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Inventia se refera la o metoda de clasificare a probelor de biopsie de tesut cu scop
medical de diagnostic si de cercetare biomedicala. Metoda poate fi utilizata pentru diagnos-
ticul rapid si stadializarea biopsiilor de tesut de diverse origini (de exemplu tesut cerebral,
tesut digestiv, tesut mamar), fiind un instrument conceput sa vina in ajutorul clinicienilor
(chirurgi, anatomopatologi), deoarece stadializarea rapida a tumorilor este de importanta
maxima in alegerea terapiei adecvate si optimizarea ratei de supravietuire a pacientului.

In prezent pentru analiza in scop diagnostic a tesutului bioptic sunt cunoscute mai
multe metode care folosesc lame histologice (1). Metodele constau in vizualizarea la micro-
scopul Tn cdmp luminos a probelor de tesut, sectionate, fixate si colorate cu coloratii
specifice. In cazul metodelor histopatologice clasice, proba de tesut fiind incolora, pentru a
putea fi analizata trece printr-o etapa de colorare. in baza afinitétii selective a colorantilor
folositi (coloranti bazici tip: hematoxilina, albastru de toluidina, albastru de metilen sau
coloranti acizi tip: eozina, oranj G, fucsina acida), anatomopatologul identifica structurile
tisulare, celulele si organitele celulare si poate sa diagnosticheze proba ca fiind normala sau
canceroasa. O metoda histopatologica avansata este imunohistochimia, o metoda de
diagnostic ce combina tehnicile histologice cu cele imunologice si biochimice cu scopul
identificarii componentelor celulare si tisulare cat mai specific posibil printr-o reactie antigen-
anticorp. Tehnicile imunohistochimice au crescut siguranta diagnosticului final anatomopato-
logic, mai ales in cazul tumorilor cu grad scazut de diferentiere, a tumorilor rare, a tumorilor
cu malignitate incertd sau a formatiunilor tumorale pentru care coloratiile uzuale nu aduc
informatii despre originea proliferarii celulare. Larga raspandire a utilizarii imunohistochimiei
a impus nevoia de standardizare a metodei pentru o mai buna reproductibilitate. Metodele
histopatologice reprezinta in prezent standardul de aur pentru diagnosticul in oncologie.
Aceste metode constau intr-o succesiune de etape care necesita multe consumabile cu cost
ridicat (mai ales in cazul imunohistochimiei) si de asemenea un timp lung de procesare. Este
necesar un volum mare de munca din partea personalului medical, care trebuie sa scaneze
vizual intreaga lama, gradul de subiectivitate in evaluarea acesteia variind in functie de
experienta sau specializarea medicului. Acuratetea diagnosticului poate fi influentata de
cativa factori printre care: calitatea probei biologice, artefactele de preparare care apar in
procesul de fixare/colorare/marcare si experienta medicului anatomopatolog. Avand in
vedere dezavantajele prezentate anterior, cercetarea biomedicala este in cautarea unor
metode complementare care sa aduca un plus de acuratete in conditii de timp redus de
prelucrare a probei tisulare.

Clasa generala a metodelor din care face parte inventia este cea bazata pe metode
interferometrice. Acestea folosesc fasciculele difractate de probele studiate: celule sitesuturi
montate pe lame fara a fi supuse coloratiilor uzuale si printr-o metoda sau alta le suprapun
cu fascicule de referinta. Exista mai multe categorii de metode interferometrice: microscopie
holografica digitala (MHD) in configuratie off-line (2) si in-line (3); microscopie cantitativa de
faza (4), microscopie Hilbert de faza (5), microscopie de faza de difractie (6), interferometrie
cu Intarziere de faza (7), microscopie de interferenta prin iluminare cu fascicul structurat
SLIM (8), tomografie de difractie in lumina alba (WLDT) (9), microscopie Fourier de faza
(10), microscopie interferometrica in dispersie de faza (11).

Majoritatea brevetelor internationale bazate pe astfel de metode sunt de dezvoltare
tehnologica inclusiv pentru miniaturizare sau portabilitate (12), sau se adreseaza celulelor
izolate n cultura (13) sau din sange (14).
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Sunt cunoscute cateva procedee bazate pe metode interferometrice care se
adreseaza tesuturilor, dar care, in mod diferit fata de inventia prezentata, se bazeaza pe
difractie Tn lumina alba (WLDT) (15) sau pe configuratia SLIM (16, 17). Fatd de aceste
metode inventia prezentatad aduce in plus avantajul achizitionarii imaginilor de faza pentru
reconstructiile 3D dintr-o singura expunere, fara necesitatea scanarii probei (SLIM) sau
combinarea mai multor imagini cu diferenta de faza (WLDT).

