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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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Rezumat

Studiul a avut scopul de a cerceta influenta compusilor coordinativi ai cuprului CMT-28,
CMT-67 si a combinatiei lor cu remediul de origine cianobacteriand BioR asupra activitatii
proteazelor lizozomale (PL) in rinichii animalelor intacte. S-a stabilit ca toate substantele
studiate influenteaza in mod diferit activitatea catepsinelor D, G, L, H, B si a
leucinaminopeptidazei la animale de sex masculin si feminin. CMT-67 manifesta cel mai mare
grad de majorare a activitdtii PL renale, iar combinatia lui cu BioR induce majorarea esentiala
numai a activitagii catepsinei H. CMT-28 intensifica mai modest activitatea PL renale, iar
combinatia lui cu BioR nu potenteaza acest efect.

Actualitatea

Proteoliza (hidroliza enzimatica a legaturilor peptidice in proteine si peptide) — unul din
procesele universale ale naturii vii, joaca un rol important in mentinerea concentratiei constante
organismelor. Cea mai mare intensitate a proteolizei se inregistreaza in celulele glandelor ce
prolifereaza si cresc activ, precum si in alte tesuturi, care se caracterizeaza prin sinteza proteica
crescuta [12, 13].

De mentionat, ca enzimele proteolitice actioneaza la prima etapa cheie de mobilizare a
rezervelor proteice ale celulei, si din aceastd cauzd, rolul lor in realizarea mecanismelor
adaptatiei biochimice este imposibil de a fi subestimat.

Aparatul proteolitic celular are o selectivitate Tnalta si strict controlata, deoarece destructia
sporitd a proteinelor vital necesare sau degradarea lor incetinitd pot modifica considerabil
functiile celulare. Importanta vitald a enzimelor proteolitice este ilustratd de faptul ci, nu mai
putin de 5% din genomul uman, este responsabil de codificarea componentelor sistemelor
proteolitice, in special, a peptidazelor (circa 2% din totalitatea produselor genice), inhibitorilor si
cofactorilor lor.

Un rol deosebit de important in modificarile adaptive ale proceselor metabolice si ale
structurii organelor si sistemelor determinate de actiunea substantelor chimice exogene 1l poseda
aparatul lizozomal al celulei cu complexul lui puternic de hidrolaze, in special, proteinazele -
catepsinele B, D ,G, L, H, denumite astfel dupa specificitatea lor de substrat. Acestea detin un rol
cheie in perturbarile posttranslationale ale proteinelor si peptidelor si la transformarea lor in
molecule active [5, 11, 12, 13]. Studiile recente efectuate in vitro si in vivo denotd faptul ca
proteinazele cisteinice pot juca un rol important in degradarea membranei bazale glomerulare
(MBG) ale glomerulilor renali [1, 2].

S-a constatat ca proteinazele aspartilice si cisteinice din lizatul lizozomilor stratului cortical
al rinichilor sunt responsabili de degradarea albuminelor, totodata s-a depistat o activitate inalta a
catepsinei B, H si L in tubii corticali — locul major de degradare a proteinelor in rinichi [3, 4].

Catepsinele B, L si D din lizozomii rinichilor sunt implicate in degradarea metabolica a IL-
1 -beta umane [8].

Intr-un numar mare de cercetiri din ultima decadd se demonstreazi faptul precum ca
functiile enzimatice ale catepsinei D nu se limiteaza numai la actiunea ei in mediul acid al
lizozomilor cu consecinte importante in reglarea apoptozei in afara de activitatea enzimatica, s-a
demonstrat ca catepsina D interactioneaza cu un sir de molecule importante care influenteaza
asupra semnalizarii intercelulare. Se sugereaza ideea despre rolul pleiotropic al catepsinei D [7,
10, 11].

Unele date sugereaza, precum ca catepsina L podocitard poate fi implicatd in proteinuria
din bolile renale. Expresia catepsinei L in podocite este crescuta intr-0 varietate mare de
afectiuni renale ce decurg cu proteinurie, incepind cu formele usoare si terminind cu nefropatia
diabeticd. Proteoliza mediatd de catepsina L joacd un rol crucial in dezvoltarea diferitor forme de
proteinurie.
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Degradarea proteinelor structurale ale citoscheletului podocitelor joaca un rol important in
patologia renald, iar semnificatia functionala si contributia lor in descifrarea mecanismelor ce
stau la baza dezvoltarii proteinuriei ramin pind la momentul actual neelucidate [9].

Reesind din aceste considerente, studiul actiunii unor compusi chimici coordinativi ai
metalelor de tranzitie si a combinatiei lor cu remediul de origine cianbacteriand BioR asupra
proteazelor lizozomale in rinichii animalelor de laborator la administrarea acestora prezinta un
mare interes.

