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I. SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARII

Diabetul zaharat reprezinta un grup de afectiuni metabolice care actual imbraca un caracter de
pandemie la nivel mondial. Federatia Internationalda de Diabet estima ca anul 2019 existau Tn lume
aproximativ jumatate de miliard de persoane diagnosticate cu diabet zaharat iar numarul acestora va
creste cu 50% in urmatorii 25 de ani. Este important de precizat faptul ca toate previziunile Federatiei
Internationale de Diabet legate de cresterea numarului de cazuri, Tn timp, au fost subestimate. Severitatea
maladiei este legata de dublarea riscului cardiovascular in mare parte consecinta prezentei constante la
acesti pacienti a unei dislipidemii intens aterogene caracterizata prin formarea particulelor de LDL-
colesterol mici si dense.

Statinele reprezintd medicatia hipolipemianta de electie, iar ghidurile actuale recomanda, Tn cazul
pacientilor diabetici, tratamentul cu statine potente in doza maxima permisa sau toleratd. Aderenta la
tratamentul cu statine este insd grevata, la unii pacienti, de riscul aparitiei la doze mari, a efectelor
secundare, Tn special a simptomelor musculare asociate tratamentului cu statine, cea mai severa (dar rard)
forma fiind rabdomioliza.

Disfunctia mitocondriala este unanim acceptata actual drept un mecanism fiziopatologic central
deopotriva al patogenezei diabetului zaharat (productia insulinei la nivelul celulelor B-pancreatice fiind
strict dependenta de functia mitocondriald) cat si a complicatiilor bolii si totodata a efectelor secundare
ale terapiei cu statine. Una dintre principalele functii mitocondriale alterate este cea respiratorie,
reducerea respiratiei mitocondriale NADH-linkate, respectiv indusa prin disfunctia complexului | al
lantului respirator (NADH dehidrogenaza), fiind unul dintre cele mai frecvent incriminate.

Disfunctia mitocondriala respiratoric la nivelul elementelor figurate prelevate din sangele
periferic, Tn principal trombocite, a devenit in ultimul deceniu un biomarker periferic capabil sa reflecte
disfunctia mitocondriala de organ n cadrul mai multor patologii acute si cronice.

Scopul studiului doctoral a constat in investigarea, cu ajutorul respirometriei de inalta rezolutie, a
efectelor acute (dependente de dozad) ale statinelor asupra respiratiei mitocondriale la nivelul
trombocitelor izolate de la voluntari sanatosi si respectiv, a celor cronice la nivelul trombocitelor
prelevate de la pacientii cu diabet zaharat de tip 2 tratati cu statine. Tn ambele conditii, a fost evaluati
proprietatea succinatului permeabil celular (NV118), un compus de tip ,,prodrug" (pus la dispozitie prin
generozitatea Prof. Eskil Elmer de la Universitatea din Lund, Suedia), de a imbunatati respiratia
mitocondriala.

Obiectivele cercetarii au fost urmatoarele:

1. Caracterizarea efectului administririi acute a diferite statine asupra respiratiei
mitocondriale la nivelul trombocitelor prelevate de la voluntari séinitosi precum si la nivelul
unei linii celulare de hepatocite.

2. Evaluarea capacititii succinatului permeabil celular de a ameliora disfunctia mitocondriala
respiratorie acutid indusd la nivel plachetar prin expunerea la concentratii progresiv
Crescitoare de statine.

3. Caracterizarea disfunctiei mitocondriale respiratorii la nivelul trombocitelor izolate de la
pacientii cu diabet zaharat de tip 2 tratati cronic cu statine.



4. Evaluarea capacititii succinatului permeabil celular de a imbunatiti respiratia
mitocondriald a trombocitelor izolate de la pacientii cu diabet zaharat tip 2 si tratati cu
statine, ca metoda inovativa potentiald de a ameliora disfunctia mitocondriala in context clinic.