La nivel national nu am gasit patente depuse pentru caracterizarea biopsiilor
necolorate de tesut prin metoda MHD in scop diagnostic si de cercetare.

Din probele recoltate din {esut se prepara lame histologice fixate, dar necolorate.
Lamele necolorate sunt vizualizate in microscopie holografica digitala MHD si sunt inregis-
trate holograme. Din aceste holograme sunt reconstituite printr-un proces digital imagini
cantitative de faza iMHD, din care sunt extrasi parametrii holografici specifici, numiti
biomarkeri de faza BMF. Imaginile reconstituite sunt clasificate ulterior pe baza BMF, in
concordanta cu criteriile anatomopatologice. Metoda MHD este adecvata pentru probe
transparente pentru ca este o metoda care se bazeaza pe inregistrarea diferentelor de indice
de refractie din diferitele zone ale lamei histologice care are o grosime constanta.

Problema tehnica se refera la clasificarea in scop diagnostic a probelor de biopsie
de tesut printr-o metoda cu grad ridicat de obiectivitate folosind o proba biologica preparata
printr-o metoda simplificata intr-un timp redus, cu consum redus de chimicale.

Metoda de diagnosticare a pieselor de biopsie de tesut, conform inventiei, consta n
urmatoarea succesiune: etapa de preparare a lame cu sectiuni de material bioptic, etapa de
analiza de imagini de faza iMHD ale acestora, etapa de calculare pentru fiecare imagine a
unui set de parametri de faza BMF si etapa de decizie.

Conform inventiei, in etapa de preparare lame cu sectiuni de material bioptic,
probele,(de exemplu tesut tumoral cerebral, tesut tumoral de mucoasa colonica sau tesut
tumoral mamar), sunt preparate fara substante de colorare, astfel devenind obiecte de faza,
transparente, din fragmente de {esut deja existente incluse in blocuri de parafina, recoltate
anterior de catre chirurgi din motive medicale si consta in urmatoarele etape:

- probele sunt fragmente de tesut in parafina si sunt taiate in sectiuni cu grosimi
dorite si uniforme, maximum 10 um;

- sectiunile sunt lipite si uscate pe lame de microscop;

- parafina este eliminata prin dizolvare in xilen;

- sectiunea este spalata cu apa si deshidratata prin utilizarea unor concentratii
crescatoare de etanol (70°, 80°, 90° alcool absolut);

- sectiunea este montata in mediu de montare bazat pe xilen si acoperita cu o lamela
de microscop;

- fiecare lama este etichetata independent, pentru identificare ulterioara.

Conform inventiei, in etapa de analiza imagini de faza iMHD, imaginile sunt
inregistrate pe lamele cu sectiuni de material bioptic necolorat, cel putin 50 de imagini pentru
fiecare lama, fara scanare si care in computer devin matrici cu valori de diferenta de faza
A@, care reprezinta informatii despre continutul biologic al sectiunii analizate, imaginile sunt
analizate din punct de vedere al continuitatii lor, in sensul ca se detecteaza zone goale sau
cu artefacte, realizand analiza statistica a valorilor prin parcurgerea urmatoarelor etape:

- matricele cu valori de diferenta de faza A, devin serii de date prin realizarea a
doua coloane, una cu toate valorile ordonate crescator si alta cu frecventele lor de aparitie;

- se grupeaza pe intervale de grupare conform criteriului Sturges;

- se calculeaza media ponderata, mediana, intervalul median;

- se calculeaza modul si intervalul modal;
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- se departajeaza cuartilele;

- se identifica valorile outliers;

- se revine la matricea de valori de faza asociata imaginii si se identifica zone formate
din cel putin 3 x 3 pixeli pe care sunt valori outliers;

- se Indeparteaza din matrice aceste si acestea nu vor fi luate Tn considerare la
calculul pentru valorile parametrilor de faza BMF.

