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Capitolul 1 - Introducere

Organizatia Mondiala a Sanatatii anunta cancerul printre cauzele principale de morbiditate si
mortalitate, fiind a doua cauza de deces din lume dupa bolile cardio-vasculare. Cancerul tiroidian
reprezintd 92% din totalul neoplaziilor endocrine. Mortalitatea prin cancer poate fi redusa daca sunt
detectate si tratate timpuriu cazurile. [1]

Diagnosticul clinic si imagistic de malignitate este confirmat sau infirmat in departamentele
de patologie, histopatologia si citopatologia fiind principalele instrumente utilizate in diagnosticul
cancerului. Diagnosticul histopatologic al nodulilor tiroidieni pe sectiuni la parafind din tesutul
tiroidian suspect reprezintd standardul de aur in diferentierea leziunilor benigne de cele maligne.

Din cauza incidentei In crestere sau a supradiagnosticarii carcinoamelor tiroidiene atat pe plan
mondial, cat si in Romania, scopul principal al acestei teze este reprezentat de gasirea unei potentiale
noi metode ajutatoare, complementare examenului microscopic optic traditional in a diagnostica cu
precizie si rapiditate nodulii maligni tiroidieni, doar prin studierea capsulei acestora.[2]

1.1 Prezentarea domeniului tezei de doctorat

O metodd complementarda in scop diagnostic, care ar putea fi folositd in patologia
neoplasmelor tiroidiene incapsulate este folosirea tehnicilor neconventionale de inaltd rezolutie cu
fascicule laser.

Orice experiment de acest tip se poate realiza doar printr-o colaborare interdisciplinara intre
0 Universitate de stiinte biomedicale - Universitatea de Medicina si Farmacie Bucuresti (un medic
anatomopatolog care analizeaza probele biologice din punct de vedere medical si care 1si desfagoara
activitatea ntr-un Departament de Patologie a unui spital - de exemplu Spitalul Universitar de
Urgentd Militar Central ,,Dr. Carol Davila”, Bucuresti) si o Universitate cu profil tehnic -
Universitatea Politehnica din Bucuresti (cu aparatura de inalta performantd si cunostintele
cercetatorilor referitoare la metode alternative de microscopie cantitativa si procesare de imagini — de
exemplu Centrul de Microscopie, Microanalizd si Procesarea Informatiei). Aceastd colaborare
corespunde astfel necesitatii unui diagnostic cat mai exact si rapid intr-un caz medical dificil cu care
se poate confrunta un medic anatomopatolog (ideea medicald), unde se va regdsi aportul important al
tehnologiei, aparaturii de ultima generatie si pregatirii unui inginer cercetdtor (ideea metodelor
imagistice noi, concepute pand in prezent, pe structuri biologice sau nonbiologice) si a dus la
rezultatele foarte bune ale studiilor de cercetare din aceasta lucrare exclusiv pe probe biologice.

1.2 Scopul tezei de doctorat

Gasirea unei potentiale noi metode ajutdtoare, complementare examenului microscopic optic
traditional in a diagnostica cu precizie si rapiditate nodulii maligni tiroidieni, care consta in studierea
distributiei fibrelor de colagen din capsula fibroasa a nodulilor tiroidieni patologici prin intermediul
microscopiei cu baleiaj laser.

Tema de cercetare abordeazd un subiect complex privind elaborarea unui diagnostic
diferential cat mai corect al nodulilor tiroidieni Incapsulati (benigni si maligni), cunoscut fiind faptul
ca medicul anatomopatolog se confrunta uneori de lipsa vizualizarii totale la microscopul optic, a
capsulei ce delimiteaza nodulul tumoral de parenchimul tiroidian adiacent indemn.

Am gandit ca ar fi necesara vizualizarea printr-o metoda microscopica a capsulei ce inconjoara
nodulul tumoral tiroidian suspect, in totalitatea ei, pentru a descoperi o eventuald transformare
maligna sau o modificare capsulara care nu poate fi decelabila prin metodele clasice.



Astfel, am urmarit identificarea unui raspuns la Intrebarea daca s-ar putea diferentia nodulii
maligni de cei benigni, vizualizand doar distributia si modificarile structurale ale colagenului din
capsula acestora, utilizand tehnici optice de microscopie, in special microscopia de baleiaj laser.

1.3 Continutul tezei de doctorat

In lucrarea de fatd mi-am propus si observ distributia colagenului din structura capsulei care
delimiteaza: adenoamele tiroidiene (adenomul follicular - FA) si carcinoamele tiroidiene (carcinomul
tiroidian papilar - PTC) aparent incapsulate, utilizand tehnici optice de microscopie, in special
microscopia de baleiaj laser.

Pana in prezent nu s-au realizat astfel de cercetiri asupra colagenului capsular al
nodulilor tiroidieni patologici.

Am apelat la imagistica prin microscopia cu baleiaj laser, realizatd cu aparatura din dotarea
Centrului de Microscopie-Microanaliza si Procesarea Informatiei din cadrul Universitatii Politehnica
din Bucuresti si anume la: microscopia confocald cu baleiaj laser (confocal scanning laser
microscopy- CLSM), microscopia bazatd pe excitatia cu doi fotoni (two photon excitation
fluorescence-TPEF) si microscopia bazata pe generarea armonicii a doua (second harmonic
generation- SHG) care s-a dovedit a fi cea mai utila Tn acest sens.

Motivatie: deoarece capsula tiroidiana este constituita din colagen, iar imagisitica SHG poate
fi utilizata doar in materiale care nu au un centru de simetrie, cum ar fi fibrele de colagen am
considerat ca microscopia cu baleiaj laser, si in special microscopia SHG ar putea diferentia nodulii
maligni de cei benigni tiroidieni, prin punerea in evidenta a distributiei si modificarilor structurale ale
colagenului din capsula acestora.

Capitolul 2 — Starea actuala privind cercetarile asupra patologiei tiroidiene

2.1. Notiuni de embriologie, anatomie si histologie ale glandei tiroide

2.1.1. Embriologia glandei tiroide

Primordiul glandei tiroide apare in Saptamanile 3-4 de dezvoltare gestationala a embrionului,
la baza faringelui primitiv, in foramen cecum. In urmitoarele siptimani de gestatie, coboari de la
baza limbii la baza gatului, trecand in fata osului hioid, isi continud dezvoltarea, cu expansiunea
laterald si formarea lobilor tiroidieni in siptiméana 7 de gestatie. In saptimana 14 de gestatie se pot
observa foliculi tiroidieni maturi cu secretie coloidald in lumen. [3]

2.1.2. Anatomia glandei tiroide

Tiroida este o glanda endocrind, situatd la baza fetei anterioare a gatului, cantarind 25 - 30
grame, avand forma literei "H" (fluture), alcatuita din doi lobi, simetrici lateral, uniti printr-un istm.
Este localizata superficial si este usor accesibila inspectarii si palparii. [4]

2.1.3. Histologia glandei tiroide

Glanda tiroida este acoperita de o capsula fina scleroasa ce trimite spre interior septuri fibroase
ce imparte parenchimul in lobuli (tiromere), parenchimul tiroidian fiind alcatuit in principal din doua
tipuri de celule: celulele parafoliculare C (secretd calcitonina) si celulele tiroidiene (alcdtuiesc
foliculii tiroidieni), iar unitatea structurald si functionald a tiroidei este reprezentatd de foliculul
tiroidian. [4]



2.1.4. Functia glandei tiroide

Tiroida este responsabila de sinteza si secretia hormonilor tiroidieni - T3, T4, sintetizati de
celulele foliculare sub control hipofizar (TSH) si hipotalamic (TRH). Acestia regleazd metabolismul,
cresc sinteza proteica in toate tesuturile organismului, cresc consumul de oxygen si au un rol crucial
in dezvoltarea organismului si maturarea normala a sistemului nervos central si periferic. Functia
secundara a tiroidei este reprezentata de sinteza calcitoninei de catre celulele C, calcitonina fiind un
hormon implicat in reglarea nivelului plasmatic al calciului.[4]

2.2. Aspecte histopatologice ale glandei tiroide

Conform Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS) - (Clasificarea OMS a tumorilor glandei
tiroide, 2017) [5], tumorile tiroidiene se Tmpart in trei categorii: tumori benigne (de exemplu
adenomul folicular), tumori ,,borderline” (,,de granitd”, cu un comportament incert — de exemplu
neoplasmul folicular tiroidian noninvaziv cu nuclei ,,papillary-like” (NIFTP) ) si tumori maligne (de
exemplu carcinomul papilar tiroidian). Desi majoritatea tumorilor benigne nu pot pune viata in
pericol, multe tipuri de tumori benigne au potentialul de a deveni canceroase (maligne) printr-un
proces cunoscut sub numele de progresie tumorala sau transformare malign [6].

2.3. Metode de explorare a glandei tiroide

Glanda tiroida poate fi explorata printr-o serie de metode noninvasive (anamneza si examenul
clinic, ecografia tiroidiand, elastografia, tomografia computerizatd, imagistica prin Rezonanta
Magnetica, scintigrafia tiroidianda), minim invasive (punctia aspirativa cu ac fin sub ghidaj
ultrasonografic, urmata de examinarea citopatologicd) sau prin examinarea histopatologica a probelor
biologice rezecate intraoperator sau postoperator.

Capitolul 3 — Materiale si metode utilizate pentru studiul patologiei nodulilor
tiroidieni

Metodele de investigare utilizate pe probele biologice reprezentate de noduli tiroidieni
patologici au fost reprezentate de urmatoarele tehnici optice de microscopie: microscopia optica,
CLSM, imagistica TPE si imagistica SH.

Microscopia optica reprezintd o tehnologie ce permite obtinerea unor detalii de dimensiuni si
forma, insa atunci cand sunt necesare informatii structurale ale specimenului analizat caracteristicile
acestei tehnici sunt depasite. Principala limitare a microscopiei otice este legata de faptul ca aceasta
da o imagine a unui volum al probei. Microscopia confocala de baleiaj si microscopia utilizand mai
multi fotoni aduc o imbunatatire in limitele rezolutiei atat spatiala cat si axiala.

CLSM este o tehnica de microscopie cu baleiaj care implica existenta unei surse laser (sursa
de lumind coerentd) 1n antiteza cu sursa de lumind necoerentd ca in cazul microscopiei optice
Principiul CLSM este ilustrat in figura 4.57.
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Fig. 4.57 Reprezentarea schematica a traseului parcurs de radiatia de excitatie (sursa laser) catre specimen si traseul
parcurs de radiatia emisd de catre specimen cétre fotomultiplicator prin unitatea de scanare a unui microscop confocal
de baleiaj laser. [95]

Microscopia TPEF este o tehnica de imagistica bazata pe fluorescenta care permite obtinerea
imaginii unui tesut pana la aproximativ un milimetru in adancime datoritd absorbtiei reduse Si a
imprastierii luminii de excitatie mult mai reduse, datorita utilizarii radiatiei cu lungimi de unda mari
(infrarosu) si care a fost aplicata recent in studii preclinice [7].

Tehnicile de imagisica TPEF si SHG ofera capacitati de sectionare 3D intrinseci cu o rezolutie
axiald excelentd. Aceastd proprietate permite sectionarea optica a tesuturilor biologice avand o
fototoxicitate redusd in afara planului focal [8]. Exista posibilitatea ca radiatiile produse prin TPEF
si SHG sa fie colectate inainte sau inapoi. Reprezentarea schematica a unui microscop bazat pe TPEF
s1 SHG este ilustratd in figura 4.76.
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Fig. 4.76. Reprezentare schematica a unui microscop cu baleiaj laser bazat pe generarea armonicii a doua, cu TREI
canale simultane: unul de TPEF si doud de SHG (unul generat inainte si unul generat inapoi).

Un microscop cu baleiaj laser sau un microscop confocal se poate usor modifica pentru a realiza o
imagistica bazata pe efecte optice neliniare.



Materialul (probele utilizate) pentru studiul patologiei nodulilor tiroidieni a fost recoltat de
la pacientii diagnosticati histopatologic dupa interventii chirurgicale (Spitalul Universitar de Urgenta
Militar Central “Dr. Carol Davila” Bucuresti) pentru diferite afectiuni din sfera patologiei tiroidiene.

S-a efectuat prelevarea de fragmente din toate leziunile identificate macroscopic la nivelul
pieselor chirurgicale, pe cat posibil cu includerea in acelasi fragment atat a tesutului cu aspect
macroscopic patologic cat si normal si prelucrarea acestora conform protocolului standard al
Serviciului de Anatomie Patologicad al Spitalul Universitar de Urgenta Militar Central “Dr. Carol
Davila” Bucuresti, urmat de elaborarea diagnosticului histopatologic la microscopul optic.

Fragmentele de tesut selectionate in scop de cercetare au fost fixate n solutie apoasa,
tamponatd de formaldehida 10%, incorporate in parafind, cu sectiuni din blocul de parafina - groase
de 4-5 microni, care apoi au fost intinse pe lame. Doua sectiuni de tesut au fost taiate consecutiv din
acelasi bloc de parafina: una a fost coloratd cu Hematoxilind & Eozina si cea de-a doua nu a fost
colorata (pastrata pentru TPEF si SHG).

