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I. INTRODUCERE. Glicoproteine in etiopatogeneza bolii vasculare asociata diabetului
zaharat
A) Profilul biochimic si context fiziopatologic
Glicoproteinele sunt formate din proteine la care oligozaharidele sunt unite covalent in
anumite puncte ale lantului de aminoacizi (Hughes, 2012). in subcapitolul urmitor, vor fi
prezentate principalele glicoproteine implicate in functionarea sistemului vascular. Cu rol de
lectine transmembranare, dependente de Ca®*, selectinele mediazi rostogolirea leucocitelor pe
suprafetele vasculare. Acest proces reprezintd faza initiala de adeziune, esentiala in inflamatie si in
cadrul supravegherii imunitare. In timpul acesteia, leucocitele exprima L-selectina, in timp ce
trombocitele activate prezintd P-selectina. Celulele endoteliale activate, la randul lor, exprima E-
selectina si P-selectina. Studiile in vitro indica faptul ca semnalizarea selectinelor permite celulelor
mieloide sd reactioneze la concentratii scdzute de chemokine si alti agonisti. Aceastd cascada de
semnalizare declanseaza reactii celulare precum degranularea, productia de superoxid, sinteza de
chemokine si degajarea de microparticule cu rol procoagulant si proinflamator. In vivo, adeziunea
si semnalizarea mediatd de selectine sunt asociate cu patologii cardiovasculare precum
ateroscleroza sau tromboza arteriald si venoasd profunda (McEver, 2015). Migratia leucocitelor din
spatiul vascular este esentiala atat pentru recircularea fiziologica a limfocitelor in anumite tesuturi,
cat si pentru declansarea raspunsului imun in zonele inflamatorii. Recrutarea leucocitelor,
deplasarea lor catre ariile inflamate si localizarea in spatiul extravascular sunt procese determinate
de stimularea celulard si de expresia locald a moleculelor de adeziune. Dintre acestea ICAM-1
(molecula de adeziune intercelulara-1) si VCAM-1 (molecula de adeziune a celulelor vasculare-1),
ambele membre ale superfamiliei imunoglobulinelor CAM (molecule de adeziune celulard), joaca
un rol vital in medierea adeziunii puternice a leucocitelor la celulele endoteliale, atat in afectiuni
acute, cat si cronice. ICAM-1 si VCAM-1 au o importantd considerabild in mentinerea
homeostaziei, insd contribuie, de asemenea, la procesul inflamator si faciliteazd migratia
leucocitelor in timpul inflamatiei (Fig. 1). Implicarea acestor molecule se extinde si la diverse
conditii patologice, incluzand cancerul, ateroscleroza, fibrilatia atriala, infarctul miocardic, astmul,
obezitatea si bolile renale (Singh & colab., 2023) (Fig. 2).
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Fig. 1. Cascada de adeziune leucocitara: implicarea selectinelor si integrinelor in extravazare
(preluat din Tong & Zou, 2019).

Adeziunea plachetard la locul leziunii vasculare reprezintd o etapd initiala esentiala in
procesul de hemostaza. In acest sens, glicoproteina plachetaria (GP) Ib-IX-V are un rol crucial,
facilitand interactiunea cu Factorul von Willebrand (vWF) imobilizat. Pe langa functia sa de
adeziune, GPIb-IX-V este indispensabila pentru supravietuirea plachetelor in circulatie si
contribuie semnificativ la reglarea eliminarii acestora. Disfunctia elimindrii plachetare este
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implicatd in aparitia mai multor afectiuni hemoragice. GPIb-IX-V este fundamentald pentru
numeroase mecanisme fiziologice de indepartare plachetard, inclusiv cel mediat de receptori
glicanici, eliminarea complexelor vVWF-plachete si indepartarea rapida a plachetelor transfuzate. De
asemenea, eliminarea dependenta de GPIb-IX-V subliniaza trombocitopenia observata in tulburari
hemoragice precum boala von Willebrand si trombocitopenia imuna (Quach, 2022). Proteina
allbPB3 de pe membrana plachetara, denumita si glicoproteina IIb/Illa (GPIIb/IIla), face parte din
familia omniprezentd a integrinelor, fiind un heterodimer transmembranar absolut indispensabil
pentru agregarea plachetara. Acest complex, allbB3, mediaza agregarea plachetara atunci cand
fibrinogenul sau VWF se leaga de forma sa activa, formand legdturi incrucisate intre plachetele
stimulate adiacente si generdnd agregate stabile. Asamblarea heterodimerilor allbB3 are loc in
reticulul endoplasmic, din monomerii allb si 3. Mutatiile care afecteaza sinteza oricareia dintre
aceste subunitdti duc la o expresie redusa a allbB3, cauzdnd astfel trombastenia Glanzmann, o
tulburare de sangerare autozomala. Pe de alta parte, agregarea plachetard mediatd de allbp3 sta la
baza formarii trombilor arteriali care provoaca infarctul miocardic si accidentul vascular cerebral
(Bennet, 2017). Trombomodulina reprezintd o componenta esentiala a unui sistem multimolecular,
prezenta predominant la nivelul endoteliului vascular. Aceasta integreaza cai biochimice si procese
biologice de importantd majord, precum cele aferente coagularii, imunitétii innascute, inflamatiei si
proliferarii celulare. Ansamblul acestor procese are rolul de a proteja organismul impotriva
leziunilor si de a facilita vindecarea (Loghmani & Conway, 2018).
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Fig. 2. Factorii care leagd diabetul zaharat de disfunctia endoteliala.