Il. Caracterizarea disfunctiei mitocondriala acute induse de statine la nivelul trombocitelor
umane

Efectele administrarii acute in vitro asupra respiratiei mitocondriale a trombocitelor izolate de la
voluntari sanatosi, a trei statine, simvastatind, atorvastatina si cerivastatind (ultima retrasa de pe piata
datorita toxicitatii musculare) au fost evaluate prin tehnica respirometriei de inaltd rezolutie. Initial,
statinele s-au titrat in concentratii progresiv crescatoare vs volumul corespunzitor de solvent (DMSO) si
s-a determinat consumul de oxigen, cu evidentierea alterarii dependente de dozd a respiratiei
mitocondriale (Fig 1A). Pentru a localiza defectul indus de cele trei statine la nivelul lantului respirator
mitocondrial, Tntr-un alt set de experimente, trombocitele au fost permeabilizate (cu digitonind) si expuse
la 3 concentratii diferite (40, 80 si 160 puM) de statine (vs DMSO ca si control). Cele trei statine scad
capacitatea totala fosforilanta (OXPHOS, Fig.1B), capacitatea totald a transportului de electroni (ET -
electron transport, Fig.1C), in principal prin scaderea respiratiei dependente de NADH - complexul | (Cl)
al lantului respirator (Fig.1D). Simvastatina determina, Tn plus fata de atorvastatind si cerivastatina si
afectarea respiratiei mitocondriale dependente de succinat, respectiv de complexul 11 (CII) respirator
(Fig.1E).

Pe langa efectul direct de inhibitie a sistemului transportor de electroni (a fosforilarii oxidative
notate OXPHOS), atorvastatina si cerivastatina (dar nu si simvastatina) interfera cu productia de ATP prin
cresterea respiratiei nonfosforilante (notata cu LEAK, Fig.1F). Pentru a confirma inca o data (indirect)
interferarea cu productia de ATP de catre cele 3 statine, au fost calculate 2 rapoarte: eficienta capacitatii
de fosforilare (Fig.1G) si respectiv, eficienta de cuplare a sistemului transportor de electroni (Fig.1H),
ambele fiind semnificativ scazute pentru atorvastatind si cerivastatina chiar si pentru cea mai mica doza
aplicata (40 uM).

III. Caracterizarea alteririi acute a respiratiei mitocondriale dependente de NADH indusa
de statine la nivelul trombocitelor umane

Avand 1n vedere ca toate cele trei statine studiate au indus o scaderea respiratiei mitocondriale
dependente de complexul I, am analizat Tn continuare pe mitocondrii permeabilizate (cu alameticina)
raspunsul NADH-dehidrogenazei in prezenta celor trei Statine (in concentratia de 160 pM) si a
substratului specific (NADH), inainte si respectiv, dupa aditia statinei. Dupa cum se observa in Fig. 2A,
aditia de simvastatind si atorvastatind au redus consumul de oxigen de la 18,7+1,1 la 10,9+3,3 si
respectiv, de la 18,7+1,1 la 12,5+1,4 vs. solventul DMSO; in mod surprinzator, aditia de cerivastatina a
crescut usor consumul mitocondrial de oxigen fasa de solvent (19,8+2,5 vs.18,7+1,1). Pentru a confirma
acest efect s-a calculat raportul consumului de oxigen intre cele doua aditii de NADH, raportul fiind
scazut pentru primele doud statine si respectiv, crescut in mod paradoxal, pentru cerivastatina (Fig.2B).
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IV. Corectarea disfunctiei mitocondriale indusi de administrarea acuti de statine cu
ajutorul succinatului permeabil celular (compusul NV118) la nivelul trombocitelor umane

Avéand Tn vedere ca doua dintre statine (atorvastatina si cerivastatina) au determinat disfunctie
mitocondriala prin reducerea semnificativa a respiratiei dependente de CI, am ipotezat cd administrarea
unui compus care sa sustina respiratia pornind de la Cll al lantului respirator ar fi un demers terapeutic
rational. Substratul CII este succinatul care, in mod normal nu poate patrunde prin membrana celulelor
intacte; de aceea, am utilizat un compus de tip prodrug, denumit succinat permeabil celular (NV118)
produs de catre echipa de cercetatori din Lund.

Pentru a testa efectul NV118, trombocitele izolate au fost expuse unei concentratii toxice (80 pM)
de cerivastatina si respectiv, atorvastatina, dupa care s-a masurat consumul de oxigen in prezenta NV118
sau a solventului acestuia (DMSO); ca o masura suplimentara de control, trombocitele au fost expuse doar
la DMSO (in locul statinei).