Conforminventiei, etapa de calculare a unui set de parametri de faza BMF, reprezinta
calcularea unui set complet si suficient, asociat fiecarei imagini si care se calculeaza automat
pe toate imaginile prin urmatoarele etape:

- se calculeaza valoarea medie a valorilor de diferenta de faza pe o imagine;

- se calculeaza varianta pe aceeasi imagine, folosind valoarea medie anterioara;

- se calculeaza momentele de ordin trei si patru, skewness si kurtosis pe aceeasi
imagine;

- se calculeaza energia si entropia pe aceeasi imagine;

- se repeta calculul pe imaginea urmatoare si apoi pe toate imaginile;

- fiecarei imagini i se atribuie un set de valori ale parametrilor de faza BMF, formand
o pereche, set parametri - imagine de faza; fiecare imagine fiind etichetata la randul ei dupa
lama pe care a fost inregistrata, plus o extensie.

Conform inventiei, etapa de decizie are rolul functional de a stoca imaginile de faza
si cu setul de parametri de faza BMF asociati, a clasifica imaginile, a afisa rezultatul, clasifi-
carea realizeazandu-se printr-o metoda de invatare automata bazata pe o unitate software
si realizata prin urmatoarele etape:

- se genereaza cate o lista cu valori pentru fiecare parametru de faza calculat;

- se creeaza si se stocheaza intr-o forma digitala un numar de peste N = 2000
perechi (set parametri de faza BMF cu imaginea de faza iMHD asociata);

- se aleg aleatoriu 70% dintre perechi formandu-se prima varianta a lotului de
antrenare, restul perechilor formand lotul de testare;

- fiecare pereche din lotul de antrenare este clasificata ca apartinand uneia dintre
clasele: tesut sanatos, tesut tumoral de grad 1,... tesut tumoral de grad n, denumite in
continuare "clase de interes", prin cunoasterea etichetarii fragmentului de tesut bioptic de pe
lama din care provine imaginea;

- unitatea software retine valorile setului de parametri clasificati conform punctului
pentru toate perechile din lotul de antrenare;

- unitatea software imparte lista cu valori corespunzatoare fiecarui parametru de faza
in doua intervale corespunzatoare claselor de interes; in acest mod, fiecare pereche din lotul
de antrenare va apartine uneia dintre clase;

- unitatea software creeaza si stocheaza intervalele pentru fiecare parametru de faza
asa cum reiese din prima varianta a lotului de antrenare;

- indeplinirea simultana a tuturor conditiilor din intervalele listei pentru o clasa de
interes constituie conditie de clasificare pentru o alta pereche imagine -set parametri din lotul
de testare;

- pentru perechile din lotul de testare, unitatea software verifica daca sunt indeplinite
simultan conditile de apartenenta a fiecarei valori de parametru de faza in intervalele
corespunzatoare claselor de interes;

- daca pentru o pereche (set parametri - imagine de faza) din lotul de testare, sunt
indeplinite simultan conditiile de apartenenta de la punctul anterior, atunci ea este clasificata
intr- una din clasele de interes;
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- daca pentru o pereche: set parametri - imagine de faza, din lotul de testare nu sunt
indeplinite simultan conditiile de apartenenta atunci pentru aceasta se reiau etapele;

- 0 pereche pentru care a fost nevoie de reluarea etapelor intra in lotul de antrenare,
creandu-se varianta a doua a lotului de antrenare;

- intervalele pentru listele de parametri de faza BMF se pot modifica pe masura ce
in lotul de antrenare intra mai multe perechi pentru care a fost nevoie de reluarea etapelor;

- imaginilor noi provenite de la probe noi li se calculeaza BMF creadndu-se perechea
noua BMF-iMHD. dupa care se procedeaza ca lotul de testare si se aplica pasii de mai sus;

- 0 imagine noua provenita de la o proba noua, poate fi clasificata direct in una din
clasele de interes daca indeplineste simultan conditiile de apartenents;

- daca pentru o imagine noua nu sunt indeplinite simultan conditiile de intervale de
la punctul anterior, atunci ea intra in lotul de antrenare pentru care se reiau etapele.

Inventia prezinta urmatoarele avantaje:

- reducerea semnificativa a timpului total de pana la diagnostic, comparativ cu
metodele standard anatomopatologice. Aceasta se realizeaza prin reducerea timpului de
preparare a lamelor (etapa de colorare se elimina total, iar etapa de incorporare in parafina
este optionalad);

- costurile reduse ale metodei (prin eliminarea consumabilelor necesare colorarii
lamelor);

- acuratetea crescuta prin eliminarea artefactelor;

- obiectivizarea deciziei prin oferirea unor parametri cantitativi obiectivi care
caracterizeaza portiunile de tesut;

- metoda poate fi automatizatda in vederea realizarii unui diagnostic asistat de
computer.

