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Summary
Cytosolic fumarase as tumor suppressor

It was found that cytosolic fumarase is less involved in the tricarboxylic acid cycle,
compared with the mitochondrial one. The study shows exciting connection between primary
metabolism (represented by fumarase and fumaric acid) and the DNA damage response. In the
absence of fumarase in the cells, its function in DNA repair may be substituted by high
concentrations of fumaric acid. It suggests that cytosolic fumarase is not a DNA repair
enzyme/protein, but plays an important role in the detection or repair of DNA damage, mainly of
DNA double-strand breaks (DSBs). This explains its tumor suppressor activity and the
possibility of cancer prevention and treatment. The review reflects the scientific results in this
field.

Rezumat

S-a constatat ca fumaraza citosolica este mai pufin implicatd in functionarea ciclului
acizilor tricarboxilici, comparativ cu cea mitocondriald. Studiul relevd legatura dintre
metabolismul primar (reprezentat de fumaraza si acidul fumaric) si raspunsul celular la erorile de
la nivelul DNA-ului. La absenta fumarazei in celule, functia sa in repararea DNA-ului poate fi
completatd de concentratii ridicate de acid fumaric. Se sugereaza faptul ca, fumaraza citosolica
nu este o enzima/proteina ce participa direct la repararea DNA-ului, dar joaca un rol important n
detectarea sau restabilirea unor erori aparute in structura DNA-ului, indeosebi a rupturilor
bicatenare, fapt ce explica activitatea sa de supresor tumoral, putind fi implicatd in prevenirea si
tratamentul cancerului. Analiza data reflecta rezultatele stiintifice in domeniul dat.

Actualitatea

Datele statistice arata ca in Republica Moldova, ca si in majoritatea tarilor europene,
incidenta cancerului este Intr-o ascensiune continud. Ca cauza a mortalitatii si invaliditatii
cancerul ocupa locul doi, dupa afectiunile cardiovasculare [Mereuta Ion, 2002]. Cancerul
pulmonar se plaseazd pe primul loc dupa numarul de decese din toate tipurile de cancer.
Incidenta cancerului pulmonar este 34.8 pentru barbati si 5.5 pentru femei la 100000. Cancerul
glandei mamare ocupa primul loc in structura morbiditatii cancerului la populatia feminind (31-
36%). Incidenta cancerului gastric este 9-17 la 100000 la barbati si 5-6 la 100000 la femei, iar
cel colorectal are o frecventa de 7% la populatia masculina si 5,2% - printre femei, in timp ce
cancerul vezicii biliare reprezintd 1,3% si 5,2% corespunzitor. In structura morbidititii prin
tumori maligne, la copii predomina 3 localizari de baza: hemoblastozele - 43,7%, tumorile
tesuturilor moi si oaselor - 20,3% si afectiunile tumorale ale creierului-14,1%. Aceasta e cauzata
nu numai de morbiditatea inaltd, originea ei multifactoriald, dar si de diagnosticul tardiv cu lipsa
unui tratament adecvat.

In prezent cancerul este definit ca o categorie de boli caracterizate printr-o diviziune
necontrolatd a celulelor si capacitatea acestor celule de a invada alte tesuturi din organism, fie
prin crestere directd in tesuturi adiacente (invazie) sau prin migratia celulelor spre locuri mai
indepartate in organism (metastaza). Aceasta crestere necontrolatd este cauzata de anormalitati in
DNA, cum ar fi mutatii ale genelor care controleaza inmultirea celulelor. Una sau, frecvent, mai
multe astfel de mutatii pot duce la diviziunea si Tnmultirea necontrolata a celulelor si formarea
unei tumori.

Cancerul este o boala in care anumite celule din organism inceteaza sa mai functioneze
normal. Aceste noi celule mutante (cancerigene) incep sa se multiplice necontrolat. Simultan, se
dezvolta propria retea de vase sanguine, conducand treptat la formarea unei tumori - proces
accelerat, haotic de crestere si dezvoltare necontrolata si eronata a celulelor afectate. Examinate
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la microscop, ele prezintd o configuratie si structura anormald — o totala dezordine biologica
(Vezi fig.1 ( Barbarosie L., 2012)).

Fig. 1. Imagine electronica a unei celule canceroase. Examinate la microscop, celulele
canceroase prezintd o configuratie si o structurd anormald, dezorganizatd, existd mai
multe celule aflate in mitoza fatd de tesuturile normale, prezintd hipercromatism
[Barbarosie L., 2012].

