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INTRODUCERE 

 

În ultimele decenii s-a evidențiat la nivel mondial o creștere a prevalenței obezității în 

rândul femeilor aflate la vârsta reproductivă. Consecutiv, cazurile de diabet gestațional (GDM) 

s-au exacerbat.  

De-a lungul timpului s-a incercat identificarea de biomarkeri de diagnostic precoce dar 

costul acestora și metoda de implementare dificilă au redus utilitatea lor practică. Sunt multe 

date lipsa cu privire la efectele exozomilor la nivel matern și fetal, dar din cercetările efectuate 

până în prezent se sugerează că exosomii pot modula homeostazia metabolismului glucidic.  

Teza de față a avut ca obiectiv principal analiza exozomilor serici din GDM. Ipoteza de 

lucru a fost susținută de faptul că GDM induce modificări semnificative structurale și 

funcționale în organismul gravidei, afectând diferite sisteme: metabolismul glucidic, lipdic, 

protidic, sistemul de coagulare și inflamator.  

Teza este formată din două părți, respectiv prima parte care abordează Stadiul actual 

al cunoștințelor și partea a doua care conține Contribuții originale.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

de coagulare, sistemul inflamator  
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PARTEA I - STADIUL ACTUAL AL CUNOȘTINȚELOR 

1. ASPECTE GENERALE CU PRIVIRE LA DIABETUL GESTAȚIONAL 

1.1 Definiţia diabetului gestațional 

 

  Diabetul gestațional este definit ca alterarea metabolismului glucidic care apare sau 

este evidențiată după săptămâna 24 de gestație [15, 16]. 

 

1.2. Diagnosticul  și screening-ul diabetului gestațional 

Testul de toleranța la glucoză orală (TTGO) cu 75 g glucoză anhidră este utilizat pentru 

diagnosticul GDM. Totodată este folosit ca metodă de diagnostic al diabetului zaharat și a 

toleranței alterate la glucoză pentru persoanele adulte [17-20]. Criteriile de diagnostic al GDM 

sunt încă un subiect de dezbatere.  

 

1.3 Factorii de risc pentru diabetul gestațional 

 

 

1.3.1 Factorii genetici de risc pentru dezvoltarea diabetului gestațional 

GDM are o agregare familială determinată de factori genetici de susceptibilitate și 

factori de mediu predispozanți [22,23]. În studii efectuate pe populația caucaziană și asiatică 

care au evaluat asocieri de gene candidate, s-a constatat o legatură între GDM și 14 variante 

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

 

1.3.2. Factorii nongenetici de risc pentru diabetul gestațional 

 

 

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 gestațional 

 

În cursul sarcinii, solicitarea insulinosecreției crește progresiv iar incapacitatea 

celulelor beta-pancreatice de a se adapta solicitărilor crescute determină diabetul gestațional.  

1.4.1  Disfuncția  celulelor β pancreatice 



 

GDM este  rezultatul disfuncției celulelor β pancreatice pe un fond de insulinorezistență 

(IR)  în sarcină.  În sarcină apare o creștere a secreției de insulina în paralel cu creșterea IR 

[55]. În GDM celule beta pancreatice nu pot compensa cererile de insulină din sarcină și în 

condiții de insulinosensibilitate scăzută, apare hiperglicemia.  

 

1.4.2 Insulinorezistența cronică 

 

Insulinorezistența apare atunci când celulele nu mai răspund adecvat la insulină. În 

cursul sarcinii are loc o creștere fiziologică a insulinorezistenței periferice la insulină.  Această 

creștere este mediată de o serie de factori precum creșterea nivelurilor de: hPL (hormon 

lactogen placentar), cortizol, prolactină, estrogen și progesteron.  

 

1.4.3 Rolul leptinei în fiziopatologia diabetului gestațional 

 

Leptina este hormonul sațietății și este secretat de adipocite ca răspuns la nivelurile 

adecvate de combustibil energetic. Hiperleptinemia favorizează transferul tansplacentar de 

aminoacizi, contribuind la macrosomia fetală [66]. La nivel periferic crește oxidarea acizilor 

grași și insulinosensibilitatea și scade secreția insulinei. 

1.4.4 Rolul adiponectinei în fiziopatologia diabetului gestațional 

 

Adiponectina, similar leptinei, este un hormon secretat de adipocite. GDM este asociat 

cu nivele scăzute de adiponectină [67]. Ea intensifică semnalizarea insulinică, prin activarea 

AMPK din celulele insulinosensibile, favorizand acțiunea IRS1, oxidarea acizilor grași și 

inhibarea gluconeogenezei. 

1.4.5 Rolul placentei în fiziopatologia diabetului gestațional 

 

Placenta contribuie la insulinorezistență prin secreția de hormoni și citokine. Are rol de 

barieră între mediul matern și fetal și este expusă la hiperglicemie și consecințele complicațiilor 

GDM. Acest lucru poate influenta transportul transplacentar de glucoză, aminoacizi și lipide. 

 

1.5 Diabetul gestațional și complicațiile materno-fetale 



 

Diabetul gestațional se asociază cu consecințe materne și fetale imediate sau la distanță 

post-partum. 

