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INTRODUCERE

Cancerul colorectal este al doilea cel mai frecvent cancer din lume si are malignitate
agresiva, cu o tendintd ridicatd de invazie profunda, metastaze ale ganglionilor limfatici si
metastaze indepartate [1]. Datorita diagnosticarii sale frecvente, de obicei numai in stadiu avansat,
incidenta raportati a cancerului de colon creste remarcabil in fiecare an. Tn anul 2020, cancerul
colorectal s-a clasat pe locul al treilea ca cel mai frecvent tip de cancer diagnosticat la nivel
mondial, cu aproximativ 1.9 milioane de cazuri noi si cauzand 930 000 de decese. Proiectiile
epidemiologice indicd faptul ca pana in anul 2040, incidenta acestui tip de cancer va creste
semnificativ, ajungand la aproximativ 3.2 milioane de cazuri noi anual, in timp ce mortalitatea
asociata este de asteptat sa creasca pana la 1.6 milioane de decese pe an [2]. Acesta, detine si a
doua pozitie in decesele legate de cancer si este principalul contribuitor la decesele legate de cancer
la barbatii cu varsta sub 50 de ani. Mai mult de jumatate din toate cazurile de cancer colorectal pot
fi atribuite factorilor de risc modificabili, cum ar fi consumul de tutun, un model alimentar
nesandtos, consumul excesiv de alcool, lipsa activitatii fizice si obezitatea [3]. Un numar
substantial de cazuri de cancer colorectal si mortalitate pot fi evitate prin controlul (screening)
regulat, monitorizare vigilenta si acces la ingrijiri medicale de inaltd calitate [4]. Markerii
(indicatorii) serici, cum ar fi antigenul carcinoembrionar (CEA) si antigenul canceros 19-9 (CA
19-9) au specificitate si sensibilitate scazute [S]. Colonoscopia, una dintre cele mai disponibile
metode de diagnostic, are un grad ridicat de invazitate [6].

Obiectivul principal al acestei teze de doctorat este de a utiliza masuratori de relaxometrie
si difuziometrie RMN a *H in cAmpuri magnetice joase, de spectroscopie RMN a 'H de inalti
rezolutie precum si spectroscopia FT-IR, pentru identificarea caracteristicilor specifice sensibile
la prezenta trasaturilor (markerilor) specifice cancerului colorectal in plasma sanguind nativa si
deproteinizata si a proteinelor pentru plasma sanguind, precum si spectroscopia si imagistica RMN
Tn cdmpuri magnetice Tnalte pentru a caracteriza tesuturi sanatoase sau afectate de cancer colorectal
sau a altor materiale cu origine biologica. Pentru asta, datele brute sunt analizate prin proceduri
numerice care implicd deconvolutia (a spectrelor FT-IR) si transformata Laplace inversa (a
curbelor de cidere de tipul CPMG si PGSE prin RMN a ‘H) pentru a obtine distributiile timpului
de relaxare transversala, T2 si a coeficientul de autodifuzie D. Parametrii relevanti au fost utilizati
ca date de intrare pentru analizele PCA iar cele mai importante proprietati fizice (parametrii care
descriu sistemele fizice studiate), sunt identificate probe de séange sau biopsii prelevate de la

pacientii cu cancer colorectal sau din probele prelevate de la voluntari sanatosi.
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CAPITOLUL 1 Fiziologia sangelui
1.1. Generalitati
Sangele este o componenta fundamentala a vietii umane [ 7] format din mai multe tipuri de
componente cu proprietiti foarte diverse si este adesea numit organ lichid [8]. Tn corpul unui adult,
aproximativ 4 pana la 5 litri de sdnge circula continuu printr-o retea complexa de vase, propulsat
de contractiile puternice ale inimii care bate [ 7], iar distributia sa, prin sistemul vascular, in intregul

corp este esentiala pentru existenta organismului [8].

Centrifuga

Extragere
sange

-Plasma (55% din sangele total)

Strat alb: leucocite 51

trombocite (<1% din

sdngele total) r Elemente figurate
FEritrocite (45%

) din sangele total) _J

Fig. 1.1 O mica proba de sange este colectatd intr-un tub de biochimie si centrifugata pentru a separa
celulele de plasma [dupa referinta 9].

1.2 Componentele sangelui

Sangele este alcatuit din doua parti principale si anume celulele sanguine [ 8] care mai sunt
numite si elemente figurate [10] si care sunt sintetizate in principal in maduva osoasa si plasma
sanguind, sau partea lichida a sangelui [8]. Elementele figurate pot fi separate de plasma prin
plasarea unei probe de sdnge intr-un tub si centrifugarea acesteia timp de cateva minute. Globulele
rosii fiind mai dense decét plasma sanguind, se depun la baza tubului si constituie de obicei
aproximativ 45 % din volumul total. Aceasta valoare este denumita hematocrit. Globulele albe si
trombocitele formeazd o zonad subtire de culoare crem, numitd stratul leucocitar, situata chiar
deasupra globulelor rosii. In partea de sus a tubului se afla plasma, care are o culoare galben-pal

si reprezinta aproape 55 % din volumul total [9].
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1.2.1 Cancerul de colorectal

Cancerul colorectal (CCR) este unul dintre cele mai frecvente tipuri de cancer in térile
occidentale si, tot mai des, la nivel global [11]. Este a doua cauza principald de deces prin cancer
la nivel mondial [12], si cel mai mai frecvent la ambele sexe [13, 14], cancerul luand aproape un
milion de vieti in 2020 [12]. Exista mai multi factori de risc modificabili asociati cu CCR, iar in
cazul unor sindroame ereditare bine definite, care includ CCR ca manifestare, au fost identificate
mutatii genetice germinale. Polipii, In special adenoamele, reprezintd leziuni preneoplazice
recunoscute, iar accesibilitatea lor prin endoscopie permite atat depistarea precoce, cat si
diagnosticarea si tratamentul eficient [11]. Pe parcursul vietii, riscul de a dezvolta cancer colorectal
(denumit in continuare CCR sau CRC) la pacientii cu risc mediu este de aproximativ 5 %, iar in
90 % dintre cazuri, boala apare dupad varsta de 50 de ani. Din pécate, aproape o treime dintre
persoanele diagnosticate cu CCR mor din cauza acestei afectiuni. Desi formele incipiente ale bolii
sunt adesea curabile prin interventie chirurgicald, in stadiile avansate, cand metastazele sunt
prezente si tratamentul chirurgical nu mai este o optiune, prognosticul devine sever, iar evolutia
este fatala. Aceste aspecte subliniazd importanta programelor eficiente de screening si
monitorizare, esentiale pentru detectarea precoce a bolii. In plus, identificarea si gestionarea
leziunilor premaligne reprezinta un pas crucial in prevenirea dezvoltarii cancerului colorectal [13].

Factorii de risc pentru cancerul colorectal sunt atat de naturd genetica, cat si de mediu, iar
acestia joaca un rol esential in determinarea modului in care boala se prezinta, fiind clasificati in
trei tipuri: sporadic, mostenit si familial. Cazurile sporadice, In care nu exista antecedente familiale
de cancer, reprezinta aproximativ 70 % din totalul cazurilor de CCR. De obicei, pacientii cu
aceastd forma sunt mai 1n varsta de 50 de ani, iar factorii etiologici implicati sunt cei legati de
alimentatie si mediul inconjurdtor. Totusi, au fost identificate si modificari genetice ce duc la
progresia bolii de la adenom la carcinom [15]. In cazul a mai putin de 10 % dintre pacienti, exista
o predispozitie geneticd mostenita pentru CCR, iar aceste cazuri pot fi Impdrtite in functie de
prezenta sau absenta polipilor colonici ca manifestare principald. Bolile cu polipoza includ
polipoza adenomatoasa familiald (FAP) si sindroamele polipozei hamartomatose, cum ar fi
sindromul Peutz-Jeghers si polipoza juvenila [16], in timp ce bolile fara polipoza sunt reprezentate
de cancerul colorectal ereditar non-polipoza (cunoscut si sub denumirea de sindromul Lynch 1) si
sindromul familiei canceroase (sindromul Lynch I1) [17]. Cel de-al treilea tip de cancer colorectal,
cel mai putin inteles pana in prezent, este cunoscut sub denumirea de cancer colorectal familial.
Aproape 25% dintre pacientii afectati au un istoric familial de cancer colorectal, dar paternul
(structura) acestora nu corespunde celor descrise in sindroamele mostenite mentionate anterior.

Persoanele provenind din aceste familii prezinta un risc mai mare de a dezvolta cancer colorectal.

3
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1.3 Metode de separare a componentelor sanguine
Separarea componentelor sanguine reprezintd un pas esential in analiza biochimicd si

metabolica, fiind necesara pentru investigarea compozitiei plasmatice si identificarea metabolitilor

relevanti in diverse patologii [18].

Etapele | - Procesare a probelor de sange

a) Prelevarea probelor de la pacienti. Prelevarea probelor de sange se realizeaza in
conditii aseptice, utilizand tehnica venopunctiei. Se utilizeaza un ac de unica folosinta si un sistem
de recoltare cu vacuum sau seringa.

b) Transferul sangelui in eprubeta. Sangele recoltat este distribuit imediat in eprubete
specifice, in functie de tipul de analizd necesar. Se utilizeaza eprubete de biochimie fara
anticoagulant pentru obtinerea serului.

C) Pregatirea eprubetei pentru centrifugare. Eprubetele sunt inversate de cateva ori
pentru omogenizarea sangelui si sunt apoi plasate Intr-un suport adecvat, pregatite pentru
centrifugare. Eprubetele fara anticoagulant sunt lasate in repaus la temperatura camerei timp de
30-60 de minute.

d) Centrifugarea probelor. Eprubetele sunt plasate intr-o centrifuga echilibrata, cu
capace bine inchise, si sunt supuse centrifugarii conform protocolului. Parametrii de centrifugare
variaza in functie de componenta dorita, astfel: i) Pentru separarea plasmei: 2000-3000 rpm timp
de 10-15 minute la 4°C; ii) Separarea fractiunilor sanguine.

e) In urma centrifugarii, probele se separi in fractiuni distincte: i) Plasma sau serul —
stratul superior, limpede, utilizat pentru analize biochimice si metabolomice; ii) Buffy coat —
stratul intermediar, albicios, care contine leucocite si trombocite (utilizat pentru izolarea ADN-
ului sau analize imunologice) si iii) Elementele figurate (eritrocite, leucocite, trombocite) — stratul
inferior, compactat.

f) Recoltarea plasmei/serului. Plasma sau serul este extras cu grija utilizand o
micropipeta sau pipeta automata, fara a perturba stratul buffy coat sau masa eritrocitara. Proba este
transferata in tuburi sterile si depozitata la temperatura adecvata (-80 °C pentru stocare pe termen
lung sau 4 °C pentru analize imediate).

