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Rezumat

Mecanismele prin care dereglarile lizozomale afecteaza functiile tesuturilor mineralizate sunt insuficient elucidate,
iar eficacitatea masurilor terapeutice actuale sunt limitate. Scopul studiului - cercetarea mecanismelor de actiune a unor
compusi biologic activi (CBA) autohtoni asupra activitatii hidrolazelor lizozomale osoase (HLO) in osteopatia (OP) in-
dusad prin intoxicatia cu CCl,, etilenglicol (EG) si ciclofosfan (CF). In studiu au fost utilizati CBA autohtoni (baze Schiff
noi, combinatiile lor cu metale 3d — CMD-4, CMD-8, CMJ-23, CMJ-26 si CMJ-33) si remedii, obtinute din Spirulina
platensis - BioR, BioR-Ge, polizaharide sulfatate din spirulina (PSS). Rezultatele obtinute releva ca in in OP indusa cu
CCl, compusii — CMD-4, CMD-8 si CMJ-23, CMJ-33 si CMJ-26 restabilesc suprimarea activitdtii NAG si b-Gal. Com-
pusii testati manifestd o actiune redresanta asupra catepsinei D, dar si de amplificare notabila a enzimoactivitatii, cei mai
activi fiind compusii CMD-4 si CMJ-26. in OP indusi cu EG remediile BioR si BioR-Ge, compusii CMD-4 si CMJ-23
mentin la valori sporite activitatea b-Gal, iar CMD-4 si CMJ-26 determina amplificarea concludenta a nivelului catepsinei
D. in OP indusi cu CF, PSS si BioR-Ge determini mentinerea la valori reduse si chiar accentuarea inhibitiei NAG si
reducerea marcatd a nivelului - glucozidazei. PSS si BioR-Ge inhiba catepsina D cu 50-60%, iar PSS scade activitatea
privind elaborarea unor strategii terapeutice individualizate.

Cuvinte-cheie: osteopatia experimentald, compusi biologic activi, enzime lizozomale

Summary. Changes of the bone lysosomal enzymes activity in experimental osteopathy and influence of
some local bioactive compounds

The mechanisms by which lysosomal dysfunction affects mineralized tissues are poorly understood and the effec-
tiveness of current therapeutic measures are limited. The purpose of the study was to study the mechanisms of action of
bioactive compounds (BAC) on the bone lysosomal hydrolases in osteopathy (OP) caused by exposure to CCl,, ethylene
glycol (EG) and cyclophosphane (CP). Schiff bases, their combinations with 3d-metalls (CMD-4, CMD-86 CMJ-23,
CM1J-33 u CMJ-26) and remedies from Spirulina platensis - BioR, BioR-Ge and sulphated polysaccharides (PSS) were
studied. Results: CMD-4, CMD-86 CMJ-23, CMJ-33 and CMJ-26 restored the inhibited activity of N-acetyl-beta-D-glu-
cosaminidase and b-galactosidase in CCl4-induced OP. Tested compounds exhibit an activating effect on cathepsin D,
the most active compounds were CMD-4 and CMJ-26. In EG-induced OP, BioR and BioR-Ge, CMD-4 and CMJ-23
maintained at high levels the pathology-induced activation of b-Gal, while CMD-4 and CMJ-26 enhanced the expressi-
on of cathepsin D. In CP-induced OP, PSS and BioR-Ge maintained the marked decrease or even inhibit the activity of
B-glycosidase. PSS and BioR-Ge inhibited the activity of cathepsin D by 50-60%, while PSS reduced the arylsulfatase
activity, indicating their high sensitivity to these agents. The data obtained provide new opportunities for the development
of individualized therapeutic strategies.