La aparitia si dezvoltarea cancerului, concureaza o multitudine de factori interdependenti,
dar preponderent gratie unor modificari sau rearanjari la nivelul informatiei genetice stocate in
DNA-ul fiecarei celule, in doud etape: initierea si promovarea. Factorii cancerigeni de initiere
interactioneaza nemijlocit cu DNA-ul celular si pot fi ca: fumul de tigara, poluarea mediului
ambiant, pesticidele, metalele grele, produsele chimice industriale, virusii, radiatiile, radicalii
liberi, hormonii (mai ales estrogeni) [Bran C., 2011].

Fumaraza (numita si fumarat hidrataza) este o enzima care se gaseste la eucariote atat in
matricea mitocondriald, cat i in citosol [Tuboi S., 1990]. In ultimii ani, cercetitorii si-au focusat
atentia asupra investigarii functiilor acesteia. In conditii fiziologice, fumaraza mitocondriala, este
o enzima implicata in generarea de energie, catalizand reversibil reactia de hidratare a acidului
fumaric in acid L-malic (ciclul Krebs).

l:liﬂﬂ' (liﬂﬂ'
H-D
%H “ H[::u—lzll—H
HC = E—=CH
furmaraza é;
é:DD' almy
furmarat L-rmalat

Acidul fumaric este un acid dicarboxilic nesaturat, care prezinta izomerie tip cis/trans.
Functiile izoenzimei citosolice sunt putin cunoscute. Se crede ca la drojdii, enzima functioneaza
drept ,,scavenger” pentru fumarat, provenit din ciclul ureei si din catabolismul unor aminoacizi
[Ratner S.,. 1953; Sass E., 2001].

La oameni, cat si la drojdii o singurd gend codificd fumaraza, insd mecanismul ei de
distributie intre citosol si mitocondrie nu este inca elucidat. Studii recente estimeaza ca absenta
fumarazei din citoplasma este legatd de aparifia unor tumori in cadrul unui sindrom numit
Leiomiomatoza ereditara si in Cancer Celular Renal (Hereditary Leiomyomatosis and Renal Cell
Cancer — HLRCC), caracterizandu-Se prin aparitia unor carcinoame la nivelul celulelor renale —
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leiomioamelor cutanate si uterine, si a leiomiosarcoamelor uterine [Launonen V., 2001;
Tomlinson 1.P., 2002]. In majoritatea cazurilor de HLRCC a fost detectati o inactivare bi-alelica,
ceea ce a generat ipoteza conform careia aceastd enzima ar putea actiona ca supresor tumoral
[Launonen V., 2001; Tomlinson I.P., 2002]. Recent a fost sugerata ideia ca, inhibitia fumarazei
conduce la cresterea concentratiei intracelulare de fumarat, care la randul sau actioneazad ca
inhibitor competitiv al prolilhidroxilazei - factor inductibil al hipoxiei (HIF). Fumaratul
stabilizeaza acest factor prin prevenirea degradarii sale proteasomale. HIF este un factor de
transcriptie ce amplifica expresia genelor reglatoare ale angiogenezei, precum VEGF, care
conduce la densitate microvasculard crescutd si tumorigeneza [Gottlieb E., 2005; Lynch A.M,
2006; Sudarshan S., 2007] (fig.2).

Fig. 2. Structura secundara a fumarazei umane [Munteanu C., 2011].

Materialul si metodele

Pentru identificarea functiei citosolice a fumarazei la drojdii, cercetatorii Ohad Yogev si
Esti Singer de la Catedra de Microbiologie si Genetica Moleculara a Facultatii de Medicina din
Ierusalim, impreuna cu Machal Goldberg din cadrul Catedrei de Biologie Moleculara a Cornell
University (New York — SUA) au folosit o metoda de sinteza a genelor in doi pasi [Young L.,
2004], cu scopul de a exprima fumaraza din genomul mitocondrial, astfel incat sa nu existe dubii
in absenta celei citosolice. Metoda presupune folosirea recombinarii si transformarii omoloage,
atat in cazul genomului nuclear cat si a celui mitocondrial. S-au obtinut astfel linii celulare de
drojdii in care gena FUM1 a fost indepartata, in timp ce proteina citosolicd a fost exprimata de
citre o versiune modificatd a acestei gene numitdi FUM1 ™ (obtinuta din genomul mitocondrial al
celulei). Noua linie celulara de drojdii obtinuta a fost selectionata prin posibilitatea acestor celule
de a creste pe un mediu de galactoza, sau pe un mediu cu surse nefermentative de carbon
(glicerol), ceea ce a fost folosit ca indicator pentru functionalitatea ciclului acizilor tricarboxilici
[Yogev O., 2010].
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Fig. 3. Expresia fumarazei din genomul mitocondrial. (A) Fumaraza mitocondriala este
activd enzimatic. Tulpinile WT, Afuml si Afum1/Fum1™ (Fum1™) erau diluate in serii
(10", 102, 10%, 10™) si crescute pe mediul fermentativ cu glucoza sau nefermentativ cu
glicerol.