Etapele Il - Procesarea probelor de plasma

a) Transferul plasmei in microtuburi (Eppendorf). Plasma obtinuta dupa centrifugarea
initiala este transferata cu ajutorul unei micropipete intr-un microtub Eppendorf steril, asigurand

manipularea delicatd a probei pentru a evita contaminarea sau hemoliza.
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b) Prelevarea plasmei pentru precipitare proteica. Un volum de 100 pL de plasma este
pipetat cu precizie si transferat intr-un microtub Eppendorf de 1.5 mL pentru etapa de
deproteinizare.

C) Addaugarea solventului pentru precipitare proteicd. In acelasi microtub Eppendorf, se
adauga 900 pL de metanol rece, pentru a obtine un raport 1:9 plasma/metanol, favorabil
precipitatiei proteinelor. Amestecul este omogenizat prin vortexare usoara timp de cateva secunde.
Pregatirea probelor pentru centrifugare. Microtuburile Eppendorf care contin amestecul plasma
- metanol sunt plasate intr-o eprubetd mai mare (de 15 sau 50 mL, in functie de configuratia
centrifugei), pentru a asigura echilibrarea rotorului si protectia mecanica a probelor in timpul
centrifugarii.

d) Introducerea microtuburilor in centrifuga. Microtuburile sunt distribuite simetric in
rotorul centrifugei, pentru a preveni dezechilibrul mecanic. Se verifica pozitionarea corecta si se
inchide capacul centrifugei.

e) Centrifugarea pentru separarea fractiunilor plasmatice. Centrifugarea probelor se
realizeaza la 4°C, la o fortd centrifuga relativa (RCF) de 2000 g, timp de 10-15 minute. Acest
proces determind separarea proteinelor precipitate (care se depun la fundul microtubului) de
supernatantul clar.

f) Separarea supernatantului de precipitat. Dupa centrifugare, probele sunt manipulate
cu grija pentru a evita resuspensia precipitatului proteic. Supernatantul (stratul lichid limpede) este
separat cu o micropipeta si transferat intr-un microtub Eppendorf nou, steril.

g) Colectarea supernatantului (plasma deproteinizatd). Supernatantul, care contine
metabolitii solubili si alte componente non-proteice, este pastrat pentru analize ulterioare, cum ar
fi spectroscopia RMN sau spectroscopia FT-IR. Acesta poate fi stocat temporar la -20 °C sau pe
termen lung la -80 °C pentru a preveni degradarea compusilor volatili.

h) Sedimentul proteic rezultat. Precipitatul proteic, vizibil ca un depozit albicios la baza

microtubului, poate fi eliminat sau utilizat pentru analize proteomice ulterioare, daca este necesar.
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CAPITOLUL 2 METODE DE ANALIZA S| RESURSE MATERIALE

2.1 Rezonanta Magnetica Nucleara
2.1.1 Principii generale

Spectroscopia este 0 metoda avansata de studiu a unor tipuri diverse de materiale care ofera
informatii detaliate bazate pe examinarea modului specific In care materia interactioneaza cu
radiatia electromagnetica. Se stie ca atomii si moleculele prezinta 0 serie de niveluri de energie
discrete, care corespund stdrilor electronice, vibrationale sau rotationale care sunt cuantificate.
Interactiunea are loc prin absorbtia si emisia de fotoni (in domeniul vizibil sau in domeniile
adiacente), unde energia fotonilor se potriveste cu diferenta de energie dintre doua stari de
energetice. Deoarece energia unui foton (in general a unei cuante de radiatie) este direct legata de
frecventa acestuia. Astfel, diferitele tipuri de spectroscopie sunt de obicei definite pe baza
frecventelor radiatiei electromagnetice specifice implicate in procesul de interactiune. Procesele
de absorbtie si emisie a radiatiei duc la tranzitii intre starile electronice ale electronilor exteriori si
implica de obicei frecvente in domeniul ultraviolet (UV), ceea ce duce la spectroscopia UV.
Modurile de vibratie moleculara sunt caracterizate de valori ale frecventelor aflate chiar sub acelea
ale luminii rosi din domeniul vizibil si sunt astfel analizate folosind spectroscopia in infrarosu
(IR). Altfel, spectroscopia de rezonanta magneticd nucleara (pe scurt RMN) utilizeaza frecvente

Tn domeniul undelor radio, de obicei in intervalul de la 10 la 1000 MHz [19].

2.1.2 Relaxometria RMN a protonului

Secventa de impulsuri CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill) este utilizata pe scara larga in
lume in special atunci cand se utilizeaza tehnici de relaxometrie RMN, pentru a obtine rapid (single
shoot) caderile semnalului RMN care contin informatii despre dinamica moleculara pe o scara de
timp care acoperd mai multe ordine de marime si care sunt potrivite pentru a caracteriza majoritatea
probelor organice lichide si solide moi sau tesuturi biologice. Caderea trenului de ecouri multiple
care apar in CPMG in masurdtori efectuate in campuri magnetice omogene, sau chiar si
neomogene, este generatd de o combinatie de ecouri stimulate si Hahn.

Analiza multi-exponentiala a datelor CPMG

In ultimii ani au fost dezvoltati diversi algoritmi care realizeazi mai mult sau mai putin
eficient transformata Laplace inversa a datelor experimentale [ 20, 21-25]. Acestea este o problema
rau conditionata astfel ca datele trebuie sa fie regularizate pentru a face efectelor zgomotului. Pana
in prezent, transformata Laplace inversa a fost aplicata in RMN mai ales pentru sisteme de spini
izolati, cum ar fi fluide in medii poroase [21-23, 26, 27] sau mostre de alimente [27] si molecule
liber sa difuzeze [22, 24, 26-28].
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Un algoritm de inversare a datelor (prin transformata inversa de tip-Laplace) a fost descris
in referintele [21, 29] a fost utilizat in partea experimentala a acestei teze pentru prelucrarea datelor
si obtinerea unei distributii normalizate a timpului de relaxare transversal T2, care se noteaza cu

f(T2) si este legat de magnetizarea sistemului de spini prin,

M(z) = f f (Tz)e_T_TZde' (2.1)
0

2.1.3 Spectroscopie RMN a 'H in cémpuri inalte localizatd

Spectroscopia prin rezonantd magnetica nucleara, este posibila pentru orice nucleu care
posedd un moment magnetic (spinul nuclear sa fie diferit de zero). Pentru aplicatiile in vivo ale
spectroscopiel prin rezonanta magnetica, nucleele metabolice cu un grad de interes ridicat care au
aceastd proprietate sunt protonul ('H), carbonul-13 (**C), fosforul (*'P) si sodiul (**Na). Desi
numarul nucleelor relevante este limitat, fiecare nucleu oferd o cantitate mare de informatii,
deoarece un numar mare de metaboliti pot fi detectati simultan. Spectroscopia de rezonanta
magnetica a 'H permite detectarea unor neurotransmitatori importanti, precum glutamatul, GABA
sau aspartatul, impreund cu compusi inruditi, precum glutamina, si produsul final al glicolizei,
lactatul. *C ofera posibilitatea de a studia in vivo dar non-invaziv fluxuri complexe prin cai
metabolice importante, precum ciclul acidului tricarboxilic. Spectroscopia *'P furnizeaza
informatii despre metaboliti importanti din punct de vedere energetic, pH-ul intracelular,
concentratia de magneziu si fluxurile de reactie. Pe langa nucleele mentionate, spectroscopia de
rezonanta magnetica sau in vivo MRS poate sa devina, in cazuri speciale, relevanta si pentru alte
nuclee, precum heliu (*He), litiu ("Li), azot (**N), oxigen (*’O), fluor (*°F), siliciu (**Si) si potasiu

(*K) [19].

2.2 Spectroscopia FT-IR
2.2.1 Principii generale

Spectroscopia 1n infrarosu cu transformatd Fourier (FT-IR) este o tehnica utilizata pe scara
larga pentru identificarea grupelor functionale in materiale, fie in stare gazoasa, lichida sau solida,
prin utilizarea radiatiei din domeniul infrarosu (IR). Spectroscopia in infrarosu masoara absorbtia
radiatiei IR de catre fiecare legatura dintr-o moleculd, rezultand un spectru reprezentat de obicei
ca absorbanta (adimensionald) sau ca transmitanta (%) versus numar de unda (cm™). O varietate
de materiale cu legaturi covalente absorb radiatii electromagnetice in regiunea IR, care are o
energie mai micd si o lungime de undd mai mare decat lumina (radiatia electromagnetica din

domeniul vizibil) sau radiatia UV (care sunt utilizate impreuna in cadrul spectroscopiei UV-VIS),
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dar o energie mai mare si o lungime de unda mai scurta decat radiatia de microunde. Pentru ca o
molecula sa fie identificatd prin grupele sale functionale utilizand spectroscopia IR, aceasta trebuie
sa fie activd in IR, adica trebuie sa aiba un moment dipolar (diferit de zero). Cand radiatia IR
interactioneaza cu legaturile covalente ale materialelor care au un dipol electric, molecula absoarbe
energie, determinind legdtura chimicd sd oscileze. Aceasta oscilatie, care modificA momentul
dipolar net al moleculei, este cea care permite absorbtia radiatiei IR [30]. Interactiunea radiatiei
electromagnetice cu substanta se exprima in doud moduri: 1) prin absorbtia, emisia sau dispersia
undelor electromagnetice si ii) prin modificari temporare sau permanente ale proprietatilor optice,
magnetice, termice sau chimice ale substantei, indiferent daca aceasta este alcatuitda din atomi,
molecule, ioni sau alte entitdti chimice [31]. Interactiunea substantelor cu orice parte a spectrului
electromagnetic se numeste spectroscopie, care reprezintd o analizd Intre materie si radiatia
electromagnetica din orice domeniu. Spectrul electromagnetic este format din mai multe tipuri de
radiatii care includ lungimi de unda variate, fiind o forma de energie radianta, incepand de la raze
gamma si raze X, trecand prin radiatia UV, lumina vizibila, infrarosu, microunde si pana la unde
radio, fiecare dintre acestea putand fi privitd ca o unda sau particuld ce se deplaseaza cu viteza
luminii.
2.3 Resursa materiala

Pentru desfasurarea acestui studiu, s-a realizat o colaborare stransa cu echipa medicala din
cadrul Sectiei Chirurgie I, care a contribuit la recoltarea probelor biologice, asigurarea conditiilor
adecvate de stocare si mentinerea integritatii acestora pana la etapa de prelevare si procesare in

vederea obtinerii formei finale pentru analiza.