Key words: experimental osteopathy, bioactive compounds, lysosomal enzymes

Pe3ome. M3MeHeHHsI AKTHBHOCTH JIN30COMAJIbHBIX (l)epMeHTOB KOCTHOM TKaHM npu 3KCIIepI/lMeHTaJ]bH0ﬁ
0CTEONMATHH U BJIMSAHUEC HEKOTOPLIX 0TCYE€CTBEHHBIX OHOAKTHBHBIX CoeI[l/IHeHI/lﬁ

MexaHu3Mbl BIMSTHUS HapyHIeHI/Iﬁ JIM30COM Ha (byHKI_II/II/I MUHEPAJIN30BAHHBIX TKaHEH HEAOCTAaTOYHO U3YUYCHBI,
a 3(1)(1)6KTI/IBHOCTI> CyHI€CTBYIOINX JIe4eOHBIX CpCACTB OrpaHUYCHBI. HeJ'II) HCCIICAOBAHUA - U3YUCHHUC MCXAaHU3MOB
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BIIMsIHUS OnoakTHBHBIX coenuHeHnid (BAC) Ha akTHBHOCTb KOCTHBIX JIM30coMaibHBIX Tuapona3 (KJII) mpu octeonarusax
(OI) BezBannbIX BosaekcTeueM CCl,, sTunenmmkonem (A1) u muknodocdanom (LID). B padore ucnonbzopanucs bAC
(ILInddossie ocHOBanus 1 nx kombuHaimu ¢ 3d-metayuiamu - CMD-4, CMD-86 CMJ-23, CMJ-33 u CMJ-26), a Taxxe
npenaparsl, nony4eHHsie u3 Spirulina platensis - BioR, BioR-Ge u cynbdaruposannsie nomucaxapuasl (PSS). Pesynb-
tarel: ipu CCl,-unaymuposannoit OIl, coenunenns CMD-4, CMD-8, CMJ-23, CMJ-26 u CMJ-33 BocCcTaHaBIMBAIOT
WHrHOMPOBaHHYIO MHTOKCHKAIMEH aKTUBHOCTh N-aleTHi-P-IoKo3aMiHNAa3kl U b-ranakrozuaassl (b-Iam). Tectupye-
MBI€ COEMHEHNS MTPOSIBIISIIOT aKTHBHUPYIOLIEe IeHCTBUE Ha KaTercuH D, npu 3ToM Hanbosee akTHBHBIMH COEIMHEHUSIMA
okazanuch CMD-4 u CMJ-26. [1pu OI'-unayrmposanHoii OI1, BioR u BioR-Ge, CMD-4 u CMJ-23 nojiep:xuBaroT Ha
BBICOKOM ypOBHE BBI3BaHHYIO marojiorueil akruBanuio b-I'an, a CMD-4 u CMJ-26 ycHUIMBaIOT SKCIPECCHIO KaTETICHHA
D. Ilpu L®-nunynuposannoii OI1, PSS u BioR-Ge coxpaHSIOT 3aMETHOE CHIDKEHUE U JIaKe MHTHOMPYIOT aKTHBHOCTh
B-rmuko3unasel. PSS u BioR-Ge mogasnser aktuBHOCTH Karerncunaa D Ha 50-60%, a PSS cHmkaeT akTHBHOCTD apHIICYITb-
(bara3, 4TO yKa3bIBaET HA X BBHICOKYIO UyBCTBHTEJILHOCTH K AGHCTBUIO 3TUX CpeACTB. [lomydyeHHbIe JaHHbIE OTKPHIBAIOT
HOBBIE BO3MOKHOCTH I10 Pa3BUTHIO WHIUBHIYaTHU3UPOBAHbIX TEPATIEBTHUECKUX CTPATETHil.
KoaroueBble cjioBa: SKCIiepUMEHTANbHAsE OCTEONAaTHsI, OMOAKTHBHBIE COCIMHEHMS, TM30COMAaJIbHbIE ()ePMEHTEI

Introducere. In prezent afectiunile sistemului
0s0s se impun in atentia specialistilor ca o problema
progresiva, evolutiei grave si complicatiilor lor atat la
persoane de varsta medie si Tnaintatd, cat i prin im-
perfectiunea mijloacelor terapeutice, oferite de medi-
cina moderna [2, 3, 17, 21]. Progresele din ultimul
deceniu ale stiintelor fundamentale, au permis o mai
buna cunoastere a patogeniei afectiunilor sistemului
osos. Un rol important in patogenia maladiilor os-
teo-articular se atribuie aparatul lizozomal al celulei
[5].

