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INTRODUCERE

Tn ultimele decenii s-a evidentiat la nivel mondial o crestere a prevalentei obezititii in
randul femeilor aflate la varsta reproductiva. Consecutiv, cazurile de diabet gestational (GDM)
s-au exacerbat.

De-a lungul timpului s-a incercat identificarea de biomarkeri de diagnostic precoce dar
costul acestora si metoda de implementare dificild au redus utilitatea lor practicd. Sunt multe
date lipsa cu privire la efectele exozomilor la nivel matern si fetal, dar din cercetarile efectuate
pana in prezent se sugereaza ca exosomii pot modula homeostazia metabolismului glucidic.

Teza de fatd a avut ca obiectiv principal analiza exozomilor serici din GDM. Ipoteza de
lucru a fost sustinutda de faptul ca GDM induce modificari semnificative structurale si
functionale in organismul gravidei, afectand diferite sisteme: metabolismul glucidic, lipdic,
protidic, sistemul de coagulare si inflamator.

Teza este formata din doud parti, respectiv prima parte care abordeaza Stadiul actual

al cunostintelor si partea a doua care contine Contributii originale.

Cuvinte cheie: diabet gestational, diabet, exozomi, proteomica, sistemul complement, sistemul

de coagulare, sistemul inflamator



PARTEA |
STADIUL ACTUAL
AL
CUNOSTINTELOR



PARTEA | - STADIUL ACTUAL AL CUNOSTINTELOR

1. ASPECTE GENERALE CU PRIVIRE LA DIABETUL GESTATIONAL

1.1 Definitia diabetului gestational

Diabetul gestational este definit ca alterarea metabolismului glucidic care apare sau
este evidentiatd dupa saptamana 24 de gestatie [15, 16].

1.2. Diagnosticul si screening-ul diabetului gestational

Testul de toleranta la glucoza orala (TTGO) cu 75 g glucoza anhidra este utilizat pentru
diagnosticul GDM. Totodata este folosit ca metoda de diagnostic al diabetului zaharat si a
tolerantei alterate la glucoza pentru persoanele adulte [17-20]. Criteriile de diagnostic al GDM

sunt Inca un subiect de dezbatere.

1.3 Factorii de risc pentru diabetul gestational

1.3.1 Factorii genetici de risc pentru dezvoltarea diabetului gestational

GDM are o agregare familiala determinatd de factori genetici de susceptibilitate si
factori de mediu predispozanti [22,23]. In studii efectuate pe populatia caucaziana si asiatica
care au evaluat asocieri de gene candidate, s-a constatat o legatura intre GDM si 14 variante

genetice descoperite in studiile GWAs ca fiind asociate cu DZ tip 2.

1.3.2. Factorii nongenetici de risc pentru diabetul gestational

Varsta materna inaintata, ereditatea diabetica, istoricul de macrosomie, supraponderea/
obezitatea anterioara sarcinii, castigul ponderal excesiv, sunt printre factorii de risc nongenetici

ai diabetului gestational.

1.4 Fiziopatologia diabetului gestational

Tn cursul sarcinii, solicitarea insulinosecretiei creste progresiv iar incapacitatea
celulelor beta-pancreatice de a se adapta solicitarilor crescute determina diabetul gestational.

1.4.1 Disfunctia celulelor  pancreatice



GDM este rezultatul disfunctiei celulelor B pancreatice pe un fond de insulinorezistenta
(IR) in sarcind. In sarcind apare o crestere a secretiei de insulina in paralel cu cresterea IR
[55]. In GDM celule beta pancreatice nu pot compensa cererile de insulind din sarcind si in

conditii de insulinosensibilitate scazuta, apare hiperglicemia.

1.4.2 Insulinorezistenta cronica

-~

Insulinorezistenta apare atunci cand celulele nu mai raspund adecvat la insulina. In
cursul sarcinii are loc o crestere fiziologica a insulinorezistentei periferice la insulina. Aceasta
crestere este mediatd de o serie de factori precum cresterea nivelurilor de: hPL (hormon

lactogen placentar), cortizol, prolactind, estrogen si progesteron.

1.4.3 Rolul leptinei in fiziopatologia diabetului gestational

Leptina este hormonul satietatii si este secretat de adipocite ca raspuns la nivelurile
adecvate de combustibil energetic. Hiperleptinemia favorizeaza transferul tansplacentar de
aminoacizi, contribuind la macrosomia fetald [66]. La nivel periferic creste oxidarea acizilor

grasi si insulinosensibilitatea si scade secretia insulinei.
1.4.4 Rolul adiponectinei in fiziopatologia diabetului gestational
Adiponectina, similar leptinei, este un hormon secretat de adipocite. GDM este asociat
cu nivele scazute de adiponectind [67]. Ea intensifica semnalizarea insulinicd, prin activarea

AMPK din celulele insulinosensibile, favorizand actiunea IRS1, oxidarea acizilor grasi si

inhibarea gluconeogenezei.
1.4.5 Rolul placentei in fiziopatologia diabetului gestational
Placenta contribuie la insulinorezistenta prin secretia de hormoni si citokine. Are rol de

bariera intre mediul matern si fetal si este expusa la hiperglicemie si consecintele complicatiilor

GDM. Acest lucru poate influenta transportul transplacentar de glucoza, aminoacizi si lipide.

1.5 Diabetul gestational si complicatiile materno-fetale



Diabetul gestational se asociaza cu consecinte materne si fetale imediate sau la distanta

post-partum.

