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- Descrierea stiintifica cu punerea in evidenti a rezultatelor etapei anuale si gradul de
realizare a obiectivelor;

Etapa 1 din cadrul proiectului BIOHIS are ca obiectiv principal dezvoltarea unei noi metode de
bioinginerie - metoda BIOHIS - dedicatd evaluirii eficacititii terapeutice a factorilor terapeutici
naturali cum sunt nimolul sau apele minerale sulfuroase naturale asupra diferitelor patologii Neuro-
Myo-/Artro-/Kinetice (NMAK). Metoda BIOHIS se bazeaza pe combinarea informatiilor furnizate
de tehnica de imagistica hiperspectralda (HSI) cu date obtinute din investigatii biologice care sa
conduca la evidentierea cantitativa a efectelor factorilor terapeutici naturali si utilizarea lor ca
remedii naturale pentru patologia NMAK.

Imagistica hiperspectrala (HSI) este o tehnica emergenta in domaniul medical care integreaza
tacilitatile oferite de imagistica digitala si spectroscopie pentru a colecta simultan atat informati
spatiale cat si spectrale despre un tesut/organ care permit o descriere fina a structurii/compozitie
chimice a tesuturilor investigate ce poate fi utila medicilor in procesul de diagnosticare sau
monitorizare a tratamentelor medicale. Posibilitatea utilizarii combinate a unor astfel de informatii
spectrale-spatiale furnizate de tehnica HSI cu date obtinute din investigatii biologice este explorata
in cadrul dezvoltarii metodei BIOHIS propuse in acest proiect.

Factorii terapeutici naturali, precum namolul $1 apele terapeutice minerale sulfurcase, sunt
utilizati Tn sanatorii si clinici de recuperare prin bai sau aplicatii topice pe corp pentru multe
afectiuni in patologia Neuro-Mio-Artro-Kineticd (NMAK). Efectele aplicatiilor topice ale factorilor
naturali asupra tesuturilor sanitoase g1 patologice ar putea {1 explorate prin electromiografie (EMG),
pulsoximetrie si investigatii biologice, folosind diferiti parametri sanguini si biochimiei, sau prin
metode indirecte, clinice, folosind diverse scale, din activitatea de evaluare medicald, ca g1 pentru
durere (VAS-Visual Analog Scale), pentru capacitatea de miscare (Range of Motion), sau
imbunatitirea efectudrii activitatilor de zi cu zi.

Spectrul de afectiuni patologice legate de aparatul NMAK include artroze, artritd, spondilita,
leziuni traumatice, accident vascular cerebral, boli neurodegenerative, disfunctiec a tonusului
muscular si mobilitate articulard — spasticitate; patologia sistemului nervos periferic: radiculopatii
discogenice si/sau vertebrogene, poli-radiculonevrite, amputatii ale membrelor, nervi periferici
post-COVID-19 sau sechele ale sistemului nervos central, osificari heterotopice neurogene,
patologie musculo-scheleticd traumaticd, inclusiv boli degenerative, fracturi; pentru osteoartrita in



special pe articulatiile goldului, genunchi invalidante, contuzii, contractii/retractii musculare,
algoneurodistrofii, escare, sau arsuri.

Studiile privind factorii terapeutici naturali indici adesea in concluziile lor lipsa de fundamentare
stiinfifica a multor practici terapeutice care utilizeaza remedii balneare. Metodele biologice utilizate
pentru evaluarea eficacitatii terapeutice a factorilor terapeutici naturali nu sunt activititi obignuite
pentru sanatoriile sau centrele de recuperare din intreaga lume si, din aceste motive, activititile de
cercetare asupra remediilor balneare sunt la un nivel foarte scizut. De asemenea, este o mare
problemai lipsa de preocupare pentru dezvoltarea metodelor de evaluare a efectelor terapeutice ale
factorilor naturali utilizati in statiunile balneare si a protocoalelor de tratament actualizate, chiar
daca exista cateva posibilitafi de evaluare. Aceastd situafie necesita o prioritizare specifica, luand in
considerare importanta bioeconomica a turismului de sanatate gi, pe de altd parte, importanfa
ridicatd a unor astfel de cercetari pentru infelegerea problemelor de sanatate legate de factorii
terapeutici naturali, mai ales acum cand trebuie si ludm in considerare conceptele de medicind
personalizatd sau medicind bazati pe dovezi.

Totusi, din considerente psiho-sociale si istorice, putem observa ci interesul pentru factorii
terapeutici naturali este destul de ridicat si centrele balneare sunt foarte populare pentru cure de
tratament, bazate pe renume traditional, in Romania, Franta, Spania, Italia sau Japonia.

Acest proiect se confrunta cu lacunele identificate, promovand cercetarea remediilor naturale si
punctand valoarea acestora pentru Bioeconomie si incearcd sd dezvolte o noud ramura a cercetérii
biotehnologice, conectind instrumente de cercetare de varf, cum ar fi instrumente de imagistici
hiperspectrald si tehnici de culturi celulare, cu remediile utilizate in mod traditional, in principal pe
baze empirice, creionand noi perspective bioeconomice si dimensiuni de sandtate, gasirea de noi
modalitati de a sublinia specializarea inteligenta gi prioritatea publicd, deschizand noi cai pentru
cercetare, inovare gi dezvoltare.

Proiectul BIOHIS fisi propune si dezvolte, si testeze si sd valideze o noud metodid de
bioinginerie, folosind date combinate ale instrumentelor de imagisticd hiperspectrald (HIS) cu
investigatii biologice pentru evaluarea eficacititii terapeutice a factorilor terapeutici naturali, cum ar
fi namolul sau apele minerale sulfuroase naturale, in sfera patologiei NMAK.

Spre deosebire de abordadrile actuale care iau in considerare doar parametri biologici discreti,
cum ar fi parametrii de laborator hematologici sau de biochimie, electromiografia invaziva sau
scalele clinice ca instrumente de maisurare, proiectul BIOHIS va putea exploata atat contextul
spatial, cat s1 corelatia spectrald, dar si informatii biologice intime pentru o mai buni intelegere a
efectelor factorilor terapeutici naturali.

Proiectul BIOHIS este aliniat cu toate directiile de cercetare incluse in domenii de specializare
inteligentd sau de prioritate publicid care urmiresc sd transfere cunostinte stiintifice in valoare
adiugatid bioeconomica s1 societald. Peloterapia sau terapia cu namol este o metodd balneard care
declanseazd reactii tisulare locale si functionale generale, inhiband sau activind unele enzime
intermediare si sisteme de metaboliti, dar mecanismele sale de actiune asupra anumitor patologii
sunt intelese complet.

Lucrarea de pionierat a echipei de proiect in acest domeniu este inspirata de progresele recente in
stadiul tehnicii, de exemplu, gazele naturale terapeutice, precum hidrogenul sulfurat, prezente in
namol gi apele minerale sulfuroase, ne ofera legatura necesara cu curentul principal al fluxului de
cunostinte. pentru comunitatea stiintificd mondiala.

Abordarea inedita propusa de proiectul BIOHIS reprezintd un progres semnificativ in medicina
fizica si de recuperare si balneoclimatologie si tinind cont de numairul crescut de persoane in varsti
si piramidele demografice dezechilibrate, acest proiect putand reprezenta o punte intre stiinta si
nevoile societatii.

Aspectele originale i inovatoare ale proiectului BIOHIS sunt urmatoarele:
v" originalitatea metodei de bioinginerie dedicatd evaludrii eficacititii terapeutice a factorilor
terapeutici naturali (inclusiv in recuperarea sechelelor post-COVID-19);
v" aplicarea pentru prima dati, dupid cunostintele noastre, a imagisticii hiperspectrale in
evaluarea terapeutici a namolului si apei, anterior fiind stabiliti fezabilitatea acestei
posibilititi pe voluntari individuali sdnatosi.



v" evaluarea oxigendrii locale a tesuturilor ca nou instrument de monitorizare a eficacititii
diagnostice si terapeutice;

v" fuziunea datelor de date imagistice biologice si hiperspectrale, obtinerea unui nou set de date
pentru evaluarea g1 metoda de monitorizare a terapiei balneare pentru aplicafii topice de namol
si ape sulfuroase;

v' patologia neuro-/mio-/artro-/kinetica indusi experimental la animalele de laborator.

Originalitatea si noutatea proiectului tin cont de combinarea investigatiilor biologice cu
imagistica hiperspectrald pentru caracterizarea substantelor biologic active/factorilor terapeutici
naturali precum peloidele si apele minerale sulfuroase printr-o noud metoda originali, denumita
metoda BIOHIS. Cu aceasta metoda, care include imagistica hiperspectrala si investigatii biologice,
aplicata in premierd pentru evaluarea eficacitatii terapeutice a factorilor terapeutici naturali, putem
valida efectele terapeutice ale acestor remedii balneare asupra culturilor de celule fibroblaste,
sobolami Wistar si subiecti umani, sdnitosi sau cu patologia Neuro-/Myo-/Artro-/Kinetica,
principala recomandare pentru utilizarea clinici a statiunilor balneare.