Lizozomii sunt considerati ,,centre importante de
reciclare” a fiecérei celule, care scindeazd componen-
tele macromoleculare celulare uzate in produse sim-
ple, pentru a fi utilizate la construirea unor noi materi-
ale [8]. Aceasta functie este realizata prin actiunea en-
zimelor implicate In degradarea progresiva a diferitor
substraturi. in procesele de resorbtie osoasa, participa
un sir de hidrolaze lizozomale, care realizeaza degra-
darea glicozaminoglicanilor — B-galactozidaza, B-glu-
cozidaza, B-glucuronidaza, arilsulfatazele A si B, dar
si a componentelor proteice — catepsinele D, S, K si
elastaza [1, 4]. Studiile recente releva ca 10% din toa-
te genele asociate afectiunilor tesuturilor mineralizate
codifica proteinele lizozomale. Pe de alta parte, para-
digma conform careia enzimele lizozomale participa
doar la degradarea nespecificd a macromoleculelor
uzate s-a schimbat. in ultimele decenii se considera
a fi centre de semnalizare cheie, care regleaza si, la
randul lor, sunt supuse unor reglari stricte din par-
tea moleculelor de semnalizare. Aceste date vorbesc
despre importanta lizozomilor in reglarea proceselor
fundamentale de dezvoltare a tesuturilor [9, 10, 11,
19]. In ciuda acestui fapt, mecanismele prin care de-
reglarile lizozomale afecteazd dezvoltarea si functiile
tesuturilor mineralizate sunt insuficient elucidate, iar
eficacitatea masurilor terapeutice actuale in disfunc-
tiile sistemului osos sunt limitate.

O directie relativ noua si actuala in cercetarile bi-
omedicale este cea legata de evaluarea §i perspectiva
utilizérii compusilor chimici - a combinatiilor com-
plexe, precum si a unor remedii de origine cianobac-
teriana in diverse domenii ale medicinei. Cercetarile
preliminare efectuate au relevat eficienta lor terapeu-
tica si perspectivele de valorificare a acestor compusi
[7, 13, 14, 15, 16, 18].

Pornind de la aceste rationamente, scopul studiului
a fost cercetarea mecanismelor de actiune a unor com-
pusi biologic activi autohtoni (baze Schiff noi, com-
binatiei lor cu metale 3d, a unor remedii de origine
cianobacteriand) asupra starii functionale a aparatului
lizozomal 1n tesutul osos la modelarea unor osteopatii
si argumentarea utilitatii folosirii lor in profilaxia si
tratamentul acestor patologii.

Material si metode. in studiu au fost utilizati
compusii biologic activi (CBA) autohtoni (baze Schiff
noi, combinatiile lor cu metale 3d) si remedii, obti-
nute din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis.
Compusii CMD-4, CMD-8, CMJ-23, CMJ-26 si
CMJ-33 au fost oferiti de prof. univ., sef Catedra Chi-
mie Anorganicd a USM, academician Aurelian Gulea.
Remediile cianobacteriene — polizaharide sulfatate
din spirulind (PSS), BioR si BioR-Ge au fost oferite
de prof. univ, directorul Institutului de Microbiologie
si Biotehnologie al Academiei de Stiinte a Moldovei,
academician Valeriu Rudic.

Osteopatia (OP) toxica secundara a fost studiata
pe 3 modele experimentale induse prin intoxicarea cu
CCl, [12], etilenglicol [20] si ciclofosfan in trei serii
de experiente.

In prima serie de experiente cercetarea a fost
efectuata pe un esantion de 40 sobolani albi masculi
linia Wistar cu masa 180-220 g, divizati in 7 loturi a
cate 5-6 animale in fiecare. Animalele au fost divizate
in urmatoarele loturi experimentale: 1) martor (6 ani-
male intacte, carora li s-a administrat ulei de masline
1,0 ml/kilocorp, bisaptamanal, timp de 8 saptamani);
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2) animale cu OP, indusa prin administrarea solutiei
50% de CCI, in ulei de maésline in doza 1,0 ml/kilo-
corp, bisaptamanal, timp de 8 sdptdmani; 3) animale
cu OP+CMD-4; 4) animale cu OP+CMD-8; 5) ani-
malele cu OP+CMJ-23; 6) animale cu OP+CMJ-26;
7) animale cu OP+CMJ-33. In aceasti serie de expe-
riente, toate substantele au fost diluate in sol. fizio-
logica ce continea 1% gelatind si apoi administrate
i/m timp de 14 zile, doza zilnica constituind 0,1 mg/
kilocorp pentru CMD-4, CMD-8, CMJ-23, CMIJ-26
si CMJ-33. Animalelor din lotul martor si lotul cu OP
in decursul a 14 zile 1i s-a injectat i/m solutie fiziolo-
gicd ce continea 1% gelatina.

