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Summary 

Influence of the copper coordination compounds on the activity  

of renal lisosomal proteases în 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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Rezumat 

Studiul a avut scopul de a cerceta influenţa compuşilor coordinativi ai cuprului CMT-28, 

CMT-67 şi a combinaţiei lor cu remediul de origine cianobacteriană BioR asupra activităţii 

proteazelor lizozomale (PL) în rinichii animalelor intacte. S-a stabilit că toate substanţele 

studiate influenţează în mod diferit activitatea catepsinelor D, G, L, H, B şi a 

leucinaminopeptidazei la animale de sex masculin şi feminin. CMT-67 manifestă cel mai mare 

grad de majorare a activităţii PL renale, iar combinaţia lui cu BioR induce majorarea esenţială 

numai a activităţii catepsinei H. CMT-28 intensifică mai modest activitatea PL renale, iar 

combinaţia lui cu BioR nu potenţează acest efect. 

 

Actualitatea  
Proteoliza (hidroliza enzimatică a legăturilor peptidice în proteine şi peptide) – unul din 

procesele universale ale naturii vii, joacă un rol important în menţinerea concentraţiei constante 

de proteine în celula vie şi deseori, în virtutea ireversibilităţii sale, este esenţială supraveţuirii 

organismelor. Cea mai mare intensitate a proteolizei se înregistrează în celulele glandelor ce 

proliferează şi cresc activ, precum şi în alte ţesuturi, care se caracterizează prin sinteza proteică 

crescută [12, 13]. 

De menţionat, că enzimele proteolitice acţionează la prima etapă cheie de mobilizare a 

rezervelor proteice ale celulei, şi din această cauză, rolul lor în realizarea mecanismelor 

adaptaţiei biochimice este imposibil de a fi subestimat. 

Aparatul proteolitic celular are o selectivitate înaltă şi strict controlată, deoarece destrucţia 

sporită a proteinelor vital necesare sau degradarea lor încetinită pot modifica considerabil 

funcţiile celulare. Importanţa vitală a enzimelor proteolitice este ilustrată de faptul că, nu mai 

puţin de 5% din genomul uman, este responsabil de codificarea componentelor sistemelor 

proteolitice, în special, a peptidazelor (circa 2% din totalitatea produselor genice), inhibitorilor şi 

cofactorilor lor. 

Un rol deosebit de important în modificările adaptive ale proceselor metabolice şi ale 

structurii organelor şi sistemelor determinate de acţiunea substanţelor chimice exogene îl posedă 

aparatul lizozomal al celulei cu complexul lui puternic de hidrolaze, în special, proteinazele - 

catepsinele B, D ,G, L, H, denumite astfel după specificitatea lor de substrat. Acestea deţin un rol 

cheie în perturbările posttranslaţionale ale proteinelor şi peptidelor şi la transformarea lor în 

molecule active [5, 11, 12, 13]. Studiile recente efectuate in vitro şi in vivo denotă faptul că 

proteinazele cisteinice pot juca un rol important în degradarea membranei bazale glomerulare 

(MBG) ale glomerulilor renali [1, 2]. 

S-a constatat că proteinazele aspartilice şi cisteinice din lizatul lizozomilor stratului cortical 

al rinichilor sunt responsabili de degradarea albuminelor, totodată s-a depistat o activitate înaltă a 

catepsinei B, H şi L în tubii corticali ‒ locul major de degradare a proteinelor în rinichi [3, 4]. 

Catepsinele B, L şi D din lizozomii rinichilor sunt implicate în degradarea metabolică a IL-

1 -beta umane [8]. 

Într-un număr mare de cercetări din ultima decadă se demonstrează faptul precum că 

funcţiile enzimatice ale catepsinei D nu se limitează numai la acţiunea ei în mediul acid al 

lizozomilor cu consecinţe importante în reglarea apoptozei în afară de activitatea enzimatică, s-a 

demonstrat că catepsina D interacţionează cu un şir de molecule importante care influenţează 

asupra semnalizării intercelulare. Se sugerează ideea despre rolul pleiotropic al catepsinei D [7, 

10, 11]. 