Capitolul 4 — Rezultate experimentale
Studii asupra patologiei nodulilor tiroidieni utilizand tehnici optice de
microscopie

4.1. Cercetari realizate prin utilizarea microscopiei optice clasice

In cadrul acestui capitol sunt cercetate sectiunile tisulare tiroidiene investigate prin
microscopia optica clasicd, obligatoriu colorate cu coloratia standard Hematoxilind & Eozind pentru
a putea fi elaborat un diagnostic histopatologic de nodul malign - carcinom papilar tiroidian (PTC)
(figura 4.5) sau nodul benign - adenom follicular (FA) (figura 4.6), iar pentru cazurile dificile au fost
efectuate teste imunohistochimice de confirmare a diagnosticului, pentru a face un diagnostic
diferential cu alte tipuri histopatologice de proliferdri tumorale si pentru precizarea histogenezei
tumorale.

Fig. 4.5 Carcinom tiroidian papilar, varianta Fig. 4.6 Nodul adenomatos — Coloratie
foliculara.— Coloratie Hematoxilind & Hematoxilind & Eozind, mérire originald 25x,
Eozina, marire de: 25x, 50X, 100x si 200x. 50x, 100x si 200x



De asemenea, au fost abordate si cazuri dificile, care au necesitat teste imunohistochimice
pentru confirmarea diagnosticului (gusa tiroidiana polinodulara anizofoliculara cu nodul adenomatos
cu celule oxifile — figura 4.14 , carcinom tiroidian papilar, varianta foliculara, cu celularitate de tip
oxifil — figura 4.19) si pentru a face un diagnostic diferential cu alte tipuri histopatologice de
proliferari tumorale sau pentru decelarea unor tumori de coliziune carcinom tiroidian medular asociat
Cu un carcinom papilar tiroidian conventional — Situate la nivelul unui singur lob tiroidian (figurile
4.29 51 4.33)

Fig. 4.14 Nodul adenomatos tiroidian, complet Fig. 4.19 Nodulul intraparenchimatos

Tncapsulat, parenchim adiacent comprimat de tiroidian suspect pentru un carcinom
tiroidian papilar — varianta foliculard, cu
celularitate de tip oxifil — marire originala
intraparenchimatoasa — marire originald 10x (vedere de ansamblu) — coloratie
Hematoxilina-Eozind (sus - stdnga) i

teste imunohistochimice cu diferiti markeri
Hematoxilind & Eozind (sus - stinga) si teste specifici: CK19 (sus - dreapta), TGB (jos -
stanga), Ki67(jos - dreapta)

proliferarea tumorala incapsulata

10x(vedere de ansamblu) — coloratie

imunohistochimice cu diferiti markeri specifici:

TTF1 (sus - dreapta), TGB (jos - stdnga), Ki67 (jos

- dreapta).



A
; 10X
Fig. 4.29. Tumora de coliziune — Coloratie Fig. 4.33 Carcinom tiroidian medular —
Hematoxilina-Eozina - marire originala 10x marire originala 10x, 25x, 50x si 100x -

Celule tumorale si epiteliul folicular
conservat au ardtat pozitivitate puternicd

pentru markerul imunohistochimic TTF1.

4.2. Cercetiri realizate prin utilizarea microscopiei confocale cu baleiaj laser (CLSM —
Confocal Laser Scanning Microscopy)

In acest caz imaginile au fost achizitionate pe probe marcate (colorate) si fluorescenta provine
de la Eozina. Astfel ca semnalul de la proba are o specificitate scazuta, provenind de la structuri
marcate cu Eozina (de exemplu colagenul, dar si alte structuri — figurile 4.59 si 4.58)

Fig. 4.59 Imagini de microscopie confocala in modul fluorescenta (stinga) si reflexie (dreapta) achizitionatd pe capsula
unui nodul malign (PTC). Din analiza imaginii de reflexie se observa ca este greu de interpretat.



A

Fig. 4.58. Imagine in microscopie confocald in modul fluorescentd in care sunt vizibile atdt capsula glandei tiroide
(sageata alba), cat si capsula unui nodul malign (sageata albastra) — stanga, in comparatie cu aceesi regiune investigata
cu ajutorul microscopiei optice -dreapta.

Am considerat ca nu este specific acest mod de vizualizare a capsule si nu pare sa fie util
pentru investigatii.

4.3. Cercetari realizate prin utilizarea microscopiei cu baleiaj laser bazata pe
fluorescenta generati de excitatia cu doi fotoni (TPEF — Two Photon Excited Fluorescence)

Si in acest caz probele sunt marcate (colorate), insd avantajul acestei metode este ca poate fi
obtinuta in paralel cu generarea armonicii a doua si poate arata distributia colagenului in tesut, fie
marcat si atunci vedem Eozina, fie nemarcat si atunci vedem structurile autofluorescente la lungimea
de unda folosita, de exemplu colagenul este autofluorescent in ultraviolet. (figurile 4.70 si 4.72)

40 um 40 um

Fig. 4.70. Imagini in microscopie cu fluorescentd cu excitatie cu doi fotoni pe capsula nodulilor tiroidieni benigni.



40 um

40 um

Fig. 4.72 Imagini in microscopie cu fluorescentd cu excitatie cu doi fotoni pe capsula nodulilor maligni.

4.4. Studii utilizind microscopia cu baleiaj laser bazata pe generarea armonicii a doua

Am imaginat si conceput o procedura de extragere de informatii cantitative referitoare la
orientarea colagenului Tn probe de tesut tiroidian. Procedura a fost testata pe capsule de noduli maligni
si benigni tiroidieni pentru diferentierea obiectiva a acestora n cinci studii de cercetare.

Tn STUDIUL NR.1 - am avut ca SCOP comparatia intre capsula nodulilor maligni (PTC) si
benigni (FA), folosind ca METODA: analiza cantitativd a imaginlor SHG utilizand transformata
Fourier rapida (FFT).

Plecand de la o imagine SHG achizitionata pe capsula unui nodul PTC, respectiv FA am extras
spectrul Fourier bidimensional (spectrul 2D FFT) si I-am fitat cu o elipsd, unde S este axa mica si L
este axa mare) si am calculat un indice de orientare a colagenului, bazat pe raportul celor doud axe
(N =1 —S/L), astfel orientarea colagenului poate fi reprezentata de un indice variind de la 0 (fibre
aleatorii) la 1 (fibre perfect aliniate).

Am achizitionat imagini cu microscopia bazata pe generarea armonicii a doua (Figurile 4.77
si 4.78) care au fost folosite pentru a evalua orientarea colagenului nodulilor tiroidieni capsulari
tumorali diagnosticati anterior ca benigni sau maligni prin colorarea conventionald cu Hematoxilina
& Eozina.



Fig. 4.78. Capsuld nodul malign (imagini achizitionate prin microscopia bazatd pe generarea armonicii a doua)

Am calculat spectrele FFT pentru imaginile achizitionate prin microscopia bazatd pe
generarea armonicii a doua pentru patologiile avute in vedere (Figura 4.79)
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N=0.69

Fig.4.79 SpectreleFFTpentru imaginile SHG achizitionate pe capsula nodulului benign (adenom folicular) (stanga)
si pe capsula nodulului malign (carcinom papilar tiroidian) (dreapta)

Se poate observa in Figura 4.79 ca orientarea medie a colagenului (N) calculata din spectrul
FFT este mai mare pentru capsula de carcinom papilar tiroidian (N = 0,69), decat pentru capsula de
adenom folicular (N = 0,4). Spectrele FFT au fost calculate pentru intreaga imagine. Am considerat
ca, daca spectrele sunt calculate pentru regiunile mai mici de interes, se poate obtine o distributie a
valorilor, in functie de gradul de aliniere pentru fibrele de colagen din regiunile de interes avute in
vedere. In medie, pe o suprafatd mai mare, care reprezinta, de asemenea, cazul intregii zone analizate,
aceasta duce la un N mai mic. Chiar dacd N a fost calculat pe imagini intregi, rezultatele obtinute
arata o diferenta in organizarea colagenului intre cele doua capsule.

In STUDIUL NR.2 - am avut acelasi SCOP: diagnosticul diferential intre capsula nodulilor
maligni (PTC) si benigni (FA), folosind ca METODA : un set extins de 18 parametrii cantitativi extrasi
din imaginile SHG.

Am comparat aceeasi arie capsulara (Figura 4.86) ale celor 2 tipuri de microfotografii (cu
microscopul optic, respectiv prin microscopia bazata pe generarea armonicii a doua)
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Fig. 4.86 Imagini de microscopie optzca (randul de sus) pe sectiuni de tesut colorate cu Hematolezna & Eozina si imagini
achizitionate prin microscopia bazata pe generarea armonicii a doua (rdndul de jos) pentru zone reprezentative pentru
capsula glandei tiroide, a capsulei unui nodul benign (adenom folicular) si respectiv malign (carcinom papilar tiroidian).

O analiza calitativa a tesuturilor si capsulelor investigate a aratat o diferenta intre caspulele
nodulilor maligni si a celor benigni, lucru neidentificabil pe imaginile achizitionate cu microscopia
opticd conventionala pe sectiuni colorate cu Hematoxilina & Eozina (Figura 4.86). Astfel, am
identificat o structura ondulatd a colagenului in capsula glandei tiroide care ar permite deformarea si
cresterea normald a tesutului, oferind in acelasi timp rezistenta la deformare. O structurd morfologica
similard se poate observa si in capsulele de noduli benigni (adenom folicular).

capsula Carcinom papilar

Fig. 4.87 Imagini achizitionate prin microscopia bazatd pe generarea armonicii a doua pe capsula tiroidiana (stinga),
capsula de adenom folicular (mijloc) si capsula de carcinom papilar tiroidian (dreapta)

Analiza vizuald comparativa din Figura 4.87 a imaginilor achizitionate prin generarea
armonicii a doua pentru capsula normala a glandei tiroide si a nodulului benign dezvaluie fibrele de
colagen infasurate, structurd a colagenului care este in concordanta cu rapoartele privind fibrele de
colagen in tesutul mamar care permit o deformare normald a tesutului [10]. Pe de alta parte,
diferentele mari, semnificative, sunt observate in cazul distribuirii colagenului pentru capsula care
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inconjoard un nodul malign. In acest caz, in imaginea achizitionati prin microscopia bazati pe
generarea armonicii a doua se observa o structura de colagen foarte bine directionata si organizata,
cu fibre drepte.

Acest lucru poate fi explicat prin extinderea extensiva a fibrelor de colagen datorita cresterii
rapide a nodulului malign sau o reorganizare ale acestora ca un mecanism de aparare impotriva
expansiunii si a infiltrarii tumorale, o reactie asemdndtoare cu cea a reactiei dezmoplazice
peritumorale.

S-au facut masuratori ultrastructurale la nivelul fibrelor de colagen capsulare cu mai multi
parametri cantitativi pe imaginile achizitionate prin microscopia bazatd pe generarea armonicii a
doua:

Tabel 4.1. Parametrii utilizati pentru analiza texturii colagenului din capsule in imaginile
achizitionate prin microscopia bazata pe generarea armonicii a doua.

Parametru Abreviatie
Analiza histogramei Medie MedieSHG
Abatere standard Hist-StDev
Indice de asimetrie Hist-Skew

Indice de aplatizare Hist-Kurt
Alternative  la  estimare Raportul dintre numarul de pixeli cu valori pes TC-ratio

colagenului un prag si numarul total de pixeli
Valoarea medie a SHG in zone semnificative ~ S-mean
Matricea de corelatie Contrast Contr
nivelurilor de gri Inverse Difference Moment IDM
Angular Second Moment ASM
Entropie Ent
Corelatie Corr
Analizd  pe imagini binari Dimensiune fractala FD-bin

fractala Lacunaaritate Lac-bin
pe imagini in sca Dimensiune fractala FD-gray
gri Lacunaritate Lac-gray
Analiza Helmholtz Abatere standard Helm-StDev
Indice de asimetrie Helm-Skew
Indice de aplatizare Helm-Kurt

Distributia fibrelor de colagen in imaginile 2D achizitionate prin microscopie SHG au fost
cuantificate printr-un set de parametri descris anterior si enumerat in Tabelul 4.1.

Practic am testat capacitatea lor de a caracteriza organizarea colagenului in imaginile
achizitionate prin microscopia bazatd pe generarea armonicii a doua si de a diferentia tumorile
Tncapsulate benigne de cele maligne.
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Entropy Correlation FD-bin Lac-bin FD-gray Lac-gray Helm-StDev  Helm-Sk¢w  Helm-Kurt
8.7 6.6E-04 1.815 0.99 1.575 0.13 317 112 35

-0.50
Fig. 4.88 Parametrii calculati din imaginile achizitionate prin microscopia bazatd pe generarea armonicii a doua pentru
cele trei tipuri de capsule investigate. Barele de eroare verticale reprezinta intervale de incredere la 95% . Sub fiecare
parametru este afisata valoarea la care s-a efectuat normarea. Diferente statistic relevate sunt prezentate pentru fiecare
parametru Tn parte, acolo unde este cazul (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005).

Am testat eficienta parametrilor de cuantificare descrisi anterior 1n a distinge intre colagenul
provenit din capsula glandei tiroide si capsule care inconjoara noduli benigni si respectiv maligni
(Figura 4.88.