In a doua serie de experiente activitatea biologica
a CBA autohtoni a fost evaluatd pe un lot de 45 so-
bolani albi masculi linia Wistar cu masa 160 — 180 g,
divizati in 7 loturi a cate 5-7 animale: 1) martorul - 6
animale intacte; 2) animale cu OP, indusa prin admi-
nistrarea etilenglicolului in doza 1 g/kilocorp per os
zilnic pe parcursul a 30 de zile; 3) animale cu OP+C-
MD-4; 4) animale cu OP+CMD-8; 5) animalele cu
OP+CM]J-23; 6) animale cu OP+CMJ-26; 7) anima-
le cu OP+CMJ-33; 8) animale cu OP+polizaharide
sulfatate din spirulind (PSS). Toate substantele, cu
exceptia remediului PSS, au fost diluate 1n sol. fizi-
ologica ce contine 1% gelatina si apoi administrate
i/m timp de 14 zile, doza zilnica constituind 0,1 mg/
kilocorp pentru CMD-4, CMD-8, CMJ-23, CMIJ-26
si CMJ-33. Remediul cianobacterian PSS a fost diluat
in bulion de vitd pana la concentratia finala de 5%
si administrat per os in doza de 50 mg/kg, timp de
14 zile. Animalelor din lotul martor si lotul cu OP in
decursul a 14 zile li s-a injectat i/m solutie fiziologica
ce contine 1% gelatina.

In a treia serie de experiente activitatea biologica
a compusilor mentionati a fost evaluata in experien-
te pe un lot de 33 sobolani albi masculi linia Wistar
cu masa 160 — 180 g divizati In 5 loturi a céte 6-7
animale in fiecare: 1) martorul - 6 animale intacte;
2) animale, intoxicate cu ciclofosfan (CF) in doza 50
mg/kg, i/m de 2 ori pe sdptdmana pe parcursul a 14
zile; 4) animale intoxicate cu CF, supuse tratamentu-
lui cu PSS 1n doza 50 mg/kg; 4) animale intoxicate cu
CF, supuse tratamentului cu PSS in doza 125 mg/kg;
5) animale intoxicate cu CF, supuse tratamentului cu
remediul cianobacterian BioR-Ge timp de 14 zile, i/m
doza zilnica constituind 0,1 mg/kilocorp.

Remediul cianobacterian PSS a fost diluat in bu-
lion de vitd pana la concentratia finala de 5% si ad-
ministrat per os in doza de 50 si 125 mg/kg timp de
14 zile.

Cercetarea a fost aprobatd de Comitetul de Etica
a Cercetarii a [P USMF ,,Nicolae Testemitanu” (aviz
din 20 iunie 2011).

Cercetarea tesuturilor mineralizate prezinta anu-
mite dificultati, astfel tehnologia de pregatire a omo-
genatelor osoase a fost perfectionata in felul urmator:
oasele femurale au fost extrase, eliberate de tesuturile
adiacente si Inlaturatd maduva osoasa prin spalari re-
petate cu solutie glaciara de 0,9% de NaCl. in conti-
nuare, oasele femurale au fost supuse triturarii in azot
lichid pana la starea de pulbere in piulitd de portelan
cu pisilog si cantirite pe balanta de torsiune. In cali-
tate de mediu de dispersare a fost folosita solutia de
0,16 mM EDTA, pH 7,4, astfel ca concentratia finala
a omogenatului sa constituie 10%. Pentru distrugerea
completa a membranelor celulare omogenatele osoa-
se, dupa prelucrarea cu triton X-100 in concentratia
finala 0,1%, au fost supuse ciclurilor (repetate de 3
ori) de congelare/dezghetare.

Determinarea activitatii enzimatice s-a efectuat in
supernatantul obtinut la centrifugarea omogenatului
o0sos la 5000 tur/min timp de 10 min. Ulterior super-
natantul obtinut a fost transferat in eprubete Eppen-
dorf si pana la examinare pastrate in stare congelata
la temperatura de -40°C.