2.3.1 Pacienti cu cancer colorectal

In cadrul acestui studiu, toti pacientii au oferit consimtimant informat scris, fiind pe deplin
informati cu privire la obiectivele cercetarii si procedurile specifice de recoltare a probelor
biologice. Selectia pacientilor diagnosticati cu cancer colorectal s-a realizat pe baza unui
diagnostic confirmat prin imagistica de inalta rezolutie, incluzand rezonanta magneticd nucleara
(RMN) pelviana si eco-endoscopia. Pentru studiile I si 11, au fost inclusi un total de 31 de pacienti
cu diagnostic confirmat histopatologic, cu varste cuprinse intre 35 si 81 de ani. Criteriile de
excludere au vizat pacientii care au necesitat interventii chirurgicale in regim de urgenta. Studiul

a fost desfasurat in cadrul Spitalului Clinic Judetean Cluj-Napoca, Sectia Chirurgie 1.

2.3.2 \Voluntarii sanatosi
Similar pacientilor diagnosticati cu cancer colorectal, voluntarii din grupul de control au

primit si au semnat consimtdmantul informat referitor la participarea in cadrul studiului. Criteriile
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de includere 1n acest grup au fost riguros definite pentru a asigura o comparatie adecvata cu grupul
de pacienti. Astfel, participantii din grupul de control nu prezentau un diagnostic de cancer
colorectal, aveau varste si distributie de gen comparabile cu cele ale pacientilor oncologici si nu
aveau antecedente de afectiuni gastrointestinale semnificative, cum ar fi boala Crohn, colita
ulcerativa, polipi avansati sau sindroame genetice predispozante, precum sindromul Lynch. De
asemenea, au fost exclusi indivizii cu istoric de boli neoplazice preexistente.

Tabelul 2.1 Cateva caracteristici extinse (eticheta, varsta, sex, mediul de provenientd, RCT — tratat radio-

chimic, diagnostic, gradul histologic, stadializarea cancerului, pn — ganglioni limfatici regionali) specifice
pacientilor cu cancer colorectal.

PACIENTI CU CANCER COLORECTAL

pn
Nr. Etlc.heta Varsta  Sex Medlu.l deu RCT Diagnostic .Gradul. Stadnallzare.a (g.anghc.m.u
crt.  pacient provenienta histologic cancerului limfatici
regionalii)
ADK COLONIC
1 C031 35 F RURAL RCT TRANSVERS G2 T3NOM1 5N+/41
ADK COLONIC
2 C032 56 M URBAN RCT TRANSVERS G2 T3NOM1 15N0
ADK COLONIC
3 C036 57 M URBAN RCT MULOCIU G1 T2NOMO 22N+/32
ADK COLONIC
4 Cco41 61 M URBAN RCT ASCENDENT G2 T3NOMO 15NO
ADK COLONIC
5 Cco42 77 M RURAL RCT ASCENDENT G2 T3NOMO 28N0
ADK COLONIC
6 Cco45 54 M URBAN RCT ASCENDENT G2 T3NOM1 23N0
ADK COLONIC
7 C059 65 M RURAL RCT SIGMOID G2 T3NOMO 25N0
ADK COLONIC
8 C060 50 F RURAL RCT SIGMOID G2 T2NOMO 3N+/3NO
ADK COLONIC
9 Co67 60 M URBAN RCT SIGMOID G2 T2NOMO 15N0
ADK COLONIC
10 Cco74 60 M RURAL NU ASCENDENT G1 TINOMO X
1 co75 70 F  URBAN  RcT  APKcolonic Gl TINOMO NO
mijlociu
ADK COLONIC
12 Cco81 43 M URBAN RCT MULOCIU G3 T3N3M1 4N+/12N
ADK COLONIC
13 C098 67 M URBAN RCT ASCENDENT G2 T3N2MO
14 C100 74 F URBAN RCT ADK RFCTAL G3 T2N1bMO 2N+/17
mucinos
15 Cc101 68 M URBAN RCT ADK sigmoid G2 T3NOMO 8NO
16 C102 s4 F  URBAN Ny  DKcolonic G2 T2NOMO  (0/45)NO
transvers
ADK colonic
17 c103 68 F URBAN NU nos moderat G2 T3N1cMO (0/16)NO
diferentiat
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Tabelul 2.2 Cateva caracteristici (eticheta, varsta, sex, mediul de provenientd) ale voluntarilor sanatosi.

VOLUNTARI SANATOSI

Nr.crt Eticheta pacient Varsta Sex  Mediul de provenienta

1 V01 53 M URBAN
2 V02 50 M URBAN
3 VO3 49 M RURAL
4 Vo4 53 F URBAN
5 V05 60 F URBAN
6 V06 34 F URBAN
7 Vo7 51 F URBAN
8 V08 42 F URBAN
9 V09 49 F RURAL
10 V10 25 M RURAL
11 Vi1l 39 M RURAL
12 V12 74 M URBAN
13 V13 49 M URBAN
14 Vi4 30 M RURAL
15 V15 55 F URBAN
16 V16 46 M RURAL
17 V17 36 M URBAN
18 V18 44 M URBAN
19 V19 50 M URBAN
20 V20 56 F URBAN

11
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CAPITOLUL 3 CARACTERIZAREA PLASMEI DIN SANGE PRIN
RELAXOMETRIE S$I DIFUZIOMETRIE RMN

3.1 Studiul 1 pilot
3.1.1 Distributiile timpilor de relaxare spin-spin, T

Sangele are doud componente plasmatice majore care contin mai mult de 90 % apa si celule
sanguine. Aceastd componenta este bine reflectata Tn timpi de relaxare specifici. Figura 3.1 pre-
zinta distributiile timpilor de relaxare transversald T masurate pentru plasma sanguind colectata
de la trei voluntari sanitosi si 7 pacienti cu cancer colorectal. In figura 3.1a se poate observa un
numar de patru peak-uri. Peak-ul principal este situat la o valoare de T> putin mai mica de 1 s, fapt
care indicd ci cea mai mare cantitate de *H se giseste in apa din plasma sanguini. Centrul si
largimea acestui peak sunt afectate de substante dizolvate. Acest lucru este indicat de faptul ca
valoarea T, este mai mica de 2 s fata de cele 3 s caracteristice apei distilate. In plus, fatd de acest
peak principal, exista alte trei peak-uri secundare situate la i) aproximativ 0.9 pana la 1.3 ms care
sunt asociate cu componente relativ imobile; ii) un alt peak situat la aproximativ 3.4 — 4.1 ms, care
este asociat cu componente cu mobilitate redusa; si iii) un alt peak situat la aproximativ 14.2 - 17.6
ms, care poate fi asociat cu componente cu mobilitate medie. Peak-ul principal nu este foarte bine
definit. Aceasta are o forma asimetrica si prezintd, la valori mai mari ale T, 0 coada alungita.
Astfel, valoarea timpului de ecou (TE) de 70 ps care a fost folosita in secventa de impulsuri CPMG
trebuie sa fie marita. A fost utilizata o alta valoare a timpului de ecou (TE = 0.5 ms), si care a dus
la aparitia a doui efecte. In primul rand, o valoare crescuti a TE va avea un efect de filtrare asupra
componentelor cu un timp de relaxare mai scurt (a se vedea figura 3.1b). Prin urmare, se poate
observa ci componentele cu timpii de relaxare in jur de 1 ms dispar. In al doilea rand, se observi
o definitie mai buna a principalelor peak-uri situate la aproximativ 731 - 771 ms, si care a fost
efectul dorit. Existd o mare asemanare intre distributiile lui T2 masurate pentru cei trei voluntari,
deoarece valorile lui T difera usor. Figura 3.1c prezinta distributiile timpilor de relaxare obtinute
folosind transformata Laplace inversa a curbelor de cadere a semnalului CPMG masurate cu un
timp de ecou de 70 ms, pentru un numar de sapte pacienti cu cancer colorectal. Se poate observa,
de asemenea, un peak principal, situat la valori ale lui T2 de sub o secunda, intre ~ 581 ms pana la
761 ms. Din nou, pentru o masurare mai precisa a pozitiei peak-ului principal, un al doilea set de
masurdtori au fost realizate cu un timp de ecou de 0.50 ms, iar distributiile corespunzatoare sunt
prezentate in figura 3.1d. Din punct de vedere vizual, nu se observa modificari majore atunci cand
se compara timpul de relaxare transversala (distributiile lui T2) mésurate in plasma sanguina nativa

a pacientilor cu cancer fata de cele masurate pentru voluntarii sanatosi.

12
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Fig.3.1. Distributii ale timpului de relaxare T» masurate pentru plasma sanguind nativa recoltatd de la
V1-V3 voluntari sanatosi (sus, a si b) si pacienti cu cancer colorectal (jos — ¢ si d) cu timp de ecou de
TE =70 ps (stdnga) si TE =500 ps = 0.50 ms (dreapta).

3.1.2 Distributiile coeficientului de autodifuzie, D

Coeficientul de autodifuzie al moleculelor de sdnge (in special moleculele de apa) este un

parametru important chiar si in studiile clinice, de exemplu pentru imagistica RMN ponderata cu

coeficientul mediu (aparent) de autodifuzie (ADC). Distributiile coeficientului de autodifuzie, D

masurat pentru plasma sanguina nativa, sunt prezentate in Figura 3.2. Pentru cei trei voluntari (V1,

V2 si V3) distributia lui D este prezentata in Figura 3.2a, in timp ce in Figura 3.2b se prezinta

distributiile masurate pentru cele sapte probe de plasma sanguind nativa apartinand pacientilor cu

cancer colorectal. In toate cazurile, se poate observa aparitia a doud sau mai multe peak-uri, unul

dintre ele fiind peak-ul principal situat de la aproximativ 2.52x10° m?/s pani la ~4.31x10° m?/s

si un alt peak mai mic (sau doua peak-uri in cazul voluntarului V1) se afla la valori mari ale Iui D.

Tn principiu, peak-urile principale sunt asociate cu molecule de apa relativ libere.
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Fig. 3.3. Valorile coeficientului principal (main) de autodifuzie a *H masurat prin RMN pentru voluntari
sanatosi (V1-V3) si pacientii cu cancer colorectal (C31-C103) din distributiile lui D prezentate in Fi-
gura 3.4.