Calea poliolilor reprezintd o cale metabolica secundara prin care glucoza este procesatd in
celule, devenind semnificativa in conditii de hiperglicemie, cand enzima hexokinaza este saturata.
In acest proces, glucoza este convertitd in sorbitol de citre aldoz-reductaza, consumand o molecula
de NADPH. Ulterior, sorbitolul este transformat in fructoza de cétre sorbitol-dehidrogenaza,
generand NADH din NAD. Un aspect crucial al activitdtii caii poliolilor este impactul sau asupra
echilibrului redox. Consumul excesiv de NADPH de catre aldoz-reductaza, in conditii
hiperglicemice, reduce disponibilitatea acestei coenzime esentiale pentru reducerea glutationului.
Deficienta de glutation declanseaza stresul oxidativ, contribuind la deteriorarea celulard. De
asemenea, calea poliolilor este o sursd importantd de NADH, iar productia sa excesiva perturba
echilibrul redox dintre NADH si NAD", favorizand generarea de SRO in lantul transportor de
electroni mitocondrial. Desi este considerata o cale minora de metabolizare a glucozei in conditii
normale, cu o afinitate redusa a aldoz-reductazei pentru glucoza, in hiperglicemie, calea poliolilor
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devine activa, deviind glucoza de la calea normala a glicolizei. Aceastd activare contribuie la
productia de SRO si la dezvoltarea stresului oxidativ prin alterarea metabolismului glutationului si
prin dezechilibrul redox al NAD/NADH. Prezenta aldoz-reductazei predominant in tesuturi precum
retina, nervii, vasele si glomerulele subliniazd rolul esential al cdii poliolilor in progresia
complicatiilor microvasculare diabetice, inclusiv retinopatia, neuropatia si nefropatia. Astfel, calea
poliolilor este un contributor major la deteriorarea celulara in diabet, in special prin generarea de
stres oxidativ (Garg & Gupta, 2022) (Fig.3).
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Fig. 3. Mecanismul de inducere a stresului oxidativ in diabet, mediat de calea poliolilor.

B) Rolul mitocondriei in modularea profilului biochimic. Efectele unor amplificatori
mitocondriali precum acetilcarnitina.

L-carnitina si derivatul sau, L-acetilcarnitina, utilizate ca si suplimente alimentare, sunt
esentiale in transportul gruparilor acil si acetil catre mitocondrii. Calea glicolitica este activata, iar
activitatea complexului piruvat dehidrogenazei este stimulatd de aceste substante. Mai mult, ele
faciliteazd absorbtia acizilor grasi cu lant lung in mitocondrii, optimizand astfel B-oxidarea si
corectand deficientele fosforilarii oxidative observate In diabetul zaharat. Prin aceste mecanisme,
se poate imbundtdti utilizarea si stocarea glucozei, contracarand tranzitia de la utilizarea
carbohidratilor la cea a lipidelor, specifica rezistentei la insulina. Studiile anterioare au indicat ca
administrarea intravenoasa de L-carnitind poate ameliora sensibilitatea la insulind la pacientii cu
diabet. Insa, un studiu pilot a demonstrat ci acetilcarnitina administrati oral nu doar ci a
imbunatdtit sensibilitatea la insulina, dar a si redus semnificativ TAS (tensiunea arteriala sistolica)
la subiecti non-diabetici cu risc cardiovascular crescut, farda a afecta TAD (tensiunea arteriald
diastolicd). Corelatia puternicd dintre TAS si rezistenta la insulind sugereaza ca aceastd reducere a
tensiunii arteriale poate fi atribuita, cel putin partial, ameliorarii sensibilitatii la insulind. Dovezile
obtinute din studii pe animale cu hipertensiune arteriald sugereazd ca o activitate crescutd a
carnitinei ar putea fi legatd de o disponibilitate sporitd a NO si de o reducere a stresului oxidativ
sistemic, alaturi de o reglare descendenta a componentelor RAAS. Aceste descoperiri suplimentare
indica un efect direct al carnitinei asupra tonusului vascular si un rol potential in reglarea tensiunii
arteriale. In ceea ce priveste profilul lipidic, desi studii pilot mici cu L-carnitini orala la pacientii
cu diabet au generat rezultate inconsistente in privinta trigliceridelor si lipoproteinelor, o meta-
analiza recenta a concluzionat cd L-carnitina orald nu a avut un impact semnificativ asupra acestor
componente lipidice, dar a produs o reducere notabild a colesterolului total si a LDL-colesterolului.
Astfel, dovezile sugereaza ca acetilcarnitina administrata oral ar putea oferi avantaje distincte,
reducand tensiunea arteriald si avand efecte benefice asupra profilului lipidic la pacientii cu diabet
zaharat, depasind potential beneficiile L-carnitinei simple prin actiunea sa mai ampld si impactul
direct asupra parametrilor cardiovasculari (Parvanova & colab., 2018). Suplimentarea dietei cu
acetilcarnitind ofera multiple beneficii neurologice, avand efecte neuroprotectoare, neurotrofice,
antidepresive si analgezice in cazul neuropatiilor dureroase (Traina, 2016). Astfel, prezintd un
avantaj in ameliorarea simptomelor neuropatiei diabetice. Acizii grasi liberi sunt activati In
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citoplasmad pentru a forma acil-CoA, care apoi intrd Tn mitocondrii prin sistemul navetd al
carnitinei, facilitat de enzimele CPT1 si CPT2 (carnitin palmitoil transferaza 1 si 2). Odata ajuns in
matricea mitocondriald, acil-CoA este supus unui ciclu de patru etape sub actiunea sistemului de
oxidare al acizilor grasi: deshidratare, hidratare, o noud deshidratare si sulfatie. Acest proces
repetitiv. descompune acil-CoA intr-o moleculd de acetil-CoA si o moleculd de acil-CoA mai
scurtd. Acil-CoA-ul scurtat reia ciclul pana la formarea completd de acetil-CoA sau se poate
combina cu carnitina liberd pentru a forma acilcarnitind. Acetil-CoA-ul rezultat are mai multe
destinatii importante Tn organism: poate fi transformat in acetilcarnitind prin intermediul enzimei
CRAT (carnitin acetiltransferaza), poate intra in ciclul acizilor tricarboxilici (TCA) pentru a genera
energie sub forma de ATP, poate servi ca material de baza pentru sinteza colesterolului sau poate fi
convertit in corpi cetonici (Zhao & colab., 2021) (Fig. 4).
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Fig. 4. Metabolismul acetilcarnitinei. CPT1, CPT2- carnitin palmitoil transferaza 1, 2; CRAT-
carnitin acetiltransferaza; FA- acizi grasi; IR- rezistenta la insulind; MIM- membrana
mitocondriala internd; MOM- membrana mitocondriala externa; PDH- piruvat dehidrogenaza;
TCA- acizi tricarboxilici (preluat din Zhao & colab., 2021).