1.5.1 Complicatii materne pe termen scurt ale diabetului gestational
Dintre complicatiile materne imediate ale GDM mentionam riscul crescut de avort,
hipertensiunea arteriald, preeclampsia, hidramniosul, ruptura prematura de membrane, nasterea

prematura.

1.5.2 Complicatii materne pe termen lung in diabetul gestational
Studiile au aratat cd GDM creste riscul matern de a dezvolta ulterior diabet zaharat tip

2, boli cardiovasulare, sindrom metabolic.

1.5.3 Complicatiile fetale pe termen scurt in diabetul gestational
Un control deficitar al glicemiei materne in sarcina complicatd cu GDM poate
determina o evolutie nefavorabild a dezvoltarii fetale. Mentionam macrosomia,

hiperbilirubinemia, distocia de umar, policitemia, hipocalcemia neonatal etc.

1.5.4 Complicatiile fetale pe termen lung in diabetul gestational
Nou-ndscutul cu mama diagnosticatd cu GDM are un risc mai mare de a dezvolta
hipertensiune arteriald si tulburdri metabolice precum obezitate, diabet zaharat, dislipidemie
[90].

1.6 Monitorizarea sarcinii complicatd cu diabet gestational

Gravidele diagnosticate cu GDM necesitd o monitorizare pluridisciplinarda de catre
medicul obstetrician si diabetolog. Aceasta monitorizare presupune un control metabolic,
educatie specifica cu privire la notiunile legate de diabetul gestational, dietoterapie, tratament

s1 monitorizare fetala.

1.7 Tratamentul diabetului gestational

1.7.1 Terapia nutritionala a diabetului gestational
Terapia medical nutritionald reprezintd cea mai importanta parte a tratamentului GDM.
Tn 75-80 % din cazurile de GDM terapia nutritionala si cresterea activitatii fizice este eficienta

pentru limitarea cresterii ponderale In cursul sarcinii [96, 97].



1.7.2 Terapia farmacologica a diabetului gestational

Daca controlul glicemic matern nu se poate fi obtinut prin terapie medicala nutritionala,
este necesara introducerea terapiei farmacologice. Momentul initierii terapiei farmacologice
propus de IDF este atunci cand glicemia a jeun depdseste in mod repetat > 100 mg/dl, glicemia

postprandiala la 1 h> 140 mg/dl, glicemia postprandiala la 2h > 120 mg/dI.

1.7.2.1 Insulinoterapia

Daca optimizarea stilului de viatd nu mentine controlul glicemic, linia urmatoare de
tratament pentru GDM o reprezinta insulinoterapia. Regimul de insulinoterapie trebuie adaptat

continuu pentru obtinerea controlului glicemic tinta.

1.8. Pospartum follow-up
In majoritatea cazurilor de GDM, dupi nastere tulburirile glucidice se remit [113].
Screening-ul pentru diabet zaharat dupa sarcind ramane deosebit de important, deoarece unele

cazuri de GDM pot fi de fapt DZ tip 2 preexinstent sarcinii, dar nediagnosticat.

2. DIABETUL GESTATIONAL — STARE DE INFLAMATIE CRONICA,
COMPLICATII METABOLICE

2.1 Diabetul gestational- stare de inflamatie cronica

Sarcina este caracterizatd printr-o stare de inflamatie cu grad redus si printr-o reactie
imuna care pot conduce la aparitia GDM [117,118]. Citokinele pro-inflamatorii afecteaza atat

semnalizarea insulinei cat si eliberarea de insulind din celulele f.

2.2 Diabetul gestational si sistemul complement

Sistemul complement joaca un rol important in tulburarile metabolice si este esential
pentru rdspunsul imun adaptativ, procesele fiziologice din sarcina (homeostazia celulelor gazda
si indepirtarea celulelor apoptotice). Tn sarcinile complicate cu GDM, cascada sistemului
complement poate fi dereglata. Hiperglicemia determind activarea complementului si leziuni

tisulare directe.



2.3 Diabetul gestational se asociaza cu evenimente (pro)-trombotice

Hiperglicemia afecteaza negativ functia de coagulare si metabolismul lipidic [183,
184]. GDM este o stare hipercoagulabila asociatd cu inflamatie cronica si cu nivel ridicat a

evenimentelor trombotice.

2.4 Diabetul gestational si metabolismul lipidic

GDM este asociat cu modificari ale profilului lipidic in sarcini. In conditii de
hiperglicemie, se stimuleazd lipogeneza placentard care duce la sinteza grasimilor.
Metabolismul dezechilibrat al grasimilor de la nivel placentar si modificarile fetale induse pot
provoca complicatii metabolice la fat precum; macrosomia, obezitatea si diabetul zaharat de

tip 2.

3. EXOZOMII: BIOGENEZA, CARACTERIZARE, METODE DE IZOLARE

3.1. Biogeneza exozomilor

Exozomii sunt microvezicule membranare endozomale descoperiti in 1983 de Harding

si Pan in spatiul extracelular fiind considerati initial reziduuri celulare [125,126,127].

3.2. Caracterizarea exozomilor

Exozomii sunt nano-vezicule, cu diametru de 30-100 nm, care prezinta 0 membrana
bistratificata lipidicd, bogatd in colesterol, sfingomielind, ceramide si lipid rafts. Acestia
reflecta statusul fiziologic si functia celulei de origine si secretia continutului lor este afectat
de mediul extracelular [156]. S-au identificat 0 gama larga de elemente constitutive [157, 158]:
4400 proteine, 194 lipide, 1639 mRNAs, 764 miRNA.

