implementare). O instantd a unei clase de tip serviciu este
adaugata in controller la pornirea aplicatiei si este folositd sub forma unui singleton. Un
singleton este un sablon de proiectare prin care se asigurd ca o anumita clasa se poate instantia
o singurd datd. Am ales acest sablon de proiectare deoarece un astfel de serviciu trebuie sa fie
unic pe toatd durata executiei aplicatiei. Diagrama de proiectare a acestui sablon este

reprezentatd in figura 6.
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Figura 6. Diagrama de proiectare a unui sigleton



Al.2 Testarea ansamblului baza de date - sistem de analiza a imaginilor - sistem de
diagnostic computerizat, prin proceduri medicale - faza 1

Grad de indeplinire: 100%

Pentru studiul din aceastd activitate am folosit probe de tesut obtinute intra-operator,
cat si fragmente tisulare obtinute prin biopsie hepatica.

In vederea asigurarii respectirii legislatiei in vigoare, am solicitat si obtinut in timp util
acordul Comisiei de Etica a Universitatii de Medicind 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 cd am recoltat o cantitate suficientd de tesut
in vederea diagnosticului normal, iar in eventualitatea existentei unui fragment utilizabil, fara
a leza in vreun fel parcursul diagnostic normal, acesta a fost folosit in cadrul studiului,

respectand astfel 1n totalitate recomandarile de bune-practici existente la nivel international.

Model pentru formularul de acceptare
MINISTERUL EDUCATIEL $1 CERCETARII

Titlul studiului:
Platforma inovativa pentru di icul, ializarea si pr icul ilor hepatice. UNIVERSITATEA DE MEDICINA SI FARMACIE DIN CRAIOVA
Comisia de Eticé si D jie Uni' itard si Stiinlifica
Numele cercetatorului principal: STREBA COSTIN-TEODOR
Nr. 40/29.03.2021

Datele participantului: Raport de avizare a proiectului de cercetare
Numele: e . . . 3 G R e
P a de e Univers .

ole: Comisia de Etica i Deontologiec Universitari si $tiinfifica
Adresa:
Sexul: Peniru studivl (proiectul de cercetare)
Data nagterii:

PLATFORMA INOVATIVA PENTRU DIAGNOSTICUL, STADIALIZAREA
S$1PROGNOSTICUL TUMORILOR HEPATICE
53U repr meu legal, am citit g1

inteles de‘“ie‘e“_ “&‘_m‘- studiu, sc"'-’]"_m"'e pe care §i le propune. durata preconizati, P’?_Ced“‘ile care Conducitorul proicctului de cercetare: Streba Costin - Teodor
vor avea loc, riscurile cunoscute i neplficerile pe care le poate cavza, beneficiile agteptate, Echipa de cereetare: Pirici Danicl, Gheonea loana, Serbancscu Mireea Sebastian. Obleaga
tratamentele alternative, dezviluirea datelor mele dicale, (plata) si tr: 1 cc It or Cosmin, Ungureanu Bogdan Silviu, Streba Liliana, Rosu (Nicola) Gabricla - Camelia.

produse in timpul studiului, 1 posibilitatea de a incheia acest studiu fird consim{imantul meu.

Iau parte la acest studiu conform propriei mele vointe. Voi putea 53 m3 retrag oricind sau/gi
sd retrag autorizatia de utilizare si eliberare a datelor mele de sénitate dupd semnarea acestui Medicini si Farmacie din Craiova au fost consultate si ¢ toate problemele de eticd
formular de acceptare, fird ca aceastd retragere s influenteze Ingrijirea de care voi beneficia acum $i
in viitor sau s3 determine pierderea unor beneficii la care am dreptul. Consimiiméantul meu mu
influenteazi drepturile mele legale privind lipsa de ingrijire sau neglijenta persoanelor implicate in procedurile studiului au fost urmate in conformitate cu aceste linii directoare.
acest studiu. Semnitura mes semmnificd faptul cd am citit (san mi-au fost citite) informatiile Au fost respectate principiile etice care stau la baza Declaratiei de la Helsinki
anterioare, cd intrebirile mele au primit un rdspuns satisficitor §i cd de fiecare datd cind voi avea
intrebari voi putea discuta cu cercetitorul al cdrui nume este trecut mai sus.