II. PROTOCOLUL DE IZOLARE A MITOCONDRIILOR iN VEDEREA ANALIZARII
PROFILUL BIOCHIMIC SI GENOMIC MITOCONDRIAL. EXPERIMENT IN VIVO.
1.1. Design experimental

Experimentul s-a desfasurat in Biobaza USAMV Cluj-Napoca, in conditii zooigienice
standard, cu alternantd lumina/intuneric 12h/12h, temperaturd constantd de 22 °C. Animalele
utilizate au fost sobolani albi din rasa Wistar, masculi, cu greutatea relativa medie de 280 +/- 20 g.
Animalele au fost impartite in 4 loturi: Control, Diabet tip 1, Acetilcarnitind, Diabet tip 1 +
Acetilcarnitind. Acetilcarnitina s-a administrat pe cale orald in dozd de 50 mg/kg greutate
corporala, timp de 6 saptamani atat la animalele cu diabet tip 1 cat si la cele care au primit doar
acetilcarnitina. Diabetul de tip 1 a fost indus cu streptozotocina si nicotinamida in doza unica de 25
mg/kg respectiv 200 mg/kg greutate corporala administrate intraperitoneal. La 7 zile dupa doza de
streptozotocind, glicemiile au depasit valoarea de 400 mg/dL, astfel s-a constatat diabetul indus.
Din acest moment timp de 6 sd@pamani s-a administrat acetilcarnitina, zilnic. Glicemiile si evolutia
ponderald s-au masurat saptamanal. La finalul celor 6 sdptimani de tratament, animalele care au
pastrat hiperglicemia din lotul Diabet tip 1 au fost selectate, iar impreuna cele din restul grupurilor
experimentale, au fost supuse procesului de recoltare a probelor biologice. Astfel, sub anestezie cu
isofluran, s-a recoltat sangele integral in vederea obtinerii plasmei, mononuclearelor periferice,
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respectiv hemoglobinei. S-au recoltat apoi aorta abdominald, cortexul cerebral si zona striata, din
care s-au realizat lizate tisulare respectiv examenele histopatologice. Ficatul a fost utilizat pentru
izolarea mitocondriilor.
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Fig. 5. Designul experimental al studiului in vivo.
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Fig. 6. Protocolul cu tampon manitol-albumind aplicat In vederea izolarii mitocondriilor hepatice
ca prototip de izolare si analiza in vederea optimizarii procedurii pentru trialul clinic. Inedit: nu am
aplicat traditionalul gradient de sucrozd, avand in vedere cd tocmai interactiunea cu glucidele urma
sd o exploram.

[zolarea Mt este un proces deosebit de sensibil termic astfel ca totul trebuie lucrat pe gheatd
iar izolatul Mt obtinut trebuie dozat in termeni de mg proteine/mL izolat Mt. Avand in vedere ca
probele de la pacient uman cu diabet zaharat vor fi restranse ca volum si limitate ca numar, am
decis sd optimizam Intreg protocolul experimental, folosind hepatocitele de la experimentul in
vivo. Astfel, dupd cum se observd in Fig. 6, hepatocitele au fost supuse centrifugdrii si
ultracentrifugdrii in gradient de Ficoll.



III. ANALIZA PROFILULUI BIOCHIMIC MITOCONDRIAL FOLOSIND IZOLATUL
MITOCONDRIAL PUR

[zolatul Mt a fost apoi suspus analizei calitative si cantitative. Din punct de vedere calitativ,
s-a dozat activitatea citocrom-oxidazei (CyOx) care e indicatorul fidel al leziunii Mt. Daca
activitatea acesteia este crescutd comparativ cu mitocondria lizata, acest fapt sugereaza integritate
joasd a Mt. Dupa cum aratam in Fig. 7, activitatea CyOx a fost foarte scazuta, astfel am avut un
prim indicator al calitatii foarte bune a izolatului mitocondrial.

Mitocondrii lizate

EEay

Fig. 7. Dozarea spectrofotometrica a activitatii
citocrom-oxidazei (CyOx) 1in trei fractii

Fractie generala celulare: fractia generald, si 2 fractii
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: ‘ . prism activitdtii CyOx, integritatea Mt s-a

o & & & pastrat folosind protocolul inedit, cu manitol-

CiCx eoalaling wasising albumina serica bovina (BSA).

Analiza calitativd a izolatului mitocondrial a continuat cu examinarea in SDS-PAGE a acestuia,
comparativ cu citocromul C. Datele expuse mai jos in Fig. 8, demonstreaza puritatea izolatului si
de asemenea, aductii de glicare pe care doream sa 1i evidentiem.