3.3 Metode de izolare ale exozomilor

Majoritatea tehnologiilor actuale de izolare au puritate exozomald este scazuta. O
metodd standardizatd si reproductibila de izolare a acestora ar reduce incertitudinile si
inconsecventele in cercetarea exozomald si totodatd ar ajuta la evaluarea functiilor lor

biologice, stabilirea de noi biomarkeri de diagnostic cu aplicabilitate in conduita terapeutica.



3.3.1 Izolarea exozomilor prin diferite metode
In functie de obiectivul propus sunt selectate diferite metode de izolare, printre care
ultracentrifugarea, tehnicile de izolare bazate pe dimensiune, precipitarea polimerilor,

tehnicile de captare a imunoafinitatii.

3.3.2 lIzolarea exosomilor cu ajutorul Kiturilor

Este o metoda inovatoare de izolare rapida si reproductibila cu un randament si puritate
ridicata. Kitul permite izolarea exozomilor si a altor vezicule extracelulare printr-un protocol

simplu, care nu necesita etape de ultracentrifugare.

3.4 Metode de caracterizare a exozomilor
Caracterizarea exozomilor presupune analiza proprietatilor fizico-chimice precum
dimensiunea, forma, densitatea si porozitatea, necesarda pentru a determina interactiunile lor

biologice.
3.5 Exozomii si diabetul gestational

Studiul exozomilor a ardtat potentialul lor in identificarea de mecanisme moleculare
implicate in comunicarea intercelulara, homeostazie si diferite patologii, inclusiv diabetul

gestational.

4.Analiza proteomica bazatd pe spectrometrie de masa

Proteomica este utilizata tot mai des in cercetarea bio-medicald si de asemenea in
stabilirea diagnosticului clinic prin utilizarea markerilor cu relevanta clinica. Utilitatea practica

rezida din capacitatea sa de a analiza, caracteriza si clasifica proteinele dintr-un proteom.

4.1 Importanta metodelor OMICE de analiza calitativa si cantitativa

Tehnologiile omice oferd o metoda de screening ale bolilor umane in mod eficient si
rapid. Existd multe metode OMICE de analiza cantitativa si calitativa: genomica, proteomica,
metabolomica, transcriptomica, lipidomica.

4.2 Spectrometria de masa



Spectrometria de masa este o metodda analiticdA de masurare a raportului
masa/concentratie (m/z) a uneia sau a mai multor molecule dintr-o proba, de identificare a
componentelor necunoscute prin determinarea greutatii moleculare si totodatd de cuantificare

si determinare a proprietdtilor structurale si chimice a moleculelor.

4.2.1 Principiul metodei

Fiecare spectrometru de masa contine o sursa de ionizare, analizor de masa si sistem

de detectare a ionilor.

4.2.2 Performantele metodei
Performanta unui spectrometru de masa este definita de: rezolutia sa de masa Si
sensibilitatea exprimata prin : raportul semnal-zgomot, limita de detectie (LOD), limita de
cuantificare (LOQ).

4.2.3 Analiza proteomica bazata pe spectrometrie de masa
Spectrometria de masa are aplicabilitate in multe domeniii; biologie, chimie, fizica si
medicina clinicd. Aceastd tehnicd este indispensabila pentru caracterizarea si secventierea
diferitelor proteine.

4.2.4 Analiza bioinformatica

Rolul bioinformaticii este esential pentru a imbunatati identificarea proteinelor,

caracterizarea acestora si procesarea intr-un mod eficient a informatiilor.
4.2.5 Utilizarea metodei in cercetarea fundamentala si in clinica
»Revolutia omica” recentd pentru descoperirea biomarkerilor este influentatd de
performanta tehnicilor SM de ionizare. In ultimele decenii spectrometria de masa biologica si

clinicd s-a evidentiat in medicina.

5. CONCLUZII



GDM este o complicatie a sarcinii cu impact asupra sanatatii materno-fetale. Exista si
alti factori de risc implicati in aparitia macrosomiei, n afara de diabetul preexistent si
GDM necontrolat.

GDM induce modificari in diferite sisteme: metabolismul glucidic, lipdic, protidic,
sistemul de coagulare si inflamator. Identificarea unor markeri serici de diagnostic
precoce ai GDM printr-o metoda simpla, ieftina, reproductibila si cu acuratete ridicata

ar reduce complicatiile pe termen lung si ar avea utilitate practica.
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PARTEA a-l11-a- CONTRIBUTII ORGINALE

MOTIVAREA ALEGERII TEMEI SI OBIECTIVELE TEZEI

O femeie cu antecedente personale de GDM si copilul ei au un risc crescut de a dezvolta
diabet de tip 2, obezitate, boli cardiovasculare si sindrom metabolic. Mecanismele moleculare
si sistemele implicate in patogeneza diabetului gestational raman in mare parte necunoscute.

Partea a Il-a a acestei lucrari s-a axat pe urmatoarele obiective principale:

1. Analiza comparativa a parametrilor bioclinici si antropometrici ai gravidelor cu GDM

cu si fard copii macrosomi (greutate la nastere>4000 g)

2. lzolarea exozomilor serici din sangele gravidelor cu GDM printr-o metoda
reproductibild, cu un grad de randament si puritate ridicat

3. Analiza proteomica a exozomilor izolati. Analiza diverselor proteine implicate in
sistemul de coagulare si complement, metabolismul lipidic, activitatea pro-inflamatorie
si pro-trombotica.