#» Obiectivele proiectului, corelarea acestora cu rezultatul proiectului

P>  Obiectivul general al proiectului BIOHIS este de a dezvolta, testa gi valida o noud metoda
interdisciplinara de bioinginerie pentru evaluarea eficacititii terapeutice a factorilor
terapeutici naturali, cum ar fi nimolul si apele minerale naturale sulfuroase, folosind o
combinatie de imagisticd hiperspectrala (HIS) cu investigatii biologice. Pentru atingerea
obiectivului general se vor implementa urmatoarele obiective specifice:

> OS1. Dezvoltarea metodei BIOHIS care exploateaza avantajele unor biotehnici pentru a
evidentia efectele sanogene ale factorilor terapeutici naturali asupra diferitelor patologii
NMAK. Rezultatele asteptate ale acestui obiectiv specific sunt: i) o metoda care permite
evaluarea eficacititii terapeutice a factorilor terapeutici naturali; i1) intelegerea utilizarii
apelor sulfuroase si ndmolului ca remedii naturale;

P> OS2. Testarea si validarea metodei BIOHIS pe celule fibroblaste, animale de laborator si
subiecti umani pentru a ne asigura ca: (i) rezultatele sunt fezabile si utile din punct de vedere
medical g1 (i1) rezultatele sunt in acord cu cele obtinute prin electromiografie si
pulsoximetrie. Rezultatele asteptate sunt: 1) date biologice la nivel celular, molecular gi
sistemic pe animale de laborator si subiecti umani privind efectele namolului si apelor
minerale sulfuroase, avand in acest fel argumente stiintifice pentru utilizarea medicali a
acestora; 2) metodologia inducerii experimentale de patologii NMAK la animale de
laborator; 3) o procedurd specificd de validare care descrie operatiile de comparare a
rezultatelor metodei cu datele electromiografiei/pulsoximetriei.

> OS3. Diseminarea rezultatelor. Toate rezultatele obfinute vor {1 diseminate public in fluxul
de date national gi international, realizind pagina web a proiectului, publicand articole si
prezentari la congres/conferinte, ca bune practici in cercetare si inovare, contribuind la
multiplicarea cunosterii.

Metoda BIOHIS se bazeazd pe conceptele existente de utilizare a imagisticii hiperspectrale
(HSI) pentru diagnosticul in alte afectiuni medicale ¢i pe conceptele existente privind proprietitile
terapeutice ale factorilor naturali. Nivelul tehnologic parcurs este de la TRL2 la TRL4:

TRL 2 — Desi existd date despre efectele antiinflamatorii ale namolului si apelor minerale
sulfuroase, linia de gandire a proiectului este de a obtine o noud metodd de bioinginerie pentru a
evalua si explica eficacitatea terapeutici a acestor remedii naturale. In ceea ce priveste metoda
noastrd originald de bioinginerie BIOHIS prin care interconectaim investigafiile biologice, cu
imagistica hiperspectrala, combinarea §i interpretarea interferata a datelor colectate la nivel celular,
animal si uman al namolului si apelor minerale sulfuroase reprezintd castigul initial al proiectului
nostru.

TRL 3 — Dovada experimentald se realizeazid prin studii experimentale pe culturi de celule
fibroblaste si pe animale de laborator. La acest nivel, informatiile, avand rolul de a explica
mecanismele celulare, moleculare gi sistemice implicate in efectele terapeutice ale namolului si
apelor minerale sulfuroase vor fi furnizate prin metoda noastrd originala BIOHIS, care ne poate

conduce citre statiunile biologice intime ale efectele lor.
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TRL 4 — Tehnologie validata in laborator, este nivelul TRL atins dupd implementarea proiectului,
fapt argumentat de conditiile de laborator pentru explicarea efectelor asupra sanatatii aplicatiilor
topice ale namolului si apelor minerale sulfuroase la subiecti umani in grupuri mici de voluntari
sanatosi s1 pacienti cu NMAK. patologii. Astfel de studii nu sunt studii clinice de amploare cu
reguli randomizate si studii dublu-orb ca in cazul produselor farmaceutice industriale, necesare
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poate in viitoarele niveluri de testare
a produselor cu efecte terapeutice
precum  creme  sau  lofiuni.
Explicatiile stiintifice ale efectelor
terapeutice ale namolului si apelor
minerale sulfuroase vor reprezenta
la sfarsitul implementarii proiectului
validarea noii noastre metode
BIOHIS care va f1 eventual utilizata
in viitor pentru testarea/evaluarea
eficacitdtii terapeutice a unor factori
naturali similari precum alte tipuri
de ape minerale, namoluri, mofeturi,

produse climatice sau sanatoase precum creme sau lotiuni. In final, proiectul genereazi un nou
instrument biotehnologic util pentru balneoterapie.

Prezentarea rezultatelor etapei anuale si gradul de realizare a obiectivelor.

Migcarea umana este considerata un proces complex si multifactorial care are loc ca urmare a
interactiunii dintre corp $1 mediu. Migcarea este rezultatul actiunilor de control al sistemului nervos
i al tuturor structurilor care formeaza o articulatie (adica ligamente, tendoane, muschi, fascicule,
vase de sange, nervi etc.). Sistemul Neuro-Mio-Artro-Kinetic (NMAK) poate fi afectat de multe
afectiuni.

Factorii terapeutici naturali sunt utilizali ca remedii de o lungd perioadd de timp pentru
tratamentul patologiilor NMAK. EMG permite stabilirea unui electrodiagnostic pentru patologiile
sistemului nervos periferic sau muscular §i implica doua moduri distincte de colectare a semnalelor
electrice de la muschi: cea invaziva numitd electromiografie cu ac (EMG), 1 a doua neinvaziva
numitd studiu de conducere nervoasi. In prezent, testarea si intelegerea raspunsului corpului uman
la peloterapie continua sa fie o provocare pentru specialistii care cauta solufii terapeutice alternative
pentru diferite patologii.

Datele stiintifice anterioare spun cd, in timpul procesului inflamator, sunt recrutate diferite
tipuri de celule, inclusiv fibroblaste, care raspund la diferite semnale intercelulare g1 de micromediu.
Acest lucru duce la producerea reglementatd a diferifilor mediatori pro si antiinflamatori, inclusiv
citokine, cum ar fi factorul de necroza tumorald (TNF)-a s1 interleukine (IL)-1p si IL-6, chemokine
s1 enzime cum ar fi ciclooxigenaza (COX) -2, toate care joaca roluri critice in controlul procesulu
inflamator. Conceptul de stres oxidativ cauzat de radicalii liberi reprezinta argumente pentru luarea
in considerare a biomarkerilor stresului oxidativ. Activitatea oxidativa si reductiva a enzimelor care
actioneaza asupra glutationului, tioredoxinei i altor substraturi de interes in procesul de oxidare-
reducere reflecta nu numai nivelul de protectie antioxidantd, dar sunt si biomarkeri relevanti pentru
bolile degenerative reumatice.

In studiile antericare asupra namolului terapeutic a fost prezentaté fractionarea substantelor
humice. Schema de fracfionare a substantelor humice din namolul terapeutic folosind variatia pH-
ului §1 polaritatea solventului §1 a fost caracterizatd speclrofotometric pe baza absorbliei in
intervalul de lungimi de unda 340- 700 nm acizi humici s1 acizi fulvici diferentiati pe baza
solubilitatii 1 a masei moleculare.

In cazul apelor minerale naturale sulfuroase, efectul protector al H2S asupra neuronilor este
exprimat impotriva stresului oxidativ prin cresterea substratului pentru producerea antioxidantului
GSH, inclusiv a antiporterului cistind/glutamat si a concentrafiilor intracelulare de Cys.

H:S are proprietati vasculoprotectoare in celulele endoteliale si celulele musculare netede

vasculare, cum ar fi declansarea vasorelaxarii s1 scdderea agregdrii trombocitelor. HzS activeaza,
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posibil, canalele voltaj ale membranei plasmatice (canale Ca?' de tip 1. si T) si depozitele
intracelulare de Ca®>" mobilizate. In plus, s-a descoperit ¢i H2S endogen activeazi canalele de clor
(CI") si canalele de potasiu (K"), oferind efecte neuroprotective. Donatorii de H2S sau apele
minerale bogate in continut de H2S vizeaza multiple mecanisme fiziopatologice.

Imaginile hiperspectrale sunt produse de instrumente numite sisteme de imagistica
spectroscopice cu avantajele imaginii digitale. Constd intr-o achizitie a unei serii de imagini in
multe benzi spectrale inguste adiacente si reconstructia spectrului de reflectare pentru fiecare pixel
al imaginii. Setul de imagim astfel obtinute (de obicei zeci sau sute de imagini) se numeste
hipercub. Hipercubul imaginii are trei dimensiuni: doud dimensiuni reprezinta coordonatele spatiale
a unui pixel g1 o dimensiune da lungimea de unda a unei anumite benzi spectrale. Pe baza HSL
membru al consorfiului, INOE2000, prin proiectul - Programul de Cercetare Nr. PN 16-
400101/2016, a dezvoltat o noud metoda de miasurare a saturatiei de oxigen in diferite medii clinice.
Aceastd metodi constd in esentd din trei pasi distincti: (1) imagini hiperspectrale ale achizitiei
regiunii investigate, (2) procesarea imaginilor hiperspectrale si (3) analiza imaginilor hiperspectrale
utilizand un model de dezmixare spectrali bazat pe o lege Beer-Lambert modificati. Metoda
genereazd atit harti de oxihemoglobini g1 deoxihemoglobing, cat s1 o hartd de saturatie in oxigen a
regiunii investigate. Imaginea de test include o gama largd de valori uzuale ale parametrilor
analizati (concentratia de oxihemoglobind, concentratia de deoxihemoglobind si factorul G) cu
variatii foarte fine, permitand simularea unui numir foarte mare de situatii posibile.