Activitatea hidrolazelor lizozomale - N-ace-
til-B-D-glucozaminidazei, b-glucozidazei, B-ga-lac-
tozidazei, arilsulfatazelor A, B si arilsulfatazei C,
precum, si a catepsinei D a fost determinata conform
procedeelor descrise anterior [6, 10].

Toate procedeele de determinare a activitatii enzi-
melor si a continutului de substante au fost executate
dupa tehnici, adaptate pentru aplicarea la riderul hi-
brid multi-modal cu micropléci Synergy H1 (Hydrid
Reader) (BioTek Instruments, SUA).

Rezultatele obtinute au fost evaluate statistic con-
form criteriului t-Student, precum si cel nonparame-
tric ,,U” Mann-Witney cu ajutorul programului Stat-
sDirect Statistical Softwear (StatsDirect Ltd, Marea
Britanie).

Rezultate si discutii. Din datele tabelului 1 re-
zulta ca activitatea hidrolazelor lizozomale in tesutul
o0sos in OP CCl,-indusa scade cu 20-30%, dar statistic
concludente sau dovedit a fi doar suprimarea N-ace-
til-b-D glucozaminidazei (NAG), B-galactozidazei si
a catepsinei D. Totodata sub influenta CCl, activitatea
arilsulfatazei C creste esential cu 83% (p<0,05).

Efectul compusilor luati in studiu asupra nivelu-
lui functional al enzimelor lizozomale in OP experi-
mentald indusa de tetraclorura de carbon se manifesta
in mod diferit.

Analiza rezultatelor obtinute demonstreaza, ca
toti compusi administrati reusesc sa restabileasca ac-
tivitatea suprimatd a NAG, b-galactozidazei si f-glu-
cozidazei n tesutul osos la animalele cu OP indusa
cu CCl, atat in raport cu OP netratata, cat si fafa de
nivelul lotului martor. Mai mult decat atat, compusii
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Tabelul 1
Influenta CBA autohtoni asupra activititii enzimelor lizozomale in tesutul osos (nkat/g. prot)
in OP indusa de tetraclorura de carbon
Grupurile NAG B-glucuro- p-galacto- p-glucozi- Arilsulfa- Arilsulfa-
de studiu nidaza zidaza daza taza Asi B taza C
Mart 14,2+0,7 25,2+1,8 5,7+0,3 3,2+0,3 3,104 0,7+0,1
artot 100% 100% 100% 100% 100% 100%
oP 10,7£1,3* 19,6+£2.,9 4,0+0,5* 2,8+0,3 2,340,3 1,3+£0,1%*
76% 78% 70% 87% 73% 183%
13,2+0,7 25,1+£2.4 4,9+0,3 3,6+0,2 3,0+0,2 0,9+0,2
OP+CMD-4 93% 100% 85% 113% 97% 121%
13,7£1,3 26,7+1,5 5,5+0,3# 4,6+0,3*# 3,3+£0,3 1,0£0,1%#
OP+CMD-8 96% 106% 95% 144% 107% 146%
13,1£0,9 24,542.6 5,5+0,4# 3,4+0,4 3,1+0,3 1,1+0,1 #
OP+CMJ-23 92% 97% 96% 105% 100% 162%
13,5+0,2* 28,9+1,9# 5,3+0,2 3,5+0,3 2,9+0,2 1,24+0,2%*
OP+CMJ-33 95% 114% 93% 109% 95% 170%
13,5+0,2# 26,2+1.2# 5,0+0,1# 3,5+0,1# 2,6+0,1 0,9+0,1
OP+CMJ-26 95% 104% 87% 110% 85% 134%

Nota: * - diferentd statistic semnificativa fatd de lotul-martor, p<0,05;
# - diferenta statistic semnificativa fata de lotul-OP, p<0,05.

CMJ-26 si CMJ-33 reusesc sa restabileasca depresia
nivelului functional al NAG si B-glucuronidazei la
animalele cu OP indusé de CCl,.

La medicatia animalelor cu CMD-8 are loc nu
numai restabilirea fortei catalitice a B-glucozidazei
in tesutul osos, dar si depasirea notabild a nivelului
acesteia (cu +44%) la animalele intacte.