NV118 a crescut consumul de oxigen in conditii bazale (Fig.3A si B) pentru ambele statine. De
asemenea, a imbunatatit capacitatea totala de transport de electroni (Fig.3C si D) atat pentru cerivastatina
cat si pentru atorvastatind. Pentru a evalua daca aceasta crestere de consum de oxigen este eficienta la
nivel celular, s-a calculat respiratia bazald netd (prin scaderea respiratiei non-fosforilante); se observa ca
NV118 a crescut respiratia generatoare de ATP pentru trombocitele expuse la cerivastatina (3,21+1,02 vs.
5,82+1,51) si respectiv, pentru cele expuse la atorvastatina (2,62+0,25 vs. 4,76+0,19, p<0,0001) - Fig.3E
siF.

Pentru a demonstra ca NV118 functioneaza prin cresterea respiratiei dependente de succinat, s-a
masurat consumul de oxigen dupa inhibitia complexului I cu rotenoni. in cazul expunerii la cerivastatini
(Fig.3G), NV118 a crescut consumul de oxigen dupa inhibitia complexului | de la 0,1+0,04 la 3,31+0,21
(p<0,0001), iar in cazul expunerii la atovastatina (Fig.3H), de la 0,1+0,06 la 2,25+0,12 (p<0,0001).
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Figura 3.Succinatul permeabil celular corecteaza disfunctia mitocondriali acuta indusa de statine pe
trombocite umane izolate.



V. Corectarea disfunctiei mitocondriale indusd de administrarea acuta de statine cu
ajutorul succinatului permeabil celular (compusul NV118) la nivelul liniei celulare HepG2

Pentru a verifica posibilitatea replicarii rezultatelor cu privire la efectele NV118 si pe alte celule,
experimentele efectuate pe trombocite umane au fost repetate pentru atorvastatina, utilizdnd o linie
celulara de hepatocite HepG2 (celule hepatice umane de origine maligna).

In Fig.4A se observd acelasi tip de inhibitie a respiratiei mitocondriale, dependenti de
concentratie. Similar cu rezultatele obtinute pe trombocite umane, NV 118 imbunatateste respiratia bazala
(Fig.4B), capacitatea totala de transport de electroni (Fig.4C), in conditiile unui sistem transportor de
electroni mai eficient (Fig.4D si respectiv, prin cresterea respiratiei dependente de succinat (Fig.4F) la
nivelul liniei celulare HepG2.
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Figura 4. Succinatul permeabil celular corecteazi disfunctia mitocondriala respiratorie acuti indusa de
statine si Tn cazul celulelor HepG2.



V1. Comparatia disfunctiei mitocondriale indusi de statine in trombocite umane vs. celule
HepG2

Deoarece protocolul de evaluare al NV118 in prezenta atorvastatinei (80uM) a fost efectuat atat
pe trombocite umane cat si pe celule HepG2, am comparat efectele atorvastatinei asupra consumului
mitocondrial de oxigen pentru cele doua tipuri celulare. Consumul mitocondrial de oxigen al celor doua
tipuri celulare fiind inerent diferit, rezultatele au fost exprimate ca si procent din control.

Tn Fig. 5 se observa cd atorvastatina determini o reducere comparabild a capacitatii totale de
transport de electroni (Fig.5A), a capacitatii nete de transport de electroni (Fig.5C), precum si o respiratie
nonfosforilanta relativ similara (Fig.5B) Tn ambele tipuri celulare. Ceea ce se observa in Fig.5D este ca
atorvastatina determind o scadere a eficientei de cuplare a sistemului transportor de electroni mai
pronuntata la nivelul celulelor HepG2 comparativ cu trombocitele (p<0,05).
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Figura 5. Comparatia disfunctiei mitocondriale induse de statine pe trombocite umane vs. celulele HepG2.

VII. Caracterizarea efectelor tratamentului cronic cu atorvastatina asupra respiratiei
mitocondriale a trombocitelor intacte la pacientii cu diabet zaharat tip 2

Pornind de la rezultatele studiului ce a investigat efectele expunerii acute la statine a
trombocitelor izolate de la voluntari sandtosi, in cadrul celui de-al doilea studiu am evaluat efectul
tratamentului cronic cu statine asupra respiratiei mitocondriale plachetare. Tn acest scop, pacientii cu
diabet zaharat tip 2 au fost incadrati Tn trei loturi: tratati cu atorvastatina (DM+Atorvastatin), tratati cu
rosuvastatinda (DM+Rosuvastatin) si respectiv, netratati cu statinda (DM). Parametrii respiratiei
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mitocondriale au fost evaluati pentru fiecare dintre acesti pacienti initial la nivelul trombocitelor intacte.
Tn Fig. 6 se poate observa ca tratamentul cronic cu atorvastatind sau rosuvastatina nu modificd parametrii
respiratori la nivelul trombocitelor intacte.
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Figura 6. Efectele tratamentului cronic cu statine asupra respiratiei mitocondriale a trombocitelor intacte la
pacientii cu diabet zaharat tip 2.