In ultimele cateva decenii, imagistica hiperspectrali (HSI) a castigat importanti si un rol central
in multe domenii ale analizei datelor vizuale. Foarte recent, HSI a primit o atentie substantialad
pentru aplicatiile de imagine medicala (de exemplu, evaluarea bolii vasculare periferice,
prognosticul ulcerului piciorului diabetic, extinderea tumorii, evaluarea terapiei cu oxigen,
evaluarea hipoxiei la altitudine etc.) si devine din ce Tn ce mai mult o modalitate de cercetare activa.
In acest moment, nu existd alte echipe in lume care si utilizeze imagistica hiperspectrali pentru
evaluarea eficacitifii tratamentului balnear si putem sustine cd ideile noastre de pionierat pot
influenta dezvoltarea medicinei de recuperare si a balneologiei.

Imagistica hiperspectrala este o tehnica non-invaziva. Propunerea de proiect se va concentra pe
exploatarea sinergiei datelor hiperspectrale cu datele biologice pentru a aborda problema evaluarii si
explicarea la nivel biologic a efectelor terapeutice ale factorilor naturali asupra tesuturilor vii,
influentind starea noastra de sanaitate.

Echipa are o experientd semnificativd privind aplicatii ale HSI in medicind, in invatarea
clasificarii bazate pe masini a imaginilor HSI, pentru investigatii biologice, modelare matematica si
analiza statistici. Membrii echipei au dezvoltat software care ar putea genera hirti ale
concentratiilor de oxi- g1 deoxihemoglobind in derméd (cu aplicatii in monitorizarea peloterapiei,
monitorizarea oxigenoterapiei hiperbare, medicina de mare altitudine, monitorizarea lamboului
cutanat), au fost utilizate mai multe metode de clasificare a imaginilor HSI pentru a caracteriza
ranile deschise si arsurile (inclusiv un indice spectral de arsuri original), s-au comparat mai multe
metode de clasificare a maginilor de invatare pentru HSI a arsurilor (spectral angler mapper vs
suport vector). magind) sau ulcere ale piciorului diabetic (tehnica distantei minime, mapper spectral
angler, suport vector machine, divergenta de informatii spectrale).

Noua metodd de bioinginerie BIOHIS dezvoltatid pentru a evalua eficacitatea terapeutica a
nimolului si a apelor minerale sulfuroase este fezabild, pe baza rezultatelor preliminare (de
exemplu, dezvoltiri teoretice, rezultate experimentale) disponibile Thainte de aplicarea proiectului,
cu indicarea explicitd a publicatiilor, brevetelor gi proiectelor de cercetare care a condus la
conceptul de baza al proiectului.

Prin elaborarea tuturor livrabilelor propuse, s-a ating obiectivul prevazut pentru aceasta etapa a
proiectului, ceea ce permite buna continuare si trecerea la etapa experimentala de testare a metodei.
Testarea efectelor metode1r BIOHIS asupra culturilor de celule fibroblaste primare de la sobolani
Wistar, folosind electroforezd, ELISA si tehnici de Western blotting, si obtinerea de noi date
privind markerii moleculari importanti pentru procesele inflamatorii si echilibrul stresului oxidativ
va constitui o activitatea etapei previzuta pentru anul urmator.
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- Un sumar al progresului (livrabile realizate, indicatori de rezultat, diseminarea
rezultatelor);

Livrabilele realizate in etapa 1

v Configuratii experimentale originale pentru culturi celulare (D1.1)

In ultimul timp, fibroblastele devin surse celulare pentru utilizarea in modelarea bolii dupa
reprogramarea celulelor, deoarece sunt usor accesibile in organism. Fibroblastele sunt celule
derivate de tip mezenchimatos, importante in mai multe procese fiziologice, cum ar fi sinteza
matricel extracelulare (ECM), diferentierea epiteliala, reglarea inflamatier s1 vindecarea rénilor. In
plus, fibroblastele sunt, de asemenea, responsabile pentru secrefia factorilor de crestere si
functioneazd ca schele pentru alte cateva tipuri de celule, actiondnd ca principald celuld mediatoare
pentru fibroza tisulard s1 formarea cicatricilor.

Fibroblastele sunt usor de cultivat si mentinut in vitro. Recoltarea fibroblastelor se face prin
explant, izoldnd dermul de epidermd cu bisturii si foarfece. Fibroblastul este o celuld conjunctivi
cea mai raspanditd in tesutul conjunctiv. Fibroblastele active sunt celule alungite sau stelate, cu
prelungiri efilate sau bifurcate si contur discret datoritd unei membrane citoplasmatice foarte subtiri
cuplate la exteriorul unui film de mucopolizaharide.

Fibroblastele formate in culturd pot varia in functie de substratul pe care este atagat si de
spatiul disponibil pentru miscare.

Fiziologia celulard isi are fundamentul in exprimarea proteinelor celulare si astfel este
motivatd Tncercarea de a stabili modul in care aceastd arhitecturd este schimbatd prin tratamentul
celulelor cu noile produse. Potrivirea profilului electroforetic aduce un argument puternic ci o
culturd de celule tratate intr-un anumit mod, are condifii vitale similare si implicd procese
fiziologice de acelasi nivel.

Electroforeza este o metoda analiticd g1 preparativd de separare a particulelor si agregatelor de
particule incdrcate electric sub actiunea unui camp electric uniform aplicat din exterior. Metoda se
bazeaza pe fenomenul fizico-chimic de deplasare sau migrare diferentiald a diferitelor particule intr-
un camp electric.

‘ / Diferite concentratii ale
extractului de namol

vy

Control 10 20 30 40 5ol

Diferite concentratii ale
. | - extractului de ndmol

vYyyvi
Culturi primare de fibroblaste . . . Control 100 200 300 400 500l
. . . Diferite concentratii ale apei

minerale sulfuroase

Diferite concentratii ale apei
minerale sulfuroase

Figura 1 Configuratii experimentale originale pe culturi celulare de fibroblaste primare. Culturile
vor i tratate cu diferite concentratii ale extractului de ndmol si respectiv de apd minerald sulfuroasa.
Date preliminare au ardtat o viabilitate celulara acceptabila la tratamente cu extract de nimol intre
10 51 50 pl s1 intre 100 s1 500 pl de apa minerala sulfuroasa
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Electroforeza
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Imunoblot 4
SKe3 i

Culturi primare
de fibroblaste

Diferite concentratii ale
apei minerale sulfuroase

Microscopie opticd
in contrast de faza

Figura 2 Configuratii experimentale originale pe culturi celulare de fibroblaste primare —
Investigatii biologice

v Configuratii experimentale originale animale de laborator (D1.2)

Demonstrarea experimentald a efectelor factorilor naturali terapeutici - ndmol s1 ape minerale
sulfurcase - asupra animalelor de laborator va fi efectuatd pe sobolani Wistar folosind modele
experimentale similare cu cele din literatura de specialitate in domeniul gerontologiel si
farmacologiei.

Investigafiile biologice sistemice 1mplicd investigatii sanguine g1 biochimice folosind
sobolanii Wistar, animale de laborator sindtoase si respectiv cazuri patologice neuro-/mio-/artro-
/kinetice induse experimental, inainte si dupd aplicarea pe piele a namoelului si a apelor minerale
naturale sulfuroase. Investigatiile sanguine g1 biochimice vor viza markern inflamatori g1 elemente
ale echilibrului stresului oxidativ, vor aduce date biologice necesare interpretarii informatiilor HIS
intr-un context sistemic.

Fiecare societate are o filozofie diferitd privind experimentul pe animale, cu toate acestea,
principiile internationale pot fi considerate ca valoarea globali. Umanitatea este acceptati ca
obiectiv al conceptului Trei R - respectarea principiilor, refuzul sau responsabilitatea (4).

Selectarea grupelor experimentale si organizarea activitatilor experimentale.
Date de biochimie — analizor s _CREATININA___

UREE

Western Blotting

= . Animale Patologie NMAK
Caracterizarca loturilor - . ~ .
sandlvaye indusd experimental
MARTOR n n

Tratament cu ape minerale sulfuroase n n o _ - FOSFATAZA ALCALINA
Tiatmuent cu nanol

L1~ Anai smumoniot s
expresici GSK-18

A R T
Animale de
laborator

P
Mecanisme biologice

Fig 3. Lot de animale experimentale — sobolani Wistar
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Experimentele vor fi efectuate pe animale experimentale din loturile de sobolani Wistar
crescute in conditii standard, in Biobaza, in conformitate cu legislatia in vigoare:

* 1n custi, in grupe de cate 6 animale, astfel incat si fie posibild observarea fiecdrui animal;

* temperatura 21- 22°C;

« umiditate: minim 30 % - maxim 70%;

« ciclu circadian de 12 ore lumina si 12 ore intuneric;

* dieta conventionald sau specificati pentru lot.

Vor fi selectate animale de laborator (un numir egal de masculi si femele) de aceeasi varstd
initiald (~20 sdptimani), cu o greutate medie de ~150 = 10%.

Pe parcursul celor 6 luni de cercetare, animalelor de experiment (sobolani Wistar) vor fi
monitorizafi mai multi biomarkeri specifici procesului de imbatranire, pentru ca la final datele
experimentale sa fie analizate matematic, discutate gi interpretate de citre experti.

Caracterizarea loturilor Animale siinatoase Patologie N.MAK indusa
experimental

MARTOR n n

Tratament cu ape minerale sulfuroase n n

Tratament cu namol n n

v Configuratii experimentale originale subiecti umani (D1.3)

FEtapa de stabilire a cohortei constd in precizarea caracteristicilor populatiei si determinarea

modului de esantionare.