Se da in continuare un exemplu de realizare a metodei pentru tesut cerebral si
colonic obtinut prin rezectie chirurgicala sau biopsie, in legatura cu fig. 1...5 care reprezinta:

- fig. 1, prezinta o lama histologica preparata conform standardelor in vigoare, prin
colorarea probei de tesut (a) si o lama histologica necolorata, preparata conform metodei
propuse spre brevetare (b);

- fig. 2, prezinta holograma (a) si reconstructia iMHD (b) pentru biopsie de tesut de
gliom;

- fig. 3, prezinta holograma (a) si reconstructia iMHD (b) pentru biopsie de tesut de
mucoasa colonica;

- fig. 4, prezinta schematic inventia - clasificarea probelor de tesut tumoral pe baza
parametrilor de faza extrasi din imagini holografice;

- fig. 5, prezinta schematic arborele decizional exemplificat pentru probe de tesut
cerebral.

In MHD agentul de contrast este reprezentat de diferenta de faza proportionala cu
indicele de refractie al probei, de aceea metoda poate fi folosita cu succes pentru vizuali-
zarea specimenelor transparente, fara sa fie nevoie de colorare sau marcare specifica.
Imaginile obtinute prin acest tip de microscopie se humesc imagini de microscopie holo-
grafica digitala (iMHD) si reprezinta harti de densitate ale tesutului sau celulelor vizualizate.
S-a demonstrat ca aparitia anormalitatilor in celule si tesuturi influenteaza distributia den-
sitatii de proteine, acest fapt stand la baza unor biomarkeri de malignitate pentru celule (18)
si tesuturi (19). Pentru a intelege principiul de functionare al MHD sa ne reamintim principiul
general de inregistrare a unei imagini de microscopie optica in cAmp luminos: se capteaza
lumina dupa ce a strabatut proba, imaginea vizualizandu-se in ocularul microscopului sau
inregistrandu-se pe senzorul unei camere digitale. Informatia continuta in frontul complex de
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unda luminoasa este reprezentata de amplitudine, faza si stare de polarizare (20). Ceea ce
se Tnregistreaza in microscopia optica este modificarea parametrului amplitudine, motiv
pentru care obiectele transparente (cum ar fi celulele sau tesuturile) se vizualizeaza cu un
contrast foarte slab. De aceea se procedeaza la colorarea probelor sau marcare
fluorescenta. Vizualizarea obiectelor transparente este posibila in conditii imbunatatite daca
se nregistreaza in plus si modificari ale celui de-al doilea parametru al frontului de unda
luminos care strabate proba, si anume faza.
Legatura dintre parametrul faza si indicele de refractie este redata de ecuatia 1:

Agp:z_fDO:Z_f(n_nmm)h (ecuatia 1)

La trecerea printr-o proba semitransparenta lumina, avand lungimea de unda A,
sufera un proces de intarziere de faza (masurat prin A@). A este proportional cu drumul
optic strabatut de lumina (DO), deci cu inal{imea probei (h) multiplicata cu diferenta dintre
indicele de refractie al probei (n) si cel al mediului (n,,.4,) (20). Informatia cantitativa despre
intarziere de faza (A@) este continuta in imaginea de interferenta (holograma) care rezulta
prin compunerea unui fascicul obiect (care strabate proba) cu un fascicul referinta (care nu
trece prin proba). Obtinerea hologramelor este posibila in montaje interferometrice de diferite
tipuri, unul dintre acestea fiind montajul de microscopie holografica digitala off-axis folosit in
prezenta metoda. Un exemplu de holograma este prezentat in fig 2a. Holograma este apoi
procesata numeric in vederea obfinerii parametrului A¢ pentru fiecare pixel al imaginii
(procedura numita reconstructie digitala (2)) rezultdnd iIMHD, asa cum este prezentata in
fig. 2b.