1.5.1 Complicații materne pe termen scurt ale diabetului gestațional 

Dintre complicațiile materne imediate ale GDM menționăm riscul crescut de avort, 

hipertensiunea arterială, preeclampsia, hidramniosul, ruptura prematură de membrane, nașterea 

prematură.  

 

1.5.2 Complicații materne pe termen lung în diabetul gestațional 

Studiile au arătat că GDM crește riscul matern de a dezvolta ulterior diabet zaharat tip 

2, boli cardiovasulare, sindrom metabolic.  

1.5.3   Complicațiile fetale pe termen scurt în diabetul gestațional 

Un control deficitar al glicemiei materne în sarcina complicată cu GDM poate 

determina o evoluție nefavorabilă a dezvoltării fetale. Mentionam macrosomia, 

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

 

1.5.4 Complicațiile fetale pe termen lung în diabetul gestațional 

Nou-născutul cu mama diagnosticată cu GDM are un risc mai mare de a dezvolta 

hipertensiune arterială și tulburări metabolice precum obezitate, diabet zaharat, dislipidemie 

[90]. 

1.6 Monitorizarea sarcinii complicată cu diabet gestațional 

 

Gravidele diagnosticate cu GDM necesită o monitorizare pluridisciplinară de către 

medicul obstetrician și diabetolog. Această monitorizare presupune un control metabolic, 

educație specifică cu privire la noțiunile legate de diabetul gestațional, dietoterapie, tratament 

și monitorizare fetală. 

1.7 Tratamentul  diabetului gestațional 

 

1.7.1 Terapia nutriţională a diabetului gestațional 

Terapia medical nutrițională reprezintă cea mai importantă parte a tratamentului GDM. 

În 75-80 % din cazurile de GDM terapia nutrițională și creșterea activității fizice este eficientă 

pentru limitarea creșterii ponderale în cursul sarcinii [96, 97].  



1.7.2 Terapia farmacologică a diabetului gestațional 

Daca controlul glicemic matern nu se poate fi obținut prin terapie medicală nutrițională, 

este necesară introducerea terapiei farmacologice. Momentul inițierii terapiei farmacologice 

propus de IDF este atunci când glicemia a jeun depășește în mod repetat > 100 mg/dl, glicemia 

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

1.7.2.1 Insulinoterapia 

Dacă optimizarea stilului de viață nu menține controlul glicemic, linia următoare de 

tratament pentru GDM o reprezintă insulinoterapia. Regimul de insulinoterapie trebuie adaptat 

continuu pentru obținerea controlului glicemic țintă.  

 

1.8. Pospartum follow-up 

 În majoritatea cazurilor de GDM, după naștere tulburările glucidice se remit [113]. 

Screening-ul pentru diabet zaharat după sarcină rămâne deosebit de important, deoarece unele 

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

 

2. DIABETUL GESTAȚIONAL – STARE DE INFLAMAȚIE CRONICĂ, 

COMPLICAȚII METABOLICE 

 

2.1 Diabetul gestațional- stare de inflamație cronică 

 

Sarcina este caracterizată printr-o stare de inflamație cu grad redus și printr-o reacție 

imună care pot conduce la apariția GDM [117,118]. Citokinele pro-inflamatorii afectează atât 

semnalizarea insulinei cât și eliberarea de insulină din celulele β. 

 

2.2 Diabetul gestațional și sistemul complement    

 

Sistemul complement joacă un rol important în tulburările metabolice și este esențial 

pentru răspunsul imun adaptativ, procesele fiziologice din sarcină (homeostazia celulelor gazdă 

și îndepărtarea celulelor apoptotice). În sarcinile complicate cu GDM, cascada sistemului 

complement poate fi dereglată. Hiperglicemia determină activarea complementului și leziuni 

tisulare directe. 

 



2.3 Diabetul gestațional se asociază cu evenimente (pro)-trombotice 

 

Hiperglicemia afectează negativ funcția de coagulare și metabolismul lipidic [183, 

184]. GDM este o stare hipercoagulabilă asociată cu inflamație cronică și cu nivel ridicat a 

evenimentelor trombotice.  

 

2.4 Diabetul gestațional și metabolismul lipidic 

 

GDM este asociat cu modificări ale profilului lipidic în sarcină. În conditii de 

hiperglicemie, se stimulează lipogeneza placentară care duce la sinteza grăsimilor. 

Metabolismul dezechilibrat al grăsimilor de la nivel placentar și modificările fetale induse pot 

provoca complicații metabolice la făt precum; macrosomia, obezitatea și diabetul zaharat de 

tip 2. 

 

3. EXOZOMII: BIOGENEZA, CARACTERIZARE, METODE DE IZOLARE  

3.1. Biogeneza exozomilor 

 

Exozomii sunt microvezicule membranare endozomale descoperiți în 1983 de Harding 

si Pan în spatiul extracelular fiind considerați inițial reziduuri celulare [125,126,127]. 