Confirmdm c¢d orientirile Codului de Lticd Universitard a Universitaii de

si implicaiile in legatura cu proiectul de mai sus au fost luate in considerare, iar

si a Codului de Fticd Universitard cu privire la buna desfisurarc a cercetdirii

Informatii sensibile privind starea de sanatate impreund cu codurile de practica stabilite de cétre Codul de deontologie medicala.
Sunt de acord si permit eliberarea informatiilor medicale privind infectia cu vimsul
HIV/SIDA, abuzul de droguri sau'si aleool, tulburérile de comportament, afectiunile psihiatrice. Avizare: DA [V/] NU |

in yedinia Comisici din data 29.03.2021

Numele participantului Semnitura participantului Data/Ora
Pregedinte Comisia de Eticd i Deontologie
: . - Universitaré si Stiinfifica
Numele martorului Semnitura martorului Data/'Ora S i s aigh e
Prof. univ. dr. Vileea lonici-Daniel
5 . - - " - N - GDPR
Am explicat acest studiu participantului. Consider ca par 1 g1 exprimi ul in & EDPR =
mod liber §i fiind bine informat are capacitea legald de a-§i da consim{igméntul informat pentru a
participa in cadrul acestui studiu.
Numele cercetitorului Semnitura cercetitorului Data‘ora Craiova, St. Petru Rares Nr. 2, Cod 200349, Jud. Dolj, ROMANIA

Tel: + 40357 443 500, inl. 4022: E-mail: cosmin.cristea@umicv.ro

Figura 7. Modelul formularului de Figura 8. Acordul Comisiei de Etica a
acceptare in studiu, agreat de Comisia de Universitatii de Medicind si Farmacie din

Etica a UMF din Craiova. Craiova



In figura 7 am redat un exemplu de formular de acceptare a includerii in studiu, in
formatul agreat de Comisia de Etica a Universitatii. In figura 8 se poate observa acordul
Comisiei de etica, nr. 40 din 29.03.2021.

Proba de tesut hepatic folositd in cadrul activitatii 1.2 a fost obtinutd in baza acordului
exprimat de catre pacient in cadrul procedurilor standard intra-spitalicesti, includerea in studiu
nefiind facuta prospectiv si avand doar rolul de testare a fezabilitatii metodei.

In ceea ce priveste formularul de informare, pacientului i-au fost explicate clar si
cuprinzdtor toate elementele studiului, intr-un limbaj accesibil si fara a denatura in vreun fel
natura si scopul procedurilor. Formularul de acceptare are 5 pagini si se bazeaza pe legislatia
nationald si internationald existentd in acest moment. Am stipulat in mod explicit procedurile
si programul vizitelor, explicand pacientului necesitatea recoltarii tesutului. Numele tuturor
celor implicati in proiect (echipa de cercetare) a fost explicit pusa la dispozitia pacientilor,
acestia avand la dispozitie un numar de contact al Directorului de Proiect.

De asemenea, am mentionat Responsabilitatile pacientului odatd intrat in studiu,
posibilitatile de retragere (stipuland explicit lipsa oricarei consecinte pentru acesta in cazul
retragerii). Toate riscurile, disconfortul eventual si orice neplacere posibila cauzatd de studiu
au fost explicate in acest document, alaturi de beneficiile potentiale (“Nu veti avea parte de
beneficii materiale in urma acestui studiu. Cu toate acestea, participarea dumneavoastrd ar
putea contribui la acumularea de cunostinte medicale privind obiectul studiului.”).

Drepturile participantului au fost explicit mentionate, cat si date despre
confidentialitatea studiului si a inregistrarilor medicale.

Am mentionat I1n mod clar utilizarea si dezvaluirea informatiilor privind starea de
sandtate, Tn acord cu legislatia in vigoare. Am stipulat lipsa costurilor si am reiterat faptul ca
toate investigatiile fac parte din parcursul normal al pacientului, fara a aduce vreun prejudiciu

sau a influenta diagnosticul si procedurile medicale.