(B) Fumaraza mitocondriala este in exclusivitate localizata in mitocondrii. Tulpinile WT
si Fum1™ au fost supuse fractiondrii subcelulare. Portiuni echivalente a fractiunilor totale
(Tot), citosolice (Cyt) si mitocondriale (Mit) au fost analizate prin Western blot folosind
anticorpi indicatori. Hsp60 si HxK1 au fost utilizati ca markeri pentru mitocondrie si,
respectiv, citosol. [Yogev O., 2010].

Celulele modificate genetic au fost studiate in conditii variabile de temperatura, lumina,
radiatii, nutrienti etc. Cercetatorii au relevat ca, celulele au prezentat o sensibilitate marita la
radiatii din domeniul infrarosu (IR) si la prezenta in cantitate sporita a hidroxiureei in mediul de
culturd. Radiatiile din domeniul IR determina aparitia rupturlor ale catenei duble de DNA si
hidroxiureea inhiba sinteza de DNA. Hidroxiureea este o substantd inhibitoare a ribonucleotid
reductazei, iar prezenta sa poate induce blocarea furcii de replicare, ceea ce favorizeaza aparitia
unor erori in replicarea DNA. Acest fapt denota o susceptibilitate marita a drojdiilor in absenta
izoenzimei mitocondriale.
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Fig. 4: Tulpina Afum1/Fum1 ™ (Fum1™) sensibili la deteriorarea ADN-ului.
(A) WT si Fum1™ au fost expuse la IR si apoi diluate in serie pe plici YPD. (B) Drojdia a fost
diluata in serie, pe placi YPD, contindnd hidroxiureea. (C) Fumaraza citosolica suprimd
manifestarea fenotipurilor Arev3 si Arad10. (D) Tulpinile au fost crescute la faza logaritmica
intr-un mediu de glucoza sau galactoza si apoi diluate in serie pe placi cu mediu de glucoza sau
galactoza [Yogev O., 2010].

Pentru o mai bund intelegere a mecanismelor implicate, s-au creat linii celulare
modificate genetic, atat prin absenta genei FUM1™, cét si prin absenta unor gene rispunzitoare
de repararea DNA. Rezultatele au ardtat o crestere a sensibilitatii materialului genetic la radiatiile
UV. Cercetatorii au estimat in momentul exprimarii fumarazei citosolice reversibilitatea
procesului la aparitia unor erori la nivelul DNA. Prin modificarea genei corespunzatoare de
biosinteza izoenzimei citosolice, astfel incat doar un singur aminoacid de la nivelul situsului
catalitic al enzimei sa fie modificat, s-a constatat inactivarea enzimei [Yogev O., 2010].

Cu scopul de a verifica daca acidul malic sau acidul fumaric, prezinta un rol in raspunsul
la aparitia de erori la nivelul DNA, cercetétorii au folosit culturi ce aveau in componenta sa gena
FUM ™ (in culturi cu glucoza sau galactozi (pentru selectie), in prezenta esterilor corespunzitori:
monoetil-fumarat sau dietil-fumarat). Prin folosirea esterilor, este facilitata preluarea lor la nivel
celular, unde sunt biotransformati in acizii corespunzatori.

Prin expunerea celulelor microorganismelor la o cantitate mare de hidroxiuree, folosind
analiza Western blot, s-a remarcat nivelul mai mare al concentratiei de fumaraza [Yogev O.,
2010]. Folosind linii celulare HeLa, cercetatorii au observat ca acelasi lucru este valabil si in
cazul organismelor eucariote complexe, asa cum este omul.

Pentru a sustine ipoteza nominalizatd savantii in cauzd au verificat si localizarea
intracelulard a fumarazei In urma expunerii unor culturi de celule eucariote la hidroxiuree si IR,
iar apoi au evaluat culturile utilizand microscopia confocald imunofluorescenta [Yogev O.,
2010].

139



Rezultatele si analiza lor

Experimentele au fost efectuate de catre Ohad Yogev si Esti Singer de la Catedra de
Microbiologie si Genetica Moleculara a Facultatii de Medicina din Ierusalim, impreund cu
Machal Goldberg din cadrul Catedrei de Biologie Moleculara a Cornell University (New York —
SUA). Savantii nominalizati au relevat ca, plierea rapida a fumarazei impiedica transferul ei in
mitocondrie [ 2010].