3.2. Caracterizarea exozomilor 

 

Exozomii sunt nano-vezicule, cu diametru de 30-100 nm, care prezintă o membrană 

bistratificată lipidică, bogată în colesterol, sfingomielină, ceramide și lipid rafts. Acestia 

reflectă statusul fiziologic și funcția celulei de origine și secreția conținutului lor este afectat 

de mediul extracelular [156]. S-au identificat o gamă largă 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 exozomală este scăzută. O 

metodă standardizată și reproductibilă de izolare a acestora ar reduce incertitudinile și 

inconsecvențele în cercetarea exozomală și totodată ar ajuta la evaluarea funcțiilor lor 

biologice, stabilirea de noi biomarkeri de diagnostic cu aplicabilitate în conduita terapeutică. 



 

3.3.1 Izolarea exozomilor prin diferite metode 

 În funcție de obiectivul propus sunt selectate diferite metode de izolare, printre care 

ultracentrifugarea, tehnicile de izolare bazate pe dimensiune, precipitarea polimerilor, 

tehnicile de captare a imunoafinității.  

 

3.3.2  Izolarea exosomilor cu ajutorul kiturilor 

Este o metodă inovatoare de izolare rapidă și reproductibilă cu un randament și puritate 

ridicată. Kitul permite izolarea  exozomilor și a altor vezicule extracelulare printr-un protocol 

simplu, care nu necesită etape de ultracentrifugare. 

 

3.4 Metode de caracterizare a exozomilor 

Caracterizarea exozomilor presupune analiza proprietăților fizico-chimice precum 

dimensiunea, forma, densitatea și porozitatea, necesară pentru a determina interacțiunile lor 

biologice.   

3.5 Exozomii și diabetul gestațional 

Studiul exozomilor a arătat potențialul lor în identificarea de mecanisme moleculare 

implicate în comunicarea intercelulara, homeostazie și diferite patologii, inclusiv diabetul 

gestational. 

 

4.Analiza proteomică bazată pe spectrometrie de masă 

 

Proteomica este utilizată tot mai des în cercetarea bio-medicală și de asemenea în 

stabilirea diagnosticului clinic prin utilizarea markerilor cu relevanță clinică. Utilitatea practică 

rezidă din capacitatea sa de a analiza, caracteriza și clasifica proteinele dintr-un proteom. 

 

4.1 Importanța metodelor OMICE de analiză calitativă și cantitativă 

 

Tehnologiile omice oferă o metodă de screening ale bolilor umane în mod eficient și 

rapid. Există multe metode OMICE de analiză cantitativă și calitativă: genomica, proteomica, 

metabolomica, transcriptomica, lipidomica.  

4.2 Spectrometria de masă 



 

Spectrometria de masă este o metodă analitică de măsurare a raportului 

masa/concentratie (m/z) a uneia sau a mai multor molecule dintr-o probă, de identificare a 

componentelor necunoscute prin determinarea greutății moleculare și totodată de cuantificare 

și determinare a proprietăților structurale și chimice a moleculelor.  

 

4.2.1 Principiul metodei 

 

Fiecare spectrometru de masă conține o sursă de ionizare, analizor de masă și sistem 

de detectare a ionilor. 

 

4.2.2 Performanțele metodei 

Performanța unui spectrometru de masă este definită de: rezoluția sa de masa si 

sensibilitatea exprimată prin : raportul semnal-zgomot, limita de detecție (LOD), limita de 

cuantificare (LOQ).  

 

4.2.3 Analiza proteomică bazată pe spectrometrie de masă 

 

Spectrometria de masă are aplicabilitate în multe domeniii; biologie, chimie, fizică și 

medicină clinică. Această tehnică este indispensabilă pentru caracterizarea și secvențierea 

diferitelor proteine. 

 

4.2.4 Analiza bioinformatică 

 

Rolul bioinformaticii este esențial pentru a îmbunătăți identificarea proteinelor, 

caracterizarea acestora și procesarea într-un mod eficient a informațiilor.  

 

4.2.5 Utilizarea metodei în cercetarea fundamentală și în clinică 

 

„Revoluția omică” recentă pentru descoperirea biomarkerilor este influențată de 

performanța tehnicilor SM de ionizare. În ultimele decenii spectrometria de masă biologică și 

clinică s-a evidențiat în medicina. 

 

5. CONCLUZII 



 

• GDM este o complicație a sarcinii cu impact asupra sănătății materno-fetale. Există și 

alți factori de risc implicati în apariția macrosomiei, în afară de diabetul preexistent și 

GDM necontrolat.   

• GDM induce modificări in diferite sisteme: metabolismul glucidic, lipdic, protidic, 

sistemul de coagulare și inflamator. Identificarea unor markeri serici de diagnostic 

precoce ai GDM printr-o metodă simplă, ieftină, reproductibilă și cu acuratețe ridicată 

ar reduce complicațiile pe termen lung și ar avea utilitate practică. 
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PARTEA a-II-a- CONTRIBUȚII ORGINALE 

MOTIVAREA ALEGERII TEMEI ȘI OBIECTIVELE TEZEI 
 

O femeie cu antecedente personale de GDM și copilul ei au un risc crescut de a dezvolta 

diabet de tip 2, obezitate, boli cardiovasculare și sindrom metabolic.  Mecanismele moleculare 

și sistemele implicate în patogeneza diabetului gestațional rămân în mare parte necunoscute.  