In cazul nostru, pentru plasma sanguini apartindnd voluntarilor sinitosi, aceste peak-uri sunt

situate la valori mai mari de 3.9x10° m?/s asa cum se citesc din Figura 3.2a. Se observi valori ale
lui D mai scazute masurate din pozitia peak-urilor principali pentru pacientilor cu cancer (vezi
Figura 3.2b). Masuratori mai precise ale maximului acestor peak-uri principale sunt prezentate in
figura 3.3. Pentru voluntarii sinitosi se pot observa trei masuritori la valori de peste 3.9x10° m?/s
(3.94, 4.28 si 4.32x10° m?s). In schimb, pentru pacientii cu cancer, valoarea cea mai mare (la

care se obtine distributia maxima a peak-ului principal) Dmain are valori mai mici de 2.95x10° m?/s.
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CAPITOLUL 4 CARACTERIZAREA PLASMEI DIN SANGE PRIN
SPECTROSCOPIE FT-IR

4.1 Studiul 1 pilot
4.1.1 Spectre FT-IR pentru plasma nativa

Spectroscopia in infrarosu cu transformare Fourier (FT-IR) este o metoda puternica pentru
identificarea compusilor din probele de studiat. Astfel, prin analizarea spectrelor FT-IR, se pot
obtine informatii legate de legiturile chimice ale unor biomarkeri specifici [32]. In Figura 4.1a,
sunt prezentate comparativ spectrele FT-IR masurate pentru plasma sanguina a voluntarilor
sandtosi. Se poate observa ca spectrele FT-IR sunt relativ simple. Astfel ca, in intervalul de 3000-
4000 cm™ se observi un peak nalt, cu o arie integratd mare, care poate fi asociat in principal cu
apa din plasma sanguina. Existd, de asemenea, un peak mic si larg centrat in jurul valorii de 2085
cm®. In intervalul de frecvente specifice, care sunt de obicei asociate cu grupuri functionale
caracteristice (de la 350 la aproximativ 1800 cm™), se regisesc (vezi Figurile 4.2): 1) un peak nalt,
cu o arie integratd mare, centrat in jurul valorii de 1644 cm™ asociat cu Amida I; ii) un peak mic
centrat in jurul valorii de 1552 cm™ asociat cu Amida I1; iii) o serie de peak-uri mici, care sunt
centrate la 1461 cm™, 1400 cm™ si care pot fi asociate cu intinderea simetrici a COO- apartinind
glutamatului si aminoacizilor de tip aspartat si cu modurile de indoire simetricd ale gruparilor
metil, CH3 din proteine; iv) un peak foarte mic si larg, centrat in jurul valorii de 1243 cm™ asociat
cu intinderea asimetricd PO3; v) o bandi largi centrati in jurul valorilor de 567-577 cm™, care de
obicei este neglijata in analiza plasmei sanguine specifica pacientilor cu cancer colorectal [32].

In cele mai importante aspecte, se poate spune ci spectrele inregistrate pentru voluntarii

sandtosi sunt similare intre ele.

~
O
~
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a
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Fig. 4.1. Spectrele FT-IR ale plasmei sanguine masurate pentru a) voluntari sanatosi (V1-V3) si b) paci-
enti cu cancer colorectal (C75-C103).
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Figure 4.2 Deconvolutia spectrelor FT-IR masurate pentru plasma nativa colectata de la voluntari sana-
tosi a) V1 si b) V3 si pentru pacientii cu cancer colorectal ¢) C075 si d) C102. Aria integrala corespun-
zatoare Amidei I, Amida Il se Tntinde simetric de COO- si sunt prezentate.PO5 .

4.1.2 Spectre FT-IR pentru plasma deproteinizata

Spectrele FT-IR inregistrate pentru plasma sanguind deproteinizata colectate de la
voluntarii sanatosi sunt prezentate in Figura 4.3a. Procesul de deproteinizare are loc in prezenta
alcoolului metilic, de aceea spectrul FT-IR prezinta cateva caracteristici specifice. In aceste cazuri,
se poate spune ca spectrele FT-IR masurate pentru plasma sanguind deproteinizatd a celor trei
voluntari sunt similare. Spectrele FT-IR masurate pentru plasma sanguina deproteinizata a celor
sapte pacienti cu cancer colorectal sunt prezentate in Figura 4.3b. Asocierile specifice ale acestor

peak-uri pentru spectrul FT-IR prezentat in Figura 4.4 au fost detaliate in subcapitolul 4.1.1.
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Fig. 4.3. Spectrele FT-IR ale plasmei sanguine deproteinizate masurate a) voluntari sanatosi (V1-V3) si
b) pacienti cu cancer colorectal (C75-C103)
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CAPITOLUL 5 EVALUAREA GRADULUI DE VINDECARE LA 7 ZILE DUPA
INTERVENTIA CHIRURGICALA

5.1 Date specifice medicale preoperator si postoperator

Pentru derularea acestui studiu, s-au utilizat date provenite de la un grup de 20 de voluntari

sandtosi, cu varste intre 26 si 65 de ani (varsta medie a fost de 52 de ani), fard antecedente de

cancer, si 10 pacienti diagnosticati cu cancer colorectal (atat barbati, cat si femei), cu varste intre

45 si1 81 de ani (varsta medie fiind de 67.6 ani).

Au fost luate Tn considerare mai multe variabile, inclusiv varsta, tratamentul neoadjuvant,

greutatea, diabetul, anemia, scorul Rayan, nivelurile de hemoglobina inainte si dupa cele sapte

zile, printre altele, iar aceste date sunt prezentate in Tabelul 5.1. Un aspect esential al studiului a

fost scorul Rayan, care este determinat pe baza analizei histopatologice si poate dura intre patru si

sase saptamani. Acesta a fost un indicator crucial, deoarece a permis corelarea rezultatelor obtinute

prin metodele RMN si spectroscopie FT-IR, validand astfel acuratetea si aplicabilitatea acestor

tehnici. Mai jos in tabelul 5.1 sunt prezentate toate datele culese de la cei 10 pacienti cu cancer

colorectal.

Tabel 5.1 Parametrii sociali si clinici ai pacientilor studiati (P1 pana la P10) [33].

Pacient
Sex
Varsta

Mediul de origine

Diagnostic ADK

PET-CT/CT

Tratament
neoadjuvant

Fumat
Categorii IMC

Histologie

Stadiul diagnosticu-

lui dupa operatie
Pierderea poftei de
mancare
Pierderea in greu-
tate
Febra

Sangerare rectala

P1
F
45

urban

Mediu/
inferior
-Rectal

PET-
CT
RCT

NU

Greutate

normala

G2

I

DA

DA

NU
DA

P2
M
67

urban

Jos -
Rectal

CT

RCT

DA
Greutate
scazuta
Gl

II

DA

DA

NU
DA

P3
M
66

rural

Colon

P4
M
67

urban

Colon

mucinos

Sigmoid de grad

CT

RCT

DA
Greutate
scazuta

G2

v

DA

DA

NU
NU

scazut

CT

NU

NU
Greutate
scazuta
G2

1T

DA

DA

DA
NU

18

P5
M
81

urban

Jos -
Rectal

CT

RCT

NU
Greutate
normalad

G2

0

NU

DA

NU
DA

P6

M

67

urban

Colorec-

tal
moderat
diferen-

tiat

CT

NU

DA
Greutate
normala

G2

1

DA

DA

NU
DA

P7
F
72

urban

Rectal
moderat

diferentiat

CT

RCT

NU

Greutate Greutate

scazuta normalad

G2

I

DA

DA

NU
DA

P8
M
81

urban

colo-

rectal

CT

NU

NU

Gl

I

NU

DA

NU
DA

P9
F
55
urban
Colo-

rectal

P10
M
75

urban

Colon

moderat diferen-

diferen-

tiat

CT

NU

DA

tiat

CT

NU

DA

Greutate Greutate

scazuta
G2

I

DA

DA

NU
DA

scazuta

Gl

1T

DA

DA

NU
DA
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Tulburari de tranzit

DA DA DA DA DA DA DA DA DA DA
intestinal
Consumul de alcool NU RAR DA NU RAR RAR NU RAR RAR RAR
. dz tip dz tip dz tip
Diabet NU NU NU NU NU NU NU
II II II
Anemie NU NU DA NU DA NU NU NU DA da
interni
Hemoroizi interni NU NU NU interni  interni & ex- interni NU interni
terni
Sideremie (ug/dL) 82 113 25 30 40 60 67 33 10 8
Hg preoperator
13.5 15.9 10.5 13.3 10.2 13.0 12.5 13.4 8.9 7.9
(g/dL)
Hg 7 days (g/dL)
12.5 13.5 10.2 12.2 9.9 12.9 10.5 11.3 11.6 10.7
postoperator (fL).
RDW-SD preopera-
49.9 45.8 48.4 53.2 46.8 454 48.3 54 79.3 44.1
tor (fL)
RDW-SD at 7 days
47 43.1 53.8 51.1 45.6 45.5 47.3 53.2 89.9 66.4
postoperator
Scor Rayan 1 3 - - 0 - 3 - - -

5.2 Analiza comparativa a plasmei native din sange prin metode de
relaxometrie RMN

Distributiile timpului de relaxare transversal, T> masurate pentru plasma sanguina nativa
colectata de la pacientii P1 pana la P5 cu cancer colorectal prezentati ca o pereche de preoperatorii
(rosu) si postoperatoriu la 7 zile de la operatie (verde) sunt prezentate in Fig. 5.1; in timp ce dis-
tributiile lui T> masurate pentru pacientii de la P6 pana la la P10 sunt prezentate in figura 5.2.
Masuratorile au fost efectuate cu doi timpi de aparitie a ecoului (TE = 70 us — stanga si TE = 500
us — dreapta). Valorile experimentale au fost astfel alese pentru a observa peak-urile care apar la
un timp mic de relaxare T> (TE mic) si pentru a clarifica peak-urile care apar la valori mari ale lui
T2 (TE mare). Un timp mic de ecou, TE va largi artificial peak-urile care apar la valori T2 mari, in
timp ce o valoare TE mare va filtra componentele semnalului RMN care cade rapid (valori T»
mici). Ca o remarca generala se pot observa patru peak-uri: i) trei dintre ele situate la valori ale lui
T2 sub 20 ms (pentru TE = 0.07 ms) si ii) unul, peak-ul principal, situat la valori ale lui T> mai mari
de 600 ms (vezi figurile din dreapta cu TE = 0.5 ms). De la stanga la dreapta (adica de la valori T>
mai mici la valori mai mari), peak-urile descriu componente ale plasmei sanguine native (care
contin 'H) cu mobilitate crescitoare. Se poate face referire la aceste componente ca rigide, semiri-
gide, intermediare si mobile. Dupd cum era de asteptat, cea mai mare cantitate de *H este localizati
in cele mai mobile componente, cel mai probabil apa din plasma sanguina. Apa distilatd prezinta
un peak, in distributia T> situata la aproximativ 3 s. Daca in apa sunt prezente unele fractii dizol-

vate, atunci peak-ul corespunzator este deplasat catre valori ale lui T2 mai mici [33].
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Figura 5.1 Distributii lui T2 masurate cu doua valori a timpului de aparitie a ecourilor, TE = 70 ps si
500 us pentru plasma sanguind nativa colectata de la pacientii a) si b) P1; c) si d) P2; e) si f) P3; g) si h)
P4; 1) sij) P5; cu cancer colorectal preoperator (rosu) si postoperator la 7 zile de la operatie (verde).

