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I. Tema lucrarii

Scopul tezei de doctorat este sd evidentieze utilitatea investigatiilor de laborator in estimarea
folosind analiza spectrala a metabolitilor din umoarea vitroasa, UV cadavericd prin ATR-FTIR
(Attenuated Total Reflectance-Fourier Transform Infrared Spectroscopy) si a degradarii
proteinelor Troponina T cardiaca (fractiunea cTnT), vinculina si desmind din muschiul scheletic
cadaveric prin imunoteste: ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) si electroforeza SDS-
PAGE (Sodium Dodecil Sulfat-Poliacrilamida Gel Electroforeza) cu Western Blot si evaluarea
comportamentelor predictive privind intervalului postmortem pe care aceste componente
moleculare le pot ardta pentru a imbunatati predictia intervalului postmortem in cazuri practice
medico-legale.

I1. Motivatia alegerii temei

Estimarea intervalului postmortem (IPM) este una dintre etapele importante in cercetarea la fata
locului in fiecare caz de deces, avand o mare insemnatate judiciara. Cercetarile privind data
probabild a mortii sau intervalul postmortem sunt tot atit de vechi precum medicina legald, dar
in ultimii ani, o data cu dezvoltarea stiintelor omice, au fost reactualizate, pe de o parte, pentru
a beneficia de dezvoltarea tehnologicad fara precedent care se intrevede la orizontul stiintelor
omice, dar si pentru cd nevoia judiciard de datare a decesului este tot mai accentuatd: doar in
anul 2025 au fost publicate cu factor de impact un numar de 22 review-uri despre intervalul
postmortem, ca dovada a interesului stiintific crescand. Cercetarile includ atat modele pe
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animale, cat si pe om. Existd un numar de 21 de studii pe om si produse biologice umane, intre
care se incadreaza si studiul intreprins in partea originald a tezei. Majoritatea acestor studii
privesc degradarea proteinelor in perioada postmortem, ceea ce am intreprins si eu in studiul al
doilea, dar pentru primul studiu am ales sa dezvolt o cercetare mai rara, prin care studiez
comportamentul metabolitilor din umoarea vitroasd umana cadaverica dupd deproteinizare si
analiza folosind metoda spetroscopiei cu infrarosu, tehnica ATR-FTIR si interpretarea
rezultatelor prin analiza statistica PLS, regresia multivariate, capabild de a asocia date multe si
heterogene: astfel este al 4-lea studiu pe om privind estimarea IPM in UV si unul dintre putinele
ce folosesc ATR-FTIR, beneficiind de interpretarea rezultatelor cu regresie multivariatd si
singurul de acest fel la nivel national.

I11. Obiectivele lucrarii
Obiective generale:

1. Evidentierea modificarilor postmortem biochimice si moleculare ale metabolitilor si
proteinelor din tesuturile si produsele biologice umane si sd identifice comportamente
predictive utile pentru aprecierea intervalului postmortem, cu precadere in perioada IPM
precoce.

2. Constituirea unui protocol de transport si de biosecuritate a probelor biologice umane
cadaverice pentru a fi folosite n laborator in vederea estimarii [PM

Obiective specifice:
1. Studiul metabolomic folosind ATR-FTIR in umoarea vitroasa

a) Evidentierea unui profil spectral metabolomic in UV in cazuri randomizat
selectionate (randomizare stratificatd), in care IPM este cunoscut (decese din spital)
st identificarea unui model metabolomic prin interpretare statistica folosind regresie
multivariata si Random Forest.

b) Aplicarea modelului metabolomic ATR-FTIR pentru estimarea IPM in cazurile
medico-legale reale din practica, in care exista IPM necunoscut si care beneficiazaa
de un IPM estimat prin mijloace conventionale, care evalueazd modificérile
postmortem si degradarea cadavrului.

c¢) Verificarea modului in care modelul metabolomic ATR-FTIR poate avea valoare
predictiva in cazuri reale, folosind regresia multivariatd si Random Forest.

d) Stabilirea limitelor aplicabilitatii modelului bazat pe profilul metabolomic al UV

2.Studiul proteomic de degradare din muschiul scheletic uman a proteinelor Troponina T
cardiaca prin SDS-PAGE cu Western Blot si Troponina T cardiaca, vinculina si desmina
folosind ELISA

a) Determinarea valorilor vinculinei, desminei si a Troponinei T cardiace in muschiul
scheletic uman prin imunoteste ELISA si electroforeza SDS-PAGE cu Western Blot

b) Compararea valorilor rezultatelor cu datele din literatura stiintifica de specialitate in
scopul evalurdrii acestor metode imunologice in vederea estimarii IPM, cu
precadere a [IPM precoce.



c) Verificarea aplicabilitatii degradarii proteinelor in etapa postmortem pentru
estimarea IPM 1n laboratorul de serologie medico-legala.

d) Stabilirea limitelor folosirii rezultatelor obtinute in urma degradarii proteinelor
vinculina, desmina, Troponina T cardiaca in estimarea [PM.