Compusii testati manifesta nu numai o actiune
redresanta asupra catepsinei D, dar si de amplificare
notabild a enzimoactivitatii. In acest aspect, cei mai
activi compusi s-au dovedit a fi CMD-4 si CMJ-26
care favorizeazd evident activizarea catepsinei D
in tesutul osos al animalelor cu OP. Datele recente
sugereaza ideia ca catepsina D este o enzimd multi-
functionald, implicata in multiple procese biologice.
Catepsina D este responsabila pentru clivajul selectiv
si limitat a anumitor substraturi vitale pentru functiile
celulare. Aceste evenimente proteolitice sunt critice
in controlul proceselor biologice, inclusiv progresia
ciclului celular, diferentierea si migrarea, morfogene-
za si remodelarea tisulara, procese imunologice, angi-
ogeneza, si apoptoza [8, 9, 10, 11].

Influenta CBA auntohtoni asupra activitiatii catepsinei D
in tesutul osos in OP experimentala indusa de CC14

m Martor
m CCla
uCMD-4
= CMD-8
mCMI-23
CM-33
= CMJ-26

Catepsina [»

Figura 1

Astfel, remediile studiate posedd capacitatea de
a modula starea functionala a aparatului lizozomal 1n
tesutul osos la intoxicatia cu CCl, prin supresia unor
hidrolaze si mentinerea functionalitatii in limite fizio-
logice sau chiar supraexpesarea altor enzime.

Tabelele 2 si 3 reflectd influenta intoxicatiei cu
etilenglicol si ciclofosfan asupra activitatii hidrola-
zelor lizozomale 1n tesutul osos, precum si efectele
administrarii CBA luati in studiu.

Analiza rezultatelor obtinute demonstreaza, ca in-
toxicatia cu etilenglicol conduce la majorarea conclu-
dentd a activitatii B-galactozidazei in tesutul osos, in
timp ce activitatea celorlalte hidrolaze creste neesen-
tial. Utilizarea bioremediului BioR-Ge si compusului
CMD-4 produce o amplificare notabila a fortei catali-
tice a B-glucozidazei in tesutul osos cu depdsirea sub-
stantiala a nivelului acesteia fatd de animalele intacte.

Cercetarile noastre au demonstrat cd administra-
rea CBA autohtoni nu se manifestd, in ansamblu, cu
efecte sesizabile asupra activitatii NAG induse de eti-
lenglicol, aceasta mentinandu-se la aceleasi cote ce
au fost Inregistrate la animalele netratate.

CBA luati in studiu exercita efecte minore asupra
functionalitatii B- glucuronidazei, activitatea careia
manifestd, in general, o tendintd slaba de reducere
fata de nivelul lotului cu OP indusa de EG fara me-
dicatie.

La animalele cu OP indusa de etilenglicol reme-
diul BioR si compusii CMD-8 si CMJ-23 determina
mentinerea functionalitatii B-galactozidazei la cote
majore, similare celor identificate in intoxicatia cu
etilenglicol.

Medicatia cu CBA studiati n-a influentat esential
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Tabelul 2
Influenta CBA autohtoni asupra activititii enzimelor lizozomale in tesutul osos (nkat/g.prot)
in OP indusa de intoxicatia cu etilenglicol
Grupuri de NAG B-glucuroni- B-galactozi- B-glucozi- Arilsulfataza Arilsulfa-
studiu daza daza daza AsiB taza C
Martor 8,8+1,3 15,4+£2,2 2,6+0,4 3,0+£0,4 1,8+0,2 0,5+0,1
100% 100% 100% 100% 100% 100%
5G 10,0+0,8 14,2+1,9 4,72+0,3* 3,7+0,6 2,0£0,1 0,6+0,2
113% 92% 185% 121% 111% 123%
. 7,4+0,4 11,3+0,8 4,45+0,7 3,1+0,3 1,940,1 0,7+0,1
+ b b > b b b b b b > b b
EG#BioR 84% 73% 174% 103% 105% 135%
. 10,7£0,6 13,2+1,0 5,44+0,6* 5,1+£0,5* 2,5+0,2 0,6+0,1
+ _ b b 2 2 2 2 2 2 > b 2 2
EG*BioR-Ge 121% 85% 213% 169% 137% 119%
9,7+1,4 9,9+1,4 5,2+0,5%%* 4,1+0,6 2,2+0,3 0,7+0,1
EGHCMD-4 1 7110, 64% 202% 135% 122% 141%
8,7£0,6 13,5+£2,0 3,40+0,30 2,7+0,2 1,8+0,2 0,5+0,1
+ _ E b E 2 2 2 b B > b 2 2
EG+CMD-8 99% 87% 133% 91% 100% 100%
9,3+1,3 14,6+1,8 4,5+0,3* 3,1+£0,4 2,240,1 0,5+0,1
+ _ b b b b > b b b > s 9 9
EGHCMI-23 | 1050, 95% 177% 103% 121% 103%