5.3 Analiza comparativa a plasmei din sange prin metode de spectroscopie
FT-IR

Spre deosebire de relaxometria RMN a 'H, unde spectrele de tip Laplace (distributiile lui
T>) sunt interpretate in functie de pozitia peak-urilor corelate cu dinamica moleculara influentata
de componente (fractiuni solubile si insolubile), in cazul spectroscopiei in infrarosu cu transfor-
mata Fourier (FT-IR), concentratia unei componente specifice (vibratia legaturii moleculare care
apare la un numar de unda bine definit) este direct proportionala cu amplitudinea peak-ului masu-
rat. In aceasti situatie, spectrele FT-IR masurate pentru plasma sanguind nativa si deproteinizati
colectatd de la 20 de voluntari sanatosi au putut fi mediate. Aceste spectre FT-IR sunt prezentate
in Figura 5.2 pentru plasma sanguina nativa. si pentru plasma deproteinizata (linia albastrd), im-
preuna cu spectrele FT-IR masurate pentru plasma deproteinizata colectata preoperator (rosu) si
postoperator (verde). In comparatie cu spectrele FT-IR misurate pentru plasma deproteinizata,
cele masurate pentru plasma nativa sunt mai simple (vezi Fig. 5.2). Se pot remarca un numar de 5
regiuni distincte [247]: i) un peak larg intre aprox. 350 — 1000 cm™; ii) o regiune cu absorbanti
mici intre aproximativ 1000 — 1500 cm™; iii) un peak ingust cu umarul drept intre aprox. 1500 —
1800 cm; iv) un peak larg cu amplitudine mici intre aproximativ 1850 — 2500 cm™ si v) un peak
major intre aproximativ 2700 — 3800 cm™.
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Figura 5.2 Spectrele FT-IR masurate pentru plasma sanguina nativa colectata de la pacientii a) P1, b)
P2; ¢) P3, d) P4; e) P5, f) P6; g) P7, h) P8; 1) P9 si j) P10; cu cancer colorectal preoperator (rosu) si
postoperator la 7 zile de la operatie (verde) comparativ cu spectrele FT-IR mediate pentru 20 de voluntari
sanatosi.
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CAPITOLUL 6 ANALIZA STATISTICA IN COMPONENTE PRINCIPALE A
PARAMETRILOR SPECIFICI PENTRU INDENTIFICAREA METABOLITILOR
DIN PLASMA SANGUINA SI INTELIGENTA ARTIFICIALA

6.1 Analiza PCA utilizata pentru identificarea cancerului colorectal in plasma
sanguina folosind masuratori de spectroscopie in infrarosu cu transformata
Fourier (FT-IR) si relaxometrie si difuziometrie prin rezonanta magnetica
nucleara a 'H

6.1.1 Parametrii specifici analizei PCA

Din punct de vedere practic, distributiile generate prin RMN a timpului de relaxare
transversal T» si a coeficientului de autodifuzie D, dar in speciale spectrele FT-IR, prezinta unele
trasaturi caracteristice care nu sunt atat de usor de cuantificat pentru o clasificare definitiva in
categoria voluntarilor sidndtosi sau a pacientilor cu cancer colorectal. Intr-adevir, in studiul pilot
prezentat in capitolele 3 si 4 a fost posibila identificarea unor astfel de trasdturi cum ar fi aparitia
unui mic peak pentru toti pacientii cu cancer colorectal in distributiile lui T, masurate pentru
plasma sanguind deproteinizata, sau valoarea principald a coeficientului de autodifuzie, Dmain Care
s-a gisit intr-un interval (sub 2.95x10°° m?%s) pentru pacientii cu cancer colorectal si intr-un alt
interval (peste 3.9x10° m?s) pentru voluntarii sinitosi, dar aceasta sunt, in general cazuri
particulare. Astfel ca pentru o analiza statisticd de cele mai multe ori este necesar ca datele
masurate sa fie pregdtite cu acest scop.

In afara de varsta si valoarea principala a coeficientului de autodifuzie, Dmain 0 proceduri
de deconvolutie numerica aplicatd asupra spectrelor FT-IR poate duce la un alt set de parametri
cuantificabili. Astfel, pentru exemplificare, in figura 6.1 sunt prezentate spectre FT-IR masurate

pentru doi voluntari sandtosi (vezi Figurile 6.1a si 6.1b) si doi pacienti cu cancer colorectal (vezi
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Figura 6.1 Deconvolutia spectrelor FT-IR masurate pentru plasma nativa colectata de la voluntari sana-
tosia) V1 sib) V3 si pentru pacientii cu cancer colorectal ¢) C075 si d) C102. Sunt prezentate de asemenea
ariile integrale corespunzatoare amidei I, Amida II se intinde simetricd a COO" si PO .

Figurile 6.1c si 6.1d) in intervalul numerelor de undi de la 1850 cm™ la 1000 cm™. Impreuni cu
spectrul masurat (spectre de culoare gri reprezentate cu linie mai groasd), sunt prezentate
rezultatele deconvolutiei constand intr-o suma de opt functii Gaussiene (spectrele reprezentate cu
linii negre) precum si fiecare functie Gaussiand individuald (reprezentata cu culori diferite in

Figura 6.1).

Tabel 6.1 Parametrii relevanti pentru analiza componentelor principale, inclusiv varsta, coeficientul de
autodifuzie principal, valorile medii (calculate folosind ecuatia (6.14)) ale distributiei T, pentru proteinele
din plasma sanguina si pentru plasma sanguind nativa si deproteinizatd din relaxometria RMN a 'H cu
timpii de aparitie a ecoului (TE) de 70 ms, 500 ms si 1000 ms si aria integrata calculata din absorbanta
normalizata a spectrelor FT-IR pentru amida I si amida II si vibratiile de intindere simetrica a legaturilor
chimice din grupdrile functionale COO" si PO evaluate pentru voluntarii sanatosi (V1-V3) si pacientii cu
cancer colorectal (C075-C103) [34].

- ot} t. TE=70 . TE=500 DP TE=70 DP TE=1000)
Age D TioTom =0 Tym o0 T )T -

2,av TE,a\t Sym'
Sample [years] [10'9m2,f5] [ms] [ms] [ms] [ms] [ms] Amide | Amide Il 5t. COO™ PO;
V1 52 4.28 3.72 493 588 2971 2807 62.90 9.52 843 065
V2 57 4.32 3.385 575 615 2779 2685 57.56 7.28 7.8  1.06
V3 47 3.94 1.202 554 578 2712 2679 60.03 8.3 880 33
Co75 70 2.55 1.387 610 665 2473 2476 7058 15.56 11.44 250
081 43 2.51 0.519 499 610 2561 2530 7069 1133 1112 0.37
€098 73 2.89 0.2091 482 541 2496 2658 61.84 9.18 783 104
C100 73 2.92 0.1816 687 716 2622 2543 63.73 9.68 1505 1.96
C101 54 2.95 0.5019 611 694 2643 2578 72.68 9.47 11.34  3.10
c102 66 2.53 0.6587 683 709 2705 2640 69.95 12.63 986 6.83
c103 66 2.57 1.469 518 598 2658 2719 61.35 8.40 13.14 2.79

Distributiile timpului de relaxare T, misurate prin RMN a 'H prezinti un numir variabil de
peak-uri in functie de conditiile experimentale sau de starea de sanatate a pacientilor/voluntarilor.
Astfel ca s-a decis sa se simplifice procedura analiticd si sd se elimine acest inconvenient. Prin

urmare, pentru a cuantifica cu un singur numar fiecare distributie a timpului de relaxare
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transversald, T» care ar trebui utilizat intr-o analiza PCA a fost calculatd media (T2av) folosind
relatia [34],

T _ fooo f(T,)T,dT,
2AV T [P F(Ty)dTy,

(6.14)

Valorile calculate ale T,av sunt prezentate in Tabelul 6.1, pentru toti voluntarii si pacientii
cu cancer colorectal pentru distributiile lui T> masurate pentru plasma sanguind nativa si deprote-
inizata si proteinele din plasma sanguind. Acestea sunt, de asemenea, utilizate ca valori de intrare
pentru analiza statisticd in componentele principale. Varsta voluntarilor/pacientilor cu cancer co-
lorectal, parametrii RMN si parametrii FT-IR, care sunt prezentati in Tabelul 6.1 sunt utilizati

impreuna pentru analiza statistica in componentele principale [29].

6.1.2 Rezultatele analizei PCA

Rezultatul principal al analizei statistice de tipul PCA, un grafic de dispersie al valorilor
PC1 versus PC2 este prezentat in Figura 6.2. Asa cum s-a mentionat anterior, analiza PCA presu-
pune un tip special de reprezentare graficd in care mai multe tipuri de parametri (de obicei cu
unitati de masura diferite) pot fi reprezentati impreuna cu scopul de a separa datele apartinand
diferitelor grupuri (clase), dar, 1n acelasi timp, dacd parametrii alesi sunt relevanti, sa conduca la

o coagulare (grupare) pentru puncte de date apartinand aceluiasi grup [29].

Analiza in componente principale PC1 vs. PC2

Pacient cancer
colorectal, C102

o .
V1 voluntar sdnatos [8) Pacient cancer
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Figura 6.2 Graficul PC1 versus PC2 din analiza componentelor principale.
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6.2 Analiza PCA, valorile ROC si AUC utilizate pentru evaluarea vindecarii
dupa interventii chirurgicale la pacientii cu cancer colorectal

6.2.1 Analiza PCA

Asa cum s-a aratat in subcapitolul anterior, pentru a analiza PCA eficientd, de o mare im-
portanta, in plus fata de pozitia de peak-uri este aria integrala de peak-uri. O astfel de analiza PCA
(corelata cu valorile ROC si AUC) aplicata direct asupra spectrelor FT-IR este utilizata pentru
evaluarea vindecarii dupa interventii chirurgicale la pacientii cu cancer colorectal. Pentru a cuan-
tifica intensitatea spectrelor FT-IR a fost adoptata o strategie diferita fata de cea descrisa anterior.
S-a observat ca procedura de deconvolutie si cuantificarea fiecarui peak particular necesita mult
timp. Alternativ, se poate aplica o analiza statistica In componente principale (PCA) direct asupra
spectrelor FT-IR care presupune doar o transpunere a datelor originale inregistrate ca doua coloane
(prima cu valorile numerelor de unda si a doua cu absorbanta) ntr-o singura line care reprezinta
valoarea masurata a absorbantei spectrului FT-IR iar numerele de unda reprezinta parametrii ma-
surati. Se creeaza astfel o matrice care are numarul de coloane egal cu numarul de valori masurate
pentru numerele de unda, iar numarul de linii este egal cu numarul de spectre FT-IR masurate.