Scurta descriere a sistemului testat in cadrul proiectului

La inceput retelele neuronale artificiale erau compuse dintr-o functie de activare (care
continea o pondere) si o valoare fixa (bias). Datoritd structurii relativ precare, s-a demonstrat
matematic cd sunt de ajuns doud straturi ascunse de neuroni cu aceastd arhitectura pentru a
aproxima orice functie. Odata cu aparitia retelelor neuronale convolutionale, care in loc de
pondere au o matrice de valori numita kernel sau filtru teorema cu cele maxim doud straturi
ascunse nu se mai poate aplica, lasand astfel loc conceptului de deep learning — retele neuronale

cu adancime mai mare ca doi (deep = adanc).



Retele de tip deep learning revolutioneaza toate domeniile din “computer vision” dar
in mod special revolutioneazd imagistica medicd, cu toate aspectele ei de la imagini din
domeniul radiologiei in tonuri de gri, pana la imagini colorate histologic — color si chiar

imagini multispectrale/compozite cu mai mult de 3 dimensiuni.

Proiectarea unei retle de deep learning

Cand proiectam o noud arhitecturd pentru deep learning, primul pas este Intotdeauna
pregatirea datelor. Dorim sa aflam ceva despre datele noastre si sda le procesam dacad este
necesar. Este important sd avem o idee despre numarul de esantioane, numarul de caracteristici,
intervalele de date, daca exista intrari evident ciudate sau erori tipografice si asa mai departe.
In mod obisnuit, vom folosi apoi instrumente de vizualizare pentru a reprezenta o parte sau
toate datele, astfel incat s intelegem datele. Existd modele evidente pe care le putem exploata?
Existd duplicate pe care le putem elimina? De asemenea, putem rula teste statistice pentru a
ajuta la identificarea modelelor si tendintelor pe care nu le putem vedea cu ochii, In special
daca datele au mai mult de trei dimensiuni. In functie de ceea ce intentiondm si facem cu datele
noastre, le putem transforma sau mapa. De exemplu, am putea folosi o metoda pentru a analiza
si simplifica datele noastre prin eliminarea sau combinarea caracteristicilor. O etapd finald
tipicd de pre-procesare pentru retelele neuronale este standardizarea unora sau a tuturor

caracteristicilor, astfel incat acestea sa aiba o medie de 0 si o abatere standard de 1.

Odata ce avem in vedere structura generala, trebuie sd alegem valori pentru parametrii
din fiecare strat. Cele mai multe straturi au valori implicite utile pentru majoritatea
parametrilor, dar de obicei vom dori s inlocuim cel putin unele dintre aceste valori pentru a se
potrivi mai bine cu datele noastre si cu procesarea pe care dorim sa o aplicam acestora. Apoi
trebuie si selectim hiperparametrii sau valorile care se aplica retelei in ansamblu. In general,
cel mai important hiperparametru care trebuie corectat este rata de invatare. Urmatorul pas este
sa folosim efectiv sistemul, rularea acestuia cu datele de antrenament si apoi evaluarea

performantei sale pe datele de testare.

Daca ar exista un drum de aur pentru a construi ,,cea mai bund” arhitectura de invatare
profunda pentru o anumita problema, toatd lumea ar urma-o. Dar ceea ce avem in schimb este
o colectie bogata de publicatii de arhitecturi care, in cele din urma, au functionat bine pentru
diferite aplicatii. Aceasta este una dintre marile valori ale competitiilor online de invatare
automata, cum ar fi Kaggle, in care un numar mare de oameni concureaza pentru a proiecta un

sistem de invatare care oferd cele mai bune rezultate pe un anumit set de date. Avantajul



competitiilor este cd putem apoi sa le implementam din nou abordarile si chiar sa le importam

daca dezvoltatorii si-au impartasit ponderile finale. Putem apoi experimenta cu acel model.