Entropia este 0 masura a dezordinii din imagine (in acest caz). As vrea sa atrag atentia asupra
faptului ca acest parametru nu a indicat diferente statistic relevante intre malign si benign pe imaginile
mari, insa la nivel de imagini mici (imaginile intregi de 512 x 512 pixeli au fost impartite in zone de
32 x 32 pixeli) pentru nodulul benign se obtin 3 distributii cu valori medii la 6.44, ~7 si 7.45, iar pt
nodulul malign componenta cu valoare mare (7.45) dispare, indicand o ordine mai mare, care insa nu
a putut fi pusa in evidenta la nivel de imagini intregi, asa cum reiese din figura 4.90.
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Fig.4.90 . Distributiile parametrilor selectati calculati din seturile de imagini SHG de 32 x 32 pixeli pentru cele
trei capsule investigate. Curbele negre reprezinta potrivirea Gaussiand cu media (m) si abaterea standard (e)
fiind date in intrarea fiecarui grafic. La fiecare distributie a parametrilor s-au montat un numadr maxim de trei
gaussieni si se prezintd cazul cu coeficientul maxim de determinare (R2 este prezentat si in insertie).

Rezultatele indica o capsula maligna mai “ordonata”, cu fibre de colagen mai alungite fata de
capsula maligna mai ondulata. Explicatie: modificari capsulare aparute ca un raspuns al organismului.

Rezultatele pe care le-am obtinut, atat cele calitative, dar mai ales cele cantitative indica o
morfologie a colagenului specifica capsulei care inconjoard nodulii maligni comparativ cu morfologia
capsulei fibroase care inconjoara nodulii benigni si eventual a capsulei glandei tiroide, mai exact
indica o capsuld a glandei tiroide densa si groasa, iar capsulele patologice cu o cantitate mai mica de
colagen, cu o capsuld in jurul nodulului malign cu fibre de colagen mai disparate.

In STUDIUL NR.3 am avut alt SCOP si anume identificarea precoce sau anticipata a zonei
de invazie in capsula de PTC, folosind aceeasi METODA ca in STUDIUL DE CERCETARE NR. 2:
un set extins de 18 parametrii cantitativi extrasi din imaginile SHG.

Am comparat aceeasi arie capsularad ale celor 2 tipuri de microfotografii (cu microscopul

optic, respectiv cu microscopia bazata pe generarea armonicii a doua) (Figura 4.95):
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Fig. 4.95 Imagini de microscopie opticd (randul de sus) pe sectiuni de tesut colorate cu Hematoxilind & Eozind si imagini
achizitionate prin microscopia bazata pe generarea armonicii a doua (rdndul de jos) pentru zone reprezentative pentru
aria capsulard invadatd tumoral a nodulului malign, aria capsulard indemnd si aria capsulard alaturatd zonei de invazie
a aceluiasi nodul studiat.

Am efectuat masuratori ultrastructurale la nivelul fibrelor de colagen capsulare cu aceeasi
parametri cantitativi folositi anterior (Tabel 4.1) pe imaginile achizitionate prin microscopia bazata
pe generarea armonicii a doua.

In acest caz opt parametri calculati din imaginile achizitionate prin microscopia bazati pe
generarea armonicii a doua au furnizat diferente semnificativ statistic intre cele doud zone de capsula
investigate (Figura 4.96), deci am putea descoperi o anumita zona ce urmeaza sa fie invadata, in cazul
unei eventuale transformari a unui nodul benign.
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Fig. 4.96 Parametrii calculati din imaginile SHG pentru cele 2 regiuni de capsule investigate. Barele de eroare verticale
reprezinta intervalele de incredere de 95%.
Sub fiecare parametru este afisata valoarea cu care au fost normalizate. * p <0,05, ** p <0,01, sunt valorile p pentru
diferenta dintre doud grupuri comparate.

Concluzie: metodele cantitative de analiza a imaginilor SHG pot oferi indicii legate de zonele
de invazie Tnainte de a avea loc sau fara o vizualizare directd a acestora in sectiunea de tesut aflata
sub investigatie.

Tn STUDIUL NR.4 am avut acelasi SCOP: diagnosticul diferential intre capsula nodulilor
maligni (PTC) si benigni (FA), de aceasta data insa la nivel de pixel. Primele trei studii tin de analize
pe imagini intregi (512 x 512 pixeli) SHG cu un prim pas facut la studiul 2 de analiza pe imagini mai
mici (32 x 32 pixeli), dar nu la nivel de pixel.

Am folosit ca METODA: microscopia SHG dependenti de polarizare (PSHG), urmati de o
fitare a datelor experimentale cu un model teoretic pentru colagen redat in formula:

2
[=1y|sin?2(a—¢)+ (@sinz(af —¢) +@cosz(a’ - (;b))
X15 X15

care aratd dependenta intensitatii armonicii a doua cu unghiul de polarizare (o), unde ¢ este unghiul
facut de fibra de colagen cu axa 0x, xy fiind planul imagini si E = directia de polarizare a radiatiei
laser.

Metoda consta in a avea un set de imagini SHG si prin fitare la nivel de pixel sa se obtina:
orientarea fibrelor de colagen, rapoarte de elemente ale tensorului susceptivitate de ord II si analiza
statistica: medie, valoare mediana, imprastiere (StDev).

S-a incercat sa se demonstreze ca imagistica colagenului din capsulele nodulilor tiroidieni la
diferite unghiuri de polarizare a fasciculului laser cu microscopia bazata pe generarea armonicii a
doua, descrie o curba teoretica ce poate aduce informatii despre componentele nenule ale tensorului
de susceptivitate de ordinul doi si orientarea fibrelor de colagen. Am utilizat aceastd abordare, in
scopul de a oferi informatii suplimentare despre colagenul din capsula nodulilor tiroidieni studiati,
care pot completa microscopia bazata pe generarea armonicii a doua cantitativa, bazata pe intensitate
si, eventual, examenul histopatologic traditional.
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Au fost imaginate 1n total 10 zone: 3 pentru capsulele tiroidiene, 3 pentru capsulele PTC si 4
pentru capsulele FA. Am colectat imagini la diferite unghiuri de polarizare ale fasciculului laser intre
0 si 180 grade in pasi de 20 grade. Un cod personalizat Matlab adaptat [11] a fost utilizat pentru
fitarea datelor experimentale intr-o procedura pixel-cu-pixel cu o curba teoretica.

Calitatea procedurii de fitare a fost cuantificata prin coeficientul de determinare R? (0 <R?<1),
o valoare mai apropiatd de unitate care indicd o fitare mai bund. Pentru fiecare set de date de
microscopie PSHG au fost calculate trei imagini noi doar pentru acei pixeli cu o fitare buna (R*> 0,8):
unghiul de orientare a colagenului (¢), 0 imagine pentru ¥31/x15 si alta pentru 33/y15.

x-urile sunt valori dintr-un tensor care caracterizeaza colagenul din punct de vedere al
generarii armonicii a doua. Prin tensor se intelege o matrice multidimensionala care caracterizeaza
relatia intre intensitatea SHG si campul electric al laserului de excitatie — elementele din tensor %31,
¥33, x15 sunt singurele valori nenule. y-urile rezulta din procesarea unei serii de imagini inregistrate
la diferite polarizari. Prin polarizare laser se Intelege directia de oscilatie a vectorului camp electric.

Imaginile SHG reprezentative pentru capsula glandei tiroidei, a nodulului benign si malign
sunt prezentate in Figura 4.97. Analiza vizuala a imaginilor de microscopie SHG dezvaluie fibre de
colagen ondulate, dezorganizate, infasurate pentru capsula tiroidei si capsula nodulului benign, in
timp ce o structurd directionald si organizatd de colagen este identificatd pentru capsula nodulului
malign. Pentru a diferentia capsulele studiate nu sunt suficiente doar aceste observatii. Pentru aceeasi
zond de proba, algoritmul de diferentiere a returnat pentru fiecare pixel trei seturi de rezultate
constand 1n unghiul de fibrd in raport cu polarizarea liniard a fasciculului laser (¢) si doud rapoarte
ale elementelor tensorului susceptivitate nenule (y31/y1s, x33/x1s).

ni C apsula ngdul malign
: Faser 1 maligr

=
)
~

Fecventa de aparitie
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() ¢
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Fig. 4.97. Imagini cu microscopie PSHG si harti rezultate din fitarea pixel cu pixel pentru capsula tiroidiand, capsula de
nodul benign si capsula de nodul malign. (a) imaginea de intensitate a microscopiei SHG; (b) imagniea unghiului fibrei
(p); (c) harti y31/x1s; (d) histograme ale imaginii y31/y1s; (e) imagini y33/y1s, (f) histograme ale imaginii y33/y1s.
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Valorile y31/y15 si x33/x15 pentru fiecare pixel din Figura 4.97 sunt afisate sub forma de harti
cu coduri de culoare in Figura 4.97 (c) si, respectiv, ¢). Figura 4.97 (d) si (f) aratd histograme
(frecventa de aparitie) pentru y31/x15 si y33/y1s care au fost calculate pentru pixeli in toate imaginile
obtinute pentru capsulele studiate. Deoarece peste 90% din valorile cu R?> 0,8 sunt obtinute atat
pentru y31/x15 cat si pentru yza/y1s, Intre 1 si 5, histogramele aparute sunt afisate doar pentru acest
interval.

Tabel 4.3. Valorile: mod, media si deviatia standard calculate din histogramele celor doud rapoarte ale elementelor
tensorului susceptivitate (ys1/y1s, x33/y15). La calcularea histogramelor au fost luate Tn considerare toate imaginile
achizitionate pentru cele trei capsule.

Parametru C_:ap.sul'a Capsula} nodul Capsula nodul malign
tiroidei benign
Valoare mod 1.303 1.042 0.989
Media 1.31 1.26 1.24
Y31/A15
Deviatia standard | 0.47 0.44 0.44
Valoare mod 2.035 1.903 1.856
Media 2.21 2.15 2.03
X33/%15
Deviatia standard| 0.67 0.6 0.6

Valorile: mod (valoarea cea mai probabild dintr-0 imagine), media si deviatia standard
rezultate dintr-o singura potrivire Gaussiana la histograme sunt date in Tabelul 4.3. Valorile mod
apropiate de 1 sunt obtinute pentru y31/y15 In caz de capsule nodulare, in timp ce o valoare mai mare
este obtinuta pentru capsula tiroidei. Valorile medii sunt mai mari atunci cind se potrivesc
histogramele cu o singurd potrivire Gaussiand, deoarece histogramele sunt usor inclinate. Nu s-au
observat diferente semnificative in deviatiile standard calculate pentru cele trei capsule. Valorile mod
¥33/y15 pentru capsula tiroidei sunt semnificativ mai mari decét valorile pentru capsulele nodulilor, cu
o valoare putin mai mare pentru capsula nodulara benigna.

Modificarile valorilor y33/y15 sunt observate intre capsulele nodulilor maligni si benigni. Astfel
de modificari au fost interpretate ca posibile modificari ale ultrastructurii fibrelor de colagen. O
crestere a y33/y1s a fost atribuita unei redistribuiri a fibrilelor si a fibrelor de colagen in volumul focal
laser [11]. Prin urmare, valorile mai mari ale yss/y1s si a deviatiei standard pentru capsula tiroidiana
pot indica organizare aleatorie a colagenului capsular al glandei tiroide si nodulare benigne si o
capsula a nodulului malign organizata cu fibre de colagen aliniate, paralele.

Aceste rezultate sunt in concordanta cu cele obtinute pentru fibrele de colagen din capsulele
nodulare atunci cand se utilizeaza microscopie SHG si analiza texturii pentru a determina organizarea
colagenului in tiroida si capsulele nodulare. Deviatia standard obtinuta pentru yza/y1s la compararea
histogramelor cu o singura potrivire Gaussiand este mai mare pentru capsula tiroidiand decat pentru
capsulele nodulare, indicand o distributie mai mare a valorilor, deci inca o datd o dezorganizare mai
mare in distributia colagenului. Rezultatele actuale pot parea in contradictie cu cele obtinute in
literatura citata anterior [11], cand valorile pentru ys3/x1s au indicat o dezorganizare mai mare a
fibrelor de colagen in cazul nodulilor maligni. Acele rezultate au fost obtinute din distributia de
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colagen intre foliculi (in stroma tiroidiana) si in interiorul papilelor in cazul carcinomului papilar
tiroidian, in timp ce rezultatele obtinute in aceastd lucrare sunt pe capsule de colagen nodular si
tiroidian. In urma cercetirilor efectuate pot sustine faptul ca rezultatele actuale ar putea fi interpretate
ca o organizare a fibrelor de colagen din capsulele care inconjoard noduli maligni ca un raspuns de
aparare al organismului Impotriva tumorilor maligne, si ca indica la fel ca in cazul STUDIILOR DE
CERCETARE ANTERIOARE o structurd mai ondulata a capsulelor de colagen in cazul benign.

In STUDIUL NR.5 - am avut acelasi SCOP ca in studiul anterior: diagnosticul diferential
intre capsula nodulilor maligni (PTC) si benigni (FA), tot la nivel de pixel, doar cé pe probe provenind
de la acelasi pacient. Metodele de investigare au fost: microscopie SHG dependenta de polarizare
(PSHG) urmata de fitare cu un model teoretic pentru colagen si analiza orientarii colagenului la nivel
de pixel (pentru a utiliza imaginile distributiei unghiulare a fibrelor de colagen o).