4. Corelatii functionale si analiza comparativd a datelor clinice si de cercetare

fundamentala cu potential predictiv pentru pacientele cu GDM

1. ANALIZA BIOCLINICA A GRAVIDELOR CU DIABET GESTATIONAL SI
COPII MACROSOMI

1.1 Introducere si obiective partiale

Pentru atingerea primului obiectiv ne-am propus urmatoarele activitati:

)} Stabilirea loturilor experimentale- lot de paciente gravide in trimestrul trei cu GDM
complicat cu macrosomie, lot gravide cu GDM féara macrosomie si un lot control
constand din gravide fara GDM

i) Identificarea factorilor biochimici, clinici implicati in fiziopatologia GDM cu sau
fara macrosomie;

i) Stabilirea unor corelatii intre acesti factori si parametrii antropometrici, clinici si

paraclinici ai pacientelor incluse Tn studiu.

1.2 Materiale si metode



1.2.1 Obtinerea loturilor de paciente gravide

Am realizat un studiu de tip caz-control, pe 36 de gravide care s-au prezentat la Sectia
IT de Diabet ,,N. Paulescu” Institutul National de Diabet, Nutritie si Boli Metabolice,

Bucuresti, Romania intre 2018 si 2021.

Pacientele cu GDM si subiectii fara diabet zaharat au fost impartiti in 3 grupe: grupul
martor — gravide control (GC, n=8), grupul diabet zaharat gestational (GDM) cu
descendenti normali (greutatea copilului la nastere <4000g, GDM-N, n=23), grupul diabet
zaharat gestational (GDM) cu macrosomie (greutatea copilului la nastere >4.000 g, GDM-
M, n=5)

1.2.2 Masurarea parametrilor plasmatici si antropometrici
Pentru fiecare gravida s-a alcatuit Fisa Pacientului cu toate datele de identificare, cele
sociodemografice si antropometrice. Au fost recoltate probe de sidnge pentru a stabili
diagnosticul de GDM in trimestrul al treilea de sarcina.

1.2.3 Analiza parametrilor antropometrici si paraclinici

Tabelul 7. Caracterisiticile materne ale gravidelor incluse in studiu. Datele sunt exprimate
ca medie £ abaterea standard (SD). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 fata de grupul GC.

Tabelul 8. Caracteristicile clinice ale pacientilor inrolati. Datele sunt exprimate ca medii +
abaterea standard (SD); * p ~ 0,05, ** p ~ 0,01; *** p <0,05

Tabelul 7. Caracterisiticile materne ale gravidelor incluse in studiu



Caracteristici GC (n=8) GDM-N (n=23) GDM-M (n=5)
Varsta mamei (ani) 26.00£2.33 31.52+3.80*** 32.00+6.67*
BMI pre-sarcini (kg/m?) 24.21+5.13 26.00+5.26 32.50+0.14
BMI la varsta gestationala (kg/m?) 27.69+5.29 29.41+5.56 32.45+2.00*
Varsta gestationalda la diagnostic | 25.88+1.55 29.29+2.77** 30.00+3.81**
(saptdmani)

Varsta  gestationalda la  nastere | 38.50+0.71 37.93+£8.22 38.40+0.55
(saptamani)

Paritatea (numar de sarcini) 1.13+1.13 1.31+1.25 1.80+2.05
TTGO 0h (mg/dL) 75.25+7.21 92.87£13.49** 99.70£13.30**
TTGO 1h (mg/dL) 115.17+19.86 | 185.70+£36.23*** | 198.80+39.70***
TTGO 2h (mg/dL) 81.81+23.32 150.34£29.43*** | 168.98+36.84***
Creatinina (mg/dL) 0.45+0.14 0.47+0.08 0.47+0.08
Colesterol (mg/dL) 253.73+£43.9 239.28+41.90 271.77£17.85
HDL (mg/dL) 75.83+£23.67 72.08+£18.27 77.90£17.95
Tg (mg/dL) 146.29+£29.10 | 237.2+74.36* 207.66+84.97
Acid uric (mg/dL) 3.26x0.75 3.57+1.04 4.57+2.18
HbA1c (%) 5.2+0.17 5.49+0.41 5.42+0.37
Hemoglobina (g/dL) 11.13+0.82 11.12+1.02 10.7%0.66
ALT (Ui/L) 28.85+£34.23 16.88+13.03 12.84+11.89
AST (Ui/L) 19.49+9.63 16.07+6.80 13.13+£3.07

Tabelul 8. Caracteristicile clinice si parametrii biochimici ale pacientilor inrolati.




Parametri materni

CG(n=38) GDM (n=28)
Varsta (ani) 26 +2.33 31.52 +4.24 ***
BMI pre-sarcina (kg/m?2) 24.21+5.13 25.99 +5.25
BMI la varsta gestationala (kg/m?2) 27.69 £5.28 29.93 £5.22
Adiponectina (ng/mL) 13.5+5.78 917 £4.71**
Insulina (mU/mL) 18.6 +12.05 12.99 +5.50 *
Peptid C (ng/mL) 9.70 £2.49 6.67 +4.64 %
Proinsulin (pmol/L) 3.09+£1.80 2.27 £0.60 *
Leptina (ng/mL) 14.30 + 8.04 22.62£10.74 *
Steady-state 3-cell function (%B) 254.83 + 98.68 145.56 + 56.79 ***
Insulin sensitivity (%S) 55.5 +32.99 61.49 +25.59
HOMA-IR 2.43+£1.40 2.08 £1.33
TTGO 0 h (mg/dL) 75.25+7.20 94.09 + 13.48 ***
TTGO 1 h (mg/dL) 115.17 +19.86 188.04 + 36.46 ***
TTGO 2 h (mg/dl) 81.81 £23.32 153.67 +30.98 ***
Creatinina (mg/dL) 0.42+0.14 0.47 +0.08
Total colesterol (mg/dL) 253.73 +43.94 247.95 +39.29
HDL (mg/dL) 75.827 +23.67 73.75+17.70
Tg (mg/dL) 146.29 +29.09 229.35£75.37 *
Acid uric (mg/dL) 3.26 £0.75 3.76 £1.34
ALT (Ui/L) 15.176 +7.96 16.04 +12.66
AST (Ui/L) 19.49 +9.63 15.49 + 6.29
HbA1lc (%) 52+0.17 5.453 + 0.38
Hemoglobina (g/dL) 11.13+0.82 11.02 +0.93
antiGAD (iE/mL) 0.21+£0.16 0.22+0.19
MPV 10.76 +1.02 10.68 + 1.50