Tipuri de straturi in retelele de tip deep learning
Pentru a crea arhitecturi vom face combinatii de straturi de diverse tipuri pe care le vom

descrie pentru a intelege ce fac si cum le putem folosi.

Straturi de intrare (input layers)
1. Strat de intrare a imaginii 2D Intr-o retea; aplica normalizarea datelor.
2. Strat de intrare a imaginii 3D intr-o retea - introduce imagini sau volume 3D 1intr-o

retea si aplicd normalizarea datelor.

Convolution and Fully Connected Layers
1. Strat convolutional 1-D
Un strat convolutional 1-D aplicd filtre convolutionale glisante la intrarea 1-D. Stratul
implica intrarea prin deplasarea filtrelor de-a lungul intrarii si calculand produsul punctual al
greutatilor si al intrarii, apoi adaugand bias.
Dimensiunea pe care se intinde stratul depinde de intrarea stratului:
* Pentru introducerea seriilor de timp si a secventelor vectoriale (date cu trei dimensiuni
corespunzatoare canalelor, observatiilor si pasilor de timp), stratul convolueaza peste
dimensiunea de timp.
* Pentru introducerea imaginii 1-D (date cu trei dimensiuni corespunzatoare pixelilor
spatiali, canalelor si observatiilor), stratul convolueaza peste dimensiunea spatiala.
* Pentru intrarea desecvente de imagini 1-D (date cu patru dimensiuni corespunzand
pixelilor spatiali, canalelor, observatiilor si pasilor de timp), stratul convolueaza peste
dimensiunea spatiala.
2. Strat convolutional 2-D
Un strat convolutional 2-D aplicé filtre convolutionale glisante la intrarea 2-D. Stratul
implica intrarea prin deplasarea filtrelor de-a lungul intrarii pe verticala si orizontald si
calculand produsul punctual al greutatilor si al intrarii, apoi adaugand un bias.
Existd o mare variatie de interpretari
3. Strat convolutional 3-D
Un strat convolutional 3-D aplica filtre de convolutie cuboidale glisante la intrarea 3-D.

Stratul implica intrarea prin deplasarea filtrelor de-a lungul intrarii pe verticala, orizontald si
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de-a lungul adancimii, calculand produsul punctual al greutatilor si al intrarii si apoi adaugand
un bias.

4. Strat convolutional grupat 2-D

Un strat convolutional grupat 2D separa canalele de intrare In grupuri si aplica filtre
convolutionale glisante. Utilizam straturi convolutionale grupate pentru convolutia separabild
in functie de canal (cunoscutd si ca separabild in functie de adancime).Pentru fiecare grup,
stratul implica intrarea prin deplasarea filtrelor de-a lungul intrarii pe verticala si orizontala si
calculand produsul punctual al greutatilor si al intrarii, apoi addugand un bias. Stratul combina
in mod independent circumvolutiile pentru fiecare grup. Daca numarul de grupuri este egal cu
numadrul de canale, atunci acest strat efectueaza o convolutie in functie de canal.

5. Strat de convolutie 2-D transpus

Un strat de convolutie 2-D transpus esantioneaza harti caracteristice. Acest strat este uneori
cunoscut incorect ca strat ,,deconvolutie” (deconv). Acest strat este transpunerea convolutiei si
nu efectueaza deconvolutia.

6. Strat de convolutie 3-D transpus
Un strat de convolutie 3-D transpus prelungeste hartile de caracteristici tridimensionale, similar
celui 2-D.

7. Fully connected layere
Un strat complet conectat inmulteste intrarea cu o matrice de ponderi si apoi adauga un vector
bias.
Straturi de normalizare, dropout si ajustare a dimensiunilor imaginilor

1. Strat Batch normalization

Un strat de normalizare a lotului normalizeaza un mini-lot de date pentru toate observatiile
pentru fiecare canal in mod independent. Pentru a accelera antrenamentul retelei neuronale
convolutionale si a reduce sensibilitatea la initializarea retelei, utilizati straturi de normalizare
a loturilor intre straturi convolutionale si neliniaritati, cum ar fi straturile ReLU.