Tn Figura 6.3a, evolutia de la preoperator la postoperator este marcati cu o sigeati punctati
pentru fiecare pacient. Sdgeata este neagra daca evolutia trece de la valori mici PC1 la valori mari
PC1 si rosie daca merge in directia opusa. Cuantificarea diferitelor comportamente din plasma
sanguind nativa (Fig. 6.3a) aratd: i) o mica evolutie ca in cazul P9 care ramane izolat la PC1 si
PC2 negativ; ii) o evolutie catre clusterul de clustere sdnatoase ca in cazul P10 si P8; iii) evolutia
catre o noua stare (la PC1 si PC2 pozitive) reprezentatd de multi indivizi postoperator ca in cazul
P1, P2, P3, P4, P5 si P6; si iv) evolutie mica spre o zona de incertitudine ca In cazul P7, care (din
punct de vedere al spectrelor FT-IR masurate pentru plasma sanguina nativa) postoperator in prima
aproximare este similar cu voluntarii sdnatosi V16 si V17 si in a doua aproximare cu P8 si P2
preoperator.

Tn Figura 6.3b se poate observa faptul ci un grup mare de simboluri este localizat la valori
ale lui PC1 negative este format din voluntari sandtosi, i cazuri preoperatorii si postoperatorii. Se
poate observa o alta zona la numere PC1 pozitive unde avem doar doua simboluri preoperatorii
apartinand pacientilor mai discutati P5 si cei de mai sus identificati ca pacient izolat P9. Compo-
nenta PC2 nu pare si fie capabili sa inducd o separare. In PCI, pozitia in spectrele FT-IR cu
influentd mai mare de 90 % se giseste in intervalele de: i) de la ~500 pani la ~850 cm™; ii) de la
~1000 pani la 1050 si ~1080 pana la 2020 cm™ (apartinand intinderii C-O); iii) de la ~1350 pani
la ~1600 cm™ (intinderea simetrici a P-O-C, intinderea simetricd a grupurilor functionale COO-

PO; si Amidei II); iv) de la ~ 2000 pani la ~2300 cm™ (de multe ori neobservat sau observat ca o
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a) PCA analysis: Native plasma from FT-IR spectra for healthy volunteers and patients with CRC
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Figura 6.3 Analiza PCA a spectrelor FT-IR masurate pentru plasma sanguind a) nativa si b) deproteini-
zata.

combinatie de rotatie restransa si indoire a legaturii O-H (din apa) [248]); si v) de la ~2400 pana
la ~ 3700 cm™. Practic, PC1 a fost influentat de intregul spectru FT-IR relevant. Tn acest caz, se
pot observa mai multe tipuri de evolutii: 1) evolutii mici in interiorul zonei nediscriminatorii ca in
cazul P4, P7 si P10; ii) evolutii medii ca in cazul P3 care merge in clusterul nediscriminatoriu sau
PS5 care intrd intr-o zond populata de voluntari sandtosi si pacienti postoperator; si ii1) evolutii mari
ca in cazul P2, P1, P6 si P8 care trec de la cluster nediscriminatoriu la zona sdndtoasa pentru

vindecare si P9 care trece de la zona extrema din dreapta la zona sanatoasa pentru vindecare.

6.2.2 Curbele ROC si valorile AUC

Comparativ cu analizele PCA efectuate pe plasma sanguina deproteinizata, curbele ROC
aratd ca analiza PCA efectuatd pentru plasma sanguind nativd separd mult mai bine cele patru
grupuri formate ad-hoc. Acest lucru se observa din AUC corespunzitoare, unde pentru PC1

obtinute pentru plasma sanguina nativa (vezi Figura 6.4a) s-au gasit valori aflate intre 0.576 (nativ
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Figura 6.4 Curbele ROC calculate din datele de analizd PCA ale spectrelor FT-IR masurate pentru pro-
bele de sange nativ pentru PC1 (curba verde) si PC2 (curba maro) luand in considerare perechile analizate
a) sanatos (pozitiv) versus CRC (preoperator — preoperator si postoperator — post); b) sanatos (pozitiv)
versus CRC (preoperator — pre) ¢) sanatos (pozitiv) versus CRC (postoperator — post) si d) CRC (preo-
perator — pre) (pozitiv) versus CRC (postoperator — post). Punctele de tdiere optime sunt indicate atat
pentru parametrii PC1 si PC2. Mai sunt indicate valorile ariile de sub curba (AUC).

versus cancer colorectal pre — inainte de operatie) si 0.67 (cancer colorectal - pre versus cancer
colorectal — post operatie). Faptul ca PC1 (cu cea mai mare relevanta) prezinta o valoare a AUC
ridicatd, comparand plasma sanguind nativd colectatd de la pacientii cu cancer colorectal
preoperator si postoperator indicd faptul ca se observa o anumita evolutie dupd operatie (aici,
punctul de taiere optim a fost situat la 0.7 sensibilitate si 0.3 specificitate). Predictia asteptata a
fost ca cea mai clard separare sd fie observatd intre grupul de voluntari sdnatosi si grupul de
pacienti cu cancer colorectal preoperator (cu specificitate/sensibilitate 1 de 0.4 / 0.6). Cea mai
mare valoare a AUC (0.694) a fost obtinutd pentru componenta PC2 in evaluarea voluntarilor
sandtosi versus pacientii cu cancer colorectal postoperator. Acesta este un indiciu clar ca procesul
de vindecare nu este orientat catre o stare descrisd de voluntari sandtosi si, In acest fel, sustine,
incd o data, existenta unei stari post-operator distincte. Cu exceptia cazului in care se compara
analiza probelor de sidnge nativ prelevate de la pacientii cu cancer colorectal preoperator si
postoperatorii, pentru restul cazurilor, valoarea AUC masurata pentru PC2 este mai mare decat cea

masurata pentru PC1.
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6.3 Analiza statistica PCA si predictia prin invatare automata
Comparand cele doud reprezentari PC1 versus PC2 pe baza spectrelor FT-IR masurate

pentru plasma sanguind nativa si deproteinizata (Figurile 6.5), pentru predictie, s-a ales doar unul,
si anume acela care a rezultat din analiza plasmei sanguine native. Datele mésurate (coordonatele
PC1 si PC2) impreuna cu eticheta corespunzatoare (voluntari sanatosi, pacienti CRC preoperator,
pacienti CRC postoperator) au constituit datele de intrare cu care a fost antrenat masina virtuala.
Dupa antrenarea unei retele neuronale artificiale constituitd virtual utilizdnd un soft scris in acest
scop Tn JavaScript la care s-au adaugat librarii specifice. Fiecare punct din zona dreptunghiulara a
fost considerat un punct in spatiul imagine (ecran) si S-a cerut retelei neuronale artificiale antrenate
sd prezica starea: sandtos, cancer colorectal preoperator sau cancer colorectal postoperator.
Aceasta clasificare este normalizata, astfel incat rezultatele pentru fiecare clasa vin ca o
probabilitate. Hartile de probabilitate pentru toate cele trei clase sunt prezentate Tn Figurile 6.5.
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C) native blood plasma

postoperative probability [%]
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Figura 6.5 Invitarea automata utilizatd pentru a prezice starea a) sanatatii; si probabilitatea CRC b)

preoperatorie si ¢) postoperatorie din analiza PCA 2D a spectrelor FT-IR masurate pentru plasma sangu-

ina nativa.
Probabilitatile medii (30 — 70 %) inconjoard zonele cu probabilitate mare (vezi culoarea verde),
iar probabilitatea scazutd (culoare albastrd) se gdseste la valori mari ale PC1 (zona I) si valori
pozitive ale PC1 si PC2 (zona II). Se poate observa o probabilitate crescuta (~ 25 %), comparativ
cu punctele inconjuritoare, si se regaseste pentru valori de aproximativ 70 — 80 pentru PC1 si de
20 — 30 pentru PC2 datorita prezentei V3. Ne asteptam la o probabilitate medie de-a lungul intregii
zone cvasi-diagonale. Algoritmul de invitare automatd a prezis o probabilitate crescuta pentru
valori pozitive ale lui PC1 si valori mari (> 30) ale lui PC2.

De un interes real a fost harta prezisa si asociatd masurarii spectrelor FT-IR pe plasma
sanguind nativa colectatd de la pacientii cu cancer colorectal la 7 zile dupa operatie. Acest lucru
se datoreaza faptului ca in graficul PC1 versus PC2 (vezi Fig. 6.3a) punctele asociate cu aceasta
categorie nu formeaza un cluster separat. Dar aceste puncte sunt in vecindtatea punctelor asociate
cu unul sau doui din cealalti categorie. In mod surprinzitor, se poate gisi o zona izolata care este
caracterizatd de o probabilitate ridicatd pentru a localiza pacientii postoperator. Aceasta poate fi
gasitd la valori mari PC1 si valori PC2 negative. Este surprinzator, deoarece in acest domeniu
avem un singur punct, apartinand P8 postoperator. Mai mult, V6 este mai aproape de acea zona
decat P8. Acest artefact se datoreazd mai probabil unui antrenament incomplet. Restul hartii este
credibil si se poate gasi o probabilitate ridicata (~ 40 — 70 % - culori verzi) pentru valori pozitive
PCI1 si valori pozitive (pana la ~ 30) pentru PC2 care acopera zona numita de vindecare. Dupa
cum s-a mentionat anterior, la valori PC1 pozitive (25 — 60) si valori PC2 negative, avem si o

probabilitate crescuta (albastru deschis la verde) datorita prezentei P8 postoperator.
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CAPITOLUL 7 IDENTIFICAREA COMPONENTELOR CANCEROASE DIN
PLASMA SANGUINA PRIN SPECTROSCOPIE RMN DE INALTA REZOLUTIE

7.1 Analiza spectrelor folosind interfata Processing si cuantificarea

metabolitilor
Ultimul pas pentru cuantificarea metabolitilor din fiecare spectru RMN a 'H inregistrat

pentru plasma din sange este citirea acestuia (utilizand un soft scris in Processing™) sub forma de
text, asa cum se obtine in urma exportului folosind softul jMRUI™. Acest soft este dezvoltat de
catre un grup de cercetatori de la Universitatea Tehnica din Cluj-Napoca, in ultimii 10 ani, si este

special dedicat analizei si cuantificdrii spectrelor RMN a *H inregistrate pentru tesuturi (in vivo
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Figura 7.1. Captura de ecran cu fereastra softului Processing care prezinta spectrele RMN a 'H nregis-
trate pentru plasma din sange nativa, colectatd de la pacientii P105 cu cancer colorectal si contributia
catorva metabolitii identificati a) intensitate si largime de linie si b) concentratie si timpul de relaxare T».