Unele date sugerează, precum că catepsina L podocitară poate fi implicată în proteinuria 

din bolile renale. Expresia catepsinei L în podocite este crescută într-o varietate mare de 

afecţiuni renale ce decurg cu proteinurie, începînd cu formele uşoare şi terminînd cu nefropatia 

diabetică. Proteoliza mediată de catepsina L joacă un rol crucial în dezvoltarea diferitor forme de 

proteinurie.  
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Degradarea proteinelor structurale ale citoscheletului podocitelor joacă un rol important în 

patologia renală, iar semnificaţia funcţională şi contribuţia lor în descifrarea mecanismelor ce 

stau la baza dezvoltării proteinuriei rămîn pînă la momentul actual neelucidate [9]. 

Reeşind din aceste considerente, studiul acţiunii unor compuşi chimici coordinativi ai 

metalelor de tranziţie şi a combinaţiei lor cu remediul de origine cianbacteriană BioR asupra 

proteazelor lizozomale în rinichii animalelor de laborator la administrarea acestora prezintă un 

mare interes. 

 

Scopul 

Cercetarea a avut ca scop studiul influenţei compuşilor coordinativi ai cuprului CMT-28 şi 

CMT-67 şi a combinaţiei lor cu remediul de origine cianobacteriană BioR asupra activităţii 

proteazelor lizozomale – catepsinelor D, G, L, H, B şi a leucinaminopeptidazei în rinichii 

şobolanilor intacţi. 

 

Materiale şi metode 

Compuşii coordinativi ai cuprului – CMT-28 şi CMT-67, au fost oferiţi de prof. univ., 

d.h.ch. Gulea Aurelian (Catedra Chimie anorganică, Universitatea de Stat din Moldova), iar 

BioR de academicianul AŞ a R. Moldova, prof. univ., d.h.b., Rudic Valeriu (Institutul de 

Microbiologie al AŞ a R. Moldova). 

Experienţele au fost efectuate pe 39 de şobolani adulţi, fără pedigriu, divizaţi în două loturi 

experimentale: femele şi masculi. Toate animalele, atât cele de experiment, cât şi cele de 

referinţă au fost întreţinute în condiţii similare standarde de vivarium. 

Subloturile de femele au constituit: I – martor – animale intacte; II– animale intacte, cărora 

li s-a administrat CMT-67; III– animale intacte, cărora li s-a administrat CMT-28 şi bioremediul 

BioR; IV – animale intacte, cărora li s-a administrat CMT-28. 

Subloturile de masculi au constituit: I – martor – animale intacte; II– animale intacte, 

cărora li s-a administrat CMT-67 şi bioremediul BioR; III– animale intacte, cărora li s-a 

administrat bioremediul BioR în doză de 1 mg; IV – animale intacte, cărora li s-a administrat 

bioremediul BioR în doză de 0,2 mg. 

CMT-67 şi CMT-28 au fost administrate bisăptămînal i/m în doza de 1 mg/kg masă 

corporală timp de 14 zile. BioR s-a injectat i/m în doze a cîte 1 şi 2 mg/kg masă corporală, 

bisăptămînal, timp de 14 zile. 

La 24 ore după ultima injectare animalele au fost sacrificate sub narcoză uşoară cu eter 

sulfuric. Rinichii au fost extraşi, apoi s-a preparat homogenatul renal în soluţie 0,25M zaharoză 

ce conţinea 1 mM EDTA, pH 7,4, astfel ca diluţia finală a homogenatului să constitue 1:10. În 

homogenat s-a determinat activitatea catepsinelor D, G, L, H, B şi a leucinaminopeptidazei 

(LAP) conform procedeelor descrise [6]. 

Rezultatele obţinute au fost evaluate statistic conform criteriului nonparametric Mann-

Witney cu ajutorul programului StatDirect. 