Pana acum studiile au fost efectuate pe cazuri diagnosticate de la pacienti diferiti, diagnostice
histopatologice, cu ajutorul microscopiei optice, de FA sau PTC. In acest studiu am selectionat
cazurile la care, pe aceeasi sectiune din tesutul tiroidian, am identificat prin microscopia optica
conventionald nodulul malign aflat printre ceilalti noduli benigni (Figura 4.98). Tn acest fel am
incercat sa elimin rezultatele parametrilor inregistrati presupusi a fi fals-pozitivi sau fals-negativi,
stiind faptul ca pand acum am comparat noduli maligni de la un pacient cu noduli benigni de la alt
pacient. Astfel am avut rezultate de pe capsulele celor doua tipuri de noduli tiroidieni (maligni Sau
benigni) din tesut de la acelasi pacient. Am introdus in studiu 3 cazuri (1 caz = 1 pacient) atat cu
nodul malign cat si cu nodul benign - decelati pe aceeasi lama pentru a exclude variabilitatea dintre
pacienti. Imaginile lamelor cu sectiunile tisulare au fost efectuate cu un sistem automat de scanare cu
microscop Tnh camp luminos Leica APERIO LV1 (“Aperio Whole Slide Scanner, Leica Biosystems”™)
pentru determinarea regiunilor de interes care au fost microfotografiate in continuare la microscopul
PSHG. Pentru fiecare pacient, atat capsulele de nodul malign, cat si cele ale nodulilor benigni au fost
cercetate si au fost achizifionate imagini pentru cel putin 7 regiuni de interes pe tip de nodul per
pacient, rezultand in total 25 regiuni de interes pe tip de nodul. Fiecare zona de scanare PSHG a fost
de 125 x 125 pm?2.

®) \N

Figura 4.98 Lame cu sectiuni colorate cu Hematoxilind & Eozind, scanate cu un sistem automat de scanare a
lamelor de microscop Leica APERIO LV1.
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Tn figura 4.98 putem observa sectiuni prin parenchim tiroidian polinodular, anizofolicular cu
mai multi noduli adenomatosi, printre care si un nodul (microfocar) incapsulat de carcinom papilar
tiroidian (marcat cu sageata neagra).

Am luat imagini pe aceeasi suprafatd a probei prin microscopie TPEF si cu SHG generat
inapoi, respectiv cu SHG generat Tnainte si am suprapus imaginile pentru a avea o mai buna
vizualizare a distributiei colagenului din capsulele nodulilor benigni a nodulilor maligni si a capsulei
glandei tiroide.

Am folosit aceeasi metoda ca in STUDIUL NR. 4: rapoartele elementelor tensorului
susceptivitate la care am adaugat inca un element de comparatie si anume am Incercat sa gasim o
modalitate de a lua in considerare si unghiul care rezulta din algoritmul utilizat (Figurile 4.108 si
4.109). Principalul dezavantaj al metodelor de calculare a orientarii fibrelor de colagen folosite pana
acum este faptul cd le lipseste o referintd pentru unghiul fibrei de colagen Tn cazul matricei
extracelulare, adica orientarea fibrei de colagen in functie de orientarea tesutului. Aceste informatii
unghiulare pot fi utilizate doar pentru situatii particulare, in cazul orientarii fibrelor in raport cu
marginile tumorii, pentru a oferi informatii de diagnostic[12]. In caz contrar, informatiile la nivel de
pixel furnizate de astfel de tehnici sunt pierdute, deoarece orientarea unghiulara este cuantificata doar
la nivelul Intregii imagini prin utilizarea distributiei valorilor unghiulare ale colagenului, cum ar fi
deviatia standard (de exemplu, pentru a cuantifica imbatranirea tegumentului [13]) sau deviatia
absoluta mediana (de exemplu, pentru a diferentia intre stadiile carcinomului pulmonar cu celule mici
[14]).

De la statistici simple de prim ordin pentru valorile pixelilor, pana la statistici care iau in
considerare relatia spatiald a pixelilor vecini (de exemplu, matricea de corelatie a nivelurilor de gri -
GLCM) [15] sau chiar la metode mai avansate de analiza a imaginii (de exemplu, analiza fractala
[16], transformata wavelet [17], transformata Hough [18]) existd o multitudine de metode pentru
cunatificarea la nivel de imagine intreaga care au fost folosite anterior pentru analiza distributiei de
colagen. Pe de alta parte, folosind seturi de date PSHG se poate calcula factorul de anizotropie [19],
gradul de polarizare liniara [20] sau parametrii Stokes [21] care sunt calculate la nivel de pixeli, pentru
estimarea alinierii dipolilor moleculari in raport cu polarizarea fasciculului laser incident. O altd
abordare care se refera la seturile de date PSHG necesitda modele teoretice pentru fibrele de colagen
[22], [23] si algoritmi de fitare diferiti pentru a determina coeficientii tensorului susceptivitate
neliniard de ordinul doi (x®) pentru colagen cu rezolutie de pixeli. Impreuna cu diferite raporturi de
coeficienti ¥?, aceasta metoda calculeazi orientarea fibrei de colagen.

Astfel am introdus un nou parametru: Fi definit ca distributia unghiulara a fibrelor de colagen
din imaginea achizitionatd. Intensitatea culorii aratd unghiuri 0-180 grade (cu céat fibra este mai
ondulata in imagine cu atat variatiile de culoare sunt mai mari).(Figurile 4.108 si 4.109)
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Benign

x3115: 0.77

SDFi:13.9 x3115: 0.88 x3315: 2.02

Fig. 4.108 Rezultate obtinute prin metoda fitarii intensitatii SHG in functie de unghiul de polarizare pentru capsula unui
nodul benign (FA - adenom folicular); de la stdnga la dreapta: 1).imagini Th microscopie cu generarea armonicii a
doua (sténga sus BSHG - SHG generat Thapoi, iar stanga jos FSHG - SHG generat nainte), 2). SD Fi - unghiul fibrelor
de colagen, 3). 3115 - Imagine obtinuta din raportul elementelor tensorului susceptivitate y37 si y15, 4). y3315 -
Imagine obtinuta din raportul elementelor tensorului susceptivitate y33 si y15,

Malign
O
I
v
o
SD Fi: 31.3 x3115: 0.76 Xx3315:1.85
SDFi: 8.9 x3115: 0.76 Xx3315: 1.83

Fig. 4.109 Rezultate obtinute prin metoda fitarii intensitatii SHG in functie de unghiul de polarizare pentru capsula unui
nodul malign (PTC — carcinom papilar tiroidian); de la stAnga la dreapta: 1).imagini Tn microscopie cu generarea
armonicii a doua (stanga sus BSHG - SHG generat Thapoi, iar stanga jos FSHG - SHG generat Thainte), 2). SD Fi -
unghiul fibrelor de colagen, 3). 3115 - Imagine obtinuta din raportul elementelor tensorului susceptivitate y31 si x15,
4). x3315 - Imagine obtinuta din raportul elementelor tensorului susceptivitate y33 si y15,
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In urma achizitiei de stive de imagini PSHG, s-a trecut la analiza acestora. S-a utilizat un cod
Matlab personalizat [24] pentru fitarea datelor experimentale intr-o procedura pixel cu pixel cu o
curba teoretica [25]. Modelul utilizat pentru dependenta intensitatii SHG de colagen cu unghiul de
polarizare de intrare poate fi scris ca:

Ispe~[x1s + sin® 2 (@ — @) + (x31 - sin® 2 (@ — @) + x33 * cos* 2 (a — 9))?]
unde a este unghiul de polarizare incident al fasciculului laser, in timp ce ¢ este unghiul de orientare
a fibrei de colagen in plan, iar y1s, y31, ¥33 sunt singurele componente nenule ale tensorului
susceptivitate neliniara (y?) sub presupunerea simetriei cilindrice a colagenului.

Folosind aceasta procedura de fitare, am calculat pixel cu pixel trei imagini cu rapoartele
elementelor tensorului susceptivitate (y31/y1s, x33/x15 Si (33/x31), imaginea de distributie unghiulara de
colagen si imaginea coeficientului de determinare (R?).

Pentru a tine cont de distributia colagenului intr-0 abordare pixel cu pixel, am folosit imaginile
achizitionate prin PSHG pentru a calcula o dispersie locald a unghiurilor fibrelor de colagen. Fiecare
pixel a fost inlocuit cu abaterea standard (SD) sau abaterea absoluta mediana (MAD) a pixelilor vecini
ntr-o fereastra patrata cu latura |, unde | ia valori impare. Am considerat urmatoarele dimensiuni ale
ferestrei: 3, 7, 15, 31 si 63. Imaginile rezultate au fost codificate SD 1si MAD 1, dacd SD si respectiv
MAD au fost folosite pentru a contabiliza dispersia locala. In timp ce SD si MAD sunt ambele masuri
de dispersie statistica a unui set de valori, MAD este definita ca mediana abaterilor absolute de la
mediand si este mai putin sensibild la valori extreme decat SD. Daca setul de date a fost normal
distribuit, SD este de obicei cea mai buna alegere pentru evaluarea raspandirii. Cu toate acestea, daca

datele nu sunt normal distribuite, MAD este masura mai robusta de utilizat.
(a) (b) (<) (d)

SHG intensity

N W A 0 ® O = N W & O O

Fig. 4.110. Capsule care inconjoard noduli FA si PTC in microscopie PSHG. Primul rdnd reprezinta imaginile de
intensitate SHG (medie a tuturor starvilor de polarizare de intrare) cu canalele verzi si albastre care ilustreaza BSHG si
respectiv FSHG, suprapuse peste semnalul TPEF din canalul rosu. ys1/xis, x33/x1s Si x33/y31 sunt imagini obtinute din
algoritmul de fitare cu rapoartele elementelor tensorului susceptivitate calculate pentru fiecare pixel din imagini (imagini
cu capsula de nodul FA achizitionate in configuratiile BSHG (a) si respectiv FSHG (b), imagini cu capsule de nodul PTC
achizitionate in configuratiile BSHG (c) si respectiv FSHG (d))

Un numar de 14 imagini diferite au fost calculate pentru fiecare stiva de imagini PSHG atat
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pentru directii de colectare inainte, cat si inapoi: trei imagini  (2), imagini ¢, SD_1si imagini MAD |
pentru cinci valori 1 diferite. Un alt set de 14 imagini a fost obtinut ludnd in considerare numai pixeli
cu R2> 0,8 dupa procedura de fitare.

Seturile de date PSHG au fost achizitionate pe regiunile de interes care contin capsule atat ale
nodulilor maligni (noduli de carcinom papilar tiroidian- PTC), cat si ale nodulilor benigni (adenom
folicular — FA). Exemple de imagini din capsule de colagen care inconjoara atat noduli maligni, cat
si benigni sunt prezentate in Figura 4.110. Rapoartele elementelor tensorului susceptivitate au fost
calculate pentru seturile de date PSHG rezultand trei noi imagini pe fiecare regiune de interes (Figura
4.110).

Am efectuat o analiza la nivel de pixeli pe imaginile raporturilor elementelor tensorului
susceptivitate y®. Pentru analiza statistica a distributiei valorilor de pixeli pentru cele trei tipuri de
imagini, am testat mai Intai normalitatea probelor de pixeli. Deoarece a esuat testul de normalitate,
care poate fi observat vizual si din Fig. 2.104, toatad distributia fiind inclinatad pozitiv, am efectuat o
analiza statistici non-parametrica folosind testul Mann-Whitney. Tn timp ce pentru imaginile BSHG,
¥31/x15 nu a returnat diferente relevant statistic intre capsulele nodulare PTC si FA, celelalte doua
rapoarte pentru BSHG si toate cele trei In cazul imaginilor FSHG au aratat valori semnificative
statistic Tn cazul capsulelor nodulare benigne (FA), comparativ cu cele maligne (PTC). S-a aratat
anterior ci yss/ys1 este reprezentativ pentru anisotropia locala a esantionului la nivel de pixeli [26]. Tn
acelasi timp, deoarece valoarea minima in dependenta de polarizare a intensitatii SHG este Imin ~
(xa1lyis)?, yailyis poate fi, de asemenea, conectatd cu anisotropia locald. O crestere a ambelor valori
poate fi explicata printr-o scadere a anisotropiei locale in cazul capsulelor nodulare benigne (adenom
folicular — FA), comparativ cu cele maligne (carcinom papilar tiroidian — PTC). Acest rezultat la nivel
de pixeli este in concordanta cu rezultatele anterioare[6] unde analiza texturii pe imagini de intensitate
SHG a relevat fibre de colagen organizate aleator in capsulele nodulului benign si o capsula
organizata, cu fibre de colagen aliniate paralel in cazul capsulei nodulului malign.

Chiar daci valorile rapoartelor elementelor ¥? au furnizat diferente relevante statistic in cinci
din cele sase situatii luate in considerare, acesti parametri singuri nu au aproape nici o capacitate de
discriminare ntre capsulele de noduli maligni si benigni, deoarece ASC este mai mica decat 0,6 (Fig.
4.111).