IV. Ipoteze de lucru
1. Studiul metabolomic folosind ATR-FTIR in umoarea vitroasa:

In cazuri de persoane neidentificate decedate in spital (lot de control), la care se solicita
oficial estimarea IPM (data decesului ca obiectiv al ordonantei organului judiciar) si la
care se cunoaste din actele medicale data decesului (zi, ora, minut), precum si din actele
medico-legale data autopsiei (zi, ora, minut) astfel incat IPM este cunoscut ca variabila
independentd, pastrand aleator felul, cauza mortii si caracteristicile individuale
(randomizare stratificatd) sa determinam prin analizd spectrala ATR-FTIR
comportamentul metabolitilor din UV in raport cu IPM cunoscut pentru a stabili un profil
metabolic experimental prin regresie multivariatd pe care apoi sa il folosim pentru a
estima IPM in lotul de studiu (cazuri din teren din practica medico-legald), in care [PM
este o variabild dependenta si apoi sa compardm predictia ATR-FTIR a profilului
metabolomic cu predictia IPM estimat prin mijloace conventionale bazate pe
modificarile postmortem si degradarea cadavrului in urma examenului medico-legal de
la fata locului.

2.Studiul proteomic de degradare din muschiul scheletic uman a proteinelor Troponina T

cardiaca prin SDS-PAGE cu Western Blot si Troponina T cardiaca, vinculind si desmina
folosind ELISA:
Intr-un caz selectat cu IPM cunoscut (36,8 ore postmortem), persoani neidentificatd
decedata in spital, sa se determine valorile de degradare proteica in muschiul scheletic
uman a vinculinei, desminei si Troponinei T cardiace prin testul imunlogic ELISA si a
Troponinei T cardiace prin electroforezd SDS-PAGE cu Western Blot pentru a obtine
valori benchmark, de referinta, pentru 36,8 ore postmortem, care vor putea fi folosite
ulterior pentru estimarea IPM in cazuri reale medico-legale in practica curenta.

V. Metodologie

Ambele studii de cercetare au fost pe om si produse biologice umane: studiul de metabolomica
a avut in analizd umoare vitroasa cavadericd, studiul de proteomica a analizat degradarea
proteinelor Troponina T cardiaca, precum si a proteinlor de citoschelet vinculina si desmina din
muschiul cadaveric uman.

Studiul metabolomic este un studiu experimental pe 30 de cazuri (cu doua loturi, din care unul
de control cu 20 cazuri cu IPM cunoscut, la care se stabileste un profil metabolomic
experimental prin ATR-FTIR si un lot de studiu cu IPM necunoscut, estimat prin mijloace



conventionale postmortem la fata locului). Studiul metabolomic este un studiu analitic,
pseudostratificat (cu IPM ca variabild indepedenta in lotul 1 si variabila dependenta in lotul 2),
Analize statistice multiple: Python (v3.11.7) cu preprocesare prin Corectia Semnalului
Multiplicativ Extins (EMSC), transformarea derivata de ordinul doi si centrare pe medie, analiza
internsitdtii varfurilor corelate cu IPM prin coreficienti de corelatie Pearson, cu Analiza
Componentei Principale (PCA), Regresia PLS (Partial Least Squares) cu LOOCV si RMSECV,
calibrarea modelului final cu RMSE (root mean square error), MAE - eroarea absoluta medie,
R? (coeficientul de determinare), interpretare spectrald folosind coeficienti de regresie
standardizati inclusiv incertitudine, clasificare binarda a mostrelor folosind Analiza
Discriminantd Liniard (LDA) [315], Analiza Discriminanta Cuadraticd (QDA), Masini de
Suport Vectorial (SVM) cu kerneluri liniare si bazate pe functii radiale (RBF) si Random Forest,
in care performanta modelului a fost evaluatd folosind LOOCYV, analiza comparativd a
metodelor de regresie, pentru care au fost folosite metoda celor mai mici pétrate obisnuite
(OLS), metoda celor mai mici patrate partiale (PLS), regresia Huber, regresia Theil-Sen,
RANSAC (RANdom SAmple Consensus), toate evaluate folosind LOOCYV, performanta
modelului fiind evaluati cu RMSE, MAE si R?,

Studiul de proteomica - studiu non-experimental observational pe un singur caz, in care se
identifica valori de degradare ale Troponinei T cardiace, vinculinei si desminei, care se
precizeaza ca valori de referinta pentru IPM cunoscut de 36.8 ore.