1.2.4 Analiza statistica

Testul statistic Pearson R si matricele de corelatie Pearson au fost utilizate pentru a
masura corelatia dintre diferitele caracteristici ale femeilor din grupul GDM-N. Totodata s-au
realizat matricele de corelatie dintre parametrii clinici si paraclinici dintre femeilor din grupul

GDM-M care au nascut copii cu macrosomie comparativ cu GDM-N.

1.2 Rezultate

GDM-N GDM-M
Rezulf[af[_ele (n=23) (n=5) p-value
sarcinii
n (%) n (%)
Greutatea la
nastere
Copii <4000g | 23 (100%) 0 (0%) 0.0001
Copii >4000g | 0 (0%) 5 (100%)
Hipoglicemie 1 (4.34 %) 1 (20%) 0.07
neonatala
Icter 2 (8.69%) 0 0.2560
Scor Apgar
E— <8 4 (17.39%) 1 (20%) 0.24
>8 19 (82.6%) 4 (80%)
Hipertensiune in | 3 (13.04%) 0 (0%) 0.33
sarcina
Edeme 2 (8.69%) 1 (20%) 0.24
g Nastere
‘EU Naturala 7 (30.43%) 0 0.08
Cezariana 16 (69.56%) | 5 (100%)

Tn grupul GDM-M au fost identificati 5 nou-niscuti cu o greutate mai mare de 4.000 g

(macrosomie). S-au realizat corelatii intre diferitele caracteristici ale femeilor GDM-N (Figura




44 A.) si corelatii intre parametrii clinici si paraclinici ai femeilor GDM-M care au ndscut copii

cu macrosomie comparativ.cu GDM-N (Figura 44 B.)
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Figura 45. Reprezentarea grafica a analizelor de corelatie Pearson



1.2.1 Evaluarea disfunctiei celulelor beta in diabetul gestational

Perturbarea homeostaziei celulelor B este 0 componenta esentiala in patogeneza GDM.
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Figura 46 A-F.
1.3.2 Evaluarea rezistentei la insulina in diabetul gestational

In sarcinile cu diabet zaharat gestational, rezistenta la insulind a fost asociatd cu

urmatorii factori: nivelurile serice ale adiponectinei, leptinei si cresterea in greutate a mamei.
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1.3.3 Corelatii semnificative statistic intre factorii antropometrici si clinici in GDM

Am observat ca varsta pacientei, un factor de risc bine cunoscut pentru dezvoltarea
diabetului gestational, a fost semnificativ mai mare (p<0,01) in randul femeilor GDM-N de
1,21 ori si in GDM-M de 1,23 ori in comparatie cu femeile GC. Femeile cu GDM-M au avut
IMC mai mare la momentul diagnosticului de 1,17 ori in comparatie cu femeile GC
(p<0,05).

1.3.4 Gravidele cu copii macrosomi

In cadrul studiului au fost 5 urmasi cu o greutate mai mare de 4.000 g (macrosomie),
nascuti de femei cu diabet gestational controlat prin dieta. Nu au existat diferente statistice
semnificative privind hipoglicemia neonatala, icterul, scorul Apgar, hipertensiunea arteriala,
edemul si tipul de nastere (naturald sau cezariana) intre grupul cu GDM si copii cu greutate

normala si cel cu copii macrosomi.

1.4 Discutii

Studiul de fata sustine ipoteza ca exista si alti factori de risc pentru macrosomie in afard
de diabetul matern preexistent si GDM necontrolat. Datele noastre au aratat ca: nivelul de
insulini a scazut in GDM comparativ cu GC, nivelurile peptidului C au scazut in ambele
grupuri GDM, cu diferente semnificative fata de GC, pacientii cu GDM-M au avut o corelatie
pozitiva puternicd intre nivelurile peptidului C si nivelurile ALT, care nu a fost observata in
GDM-N. Nu am identificat diferente semnificative ale nivelurilor de proinsulina intre GDM
si grupul control. Am observat cd numai in GDM-N nivelul adiponectinei a scazut in

comparatie cu GC.

1.5 Concluzii partiale

Am realizat o analiza a diabetului gestational prin studiu comparativ a sarcinilor cu si
fara macrosomie. Putem spune ca:este primul studiu care a identificat o asociere intre nivelul
plasmatic al HDL si macrosomie in sarcinile complicate cu diabet gestational. Am realizat
prima analiza comparativa a nivelului plasmatic de proinsulind in diabetul gestational fara sau
complicat cu macrosomie. Este prima analiza a corelatiei dintre nivelurile de adiponectina si

AST in GDM.