TS o : o T T : T
[ 1 H : 1
100 — . : * - H :
: -3 H 3 i t
10— 3 : # ! é é
1 —

T
%"}

AUC AUC
0.1 A1/ Has 0.5 : %31/ %15 0.6
33/ xas| 0.54 x33/ x1s| 0.61
X33/ xs1| 0.55 X33/ x31| 0.55
0.01(4 : (b) 1 :
X31/%15 X33/%15 A33/%31 X31/%1s x33/%1s A33/A31

Fig. 4.111. Analiza statisticd a raporturilor elementelor y? calculate pentru fiecare pixel din seturile de date PSHG din
(a) configuratia BSHG si (b) configuratia FSHG. Inserarea din fiecare grafic furnizeaza valorile ASC ca masurd a
capacitatii de discriminare a fiecarui raport intre capsulele PTC si FA. (ns p> 0,05, * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001;
*kkk
p <0,0001).
Am cercetat si distributia unghiulara a colagenului in capsulele nodulilor tiroidieni selectati
pentru studiu. Valorile medii sau mediane ale unghiului de orientare in plan ¢ depind de orientarea
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esantionului si astfel nu pot furniza informatii utile. Pe de altd parte, masurile de distributie a
unghiului de orientare, cum ar fi deviatia standard (SD) si abaterea absolutd mediana (MAD) au fost
extrase din imagini intregi pentru a cuantifica morfologia fibrelor de colagen din proba.

Dupa cum se poate observa in Fig.4.112, ambele valori SD si MAD pentru capsulele care
inconjoara nodulii maligni (PTC) sunt mai mici decat pentru capsulele nodulilor benigni (FA), ceea
ce indica faptul ca fibrele de colagenul sunt mai putin ondulate in capsulele nodulilor maligni. Acest
lucru este vizibil si din imaginile de intensitate SHG din Fig. 4.111 si este in acord cu rezultatele
prezentate anterior. Desi diferenta intre capsulele care inconjoara nodulii maligni (PTC) si benigni
(FA) nu este semnificativa statistic pentru SD din imaginile BSHG, exista diferente semnificativ
statistice Intre distributiile de fibre de colagen ale capsulelor care inconjoara nodulii maligni (PTC)
si benigni (FA) cuantificate de MAD. O posibila explicatie ar fi faptul ca MAD este mai putin
sensibila la valori extreme decat SD, confirmata si de valorile MAD mai mici. O posibild sursa de
astfel de valori in ¢ imagini poate veni de la faptul ca intervalul in care pixelii au valori este (0- 180°),
mai precis de la pixelii adiacenti unde a avut loc tranzitia de la 0 la 180°.

SD 'MAD SD 'MAD
80— s FTT T »* : XAk
| | 1

60—

20~ — i

(a) | (b)

0
Fig. 4.112. Distributia unghiulard a colagenului estimatd pe seturi de date PSHG intregi din imagini ¢ folosind valori
diferite: abatere standard (SD) si deviatie absoluta mediand (MAD) in configuratia (a) BSHG si (b) configuratia FSHG
(ns p> 0,05; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001).

Deoarece algoritmul de fitare a datelor PSHG calculeaza orientarea colagenului in fiecare
pixel, informatiile sunt pierdute doar luand in considerare masuri ale distributiei de orientare din
imagini intregi. Tindnd cont de acest aspect, am calculat distributii locale de orientare a colagenului
pixel cu pixel folosind atat SD cat si MAD pentru a cuantifica distributia de fibre. Avand in vedere
aceastd procedura, s-au obtinut imagini cu orientarea locald a colagenului (fig. 4.113) in functie de
fereastra de calcul pentru distributie (imagini SD _1si MAD_I, unde | este dimensiunea ferestrei).
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MAD/SD 15 MAD/SD 3

MAD/SD 63

Fig. 4.113. Imagistica de distributie a orientarii colagenului din seturile de date PSHG. Aceleasi regiuni de interes ca in
Figura 2.103. sunt considerate atat pentru capsulele nodulare maligne (PTC), cdt si pentru cele benigne (FA). Primul
rand reprezinta distributia unghiulard a colagenului (), calculatd din algoritmul de fitare. Imagini SD [ si MAD | cu
SD / MAD cu dimensiuni ale fereastrei de calcul | = 3, 15 si 63 pixeli sunt afisate pentru comparatie. Imaginile cu capsuld
de nodul benign (FA) dobdndite in configuratiile BSHG (a) si respectiv FSHG (b); Imaginile cu capsule de nodule PTC
dobandite in configuratiile BSHG (c) si respectiv FSHG (d).

Testul de corelatie liniarda Pearson a ardtat o corelatie moderatd intre valorile SD si MAD
pentru cazul BSHG (0,62 pentru o fereastrda de calcul SD / MAD de 3 x 3 pixeli) st o corelatie mai
slaba pentru FSHG (0,4 pentru fereastra de calcul 3 x 3 ). Pentru ambele configuratii de colectie SHG,
corelatia dintre SD si MAD creste cu fereastra de calcul. De exemplu, pentru fereastra de 63 x 63
pixeli, cei doi parametri au fost puternic corelati in cazul capsulelor benigne ale nodulului (0,9 pentru
BSHG si 0,8 pentru FSHG) si moderat corelate pentru capsulele maligne ale nodulului (0,7 pentru
BSHG si 0,62 pentru FSHG). Mdrirea ferestrei de calcul atat pentru SD cat si pentru MAD, duce la
un numar crescut de pixeli considerat de la un maxim de 9 pixeli in fereastra 3 x 3 pana la aproape
4000 pentru fereastra 63 x 63. Este mai probabil ca valorile pixelilor dintr-un esantion mai larg sa fie
mai apropiate de o distributie normala (mai putine valori); de aici si o corelatie mai puternica intre
SD si MAD cu dimensiunea ferestrelor crescutd. O corelatie mai puternica intre SD si MAD pentru
capsula benigna decat pentru capsula maligna sugereaza ca distributia de orientare este mai aproape
de o distributie normala. Aceste rezultate sunt determinate de ondularea distributiei colagenului, cu
un grad mai mare de dezorganizare pentru capsula nodulara benigna. Presupunerea anterioara de
normalitate pentru distributiile de orientare este confirmata prin calcularea unei regresii liniare simple
intre seturile de date SD si MAD. Am obtinut o pantd de 1.403, aproape de valoarea teoretica a b =
1.4826 pentru o distributie normala.

Am efectuat analize statistice la nivel de pixeli cu probe de pixeli din imaginile SD / MAD.
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Pentru analiza statistica a distributiei valorilor de pixeli pentru cele cinci tipuri de imagine pentru
fiecare configuratie de colectie SHG, am testat mai intdi normalitatea esantioanelor de pixeli.
Deoarece au esuat testul de normalitate, care poate fi observat vizual si din Fig. 4.114, toata distributia
fiind inclinata pozitiv, am efectuat analize statistice non-parametrice folosind testul Mann-Whitney.

Pentru imaginile FSHG, toate imaginile obtinute pentru diferite dimensiuni ale ferestrei de
calcul SD / MAD indica valori mai relevante statistic in cazul capsulelor nodulilor benigni (FA),
comparativ cu capsulele de noduli maligni (PTC). Rezultatele sunt similare pentru imaginile BSHG,
cu exceptia celei mai mici ferestre de calcul pe care le-am considerat (I = 3). Aceste rezultate la nivel
de pixeli confirmd rezultatele anterioare pe imagini intregi si indicd faptul cd distributia locald a
colagenului este aceeasi cu distributia imaginii intregi, cu o ondulare diferitd a colagenului intre
capsulele nodulare maligne (PTC) si benigne (FA).
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Fig. 4.114. Parametri statistici extrasi din analiza de orientare la nivel de pixel a colagenului in capsulele PTC si FA. Atat
imaginile SD_1 cat si MAD_1 sunt luate In considerare cu dimensiunea ferestrei de calcul 1 =3, 7, 15, 31 si 63 de pixeli
pentru a fi comparate in (a) seturi de date BSHG si (b) seturi de date FSHG. (ns p> 0,05; * p <0,05; ** p <0,01; *** p
<0,001; **** p <0,0001)

Toate seturile de date de pixeli SD / MAD au furnizat diferente relevante statistic intre
capsulele PTC si FA nodul. In ciuda acestora, pentru ferestrele de calcul SD / MAD scazute (1 =3, 7)
nu exista aproape nici o capacitate de discriminare intre capsule maligne si benigne, deoarece ASC
este mai mica decat 0,6 (se introduce in Fig. 4.114). Pe masurd ce dimensiunea ferestrei creste
capacitatea de discriminare creste, de asemenea, cu cele mai mari valori obtinute pentru imaginile
MAD si FSHG. Pentru aproape toate situatiile luate in considerare (cu exceptia | = 3 din imaginile
BSHG) MAD dovedeste o mai bund capacitate de diferentiere fata de SD in cazul capsulelor de noduli
maligni (PTC), comparativ cu capsulele nodulilor benigni (FA).

Analiza texturii a fost realizata pe imaginea o, cele trei imagini ale raportului elementelor
tensorului de susceptivitate @, cele cinci imagini MAD si cinci SD pentru ambele configuratii BSHG
si FSHG. In acelasi timp, am calculat imagini care pastreaza doar pixeli care corespund R2> 0,8,
exact cum se obtine din algoritmul de fitare. Imaginile cu intensitate SHG nu au fost luate in
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considerare, deoarece analiza texturii imaginilor SHG de intensitate intreagd a fost prezentata in
STUDIUL NR. 2, descris anterior.

Capitolul 5 - Concluzii

Investigatiile prezentate n aceasta teza s-au concentrat pe studierea probelor biologice cu tesut
patologic tiroidian folosind tehnici microscopice cu baleiaj al fasciculului laser.

Aceastd tema de cercetare abordeaza un subiect sensibil al patologiei tiroidiene si anume
elaborarea unui diagnostic histopatologic cit mai exact al nodulilor tiroidieni incapsulati, cunoscut
fiind faptul ca medicul anatomopatolog se confrunta frecvent cu lipsa vizualizarii totale la
microscopul optic, a capsulei tiroidiene ce delimiteaza nodulul tumoral de parenchimul tiroidian
adiacent indemn.

Importanta rezultatelor obtinute se datoreazd colaborarii interdisciplinare si aplicarii
consecvente a unui standard de lucru in cadrul tuturor experimentelor din aceasta lucrare. Din
imaginile achizitionate pe capsula nodulilor tiroidieni si a glandei tiroide au fost calculati parametrii
cantitativi la nivel de pixel dar si de imagnie, fapt ce a permis analiza colagenului din componenta
capsulelor. S-au obtinut rezultate statistic relevante ih urma compararii modificarilor structurale si a
distributiei fibrelor de colagen.

Aceste rezultate sugereaza, pentru prima data n literatura de specialitate, faptul ca unii noduli
tumorali tiroidieni pot fi diferentiati si prin studierea capsulei lor, fara a avea nevoie de morfologia
celulara tumorald, element indispensabil in elaborarea diagnosticului histopatologic al anumitor
leziuni tumorale nodulare incapsulate.

5.1. Rezultate obtinute

Am abordat mai multe tehnici optice de microscopie cum ar fi microscopia confocala,
microscopia de baleiaj laser bazatd pe fluorescenta generata de excitatia cu doi fotoni (TPEF),
microscopia de baleiaj laser bazata pe generarea armonicii a doua (SHG) si microscopia de baleiaj
laser bazatd pe generarea armonicii a doua dependentd de polarizarea radiatiei laser de excitatie
(PSHG) pentru a observa eventuale modificari capsulare neidentificabile cu microscopia optica
clasica traditionald, cu scopul de a diferentia nodulii tumorali aparent incapsulati benigni si maligni.

In microscopia optici clasici, s-au achizitionat microfotografii din cazurile selectionate pentru
cercetare, precum si pentru cazuri dificile, la care pentru un diagnostic histopatologic final au fost
necesare teste IHC, elaborandu-se la fiecare caz exemplificat diagnosticul histopatologic Tn urma
examenului microscopic, respectiv elaborarea unui diagnostic histopatologic complet pe coloratia
standard Hematoxilind & Eozina corelat cu testele THC.

Tn microscopia confocala in modul fluorescenta imaginile au putut fi interpretabile, in sensul
cd am putut decela capsula ce Inconjoara nodulul tumoral, capsula glandei tiroide si structurile
compatibile cu cele ale foliculilor tiroidieni din interiorul nodulului tumoral, dar si din parenchimul
tiroidian adiacent, dar fard a putea face un diagnostic diferential Intre caracterul normal, benign sau
malign al acestora, neaducand informatii suplimentare fatd de microscopia de fluorescenta
conventionala.

In microscopia confocald de reflexie, imaginile au fost greu de interpretat, deoarece nu am
avut contrast in imagine.

Microscopia TPEF a permis obtinerea unor imagini de ansamblu ale tesutului tiroidian,
deoarece fluorescenta are avantajul ca poate da o imagine globala, aratand si alte structuri tisulare in
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afara colagenului evidentiat de microscopia SHG. Imaginile achizitionate prin microscopia TPEF si
cu microscopia SHG le-am studiat separat, dar si suprapuse pentru a cumula informatiile furnizate pe
de-o parte de fluorescenta, iar pe de alta parte, conform naturii neliniare a generarii armonice, prin
obtinerea unei rezolutii tridimensionale (imagini 3D);

Tn studiul nr. 1 am folosit analiza prin transformata Fourier rapidd (FFT) a imaginilor
achizitionate prin generarea armonicii a doua pentru capsula nodulului de malign - PTC si nodulului
benign - FA. Si in acest caz am decelat rezultate semnificativ statistice. Orientarea medie a
colagenului (N) calculatd din spectrul FFT este mai mare pentru capsula de FA (N = 0,69), decét
pentru capsula de PTC (N = 0,4). Spectrele FFT au fost calculate pentru intreaga imagine. Am
considerat cd, daca spectrele sunt calculate pentru regiunile mai mici de interes, se poate obtine o
distributie a valorilor, in functie de gradul de aliniere pentru fibrele de colagen din regiunile de interes
avute in vedere. In medie, pe o suprafati mai mare, care reprezinti, de asemenea, cazul intregii zone
analizate, aceasta duce la un N mai mic. Chiar daca N a fost calculat pe imagini intregi, rezultatele
obtinute arata o diferenta in organizarea colagenului intre cele doua tipuri capsulare.