Ambele studii au aviz de etica a cercetarii de la Comisia de Etica a cercetarii din INML MM
(nr. 3000/05.03.2024).

VI. Structura lucrarii

Introducere si justificarea temei

Estimarea IPM prin metode conventionale

Estimarea IPM prin metode si tehnici de laborator

Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Metodologia generala a cercetarii

Studiul metabolomic al umorii vitroase la cadavru folosind spectroscopia FTIR si analiza

prin regresie multivariatd in estimarea IPM, concluzii si perspective de cercetare viitoare
5.1 Introducere

Nk W=

5.2 Material si metoda, cazuistica, formule de calcul ale IPM

5.3 Rezultate

5.4 Discutii

5.5 Concluziile studiul de metabolomica
6. Studiul proteomic asupra degradarii proteinelor in muschiului scheletic la cadavru folosind
testele imunologice Western Blot si ELISA pentru estimarea [PM

6.1 Introducere

6.2 Material si metoda, prezentare de caz

6.3 Rezultate



6.4 Discutii
6.5 Concluziile studiului de proteomica
7. Concluzii si contributii personale

VII. Rezultate asteptate

Se anticipeaza ca modelul experimental metabolomic ce decurge din analiza spectrala ATR-
FTIR din UV si interpretat statistic prin regresie multivariatd, Random Forest cu performanta
modelului, evaluatd cu RMSE, MAE si R2 este stabil, robust si poate fi aplicat pe cazuri reale
medico-legale, avand o valoare practica, prin care aduc elemente utile atunci cand estimarea
IPM precoce prin mijloace convetionale bazate pe examinarea postmortem a cadavrului are
nevoie de validare.

Se anticipeazd cd degradarea proteinelor in perioada autoliticd are valoare predictivd in
estimarea IPM 1in analiza imunologicd (imunoteste ELISA, SDS-PAGE cu Western Blot) din
muschiul scheletic uman si ca valorile identificate pot fi considerate, in aceleasi conditii, ca
valori de referinta pentru 36.8 ore [PM.

VIII. Originalitatea si contributiile lucrarii

Ambele studii sunt pe om si pe produse biologice umane. Ambele studii folosesc un protocol de
biosecuritate creat special pentru aceste studii pentru folosirea produselor biologice umane
cadaverice in laborator. Ambele studii au o valoare ridicata translationald, pentru a fi folosite In
practica medico-legala curenta.

Studiul de metabolomica are un design original de studiu structurat pe doud cohorte (IPMc si
IPME) in care se identificd un profil metabolomic experimental validat prin analiza statistica
mutipla in care regresia multivariata si clasificarea binard Random Forest se dovedesc optimale
pentru cazuistica curentd medico-legald, care au o structurd heterogend cu multe conditionalitati
(“extraneous” — ex. temperaturi, umiditate, dispunere pe sol/in sol, prezenta haine, timpul pana
la anunt, etc. si “confounding factors” ex. felul mortii, cauza mortii, comorbiditati, etc.).

Acest studiu a mai identificat carbohidratii/glicoproteinele si fosfolipidele eliberate prin ruperea
membranelor ca fiind noi biomarkeri cu predictibilitate robusta in estimarea [PM.

Studiul a mai dovedit cd expunerea prelungitd la frig decupleazd modificarile biochimice
dependente de timp in umoarea vitroasa, ceea ce aduce In prim plan necesitatea cunoasterii
temperaturilor experiementale sau de la fata locului pentru o predictie cat mai apropiatd de
realitate a [IPM.

Studiul de proteomicd identifica valori ELISA pentru ¢TnT 178,85 pg/ml, vinculind 570,96
pg/ml si desmina 565,77 pg/ml la 36,8 ore IPM, iar SDS-PAGE cu Western Blot o banda de
degradare a vinculinei de 87 kDa, ce ar putea fi specifica pentru IPM la 36,8 ore, valori pe care



le apreciem, pentru conditiile date in acest caz, valori de referinta (benchmark) pentru intervalul
IPM de studiu 36.8 ore (aspect inca necesar a fi validat).
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