2. DETERMINAREA CONTINUTULUI PROTEIC AL EXOZOMILOR
DIN SANGELE GRAVIDELOR CU DIABET GESTATIONAL. CAI DE
SEMNALIZARE IMPLICATE IN PATOLOGIA DIABETICA

2.1 Introducere si obiective

Pentru atingerea celui de al doilea obiectiv ne-am propus urmatoarele activitati:
1. Obtinerea loturilor de gravide
2. Masurarea parametrilor plasmatici
3. Izolarea, concentrarea si caracterizarea exozomilor din serul gravidelor cu GDM, in
trimestrul 2-3 de sarcina;
4. Analiza proteomica a exozomilor. Determinarea continutului proteic calitativ si
cantitativ al exozomilor izolati din serul gravidelor cu diabet gestational prin
spectrometrie de masa
5. Analiza statistica a datelor obtinute.

6. Validarea rezultatelor prin Western Blot
2.2 Materiale si metode
2.2.1. Obtinerea loturilor de gravide

In cadrul studiului de izolare a exozomilor din serul gravidelor cu diabet gestational,
am inclus 18 gravide: 8 formand grupul de control (CG)- nediabetice si 10 paciente au

prezentat diabet zaharat gestational (GDM).
2.2.2 Masurarea parametrilor plasmaticCi

S-a alcatuit pentru fiecare pacient inrolat Fisa Pacientului cu toate datele de
identificare, cele socio-demografice, antropometrice si clinice.

Pentru a stabili diagnosticul de GDM, 1in trimestrul al treilea de sarcind au fost recoltate
probe de sange. Probele au fost recoltate dupa cel putin 8 ore de post, centrifugate la 1.000 x g

timp de 15 minute si depozitate la -80 © C pana la analizele ulterioare.



2.2.3 Izolarea, concentrarea si caracterizarea exozomilor

Exozomii au fost izolati din 500 uL de ser colectat de la cele doua grupuri
experimentale.Concentrarea exozomilor a fost efectuata conform instructiunilor producatorului

din kitul miRCURY Exosome Serum/Plasma (Qiagen, Hilden, Germania).

2.2.3.1 Prepararea probelor si nanocromatografie lichida—Analiza prin spectrometrie de
masa
S-a respectat protocolul.

2.2.3.2 Analiza proteomica prin spectrometrie de masa

analiza proteomica bazata pe MS a permis identificarea continutului proteic exozomal.

2.2.3.3 Caracterizarea fractiilor exozomale serice

Au fost efectuate teste de imprastiere dinamicd a luminii pentru caracterizarea

dimensiunii si stabilitatii veziculelor exozomale.

2.2.3.4 Evaluarea expresiei proteice prin tehnica Western Blot

Dual color Bio-Rad
protein marker
1610374

Figura 51. Imagini originale nealterate (nedecupate si neajustate) pentru CD63 (set de imagini

de sus) si CD9 (set de imagini inferioare).
2.2.3.5 Studii alternative de validare
Datele de spectrometrie de masd au fost validate in continuare prin tehnici alternative

de imunodetectie (Western blot) folosind anticorpi specifici. Modificarea abundentei spectrale

a A1BG (crestere de 1,7 ori , p <0,05) si HPR (crestere de 1,3 ori, p < 0,05) au fost confirmate



prin analiza densitometrica a lizatelor de exozomi serici izolati din grupurile GDM si respectiv

CG, (Figura 54).

2.3 Analiza statistica

Analiza bioinformatica a presupus algoritmi statistici pentru corectarea valorilor p
obtinute prin analiza ANOVA,; folosirea algoritmului Benjamini-Hochberg bazat pe rata de
excludere a rezultatelor fals pozitive (FDR). Datele au fost exprimate ca medie + abaterea
standard (SD). Analiza de corelatie Pearson a fost efectuata pe caracteristicile pacientilor cu
GDM si parametrii serici. Analiza statistica a fost efectuata prin testul t; p < 0,05 a fost

considerata o diferentd semnificativa.

2.4 Rezultate

2.4.1 Analiza parametrilor bioclinici a cohortei de studiu

Nivelurile serice ale (HOMA-IR), HbAlc, creatinina, colesterol total, lipoproteine de
inalta densitate (HDL), acid uric, ALT, AST, hemoglobina si anticorp anti decarboxilaza acid

glutamic (antiGAD) nu au fost semnificativ diferite.

2.4.2 Analiza proteomica a exozomilor izolati din serul cohortei de studiu

Analiza proteomicd a evidentiat 78 de proteine cu abundenta diferita in grupul GDM
comparativ cu grupul CG, asociate cu: sistemul complement, cascade de coagulare (CCC,
codul caii HSA04610, 24 de proteine), caile de degranulare a trombocitelor (PD, cod de cale
HSA-114608, 14 proteine), metabolismul colesterolului (CM, cod de cale HSA04979, patru
proteine), factori de asociere boli trombotice-gene (TF, DOID:2364 si DOID:10772, patru

proteine).

2.4.2.1 Abundenta proteinelor implicate in sistemul complement

In cazul exozomilor GDM, datele noastre reflecti o abundenti spectrald modificati
pentru doudzeci si patru de proteine coreland cu calea de semnalizare CCC (cascada de
coagulare si cascada complementului) cu statistici de Incredere ridicatd (FDR valoarea p =

1,44e-33).



2.4.2.2 Abundenta proteinelor implicate in cascada de coagulare

Noua proteine implicate in calea de semnalizare CCC s-au dovedit a fi semnificativ

supra-reglate n toate probele GDM in comparatie cu controalele.

2.4.2.3 Abundenta proteinelor implicate in degranularea trombocitelor

In exozomii proveniti de la grupul GDM, am detectat o abundenti spectrala alterata
pentru paisprezece proteine, care se coreleazi puternic cu calea de semnalizare a

degranulirii trombocitelor (PD, FDR valoarea p = 1,7¢—14).