Dupa normalizare, stratul scaleaza intrarea cu un factor de scara y care poate fi ponderat si
il deplaseaza cu un offset 3 care, de asemenea, poate fi ponderat.

2. Strat Dropout

Un strat dropout seteaza aleatoriu elementele de intrare la zero cu o probabilitate data.
Straturi de Pooling si Unpooling

1. Average pooling

Un strat de average pooling 1-D efectueaza downsampling prin impartirea intrarii in regiuni
de pooling 1-D, apoi calculand media fiecarei regiuni.
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Dimensiunea peste care se aduna stratul depinde de intrarea stratului:
* Pentru introducerea seriilor temporale si a secventei vectoriale (date cu trei dimensiuni
corespunzatoare canalelor, observatiilor si pasilor de timp), stratul se adund peste
dimensiunea de timp.
* Pentru intrarea imaginii 1-D (date cu trei dimensiuni corespunzatoare pixelilor
spatiali, canalelor si observatiilor), stratul se aduna peste dimensiunea spatiala.
* Pentru intrarea de secvente de imagini 1-D (date cu patru dimensiuni corespunzatoare
pixelilor spatiali, canalelor, observatiilor si pasilor de timp), stratul se aduna peste
dimensiunea spatiala.
2. Max pooling
Un strat de pooling 1-D max efectueaza downsampling prin impartirea intrarii in regiuni
de pooling 1-D, apoi calculand maximul fiecarei regiuni. Aplicarea si interpretarea sunt

similare average pooling.

Straturi de iesire

In functie de aplicatie existd multiple straturi de iesire, dar pentru aplicatia noastra vom
descire doar stratul de clasificare.

3. Strat de Clasificare

Un strat de clasificare calculeaza pierderea de entropie Incrucisatd pentru sarcinile de
clasificare si clasificare ponderata cu clase care se exclud reciproc.
Stratul deduce numarul de clase din dimensiunea de iesire a stratului anterior. De exemplu,
pentru a specifica numarul de clase K ale retelei, puteti include un strat complet conectat cu
dimensiunea de iesire K si un strat softmax inaintea stratului de clasificare.
In figurile 9-11 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 “Invata” sa recunoasca elemente de imagine care pot sa fie apoi folosite in

cadrul diagnosticului computerizat.

Codurile de culoare alese au fost folosite de sistem in diferentierea unei zone care
trebuie ignoratd (culoarea siclam) — aceste elemente ar putea introduce in cadrul sistemului un

bias semnificativ, putand fi interpretate ca fals pozitive (zone tumorale in absenta acestora).

Marcarea zonelor in rosu (tumoral) si albastru (parenchim normal) a fost aleasd pentru a putea

face o expunere clara a acestor caracteristici, astfel incit ansamblul de retele neuronale
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convolutionale sa clasifice corect pattern-urile de tesut din imagine si a putea emite o clasificare

exacta.

Cellvizio® 50 pm  Cellvizio®

Figura 9. Aspect normal — parenchim hepatic vizualizat prin pCLE (dreapta). Analizd
computerizatd (stdnga) — marcare a zonelor de interes pentru antrenarea retelei neuronale

(rosu — zona tumorald, albastru — zona parenchim normal).

Cellvizio® 50 um  Cellvizio’

Figura 10. Analiza computerizata 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 sa o ignore.

Cellvizio ey e = 50 pm  Cellvizio'
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Figura 11. Imagine pCLE cu artefact de tip 2 — banda centrala de intensitate diferita si

rezolutie diferita. Sistemul este antrenat sd ignore zona (marcatd cu siclam).

A2.3 Compararea capabilitatilor ansamblului baza de date - sistem de analiza a
imaginilor - sistem de diagnostic computerizat, cu standardul de aur - faza 2

Grad de indeplinire: 100%

Rolul biopsiei hepatice in contextul proiectului

Biopsia hepaticd si evaluarea histologica a parenchimului hepatic pot fi inca numite
»standarde de aur” 1n diagnosticul si stadializarea bolii asociate. Cu toate acestea, biopsia
hepaticd in sine implicd o serie de riscuri si disconfort inerent pentru pacient. Odatd cu
disponibilitatea tot mai mare a altor metode non-invazive utilizate in mod obisnuit in
diagnosticarea si stadializarea bolilor hepatice, multi dezbat necesitatea si implicatiile etice ale
prelevdrii de tesuturi.

