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SINFLUENTA COMPUSILOR COORDINATIVI Al CUPRULUI
ASUPRA ACTIVITATII PROTEAZELOR LIZOZOMALE HEPATICE
O. Tagadiuc, V. Gudumac, L. Andronache, E. Rivneac
Laborator biochimie USMF “N.Testemitanu”

Summary
Influence of the coordinative copper compounds
on the activity of liver lisosomal proteases
The aim of the study was to investigate the influence of copper coordinative compounds

CMT-28 and CMT-67 and their combinations with the cyanobacterial bioremedy BioR on the
activity of lysosomal proteases in the liver of intact rats. It was established that all studied
substances enhance the activity of cathepsines D, G, L, H, B and leucineaminopeptidase. CMT-
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67 and BioR show synergism in the modulation of the lysosomal proteases in the liver of intact
animals, causing overlapping of the effects of these remedies.

Rezumat

Studiul a avut scopul de a cerceta influenta compusilor coordinativi ai cuprului CMT-28
si CMT-67 si a combinatiilor lor cu remediul de origine cianobacteriald BioR asupra activitatii
proteazelor lizozomale in ficatul animalelor intacte. S-a stabilit ca toate substantele studiate
amplifica activitatea catepsinelor D, G, L, H, B si a leucinaminopeptidazei. CMT-67 si BioR
manifestd sinergism 1n modularea activitatii proteazelor lizozomale hepatice la animalele
sanatoase, administrarea lor concomitentd determinind cumularea efectelor acestor remedii.

Actualitatea temei

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 inregistreazd in celulele glandelor ce
prolifereaza si cresc activ, precum si in alte tesuturi, care se caracterizeaza prin sinteza proteica
crescuta [5].

Sunt bine studiate functiile proteazelor in procesele controlate ale proteolizei limitate
(scindarea posttranslationald a predecesorilor proteinelor biologic active, formarea hormonilor
polipeptidici, implicarea in ,,mecanismele de declansare” a unor procese in cascadd) si,
deasemenea, in transmiterea impulsurilor celulare, controlul calitatii proteinelor, prezentarea
antigenului, ciclul celular, apoptoza, dezvoltarea individuala si alte procese fiziologice si
patologice [9, 3, 4]. Principalele trasaturi ale actiunii reglatoare a enzimelor proteolitice este
rapiditatea realizdrii si economicitatea inaltd. Frecvent la actiunea factorilor extremali creste
activitatea enzimelor proteolitice intracelulare, se formeaza substante biologic active, care, la
randul lor influenteaza asupra sintezei proteinelor si acizilor nucleici [2, 13].

Astfel, se induc transformari structurale caracteristice pentru adaptarea de lungd durata,
care este 0o manifestare a sindromului universal de adaptare. De mentionat, ca enzimele
proteolitice actioneaza la prima etapa de mobilizare a rezervelor proteice ale celulei, si din
aceastd cauzd este imposibil de a subestima rolul lor in realizarea mecanismelor adaptarii
biochimice. Aparatul proteolitic celular are o selectivitate inaltd si strict controlatd, deoarece
destructia sporita a proteinelor vital necesare sau degradarea lor incetinita pot modifica
considerabil functiile celulare [10]. Importanta cardinala a enzimelor proteolitice este ilustrata de
faptul cd, 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 il poseda
aparatul lizozomal al celulei cu complexul lui puternic de hidrolaze, in special, proteinazele -
catepsinele B, D ,G, H, L, denumite astfel dupa specificitatea lor de substrat [11, 12, 8]. Acestea
detin un rol cheie in modificdrile posttranslationale ale proteinelor si peptidelor si la
transformarea lor in molecule active [7, 14].

Deoarece sistemul lizozomal celular prezintd una din verigile de protectie enzimatica a
organismului contra agresiunii substantelor strdine studiul actiunii unor compusi chimici
coordinativi ai metalelor de tranzitie si a combinatiei lor cu remediul de origine cianobacteriana
BioR asupra proteazelor lizozomale in ficatul animalelor de laborator la administrarea acestora
prezintd un mare interes.

Scopul

Cercetarea a avut ca scop studiul influentei compusilor coordinativi ai cuprului CMT-28 si
CMT-67 si a combinatiilor lor cu remediul de origine cianobacteriand BioR asupra activitatii
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proteazelor lizozomale — catepsinelor D, G, L, H, B si a leucinaminopeptidazei in ficatul
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 ce au fost divizati In urmatoarele
grupe experimentale: 1 — martor — animale intacte; Il- animale intacte, carora li s-a administrat
CMT-28; Ill- animale intacte, carora li s-a administrat CMT-67 ; IV— animale intacte, carora li
s-a administrat CMT-28+bioremediul BioR; V- animale intacte, carora li s-a administrat
CMT-67+bioremediul BioR.

Compusii mentionati anterior au fost administrati i/m in doze a cite 1 mg/kg masa
corporala timp de 14 zile. La 24 ore dupa ultima injectare animalele au fost sacrificate sub
narcoza usoara cu eter sulfuric. Ficatul a fost extras si s-a preparat homogenatul hepatic in
solutie 0,25M zaharoza ce continea 1 mM EDTA, pH 74, astfel ca dilutia finalda a
homogenatului si 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 parametric t-Student cu
ajutorul programului Statistica 6,0.