Scopul

Cercetarea a avut ca scop studiul influentei compusilor coordinativi ai cuprului CMT-28 si
CMT-67 si a combinatiei lor cu remediul de origine cianobacteriand BioR asupra activitatii
proteazelor lizozomale — catepsinelor D, G, L, H, B si a leucinaminopeptidazei in rinichii
sobolanilor intacti.

Materiale si metode

Compusii coordinativi ai cuprului — CMT-28 si CMT-67, au fost oferiti de prof. univ.,
d.h.ch. Gulea Aurelian (Catedra Chimie anorganica, Universitatea de Stat din Moldova), iar
BioR de academicianul AS a R. Moldova, prof. univ., d.h.b., Rudic Valeriu (Institutul de
Microbiologie al AS a R. Moldova).

Experientele au fost efectuate pe 39 de sobolani adulti, fara pedigriu, divizati in doua loturi
experimentale: femele si masculi. Toate animalele, atat cele de experiment, cat si cele de
referinta au fost intretinute in conditii similare standarde de vivarium.

Subloturile de femele au constituit: | — martor — animale intacte; Il- animale intacte, cirora

li s-a administrat CMT-67; Ill- animale intacte, carora li s-a administrat CMT-28 si bioremediul
BioR; IV — animale intacte, carora li s-a administrat CMT-28.
Subloturile de masculi au constituit: 1 — martor — animale intacte; Il— animale intacte,

carora li s-a administrat CMT-67 si bioremediul BioR; III- animale intacte, carora li s-a
administrat bioremediul BioR in dozad de 1 mg; IV — animale intacte, carora li s-a administrat
bioremediul BioR in doza de 0,2 mg.

CMT-67 si CMT-28 au fost administrate bisaptdminal i/m in doza de 1 mg/kg masa
corporala timp de 14 zile. BioR s-a injectat i/m in doze a cite 1 si 2 mg/kg masa corporald,
bisaptaminal, timp de 14 zile.

La 24 ore dupd ultima injectare animalele au fost sacrificate sub narcoza usoard cu eter
sulfuric. Rinichii au fost extrasi, apoi s-a preparat homogenatul renal in solutie 0,25M zaharoza
ce continea 1 mM EDTA, pH 7,4, astfel ca dilutia finala a homogenatului sa constitue 1:10. in
homogenat s-a determinat activitatea catepsinelor D, G, L, H, B si a leucinaminopeptidazei
(LAP) conform procedeelor descrise [6].

Rezultatele obtinute au fost evaluate statistic conform criteriului nonparametric Mann-
Witney cu ajutorul programului StatDirect.

Rezultate si discutii

Datele studiului relevd ca administrarea compusului coordinativ al cuprului CMT-67
(Img/kg) atit in monoterapie la femele, cit si in combinare cu BioR la masculi, determina
cresterea activitatii tuturor enzimelor studiate comparativ cu valorile specifice animalelor intacte.
La administrarea CMT-67 modificari statistic concludente se atesta in cazul LAP si catepsinei L
la femele (respectiv p<0,01 si p<0,05). Combinatia CMT-67 + BioR potenteaza veridic
activitatea catepsinei H la masculi (p<0,01) (tabelul 1).

La administrarea bioremediului BioR in doza de 1mg/kg se atestd cresterea neveridicd a
activitatii catepsinelor L, H, G, D si reducerea activitatii LAP in rinichii animalelor intacte,
modificarile fiind neunivoce ca si In cazul administrarii BioR in doza de 2 mg/kg, unde a fost
semnalatd o crestere nesemnificativa a activitatii catepsinelor H si D si diminuarea activitagii
catepsinelor L, G si LAP comparativ cu valorile lotului de referinta.
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Tabelul 1. Modificarile activitatii catepsinelor L, H, G, D si LAP la sobolani masculi intacti sub
influenta remediului de origine cianbacteriana BioR si a combinatiei lui cu CMT-67

Indicii studiati Martor BioR+CMT-67 BioR BioR
3 1mg & img & 2mg &
LAP 2,42+0,38 2,60+0,43 2,13+0,12 1,81+0,13
nmol/s.g prot (100%) (107%) (88%) (75%)
Catepsina L 719,3+40,9 881,6+107,0 812,8+51,6 678,0+£32,0
mg/s.g prot (100%) (122%) (113%) (94%)
Catepsina H 296,5+11,9 451,5+67,9** 369,8+39,6 337,3+28.9
nmol/s.g prot (100%) (152%) (125%) (113%)
Catepsina G 0,68+0,03 0,79+0,11 0,80+0,06 0,67+0,03
nmol/s.g prot (100%) (116%) (117%) (98%)
Catepsina D 4,72+0,48 6,43+0,61 5,42+0,65 5,10+0,42
ng/s.g prot (100%) (136%) (115%) (108%)

Nota: ** - diferenta statistic semnificativa fata de lotul martor, p<0,01.