sau ex-vivo) sau a materialelor biologice (cum este sangele sau plasma din sdnge) si care implica

prezenta unui numir mare de metabolitii. Spectrele RMN a 'H pentru un numir de 41 de
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metabolitii si apa pot sa fie simulate tinand cont de numarul total de linii de absorbtie si de cuplajele
scalare (J) dintre spinii nucleari. Intensitatea fiecarui metabolit poate sa fie usor modificata,
precum si largimea de linie, parametru care este legat de cdmpul magnetic care a fost utilizat
experimental (intensitatea acestuia si omogenitatea). Efectul omogenitatii (deci a largimii de linie)
a fost explorat in subcapitolul 2.1.4, unde pentru o seric de metabolitii s-au prezentat spectrele
pentru o largime de linie la semiindltime Av = 0.5, 1.0, 2.0 si 4.0 Hz. Prin apasarea unui buton
(load jMRUI Spectra) spectrul RMN a H este citit din fisierul corespunzitor (exportat din jMRUI
si localizat in directorul Input al programului de baza), si reprezentat grafic cu o curbd neagra (vezi
Figurile 7.1). In urmitorul pas se aleg limitele de reprezentare a spectrului (in amplitudine si in
deplasarea chimica). Softul permite aproximarea datelor cu o suma de spectre individuale ale
metabolitilor folosind algoritmul Levenberg—Marquardt. Pentru acesta se apasa butonul Fit JMRUI
Spectra. Eroarea si abaterea pitratici medie (y2) sunt parametrii de evaluare a gradului de
aproximare. Acest algoritm implica ca pentru valorile parametrilor de aproximat sa se ofere cate o
valoare initiala. Iar convergenta aproximarii (rata de succes) este de cele mai multe ori conditionata
de alegerea uni set de valori a parametrilor (aproximatia initiald) cat mai buni. Numarul de
parametrii de aproximat este mare, pentru fiecare metabolit se tine cont de amplitudinea (sau
intensitatea) semnalului precum si de largimea de linie. O alegere neinspirata de cele mai multe
ori duce la 0 neconvergenta a spectrului simulat catre cel masurat, dar Tn anumite cazuri poate sa
ducd la o divergentd care sa implice valori non-fizice pentru anumiti parametrii de aproximat.
Astfel ca, pentru protectia datelor, s-a implementat o procedurd care sa permitd variatia
parametrilor numai cu un anumit procent in jurul aproximatiei initiale. Astfel, primul pas pentru
initierea aproximarii spectrelor este sa se aleaga, din lista prezentatd in meniul din dreapta (vezi
Figurile 7.1) pe rand fiecare metabolit si sd se observe daca ar putea fi prezent in spectrul masurat.
Sunt eliminati metabolitii pentru care amplitudinea spectrului masurat, la valorile deplasarilor
chimice pentru care sunt definiti (pentru toate aceste valori), este zero sau neglijabila. Acesta
trasatura, care permite observarea spectrului RMN al fiecarui metabolit pentru Intreg domeniul de
definitie, este esentiala si nu este implementata in nici unul dintre softurile descrise anterior
(ParaVision™ 360 v3.5, Bruker-TopSpin™ sau jMRUI™), motiv pentru care nu au fost utilizate
pentru cuantificarea metabolitilor. Astfel, nu se poate afirma prezenta unui metabolit din spectrele
RMN masurate, daca spectrul caracteristic metabolitului nu poate sd fie prezentat ca o
deconvolutie pentru Intreg domeniu de definitie (vezi Figura 7.7) si nu numai pentru valori

specifice unice, asa cum sunt prezentate de citre, de exemplu, softul ParaVision™ 360 v3.5.
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CAPITOLUL 8 METODE AVANSATE DE RMN iN CAMPURI INALTE
PENTRU ANALIZA BIOPSIILOR RECOLTATE DE LA PACIENTII CU CANCER
COLORECTAL
8.1 Imagistica RMN pentru evaluarea biopsiilor recoltate din zona colonului si

rectului
8.1.1 Imagini RMN codate cu T

Imaginile RMN ale unor biopsii nu sunt la fel de spectaculoase precum cele inregistrate
pentru organe intregi. In Figura 8.2 sunt prezentate o serie de astfel de imagini RMN achizitionate
ca o serie de 9 felii in sectiune sagitala, folosind protocolul T1-FLASH, la tomografului RMN 11.7

T masurate la 24 de ore dupa biopsie pentru doua tesuturi din acelasi colon in zona cu cancer — SUS
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(9) (h) (i)

Figura 8.1. Imaginile a 9 felii codate cu timpul de relaxare longitudinal T, achizitionate folosind proto-
colul T;-FLASH la tomografului RMN BioSpec 11.7 T pentru doua tesuturi (cu cancer — sus si sanatos -

jos) colectate de la un pacient cu cancer masurate la 24 de ore dupa biopsie.
si sanatos — jos, colectate de la un pacient cu cancer. Pentru o interpretare mai profunda a

imaginilor, este necesara cunoasterea componentelor anatomice care compun colonul si care pot
sa fie observate 1n sectiune axiala. Astfel, pentru o sectiune completa a unui colon sigmoid (zona
colonului apropiata de rect) s-ar putea observa lumenul, care este spatiul gol din interior prin care
trec in vivo materiile fecale. Aceasta componenta nu este vizibila in imaginile prezentate in acest
capitol deoarece in urma biopsiei nu s-a recoltat intreg colonul. Ceea ce se poate observa in
Figura 8.1 este peretele colonului sigmoid. Acesta este compus din patru straturi principale:
i) stratul interior (care secreta un mucus cu scopul de a facilita trecerea materiilor fecale) se
numeste mucoasa; i1) urmdatorul strat este format dintr-un tesut conjunctiv (care contine vasele de
sange, vase limfatice si nervi) si care se numeste submucoasd; ii1) mucoasa si submucoasa sunt
separate de un strat de musculatura a mucoasei; iv) mai exista si o musculatura proprie si care
presupune existenta a cate unui strat muscular responsabil de peristaltism (care reprezinta
ansamblul miscarilor colonului care duc la deplasarea deseurilor — materiile fecale — spre rect, si
care, la nivelul intestinului gros, apare cu o frecventa redusa de doar cateva ori pe zi), si care are
cate o componenta circulard (internd) si una longitudinald (externd); v) stratul exterior care apare
ca o membrand seroasd care acoperd colonul sigmoid se numeste seroasd; vi) aceasta este
inconjuratd de peritoneu; vii) la exterior existd un tesut adipos mezenteric: inconjoara colonul
sigmoid si contine vase de sange si limfatice care alimenteaza colonul. Daca ar fi sd descriem
mecanismul invaziei canceroase atunci se poate spune ca initial, cancerul colorectal raimane limitat
la zona interna a mucoasei. Ulterior acesta poate si invadeze submucoasa si stratul muscular. in
acest moment riscul de metastaza prin vasele limfatice si de sange este crescut. In stadii avansate
cancerul colorectal, poate sa invadeze seroasa si peritoneul ajungand la vasele mezenterice si de

aici la structurile adiacente care pot fi, vezica urinara si uretere sau uterul la femei.
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8.1.2 Imagini RMN codate cu T,

Cele mai cunoscute timpuri de imagini RMN sunt cele codate cu timpul de relaxare spin-spin Ta.
De cele mai multe ori un timp de relaxare spin-retea T1 mic este asociat cu un timp de relaxare
spin-spin T2 mic (dar acest lucru nu este o reguld, mai ales ca in cazul real unde nu avem o singura
valoare pentru acesti doi timpi de relaxare, T1 si T2, ci o distributie de valori, indicand prezenta
unor componente cu dinamica moleculara complexa). Astfel ca, in imaginile RMN codate cu
timpul de relaxare spin-spin T, asa cum este cazul celor prezentate in Figura 8.2 si care au fost
nregistrate folosind protocolul T2-TurboRARE la tomografului RMN BioSpec de 11.7 T, zonele
mai intens colorate vor fi descrise de o valoare mare a timpului de relaxare spin-spin T si/sau de
o valoare mare a densitatii de spin. In imaginile 8.2a pani la 8.2f se poate observa astfel ca zona
tesutului tumoral este reprezentatd cu culori de nuante albastrii si care pot sa fie asociate cu valori
ale semnalului RMN aflate cam pana la 25 % din valorile maxime obtinute (in aceste imagini —
valorile sunt reprezentate ca numere in sistemul intern al spectrometrului fara a se putea indica o
unitate de masura mai concretd) si care insemna ca atat timpul de relaxare spin-spin T, este mic
cét si densitatea de spin este relativ (la alte zone din imagine) redusa. In schimb, zonele periferice,
care au fost asociate cu seroasa, tesutul adipos si vasele de sange si limfatice sunt caracterizate de
catre un timp de relaxare spin-spin T, mare cat si de o densitate mare de hidrogen. Acesta are sursa
cea mai probabila in apa, care poate sd fie gasita in abundentd in aceste straturi ale colonului
sigmoid. In acelasi timp, din figurile 8.2c pani la 8.2f, se poate observa ci si tesutul sinitos este
caracterizat de semnalele RMN aflate cam pana la 20-25 % din valorile maxime obtinute si care
la fel poate sa fie asociate cu un timp de relaxare spin-spin T2 mic cat si cu o densitate de spini
(*H) relativ redusi. Acest lucru face mai dificili identificarea cancerului colorectal direct din astfel
de imagini codate, cu timpul de relaxare spin-spin T.. Pentru aceasta ar fi necesara ignorarea (din
punct de vedere practic, saturarea imaginilor in zonele periferice: seroasa, tesutul adipos si vasele
de sange si limfatice) si obtinerea unui contrast imbunatatit pentru zonele de 15-25 % din semnal.
Din acest punct de vedere se poate spune cd imaginile codate cu timpul de relaxare spin-retea T,
(asa cum sunt cele prezentate in Figura 8.1 inregistrate cu protocolul T:-FLASH) prezinta un
contrast natural (obtinut fara a folosi agenti de contrast) mai bun decat imaginile codate cu timpul
relaxare spin-spin T2 (asa cum sunt cele prezentate in Figura 8.3 si care au fost inregistrate folosind
protocolul T2-TurboRARE). Altfel, din ambele tipuri de imagini se pot observa anumite trasaturi
care indica textura tesuturilor in special din zona internd a clonului cum este cea a mucoasei $i a
tesutului conjunctiv. Un avantaj net al tehnicilor de imagistica RMN este acela ca, odata
identificatd zona tumorald, aceasta poate sa fie foarte bine delimitatd, si deci, cuantificatd ca

intindere spatiala.
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(9) (h) (i)

Figura 8.2. Imaginile a 9 felii codate cu timpul de relaxare longitudinal T, achizitionate folosind proto-
colul T2-TurboRARE la tomografului RMN BioSpec 11.7 T pentru doud tesuturi (cu cancer — sus i
sanatos - jos) colectate de la un pacient cu cancer, masurate la 24 de ore dupa biopsie.