 Partea a II-a a acestei lucrări s-a axat pe următoarele obiective principale:  

1. Analiza comparativă a parametrilor bioclinici și antropometrici ai gravidelor cu GDM 

cu și fără copii macrosomi (greutate la naștere>4000 g) 

2. Izolarea exozomilor serici din sângele gravidelor cu GDM printr-o metodă 

reproductibilă, cu un grad de randament și puritate ridicat 

3. Analiza proteomică a exozomilor izolați. Analiza diverselor proteine implicate în 

sistemul de coagulare și complement, metabolismul lipidic, activitatea pro-inflamatorie 

și pro-trombotică.  

4. Corelații funcționale și analiza comparativă a datelor clinice și de cercetare 

fundamentală cu potențial predictiv pentru pacientele cu GDM  

 

1. ANALIZA BIOCLINICĂ A GRAVIDELOR CU DIABET GESTAȚIONAL ȘI 

COPII MACROSOMI 

 

1.1 Introducere și obiective parțiale 

 

Pentru atingerea primului obiectiv ne-am propus următoarele activități: 

i) Stabilirea loturilor experimentale- lot de paciente gravide în trimestrul trei cu GDM 

complicat cu macrosomie, lot gravide cu GDM fără macrosomie și un lot control 

constând din gravide fără GDM  

ii)  Identificarea factorilor biochimici, clinici implicați în fiziopatologia GDM cu sau 

fără macrosomie;  

iii)  Stabilirea unor corelații între acești factori și parametrii antropometrici, clinici și 

paraclinici ai pacientelor incluse în studiu. 

 

1.2 Materiale și metode 

 



1.2.1 Obținerea loturilor de paciente gravide 

 

Am realizat un studiu de tip caz-control, pe 36 de gravide care s-au prezentat la Secția 

II de Diabet „N. Paulescu” Institutul Național de Diabet, Nutriție și Boli Metabolice, 

București, România între 2018 și 2021. 

Pacientele cu GDM și subiecții fără diabet zaharat au fost împărțiți în 3 grupe: grupul 

martor – gravide control (GC, n=8), grupul diabet zaharat gestațional (GDM) cu 

descendenți normali (greutatea copilului la naștere <4000g, GDM-N, n=23), grupul diabet 

zaharat gestațional (GDM) cu macrosomie (greutatea copilului la naștere ≥4.000 g, GDM-

M, n=5) 

 

1.2.2 Măsurarea parametrilor plasmatici și antropometrici 

 

Pentru fiecare gravidă s-a alcătuit Fișa Pacientului cu toate datele de identificare, cele 

sociodemografice și antropometrice. Au fost recoltate probe de sânge pentru a stabili 

diagnosticul de GDM în trimestrul al treilea de sarcină.  

 

1.2.3 Analiza parametrilor antropometrici și paraclinici 

 

Tabelul 7. Caracterisiticile materne ale gravidelor incluse în studiu. Datele sunt exprimate 

ca medie ± abaterea standard (SD). *p˂0,05, **p˂0,01, ***p˂0,001 față de grupul GC. 

 

Tabelul 8. Caracteristicile clinice ale pacienților înrolați.  Datele sunt exprimate ca medii ± 

abaterea standard (SD); * p ~ 0,05, ** p ~ 0,01; *** p ˂0,05 

 

 

 

 

 

 

 

 Tabelul 7. Caracterisiticile materne ale gravidelor incluse în studiu 

 



Caracteristici GC (n=8) GDM-N (n=23) GDM-M (n=5) 

Vârsta mamei (ani) 26.00±2.33 31.52±3.80*** 32.00±6.67* 

 BMI pre-sarcină (kg/m2) 24.21±5.13 26.00±5.26 32.50±0.14 

BMI la vârsta gestațională (kg/m2) 27.69±5.29 29.41±5.56 32.45±2.00* 

Vârsta gestațională la diagnostic 

(săptămâni) 

25.88±1.55 29.29±2.77** 30.00±3.81** 

Vârsta gestațională la naștere 

(săptămâni) 

38.50±0.71 37.93±8.22 38.40±0.55 

Paritatea (număr 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) 3.26±0.75 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 și parametrii biochimici ale pacienților înrolați. 



 

Parametri materni CG (n = 8) GDM (n = 28) 

Vârsta (ani) 26 ± 2.33 31.52 ± 4.24 *** 

BMI pre-sarcină (kg/m2) 24.21 ± 5.13 25.99 ± 5.25 

BMI la vârsta gestațională (kg/m2) 27.69 ± 5.28 29.93 ± 5.22 

Adiponectina (ng/mL) 13.5 ± 5.78 9.17 ± 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 β-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 

HbA1c (%)  5.2 ± 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 statistică 

 

Testul statistic Pearson R și matricele de corelație Pearson au fost utilizate pentru a 

măsura corelația dintre diferitele caracteristici ale femeilor din grupul GDM-N. Totodată s-au 

realizat matricele de corelație dintre parametrii clinici și paraclinici dintre femeilor din grupul 

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

 

1.2 Rezultate  

 

În grupul GDM-M au fost identificați 5 nou-născuți cu o greutate mai mare de 4.000 g 

(macrosomie).  S-au realizat corelații între diferitele caracteristici ale femeilor GDM-N (Figura 

 
Rezultatele 

sarcinii 

GDM-N 

(n=23) 

n (%) 