Nota: * - diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, p<0,05; ** - p<0,01;.
#- diferenta statistic semnificativa cu lotul- EG, p<0,05; - p<0,01.

asupra functionalitatii arilsulfatazei A,B si arilsulfa-
tazei C, modificarile acestora fiind fara relevanta sta-
tistica.

Influenta CBA autohtoni asupra activitatii catepsinei D in tesutul
osos in OP indusa de intoxicatia cu Etilenglicol

180%
160%
140%
120%

H Martor

= EG
100:%’ ] W EG+BioR
80% 7 W EG+BioR-Ge
60% M EG +CMD-4
40% - EG +CMD-8
20% u EG +CMI-23
0% -
Catepsina D
Figura 2

Intoxicatia cu etilenglicol determina cresterea ne-
concludentd a activitatii catepsinei D 1n tesutul osos,

iar administrarea remediilor BioR si BioR-Ge asigura
sporirea notabild a acestei enzime cu 56% si, respec-
tiv, 32% fata de valorile specifice martorului. in ace-
lasi timp compusii CMD-4, CMD-8 si CMJ-23 inles-
nesc atenuarea activitatii enzimei, contribuind chiar
la normalizarea ei.

Modificarile activitatii hidrolazelor acide lizozo-
male din tesutul osos pe fondal de intoxicatie cu ci-
clofosfan (CF) sunt reprezentate in tabelul 3, din care
deducem ca activitatea NAG si a catepsinei D scade
evident, nivelul functional al -galactozidazei creste
neveridic cu 24%, iar activitatea celorlalte hidrolaze
nu se modifica.

Dinamica diversa a activitatii hidrolazelor lizo-
zomale reflectd, probabil, sensibilitatea lor diferita
la actiunea ciclofosfanului. Administrarea PSS in

Tabelul 3

Influenta CBA autohtoni asupra activititii enzimelor lizozomale in tesutul osos (nkat/g.prot)
in OP indusa de intoxicatia cu ciclofosfan

Grupuri de NAG B-glucuroni- p-galactozi- p-glucozi- | Arilsulfataza | Arilsulfa-
studiu daza daza daza AsiB taza C
Martor 8,8+1,3 15,4422 2,6+0,4 3,0+0,4 1,8+0,2 0,5+0,1

100% 100% 100% 100% 100% 100%
CF 4,5+0,4%* 15,3+0,4 3,2+0,2 2,4+0,3 1,8+0,2 0,5+0,1
52% 99% 124% 80% 100% 100%
CF+PSS, 3,320,5%# 6,8+0,8%** 2,1+0,2 2,0+0,2 1,1£0,1 0,2+0,1
50 mg/kg 37% 44% 83% 64% 60% 46%
CF+PSS, 2,8+0,5%*# 4,8+0,8*# 2,34£0,2 2,7+0,3 1,1+0,1 0,2+0,1
125 mg/kg 32% 31% 90% 89% 60% 46%
. 4,240,3%# 4,6+0,6*# 1,9+0,2 2,240,2 1,0+0,1 0,4+0,03
CF¥BioR-Ge 48% 30% 75% 72% 55% 87%

Nota: * - diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, p<0,05; ** - p<0,01.
#- diferenta statistic semnificativa cu lotul- EG, p<0,05; #-#-- p<0,01.
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Influenta CBA autohtoni asupra activitatii catepsinei D in tesutul osos in
OP indusa de intoxicatia cu ciclofosfan

Catepsina D

120%
100% - B Martor
80% - CF
60% - : H CF +PSS, 50
40% - B CF +PSS, 125
20% M CF +BioR-Ge
0% -

Figura 3

2 doze diferite si a remediului BioR-Ge determina
mentinerea la valori reduse si chiar accentuarea inhi-
bitiei NAG si reducerea marcata a nivelului B-glucu-
ronidazei. Activitatea B-galactozidazei, B-glucozida-
zei manifestd o tendinta statistic nesemnificativa de
reducere fatd de nivelul martorului. PSS in ambele
doze scade activitatea arilsulfatazelor, in special, a
arilsulfatazei C.