Criterii de includere in studiu:

e caracteristici demografice (varsta peste 65 de ani),

e clinice: prezenta bolilor cronice legate de varstid: tulburiri cognitive usoare si moderate,
depresie usoara $1 moderata, sindroame extrapiramidale, boli osteoarticulare: osteoartrita,
artritd reumatoida, osteoporozi, boli cardiovasculare, hipertensiune arterialad, aritmii
metabolice, diferifi circulatori. tulburari: hipercolesterolemie, diabet

Criteriile de excludere sunt definite pentru eliminarea, a subiectilor eligibili, a celor care

riscau sd compromitd calitatea datelor sau interpretarea rezultatelor (alcoolici, pacienti psihiatrici,
subiecti susceptibili de a merge in altd regiune si asa mai departe) si eliminarea motivelor etice. De
asemenea, vor f1 exclusi din studiu pacientii de peste 65 de ani cu stadiu acut sever, cei cu alergie
sau hipersensibilitate cunoscuta la substante, medicatie necontrolatd pentru epilepsie, hipotensiune
arteriala severd, insuficienta renala gi probleme hepatice, astm brongic, neoplazic cronic, miastenie
Gravis. Pacientii inclusi in studiu au semnat obligatoriu inainte de includerea in studiu, un
consimtamant informat (isi dau consimtamantul de a participa dupa ce au infeles in ce consta
studiul, vizitele de studiu gi posibilele efecte adverse).

Caracterizarea loturilor Treatament cu nimol Treatament apa sulfuroasa
Subiecti umani sanatosi n n
Subiecti umani cu patologie NMAK m m

Vizita de bazd (vizita de screening) constd in realizarea unor evaludri care si permitd
caracterizarea subiectilor inclugi in studiu: nume, varsta, sex, diagnostic (indeplineste criteriile de
diagnosticare a bolii), numar de inregistrare; in plus se realizeaza evaluarea clinica gi de laborator a
pacientilor inclugi in studiu.

Evaluare de bazi. Prezentarea modului de administrare a produselor si monitorizarea clinicd a
starii de sdnitate a pacientilor:

1. caracteristici individuale: varstd, Tnaltime, greutate, sex.

. evaluarea starii generale: consultarea echipamentelor si sistemelor

3. evaluarea functiei cardiace si respiratorii: electrocardiograma, spirometrie

4. constante biologice: tensiunea arteriala sistolica si diastolica, frecventa cardiaca in repaus

Inainte, la mijlocul si la sfarsitul perioadei de studiu se vor preleva probe de singe. Sangele va
fi recoltat in conditii sterile corespunzatoare parametrilor de dozare biochimica in tuburi de
biochimie (capac rogu pe activator).

=]




Diagnostic patologie NMAK

Monitorizare Date de blqchume - analizor

Tratament cu ape minerale sulfuroase

M‘ sme biologice :
Figura 4 Configurati expenmentale onginale in context chinic — Investigatn biologice

v" Manual de proceduri pentru testarea biologici a factorilor terapeutici naturali (D1.4)

i. Proceduri utilizate in cazul culturilor primare de fibroblaste

Folosim sobolani Wistar de 50 g pentru a obtine cultura primara de celule dermice.
Subcultura fibroblastelor. Subcultura (pasarea) fibroblastelor se realizeaza la 80% confluenta
celulara in placa Petri.

Fig.5 Fibroblaste umane in vas Petri cu morfologie fusiforma. (marire 100x)

Testarea eficacitatii terapeutice a factorilor naturali terapeutici va fi realizatd prin compararea celulelor
din culturile martor crescute in mediu de culturd standard cu celulele crescute in mediu in care sunt plasate la
niveluri de masd echivalente din extractul de namol s respectiv de ape minerale sulfuroase. Caracterizarca
comportamentulu celular in prezenta factonlor naturali va fi atit din punct de vedere morfologic, cat s
functional.

Microscopia cu contrast de fazi permite studiul celulelor vii, nefixate s1 necolorate. Dupa
indepartarea mediului de pe placa de culturi a fost examinat cu un microscop inversat cu contrast de
faza.

Determinarea diviziunii celulare a fost realizatd prin numadrarea celulelor intr-o camera de
numarare Burker-Turk. Celulele au fost numarate intr-o retea intr-un volum limitat.

Celulele colorate i necolorate sunt numarate i viabilitatea celulel este calculatd conform
formulei: Viabilitatea celulard (%) = nr. celule viabile / nr. total celule x 100

Test de viabilitate celulara (MTT) pe fibroblaste

Pentru a evalua efectul tratamentului viabilitdtii celulare (fibroblaste), testul de citotoxicitate
prin test MTT (solufie de bromura de 3 - (4,5-dimetitiazol-2-11) -2, 3-difeniltetrazoliu).
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Flectroforeza SDS-PAGE

Electroforeza este o metoda analiticd si preparativd de separare a particulelor si agregatelor de
particule incircate electric sub actiunea unui camp electric uniform aplicat din exterior. Metoda se
bazeaza pe fenomenul fizico-chimic de deplasare sau migrare diferentiala a diferitelor particule intr-
un camp electric. Analiza densitometrica pentru evaluarea relativad a cantitdfii de proteine se
realizeaza folosind un software de analiza a gelurilor.

ii. Proceduri utilizate in cazul animalelor de laborator

Analiza consumului de apa.

Media aportului zilnic de apa al animalelor de experiment (sobolani Wistar) in timpul
studiului poate varia intre diferite loturi. Animalele de experientd vor avea la dispozifie apa
controlatd fizico-chimic gi microbiologic i vor consuma ad libitum iar consumul de apa va fi
monitorizat zilnic, cu consumul mediu final de apid zilnic pe animal.

Analiza greutitii corporale a grupelor de animale

Toate animalele de experiment vor fi cantérite inainte si dupa inceperea tratamentului cu cele
4 tipuri de tratamente timp de 12 zile si la fiecare interval de o lund de duratd a studiului pentru a
urmiri ritmul de modificare a greutifii animalelor de experiment.

Tratamentul cu factori naturali terapeutici

Administrarea de substante la animalele de laborator este adesea o componentd critica a
designului experimental. Consideratiile specifice pentru administrarea de substante cétre animale
sunt numeroase si includ factori precum absorbtia, distributia, metabolismul si excretia agentilor
terapeutici sau chimici; calea, volumul g1 frecventa de administrare; durata tratamentului; pH-ul,
stabilitatea, omogenitatea i osmolalitatea substantei care urmeaza sa fie administratd; selectarea
vehiculului sau solventului pentru eliberarea substantelor care nu pot fi administrate in stare solida
sau sub formd de particule; prepararea solutiei, inclusiv consideratii privind sterilitatea daca
substanta este administratd parenteral; si aparatele de dozare si imobilizarea animalelor necesare
pentru anumite rute de livrare (6).

iii. Proceduri utilizate in context clinic

Analiza parametrilor sanguini

Din ser se vor doza urmatorii parametri biochimici: Creatinina, Glucoza, Colesterolul total,
HDL Colesterol, 1.DI. colesterolul, trigliceridele, nivelul proteinelor totale, apolipoproteinele A si
B, nivelul iimfocitelor T, cortizolul, adrenalina, nivelul hormonului de crestere si factorul la de
alungire a tiroidei, Tonograma: Sodiu, potasiu, calciu, magneziu, capacitate antioxidanti totala,
concentratie totald de tioli si tioli neproteici, hidroperoxizi lipidici, concentratie de acid uric,
activitate paraoxonazi, nivel de lactat dehidrogenaza, nivel de interleukind 6, nivel de proteind C
reactivd, evaluarea indicele optic de refractie al probelor de ser. Determinarea parametrilor
biochimici se va realiza cu ajutorul analizorului biochimic folosind kiturile corespunzatoare.
Determinarea markerilor imunologici specifici se va efectua cu ajutorul analizorului automat
ELIS A, folosind kiturile adecvate.

Examenul microscopic al sedimentului urinar

Suspensia urinara contine o serie de elemente care formeaza sedimentul urinar. Examenul
sedimentului urinar permite studiul excretiei urinare. Pregitirea sedimentului urinar se face din
urina recent contaminatid cu alimente sau fecale. Urina va fi colectatd intr-un tub steril, dimineata,
dupd schimbarea peretilor, folosind custi pentru colectare. Urina este centrifugati timp de 5 minute
la 1500 de rotatii/minut (turatii mai mari distrug elementele organice ale componentelor
sedimentului). Dupa ce supernatantul este indepartat centrifugarca si sedimentul rdmas este
omogenizat printr-o agitare puternica a tubului. Dintr-o picaturd de omogenizata se obtine o lama de
sticla pentru microscop pregititi care va fi examinati la microscop cu obiectiv 10x si pentru o
observare mai precisi si cu obiectiv 20x. Sedimentul urinar este compus din elemente organizate —
celulele epiteliale ale tractului urinar, leucocite, eritrocite, cilindri, uneori paraziti, spermatozoizi si
elemente organice neorganizate (acid uric, cistina, leucini, tirozini) sau minerale (oxalati, fosfati,
carbonati).
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v Proiectarea aranjamentului experimental pentru achizitia imaginilor hiperspectrale
in conditii de laborator (D1.5)

Configuratia propusa pentru aranjamentul experimental de laborator va cuprinde din urmatoarele

componente si sisteme: (1) camera hiperspectrala, (2) suport pentru camera hiperspectrala, (3)
unitate de iluminare, (4) sistem de scanare si (5) computer pentru achizitia imaginilor hiperspectrale

(Fig. 6).