Contextul n care am izolat Mt are la baza ipoteza expusa in rapoartele precedente, conform
careia, dorim sa investigdm vulnerabilitatea la glicare a mitocondriilor in prediabet, drept cauza
mai apoi a instaldrii diabetului, mai ales al celui de tip 2. Astfel, Mt izolate au fost incubate
experimental cu diferite monoglucide, in concentratii celulare specifice prediabetului (cca. 20
mM). Probele au fost apoi impreuna analizate SDS-PAGE alaturi de control. Fig. 8 demonstreaza
faptul ca Mt se glicheaza iar determind cresterea masei moleculare a complexului proteic
mitocondrial.

1 2 3 & 5§ 1

Fig. 8 Analiza SDS-PAGE a
~ mitocondriilor supuse testelor de glicare
in vitro cu monozaharide respectiv
aldehida formica, gold-standardul
carbonilic in reactiile de glicare glucid-
proteind. Ordinea probelor incarcate:
marker de greutate moleculara (-), BSA
(1), citocrom C (2), mitocondrii control
(3), mitocondrii + glucoza (4),
mitocondrii + galactoza (5), mitocondrii
+ ribozd (6), mitocondrii + aldehida
formica (7).

aducti de glicare

Aceste reactii biochimice partial reversibile (Fig. 9) conduc la rolul des mentionat al Mt in
etiopatologia diabetului zaharat.
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Fig. 9 Sumarizarea proceselor de glicare/deglicare la nivel celular pe baza datelor noastre
experimentale in concordanta cui literatura de specialitate. In conditii fiziologice, deglicarea prin
actiunea fructoazamin-3-kinazi (FN3K) respectiv fosfataza magneziu-dependentd 1 (MDP-1)
determind normalizarea proteinelor dupd contactul cu monoglucide. Dacd insa contactul cu
concentratii mari de monoglucide este prelungit, enzimele contraglicdrii nu reusesc sd mentind
proteinele neglicate iar procesul ramane definitiv.

Citocromul ¢ (Cyt ¢) are un rol dublu in celulele B pancreatice: la nivel fiziologic contribuie
la lantul respirator mitocondrial si la reciclarea speciilor reactive de oxigen, iar in conditii de stres
mitocondrial este un declansator central al cdii intrinseci de apoptoza. Eliberarea citocromului ¢ din
spatiul intermembranar mitocondrial in citoplasma activeaza caspaza-9 si cascada caspazelor, ceea
ce conduce la moartea programata a celulelor f — mecanism demonstrat in modele experimentale
de stres glucotoxic si citokinic (Pasdois si colab., 2011). In diabetul de tip 2, stresul oxidativ cronic
si disfunctia mitocondriald determind pierderea integritatii membranei mitocondriale si facilitarea
translocatiei Bax/VDAC, cu eliberare ulterioara din nou a citocromului ¢ si apoptoza celulelor £,
contribuind astfel la scaderea masei celulare si declinul functiei secretorii. Studii recente raporteaza
corelatii intre modificari ale componentelor complexei respiratorii si fenomene pro-apoptotice
mediate de citocrom ¢ in izolele pancreatice (Shao si colab., 2024). in diabetul de tip 1,
mecanismele autoimune (citokine, NO, stres oxidativ) promoveaza semnalizarea intrinsecd a
apoptozei in B-cell, iar eliberarea citocromului ¢ este unul din pasii biochimici comuni care leagd
stresul intra-celular de activarea caspazelor. Totusi, exista si date care aratd ca in anumite modele
experimentale (ex. STZ) calea mediatd de citocrom c¢ poate fi partial redundanta, sugerand
heterogenitate mecanistica intre modelele de boald (Tomita, 2017). Astfel, citocromul ¢ este un nod
mitocondrial cheie care leaga disfunctia oxidativa de pierderea celulelor  in ambele forme de
diabet; n acelasi timp, importanta sa relativa poate varia in functie de mecanismul initial (autoimun
vs. metabolic) si modelul experimental utilizat dupd cum descrie Skuratovskaia si colab. (2020).

Pe baza acestor cdate din literatura, am mers si noi mai departe in explorarea glicarilor
mitocondriale. Am recurs la izolarea CytC in studiu, astfel, am incubat CytC cu aceleati
concentratii i aceleasi monoglucide cu care am incubat mitocondriile. Reactia a avut la loc la
37°C, timp de 5 zile. Dupi acest interval, CytC a fost supus intai analizei electroforetice SDS-
PAGE (Fig. 10) si analizei UV-vis (Fig. 11).



Fig. 10 Analiza citocromului c¢
supus testelor de glicare in vitro cu
monozaharide. Ordinea probelor
incarcate: citocrom c (1-2), citocrom
¢ + glucoza (3), citocrom c¢ +
galactoza (4), citocrom ¢ + riboza
(5), citocrom c + fructoza (6).

aducti de glicare
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Datele noastre experimentale demonstreaza ca nu numai complexul proteic mitocondrial,
dar si simplul CytC, se glicheaza, fapt evidentiat atdt de cresterea semnalului pe sportul
electroforetic (Fig. 10) cat si prin modificare semnalului UV-vis (Fig. 11) prin cresterea semnalului
formei met- a CytC in functie de glucidul la care a fost expus. Se remarcd op deosebitd
vulnerabilitate a CytC in fata fructozei si ribozei, ambele venind de pe cai metabolice active in
prediabet (vezi calea poliolilor, Fig. 3 + Raportul de etapa III respectiv Fig. 9 din prezentul
Raport IV). O reprezentare schematicd a acestei interactiuni biochimice demonstrate, este redatd
in Fig. 12.