Actiune semnificativ mai potentd exercitd compusul CMT-67 asupra functionalitatii
catepsinei L si LAP comparativ cu cea a CMT-28. In acest caz CMT-67 determini o majorare
semnificativd numai a activitatii LAP si catepsinei L cu 38% si, respectiv, 24% fatd de valorile
martorului.

Inducerea catepsinei L de catre compusii coordinativi CMT-28 si, mai ales, CMT-67 ar
putea afecta atit membrana bazald glomerulard,cat si functia podocitelor prin degradarea
excesiva a proteinelor constituente.

Aceasta supozitie este confirmatd si de rezultatele unor studii recente unde se indica ca,
catepsina L este prezenta in glomerulii renali, acesta fiind semnificativ mai activa in degradarea
membranei bazale glometrulare de cat elastaza pancreatica, tripsina sau colagenaza bacteriala.
Totodata, degradarea proteinelor structurale ale citoscheletului podocitar, mediatd de catepsina
L, conduce la proteinurie la soareci [9].

La administrarea compusului coordinativ al cuprului CMT-28 femelelor, activitatea
catepsinelor L, D si a LAP 1n tesutul renal creste, iar a catepsinei H scade in raport cu valorile
indicilor corespunzatoti la sobolanii lotului martor.

Tabelul 2. Modificarile activitatii catepsinelor L, H, G, D si leucinaminopeptidazei (LAP) la
sobolani femele intacte sub influenta compusilor coordinativi ai cuprului CMT-28, CMT-67 si a
combinatiei CMT-28 cu remediul de origine cianobacteriana BioR
BioR+CMT-

Indicii Martor CMT-67, 28 CMT-28,
studiati Q Img @ Img Q Img ¢
LAP 2,07+0,07 | 2,87+0,20*** 2,17+0,20 2,26+0,20"

nmol/s.g.prot (100%) (138%) (105%) (109%)
Catepsina L 731,5€21,7 | 910,1+111,2* 780,2+£26,8 831,6+£24,1**
mg/s.g.prot (100%) (124%) (106%) (114%)
CatepsinaH | 374,7£21,7 | 472,4453,0 398,0+15,4 337,9+26,8"
nmol/s.g.prot (100%) (125%) (105%) (90%)
Catepsina G 0,74+0,02 0,85+0,11 0,74+0,03 0,79+0,04
nmol/s.g.prot. | (100%) (115%) (100%) (107%)
Catepsinei D | 4,38+0,61 6,88+1,59 4,92+0,82 5,40+0,78
ng/s.g.prot. (100%) (157%) (112%) (123%)

. diferenta statistic semnificativa fata de lotul cu CMT-67, p<0,05.
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Cel mai mult este influentatd de CMT-28 activitatea catepsinei L care creste cu 14%
(p<0,01) fata de valorile de referintd. Asocierea CMT-28 cu BioR majoreaza nesemnificativ
activitatea tuturor catepsinelor studiate, deci in cazul dat, aceasta combinatie de preparate nu
manifesta sinergism (tabelul 2).

Intensificarea activitatii catepsinelor lizozomale la administrarea compusilor coordinativi
ai cuprului CMT-28 si CMT-67, mai putin evidentiat in cazul combinatiilor lor cu remediul de
origine cianobacteriand BioR, poate fi apreciatd ca reactie compensatoare de adaptare a
organismului, ce tinde sd intensifice biodegradarea moleculelor defectuoase, rezultate din
actiunea compusilor mentionati si produsilor lor de metabolizare. Dinamica diversa a activitatii
catepsinelor lizozomale demonstreaza, probabil, sensibilitatea lor diferitd la substantele
mentionate.

Nu ¢ exclus ca, importa si particularitatile conformationale ale diferitor enzime, raportul
dintre activatori si inhibitori, caracterul legiturii cu membranele lizozomale, valoarea pH
mediului, inductia si suprimarea la nivel genetic si alte momente.

Astfel, compusii testati demonstreazd un lizozomotropism moderat, fiind capabili sa
influenteze activitatea proteazelor lizozomale renale si sa modifice starea functionala a aparatului
lizozomal.

Concluzii

1. Compusii coordinativi ai cuprului CMT-28 si CMT-67 influenteaza in mod diferit
activitatea catepsinelor D, G, L, H, B si a leucinaminopeptidazei la animalele intacte de ambele
sexe, actiunea compusului CMT-67 fiind mai potenta si rezultind in cresterea mai importanta a
activitatii enzimelor studiate.

2. Combinarea compusului coordinativ al cuprului CMT-67 cu BioR determina sinergism
in ce priveste cresterea activitatii catepsineir H renale la animalele sandtoase comparativ cu
valorile de referinta.
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