Biopsie chirurgicala sau laparoscopica a cunoscut de asemenea abordari noi pentru
biopsia hepatica, fiind preferata la pacientii cu afectare peritoneald cand este prezent un cancer
abdominal, cu ascitd asociata sau boald peritoneala cu ascita de origine hepatica suspectatd. De
asemenea, leziunile hepatice focale pot fi vizate pentru biopsie prin canalul laparoscopic.
Biopsia poate fi astfel efectuata fie cu sisteme de ace normale, fie prin rezectie complexa, care
poate furniza o cantitate mare de tesut. Cu toate acestea, abordarea ulterioard poate
suprastadializa tumora, deoarece rezectia se efectueaza prea aproape de capsula fibrotica care
inviluie ficatul. In comparatie directi cu biopsia percutanati, abordarea laparoscopici ofera un
nivel mai ridicat de acuratete deoarece permite evaluarea peritoneului Inconjurator.

Tesutul hepatic obtinut prin biopsie este transferat rapid intr-o solutie tampon, de obicei
4% sau 10% formol neutru, pentru a evita modificdrile pe care le poate suferi din cauza
autolizei enzimelor hepatice. Acesta poate fi apoi supus la diferite tehnici de preparare, in
conformitate cu ce teste de diagnostic vor urma cu acea proba specifica (sectiune congelata,
detectie ARN etc.).

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%.
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Intrucat se apreciazi ci o proba de biopsie hepatica reprezinta 1/50 000 din masa totald
de organ, discutii cu privire la cat de reprezentativ poate fi pentru leziunile difuze au existat
intotdeauna in literaturd. S-a demonstrat cd marimea esantionului este direct corelata cu o
subestimare a modificarilor tesutului, cu un efect direct asupra stadializarii ulterioare. De aceea
este nevoie ca tehnica de investigare a tesutului sd prezinte cu rapiditate si sigurantd maxima
un rezultat verificabil pentru medicul operator, incd din momentul interventiei.

O alta problema foarte dezbatuta in literatura este variabilitatea inter-observatori. Toate
interpretarile sunt supuse experientei si pregatirii patologului, care este o variabild
independenta in sine, separata de erorile inerente de esantionare si procedurale. O a doua opinie
este intotdeauna recomandatd, iar in majoritatea centrelor mari de referintd sunt prezenti doi
patologi. De asemenea, este de preferat colaborarea dintre patolog si clinicianul care efectueaza
biopsia hepatica, asa cum au indicat unele studii. Hiperplazia nodulard regenerativa sau ciroza
macronodulard pot fi uneori clasificate ca parenchim normal, iar variatiile inerente ale
infiltratului celular inflamator normal pot fi ingelatoare pentru un patolog fara experienta atunci
cand observa leziuni inflamatorii de grad scdzut. Nodulii mai mari de 2 centimetri descoperiti
prin ecografie de rutind ar trebui s fie diagnosticati Tn mod ideal prin proceduri non-invazive;
totusi, atunci cand constatdrile radiologice sunt atipice, trebuie obtinutd o biopsie hepatica ca
confirmare.

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 sa fie utilizate pentru evaluarea structurilor cavitare accesibile de la
ambele capete ale tractului digestiv.

Progresele recente au reusit s miniaturizeze tehnologia, astfel Tncat miniproba de
imagisticd sa poata fi conectata la 30.000 de fire de fibrd optica care permit detectarea punct-
la-punct 1n timp real la 12 cadre/sec. Dispozitivul de imagistica In 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 in literaturd, care detaliaza utilizarea pCLE pentru

imagistica histologica hepatica.