Fig. 12. Reprezentarea schematica a
interactiunii dintre Cytc si monozaharide.
Figura realizatd cu ajutorul platformei

o/ o o BioRender (www.biorender.com).
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Iv. PROCEDURA IMPLEMENTATA PENTRU IZOLAREA ADNMT SI
SECVENTAREA ACESTUIA

1. Pregatirea probei si izolarea fractiei mitocondriale

Pornind de la Mt izolate, se pastreaza materialul pe gheatd pentru a preveni degradarea. Obiectele
de lucru (tuburi, rotor centrifugd, homogenizator) se racesc preventiv. Se utilizeazd un tampon
izotonic de liza celularda manitol-BSA, inedit dar in acord cu literatura, pentru a fragiliza resturile
membranele plasmatice fara a distruge mitocondriile. Pelletul mitocondrial — acesta reprezinta
fractia imbogatita Tn mitocondrii.

2. Liza mitocondriala si extractia mtDNA

Dupa obtinerea pelletului mitocondrial, se efectueaza liza prin adaugarea unui tampon de liza ce
contine SDS si proteinaza K, pentru a distruge membranele mitocondriale si proteinele asociate.
Aceasta va elibera ADNmt. Metode clasice descriu folosirea DNase-lor pentru a digestia
eventualului ADN nuclear rezidual, cand extractia mitocondriilor nu este perfecta dar noi vom
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utiliza un kit performant de la Quiagen care realizeaza extractia ADNmt prin purificare cu perle
magnetice.

3. Purificare finala si verificare a calitatii

Dupa extractie, se precipita ADN-ul (cu izopropanol), se spala pelletul si se resuspenda in tampon
adecvat Tris-etanolamina, apoi se elueaza ADNmt conform protocolului. Se verifica puritatea si
integritatea mtDNA: prin PCR cu primeri specifici pentru gene mitocondriale si electroforeza pe
gel de agaroza. Pentru secventiere, se recurge la amplificare selectiva prin long-range PCR in acord
cu protocolul de lucru al Laboratorului partener, Universitatea din Cambridge, Marea Britanie.

V. ACCESUL iN BAZA DE DATE MITOMAP SI INCARCAREA REZULTATELOR

Accesarea si incarcarea datelor in baza de date MITOMAP reprezintd un proces care
combind elemente de bioinformatica, management al datelor genetice si interpretare functionald a
variantelor din genomul mitocondrial. MITOMAP este o resursd dedicata adunarii, organizarii si
validarii variantelor ADN mitocondrial uman, oferind informatii despre localizarea mutatiilor,
frecventa lor populationald, asocierile clinice si posibilele implicatii functionale. La intrarea in
platformd, se remarcd mai multe sectiuni principale: tabele de mutatii punctiforme, mutatii in
secventele de ARN si proteine, informatii despre deletii si insertii, date haplogenetice, precum si
pagini dedicate bolilor mitocondriale documentate. Pentru a accesa in mod eficient aceste resurse,
este esentiald cunoasterea structurii genomului mitocondrial (izolat si secventiat anterior) si a
sistemului de numere de pozitionare utilizat in MITOMARP, care se bazeaza pe secventa de referinta
rCRS (revised Cambridge Reference Sequence). Inainte de a incirca sau compara propriile date cu
baza MITOMAP, trebuie sa pregatim fisierele corespunzitoare.

Datele pentru variant calling trebuie sa fie extrase din secventierea ADN-ului mitocondrial,
fie prin NGS (Next Generation Sequencing) fie prin metode traditionale precum Sanger. Noi vom
aplica Sanger. Formatul cel mai utilizat pentru incdrcarea informatiilor in instrumentele de analiza
asociate MITOMAP este fisierul VCF (Variant Call Format), care contine pozitiile mutatiilor, tipul
substitutiilor si eventualele adnotari preliminare. insi MITOMAP nu este o bazi de date in care se
incarca direct fisiere in scopul publicarii, ci mai degraba una in care datele pot fi incércate intr-un
instrument adiacent, numit Mitomaster, care ofera o analizd comparativa si ulterior genereaza un
raport compatibil cu structurile MITOMAP. Procedura de incdrcare presupune, asadar, mai intai
accesarea platformei Mitomaster, disponibild din meniul principal. Aceasta permite introducerea
datelor fie prin upload direct al fisierului VCF, fie prin copierea secventei brute in fereastra de text,
daca se utilizeaza o secventi completi in format FASTA. In cazul incircarii unui fisier VCF,
trebuie sa ne asigurdm ca pozitiile variantelor sunt raportate la rCRS, deoarece orice neconcordanta
va rezulta in erori de aliniere sau in generarea unui raport incorect. Dupa selectarea fisierului,
sistemul ofera posibilitatea stabilirii unor parametri suplimentari, cum ar fi tipul esantionului,
prezenta heteroplaziei sau setarea nivelului minim de acoperire.

Mitomaster proceseazd datele imediat, iar procedura de analizd implica alinierea secventei
introduse la rCRS, identificarea variantelor, determinarea haplogrupului si compararea fiecdrei
variante cu informatiile existente in MITOMAP. Raportul generat cuprinde detalii despre pozitia
mutatiei, natura substitutiei, efectul asupra codonului sau ARN-ului, frecventele populationale
cunoscute, articolele asociate si eventualele implicatii clinice documentate. Astfel, din perspectiva
incarcarii datelor, MITOMAP functioneaza ca un sistem de verificare si contextualizare a datelor,
nu ca un depozit in care fiecare poate contribui direct. In schimb, datele provenite din publicatii
stiintifice ajung iIn MITOMAP care integreaza articole publicate, rezultate validate si date
reproduse experimental. Dupa obtinerea raportului

Accesul la tabelele de mutatii permite verificarea unor aspecte esentiale cum ar fi numarul
studiilor in care apare varianta, tipul populatiilor in care a fost raportata, gradul de conservare
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evolutiva, eventualele date despre patogenitate si corelatia cu fenotipuri clinice precum neuropatii,
miopatii, encefalopatii sau sindroame multisistemice.