Relevantia calcularii parametrilor de faza consta in faptul ca, asa cum a fost
demonstrat in diferite studii (8, 21, 22) exista o legatura directa intre intarzierea de faza si
densitatea de proteine a probei. Conform acestor studii, valoarea indicelui de refractie celular
creste liniar cu continutul de proteine (proteinele au un indice de refractie situat in intervalul
1,50-1,58), conform ecuatiei 2:

n=n,+aC (ecuatia 2)

unde n este indicele de refractie al celulei, n, este indicele de refractie al apei, C este
concentratia (in g/mL) de proteine din solutie si a (mL/g) este asa numitul increment de
refractie, care arata cu cat creste indicele de refractie pentru fiecare procent de concentratie
de proteine. Pentru marea parte a moleculelor de interes biologic - proteine, acizi nucleici
etc, a a fost determinat de J. Barer prin metode interferometrice clasice ca avand valori intre
0,18-0,21 mL/g. Progresia catre malignitate a celulelor determina modificari in continutul si
distributia proteinelor, de aceea portiunile de tesut malignizat din biopsii pot fi detectate prin
parametri specifici calculati din valorile de faza in imaginile de tip iIMHD inregistrate pe proba
tisulara necolorata (23, 24).

iMDH contine dimensiunile tesutului transparent in plan transversal si o valoare de
intarziere de faza in fiecare pixel, dependenta de inaliimea si de indicele de refractie al
probei in acel pixel, conform ecuatiei 1. In cazul probelor de tesut fixate si tiiate la microtom,
inaltimea probei este constanta si echivalenta cu grosimea de taiere in microtom. iMHD este
astfel o harta a distributiei de indice de refractie si, avand in vedere ecuatia 2, este in acelasi
timp, o harta a distributiei proteinelor in {esut.

Un exemplu de realizare a metodei pentru tesut cerebral provenit din probe tumorale
GM (gliom de grad scazut) si GMB (gliom de grad Tnalt sau glioblastom) este redat mai jos
si consta in urmatoarele etape de lucru:
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1. Etapa de preparare a probelor necolorate de biopsie de tesut consta in a) taierea
probelor (fragmente de tesut inclus in parafind) in sectiuni cu grosimi definite, maximum 10
pgm; b) lipirea si uscarea sectiunilor pe lama microscopica; c¢) eliminarea parafinei prin
dizolvare in xilen, d) spalarea sectiunii cu apa si deshidratarea acesteia prin utilizarea unor
concentratii crescatoare de etanol (70°, 80°, 90° alcool absolut); ) montarea in mediu de
montare bazat pe xilen si acoperirea cu o lamela de microscop; f) etichetarea lamei cu un
numar de ordine; ca urmare a parcurgerii acestor etape se va obtine o lama necolorata, asa
cum e prezentata in (fig. 1b).

2. Etapa de inregistrare si reconstructie a imaginilor de microscopie holografica
digitald iMHD obtinute pe sectiunile histologice necolorate

Se inregistreaza holograme ale sectiunilor histologice (fig. 2a) folosind un dispozitiv
interferometric in configuratie Mach-Zender, off-axis. In acest scop lama histologica (prepa-
rata ca mai sus) se pozitioneaza manual pe masa interferometrului Tn dreptul fasciculului
obiect. Holograma se capteaza si se vizualizeaza prin intermediul unui soft dedicat pe
display. Dupa focalizarea manuala a imaginii, holograma este inregistrata. Simultan se
realizeaza reconstructia numerica cu obtinerea unei iIMHD (fig. 2b) printr-o procedura
derivata din teoria scalara a difractiei. In situatia utilizarii unui obiectiv de microscop cu
magnificatie 20x si apertura numerica 0,85, fiecare imagine corespunde unei zone de tesut
de 235 x 235 micrometri. Dimensiunea in pixeli a imaginii digitale depinde de caracteristicile
senzorului utilizat. Pentru o lama se achizitioneaza cel putin 50 de imagini etichetate cu
numarul de ordine al lamei plus o extensie.

3. Etapa de analiza a imaginii de faza iMHD pentru a identifica zonele de pe lama
care contin artefacte de preparare sau care nu contin tesut

Pentru acest scop am aplicat o metoda de analiza statistica in care matricile cu valori
de diferenta de faza A, devin serii de date realizdndu-se doua coloane, una cu toate valorile
ordonate crescétor si alta cu frecventele lor de aparitie. In continuare am derulat urmatorii
pasi: a) realizarea intervalelor de grupare conform criteriului Sturges; b) calculul mediei
ponderate, medianei, intervalului median, modului si intervalului modal; c) departajarea
cuartilelor; d) identificarea valorilor outliers; e) revenirea la matricea de valori de faza
asociata imaginii si identificarea zonelor formate din cel putin 3 x 3 pixeli pe care sunt valori
outliers; f) indepartarea din matrice a acestor zone pentru a nu fi luate in considerare la
calculul pentru valorile parametrilor de faza BMF.