VIIl. Caracterizarea efectelor tratamentului cronic cu atorvastatini asupra respiratiei
mitocondriale a trombocitelor permeabilizate la pacientii cu diabet zaharat tip 2

Pentru a identifica eventualele modificari ale respiratiei mitocondriale, in conditiile accesului
statinelor la nivel mitocondrial (ceea ce este posibil pentru cele lipofile de tipul atorvastatinei n
administrare cronica) parametrii respiratori masurati pe trombocite intacte au fost masurati si pe cele
permeabilizate, la pacientii din loturile DM si DM+Atorvastatin (Fig.7). Interesant, la nivelul
trombocitelor permeabilizate izolate de la pacientii cu diabet zaharat tratati cu atorvastatina s-a Tnregistrat
0 crestere a capacitatii totale fosforilante (Fig.7A, p<0,001), a capacitatii fosforilante NADH-linkate
(Fig.7B, p<0,01), a capacitatii totale de transport a electronilor (Fig.7D, p<0,01) si a capacitatii totale de
transport de electroni succinat-linkate (Fig.7E, p<0,01). Trebuie totusi mentionat cad a crescut si respiratia
nonfosforilantd (Fig. 7C, p<0,05), dar aceasta nu pare sa afecteze productia de ATP avand in vedere ca
eficienta cuplarii sistemul transportor de electroni nu este afectata (Fig.7F si G).
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Figura 7. Efectele tratamentului cronic cu atorvastatina asupra respiratiei mitocondriale a trombocitelor
permeabilizate la pacientii cu diabet zaharat tip 2.

IX. Caracterizarea disfunctiei respiratorii mitocondriale plachetare la pacientii cu diabet
zaharat tip 2

Tn cazul unei set suplimentar de experimente, am comparat parametrii respiratiei mitocondriale
plachetare la lotul de pacienti cu diabet zaharat de tip 2 fara tratament cu cei obtinuti pe trombocite izolate
de la voluntari sanatosi. Dupa cum se observa in Fig. 8, la diabetici exista o disfunctie mitocondriala
respiratorie globala caracterizata prin scaderea tuturor parametrilor respiratori: capacitatea totala
fosforilanta (p<0,0001), fosforilarea oxidativd dependentd de NADH (p<0,0001), respiratia non-
fosforilanta (p<0,05), capacitatea totala de transport a electronilor (p<0,01) si capacitatea totalda a
transportului de electroni succinat-linkata (p<0,01) si cu o tendintd de scadere si a eficientei de
fosforilare (Fig.8F) si respectiv, a celei de cuplare a sistemului transportor de electroni (Fig.8G).
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Figura 8. Caracterizarea disfunctiei mitocondriale respiratorii a trombocitelor permeabilizate la pacientii cu
diabet zaharat de tip 2.

X. imbunﬁtﬁtirea parametrilor respiratiei mitocondriale plachetare la pacienti cu diabet
zaharat tip 2 sub tratament cronic cu statine cu ajutorul succinatului permeabil celular

(compusul NV118)

Pentru a evalua utilitatea succinatului permeabil celular in tratamentul disfunctiei mitocondriale
la pacientii cu diabet zaharat tratati cu statine, s-a masurat consumul de oxigen al trombocitelor intacte,
izolate de la aceasta categorie de pacienti atat in prezenta NV 118 cét si In prezenta solventului acestuia
(DMSO). In Fig. 9A observam ca DMSO-ul, solventul folosit ca si martor in experimente, nu a afectat
respiratia mitocondriala trombocitard. NV118 a crescut respiratia mitocondriala bazala (Fig.9B, p<0,01),
si pe cea netad (Fig.9E, p<0,01), capacitatea totala de transport de electroni (Fig.9D, p<0,0001) si pe cea
neta (Fig.9F, p<0,001). Desi a crescut respiratia nonfosforilanta in prezenta NV118 (Fig.9C, p<0,01),
eficienta sistemului transportor de electroni nu a fost afectata (Fig.9G si H), sugerand ca per global
NV118 determina o crestere a respiratiei mitocondriale generatoare de ATP.
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XI. CONCLUZII (sumar)

1.