MITOMAP distinge variantele genice ,,potential patogene”, ,,patogene confirmate” si
,benigne”, pe baza unor criterii ce includ replicarea independentd, date biochimice si modele
animale precum cele utilizate de noi. In situatiile in care utilizatorul doreste si compare datele cu
haplogrupuri, MITOMAP oferd acces la pagina Phylotree, care contine arbori haplogenetici
actualizati ai ADN-ului mitocondrial. Aceastd resursd permite evaluarea coerentei Intre
haplogrupul atribuit automat de Mitomaster si asteptarile filogenetice. Daca existd discrepante, se
pot examina manual mutatiile definitorii ale haplogrupului, verificind dacd secventa testata
corespunde structurii filogenetice cunoscute. In practici, acest proces este important deoarece unele
variante genice pot fi interpretate diferit in functie de contextul haplogrupului.

Procedura completa de lucru devine astfel ciclica: accesare MITOMAP, incarcare date in
Mitomaster, generare raport, re-analizd in MITOMAP si integrarea concluziilor in interpretarea
finald. Atunci cand datele sunt destinate unei publicatii, se recomanda compararea lor cu ultimele
versiuni MITOMAP, deoarece actualizarile sunt frecvente si pot schimba statutul unei variante
genice sau se pot adauga informatii esentiale despre patogenitate.

In final, procedura de accesare si incarcare a datelor in MITOMAP (Fig. 13) este un proces
integrat, care imbind competente digitale si capacitatea de interpretare a variantelor genice.
Platforma nu doar faciliteaza analiza comparativa, ci ofera un cadru de validare stiintifica necesar
pentru orice studiu asupra ADN-ului mitocondrial uman.

( } FOxs

MITOMAP

A human mitochondrial genome database

Fig. 13 Interfata platformei MITOMAP, cu regim gratuit pentru contributori.

VL. PROCEDURA SI COMPONENTE ETICE PRIVIND TRIALUL CLINIC AFERENT
PROIECTULUI

Pe baza tuturor datelor expuse, avem fluxul metodologic si stiintific optimizat, astfel, am
recurs la implementarea ultimei etape din proiect, studiul clinic folosind celule si plasma de la
pacient cu diabet tip 2, in acord de colaborare si sub acord etic si de confidentialitate cu Spitalul
Clinic Judetean de Urgenta Cluj, Clinica de Diabet, Nutritie si Boli Metabolice. Mai jos sunt redate
actele aferente studiului clinic.
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FORMULAR DE CONSIMTAMANT INFORMAT $I DECIZIA DE A PARTICIPA IN STUDIU
CLINIC
Titlul stadinlui: Profilul geronic mitocondrial al lmfosiul B CDI0 la pasiewtul cu diabet de tip 2 cu
rise angiopatic 5i metabalizmul celular al sorbitolului — inovare computarionald. validare rudtisursd 5i
giisive de noi firgs in prediagrostic
Cod/'studiz: CONDRIOM AQSR-TEAMS-IT EDITLA 2024-2023
Cercetator principal: Sef luer. Dr. Vlad-Alexandru TOMA: Coordonator studiu clinic: Dr. Prof. Dr.
Cornelia Bala
Instituna: Institutul de Cercetiri Biologice respectiv Spitalul Clinic Judatean de Urgentd Cluj-Napoca,
Clinica de Diabet, Nutritie 5i Boli Metabolice
Data:
Eu, subzemnatul{a), (CNP / data nagterii:

J, domiciliat(3) in s

declar pe propria rizpundere:

L Informare generali

Am fost mformat(3) in mod clar 51 detaliat despre natura, scopul 51 durata stednaln clmie, pracum s1 despre
procedurile care vor ff efectuate. Wi s-au explicat in termeni pe injelesul meu toate aspectele relavants
peniru participare.

2. Proceduri, beneficii zi rizeuri

- Am inteles procedunile mplicate in studn, vizitele, testele, myvestizatiile, tratamentele san mterventule,
dupd caz.

- I s-au prazentzt posibilzla beneficil, precum si riscurile 5 disconforturile posibila.

- A shut ce altamatrvd(s) exstz inainte de 2 accepta =3 particip.

3. Voluntaritate 5i drept de a refura zau retrage conzsimfamantul

- Participaraa mea in acest shodm este vohuntard,

- Am dreptul 53 refuz participarea sau 53 ma refrag in orice moment, fars a oferi vreim metiv.

- Diecizia de 2 rm participa sau de a ma retrage nu va afacta In meiim ol dreptul meu la ingnjire medicals,
trataments zau alte serviecll pe cars le primeae in mod normal.

4. Confidengialitatea datelor

- Toate mformatile male personale i datele colactate in cadml stedinln vor fi pastrate confidenfial, in
conformitate cu legizlatia in vigoare privind protectiz datelor.

- Orice publicara sau prezentars a rezultatelor studiulul se va face fird mformatn care 53 md idantifice
diract.

&, Drepturi ale participantilor

- Am dreptul 53 pum infrebéri 51 53 primese raspunsuri clare nainte de semmarea aeastol formular,

- Am dreptul la tonyp suficient penfru a reflecta asupra participan.

- Vou 8 informat(3) despre orice modificin mmportante ale protocolubul care ar putea afecta decizia mea.