GDM-M 

(n=5) 

n (%) 

p‑value 

C
o
p

il
 

Greutatea la 

naștere 

   

Copii < 4000 g 23 (100%) 0 (0%) 0.0001 

Copii > 4000 g 0 (0%) 5 (100%)  

Hipoglicemie 

neonatală 

1 (4.34 %) 1 (20%) 0.07 

Icter  2 (8.69%) 0 0.2560 

Scor Apgar    

       ≤8 4 (17.39%) 1 (20%) 0.24  

      >8 19 (82.6%) 4 (80%)  

M
a
m

a
 

Hipertensiune în 

sarcină 

3 (13.04%) 0 (0%) 0.33 

Edeme 2 (8.69%) 1 (20%) 0.24 

Naștere    

Naturală 7 (30.43%) 0 0.08 

 Cezariană 16 (69.56%) 5 (100%)  

     



44 A.) și corelații între parametrii clinici și paraclinici ai femeilor GDM-M care au născut copii 

cu macrosomie comparativ cu GDM-N (Figura 44 B.) 

 

 

 

Figura 45. Reprezentarea grafică a analizelor de corelație Pearson 



 

1.2.1 Evaluarea disfuncției celulelor beta în diabetul gestațional   

 

Perturbarea homeostaziei celulelor β este o componentă esențială în patogeneza GDM. 

 

Figura 46 A-F. 

 

1.3.2 Evaluarea rezistenței la insulină în diabetul gestațional  

 

În sarcinile cu diabet zaharat gestațional, rezistența la insulină a fost asociată cu 

următorii factori: nivelurile serice ale adiponectinei, leptinei si creșterea în greutate a mamei.  

 

 

Figura 47. A-E 

 

 

 

 



1.3.3 Corelații semnificative statistic între factorii antropometrici și clinici în GDM 

 

Am observat că vârsta pacientei, un factor de risc bine cunoscut pentru dezvoltarea 

diabetului gestațional, a fost semnificativ mai mare (p<0,01) în rândul femeilor GDM-N de 

1,21 ori și în GDM-M de 1,23 ori în comparație cu femeile GC. Femeile cu GDM-M au avut 

IMC mai mare la momentul diagnosticului de 1,17 ori în comparație cu femeile GC 

(p<0,05). 

 

1.3.4 Gravidele cu copii macrosomi 

 

In cadrul studiului au fost 5 urmași cu o greutate mai mare de 4.000 g (macrosomie), 

născuți de femei cu diabet gestational controlat prin dieta. Nu au existat diferențe statistice 

semnificative privind hipoglicemia neonatală, icterul, scorul Apgar, hipertensiunea arterială, 

edemul și tipul de naștere (naturală sau cezariana) între grupul cu GDM și copii cu greutate 

normală și cel cu copii macrosomi.  

 

1.4 Discuții 

 

Studiul de față sustine ipoteza că există și alți factori de risc pentru macrosomie în afară 

de diabetul matern preexistent și GDM necontrolat. Datele noastre au arătat că: nivelul de 

insulină a scăzut în GDM comparativ cu GC,  nivelurile peptidului C au scăzut în ambele 

grupuri GDM, cu diferențe semnificative față de GC, pacienții cu GDM-M au avut o corelație 

pozitivă puternică între nivelurile peptidului C și nivelurile ALT, care nu a fost observată în 

GDM-N. Nu am identificat diferențe semnificative ale nivelurilor de proinsulină între GDM 

și grupul control. Am observat că numai în GDM-N nivelul adiponectinei a scăzut în 

comparație cu GC. 

  

1.5 Concluzii parțiale 

 

Am realizat o analiză a diabetului gestațional prin studiu comparativ a sarcinilor cu și 

fără macrosomie. Putem spune că:este primul studiu care a identificat o asociere între nivelul 

plasmatic  al HDL și macrosomie în sarcinile complicate cu diabet gestațional.Am realizat 

prima analiza comparativă a nivelului plasmatic de proinsulină în diabetul gestațional fără sau 

complicat cu macrosomie. Este prima analiză a corelației dintre nivelurile de adiponectină și 

AST în GDM.  



2. DETERMINAREA CONȚINUTULUI PROTEIC AL EXOZOMILOR 

DIN SÂNGELE GRAVIDELOR CU DIABET GESTAȚIONAL. CĂI DE 

SEMNALIZARE IMPLICATE ÎN PATOLOGIA DIABETICĂ 

 

2.1  Introducere și obiective 

 

Pentru atingerea celui de al doilea obiectiv ne-am propus următoarele activități:  

1. Obținerea loturilor de gravide 

2. Măsurarea parametrilor plasmatici  

3. Izolarea, concentrarea și caracterizarea exozomilor din serul gravidelor cu GDM, în 

trimestrul 2-3 de sarcină;  

4. Analiza proteomică a exozomilor. Determinarea conținutului proteic calitativ și 

cantitativ al exozomilor izolați din serul gravidelor cu diabet gestațional prin 

spectrometrie de masă 

5. Analiza statistică a datelor obținute. 

6. Validarea rezultatelor prin Western Blot 

 

2.2 Materiale și metode 

 

2.2.1.  Obținerea loturilor de gravide 

 

În cadrul studiului de izolare a exozomilor din serul gravidelor cu diabet gestațional, 

am inclus 18 gravide:  8 formând grupul de control (CG)- nediabetice si 10 paciente au 

prezentat diabet zaharat gestațional (GDM). 