Suport pentru camera
hiperspectrala

Unitate de iluminare

Camera

Unitate de iluminare hiperspectrala

computer pentru achizitia
imaginilor hiperspectrale
=
[ ”

Fig. 6. Aranjament experimental pentru achizitia imaginilor hiperspectrale in conditii de laborator

Componentele aranjamentului experimental trebuie sa indeplineasca urmatoarele cerinte:

L.

2

Camera hiperspectrala constituita dintr-un spectrograf si un sensor cu urmatoarele caracteristici:
Spectrograf:

tip push-broom

element dispersiv: sistem combinat prisma si retea de difractie
dispersie: 66 nm/mm

domeniul spectral vizibil: (400-800) nm

numar benzi spectrale: 200-300

dimensiunea imaginii: 6.6 (spectral) x 8.8 (spatial) mm

rezolutie spectrala: 1,5-1,8

apertura numerica: F/2.8

Senzor:

tip CCD - monocrom 16 bits

dimensiunea maxima a imaginii (pixel): 348 x 260

viteza de achizitie imagine: 41 cadre/s

timpul de expunere: 1 ps la 100 ms

Suport pentru camera hiperspectrala cu urmatoarea structura:

placa de baza: aprox. 450 x 500 x 28 mm

coloana cu indltimea: aprox. 1000 mm

brat de camerd montat pe coloana cu bucsa filetata interschimbabila si dispozitiv de reglare a camerei pe
inaltime

suport pentru unitatea de iluminare cu montare pe placa de baza: 2 buc
Unitate de iluminare

Unitatea de 1luminare constituita din;

doua lampi cu halogen de cate 300W echipate cu difuzoare de lumina

doua brate suport pec montareca lampilor

4. Sistem de scanare constituit dintr-o masuta de translatie cu urmatoarele caracteristici:
dimeniune micropas (rezolutie standard): 0.124023437 um

cursa maxima de translatie: 203.2 mm

precizie (unidirectionald): 225 um

repeatabilitate < 4 um

viteza maxima de deplasare: 65 mm/s

viteza minima de deplasare 0.000076 mm/s

viteza de translatie reglabila cu pas de: 0.000076 mm/s

Computer pentru achizitia imaginifor hiperspectrale cu urmatoarele caracteristici:
processor model: Intel Core i7 4710MQ@ 2.5 GHz, 4 nuclee/8 Threaduri
memorie: 32GB DDR3(@ 1600 MHz

placa video: Nvidia Quadro K610M

sistem de operare: Windows 10

software achizitie imagini hiperspectrale: SpectralDAQ
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v Proiectarea aranjamentului experimental pentru achizitia imaginilor hiperspectrale
in aplicatii clinice (D1.6)

Aranjamentului experimental propus pentru achizitia imaginilor hiperspectrale in aplicatii clinice
va consta din: (1) camera hiperspectrala, (2) suport tip trepid pentru camera hiperspectrala, (3)
unitate de iluminare, (4) sistem de scanare cu oglinda galvanometrica si (5) computer pentru
achizitia imaginilor hiperspectrale (Fig. 7)

Camera
hiperspectrala

Unitate de

Sistemn de scanare +— iluminare

l Trepied +— Computer pentru achizitia
Unitate de imaginilar hiperspectrale
iluminare t

Fig. 7. Aranjament experimental pentru achizitia imaginilor hiperspectrale pentru aplicatii clinice.

Componentele aranjamentulu experimental trebuie sa indeplineasca urmatoarele cerinte:
1. Camera hiperspectrala constituita dintr-un spectrogral’ si un sensor cu urmatoarele
caracteristici:
Spectrograf:
- tip push-broom
- element dispersiv: sistem combinat prisma si retea de difractie
- dispersie: 66 nm/mm
- domeniul spectral vizibil: (400-800) nm
- numar benzi spectrale: 200-300
- dimensiunea imaginii: 6.6 (spectral) x 8.8 (spatial) mm
- rezolutie spectrala: 1,5-1.8
- apertura numerica: F/2.8
Senzor:
- tip CCD - monocrom 16 bits
- dimensiunea maxima a imaginii (pixel): 348 x 260
- viteza de achizitie imagine: 41 cadre/s
- timpul de expunere: 1 ps la 100 ms
2. Suport tip trepid pentru camera hiperspectrala cu urmatoarea structura:
- diametru bazei: 40 mm
- inaltimea maxima: < 150 cm
- 1inaltime minima: 41 cm
- greutate maxima suportata: 8 kg
- capcubila
- sectiuni: 4
- diametru sectiuni picioare:11.2, 14.7, 18.2,21.7 mm
- unghi picioare: 22°, 54°, 89°
- prindere: surub 3/8"
3. Unitate de iluminare
Unitatea de iluminare constituita din;
- doua lampi cu halogen de cate 300W echipate cu difuzoare de lumina
- doua brate suport pe montarea lampilor
4. Sistem de scanare galvanometric o singurd axa cu diametru mare al fasciculului cu
urmatoarele caracteristici:
- motor cu magnet mobil pentru raspuns rapid (400 pus pentru £0,2°)
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- detectie capacitivd a pozitiei oglinzii de inalti precizie (15 prad)
- electronicia de control analogicd cu amortizare a curentului si limitator de eroare
- diametrul maxim al fascicului: 10 mm
- unghiul de scanare mecanic maxim: £20,0° (cu scalare de w/0,5 V/grad)
- latime de banda (deplasare completa): 25 Hz
- domeniul valorilor de intrare a semnalului de pozitie analogica: £10 V
4. Computer pentru achizitia imaginilor hiperspectrale cu urmatoarele caracteristici:
- processor model: Intel Core 17 4710MOQ@2.5 GHz, 4 nuclee/8 Threaduri
- memorie: 32GB DDR3@1600 MHz
- placa video: Nvidia Quadro K610M
- sistem de operare: Windows 10
- software achizitie imagini hiperspectrale: SpectralDAQ

v Proceduri de achizitie de imagini hiperspectrale pentru culturi celulare (D1.7)

Procedura descrie procesul de inregistrare a imaginilor hiperspectrale ale culturilor celulare cu
sistemul de microscopie hiperspectrald in camp intunecat imbunatitit care permite observarea
opticd, achizitia g1 analiza de imagini la o rezolutie > 10 nm.

Procesul de inregistrare a imaginilor hiperspectrale consta din parcurgerea urmatorilor pasi:
prepararea probei, pornirea microscopului, reglarea obiectivului microscopului, utilizarea
programul Ocular pentru salvarea imaginilor digitale de la microscop (Fig. 8), comutarea intre
camera fotografica si camera hiperspectrala (Fig. 9), utilizarea programul ENVI pentru captarea
imaginilor hiperspectrale (Fig. 10), oprirea microscopului. Prezentarca detaliata a procesului de
inregistrare a imaginilor hiperspectrale se regaseste in Anexa 1- PO 35/2022.

------

Fig. 9 Comutare intre camera foto
s1 camera hiperspectrala

CytaViva HSI Microscope Controls

Fig. 10. Programul ENVI
v Proceduri de achizitie de imagini hiperspectrale pentru animale de laborator (D1.8)

Procedura descrie procesul de efectuare a setarilor initiale ale software-lui SpectralDAQ si
software-lui ZaberConsole precum si achizitia imaginilor hiperspectrale in conditii de laborator.
Procesul de setare a parametrilor de intrare ai software-lui SpectralDAQ consta din: efectuarea
setarilor initiale ale parametrilor sistemului hiperspectral (rezolutia spectrala, rezolutia spatiala) si
alegerea locatiei de salvare a datelor intr-un fisier de date cu un nume sugestiv care sa permita o
regasirea usoara. Procesul de setare a parametrilor de intrare ai software-lui ZaberConsole
presupune reglarea vitezei de deplasare a masutei de translatie astfel incat sa se obtina o imagine
clara si alegerea directiei de deplasare a masute1 pentru scanarea scenei de investigat. Achizitia
imaginilor hiperspectrale ale animalelor de laborator se efectueaza utilizand functiile software-lui
Spectral DAQ de achizitie imagini si salvarea datelor hiperspectrale sub forma a doua fisiere: unul in
format .hdr care contine date despre setarile de achizitie, modelul senzorului si modul de scanare
(Fig.11) iar celalalt fisier in format .raw care contine datele hiperspectrale inregistrate (Fig. 12).
Prezentarea detaliata a procesului de achizitic a imaginilor hiperspectrale ale animalelor de
laborator se regaseste in Anexa 2- PO 77/2022.
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Fig. 11. Fisier .hdr care contine date despre  Fig. 12. Imagine hiperspectrala (.raw) obtinuta
setarile de achizitie a imaginilor in conditii de laborator
hiperspectrale in conditii de laborator

v Proceduri de achizitie de imagini hiperspectrale pentru subiecti umani (D1.9)

Procedura descrie procesul de efectuare a setarilor initiale ale software-lui SpectralDAQ in
conditiile utilizarii unui sistem galvanometric pentru scanarea scenei de investigat si achizitia de
imagini hiperspectrale pentru aplicatii clinice.