Declaratia Participantalui
Prin prezenta, declar:
- ¢ am citit gi ara inteles informatile de mail sus;
- ¢d toate intrabdrile mala an fost lirmrite g am privt explicati satisficstoars;
- ¢d particip voluntar in acest studiu;
- cd ingaleg dreptul meu de a mi ratrage in ence moment, firi nicin fel de panalizare;
- ¢d toate datale mele vor fi tratate confidenmal.
Data:  /_ /
Numele 51 prenumele participantului:
Semnatura participantoloi:

Declaratia Cercetitorului
En, subsermat(z) Dir. Viad-Alexandru TOMA | cercetitor responsabil in acest studin, declar
- cd t-am explicat participantubul toate aspectele relevants astfal inedt &3 13 o decizie libari g1 mformati;
- ¢d 1-am oferit toate nformatile centte g1 am rispuns |a toate Intrebirila;
- ¢d participantul 2 semnat acest formanlar in prezenta mea, prin propria sa vomd
Data:
Numele i prenumele cercetatornhoi: Dr. Vlad-Alexandru Toma
Semndtura cercetitorului:

Fig. 14. Formular privind consimtamantul pacientului pentru prelevarea
probelor.



PROTOCOL DE STUDIU PT MATERIALELE PRELEVATE

Probele care se vor utiliza in vederea deruldnii studiulud clinie implicd singe recoltat pe anticaogulant destinat
hemogramei care insd va putea vil utilizat de noi pentru izolarea celulelor mononucleare periferice, denumite In
continuare PEMC. Procedura 1 implicd in mod obligatoriu recoltare speciala pentru studiv, dect la recomandarea
coordonatorului de studiu elinic, Prof Dr. Cornelia Bala si responsabil studiu clinic Dr. Vad-Alexandr Toma, din
cadrul Spitalului Judetean de Urgentd Cluj-Napoca, Clinica de Diabet, Nutritie 5i Boli Matabolice.

Sangele prelevat in tub cu dop mov sau verde (EDTA2K sau heparind) va fi preluat apoi, dupa efectuarea
hemogramei de ctre Sef lucr. Dr. Vlad-Alexandra TOMA, Cercetatorul principal al studiului sau de citre Dr.
Mihai Lupu, cercetitor stiinsific si medic cardiolog in cadrul proiectului AOSR-TEAMS-2024-2015, proiect
finantat de citre Academia Oamenilor de Stiintd din Romania, sectia STIINTE MEDICALE. Probele astfel preluate
vor fi prelucrate in Institutul de Cercetari Biologice Cluj-Napoca, Str. Republicii nr. 48, dupd cum sunt descrise etapele
de lucru mai jos (punctele 1-7), protocol standard.

Izolarea PEMC-urilor din sange integral:

Procedura Histopaque: Aceastd procedurd trebuie efectuatd in hota de culturd celulard pentru a mentine sterilitatea.

1. Intr-un tub de centrifugare conic de 13 mi ad2ugari 6,0 mt HISTOPAQUE®-1077 si aduceri 1a temperatura camerei.
2. Stratificati cu grijd 6,0 ml de singe integral pe HISTOPAQUE®-1077. Centrifugati 1a 400 x g timp de exact 30 de
ninute [a temperatura camerei. Centrifugarea 1a temperaturi mai sedzute, cum ar fi 4°C, poate duce la aglomerarea
celulelor si la o recuperare slaba.

3. Dupd centrifugare, aspirati cu grijd, cu o pipetd Pasteur, stratul superior pan la o distantd de 0,3 cm de interfata
opacd care contine celule mononucleare. Aruncati stratul superior.

4. Transferati cu gryjd interfata opacd, cu o pipetd Pasteur, intr-un tub de centrifugare conic corat. 3. Addugati in acest
tub (Pasul 4) 5 ml de solutie salind tamponatd cu fosfat (PBS) sterild 51 amestecati prin aspirare ugoard.

6. Centrifugats 1a 250 x g timp de 10 minute.

7. Aspirati su'panatantul st aruncati-l.

§. Resuspendati peletul celular cu DMEM 10% cu P/S.

Dupi izolarea PEMC, se va extrage ADN mitocondrial din care urmeazd a fi efectuate analize genomice. Plasma
rimasd va fl supusd unor determindri privind markerii de leziune/inflamatie vasculard, tot in cadrol Inst. de Cercetiri
Biclogice din Cluj-Napoca.

Director de proiect, Coordonator studiu clinic, Responsabil studiu elinic,
Sef tuer. dr. Viad-Alexandru TOMA Prof dr Cornelia Bala Dr. Viad-Al Toma

Fig. 15. Protocolul de recoltare, transport si conditionare a probelor clinice.
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Anexa X
ACORD

PRIVIND DESFASURAREA STUDIULUI CLINIC

Prin prezentul document' precizim acordul nostru  privind desfisurarea, conform
protocolulul depus, Tn cadrul Spitalului Clinic Judetean de Urgentd Cluj-Mapoca, Sectia Diabet
zaharat, nutritie si boli metabolice a studiului: Profilul genomic mitocondrial al limfocitului B
€019+ la paclentul cu diabet de tip 2 cu risc angiopatic i metabolismul celular al sorbitolului -
inovare computationald, validare multisursa si gasire de noi tinte Tn prediagnostic
in pericada: noiembrie 2025 - februarie 2026
Cercetator principal @ 5.L. dr. ¥lad - Alexandru Toma
Investigator principal: Prof. Dr, Cornelia Bala

Date de contact

Cercetator principal (tel/ e-mail) : 0745362722, viad. toma@icbcluj.ro
Investigator principal (tel/ e-mail) 0722605501, chala@umfcluj.ro
Subinvestigator (tel/ e-mail; Conf. Dr. Adriana Rusu, Dr. Silvia lancu

Sponsor: AOSR-TE-2024-2025

Partener contractual jdaci este camul) Institutul de Cercetdri Biologice Cluj-Napoca
Date de contact ale monitorului:

Nume si prenume: MU ESTE CAZUL

Telefon: MU ESTE CAZUL

E-mail: MU ESTE CAZUL

Adresa: NU ESTE CAZUL

Prezentul acard nu ereeazd obligatil intre plrgile implicate ' desfisurarea studivhui clinic (institutie, investigater, spaniar, monitor],
acestaa urmdnd a A stipulate in contractul ferm inchelat ulteriar.