10.

11.

Simvastatina, atorvastatina si cerivastatina, in administrare acuta in vitro, determind scaderea
respiratiei mitocondriale dependente de complexul I al lantului respirator la nivelul trombocitelor
izolate de la voluntari sanatosi.

Simvastatina determina in plus si scaderea respiratiei mitocondriale dependente de complexul 11
al lantului respirator la nivelul trombocitelor izolate de la voluntari sénatosi.

Toate cele trei statine determina, in conditiile administrarii acute in vitro, reducerea dependenta
de concentratie (doze micromolare) a capacitatii totale a transportului de electroni si a eficientei
procesului de fosforilare.

Statinele altereaza bioenergetica mitocondriald prin doua mecanisme distincte: inhibitia
transportului de electroni la nivelul lantului respirator si decuplarea procesului de fosforilare
(cresterea respiratiei non-fosforilante).

Cerivastatina (retrasa de pe piata), spre deosebire de atorvastatind si simvastatina, nu exercita un
efect de inhibitie directd asupra complexului I respirator (NADH-dehidrogenaza).

Atorvastatina induce un profil similar de inhibitie a respiratiei mitocondriale atat la nivelul
trombocitelor umane indemne cat si pe linia celulara de hepatocite umane maligne HepG2.

Un nou compus de tip prodrug, succinatul permeabil celular (NV118), poate fi folosit pentru a
compensa reducerea respiratiei mitocondriale dependente de complexul 1, indusa de statine.
Tratamentul cronic cu atorvastatind sau rosuvastatind nu afecteazd respiratia mitocondriala a
trombocitelor intacte izolate de la pacientii cu diabet zaharat de tip 2.

Tratamentul cronic cu atorvastatina creste respiratia mitocondriala a trombocitelor permeabilizate
izolate de la pacientii cu diabet zaharat de tip 2.

Pacientii cu diabet zaharat tip 2 prezinta disfunctie mitocondrialad evidentiata la nivel trombocitar
prin reducerea respiratiei mitocondriale dependente de complexele I si II ale lantului respirator.
Compusii noi de tip succinat permeabil celular pot fi folositi pentru a imbunatati bioenergetica
mitocondriald la pacientii cu diabet zaharat, prin cresterea respiratiei dependente de complexul II.

XIIl. CONTRIBUTII ORIGINALE

Caracterizarea disfunctiei mitocondriale respiratorii acute induse de simvastatind, atorvastatina si
cerivastatina aplicate in vitro in diverse concentratii la nivelul trombocitelor intacte.
Caracterizarea disfunctiei mitocondriale respiratorii acute induse de atorvastatina pe linia HepG2.
Investigarea mecanismului alterarii acute a respiratiei mitocondriale dependente de complexul Cl
in prezenta simvastatinei, atorvastatinei si cerivastatinei la nivelul trombocitelor permeabilizate.
nivelul trombocitelor umane sia celulelor HepG2 de catre un compus nou, succinatul permeabil
celular.

Investigarea efectelor tratamentului cronic cu atorvastatind si rosuvastatind asupra respiratiei
mitocondriale a trombocitelor izolate de la pacienti cu diabet zaharat tip 2.

Caracterizarea disfunctiei mitocondriale respiratorii la nivelul trombocitelor izolate de la pacientii
cu diabet zaharat tip 2.

izolate de pacientii cu diabet zaharat tip 2, cu ajutorul succinatului permeabil celular.
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XI. DIRECTII VIITOARE DE CERCETARE

>

>

Caracterizarea efectelor expunerii acute la statine asupra respiratiei mitocondriale trombocitare in
combinatie cu alte medicamente care determina disfunctie mitocondriala.

Caracterizarea efectelor terapiei cronice cu statine asupra respiratiei mitocondriale trombocitare
n alte patologii asociate cu disfunctie mitocondriala.

Caracterizarea efectelor asupra respiratiei mitocondriale a altor compusi de tip succinat permeabil
celular.

Evaluarea potentialului de imbunatatire a bioenergeticii mitocondriale cu ajutorul compusilor de
tip succinat permeabil celular in alte patologii.

Evaluarea altor molecule noi care ar putea ameliora disfunctia mitocondrialda respiratorie in
diabetul zaharat tip 2.
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