Procesul de efectuare a setarilor initiale ale software-lui SpectralDAQ presupune alegerea
parametrilor de intrare ai sistemului hiperspectral (rezolutia spectrala, rezolutia spatiala) si a
parametrilor sistemului de scanare galvanometric (tensiunea de iesire si frecventa de rotatie a
oglinzii) astfel incat sa se obtina o imagine clara si nedeformata. Achizitia imaginilor hiperspectrale
pentru aplicatii clinice se efectuecaza utilizand functiile software-lui SpectralDAQ de achizitie
imagini si salvarea datelor hiperspectrale, cu mentionarea locatiei, sub forma a doua fisiere: un
fisier care contine date despre setarile de achizitie, modelul senzorului si modul de scanare (format
hdr) (Fig.13) si un fisier care contine datele hiperspectrale achizitionate (format .raw) (Fig. 14).
Prezentarea detaliata a procesului de achizitie a imaginilor hiperspectrale pentru aplicatii clinice se
regaseste in Anexa 3- PO 77/2022.

Fig. 13. Fisier cu date privind setarile de Fig. 14. Imagine hiperspectrala obtinuta pe
achizitie a imaginilor hiperspectrale pentru subiecti umani
aplicatii clinice

Soxiesd PlanText

v Proiectarea metodei BIOHIS - destinata evaluarii eficacititii terapeutice a factorilor
terapeutici naturali pe culturi celulare, animale de laborator si subiecti umani (D1.10)

Noua metodd de bioinginerie BIOHIS, dezvoltati pentru a evalua eficacitatea terapeutici a
factorilor terapeutici naturali, integreazid trei pasi interconectati (1) Investigatii biologice (2)
Procesarea imaginilor hiperspectrale gi (3) Analiza statistica gi interpretarea datelor

Pasul 1. Investigatiile biologice, efectuate la nivel celular i molecular, si sistemic [26] pe animale
de laborator g1 subiecti umani, genereaza argumentele pentru sustinerea conceptelor existente legate
de mecanismul de actiune a factorilor terapeutici naturali in domeniul balneologic propuse in timp
prin studii farmacodinamice. incluse in bibliografia pentru studentii la cursul de reabilitare,
medicina fizici si balneologie.

Investigatiile biologice celulare si moleculare efectuate prin electroforezd, ELISA si Western
blotting pe culturi de fibroblaste primare obtinute de la sobolani Wistar vizeazd douid mecanisme
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fiziologice principale, respectiv procesele inflamatorii si echilibrul stresului oxidativ [35], presupus
a fi influentate de ndmol si ape minerale naturale sulfuroase, care va constitui nivelul biologic de
bazi de la care ne putem gandi sd construim o fundamentare stiintificd pentru efectele terapeutice
ale namolului terapeutic si apelor minerale sulfuroase.

Investigafiile biologice sistemice implica investigatii sanguine si biochimice [33,34,35,36] folosind
cazuri patologice neuro-/mio-/artro-/kinetice gi induse experimental de animale de laborator, cum ar
fi sobolanii Wistar, inainte i dupa aplicarea pe piele a namolului si a apelor minerale terapeutice
sulfuroase. Investigatiile sanguine si biochimice vor viza markeri inflamatori si elemente ale
echilibrului stresului oxidativ, vor aduce date biologice necesare interpretirii informatiilor HIS intr-
un context sistemic.

Studii umane, pe voluntari sanatosi si pacienti cu patologie neuro-/mio-/artro-/kinetica, inainte si
dupa aplicarea apelor minerale sulfuroase gi a namolului, care vizeaza datele biologice legate de
starea de echilibru a stresului inflamator si oxidativ al organismului uman, influentatd de factori
terapeutici naturali.

Pasul 2. Imagistica hiperspectrala. Masuritorile hiperspectrale vor incepe cu achizitia de imagini
hiperspectrale. Un microscop de camp intunecat imbundtétit hiperspectral
(Cytoviva Inc) care oferd analiza spectrald a probelor biologice si bazate pe
materiale la scard nanometricd, izolate sau integrate in celule, tesuturi sau alte
matrice materiale, va fi utilizat pentru achizitia de imagini hiperspectrale ale
. culturilor celulare.

— Fig. 15. Configurare experimentald pentru achizitionarea imaginilor
hiperspectrale: 1. camerd hiperspectrala, 2. obiectivul camerei hiperspectrale, 3. Etapa de
pozitionare liniard motorizata, 4. controler pas cu pas.

Acest sistem este echipat cu o lampa cu halogen g1 un detector sCMOS, cu un interval spectral
cuprins intre 400 nm si1 1000 nm si o rezolutie de 1,5 nm. Imaginile hiperspectrale ale modelelor
animale si ale subiectilor umani vor fi achizitionate cu un sistem hiperspectral constand din (a) un
spectrograf de imagistica push-broom (ImSpector V8E, Specim, Finlanda) care permite achizitia a
205 benzi spectrale care acopera un (400-800) nm domeniul spectral cu o
rezolutie spectrald de 1,97 nm; (b) un dispozitiv cuplat la incarcare (camera
DX4, Kappa, Germania) §i (¢) o unitate de iluminare care contine doud lampi
cu halogen de 300 W (OSRAM, Germania) echipate cu filtre de difuzie
(Kaiser Fototechnik GmbH and Co. KG, Buchen, Germania) ). Scanarea
regiunii de interes se va face folosind fie un tabel de translatie, fie un sistem
de oglindd de scanare galvanometru cu o singurid axi echipat cu o oglinda
dielectricd de banda largd. Imaginile hiperspectrale astfel dobandite vor fi apoi
preprocesate $i normalizate pentru a ¢limina neuniformitatea spatiald inerentd
a intensititii luminii artificiale pe scenid si a curentului de intuneric din
senzorul hiperspectral si pentru a selecta o regiune de interes (ROI) din hiperspectral. imagine
legatd doar de zona investigatd. Conversia intensititilor pixelilor la reflectanta normalizata [0 la 1]
prin procesul de normalizare este utila nu numai pentru optimizarea numerica care rarcori se
comportd bine cu valori foarte mari, ¢i gi pentru a obtine intervalul dinamic real al senzorului si
pentru a facilita interpretarea medicala. . Zgomotul prezent in imaginea ROI adaugat semnalului de
citre senzorul de imagine hiperspectral poate afecta interpretarea imaginii si procesele de ioni de
informatii. Prin urmare, este necesari o etapid de procesare a imaginii inainte de orice analiza
ulterioara pentru a reduce zgomotul datelor. Pentru a aborda problema reducerii zgomotului de date,
transformarea fractiei minime de zgomot (MNF), folosita frecvent in teledetectie, va fi aplicata in
acest proiect imaginilor ROL In cele din urmai, informatiile spatiale si spectrale continute in
imaginile hiperspectrale procesate vor fi analizate folosind diferite invatare automata (magina de
suport vector, mapper spectral unghi, k-means) sau metode chimiometrice (pentru maparea
concentratiilor de cromofori, cum ar fi oxihemoglobina si deoxihemoglobina) pentru a evidentia
efectele induse de factorii terapeutici naturali la nivel celular si tisular. Fig. 16. Fluxul procesirii
imaginilor hiperspectrale.

Pasul 3. Analiza statisticd si interpretarea datelor vor veni in sprijinul si validarea datelor

experimentale colectate in cadrul proiectului. Integrarea datelor si a cunostintelor din mai multe
15




surse este cunoscutd ca fuziunea datelor. Analiza statisticd va folosi metodele de baza de analiza si
validare a datelor colectate. Validarea incrucisatd va fi utilizatd pentru a rezolva problemele de
supraadaptare s1 de selectie. Analiza ANOVA estimeazd importanfa factorilor individuali (analiza
de sensibilitate); selectarea variabilelor care sunt luate in considerare pentru concluziile trase din
fuziunea datelor multiple. Interpretarea datelor poate ajuta la concluzia datelor colectate, poate
sprijini luarea deciziilor i poate contribui la calitatea metodei. Interpretarea datelor trebuie sa
raspunda la urmitoarele intrebari: Care sunt mecanismele namolului sau apelor minerale sulfuroase
asupra patologiei neuro-/mio-/artro-/cinetice? si/sau Care sunt riscurile asociate cu aceste tratamente
balneare? In ceea ce priveste interpretarea datelor clinice, rispunsurile sunt adesea incurcate intr-un
sir de numere 1 statistici; numerele necesare pentru a trata (NNT); raportul de cote (OR); hazard
ratio (HR); nisc relativ (RR); risc absolut; intervale de incredere (IC); si1 valorile P-. Deoarece
studiile clinice implicd in general doar un esantion de participanti dintr-o populatie (mai degrabi
decét intreaga populatie), IC sunt fumnizate pentru a estima intervalul in care o statisticd pentru
intreaga populatie ar putea fi gisitd la o probabilitate specificati. RR descrie raportul dintre
probabilititile ca un eveniment sd apard intr-un grup expus la tratament in comparatie cu cel din
grupul de control. NNT se referd la numérul de pacienti care trebuie si primeascd interventia pentru
ca un pacient sid obtind rezultatul dorit al tratamentului. De asemenea, interpretarea clinicd este
importantd §i interpretarea biologicd a datelor obtinute, corespunzitoare proceselor biologice
modulate sau influentate de factorii terapeutici naturali, explicind mecanismele biologice ale
acestora.

Investigatii biologice
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Figura 17 Configuratii experimentala originala a testirii experimentale a metodei BIOHIS

Modalitatea de combinare a datelor biologice si hiperspectrale intr-o metoda unitard integratd destinata
evaludrii eficacitatii terapeutice a factorilor terapeutici naturali pe culturi celulare, animale de laborator si
subiecti umani implicd o abordare matematicd de constructie a unui model care evalueaza/clasificd/prezice
eficacitatea terapeutica in functie de valorilesi parametrii d de intrare.