4. Etapa de calculare a parametrilor BMF din imaginile reconstituite iMHD
Fiecare pixel k din imaginea iMHD contine o valoare a diferentei de faza A¢g,, conform
ecuatiei (1), astfel incat pentru toata imaginea vom avea o matrice de valori de diferente de
faza cu p elemente, unde este numarul total de pixeli ai imaginii. P(¢,) este probabilitatea
de aparitie a unei valori de faza in pixelul k. Utilizadnd un program de tip Matlab sau Pyton se
calculeaza parametrii derivafi din valorile diferentelor de faza, precum cei prezentati in
ecuatiile urmatoare:

. 1¢
Medli a(,u) - _Z A, (ecuatia 3)
P
13 ? |
Varianta = —Z (A O — y) (ecuatia 4)
k=1
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pz (quk - #)4

P
k=1 (ecuatia 5)

{Zp (Ag, —y)Z}

Kurtosis=

1 k
*Z (Agy — u)°
k=1

Skewness = 1 & 3 (ecuatia 6)
{\/Z(A(ok _ﬂ)z}
Pz
. A& > :
Energia = 2—2 Agy} (ecuatia 7)
7T k=1

p
Entropia=-> P(Agp,)log, P(Ap,)  (ecuatia 8)
i=1

Ca urmare a parcurgerii acestei etape se va obtine un set de BMF care este atribuit
fiecarei imagini iMHD.

5. Etapa de decizie bazata pe valorile parametrilor BMF pentru clasificarea biopsiei
de tesut tumoral de gliom

Pentru luarea deciziei am utilizat o metoda de invatare automata bazata pe o unitate
software si care cuprinde urmatorii pasi: a) generarea unui numar de 6 liste, fiecare cores-
punzand unui parametru de faza BMF (ecuatiile 3-8) calculat pentru fiecare imagine; b)
crearea si stocarea in forma digitala a unui numar de peste N = 2000 perechi (set parametri
de faza BMF cu imaginea asociata iMHD); c) alegerea in mod aleatoriu a 70% dintre perechi
formandu-se prima varianta a lotului de antrenare, restul perechilor formand lotul de testare;
d) fiecare pereche din lotul de antrenare este identificata ca apartindnd uneia dintre cele
doua clase: GM si GMB prin cunoasterea etichetarii si a diagnosticului anatomopatologic al
fragmentului de tesut bioptic folosit pentru prepararea lamei din care provine imaginea; e)
unitatea software refine valorile setului de parametri clasificati conform punctului d) pentru
toate perechile din lotul de antrenare; f) unitatea software imparte fiecare lista cu valori in
doua intervale corespunzatoare celor doua clase GM si GMB, in acest mod fiecare pereche
din lotul de antrenare fiind alocata uneia dintre clasele GM si GMB; g) unitatea software
creeaza si stocheaza intervalele pentru fiecare parametru de faza asa cum reiese din prima
varianta a lotului de antrenare; h) indeplinirea simultana a tuturor conditiilor din intervalele
listei pentru o clasa GM sau GMB, constituie element de clasificare pentru o alta pereche
imagine - set parametri din lotul de testare; i) pentru perechile din lotul de testare, unitatea
software verifica daca sunt indeplinite simultan conditiile de apartenenta a fiecarei valori de
parametru de faza BMF in intervalele corespunzatoare uneia dintre cele doua clase GM si
GMB; j) daca pentru o pereche (set parametri - imagine de faza), sunt indeplinite simultan
conditiile de la punctul i), atunci ea este clasificata in una din clasele GM sau GMB; k) daca
pentru o pereche: set parametri - imagine de faza, nu sunt indeplinite simultan conditiile de
la punctul i), atunci pentru aceasta pereche se reiau etapele incepand de la punctul d); I) o
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pereche pentru care a fost nevoie de reluarea punctului d) intra in lotul de antrenare,
creandu-se varianta a doua a lotului de antrenare; m) intervalele pentru fiecare parametru
se pot modifica pe masura ce in lotul de antrenare intra mai multe perechi pentru care a fost
nevoie de reluarea punctului d); n) imagini iMDH provenite de la lame noi intra direct in lotul
de testare si se aplica pasii de mai sus; 0) o imagine provenita de la o lama noua, poate fi
clasificata direct in una din clasele GM sau GMB daca indeplineste simultan conditiile de
intervale de la punctul i); p) daca pentru o imagine noua nu sunt indeplinite simultan conditiile
de intervale de la punctul i), atunci ea intra in lotul de antrenare pentru care se reiau etapele
incepand cu d), intervalele de clasificare fiind de fiecare data modificate. Schema metodei
de decizie este in fig. 5.