Compararea cu standardul de aur (imagini de anatomie patologica si imunohistochimie)
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Blocurile de tesut incorporate in parafind au fost sectionate cu o grosime de 5 pum si
lamele au fost procesate pentru detectarea imunohistochimica individualda a E-Cadherin
(iepure, clona 24E10, Semnalizare celulara, diluata la 1:300) si Aquaporina 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 in peroxid de hidrogen 1% in apd distilata timp de 30 de minute pentru
a bloca activitatea peroxidazei endogene si pastrate incad o datd. 30 de minute in lapte degresat
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 utilizdnd un sistem pe bazd 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 hematoxilind. Controalele negative au fost obtinute prin omiterea
anticorpilor primari, iar modelele de colorare intrinseci in tesutul hepatic normal au fost
utilizate ca martori pozitivi.

Pentru imunohistochimie dubla cu fluorescenta, lamele au fost prelucrate ca mai sus,
incubate simultan peste noapte cu ambii anticorpi primari, iar in a doua zi au fost incubate 1n
continuare cu un amestec de sistem pe bazd 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, Térile de Jos)
echipat cu o camerd DS-Ri Nikon CMOS de inalta rezolutie si zgomot redus de 16 Mp si o
sursd de fluorescentd LED. Dupa confirmarea colordrii pe imunohistochimie enzimatica,
pentru analiza semicantitativa, imaginile au fost captate pe lame colorate cu fluorescenta, iar

imaginile au fost capturate utilizand obiectivul 40x. Imaginile au fost obtinute prin scanarea
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secventiald a fiecarui canal cu perechi specifice de filtre personalizate extrem de selective
pentru a elimina diafonia fluoroforilor si pentru a asigura o cuantificare fiabild 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 oarba utilizdnd
algoritmii de deconvolutie Nikon, la 5 iteratii.

Deoarece am vizat numai epiteliul tumoral prin aceastd analiza, inainte de orice
cuantificare, in toate seturile de imagini cu fluorescentd 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 zond si apoi raportate ca procent din
epiteliul total din imaginea respectiva utilizand software-ul de analiza 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 Aquaporind 1 au fost calculate in
software-ul de analiza a imaginii Image-Pro Plus AMS 7, utilizand colocalizarea dintre canalele

lor de fluorescenta respective si au fost raportate ca coeficienti care se suprapun.

Nr. | Init | Ani | Gen | Recoltare | Rezultat anatomopatologic

1 TC |51 |F 03.2021 Metastaza de melanom malign. Se remarca prezenta
catorva fibre musculare striate. Proliferare celulara
constituita din celule cu aspect epiteloid sau fuziform, cu
marcat polimorfism citonuclear, pigment brun intra- si
extracelular.

2 GA |65 |F 05.2021 Metastaza hepatica segment VII. Metastaza de
adenocarcinom slab diferentiat, cu zone de necroza
tumorala si zone hemoragice.

Biopsie peritoneala: Structura microscopica de tesut
fibrocolagen si adipos cu multiple fire de catgut si
inflamatie xantogranulomatoasa gigantocelulara
nespecifica, de corp strain.

3 PP |79 |M 06.2021 Ciroza hepatica. Structura microscopicd de parenchim
hepatic cu prezenta de noduli de regenerare cu
degenerescentd granulard si steatozd hepatocitara,
intensa fibroza colagena, bogat infiltrat inflamator limfo-
plasmocitar, hiperplazia canaliculelor biliare.

4 HS |41 |M 07.2021 Carcinom hepatocelular. Zona de tumora maligna (cel
mai probabil carcinom) slab diferentiat, infiltrativ, solid,
cu prezenta de emboli tumorali in vase de calibru mic.

5 UM |66 |F 07.2021 | Adenom hepatic/nodul displazic (borderline). Parenchim
hepatic cu degenerescentd granulara hepatocitara, zone
de fibroza si adiacent proliferare celulard epiteliald
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hepatocitard cu dispozitie glomeruloida cu hepatocite de
talie variabila binucleate pe alocuri, cu prezenta de
nucleoli, hiperemie vasculara.