Microscopia SHG este metoda cea mai performantd, deoarece pe langa semnalul imagistic
mai bun decat in cazul imagisticii de fluorescenta, este foarte sensibil la informatii structurale ale
probei examinate, In cazul nostru colagenul asupra cdruia putem analiza modificari cantitative
folosind diferiti parametrii din 4 metode de analiza texturala a unei imagini (histograma imaginii,
analiza “Matricea de corelatie a nivelurilor de gri” (GLCM), analiza fractala si analiza Helmholtz),
utilizati incepand cu studiul nr.2.

Intensitatile de pixeli ale parametrului “MedieSHG” - (medie), au fost mai mici obtinute atit
pentru capsulele FA, cat si pentru PTC, cu diferente semnificativ statistic in ceea ce priveste capsula
tiroidei. Acestea sunt o indicatie a unui semnal SHG mai mic in cele doud stari patologice studiate,
fie datorita scaderii densitdtii colagenului, fie unei scaderi a semnalului SHG pe fibre de colagen
individuale, sau ambele. Calculand alti doi parametri, si anume ,,TC-ratio” (raportul dintre numarul
de pixeli cu valori peste un prag si numarul total de pixeli) si ,,S-mean” (valoarea medie a SHG in
zone semnificative) am incercat sd raspundem la aceastd intrebare. ,,TC-ratio” estimeaza suprafata
totala a colagenului dintr-o imagine SHG si contabilizeaza doar modificarile densitatii colagenului.
Pentru acest parametru a fost obtinutd o scadere semnificativ statistic intre capsula tiroidd si ambele
capsule nodulare patologice. Acest rezultat este in concordantd cu capsula mai subtire in cazul
nodulului benign si cu densitatea mai mica a fibrelor de colagen pentru capsula PTC, fard sa poata
face distinctia intre ele. Pe de alta parte, ,,S-mean”, care ar ardta modificari ale intensitatii pixelilor
numai pe zonele acoperite de colagen, indica o scadere semnificativ statistic a semnalului SHG atunci
cand se compara capsula tiroidei cu capsula nodulului PTC. Valoarea mai mica a ,,S-mean”, poate
aparea din cauza reorganizdrii fibrelor de colagen, fie prin pierderea cristalinitatii sau la o tulburare
mai mare in volumul focal.

Parametrul ,,Hist-StDev” (abatere standard) a fost utilizat pentru a cuantifica cantitatea de
dispersie a setului de date. De obicei, 0 abatere standard mai mica a unei distributii a intensitatii
pixelilor este un semn al unei imagini mai clare, ceea ce in cazul nostru ar putea indica o distributie
mai raspandita a fibrelor individuale de colagen. Aceasta este situatia capsulei nodulului PTC care
are o abatere standard - ,,Hist-StDev” mai scazuta semnificativ statistic decat capsula tiroidei.

In ceea ce priveste parametrul ,,Hist-Skew” (indicele de asimetrie), toate cele trei distributii
sunt puternic pozitive. O valoare mai mare pentru acest parametru arata o imagine mai intunecata,
prin urmare, intensitatea semnalului SHG pe colagen este mai micd sau o densitate mai mica de
colagen in zona imagistica. Valoarea mai mare a parametrului ,,Hist-Skew” pentru capsula PTC este
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in concordantd cu observarea fibrelor de colagen mai subtiri si mai dispersate in interiorul capsulei
PTC.

Toate cele trei distributii studiate au avut parametrul ,,Hist-Kurt” (indicele de aplatizare), Tnalt
pozitiv. Am observat o crestere semnificativa din punct de vedere statistic atat din capsula tiroidei,
cat si din capsula nodulului FA pana la capsula nodulului PTC care indica faptul ca distributia
pixelilor sunt mai aproape de medie decat pentru o distributie normala, si o mica parte a variatiei este
cauzatd de abateri extreme rare.

Un nivel inferior al parametrului ,,Hist-StDev” (abatere standard), corelat cu un nivel superior
al parametrului ,,Hist-Kurt” (indicele de aplatizare), indicd o distributie mai restransa a valorilor de
pixeli in jurul valorii medii si In ceea ce priveste ,,Hist-StDev”, indicd caracteristici mai clare referitor
la distributia fibrei de colagen din imagine.

Avantajul utilizarii parametrilor de forma de distributie, cum ar fi parametrii ,,Hist-Skew”
(indicele de asimetrie), si ,,Hist-Kurt” (indicele de aplatizare), consta in faptul ca sunt independenti
de intensitate si sunt astfel mai robusti pentru a caracteriza trasaturile structurale ale colagenului
capsular.

In timp ce parametrii statistici de prim ordin calculati folosind histograma imaginii sunt direct
legati de distributia nivelului de gri In imagine, parametrii statistici de ordinul II depind de
aranjamentele spatiale si corelarea intensitatilor intre pixeli.

Parametrul de contrast (,,Contr”) este asociat cu diferenta medie de gri intre pixelii vecini si
cuantifica distributia heterogena a colagenului prezent in imagine. Un contrast (,,Contr”’) mai mare
indicd imagini foarte contrastate, care pot fi asociate cu caracteristici care sunt distribuite fara o
aliniere preferentiald. Un contrast (,,Contr”) semnificativ statistic mai mare a fost obtinut pentru
capsula tiroidei, decat pentru capsula PTC, care poate fi explicatd prin prezenta fibrelor de colagen
aliniate in capsula PTC.

Parametrul ,IDM” - “Inverse Difference Moment” (omogenitatea sau momentul diferentei
inverse) cuantificd asemanarile locale din imaginea SHG si din experimentul nostru, desi ,,Contr” si
,IDM” sunt invers corelate, ,,IDM” este capabil sa ofere diferente semnificativ statistic intre capsulele
de noduli benigni si maligni, in timp ce “Contr” nu este capabil.

Parametrul ,,ASM” - “Angular Second Moment” (energia sau al doilea moment unghiular)
detecteaza tulburari in texturi, atingdnd o valoare maxima egala cu cea care apare atunci cand
distributia nivelului de gri este omogena. Valorile mai mici ale ,,ASM” se datoreazd unui numar mai
mare de intrari mici in “Matricea de corelatie a nivelurilor de gri” (GLCM - “Gray Level Co-
occurrence Matrix”) si sunt o indicatie a imaginilor heterogene, in cazul nostru distributii de colagen
mai putin omogene. ,,ASM” este singurul parametru care reflectd o crestere semnificativ statistic de
la valoarea corespunzatoare capsulei tiroidiene, apoi capsula nodulului FA si in final capsula
nodulului PTC, indicand o crestere a omogenitatii colagenului.

O entropie (,,Ent”) mai mare indicd o texturd a imaginii mai complexd, ca si in cazul
contrastului ,,Contr” si ,,IDM”, desi ,,ASM” si entropia (,,Ent”) sunt invers corelate, ,,ASM” este
capabil sa ofere diferente semnificativ statistic intre cele trei clase considerate, in timp ce entropia
(,,Ent”) nu este.

Parametrul statistic corelatie (,,Corr”) este o masurad a dependentelor liniare ale nivelurilor de
gri din imagine. Toate cele trei capsule studiate au returnat valori mici de corelatie. Deoarece o
corelatie (,,Corr”) scazuta inseamna, in general, niveluri de gri adiacente independente, Tn imagine nu
se poate identifica un model regulat semnificativ.
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Pentru a folosi capacitatea parametrului de corelatie (,,Corr”) in a detecta tiparele obisnuite
intr-o imagine am comparat valorile corelatiei (,,Corr”) ale “Matricei de corelatie a nivelurilor de
gri” (GLCM) la diferite distante de pixeli si am potrivit dependenta corelatie-distantd (dependenta
acesteia cu distanta intre pixeli) cu o curba exponentiala pentru a calcula rata de scadere a acesteia.
Cantitativ, corelatia (,,Corr”) pentru capsula PTC a scazut cu o panta mai abrupta care sugereaza fibre
liniare distincte, in timp ce pentru capsula FA corelatia a ramas ridicatd pe masurd ce distanta de
pixeli a crescut, ceea ce sugereaza o structura fibroasa de colagen mai dezorganizata.

Analiza fractala a fost calculata atat pe imagini 1n scald gri (parametrii ,,FD-grey” si ,,Lac-
grey”’) cat si pe imagini binare (parametrii ,,FD-bin” si ,,Lac-bin”’) obtinute dupa pragul de imagine.
Desi analiza binara este cea mai utilizatd, unul dintre dezavantajele sale (de exemplu, nevoia unui
prag pentru binarizarea imaginii) a fost Intalnit si in cazul nostru. Nici unul dintre parametrii ,,FD-
bin” si ,,Lac-bin” nu au putut detecta diferente semnificative intre capsulele nodulilor maligni si
benigni. O posibila explicatie este ca pentru imaginea binara, parametrul ,,FD-bin” a oferit informatii
despre textura marginilor din imaginea binara, mai degraba decat textura distributiei de colagen, ceea
ce este cazul intr-un studiu anterior care a abordat investigatiile pe membrana celulelor tumorale. Pe
de alta parte, am considerat ca imaginile la nivel de gri sunt mai potrivite pentru analiza fractala atunci
cand determindm textura distributiei colagenului. Parametrul ,,FD-grey” a ardtat o scadere
semnificativd a complexitatii capsulei nodulului PTC in comparatie atat cu cea a glandei tiroide, cat
si cu capsula nodulului FA. Parametrul ,,Lac-grey” creste pentru capsula nodulilor tumorali, cu o
valoare mai mare pentru noduli maligni, un rezultat care este in concordanta cu cele obtinute pentru
parametrii ,,TC-ratio” si ,,S-mean” discutati anterior.

Valori semnificativ statistice au fost inregistrate si pentru parametrii folositi in cadrul analizei
Helmholtz. Tn cazul capsulei glandei tiroide parametrul ,,Helm-StDev” (abatere standard) mai mare,
asociat cu parametrul ,,Helm-Skew” (indice de asimetrie) moderat crescut (,,Helm-Skew” = 1,12), iar
pentru capsulele nodulare distributiile aproximativ simetrice (,,Helm-Skew” < 0,5) si ,,Helm-Kurt”
semnificativ mai scézut, indica o valoare mai mare a dispersiei in distributia de colagen cu o valoare
semnificativ mai mare pentru capsula PTC. Acest rezultat este in concordantd cu o posibila
reorganizare a fibrelor de colagen, fie prin pierderea cristalinitatii sau la o tulburare mai mare a
volumului focal care ar putea fi indicatd prin ,,S-mean”.

Nu toti parametrii de cuantificare au putut diferentia intre capsulele FA si PTC. O posibila
explicatie este cd modificarile structurale ale colagenului ar putea fi dispersate in imagini la scara
largd, prin urmare, am testat parametrii pe imaginile SHG la scard mica pentru capsula nodulilor
benign si malign si s-a dovedit cd explicatia a fost valida.

Desi, atunci cand este calculata pentru intreaga imagine SHG, parametrul “MedieSHG”
(medie), a scazut pentru capsula nodulului PTC, pentru imaginile la scara micd, este evidenta o
deplasare a distributiei mediei (“MedieSHG”) spre valori mai mari. Acest rezultat poate fi atribuit
unei modificari la scard micd a organizarii colagenului In volumul focal, contrar concluziei trase din
“MedieSHG” calculata pe intreaga imagine.

O componentd comund, parametrul ,,IDM” - “Inverse Difference Moment” (omogenitatea sau
momentul diferentei inverse) in jurul valorii de 0,11 a fost obtinuta atat pentru distributii benigne, cat
si pentru maligne. Pe de alta parte, valorile ,,IDM”, mai mari centrate la 0,092 sunt obtinute pentru
capsula nodulului PTC, doud regiuni centrate la 0,049 si 0,078 rezultand pentru nodulii benigni.
Aceste rezultate confirma cresterea semnificativ statistic a parametrului ,,IDM”, pentru nodulii PTC
obtinuti pe imagini SHG intregi. Rezultate similare sunt obtinute si pentru parametrul ,,ASM” -
“Angular Second Moment” (energia sau al doilea moment unghiular) cu o componenta de valoare
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ridicatd (~ 2 - 10-3) prezenta atat pentru capsulele FA, cat si pentru PTC, in timp ce valorile celelalte
sunt distribuite intre 0,63 - 10-3 si 1,02 - 10-3 pentru capsula FA si respectiv 0,84 - 10-3 si 1,26 - 10-
3 pentru capsula PTC. Analiza la scard mica a parametrilor ,,ASM” si ,,JIDM” indica o caracteristica
pentru nodulii PTC: zonele locale cu un ,,IDM” mai mare atribuit la o similaritate ridicata si zone cu
ASM mai mare, alocate regiunilor mai omogene. Astfel, presupunem ca distributia de colagen sufera
modificari semnificative la scard mica, care ar putea fi ratate prin cuantificarea imaginilor mari de
camp.

in cazul parametrului “Ent” (entropie), desi valorile obtinute pe intreaga imagine SHG nu au
fost statistic diferite pentru capsulele benigne si maligne, atunci cand am calculat acest parametru pe
imagini mai mici, am obtinut o diferentd semnificativa intre aceste doud capsule. In timp ce
distributiile centrate la 6.44 si ~ 7 sunt prezente in ambele cazuri, o “Ent” (entropie) mai mare (~7.45)
este obtinutd doar pentru capsula nodulului FA care indica texturi de imagine mai complexe la scara
mica, in concordanta cu structura ondulata de colagen observata anterior.