De exemplu, pentru situatia particulara a unui tesut tumoral de gliom grad 2 GM si
de gliom grad 4 GMB (conform clasificarii OMS 2016), luarea deciziei de clasificare a probei
in gradele 2 si 4 se bazeaza pe combinatia parametrilor BMF din tabelul de mai jos.

Parametru GM GMB
Medie 0,94-1,28 1,17-2,90
Varianta 0,053-0,116 0,163-1,42
Kurtosis 3,33-7,88 2,26-7,06
Skewness 0,25-0,95 0,16-0,68
Energie (107) 5,36-7,98 6,34-16,4
Entropie 0,83-5,22 0,002-4,6

Aceste valori de referinta au fost obtinute prin studii experimentale pe loturi de gliom
de diferite grade, pornind de la valorile parametrilor BMF pe probe de {esut de gliom de grad
2, si analizadnd tendintele de variatie a parametrilor in cazul unor glioame de grad superior.
Au fost selectati parametrii BMF care prezinta semnificatie statistica.

Pentru incadrarea unei biopsii in categoria glioblastomului (reprezentand gliomul de
grad 4) trebuiesc satisfacute simultan, urmatoarele conditii: toti parametrii de faza BMF sa
aiba valorile in intervalele corespunzatoare GMB.

Criteriile cantitative de luare a deciziei sunt dependente de tipul {esutului tumoral.
Combinatia de parametri BMF prezentand diferente semnificative statistic in baza careia se
va lua decizia este specifica fiecarui tip de tesut.
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Revendicari

1. Metoda de diagnosticare a pieselor de biopsie de tesut, caracterizata prin aceea
ca, consta din insumarea aditiva a urmatoarei sucesiuni de etape: prepararea lamelor cu
sectiuni de material bioptic, analiza de imagini de faza iMHD ale acestora, calcularea pentru
fiecare imagine a unui set de parametri de faza BMF si decizia.

2. Metoda, conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca, in etapa de
preparare a lamelor cu sectiuni de material bioptic, de exemplu, {esut tumoral cerebral, tesut
tumoral de mucoasa colonica sau tesut tumoral mamar, probele sunt preparate fara
substante de colorare, devenind astfel obiecte de faza, transparente, din fragmente de tesut
deja existente incluse in blocuri de parafina, recoltate anterior de catre chirurgi din motive
medicale si care consta in urmatoarele etape:

- probele sunt fragmente de tesut in parafina si sunt taiate in sectiuni cu grosimi
dorite si uniforme, maximum 10 um;

- sectiunile sunt lipite si uscate pe lame de microscop;

- parafina este eliminata prin dizolvare in xilen;

- sectiunea este spalata cu apa si deshidratata prin utilizarea unor concentratii
crescatoare de etanol (70°, 80°, 90° alcool absolut);

- sectiunea este montata in mediu de montare bazat pe xilen si acoperita cu o lamela
de microscop;

- fiecare lama este etichetata independent, pentru identificare ulterioara.

3. Metoda, conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca, in etapa de analiza
imagini de faza iIMHD, imaginile sunt inregistrate pe lamele cu sectiuni de material bioptic
necolorat, cel putin 50 de imagini pentru fiecare lama, fara scanare si care in computer devin
matrici cu valori de diferenta de faza A, care reprezinta informatji despre continutul biologic
al sectiunii analizate, imaginile sunt analizate din punct de vedere al continuitatii lor, n
sensul ca se detecteaza zone goale sau cu artefacte, realizand analiza statistica a valorilor
prin parcurgerea urmatoarelor etape:

- matricele cu valori de diferenta de faza A¢, devin serii de date prin realizarea a
doua coloane, una cu toate valorile ordonate crescator si alta cu frecventele lor de aparitie;

- se grupeaza pe intervale de grupare conform criteriului Sturges;

- se calculeaza media ponderata, mediana, intervalul median;

- se calculeaza modul si intervalul modal,

- se departajeaza cuartilele;

- se identifica valorile outliers;

- serevine la matricea de valori de faza asociata imaginii si se identifica zone formate
din cel putin 3 x 3 pixeli pe care sunt valori outliers;

- se Indeparteaza din matrice aceste zone pentru ca acestea sa nu fie luate in
considerare la calculul pentru valorile parametrilor de faza BMF.