Datele de intrare sunt structurate pe doud nivele: (1) imagini hiperspectrale (HSI) si (2) markerii
moleculari importanti descrisi in literaturd sau propusi in proiect. lesirea este o variabla categoriald asociata
unor praguri de nivel, Intre 0 si 1 (de exemplu ineficient intre 0 si 0.1, eficientd scazutd intre 0.1 si 0.3,
eficientd medie Intre 0.3 si 0.6, eficienta ridicata intre 0.6 si 0.9, sdndtos intre 0.9 si 1.0. sau clase mutual
exclusive (simultan, doar una din variabile este mai mare ca un treshold, e.g. 0,5 celelete fiind sunt un prag
de 0.5)

In literaturd exsistd o largd varietate de modele simple (regresie lineard, black-box, logisticd, response
surface method) sau complexe (regresie nelineara, probabilistice, stohastice, cu euafii diferentiale, etc.) sau
de o complexitate ridicatd (Deep Neural Networks -DNN).
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Primul pas este analizarea datelor intrare-iesire pentru a alege modelul cel mai potrivit care poate da
rezultatele cele mai bune ca predictor/clasificator. Imaginile care constituie date de intrare sunt hiperspectrale
([1]-[2]). Imagistica hiperspectrald colecteaza si prelucreazad informatii din intreaga spectru electromagnetic,
de obicei pe nivele discrete. Imaginile hiperspectrale furnizeaza atat informatii spatiale cat si spectrale.

Scopul imaginii hiperspectrale este de a obtine spectrul pentru fiecare pixel din imaginea unei scene, cu
scopul de a gisi obiecte, de a identifica materiale sau de a detecta procese. Reprezentarea uzuald a imaginii
hiperspectrale este un hipercub, in care fiecirui pixel i se asociazd un set de lungimi de unda (e.g. 220 nivele,
Fig. 18) rezultind matrici de tipul nsxmx/, spre deosebire de imaginile RGB care sunt matrici de tipul
nxmx3, corespunzator celor 3 nivele R (Rosu), G (Verde) si B (Albastru).

Fig. 18 Hipercubul unui set de date 2D si graficul reflectantei pentru un pixel cu 220 nivele de lungimi de unda A

Volumul de informatii care il are o imagine este enorm fafi de o imagine RGB. De remarcat ci in cazul
classic de imagine RGB pentru clasificare de exemplu, procedurile de pre-procesare in cele mai multe cazuri
propun o reducre a informatiilor de la color la alb-negru (binare) sau cu nivele de gri (matricile RGB sunt
mapate intr-o singurd matrice cu valori intregi in domeniul 0... 255 corespunzator nivelului de gri, eventual
normalizate in domeniul de valori [0,1].

Ca urmare, exfragerea trisiturile sau reducerca dimensionalititii vectorilor de intrare (sau imaginii 2D/3D
de intrare) se¢ poate face aplicand reducerea dimensiunilor pentru a face algoritmii de clasificare sau predictie
aplicabili la probleme tractabile ([3]-[4]): metoda componentelor principale (PCA); Factorizarea matriceald
nenegativid (NMF); Kermel PCA; Analiza lineard discriminant (LDA); t-SNE; Laplacian eigenmaps (LE) — cu
variante manifold, autoencodere, etc. In functie de rezultate, se va alege metoda cea mai eficientd in raport
cu performantele predictorului/clasificatorului pentru selectia trasaturilor.

Valorile markerilor moleculari (MM) sunt elemente ale unor vector care au o lungime relativ mica (un
maxim de 20-30 markeri sunt de agteptat) si o normalizare a acestor vectori inainte de intrare in predictor
este o metodd uzuald de imbundtitire a rezultatelor.

Accastd abordare (reducerca dimensionalitifii) este extrem de dificila si cunoscut a produce 1n unele
situafii o ratd ridicatd de clasificari eronate datorita volumului imens de date de procesat cu metode clasice.

O abordare mai realistd cu rezultate foarte bune este cea care folosegte DNN (Deep Neural Network) si Tn
special retele Deep Learning convolutionale (CDNN). Pe de alta parte, volumul de date hipercub din HIS
care confine trasaturi spafiale si trasdturi spectrale, ca volum ocupd un spatiu foarte mare la intrare fata de
trisdturile MM, tinzédnd sa reducd spre zero importanta acestor variable in numaérul de trasituri total de
intrare in predictor/clasificator.

Propunem o abordare originald de fuziune a HIS si MM care se poate incadra In post-procesare DNN,
prin fuziune de retele integrate de convolutie 3D (care exirag simultan date spatiale si spectrale, 3-D CNN)
cu retea conectatd complet (include un strat LSTM -Long Short Term Memory ) si apoi cu strat de ponderare
s respective regresie (cu iesiri sigmoidale sau softmax) si rezulte o clasificare mutual exclusiva a nivelului
de sandtate (vindecare) a tesuturilor corespunzatoare (Fig. 19).
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Fig. 19. Schema bloc de clasificare a stirii de sanétate data de tesuturi (L1 — nevindecat, L2-ameliorare
ugoara, [.3-ameliorare medie, L4-ameliorare completa.
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Sistemul este structurat pe doud coloane care se vor adapta separat folosind metoda cunoscuta ADAM
implemetata atat in tensorflow (Python) cat si in Matlab. Se va avea in vedere si posibilitatea unei variante de
optimizare Arithmetic Optimization Algorithm with Deep Learning (AOA) [10], sub rezerva convergentei si
scalabilitatii pentru acest tip complex de aplicatie.

Blocul Autoencoder va face selectia trasaturilor (reducerea dimensiunilor), selectand acele trasaturi care
sunt esentiale si elimindnd trasaturile mai putin importante (extragerea trasaturilor). Reducerea
dimensionalitatii previne supraadaptarea (overfitting). Supraadaptarea este un fenomen in care modelul
invata prea bine din setul de date de antrenament si nu reuseste sa generalizeze bine pentru datele nevazute
din lumea reala.

Cele douai stive sunt concatenate, vectorii dimensional fiind intrare in straturile de FC (Fully Connected)
cu iesiri sigmoidale pentru clasificare stare de sandtate in clase mutual exclusive.

Modelele multicompartimentare sunt utilizate in multe domenii precum farmacocinetica, epidemiologie,
biomedicina, teoria sistemelor, circuite electrice, teoria complexitatii, inginerie, fizicd, sisteme
informationale, etc. mai multe strategii pentru rezolvarea proceselor lor relevante pot fi controlate, este
posibila optimizare. Pentru a prezenta toate informatiile si actiunile disponibile, o interfata grafica va fi
dezvoltata de catre P3.

Analiza datelor experimentale ale studiilor farmacodinamice efectuate la nivel sistemic, celular si
molecular va permite compararea eficacititii terapeutice a noilor produse de imbatranire sanatoasa in functie
de rezultate, echipa de cercetare a proiectului urmand a stabili care produs va avea cele mai bune proprietati
geroprotector. . Acest produs va fi testat in studii clinice si va reprezenta produsul final al proiectului.

v' Site-ul web al proiectului (D1.11)

v - 8 x
e % @ » 0@ :

& INOE2000 & SCUBA

Director proiect: Constantin Munteanu Perioada de implementare:
0723138339 24/06/2022-23/06/2024

Echipa proiectului Obiectivele proiectului Etapa | a f 6 v in Be

I Pagina de implementare a proiectului

Metoda combinata bazata
pe imagistica
hiperspectrala si
investigatii biologice de
evaluare a efectelor unor
factori naturali terapeutici

Fig. 20 Imaginea website-ului proiectului
v' Manual de setiri si proceduri experimentale pentru validarea clinici a metodei
BIOHIS (D1.12)

Validarea metodei va fi posibila prin utilizarea electromiografiei (EMG) si puls-oximetriei.

Pulsoximetria sau masurarea neinvaziva a procentului de hemoglobind legatd de oxigen,
oferd estiméri in timp real a saturatiei arteriale in intervalul de 80% pana la 100% si avertizeazd in
cazul perfuziei capilare diminuate evitand in acelasi timp disconfortul si riscurile asociate recoltarii
arteriale. Este o tehnicd standard de monitorizare a pacientilor intr-o mare varietate de situatii
clinice.

Pulsoximetria poate fi utilizatd si pentru evaluarea perfuziei periferice si identificarea unei
posibile ischemii la nivelul extremitatilor. O astfel de utilizare nu este standardizata; desi studiile
clinice valideaza utilizarea sa, sunt disponibile putine date despre aceastd utilizare. Chirurgi
vasculari vor folosi pulsoximetrul pe un deget de la mana sau unul de la picior pentru a evalua
rezultatele chirurgicale la nivelul bratului sau piciorului. Ocluzia arterelor periferice datorata bolii
arteriale periferice poate fi sugeratd prin compararea rezultatelor pulsoximetrieir la nivelul
extremitatilor. Oxigenare perifericd scdzutd poate fi observatd la pacienii cu sindrom de
compartiment, leziune arteriald traumatica si compresie externd a circulatiei proximale.