Valorile parametrului statistic “Corr” (corelatie) au fost echipate cu doud distributii, ambele
centrate pe valori mai mari pentru nodulul malign decat pentru nodulul benign. in cazul corelatiei
(“Corr”) calculat pe imagini SHG intregi, nu a existat nici o diferentd semnificativa intre noduli.
Aceste valori mai mari ale corelatiei (“Corr”) ar putea indica un model regulat in imagini, care ar
putea fi fibrele liniare distincte, prezente in imaginile cu capsule de noduli maligni.

Pentru imaginile la scard mica, am testat doar parametrii din analiza fractala pe imagini n
scald gri (parametrii "FD-gray" si "Lac-gray"). Valorile "FD-gray" au fost distribuite in mod normal
pentru capsulele nodulilor FA si PTC, cu o distributie mai largd pentru capsula nodulului PTC, dar
neexistand diferente semnificative intre capsule. Prin urmare, "FD-gray" este mai potrivit pentru a
detecta modificarile pe imagini SHG pe scard largd. Pe de alta parte, doud componente scizute a
parametrului ,,Lac-gray” sunt prezente atat in distributiile capsulei nodulului benign, cat si in cele ale
capsulei nodulului malign, cu o valoare mai mare doar pentru nodulii maligni, in concordantd cu
densitatea mai mica a fibrelor de colagen observate pentru acest tip de capsule. Astfel, "Lac-gray"
este un alt exemplu de parametru calculat pe imagini la scard mica, care a putut sa faca o diferentiere,
in timp ce pe scard largd nu a facut-o.

Analiza Helmholtz realizata pe imagini la scard mica asigurd doar o mica crestere a valorilor
parametrului “Helm-MedieSHG” (medie) ale celor doua distributii de colagen capsulare studiate, in
timp ce analiza la scard larga a returnat o crestere semnificativ statistic a parametrului”Helm-StDev”
(abatere standard) pentru capsula nodulului malign.

In studiul nr. 3, folosind aceeasi parametri ale celor 4 metode de analizi de imagine, am aritat
ca exista o modificare a distributiei colagenului din capsula nodulului tumoral malign in apropierea
zonei de invazie capsulara fata de capsula indemna a nodulului tiroidian diagnosticat histopatologic
ca un carcinom papilar tiroidian invaziv. In acest caz opt parametri (,MedieSHG”, , Hist-StDev”,
,Hist-Skew”, ,.S-mean”, ,,Contr”, ,,Ent”, ,,Corr” si ,,FD-gray”) calculati din imaginile achizitionate
prin microscopia SHG au furnizat diferente semnificativ statistic intre cele doua zone de capsula
investigate.

Tn studiul nr.4 am folosit microscopia bazati pe generarea armonicii a doua dependenti de
polarizarea radiatiei laser de excitatie (PSHG), a fragmentelor de tesut tiroidian pentru a compara
aceleasi tipuri capsulare din jurul nodulilor PTC si FA, si capsula glandei tiroide. Am calculat
orientarea fibrelor de colagen si raportul dintre doud elemente nenule ale tensorului de susceptivitate
de ordinul doi pentru colagen (¥31/y15 si ¥33/x15). S-a incercat sa se demonstreze ca imagistica
colagenului din capsulele nodulilor tiroidieni la diferite unghiuri de polarizare a fasciculului laser cu
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microscopia bazata pe generarea armonicii a doua, descrie o curba teoretica ce poate aduce informatii
despre componentele nenule ale tensorului de susceptivitate de ordinul doi si orientarea fibrelor de
colagen. Am utilizat aceasta abordare, in scopul de a oferi informatii suplimentare despre colagenul
din capsula nodulilor tiroidieni studiati, care pot completa microscopia bazata pe generarea armonicii
a doua cantitativa.

Valorile: mod (valoarea cea mai probabila intr-un set de date), media si deviatia standard
rezultate dintr-o singura potrivire Gaussiana la histograme sunt date in Tabelul 2.2. Valorile mod
apropiate de 1 sunt obtinute pentru ¥31/y15 in caz de capsule nodulare, in timp ce o valoare mai mare
este obtinuta pentru capsula tiroidei. Valorile medii sunt mai mari atunci cand se potrivesc
histogramele cu o singurd potrivire Gaussiand, deoarece histogramele sunt usor inclinate. Nu s-au
observat diferente semnificative in deviatiile standard calculate pentru cele trei capsule. Valorile mod
¥33/%15 pentru capsula tiroidei sunt semnificativ mai mari decét valorile pentru capsulele nodulilor,
cu o valoare putin mai mare pentru capsula nodulara benigna. Modificarile valorilor ¥33/y15 sunt
observate intre capsulele nodulilor maligni si benigni. Astfel de modificari au fost interpretate ca
posibile modificari ale ultrastructurii fibrelor de colagen. O crestere a x33/x15 a fost atribuita unei
redistribuiri a fibrilelor si a fibrelor de colagen in volumul focal laser. Prin urmare, valorile mai mari
ale x33/y15 si a deviatiei standard pentru capsula tiroidiana pot indica organizare aleatorie a
colagenului capsular al glandei tiroide si nodulare benigne si o capsula a nodulului malign organizata
cu fibre de colagen aliniate, paralele.

Parametrul ‘Deviatia standard’ obtinuta pentru ¥33/x15 la compararea histogramelor cu o
singurd potrivire Gaussiana este mai mare pentru capsula tiroidiand decat pentru capsulele nodulare,
indicand o distributie mai mare a valorilor, deci inca o datd o dezorganizare mai mare in distributia
colagenului. Rezultatele actuale pot parea in contradictie cu cele publicate in literatura de specialitate,
cand valorile pentru ¥33/¢15 au indicat o dezorganizare mai mare a fibrelor de colagen in cazul
nodulilor maligni. Acele rezultate au fost obtinute din distributia de colagen intre foliculi (in stroma
tiroidiand) si in interiorul papilelor in cazul carcinomului papilar tiroidian, in timp ce rezultatele
actualei lucrari sunt pe capsule de colagen capsular nodular si pe capsula glandei tiroide, aceste
rezultate fiind in concordanta cu cele obtinute pentru fibrele de colagen din capsulele nodulare atunci
cand se utilizeaza microscopie SHG si analiza texturii pentru a determina organizarea colagenului in
tiroida si capsulele nodulare .

In studiul nr. 5 am introdus cazuri ale unor pacienti diagnosticati histopatologic cu gusi
polinodulara adenomatoasa (entitate tumorald benigna tiroidiana) la care s-a descoperit incidental si
cate un nodul transformat malign. Am selectionat cazurile la care, pe aceeasi sectiune din tesutul
tiroidian, de la acelasi pacient, am identificat prin microscopia optica conventionald nodulul malign
aflat printre ceilalti noduli benigni. in acest fel am incercat si elimin rezultatele parametrilor
inregistrati presupusi a fi fals-pozitivi sau fals-negativi, stiind faptul cad pana acum am comparat
noduli maligni de la un pacient cu noduli benigni de la alt pacient. Am folosit aceeasi metoda ca in
studiul nr. 4 — luand in considerare rapoartele elementelor tensorului susceptivitate (elementele din
tensor x31, 33, x15 sunt singurele valori nenule) la care am addugat incd un element de comparatie
si anume am incercat sd gdsim o modalitate de a lua n considerare si unghiul care rezulta din
algoritmul utilizat, deoarece principalul dezavantaj al metodelor de calculare, folosite pand acum, a
orientarii fibrelor de colagen, este faptul ca le lipseste o referinta pentru unghiul de colagen in cazul
matricei extracelulare, adica orientarea fibrei de colagen in functie de orientarea tesutului.

Am realizat o analizd la nivel de pixel pe imaginile PSHG, urmarind identificarea unei metode
pentru cuantificarea orientarii/organizarii fibrelor de colagen. Prin calculul local al inprastierii
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valorilor obtinute in urma fitarii pentru unghiul fibrelor de colagen am obtinut imagini noi pe zonele
pe care am realizat imagistica PSHG. Aceste noi imagini ofera informatii al imprastierii unghiulare a
fibrelor de colagen prin prisma valorilor SD si MAD locale. Folosind aceste rezultate am identificat
diferente intre imaginile obtinute pe capsule de noduli PTC si respectiv FA. In acelasi timp am aratat
ca o combinare a tehnicilor de analiza la nivel de pixel cu cele la nivel de imagine este o metoda
importantd de a diferentia acesti noduli tiroidieni.

5.2. Contributii originale

In spatele acestor rezultate se ascunde o munca de cercetare, dar si de consultare a literaturii
de specialitate, o reexaminare a cazurilor din histoteca Departamentului de Patologie a Spitalului
Universitar de Urgenta Militar Central pe o perioadd de 5 ani (2015 - 2019), urmata de o selectie
atenta a blocurilor de parafina cu tesutul tiroidian patologic potrivit pentru studiu.

Am imaginat si conceput o procedurd complementard de diagnostic prin extragere de
informatii cantitative referitoare la orientarea colagenului in probele de tesut tiroidian. Procedura a
fost testatd pe capsule de noduli maligni si benigni tiroidieni pentru diferentierea obiectiva a acestora.
Am folosit imagini de armonica a doua achizitionate folosind radiatie laser incidentd cu polarizare
circulara. Setul de imagini a fost obtinut dintr-o stivd de imagini achizitionate la diferite adancimi in
proba, ulterior calculandu-se proiectia intensitatii maxime din acestea pentu a obtine imaginea finala
pe care s-a realizat si analiza cantitativa.

In studiul de cercetare nr.1 am testat capacitatea unei prime metode de analizi a imaginii de a
diferentia organizarea fibrelor de collagen in cele 2 tipuri capsulare nodulare studiate. Aceastd metoda
este analiza prin transformata Fourier rapida (FFT) a imaginilor achizitionate prin generarea
armonicii a doua pentru capsula nodulului de carcinom papilar tiroidian si nodulului benign. In acest
caz am decelat rezultate semnificativ statistice.

Tn studiul de cercetare nr.2 analiza cantitativa a fost realizata folosind parametrii extrasi prin
diferite metode de analiza a texturii disponibile intr-un program “open source” de analiza de imagini
de microscopie, ImageJ. Practic am testat capacitatea acestor parametri de a caracteriza organizarea
colagenului in imaginile achizitionate prin microscopia bazata pe generarea armonicii a doua si de a
diferentia tumorile incapsulate benigne de cele maligne. Aceasta organizare a colagenului se traduce
prin alinierea si distributia fibrelor de colagen, iar setul de parametri utilizat a fost determinat folosind
4 metode de analizd texturala a imaginii: histograma imaginii, analiza “Matricea de corelatie a
nivelurilor de gri” (GLCM), analiza fractala si analiza Helmholtz. Parametrii au fost testati in studiul
nr.2 pe capsula nodulilor maligni, benigni si pe capsula glandei tiroide si in studiul nr. 3 pe capsula
nodulului tumoral malign in apropierea zonei de invazie capsulara si in regiunile capsulare indemne
a nodulului tiroidian diagnosticat histopatologic ca un carcinom papilar tiroidian invaziv.

Mai mult decat atat, metodele folosite pentru vizualizarea colagenului din capsula glandei
tiroide si a nodulilor tumorali tiroidieni sunt pentru prima data descrise pe capsula nodulara tiroidiana
in literatura de specialitate, si anume:

Folosind histograma imaginii, un set de patru parametri, direct legati de distributia nivelului
de culoare a intensitatilor pixelilor extrasi din imaginile 2D SHG (medie - “MedieSHG”, abatere
standard - “Hist-StDev”, indice de asimetrie - “Hist-Skew” si indice de aplatizare - “Hist-Kurt”) au
fost calculati utilizind caseta de instrumente de analizd histogramd de la Image]. Deoarece
intensitatea SHG 1n fiecare pixel depinde de densitatea emitétorilor din volumul focal, dar si de
organizarea si distributia acestora, s-au luat in considerare si doi parametri selectivi suplimentari care
pot fi folositi pentru a diferentia structurile de colagen care prezinta diferite distributii (raportul dintre
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numarul de pixeli cu valori peste un prag si numarul total de pixeli - “TC-ratio” si valoarea medie a
SHG in zone semnificative - “S-mean™). In timp ce media (“MedieSHG™) si abaterea standard (“Hist-
StDev”) sunt momente statistice bine cunoscute, indicele de asimetrie (“Hist-Skew”) si indicele de
aplatizare (“Hist-Kurt”) descriu forma unei distributii. Pixelii din imaginea SHG cu intensitate peste
0 valoare a pragului sunt contorizati si raportul total al suprafetei de colagen (“TC-ratio”) este
determinat ca raport Intre acest numar si suprafata totald a imaginii. Al doilea parametru pe care 1-am
numit valoarea medie a SHG in zone semnificative (““S-mean”) este determinat ca valoarea medie a
semnalului SHG 1in regiunile care prezinta semnale SHG semnificative, folosind acelasi prag ca si
pentru parametrul anterior.