4. Metoda, conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca, in etapa de calculare
a unui set de parametri de fazd BMF se obtine un set complet si suficient, asociat fiecarei
imagini si se calculeaza automat pe toate imaginile prin urmatoarele etape:

- se calculeaza valoarea medie a valorilor de diferenta de faza pe o imagine;

- se calculeaza varianta pe aceeasi imagine, folosind valoarea medie anterioara;

- se calculeaza momentele de ordin trei si patru, skewness si kurtosis pe aceeasi
imagine;

- se calculeaza energia si entropia pe aceeasi imagine;

- se repeta calculul pe imaginea urmatoare si apoi pe toate imaginile;
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- fiecarei imagini i se atribuie un set de valori ale parametrilor de faza BMF, formand
o pereche (set parametri - imagine de faza); fiecare imagine fiind etichetata la randul ei dupa
lama pe care a fost inregistrata, plus o extensie.

5. Metoda, conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca, etapa de decizie are
rolul functional de a stoca imaginile de faza si cu setul de parametri de faza BMF asociatj,
a clasifica imaginile, a afisa rezultatul, clasificarea se realizeaza printr-o metoda de invatare
automata bazata pe o unitate software si consta in:

- se genereaza cate o lista cu valori pentru fiecare parametru de faza calculat;

- se creeaza si se stocheaza intr-o forma digitala un numar de peste N = 2000
perechi (set parametri de faza BMF cu imaginea de faza iMHD asociata);

- se aleg aleatoriu 70% dintre perechi formandu-se prima varianta a lotului de
antrenare, restul perechilor formand lotul de testare;

- fiecare pereche din lotul de antrenare este clasificata ca apartindnd uneia dintre
clasele: tesut sanatos, {esut tumoral de grad 1, ...tesut tumoral de grad n, denumite in
continuare "clase de interes", prin cunoasterea etichetarii fragmentului de {esut bioptic de pe
lama din care provine imaginea;

- unitatea software retine valorile setului de parametri clasificati conform punctului
anterior pentru toate perechile din lotul de antrenare;

- unitatea software imparte lista cu valori corespunzatoare fiecarui parametru de faza
in doua intervale corespunzatoare claselor de interes; in acest mod, fiecare pereche din lotul
de antrenare va apartine uneia dintre clase;

- unitatea software creeaza si stocheaza intervalele pentru fiecare parametru de faza
asa cum reiese din prima varianta a lotului de antrenare;

- indeplinirea simultana a tuturor conditjilor din intervalele listei pentru o clasa de
interes constituie conditie de clasificare pentru o alta pereche imagine-set parametri din lotul
de testare;

- pentru perechile din lotul de testare, unitatea software verifica daca sunt indeplinite
simultan conditile de apartenenta a fiecarei valori de parametru de faza in intervalele
corespunzatoare claselor de interes;

- daca pentru o pereche (set parametri - imagine de faza) din lotul de testare, sunt
indeplinite simultan conditiile de apartenentd), atunci ea este clasificata intr-una din clasele
de interes;

- daca pentru o pereche: set parametri - imagine de faza, din lotul de testare nu sunt
indeplinite simultan conditile de apartenenta), atunci pentru aceasta se reiau etapele
incepand cu clasificarea perechii in clase de interes);

- 0 pereche pentru care a fost nevoie de reluarea etapelor incepand cu clasificarea
perechii in clase de interes) intra in lotul de antrenare, credndu-se varianta a doua a lotului
de antrenare;

- intervalele pentru listele de parametri de faza BMF se pot modifica pe masura ce
in lotul de antrenare intra mai multe perechi pentru care a fost nevoie de reluarea etapelor;

- imaginilor noi provenite de la probe noi li se calculeaza BMF credndu-se perechea
noua BMF-iMHD, dupa care se proceseaza ca lotul de testare si se aplica pasii de mai sus;

- 0 imagine noua provenita de la o proba noua, poate fi clasificata direct in una din
clasele de interes daca indeplineste simultan conditiile de apartenenta de la punctul anterior;

- daca pentru o imagine noua nu sunt indeplinite simultan conditiile de apartenenta
de la punctul anterior, atunci ea intra in lotul de antrenare pentru care se reiau etapele.
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