In rezultatul cercetirilor s-a sugerat ci, la deficienta fumarazei citozolice rezulti o
sensibilitate crescutd a drojdiilor la rupturi ale catenei duble de DNA si o restabilire mai putin
eficienta in urma acestor erori.

Rezultatele au demonstrat ca in ambele cazuri (folosind atat hidroxiuree cat si IR)
concentratia intranucleard a fumarazei este mai mare. S-a observat ca initial aceastd enzima este
localizata la nivel mitocondrial si citoplasmatic, Tnsd pe masura timpului de la inducerea
degradarii DNA, concentratia fumarazei din nucleul celular crestea. In nucleu fumaraza produce
local acid fumaric (din acid malic), care joacd rol in detectarea, reglarea si/sau stabilitatea
defectelor lui DNA.

Studiile constata existenta unei corelatii indirecte intre procesul de formare al tumorilor si
nivelul de fumarat intracelular. Aceasta a favorizat versiunea ca enzima citoplasmatica are un rol
semnificativ in repararea rupturilor catenei duble de DNA in nucleu. Acest fapt presupune
deplasarea fumarazei din citoplasma 1n nucleu. Surprinzétor, atunci cind fumaraza este absenta in
celule, functia sa in repararea DNA-ului poate fi completatd de concentratii ridicate de acid
fumaric, spre deosebire de acidul malic, prin a carui adaus in mediul de culturd nu au fost
corectate erorile aparute la nivelul DNA-ului. Acest fapt ne sugereaza idea ca, conversia
malatului la fumarat este functia relevantd a fumarazei in nucleu.

Deficitul de fumaraza conduce la aparitia cancerului, deoarece nu este suficient acid
fumaric in nucleu, pentru a stimula repararea rupturilor catenei duble de DNA, iar persistenta
acestor catene se crede cd are rol de inductor.

Astfel, investigatiile relatate sugereaza ca, fumaraza si acidul fumaric sunt elemente-
cheie ale raspunsului la deteriorarea DNA-ului - supresor tumoral in celulele umane. In baza
acestor investigatii se denotad faptul ca, deficitul de fumaraza conduce la cancer, la persistenta
acestor catene modificate. Studiul dat relevad o legdtura semnificativa intre metabolismul primar
si raspunsul celulelor la deteriorarea DNA-ului.

Autorii au ajuns la urmatoarele concluzii:

1. Fumaraza citosolica este mai putin implicatd in functionarea ciclului acizilor
tricarboxilici, comparativ cu cea mitocondrialda. Se releva o legaturd captivanta dintre
metabolismul primar (reprezentat de enzima fumaraza si metabolitul sau) si raspunsul celular la
erorile de la nivelul DNA-ului - propagarea tumorilor ar putea fi controlata la nivel metabolic.

2. S-a constatat ca, fumaraza citosolica poate fi substituitd prin complementaritate de
catre acidul fumaric. Adaugarea acidului malic in mediul de cultura nu corecteaza erorile aparute
la nivelul DNA-ului. Se estimeaza rolul fumarazei citosolice in protectia fatd de erorile DNA-
ului, care este mediat de cétre activitatea sa catalitica privind formarea acidului fumaric -
confirmat si prin faptul cd fumaraza umana e activa in celulele de drojdii.

3. Autorii concluzioneaza cd, fumaraza citosolicd nu este o enzima/proteind ce participa
direct la repararea DNA-ului, dar joaca mai degraba un rol important in detectarea sau
restabilirea unor erori aparute in structura DNA-ului, indeosebi a rupturilor bicatenare.
Activitatea sa de supresor tumoral poate fi aplicata in prevenirea si tratamentul cancerului.
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INFLUENTA COMPUSILOR COORDINATIVI Al CUPRULUI ASUPRA ACTIVITATII
PROTEAZELOR LIZOZOMALE RENALE LA SOBOLANI ADULTI
Olga Stirba, Olga Tagadiuc, Lilia Andronache, Veronica Sardari, Valentin Gudumac
Laborator Biochimie, USMF “Nicolae Testemitanu”

Summary
Influence of the copper coordination compounds on the activity
of renal lisosomal proteases in adult rats

The aim of the study was to investigate the influence of copper coordination compounds
CMT-28, CMT-67 and their combinations with the cyanobacterial remedy BioR on the activity
of lysosomal proteases (LP) in the kidneys of intact rats. It was established that all substances
studied differently influence the activity of cathepsines D, G, L, H, B and leucineaminopeptidase
in male and female rats. CMT-67 shows the highest increase of LP renal activity, and the
combination with BioR only induces a significant increase of cathepsine H activity. CMT-28
slightly enhances the renal activity LP and the combination with BioR does not potentiate this
effect.
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