Pulsoximetria poate valida rezultatele privind harta de saturatie in oxigen a regiunii
investigate obtinutd prin imagistica hiperspectrala.
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Flectromiografia

EMG reprezintd inregistrarea graficd a biocurentilor generati de contractia muschilor
scheletici. Recoltarea curentilor se realizeazd cu ajutorul a doud tipuri de electrozi: de suprafata,
cutanati (EMG globala) g1 electrozi tip ac (EMG c¢lementard). EMG permite stabilirea unui
electrodiagnostic pentru patologiile sistemului nervos periferic sau muscular si implica doua moduri
distincte de colectare a semnalelor electrice de la mugchi: cea invaziva numita electromiografie cu
ac (EMG), si a doua neinvazivi numita studiu de conducere nervoasi.

EMG elementara se obtine prin introducerea in mugchi a unui electrod coaxial alcatuit dintr-
un ac de seringd in interiorul ciruia se giseste un fir metalic izolat, cu exceptia varfului. In repaus
nu apar potentiale electrice. Contractia musculara voluntara genereaza descarcari a caror frecventa
maxima este de 50 cicli/ sec. Amplitudinea lor variaza in functie de mugchi de 1a 300 1a 2000 pV.

EMG se aplica la studiul muschiului scheletic. Tesutul muscular al scheletului este atagat de
0s si contractia acestuia este responsabild de sustinerea si deplasarea scheletului. Contractia
muschiului scheletului este initiatd de impulsuri in neuroni citre mugchi si este, de obicei, sub
control voluntar. Fibrele musculare scheletice prezintd neuroni pentru a putea realiza contractia.
Acest tip particular de neuron se numeste ,,neuron motor” si se apropie de tesutul muscular, dar nu
este In realitate conectat la acesta. Un neuron motor fumizeazi de obicei stimularea multor fibre
musculare.

Protocolul de analizi neurografic presupune: analiza conducerii motorie a NM cu culegere
pe muschiul scurt abductor al policelui, stimulare palmar, la pumn si in fosa antecubitald medialda
si analiza conducerii motorie a nervului ulnar (NU), culegere pe muschiul scurt abductor al
degetului mic, stimulare la nivelul pumnului, sub gsanful olecranian si respectiv deasupra santului
olecranian. Se executd analiza conducerii senzitive se face pentru nervii NM, NU si nervul radial
NR, antidromic. Pentru un CTS vom obfine latente CMAP gi SNAP prelungite, latenta undei F
prelungitd, amplitudinea CMAP si SNAP diminuati sau normalia, VCM, VCS normale sau scizute
in conditiile in care analiza CMAP NU si respectiva SNAP NU, NR sunt normale (3).

Indicatori de rezultat, diseminarea rezultatelor
Rezultatele preliminare obtinute in cadrul acestei faze a proiectului au fost diseminate prin: articol
stiintific cotata ISI 1 2 prezentari orale la conferinta:

- Articol ISI:
Munteanu, C.; Rotariu, M.; Tumea, M.; Tatiranu, 1..G.; Dogaru, G.; Popescu, C.; Spinu, A.;
Andone, I.; Ionescu, E.V.; Tucmeanu, R.E.; Oprea, C.; Tucmeanu, A.; Cseppento, C.N.;
Silisteanu, S.C.; Onose, G. Lithium Biological Action Mechanisms after Ischemic Stroke. Life
2022, 12, 1680. https://doi.org/10.3390/1ife12111680

- Prezentiri orale la conferinta
MUNTEANU Constantin, CALIN Mihaela Antonina, POPESCU Cristina, ROTARIU Mariana,
CORCIOVA Cilin, AROTARITEI Dragos, BUTNARU Maria, LUCA Andreea, CONDURACHE
Iustina, MANEA Dragos, SAVASTRU Dan, SAVASTRU Roxana, CARSTEA Elfrida,
ANGHELESCU Aurelian, DAIA Cristina, ONOSE Gelu - Combined method based on
hyperspectral imaging and biological investigations to evaluate the effects of natural therapeutic
factors in diseases in the field of Neuro-Mio-Artro-Kinetic pathology (BIOHIS Project) - Balneo
and PRM Research Journal — Romanian Congress of Physical and Rehabilitation Medicine &
Balneology, 03-10 September 2022, Slanic Moldova / Techirghiol, Abstracts Volume, Balneo and
PRM Research Journal. 2022:13(3): 1.1 DOI: http://dx.doi.org/10.12680/balneo.2022.510, eISSN:
2734-8458 pISSN: 2734-844X, http://bioclima.ro/Balneo510.pdf
Calin MA, Manea D, Munteanu C, Savastru R, Piticescu RM, Onose G. Evaluation of changes in
melanin levels in common nevi induced by mud therapy using a spectrophotometric approach.
Congresul National de Medicinad Fizica, de Recuperare s1 Balneologie-2022, - Balneo and PRM
Research Journal — Romanian Congress of Physical and Rehabilitation Medicine & Balneology,
03-10 September 2022, Slanic Moldova / Techirghiol, Abstracts Volume, Balneo and PRM
Research Journal. 2022:13(3): 1.1 DOI: http://dx.doi.org/10.12680/balne0.2022.510, eISSN:
2734-8458 pISSN: 2734-844X, http://bioclima.ro/Balneo510.pdf
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- Rezumat executiv al activitatilor realizate in perioada de implementare.

Etapa 1 - Dezvoltarea metodei BIOHIS.

v" Activitatea 1.1 - Configuratia si elaborarea procedurilor experimentale pentru investigatiile
biologice ale metodei BIOHIS privind actiunile ndmolului si apelor minerale sulfuroase asupra
culturilor de fibroblaste primare, animale de laborator g1 subiecti umani, bazate pe studii despre
utilizarea factorilor terapeutici naturali pe diferite patologiit NMAK

v" Activitatea 1.2 - Configurarea procedurilor experimentale pentru achizitia si analiza de imagini
hiperspectrale la nivel celular si fisular (animale de laborator) si pentru subiecti umani.

¥" Activitatea 1.3 - Elaborarea procedurilor de combinare a datelor biologice si hiperspectrale
intr-o metoda unitara integratd destinata evaluirii eficacititu terapeutice a factorilor terapeutici
naturali pe culturt celulare, animale de laborator s1 subiecti umani: Dezvoltarea designului
metodei BIOHIS (DI1.10), inclusiv analizd statisticd, asociere de date ¢i proceduri de
optimizare. Va fi construit site-ul web al proiectului (D1.11). Rezultate asteptate: o metoda care
permite evaluarea eficacitifii terapeutice a factorilor terapeutici naturali precum nimolul s1
apele minerale naturale sulfuroase.

v' Activitatea 1.4 - Elaborarca procedurilor de validare a metodei BIOHIS. Dezvoltarea
procedurilor de validare clinici a metoder BIOHIS (D1.12). Rezultate asteptate: manualul
procedurilor de validare clinicd a metodei BIOHIS.

Obiectivul general al prezentei faze a proiectului care a vizat dezvoltarea metodei BIOHIS
care exploateazd avantajele unor biotehnici pentru a evidentia efectele sanogenice ale factorilor
terapeutici naturali asupra diferitelor patologii Neuro-/Myo-/Artro-/Kinetice a fost atins prin:

» proiectarea aranjamentelor experimentale specifice investigatiilor biologice la nivel celular, pe
animale de laborator si in context clinic si al achizitier de imagini hiperspectrale in conditii de
laborator (animale de laborator) si pentru aplicatii clinice. Au fost stabilite configuratiile
aranjamentelor experimentale si caracteristicile tehnice ale elementelor componente astfel incat
sa permita achizita imaginilor hiperspectrale ale animalelor de laborator si subiectilor umani la
un nivel malt de calitate care sa faciliteze analiza detaliata si precisa a datelor cu utilitatea
clinicd in monitorizarea efectelor factorilor terapeutici naturali asupra tesuturilor biologice.

» claborarea procedurilor de testare biologica si a celor de achizitie a imaginilor hiperspectrale la

nivel celular, tisular si de organ, parte integranta a manualului de utilizare a metoder BIOHIS.

Livrabilele etapei 1

Configuratii experimentale originale pentru culturi celulare (D1.1)

Configuratii experimentale originale animale de laborator (D1.2)

Configuratii experimentale originale subiecti umani (1D1.3)

Manual de proceduri pentru testarea biologicd a factorilor terapeutici naturali (D1.4)

Proiectarea aranjamentului experimental pentru achizitia imaginilor hiperspectrale in conditii de

laborator (D1.5)

Proiectarea aranjamentului experimental pentru achizitia imaginilor hiperspectrale in aplicatii clinice

(D1.6)

Proceduri de achizitie de imagini hiperspectrale pentru culturi celulare (D1.7)

Proceduri de achizitie de imagini hiperspectrale pentru animale de laborator (D1.8)

Proceduri de achizitie de imagini hiperspectrale pentru subiecti umani (D1.9)

Proiectarea metodei BIOHIS - destinati evaludrii eficacitatii terapeutice a factorilor terapeutici

naturali pe culturi celulare, animale de laborator si subiecti umani (D1.10)

Site-ul web al proiectului (ID1.11)

Manual de setéri i proceduri experimentale pentru validarea clinicd a metodei BIOHIS (1D 1.12)

Prin activitatile realizate si livrabilele elaborate in cadrul acestei etape a proiectului s-a atins
stadiul planificat (pana la aceasta data) de realizare a obiectivului specific acestei etape, ceea ce va
permite in continuare atingerea obiectivelor specifice ale acestui proiect, asa cum sunt mentionate
in proiectul initial. Munteanu Constantin

Cercetator gtiingific 111 - Master Neuarobiologie
Biolog medical prmupal Biologie aplicatd

Dactor in biologie
Director de proiect ;. 211714

Dr. Constantin Munteanc’m i /
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