Pralucraren datelor cu carecter persanm! ale pacienpilar se vo efectva In conformitate oo cerinfele Regulamentulid (UE) 670 2016 o
Portarmentlul 3 of Condlifedul din 27,04, 2006 peivind protectia persoanelor fizice in ceva oe priveste prefucrarea dotelor oo coracter
persangl = privind libera elrcwlapie o acestar date, petrivit Articoluiel 9 - Prelucrarea de cotegordi speciale de date o coreoler persomal
< alinfatele 2 5 3, pistrind confidenfialitoteg dotelor §i respecidng drepturile persoanel vizabte aga cum se afld stimiabe fn cuprineud

reguiamen tulul.

y .Director financiar-contabil,

Director medical,
Ec. Delia Dragomir

Sef lucr. Dr. Caius Breazu
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! Acordul privind desfisurarea studidul clinic se va completa Tn doud exemplare. :

e Adresd: Strada Clinicilor, nr. 3-5, 400006, Cluj-Mapoca | e |
m. Ermail: secretariat@sejucluf.ra; Tel: 0264-597.852, Fax: 0264-596,085 .3 saiall|
S e LI Responsabil pratectia datelor: dpo@scjuclug. ro o
-------------- : Conform Legii nr. 16%/201%, acest document este valabil fird stampila

Fig. 16 Acordul etic si de colaborare, semnat de SCJU Clu;.
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VII. DISEMINAREA REZULTATELOR (perioada septembrie - noiembrie 2025)

Conferinte internationale, coordonare lucrare:

1. Non-enzymatic sugar association leads to structural and functional modification in
haemoproteins (Darius Daniel RUS, Claudia-Andreea MOLDOVEANU, Vlad COJOCARU, Alina
FILIP, Stefania IANCU, Nino MARQUE, Vlad-Alexandru TOMA) - Congresul Societdtii Romane
de Biologie Celulara, 20-21.11.2025

2. Peroxidase activity of hemoglobin subjected to glycative stress by measuring peroxidase activity
and molecular changes in hemoproteins in a high-sugar concentration microenvironment (Nino
MARQUE, Darius Daniel RUS, Claudia-Andreea MOLDOVEANU, Vlad-Alexandru TOMA) -
Congresul Societatii Romane de Biologie Celulara, Bucuresti, 20-21.11.2025

3. Matrix metalloproteinases as early biomarkers in Parkinson’s disease (Claudia-Andreea
MOLDOVEANU, Darius Daniel RUS, Vlad COJOCARU, Vlad-Alexandru TOMA) - Congresul
Societatii Romane de Biologie Celulara, Bucuresti, 20-21,11.2025

4. Structural insights into small protein glycation (Darius Daniel Rus, Claudia-Andreea
Moldoveanu, Vlad Cojocaru, Alina Filip ,Stefania Iancu ,Nino Marqué, Vlad-Alexandru Toma) —
International Conference in Molecular Biology (ICMB) — Cluj-Napoca, 4-8.11.2025.

5. MMP-9: a promising early biomarker in Parkinson’s disease (Claudia-Andreea Moldoveanu,
Ioana Roman, Vlad-Alexandru Toma) — a 32-a Intdlnire a Federatiei de Laboratoare Clinice
Balcanice, si cea de-a 16-a Conferintd Nationald a Asociatiei de Medicind de Laborator din
Romania, Sinaia, 08 — 11 Octombrie 2025 — lucrare premiata pe componenta CERCETARE
alaturi de alatid lucrare pe componenta CLINICA (2 premii s-au acordat tuturor lucririlor
prezentate).

Conferinte nationale:

1. Amplificatori mitocondriali ca agenti trofici la nivel vascular in diabetul de tip 1? Evidente
experimentale (Vlad-Alexandru TOMA, Claudia-Andreea MOLDOVEANU, Alina HASAS, loana
ROMAN, Raffacle DAUBNER, Darius-Daniel RUS, Denisa HATHAZI, Mihai LUPU, Gabriel
MARC, Norbert FARKAS, Georgeta INCEU) — Congresul Federatiei Romane de Diabet, Nutritie
si Boli Metabolice, Cluj-Napoca, 5-8.11.2025.

Articol under review:

Experimental Physiology AL
—

RGN Manuscript # EP-RP-2025-093284
T —— Current Revision # 0
Submission Date 12-Nov-2025 08:23 p.m.
Current Stage Under Review
Journal: Experimental Physiology (Q2)
Section: Vascular, Endocrinology and
Metabolism
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Articol publicat:

Moldoveanu, C. A., Tomoaia-Cotisel, M., Sevastre-Berghian, A., Tomoaia, G., Mocanu, A., Pal-
Racz, C., ... & Pop, L. C. (2024). A Review on Current Aspects of Curcumin-Based Effects in
Relation to Neurodegenerative, Neuroinflammatory and Cerebrovascular Diseases. Molecules,
30(1), 43. https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39795101/
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Acord internship Erasmus + pe proiect:

Student master anul 1: Nino MARQUE, Rien, Franta, perioada septembrie 2025 — ianuarie 2026,

acordul mai jos:
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Avizat,
DIRECTOR DE PROIECT:
Dr. Vlad-Alexandru TOMA

Wau -

ECHIPA DE CERCETARE:

Dr. Gabriel MARC

Dr. Mihai LUPU

Dr. Denisa HATHAZI

Cluj-Napoca,
28.11.2025
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