71

10.2021

Nodul displazic (Borderline) — parenchim hepatic cu
arhitectura distorsionata, fibroza intense si infiltrate
inflamator limfoplasmocitar in spatiile porte, hepatocyte
marite de volum uni/bi nucleate, anizocarie nucleara cu
degenerescenta granulara, izolate sau in grupuri
inconjurate de fibroza si reactive inflamatorie cronica,
colestaza.

71

10.2021

Carcinom hepatocelular cu pattern steatohepatitic.
Hepatocite cu citoplasma eozinofila si nuclei usor
pleiomorfi, rare multinucleeri, steato macro si
microveziculara (aprox. 5%). Tendinta la
pseudorezetare. Grupuri de hepatocite balonizate si corpi
Mallory, focare de inflamatie limfocitara (2-3 focare /
x200) Frecvente aspecte de apotoza si necroza litica
focala, nuclei glicogenati, fibroza perisinusoidal difuz si
sub forma de tracturi fibroase groase cu dispozitie
lamelard, care nu includ spatii porte si tind sd schiteze
noduli.

64

10.2021

Carcinom hepatocelular conventional bine diferentiat cu
pattern de crestere mixt trabecular si pseudoglandular.
Proliferare tumorald cu celule poligonale cu citoplasma
eozinofila, pleiomorfism nuclear redus si rari nucleoli, cu
pattern de crestere trabecular si glandular, grupuri de
celule neoplazice cu colestaza usoara

6 MG
7 BS
8 DP
9 DN

74

11.2021

Carcinom hepatocelular. Proliferdri celulare epitelale
maligne cu dispozitie pseudoglandulara si trabeculara,
leziuni de degenerescentd granulard hepatocitara, redus
infiltrat inflamator cronic in spatiile porte.

Tabelul 1. Lista pacienti inclusi in studiu in urma unei biopsii hepatice, analizate prin

endomicroscopie confocald laser.
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A2.4 Diseminare si analiza statistica - faza 2

Grad de indeplinire: peste 100%

Datele numerice continue obtinute au fost exportate si reprezentate grafic in Microsoft
Office Excel 2010 si au fost analizate folosind software-ul SPSS (IBM SPSS Statistics,
Versiunea 20.0). Pentru a evalua diferentele statistice, am folosit ANOVA unidirectionala
(ANOVA - analiza variantei) cu analiza post-hoc Least Significant Difference (LSD) pentru a
compara mediile a mai mult de doud grupuri.

Corelatiile au fost evaluate folosind coeficientul de corelatie al lui Pearson. Datele au
fost raportate ca medie + Eroare standard a mediei (SEM) si, 1n toate cazurile, p < 0,05 a fost

utilizat pentru a indica semnificatia statistica.

Pentru diseminarea eficientd a rezultatelor proiectului, am pus la punct doud site-uri
dedicate:

http://umfcv.ro/34-te - la nivel institutional, in cadrul infrastructurii UMF Craiova

www.innoliver.ro

Pe site-ul institutional umfcv.ro/34-te sunt disponibile rapoartele tehnice si restul
informatiilor specifice proiectului.
In cadrul site-ului innoliver.ro sunt puse la dispozitia echipei baza de date a pacientilor

si restul uneltelor dedicate bunei functionari a proiectului.

Am trimis spre publicare doud articole 1n reviste medicale de specialitate indexate IST Web of

Science, cu acknowledgement-ul explicit, si o cerere de brevet de inventie inregistrata la OSIM.

Articole trimise spre publicare in revista de specialitate (indexate ISI Web of Science):

1. Urhut CM, Sandulescu LD, Sandulescu SM, Streba L, Streba CT, lovanescu V, Danoiu S.

Hepatocellular carcinoma with gastrointestinal involvement: a case report and a systematic

review. Diagnostics, 2021 — In press. — Factor de impact 3,706

Systematic review .

Hepatocellular carcinoma with gastrointestinal involvement: a
case report and a systematic review

Cristiana Marinela Urhut, Larisa D Sandulescu and Sarmis M Sandulescu #*, Liliana Streba, Costin Streba, Vlad F 4
lovanescu, Suzana Danoiu 5
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