 

2.2.2 Măsurarea parametrilor plasmatici  

 

S-a alcătuit pentru fiecare pacient înrolat Fișa Pacientului cu toate datele de 

identificare, cele socio-demografice, antropometrice și clinice.  

Pentru a stabili diagnosticul de GDM,  în trimestrul al treilea de sarcină au fost recoltate 

probe de sânge. Probele au fost recoltate după cel puțin 8 ore de post, centrifugate la 1.000 × g 

timp de 15 minute și depozitate  la -80 ° C până la analizele ulterioare. 

 



2.2.3  Izolarea, concentrarea și caracterizarea exozomilor 

 

Exozomii au fost izolați din 500 uL de ser colectat de la cele două grupuri 

experimentale.Concentrarea exozomilor a fost efectuată conform instrucțiunilor producătorului 

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

 

2.2.3.1  Prepararea probelor și nanocromatografie lichidă—Analiza prin spectrometrie de 

masă 

 S-a respectat protocolul.  

 

2.2.3.2 Analiza proteomică prin spectrometrie de masă 

 

Datorită sensibilității ridicate și volumelor inițiale mici de probă necesare pentru MS, 

analiza proteomică bazată pe MS a permis identificarea  conținutului proteic exozomal.   

 

2.2.3.3 Caracterizarea fracțiilor exozomale serice 

 

Au fost efectuate teste de împrăștiere dinamică a luminii pentru caracterizarea 

dimensiunii și stabilității veziculelor exozomale. 

 

2.2.3.4  Evaluarea expresiei proteice prin tehnica Western Blot 

 

  

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

de sus) și CD9 (set de imagini inferioare).  

 

2.2.3.5 Studii alternative de validare 

 

Datele de spectrometrie de masă au fost validate în continuare prin tehnici alternative 

de imunodetecție (Western blot) folosind anticorpi specifici. Modificarea abundenței spectrale 

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



prin analiza densitometrică a lizatelor de exozomi serici izolati din grupurile GDM și respectiv 

CG, (Figura 54). 

 

2.3 Analiza statistică 

 

Analiza bioinformatică a presupus algoritmi statistici pentru corectarea valorilor p 

obținute 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 corelație Pearson a fost efectuată pe caracteristicile pacienților cu 

GDM și parametrii serici. Analiza statistică a fost efectuată prin testul t; p < 0,05 a fost 

considerată o diferență semnificativă. 

 

2.4 Rezultate 

 

 

2.4.1 Analiza parametrilor bioclinici a cohortei de studiu  

 

Nivelurile serice ale (HOMA-IR), HbA1c, creatinină, colesterol total, lipoproteine de 

înaltă densitate (HDL), acid uric, ALT, AST, hemoglobină și anticorp anti decarboxilază acid 

glutamic (antiGAD) nu au fost semnificativ diferite.  

 

2.4.2 Analiza proteomică a exozomilor izolați din serul cohortei de studiu 

 

Analiza proteomică a evidențiat 78 de proteine cu abundență diferită în grupul GDM 

comparativ cu grupul CG,  asociate cu: sistemul complement, cascade de coagulare (CCC, 

codul căii HSA04610, 24 de proteine), căile 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 și DOID:10772, patru 

proteine).  

 

2.4.2.1 Abundența proteinelor implicate în sistemul complement  

 

În cazul exozomilor GDM, datele noastre reflectă o abundență spectrală modificată 

pentru douăzeci și patru de proteine corelând cu calea de semnalizare CCC (cascada de 

coagulare și cascada complementului) cu statistici de încredere ridicată (FDR valoarea p = 

1,44e−33).  



 

2.4.2.2 Abundența proteinelor implicate în cascada de coagulare 

 

Nouă proteine implicate în calea de semnalizare CCC s-au dovedit a fi semnificativ 

supra-reglate în toate probele GDM în comparație cu controalele. 

 

2.4.2.3 Abundența proteinelor implicate în  degranularea trombocitelor 

 

În exozomii proveniti de la grupul GDM, am detectat o abundență spectrală alterată 

pentru paisprezece proteine, care se corelează puternic cu calea de semnalizare a 

degranulării trombocitelor (PD, FDR valoarea p = 1,7e−14).  

 

2.4.2.4  Diabetul gestațional reglează proteinele implicate în sindromul post-trombotic și 

metabolismul colesterolului 

 

Analiza proteomică a evidențiat patru factori protrombotici modificați în fracțiile 

exozomilor serici din pacientele cu diabet în comparație cu probele de control. Proteinele 

implicate în metabolismul colesterolului au fost: APOC2 Apolipoprotein C-II; APOH Be-ta-2-

glicoproteina 1; APOB Apolipoproteină B-100; Apolipoproteina LPA (a) (Figura 56b). 