 

Rezultate şi discuţii 

Datele studiului relevă că administrarea compusului coordinativ al cuprului CMT-67 

(1mg/kg) atît în monoterapie la femele, cît şi în combinare cu BioR la masculi, determină 

creşterea activităţii tuturor enzimelor studiate comparativ cu valorile specifice animalelor intacte. 

La administrarea CMT-67 modificări statistic concludente se atestă în cazul LAP şi catepsinei L 

la femele (respectiv p<0,01 şi p<0,05). Combinaţia CMT-67 + BioR potenţează veridic 

activitatea catepsinei H la masculi (p<0,01) (tabelul 1). 

La administrarea bioremediului BioR în doza de 1mg/kg se atestă creşterea neveridică a 

activităţii catepsinelor L, H, G, D şi reducerea activităţii LAP în rinichii animalelor intacte, 

modificările fiind neunivoce ca şi în cazul administrării BioR în doza de 2 mg/kg, unde a fost 

semnalată o creştere nesemnificativă a activităţii catepsinelor H şi D şi diminuarea activităţii 

catepsinelor L, G şi LAP comparativ cu valorile lotului de referinţă. 
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Tabelul 1. Modificările activităţii catepsinelor L, H, G, D şi LAP la şobolani masculi intacţi sub 

influenţa remediului de origine cianbacteriană BioR şi a combinaţiei lui cu CMT-67 

Indicii studiaţi 
Martor 

♂ 

BioR+CMT-67 

1mg ♂ 

BioR 

1mg ♂ 

BioR 

2mg ♂ 

LAP 

nmol/s.g prot 

2,42±0,38 

(100%) 

2,60±0,43 

(107%) 

2,13±0,12 

(88%) 

1,81±0,13 

(75%) 

Catepsina L 

mg/s.g prot 

719,3±40,9 

(100%) 

881,6±107,0 

(122%) 

812,8±51,6 

(113%) 

678,0±32,0 

(94%) 

Catepsina H 

nmol/s.g prot 

296,5±11,9 

(100%) 

451,5±67,9** 

(152%) 

369,8±39,6 

(125%) 

337,3±28,9 

(113%) 

Catepsina G 

nmol/s.g prot 

0,68±0,03 

(100%) 

0,79±0,11 

(116%) 

0,80±0,06 

(117%) 

0,67±0,03 

(98%) 

Catepsina D 

ng/s.g prot 

4,72±0,48 

(100%) 

6,43±0,61 

(136%) 

5,42±0,65 

(115%) 

5,10±0,42 

(108%) 

Notă: ** - diferenţă statistic semnificativă faţă de lotul martor, p<0,01. 

 

Acţiune semnificativ mai potentă exercită compusul CMT-67 asupra funcţionalităţii 

catepsinei L şi LAP comparativ cu cea a CMT-28. În acest caz CMT-67 determină o majorare 

semnificativă numai a activităţii LAP şi catepsinei L cu 38% şi, respectiv, 24% faţă de valorile 

martorului. 

Inducerea catepsinei L de către compuşii coordinativi CMT-28 şi, mai ales, CMT-67 ar 

putea afecta atît membrana bazală glomerulară,cat şi funcţia podocitelor prin degradarea 

excesivă a proteinelor constituente. 

Această supoziţie este confirmată şi de rezultatele unor studii recente unde se indică că, 

catepsina L este prezentă în glomerulii renali, aceşta fiind semnificativ mai activă în degradarea 

membranei bazale glometrulare de cat elastaza pancreatică, tripsina sau colagenaza bacterială. 

Totodată, degradarea proteinelor structurale ale citoscheletului podocitar, mediată de catepsina 

L, conduce la proteinurie la şoareci [9]. 

La administrarea compusului coordinativ al cuprului CMT-28 femelelor, activitatea 

catepsinelor L, D şi a LAP în ţesutul renal creşte, iar a catepsinei H scade în raport cu valorile 

indicilor corespunzătoti la şobolanii lotului martor. 