2.4.2.4 Diabetul gestational regleaza proteinele implicate in sindromul post-trombotic si

metabolismul colesterolului

Analiza proteomica a evidentiat patru factori protrombotici modificati in fractiile
exozomilor serici din pacientele cu diabet in comparatie cu probele de control. Proteinele
implicate Tn metabolismul colesterolului au fost: APOC2 Apolipoprotein C-11; APOH Be-ta-2-
glicoproteina 1; APOB Apolipoproteina B-100; Apolipoproteina LPA (a) (Figura 56b).

2.5 Discutii

Analiza noastrd proteomica a evidentiat 78 de proteine cu abundenta diferita in
grupul GDM comparativ cu grupul CG. Proteinele au fost asociate in principal cu cascadele
complement si coagulare, activarea trombocitelor, factorii protrombotici si
metabolizarea colesterolului. Am identificat in exozomii concentrati din grupul GDM,
douizeci si patru de proteine abundente diferential care au fost corelate cu calea de
semnalizare CCC cu incredere statistici ridicata. In studiul nostru, in exozomii concentrati
din sarcind complicatd cu GDM, am gasit niveluri scazute de Complement C3 (C3),
Complement C5 (C5), C4-B (C4B), lantul beta al proteinei care leaga C4b (C4BPB) si C4b-
lantul alfa al proteinei de legare (C4BPA).



2.6 Beneficiile utilizarii kiturilor pentru izolarea exosomilor

In cadrul studiului am utilizat o metoda inovatoare de izolare din singe a exozomilor,
care este rapida si reproductibila si faciliteaza izolarea exsomilor cu un randament ridicat si
puritate ridicata. Kitul permite izolarea exozomilor si a altor vezicule extracelulare printr-un

protocol simplu, care nu necesita etape de ultracentrifugare.

2.7 Concluzii partiale

Analiza noastra proteomica a evidentiat 78 de proteine cu abundenta diferita n
grupul GDM comparativ cu grupul cu CG. Proteinele au fost asociate Tn principal cu cascadele
complement si coagulare, activarea trombocitelor, factorii protrombotici si
metabolizarea colesterolului. Am identificat douszeci si patru de proteine abundente
diferential care au fost corelate cu calea de semnalizare CCC cu incredere statistica ridicata.
Am realizat primul studiu asupra modificarii caii de semnalizare a CCC Tn exozomii serici ai

pacientilor cu GDM.

3. ANALIZA PROTEOMICA A EXOZOMILOR DIN DIABETUL
GESTATIONAL RELEVA DEREGLARI ALE SISTEMELOR DE
COAGULARE, COMPLEMENT SI METABOLISM LIPIDIC

3.1 Introducere si obiective

Ne-am propus analiza exozomilor serici din GDM pentru a intelege mai bine

mecanismele ce stau la baza patogenezei acestei afectiuni, avand urmatoarele obiective:

3.2 Materiale si metode

Dupa analiza proteomica cantitativa si calitativa a exosomilor serici izolati din sangele
CG si al gravidelor cu GDM am realizat corelatii intre parametrii biochimici, antropometrici si
proteinele exozomale. Analiza corelatiei Pearson a fost efectuatd asupra parametrilor serici si

proteinelor exozomale identificate prin spectrometrie de masa.



3.3 Analiza statistica

S-a realizat prin analiza bioinformatica.

3.4 Rezultate

3.4.1 Analiza sistemului de coagulare

Tn grupul GDM, abundenta spectrald a alfa-1-antitripsinei (SERPINA1) a fost
corelata pozitiv cu glucoza serica la momentul 0 (GTT 0 h) (r = 0,8, p < 0,05) si negativ cu
HOMA-IR (r =- 0,4, p <0,05) (Figura 57a).

3.4.2 Analiza sistemului complement

Am constatat ca C3 s-a corelat pozitiv cu IMC (r = 0,8, p <0,05), HOMA-IR (r = 0,6,
P <0,04), AT lll (r=0,7, p <0,05) si negativ cu MPV (r =-0,6, p <0,02) si adiponectina (r =
—0,4, p <0,05). C4BP a prezentat o corelatie pozitiva cu F12 (r=0,8, p < 0,05).

3.4.3 Analiza metabolismului lipidic

Apo-ClII este corelat pozitiv cu adiponectina (r = 0,5, p = 0,05), glucoza serica la
momentul 0 (GTT 0h), (r = 0,5, p = 0,04), apo B100 (r = 0,7, p = 0,01). Am identificat, de
asemenea, corelatii Pearson semnificative intre apo-ClI si alfa 1 antitripsina (r= 0,8, p=0,002),
alfa 2 antiplasmina (r =-0,6, p = 0,01), F12 (r =-0,8, p = 0,0009), C1q subunitatea A (r = 0,5,
p = 0,04), Cls (r = —0,73, p = 0,0074), C6 (r = —0,56, p = 0,043), C9 (r = —0.6, p = 0,02),
factorul complement I (CFI) (r = —0,7, p = 0,01). Apo B100 este corelatpozitiv cu glucoza
sericdi la  momentul 0 (GTT  Oh), r = 07, p = 0,004).
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3.5 Discutii

Am analizat Complementul C3 din exozomii serici ai gravidelor cu GDM. Am obtinut
o corelatie statisticdA negativd intre Complementul C3 si MPV si, de asemenea, intre
Complementul C3 si adiponectina. Mai mult, am observat o corelatie puternica si pozitiva cu
IMC, HOMA-IR si AT III. Studiul nostru este primul care dezviluie dereglarea
complementului C3 in exozomii serului matern cu GDM. Datele noastre arata ca F12 este
suprareglat si confirma rezultatele anterioare [265]. Femeile cu GDM au niveluri exozomale
serice mai mari de F12 in comparatie cu femeile cu sarcini sdnatoase. Analiza noastra
proteomicd a evidentiat patru factori protrombotici care au fost modificati de GDM in fractiile
exozomale serice: antitrombina-III, plasminogenul, haptoglobina si factorul von Willebrand.
Am observat ca nivelurile exosomale serice ale apoC-II sunt puternic si pozitiv corelate cu
ApoB100, care mediazd clearance-ul colesterolului, transportul LDL si, de asemenea,

exocitoza proteinelor lizozomale si peroxizomale [297].