 

2.5 Discuții 

 

Analiza noastră proteomică a evidențiat 78 de proteine cu abundență diferită în 

grupul GDM comparativ cu grupul CG. Proteinele au fost asociate în principal cu cascadele 

complement și coagulare, activarea trombocitelor, factorii protrombotici și 

metabolizarea colesterolului. Am identificat în exozomii concentrați din grupul GDM, 

douăzeci și patru de proteine abundente diferențial care au fost corelate cu calea de 

semnalizare CCC cu încredere statistică ridicată. În studiul nostru, în exozomii concentrați 

din sarcină complicată cu GDM, am găsit niveluri scăzute de Complement C3 (C3), 

Complement C5 (C5), C4-B (C4B), lanțul beta al proteinei care leagă C4b (C4BPB) și C4b- 

lanțul alfa al proteinei de legare (C4BPA). 

 

 

 



2.6   Beneficiile utilizării kiturilor pentru izolarea exosomilor 

 

 

În cadrul studiului am utilizat o metodă inovatoare de izolare din sânge a exozomilor, 

care este rapidă și reproductibila și facilitează izolarea exsomilor  cu un randament ridicat și 

puritate ridicată. Kitul permite izolarea  exozomilor și a altor vezicule extracelulare printr-un 

protocol simplu, care nu necesită etape de ultracentrifugare.  

 

2.7 Concluzii parțiale 

 

Analiza noastră proteomică a evidențiat 78 de proteine cu abundență diferită în 

grupul GDM comparativ cu grupul cu CG. Proteinele au fost asociate în principal cu cascadele 

complement și coagulare, activarea trombocitelor, factorii protrombotici și 

metabolizarea colesterolului.  Am identificat douăzeci și patru de proteine abundente 

diferențial care au fost corelate cu calea de semnalizare CCC cu încredere statistică ridicată. 

Am realizat primul studiu asupra modificării căii de semnalizare a CCC în exozomii serici ai 

pacienților cu GDM.  

 

 

3. ANALIZA PROTEOMICĂ A EXOZOMILOR DIN DIABETUL 

GESTAȚIONAL RELEVĂ DEREGLĂRI ALE SISTEMELOR DE 

COAGULARE, COMPLEMENT ȘI METABOLISM LIPIDIC 

 

3.1 Introducere și obiective 

 

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

mecanismele ce stau la baza patogenezei acestei afecțiuni, având următoarele obiective: 

Analiza sistemului de coagulare, sistemului complement si a metabolismului lipidic în GDM. 

 

3.2 Materiale și metode 

 

După analiza proteomică cantitativă și calitativă a exosomilor serici izolați din sângele 

CG și al gravidelor cu GDM am realizat corelații între parametrii biochimici, antropometrici și 

proteinele exozomale. Analiza corelației Pearson a fost efectuată asupra parametrilor serici și 

proteinelor exozomale identificate prin spectrometrie de masă.  



3.3 Analiza statistică 

 

S-a realizat prin analiza bioinformatica.  

 

3.4 Rezultate 

 

3.4.1 Analiza sistemului de coagulare 

 

În grupul GDM, abundența spectrală a alfa-1-antitripsinei (SERPINA1) a fost 

corelată pozitiv cu glucoza serică 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 că C3 s-a corelat pozitiv cu IMC (r = 0,8, p < 0,05), HOMA-IR (r = 0,6, 

P < 0,04), AT III (r = 0,7, p < 0,05) si negativ cu MPV (r = −0,6, p < 0,02) si adiponectină (r = 

−0,4, p < 0,05).  C4BP a prezentat o corelație pozitivă cu F12 (r = 0,8, p < 0,05).  

 

3.4.3 Analiza metabolismului lipidic 

 

Apo-CII este corelat pozitiv cu adiponectina (r = 0,5, p = 0,05), glucoza serică la 

momentul 0 (GTT 0h), (r = 0,5, p = 0,04), apo B100 (r = 0,7, p = 0,01). Am identificat, de 

asemenea, corelații Pearson semnificative între apo-CII și alfa 1 antitripsină (r = 0,8, p = 0,002), 

alfa 2 antiplasmină (r = -0,6, p = 0,01), F12 (r = -0,8, p = 0,0009), C1q subunitatea A (r = 0,5, 

p = 0,04), C1s (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 

serică la momentul 0 (GTT 0h), (r = 0,7, p = 0,004).



Figura 57. 



3.5 Discuții 

 

Am analizat Complementul C3 din exozomii serici ai gravidelor cu GDM. Am obținut 

o corelație statistică negativă între Complementul C3 și MPV și, de asemenea, între 

Complementul C3 și adiponectină.  Mai mult, am observat o corelație puternică și pozitivă cu 

IMC, HOMA-IR și AT III. Studiul nostru este primul care dezvăluie dereglarea 

complementului C3 în exozomii serului matern cu GDM. Datele noastre arată că F12 este 

suprareglat și confirmă rezultatele anterioare [265]. Femeile cu GDM au niveluri exozomale 

serice mai mari de F12 în comparație cu femeile cu sarcini sănătoase. Analiza noastră 

proteomică a evidențiat patru factori protrombotici care au fost modificați de GDM în fracțiile 

exozomale serice: antitrombina-III, plasminogenul, haptoglobina și factorul von Willebrand. 