 

Tabelul 2. Modificările activităţii catepsinelor L, H, G, D şi leucinaminopeptidazei (LAP) la 

şobolani femele intacte sub influenţa compuşilor coordinativi ai cuprului CMT-28, CMT-67 şi a 

combinaţiei CMT-28 cu remediul de origine cianobacteriană BioR 

Indicii 

studiaţi 

Martor 

♀ 

CMT-67, 

1mg ♀ 

BioR+CMT-

28 

1mg ♀ 

CMT-28, 

1mg ♀ 

LAP 

nmol/s.g.prot 

2,07±0,07 

(100%) 

2,87±0,20*** 

(138%) 

2,17±0,20 

(105%) 

2,26±0,20
#
 

(109%) 

Catepsina L 

mg/s.g.prot 

731,5±21,7 

(100%) 

910,1±111,2* 

(124%) 

780,2±26,8 

(106%) 

831,6±24,1** 

(114%) 

Catepsina H 

nmol/s.g.prot 

374,7±21,7 

(100%) 

472,4±53,0 

(125%) 

398,0±15,4 

(105%) 

337,9±26,8
#
 

(90%) 

Catepsina G 

nmol/s.g.prot. 

0,74±0,02 

(100%) 

0,85±0,11 

(115%) 

0,74±0,03 

(100%) 

0,79±0,04 

(107%) 

Catepsinei D 

ng/s.g.prot. 

4,38±0,61 

(100%) 

6,88±1,59 

(157%) 

4,92±0,82 

(112%) 

5,40±0,78 

(123%) 

Notă: * - diferenţă statistic semnificativă faţă de lotul martor, p<0,05; ** - p<0,01, *** -p<0,001. 
# 

- diferenţă statistic semnificativă faţă de lotul cu CMT-67, p<0,05. 
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Cel mai mult este influenţată de CMT-28 activitatea catepsinei L care creşte cu 14% 

(p<0,01) faţă de valorile de referinţă. Asocierea CMT-28 cu BioR majorează nesemnificativ 

activitatea tuturor catepsinelor studiate, deci în cazul dat, această combinaţie de preparate nu 

manifestă sinergism (tabelul 2). 

Intensificarea activităţii catepsinelor lizozomale la administrarea compuşilor coordinativi 

ai cuprului CMT-28 şi CMT-67, mai puţin evidenţiat în cazul combinaţiilor lor cu remediul de 

origine cianobacteriană BioR, poate fi apreciată ca reacţie compensatoare de adaptare a 

organismului, ce tinde să intensifice biodegradarea moleculelor defectuoase, rezultate din 

acţiunea compuşilor menţionaţi şi produşilor lor de metabolizare. Dinamica diversă a activităţii 

catepsinelor lizozomale demonstrează, probabil, sensibilitatea lor diferită la substanţele 

menţionate. 

Nu e exclus că, importă şi particularităţile conformaţionale ale diferitor enzime, raportul 

dintre activatori şi inhibitori, caracterul legăturii cu membranele lizozomale, valoarea pH 

mediului, inducţia şi suprimarea la nivel genetic şi alte momente.  

Astfel, compuşii testaţi demonstrează un lizozomotropism moderat, fiind capabili să 

influenţeze activitatea proteazelor lizozomale renale şi să modifice starea funcţională a aparatului 

lizozomal. 

 

Concluzii 

1. Compuşii coordinativi ai cuprului CMT-28 şi CMT-67 influenţează în mod diferit 

activitatea catepsinelor D, G, L, H, B şi a leucinaminopeptidazei la animalele intacte de ambele 

sexe, acţiunea compusului CMT-67 fiind mai potentă şi rezultînd în creşterea mai importantă a 

activităţii enzimelor studiate. 

2. Combinarea compusului coordinativ al cuprului CMT-67 cu BioR determină sinergism 

în ce priveşte creşterea activităţii catepsinei H renale la animalele sănătoase comparativ cu 

valorile de referinţă. 
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