3.6 Concluzii partiale

Studiul nostru se diferentiaza de alte studii prin urmatoarele rezultate:

. Acesta este primul studiu care analizeaza calea de semnalizare a CCC in exozomii
serici in sarcinile GDM. Studiul nostru este primul care dezviluie dereglarea
complementului C3 in exozomii serului matern GDM. Am examinat in detaliu la pacientii
cu GDM asocierea dintre nivelurile C3 din exozomii serici materni si obezitate si rezistenta la
insulind. Rezultatele noastre sunt sustinute de datele publicate. Am realizat primul studiu
caz-control de analizi a biomarkerilor din exozomii serici la femeile cu si firi GDM. In
studiul nostru am detectat ca in exozomii serici concentrati de la subiectiit GDM, C4BPA, C6
s1 C8B sunt reglati in jos (rezultate similare raportului de mai sus), dar, in contrast, am constatat
ca C7 si C9 sunt supra-regulate. Am realizat primul studiu asupra nivelurilor exozomale
serice care sa raporteze alterarea nivelurilor F12 in GDM. Studiul nostru este primul
raport care analizeaza SERPINAI1 in exozomii serici ai pacientilor cu GDM. Rezultatele
noastre demonstreaza ca alfa-1-antitripsina este suprareglata in GDM si este corelatd pozitiv
cu glucoza serica la momentul 0 (GTT Oh). In studiul nostru, nivelurile exosomale serice ale

VWF au fost crescute in sarcinile GDM in comparatie cu sarcinile normale. Rezultatele noastre



indicd o corelatie negativi a MPV cu markerii CCC identificati in exozomii serici ai
sarcinilor GDM (antitrombina III si complement C3). Este prima data cand aceste
corelatii au fost efectuate. Studiul nostru este primul care analizeaza apoC-11 in exozomii
serici ai subiectilor GDM. Am documentat ca nivelurile exosomale serice ale apoC-I1 au fost
mai mari in sarcinile GDM comparativ cu sarcinile normale si sunt corelate pozitiv cu
adiponectina si glicemia a jeun. In paralel cu datele contradictorii din literatura privind
asocierea statistica a diferitilor parametri clinici si GDM, am identificat corelatii interesante

care pot ajuta studiile viitoare sa clarifice fiziopatologia GDM.



4. CONCLUZII

Intelegerea fiziopatologiei GDM este de mare importantd, avand in vedere riscul ridicat
atat pentru mama, cat si pentru copil de a dezvolta diabet de tip 2 si boli cardiovasculare mai
tarziu in viatd. Am realizat primul studiu care a identificat o asociere intre nivelul plasmatic
HDL si macrosomie in sarcinile complicate cu diabet gestational. Totodata este prima
investigatie a relatiei dintre ALT in trimestrul trei, proinsulind si macrosomie Si analiza a
corelatiei dintre nivelurile de adiponectina si AST in GDM. Am izolat exozomii serici din
sangele cohortei de studiu utilizand kituri moderne. Am comparat performantele diferitelor
metode, inclusiv ultracentrifugarea (UC) iar metoda prezentd a furnizat cea mai mare rata de
recuperare (~ 20 de ori mai mare decat UC) si raportul de puritate (3,5 ori mai mare decét UC)
a EV intr-o perioadd scurtd de timp ( { 20). min). S-au obtinut corelatii statistice intre
parametrii clinici si paraclinici si proteomul exozomal care Tmbundtitesc intelegerea
patogenezei si evolutiei diabetului zaharat gestational. Analiza noastra proteomica a evidentiat
78 de proteine asociate in principal cu cascadele complement si coagulare, activarea
trombocitelor, factorii protrombotici si metabolizarea colesterolului. In studiul nostru am
identificat in exozomii concentrati din grupul GDM, douazeci si patru de proteine abundente
diferential care au fost corelate cu calea de semnalizare CCC cu incredere statistica ridicata.
Am realizat primul studiu asupra modificarii céii de semnalizare a CCC in exozomii Serici ai
pacientilor cu GDM si care dezvdluie dereglarea complementului C3 in exozomii serului
matern cu GDM. Am realizat primul studiu caz-control de analiza a biomarkerilor din exozomii
serici la femeile cu si fara GDM. Studiul nostru este primul raport care analizeazd SERPINA1
si apoC-II in exozomii serici ai subiectilor GDM.

In acest studiu s-au identificat corelatii interesante care pot ajuta studiile viitoare sa
clarifice fiziopatologia GDM.

Principala limitare a studiului este numarul relativ mic de replici biologice pentru cele
doud conditii, care ar fi putut afecta robustetea rezultatelor. Cu toate acestea, concluziile
studiului se bazeaza pe tendintele biologice sustinute de o supra-reglare, respectiv sub-reglare
consecventd a mai multor proteine implicate in aceleasi procese si sunt in conformitate cu
datele publicate anterior in literatura de specialitate. Validarea pe cohorte mai mari de pacienti

este necesard pentru a creste puterea statistica a rezultatelor noastre.
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