Un al doilea set de parametri derivat din analiza GLCM - “Matricea de corelatie a nivelurilor
de gri” (“Gray Level Co-occurrence Matrix™) furnizeaza informatii despre relatiile spatiale dintre
intensitatile pixelilor dintr-o imagine datd. GLCM este construit prin adunarea numarului de aparitii
ale unui nivel de gri, adiacent unui alt nivel de gri, la o distanta specificata a pixelilor - aplicabili in
special imaginilor care contin structuri fibrilare cum ar fi imaginile SHG ale colagenului si pot fi
folosite pentru a da o masurare cantitativa asupra orientarii reciproce a fasciculelor de fibre de
colagen. Informatii privind organizarea colagenului din imaginile SHG pot fi extrase din GLCM
utilizand diferiti parametri care au fost clasificati in literatura de specialitate ca parametri de contrast,
organizare si statistici. Parametrii de contrast pot fi folositi pentru a oferi informatii cantitative despre
fluctuatiile de intensitate din imaginea SHG. Printre acesti parametri, contrastul (“Contr”) este o
masurd a variatiilor locale prezente in imagine, In timp ce omogenitatea sau momentul diferentei
inverse (IDM - “Inverse Difference Moment”) ofera informatii despre aseméanarea unei valori de pixel
in combinatie cu pixelul sdu vecin cu toate celelalte perechi de pixeli vecini din imagine. Parametrii
de organizare sunt aplicabili in special imaginilor care contin structuri fibrilare, cum ar fi imaginile
SHG cu colagen si pot fi folosite pentru a masura cantitativ orientarea reciproca a pachetelor de fibre
de colagen. De exemplu, energia sau al doilea moment unghiular (ASM - “Angular Second Moment”)
este o masura a uniformitatii texturale si atinge o valoare maxima egala cu 1, corespunzand celei mai
mari uniformitati structurale, in timp ce entropia (“Ent”) este o masura a tulburdrii dintr-0 imagine.
“ASM?” si entropia (“Ent”) sunt invers corelate. Parametrii statistici se bazeazad pe analiza statisticd a
dependentei de valoarea pixelilor si pot fi folositi pentru a evalua periodicitatea in cadrul unei imagini.
Dintre parametrii statistici, metoda de corelatie (“Corr”) reprezinta o abordare puternic aplicabila
imaginilor SHG cu fibre de colagen. Am comparat valorile corelatiei (“Corr”) din analiza GLCM la
diferite distante de pixeli si am potrivit dependenta corelatie-distantd (dependenta acesteia cu distanta
intre pixeli) cu o curbd exponentiala pentru a calcula rata de scadere a acesteia.

O alta metoda pentru cuantificarea obiectiva a unei organizari texturale intr-0 imagine este
analiza fractald. Imaginile SHG au fost analizate fie ca imagini la scala in gri, fie ca imagini binare.
Analiza a fost realizata folosind un plugin ImageJ (FracLac) care a calculat dimensiunea fractala pe
imagini binare ( "FD-bin"), pe imagini in scala gri ("FD-gray") si lacunaritatea pe imagini binare (
"Lac-bin"), pe imagini in scald gri ("Lac-gray") folosind metoda "counting box™ (,,numararea
casetelor”). Imaginea este acoperita cu casete succesive mai mici, iar la fiecare nivel sunt numarate
casetele care contin detalii ale imaginii. Astfel de detalii sunt pixelii albi in cazul imaginilor binare si
diferenta de intensitate a pixelilor in aria acoperitd de caseta luatd in considerare pentru imaginile in
nuante de gri. Dimensiunea fractald este o masurd de complexitate a imaginii, iar Lacunaritatea se
bazeaza pe distributia pixelilor intr-o imagine care este calculata din scanari la diferite dimensiuni ale
casetelor si este 0 masura a adanciturilor (a “gropilor") dintr-0 imagine.
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Analiza Helmholtz a fost utilizatd pentru a determina distributia medie de orientare a
colagenului in imaginile SHG. Pentru imaginile de distributie a orientarii obtinute cu ajutorul analizei
Helmholtz, s-a calculat acelasi set de 4 parametri ca si pentru imaginile 2D SHG (medie - “Helm-
MedieSHG”, abatere standard - “Helm-StDev”, indice de asimetrie - “Helm-Skew” si indice de
aplatizare - “Helm-Kurt”). Valorile parametrului medie — “Helm-MedieSHG”, nu au fost luate in
considerare in acest caz, deoarece unghiul mediu ar depinde de orientarea esantionului in raport cu
planul de scanare.

Pentru a evalua in continuare daca diferentele de distributie de colagen intre capsulele maligne
si benigne se datoreaza caracteristicilor la scard mica sau la scard larga, toate cele trei seturi de date
de imagine au fost impartite in imagini de 32x32 pixeli si toti parametrii de analiza a texturii au fost
calculati si pentru aceste seturi de date extinse. Distributiile obtinute au fost echipate cu trei distributii
Gaussiene pentru interpretarea datelor. Calitatea procedurii de fitare a fost cuantificatd prin
coeficientul de determinare R2 (0 < R2 <I), o valoare mai apropiata de 1 care indica o fitare mai
buna.

Tn studiul nr. 3 am avut alt scop si anume identificarea precoce sau anticipata a zonei de
invazie in capsula de PTC, folosind aceeasi metoda ca in studiul nr. 2: un set extins de 18 parametrii
cantitativi extrasi din imaginile SHG. Si in acest caz alti opt parametri calculati din imaginile
achizitionate prin microscopia SHG au furnizat diferente semnificativ statistic intre cele doud zone
de capsuld investigate, deci am concluzionat ca am putea descoperi o anumitd zona ce urmeaza sa fie
invadata, in cazul unei eventuale transformari maligne a unui nodul benign.

Tn studiul nr.4 am folosit microscopia bazati pe generarea armonicii a doua dependenti de
polarizarea radiatiei laser de excitatie (PSHG), a fragmentelor de tesut tiroidian pentru a compara
capsulele din jurul nodulilor PTC si FA cu capsula glandei tiroide, deci pentru a investiga aceeasi
organizarea a colagenului in capsulele fibrilare care inconjoara noduli tiroidieni. Calculand orientarea
fibrelor de colagen si raportul dintre doud elemente nenule ale tensorului de susceptivitate de ordinul
doi pentru colagen (x31/y15 si ¥33/x15) am demonstrat cd imagistica colagenului din capsulele
nodulilor tiroidieni la diferite unghiuri de polarizare a fasciculului laser cu microscopia bazata pe
generarea armonicii a doua, descrie o curba teoretica ce poate aduce informatii despre componentele
nenule ale tensorului de susceptivitate de ordinul doi si orientarea fibrelor de colagen. Am utilizat
aceasta abordare, in scopul de a oferi informatii suplimentare despre colagenul din capsula nodulilor
tiroidieni studiati, care pot completa microscopia bazatd pe generarea armonicii a doua cantitativa.

In studiul de cercetare nr.5 - am avut acelasi scop: diagnosticul diferential intre capsula
nodulilor maligni (PTC) si benigni (FA), tot la nivel de pixel, ca in studiul de cercetare nr.4, doar ca
probele au provenit de la acelasi pacient, deoarece pana acum studiile au fost efectuate pe probe
tisulare provenite de la pacienti diferiti. In acest fel am incercat si elimin rezultatele parametrilor
inregistrati presupusi a fi fals-pozitivi sau fals-negativi, stiind faptul ca pana acum am comparat
noduli maligni de la un pacient cu noduli benigni de la alt pacient. Astfel am avut rezultate de pe
capsulele celor doua tipuri de noduli tiroidieni (maligni sau benigni) din tesut de la acelasi pacient
atat cu nodul malign cat si cu nodul benign - decelati pe aceeasi lama, pentru a exclude variabilitatea
dintre pacienti.

Am luat imagini pe aceeasi suprafatd a probei prin microscopie TPEF si cu SHG generat
Tnapoi, respectiv cu SHG generat inainte si am suprapus imaginile pentru a avea o mai buna
vizualizare a distributiei colagenului din capsulele nodulilor benigni a nodulilor maligni si a capsulei
glandei tiroide.
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Am folosit aceeasi metoda ca in studiul nr.4 si anume rapoartele elementelor tensorului
susceptivitate. Rezultate au fost statistic relevante, cu exceptia unei situatii SHG colectat Tnapoi
pentru ¥31/y15, cu mentiunea ca ¥31/x15 este 0 masura a anizotropiei si a avut o valoare mai mica
pentru capsula nodulului malign decét pentru cea a nodulului benign. Apoi am adaugat inca un
element de comparatie si anume am incercat sd gasesc o modalitate de a lua in considerare si unghiul
care rezulta din algoritmul utilizat, rezultdnd alte imagini pe care se poate face o analiza statistica prin
calcularea distributiei pixelilor din imaginile nou formate. Deci am realizat 0 analiza subiectiva a
distributiei unghiulare a colagenului folosind imagini in pseudoculori (in functie de valoarea
pixelului) pentru a evidentia gradul de organizare/dezorganizare a fibrelor de colagen in capsule. Pe
aceste imagini Tn pseudoculori, rezultate din calcularea distributiei unghiulare (¢) a colagenului, am
realizat o alta distributie a orientarii colagenului la nivel de pixel si anume am realizat imagini noi ale
distributiei locale a colagenului, mai exact imagini SD 1 si MAD 1 cu SD / MAD cu dimensiuni ale
ferestrei de calcul cu latura cu numar impar de pixeli I = 3, 15 si 63 pixeli. La nivel local pot exista
variatii mari $i am observat ca la nivelul capsulei nodulului malign variatia de pseudoculori este mult
mai uniforma. Rezulta ca fibrele sunt mai aliniate (mai ordonate). Rezultatele au aratat acelasi lucru
la nivel de pixel cu cele obtinute pe intreaga imagine din studiile anterioare, cu mentiunea ca la nivel
de pixel putem identifica exact locul unde se modifica distributia fibrelor de colagen ale capsulei
nodulului patologic.

Aceste rezultate sugereaza, pentru prima data in literatura de specialitate, faptul cd unii noduli
tumorali tiroidieni pot fi diferentiati si prin studierea capsulei lor, fard a avea nevoie de morfologia
celulara tumorald, element indispensabil in elaborarea diagnosticului histopatologic al anumitor
leziuni tumorale.
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5.4. Perspective de dezvoltare ulterioara

Avand 1n vedere rezultatele lucrarii prezentate, consider cd aceasta ar putea avea aplicatie
practica in domeniul medical, deoarece ar intra in categoria metodelor complementare, ajutand la
elaborarea unui diagnostic histopatologic cat mai exact. Folositd ca o tehnicd suplimentard cu
aplicabilitate 1n Anatomia Patologicd ar putea ajuta la evitarea subdiagnosticarii sau
supradiagnosticarii unor leziuni, al caror diagnostic corect este esential pentru un tratament adecvat
si eficient. De asemenea, prin utilizarea acestei tehnici, se va evita folosirea Tn exces a altor tehnici
complementare de diagnostic relativ costisitoare existente in prezent (tehnici de biologie moleculara,
teste genetice, teste IHC, microscopie electronica etc.)
daca s-ar construi un dispozitiv de mici dimensiuni cu proprietatile microscopiei de baleiaj laser
bazate pe generarea armonicii a doua (SHG), ce poate fi manevrat cu usurintd de medicul examinator
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pe regiunea cervicald anterioard. Astfel imaginile cu nodulii tiroidieni patologici pot fi vizualizate
transtegumentar “in vivo”, folosind 1n direct un soft implementat cu metodele prezentate de analiza
texturala capsulara, utilizand parametrii folositi in aceasta lucrare, care ar putea genera un “grafic de
corelatie — dreaptd de regresie” asupra caracterului capsular benign sau malign tumoral. Aceasta
metoda ar putea concura cu ultrasonografia, ca o metoda imagisticd de explorare si de diagnostic
noninvaziva, nontraumatica pentru organele cu localizare superficiala, cum este glanda tiroida. De
asemenea poate inlocui cu succes tehnica biopsiei in scop diagnostic histopatologic sau a punctiei
aspirative cu ac fin sub ghidaj ultrasonografic cu scopul de a preleva material celular pentru un
diagnostic citopatologic, metode minim invazive folosite in prezent pentru confirmarea malignitatii
unui nodul tiroidian si stabilirea indicatiei chirurgicale.

In acest moment metoda prezintd limite din punct de vedere al costurilor, pregitirii
personalului medical in a o folosi, dimensiunilor mari ale aparaturii si ar merita implementata daca
si-ar extinde aplicabilitatea medicala si pentru alte leziuni incapsulate. Totodatd vor fi necesare
cercetari pe un lot mult mai mare de pacienti si studii clinice pentru ca metoda sa fie validata de
Ministerul Sanatatii.
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