Am observat că nivelurile exosomale serice ale apoC-II sunt puternic și pozitiv corelate cu 

ApoB100, care mediază clearance-ul colesterolului, transportul LDL și, de asemenea, 

exocitoza proteinelor lizozomale și peroxizomale [297].  

 

3.6  Concluzii parțiale 

 

Studiul nostru se diferențiază de alte studii prin următoarele rezultate: 

 

• Acesta este primul studiu care analizează calea de semnalizare a CCC în exozomii 

serici în sarcinile GDM. Studiul nostru este primul care dezvăluie dereglarea 

complementului C3 în exozomii serului matern GDM. Am examinat în detaliu la pacienții 

cu GDM asocierea dintre nivelurile C3 din exozomii serici materni și obezitate și rezistența la 

insulină. Rezultatele noastre sunt susținute de datele publicate. Am realizat primul studiu 

caz-control de analiză a biomarkerilor din exozomii serici la femeile cu și fără GDM.  În 

studiul nostru am detectat că în exozomii serici concentrați de la subiecții GDM, C4BPA, C6 

și C8B sunt reglați în jos (rezultate similare raportului de mai sus), dar, în contrast, am constatat 

că C7 și C9 sunt supra-regulate. Am realizat primul studiu asupra nivelurilor exozomale 

serice care să raporteze alterarea nivelurilor F12 în GDM.  Studiul nostru este primul 

raport care analizează SERPINA1 în exozomii serici ai pacienților cu GDM. Rezultatele 

noastre demonstrează că alfa-1-antitripsina este suprareglată în GDM și este corelată pozitiv 

cu glucoza serică la momentul 0 (GTT Oh). În studiul nostru, nivelurile exosomale serice ale 

VWF au fost crescute în sarcinile GDM în comparație cu sarcinile normale. Rezultatele noastre 



indică o corelație negativă a MPV cu markerii CCC identificați în exozomii serici ai 

sarcinilor GDM (antitrombina III și complement C3). Este prima dată când aceste 

corelații au fost efectuate.  Studiul nostru este primul care analizează apoC-II în exozomii 

serici ai subiecților GDM. Am documentat că nivelurile exosomale serice ale apoC-II au fost 

mai mari în sarcinile GDM comparativ cu sarcinile normale și sunt corelate pozitiv cu 

adiponectina și glicemia a jeun. În paralel cu datele contradictorii din literatură privind 

asocierea statistică a diferiților parametri clinici și GDM, am identificat corelații interesante 

care pot ajuta studiile viitoare să clarifice fiziopatologia GDM.  



4. CONCLUZII 

  

Înțelegerea fiziopatologiei GDM este de mare importanță, având în vedere riscul ridicat 

atât pentru mamă, cât și pentru copil de a dezvolta diabet de tip 2 și boli cardiovasculare mai 

târziu în viață. Am realizat primul studiu care a identificat o asociere între nivelul plasmatic 

HDL și macrosomie în sarcinile complicate cu diabet gestațional. Totodata este prima 

investigație a relației dintre ALT în trimestrul trei, proinsulină și macrosomie si analiză a 

corelației dintre nivelurile de adiponectină și AST în GDM. Am izolat exozomii serici din 

sângele cohortei de studiu utilizand kituri moderne. Am comparat  performanțele diferitelor 

metode, inclusiv ultracentrifugarea (UC) iar metoda prezentă a furnizat cea mai mare rată de 

recuperare (~ 20 de ori mai mare decât UC) și raportul de puritate (3,5 ori mai mare decât UC) 

a EV într-o perioadă scurtă de timp (〈 20). min). S-au obținut corelații statistice între 

parametrii clinici și paraclinici și proteomul exozomal care îmbunătățesc înțelegerea 

patogenezei și evoluției diabetului zaharat gestațional. Analiza noastră proteomică a evidențiat 

78 de proteine asociate în principal cu cascadele complement și coagulare, activarea 

trombocitelor, factorii protrombotici și metabolizarea colesterolului. In studiul nostru am 

identificat în exozomii concentrați din grupul GDM, douăzeci și patru de proteine abundente 

diferențial care au fost corelate cu calea de semnalizare CCC cu încredere statistică ridicată. 

Am realizat primul studiu asupra modificarii căii de semnalizare a CCC în exozomii serici ai 

pacienților cu GDM si care dezvăluie dereglarea complementului C3 în exozomii serului 

matern cu GDM. Am realizat primul studiu caz-control de analiză a biomarkerilor din exozomii 

serici la femeile cu și fără GDM. Studiul nostru este primul raport care analizează SERPINA1 

si  apoC-II în exozomii serici ai subiecților GDM.  

In acest studiu s-au identificat corelații interesante care pot ajuta studiile viitoare să 

clarifice fiziopatologia GDM.  

Principala limitare a studiului este numărul relativ mic de replici biologice pentru cele 

două condiții, care ar fi putut afecta robustețea rezultatelor. Cu toate acestea, concluziile 

studiului se bazează pe tendințele biologice susținute de o supra-reglare, respectiv sub-reglare 

consecventă a mai multor proteine implicate în aceleași procese și sunt în conformitate cu 

datele publicate anterior în literatura de specialitate. Validarea pe cohorte mai mari de pacienți 

este necesară pentru a crește puterea statistică a rezultatelor noastre. 
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