Rezultate si discutii

Datele studiului releva cd administrarea compusului coordinativ al cuprului CMT-67
(Img/kg) determind cresterea activitatii tuturor enzimelor studiate comparativ cu valorile
specifice animalelor intacte (fig. 1).
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Fig. 1. Modificarile activitdtii catepsinelor D, G, L, H, B si leucinaminopeptidazei (LAP)
in ficatul animalelor sanatoase sub actiuna compusului coordinativ al cuprului CMT-67 si a
combinatiei CMT-67+BioR. Veridicitatea diferentei statistice fata de martor: * - p<0,001

Ambii compusi coordinativi ai cuprului manifesta actiune similard ca directie asupra
activitatii tuturor enzimelor studiate. In acelasi timp, influenta este aceeasi ca amploare doar in
cazul actiunii asupra activitatilor catepsinei B si LAP: activitatea catepsinei B creste sub
influenta CMT-67 cu 84% (p<0,001) si a CMT-28 — cu 96% (p<0,001), iar activitatea LAP
respectiv — cu 342% si 359% (p<0,001, in ambele cazuri). Actiune semnificativ mai potenta
exercita CMT-28 asupra functionalitatii catepsinelor G si H comparativ cu cea a CMT-67. CMT-
28 determind o majorare semnificativd a activitatii enzimelor mentionate cu 145% si 114%,
respectiv, pe cind CMT-67 doar cu 42% si 53% (fig. 1).
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Fig. 2. Modificarile activitatii catepsinelor D, G, L, H, B si leucinaminopeptidazei (LAP)
in ficatul animalelor sanatoase sub actiuna compusului coordinativ al cuprului CMT-28 si a
combinatiei CMT-28+BioR. Veridicitatea diferentei statistice fatd de martor: * - p<0,001

La administrarea combinatiei CMT-67+BioR activitatile catepsinelor D, G, L, H, B si a
LAP cresc ca si in cazul administrarii doar a CMT-67, aceasta crestere fiind putin mai mare ca
valori absolute. Doar in cazul catepsinei G actiunea cumulata a CMT-67 si BioR determina o
amplificare semnificativ mai mare a activitatii enzimei fatd de valorile martor (cu 102%,
p<0,001) comparativ cu nivelul atins la administrarea solitara a CMT-67 (+42%, p<0,001).
Astfel, administrarea combinata a compusului coordinativ al cuprului CMT-67 cu BioR se soldeaza
cu o actiune sinergista a acestor remedii asupra activitatii enzimelor studiate n ficat (fig, 2).

La administrarea combinata a CMT-28 cu BioR, deasemenea, se atestd cresterea activitagii
catepsinelor D, G, L, H, B si a LAP in ficatul animalelor intacte, dar modificarile nu sunt
univoce ca In cazul combinatiei CMT-67+BioR (fig. 2). Astfel, doar in cazul catepsinei D si a
LAP combinarea bioremediilor se soldeaza cu o crestere a activitatii enzimelor mentionate peste
valorile inregistrate la administrarea doar a CMT-28. Modificarile activitatilor catepsinelor L si
B sub influenta combinatieci CMT-28+BioR nu se deosebesc de cele produse de CMT-28 de
unul singur, iar activitdtile catepsinelor G si H, fiind semnificativ mai mari decit la animalele
martor totusi nu ating valorile induse de administrarea doar a CMT-28.

Intensificarea activitatii catepsinelor lizozomale la administrarea compusilor coordinativi
ai cuprului CMT-28 si CMT-67 si a combinatiilor lor cu remediul de origine cianobacteriana
BioR poate fi apreciatd ca reactie compensatoare de adaptare a organismului, ce tinde sa
intensifice biodegradarea moleculelor defectuoase, rezultate din actiunea compusilor mentionati
si produsilor lor de metabolizare. Dinamica diversd a activitatii catepsinelor lizozomale
demonstreaza, probabil, sensibilitatea lor diferitd la substantele mentionate. Nu e exclus ca,
importa si particularitatile conformationale ale diferitor enzime, raportul dintre activatori si
inhibitori, caracterul legaturii cu membranele lizozomale, valoarea pH mediului, inductia si
suprimarea la nivel genetic etc.

Modificarile fazice ale activitatii enzimelor lizozomale, relevate de noi, reflectd intensitatea
degradarii si sintezei macromoleculelor si transformarile moleculare, ce apar in legaturd cu aceasta
in ficatul animalelor experimentale. Aparatul lizozomal al celulei cu complexul sdu puternic de
hidrolaze se include activ in realizarea modificarilor de adaptare metabolica si structurala a
organelor si sistemelor la actiunea xenobioticelor asupra organismului.

Astfel, compusii testati demonstreaza un lizozomotropism pronuntat, fiind capabili sa
influenteze activitatea proteazelor lizozomale si sd modifice starea functionald a aparatului
lizozomal. Acestea influenteaza si activitatea enzimelor din ciclul glutationic, in asa mod,
contribuind la inductia biosintezei glutationului, influentind activitatea enzimelor
glutationdependente si sporind rezistenta celulelor fata de agresiunea substantelor exogene [1].
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Concluzii

1. Compusii coordinativi ai cuprului CMT-28 si CMT-67 amplifica activitatea proteazelor
lizozomale hepatice la animalele sdnatoase, comparativ cu valorile martor, actiunea CMT-
28 fiind mai potenta si rezultind in cresterea mai importanta a activitatii enzimelor studiate.

2. Combinarea compusilor coordinativi ai cuprului CMT-28 si CMT-67 cu BioR determina
cresterea activitatii proteazelor lizozomale hepatice la animalele sandtoase comparativ cu
valorile de referinta.

3. CMT-67 si BioR manifesta sinergism in modularea activitatii proteazelor lizozomale
hepatice la animalele sandtoase, administrarea lor concomitentd determinind cumularea
efectelor acestor remedii.

Lucrarea a fost realizatd in cadrul Programului de Stat ,,Epidemiologia hepatitelor si
cirozelor, profilactica si metode avansate de tratament” (proectul 09.835.09.04A, nr. 184.PA)
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