Atat PSS, cit si remediul BioR-Ge inhiba esential
functionalitatea catepsinei D cu 50-60%, fapt ce ar
putea fi explicat prin sensibilitatea Tnaltd a enzimei
la actiunea acestor remedii. Catepsina D este o en-
dopeptidaza aspartilica lizozomala considerata initial
0 ,,enzima de pastrare a mediului intern celular”, ce
contribuie la clearance-ul proteinelor modificate. Cu
toate acestea, un sir de studii au relevat implicarea
catepsinei D 1n apoptoza, aceasta fiind un mecanism
important in dezvoltarea si intretinerea corespunza-
toare a organelor si tesuturilor. In ultimul deceniu,
insd, un numar tot mai mare de studii demonstreaza
ca functia enzimatica a catepsinei D nu se limitea-
za doar la inducerea unui mediu acid in lizozomi cu
consecinte importante in reglarea apoptozei. Pe langa
activitatea enzimatica, catepsina D interactioneaza cu
diverse molecule de semnalizare care influenteaza va-
riate functii celulare [9-11].

Astfel, remediile studiate poseda capacitatea de
a influenta starea functionald a aparatului lizozomal
in tesutul osos in OP. Datele obtinute privind sensi-
bilitatea diferitd a hidrolazelor lizozomale la actiunea
CBA luati in studiu ar putea contribui la dezvoltarea
unor remedii noi adaptate pentru fiecare forma de pa-
tologie osoasa.

Concluzii:

1. Osteopatiile experimentale (OP) provoaca
modificari pronuntate ale functionalitatii majoritatii
enzimelor lizozomale care sunt in functie de mode-
lul experimental aplicat: in OP indusa cu CCl, are loc
suprimarea activitatii N-acetil-b-D-glucozaminidazei

(NAG), b-galactozidazei (b-Gal), catepsinei D (Cat
D) si creste esential activitatea arilsulfatazei C; in OP
etilenglicol (EG)-indusa creste activitatea b-Gal, iar
in OP ciclofosfan (CF)-indusa de are loc suprimarea
activitatii NAG.

2. Compusii testati demonstreaza un lizozomo-
tropism pronuntat, influentdnd in mod diferit activita-
tea hidrolazelor lizozomale osoase In OP experimen-
tala.

3. In OP indusi cu CCl , compusii complecsi —
CMD-4, CMD-8 si CMJ-23, CMJ-33 si CMJ-26 re-
stabilesc activitatea suprimatd a NAG si b-Gal. Com-
pusii testati manifestd nu numai o actiune redresanta
asupra catepsinei D, dar si de amplificare notabild a
enzimoactivitatii, cei mai activi in acest aspect fiind
CMD-4 si CMIJ-26.

4. In OP indusi de EG remediile BioR si
BioR-Ge, compusii CMD-4 si CMJ-23 mentin la va-
lori sporite expresia b-Gal, remediul BioR-Ge induce
o amplificare notabila a activititii b- glucozidazei, iar
compusii CMD-4 si CMJ-26 determina amplificarea
concludentd a Cat D fata de valorile de referinta.

5. In OP indusi cu CF administrarea PSS si a
remediului BioR —Ge determina mentinerea la valori
reduse §i chiar accentuarea inhibitiei NAG si redu-
cerea marcatd a nivelului p — Glu. Atat PSS, cat si
remediul BioR — Ge inhiba esential functionalitatea
catepsinei D cu 50-60%, iar PSS scade activitatea
arilsulfatazelor, in special, al arilsulfatazei C, fapt ce
ar putea fi explicat prin sensibilitatea inalta a acestei
enzime la actiunea acestor remedii.

6. Datele obtinute privind sensibilitatea diferita
a hidrolazelor lizozomale la actiunea CBA luati in
remedii adaptate pentru fiecare forma de patologie
050asa.
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