8.2. Spectroscopie RMN a biopsiei tesutului tumoral
Tn spectrul RMN a *H de inalti rezolutie inregistrat in cAmpuri inalte (11.7 T) pentru tesutul

tumoral, se observa prezenta, in plus, fata de spectrul Inregistrat pentru tesutul sdnatos a mai multor
metaboliti. In primul rand, se observa peak-urii cu amplitudini (relativ) mari, localizati la ~ 1.1

ppm si ~ 0.67 ppm precum si seria de peak-uri cu amplitudine mai mic4, localizati in domeniul de
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la ~ 1.7 ppm pani la ~ 3.3 ppm. In al doilea rind, se observa faptul ci in urma cuantificarii se
obtine un numar mai mare de metaboliti (la care se adauga macromolecule si apd), care evident
duc la modificarea concentratiei astfel: i) apa (~41.4 %]); ii) adenozin trifosfat (ATP) (~11.38
%] ); 1i1) macromolecule, in special M1, M2 si M9 (~8.86 %1); iv) alanind (0 %]); v) valinad
(~14.83 %1); vi) lipide intracelulare (0 %] ); vii) acid ascorbic (~1.28 %1); viii) glucoza (0 %));

ix) lactat (~1.91 %1); la care se adauga o serie de noi metaboliti.
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Figura 8.3. Captura de ecran cu fereastra softului Processing care prezintd spectrele RMN a 'H nregis-
trate pentru tesutul tumoral colectat de 1a un pacient cu cancer colorectal si contributia catorva metabolitii
identificati, concentratiile si timpul de relaxare T, ale acestora.

X) asparat (~7.47 %7); xi) glicerol (~4.11 %7); xii) NAA (N-acetil asparat) (~2.55 %1); xiii)
histidind (~2.19 %7); xiv) NAAG (N-acetil aspertil glutamat) (~1.78 %1); xv) colind totala
(~1.14 %7); xvi) acetat (~0.87 %1) si xvii) creatinina (~0.16 %1). Timpul de relaxare T, estimat
pentru macromolecule a rdmas acelasi (30 ms), dar a crescut pentru apa (11.1 ms). Altfel, in
general, valorile timpului de relaxare T» are valori intre 2.4 ms (valind) si 9.6 ms (acetat), indicand
o usoari ingustare a liniilor de absorbtie in spectrul RMN a H de inalti rezolutie inregistrat pentru

biopsia tesutului tumoral.

8.3 Relaxometrie RMN in campuri inalte
8.3.1 Distributiile lui T» obtinute pentru biopsii ale tesutului tumoral si sandtos

In jumitatea inferioari-dreapta sunt prezentate ciderile CPMG obtinute utilizind softul
Bruker ParaVision 360 v3.5 care opereaza spectrometrul RMN BioSpec 11.7 T. Acestea au fost
obtinute din secventa de 64 de imagini Inregistrate pentru o biopsie a unui tesut (afectat de cancer
colorectal si o margine de rezectie) localizat in zona colonului. Impreuna cu datele experimentale

sunt prezentate si erorile statistice (valori medii si abaterea patraticd medie obtinuta statistic pentru
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toti voxelii care compun fiecare zond de interes), dar si aproximarea cu o functie mono-
exponentiala (singura disponibild pentru softul Bruker ParaVision 360 v3.5). Se observa valorile
unice ale timpilor de relaxare T2, masurati pentru tesutul tumoral (T3%™°3¢ = 17.70 ms) si
pentru tesutul sanitos (T52%3%°S = 19.99 ms). In partea inferior-centrald se observa o harti
(mapa) obtinuta ca valoare a timpilor de relaxare T2, masurati in fiecare voxel.

Din analiza curbelor de aproximare (fitare) a datelor experimentale se observa ca acestea
aproximare poate fi caracterizata ca deficitara. Astfel, este necesar a fi implementata o altd metoda
de aproximare a datelor experimentale si care a mai fost prezentata in cadrul programului
experimental al prezentei teze, si anume analiza curbelor CPMG utilizdnd transformata Laplace
inversd. Distributiile timpilor de relaxare spin-spin (transversald) a celor 2 curbe CPMG prezentate
sunt reprezentate comparativ in Figura 8.4. Se observa ca tesuturile (atat cel tumoral cat si cel
sandtos) sunt caracterizate, nu de o componentd dinamica (asa cum ar rezulta din analiza primara

Bruker ParaVision) ci de 4 componente cu dinamica moleculara diferita.
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Figura 8.4. Distributiile timpului de relaxare T> masurate prin RMN a *H Tnregistrate Tn cAmpuri mag-
netice Tnalte (ex-vivo) pentru biopsia unui tesutul tumoral (rosu) si un tesut marginal sanatos (verde),
ambele colectate de la un pacient cu cancer colorectal.

8.3.2 Mape parametrice de T, obtinute pentru biopsii ale tesutului tumoral si sandtos

Scopul ultim al studiilor de relaxometrie RMN utilizdnd imagini Tnregistrate in campuri

inalte este acela de a obtine mape parametrice care sa contina informatii despre localizarea in spatiu
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Figura 8.5. Mape parametrice care reprezinta distributiile spatiale ale timpului de relaxare T si ale den-
sitatii de spini (*H) masurate prin RMN a tH nregistrate Tn cdmpuri magnetice Tnalte (ex-vivo) din cade-
rea trenului de ecouri prezentat in Figura 8.7 pentru biopsia unui tesutul tumoral si un tesut marginal
sanatos, ambele colectate de la un pacient cu cancer colorectal.

a diverselor parti componente (tesuturi, subsectiuni de tesuturi, tesuturi cu diverse caracteristici —

de exemplu tumorale) prin obtinerea unui contrast cat mai relevant dintre zona de interes si zonele

adiacente.
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CONCLUZII

1.  Afost elaborat un plan de cercetare cu scopul de a efectua o caracterizare complexa unor
materiale cu origini biologice cum sunt fluidele (plasma din sange) si tesuturilor umane,
atat de la pacienti diagnosticati cu cancer colorectal cét si de la subiecti sanatosi din grupul

de control.

2. A fost definit cu rigurozitate criteriul de selectie al pacientilor cu cancer colorectal si a
voluntarilor sanatosi inclusi in studiu, pentru care s-au avut in vedere atat aspecte clinice
si biologice relevante, cat si compatibilitatea acestora cu obiectivele cercetarii. Procesul de
recrutare a implicat evaluarea detaliata a istoricului medical, a parametrilor biologici si a
criteriilor de incluziune si excludere, asigurand astfel validitatea si relevanta rezultatelor

obtinute.

3. Metode moderne de relaxometrie si difuziometrie RMN a *H Tn cdmpuri magnetice joase
au fost utilizate cu succes pentru caracterizarea plasmei sanguine (native, deproteinizate
precum si a proteinelor din plasma), fiind initial aplicate pe un lot mic de probe 1n cadrul
unui studiu pilot, iar ulterior extinse la un lot mai mare de probe, pentru a obtine rezultate

mai robuste si reprezentative intr-un studiu extins.

4,  S-a demonstrat ca valorile principale ale coeficientului de autodifuzie, D poate sa fie
utilizat cu succes pentru a diferentia probele biologice de tipul plasma nativa care provin

de la pacientii cu cancer colorectal fata de cele care provin de la voluntarii sanatosi.

5. Spectroscopia FT-IR s-a dovedit a fi o metoda eficienta pentru caracterizarea complexa a
acelorasi elemente componente ale plasmei sanguine, fiind aplicata initial pe acelasi lot
mic de probe din cadrul studiului pilot, iar ulterior extinsa la un lot mai mare, pentru a

valida si consolida rezultatele obtinute.

6.  S-a demonstrat ca metode moderne de relaxometrie RMN a H si spectroscopie FT-IR
aplicate asupra unor seturi de probe de plasma sanguind provenite de la pacienti cu cancer
colorectal pot fii utilizate cu succes pentru evaluarea gradului de vindecare la 7 zile dupa
interventia chirurgicala si daca sunt corelate cu metode statistice si de invatare automata

pot fi utilizate ca metode de predictie a vindecarii dupa chirurgie.

7. Analiza complexa a datelor a fost o procedura detaliata care a presupus implementarea mai
multor etape, incepand de la procesarea primara a datelor brute obtinute prin masuratori de
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10.

spectroscopie FT-IR si relaxometrie si difuziometriec RMN a 'H, urmati transformata
Fourier si transformata Laplace inversa pentru a obtine spectrele Fourier sau Laplace
(distributiile timpilor de relaxare spin-Spin, T> sau a coeficientului de autodifuzie, D)
precum si deconvolutiile acestora. In etapa de analiza cantitativa s-au utilizat instrumente
statistice pentru a evalua si interpreta valorile parametrice si spectrele obtinute. In final,
procesul a fost completat cu analiza statisticd avansata, folosind tehnica de analize prin
componente principale (PCA), care a fost imbundtatitd prin integrarea algoritmilor de
inteligenta artificiald. Aceasta a inclus utilizarea retelelor neuronale artificiale si a
tehnicilor de Tnvatare automata (machine learning), pentru a identifica modele si a extrage

informatii semnificative din seturile de date complexe.

Analiza PCA aplicata pe plasma sanguina nativa oferd o separare semnificativ mai clara a
celor patru grupuri formate ad-hoc, in comparatie cu analiza similara realizata pe plasma
sanguind deproteinizatd, asa cum este indicat de curbele ROC. Aceasta idee a mai fost
exprimatd si misuritorile de difuziometrie RMN a ‘H aritind ca pentru diferentierea
caracteristicilor specifice cancerului colorectal, nu este nevoie de a se utiliza plasma
deproteinizata care necesitd un timp mai indelungat de pregatire, tehnica aditionala, si
reactivi care pot duce la cresterea complexitatii spectrelor masurate corelata cu cresterea

dificultatii de interpretare.

S-a propus utilizarea spectroscopiei RMN a *H in cAmpuri Tnalte (7 T si 11.7 T) pentru
identificarea componentelor asociate cu cancerul in plasma sanguind, permitand o analiza
detaliata si precisd a metabolitilor prezenti. Aceastd metodd avansatd a oferit informatii
valoroase despre modificarile metabolice specifice asociate cu prezenta celulelor

canceroase.

Imagistica, spectroscopia si relaxometria RMN a 'H in cAmpuri inalte a fost utilizati cu
succes pentru analiza biopsiilor recoltate de la pacientii cu cancer colorectal, permitand
identificarea si caracterizarea compusilor metabolici din tesuturile tumorale si tesut
sandtos, contribuind astfel la diagnosticarea precisa si la intelegerea mai profunda a

proceselor patologice asociate cu aceasta boala.
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