CONFERINTA STIINTIFICA NATIONALA CU PARTICIPARE INTERNATIONALA

CZU: 616-006:577.346:547.466.64:615.28 https://doi.org/10.59295/mabt2026.23
METABOLISMUL GLUTATIONULUI iN CANCER

Evgheni GRUSAC!, Veronica SARDARI!, Dionisie CEBOTARI', Nadejda RAILEAN?,
Olga GARBUZ?, Olga TAGADIUC!, Aurelian GULEA?

ICatedra de Biochimie si Biochimie Clinica, Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie Nicolae
Testemitanu, Republica Moldova

2 Laboratorul de Sistematica si Filogenie Moleculara, Institutul de Zoologie

3 Laboratorul de Materiale Avansate in Biofarmaceutica si Tehnicd, Institutului de Chimie al
Universitatii de Stat din Moldova

Rezumat

in ultimele decenii s-a demonstrat un nivel crescut de glutation redus (GSH) in diferite tipuri de
cancer, asociindu-se cu rezistenta la chimioterapie. S-a relevat cd GSH mentine speciile reactive de oxigen
(ROS) la nivel fiziologic prin activarea caii factorului nuclear eritroid 2-legat de factorul 2 (NRF2),
suprimand apoptoza, necroptoza, ferroptoza, autofagia. Multe medicamente clasice anticancerigene 1si
exercita efectele terapeutice prin generarea de ROS. Compusii coordinativi ai Cu cu liganzi specializati
(tiosemicarbazone, izotiozemicarbazone si derivati ai piridinei) sintetizati de echipa Academicianului
Aurelian Gulea, reprezintd un domeniu promitator de cercetare in oncologie, manifestand proprietati
antiprolifrative cu indicele selectivitatii mai inalt decat cel al chimioterapicelor clasice. Dintr-o parte cuprul
(Cu) poseda capacitate de depletie a glutationului, iar din altd parte liganzii specializati au proprietati
antioxidante substituind functia glutationului, fara activarea NRF2. Astfel acesti compusi pot depasi
rezistenta la chimioterapice, prin reducerea metabolismului glutationului in cancer. Obiectul studiilor
ulterioare reprezintd investigarea afinitatii acestor compusi coordinativi ai Cu catre glutation si alte
preparate chimioterapeutice.

Cuvinte-cheie: ROS, GSH, metionina, NRF2, Cu, tiosemicarbazone, izotiozemicarbazone, derivati
ai piridinei, rezistenta la chimioterapice.

THE GLUTATHIONE METABOLISM IN CANCER

Abstract

Elevated levels of reduced glutathione (GSH) have been reported in various types of cancers in recent
decades and are associated with chemotherapy resistance. GSH maintains reactive oxygen species (ROS)
at physiological levels through activation of the nuclear factor erythroid 2—related factor 2 (NRF2) pathway,
thereby suppressing apoptosis, necroptosis, ferroptosis, and autophagy. Many conventional anticancer
drugs exert their effects by generating ROS. Copper coordination compounds with specialized ligands
(thiosemicarbazones, isothiosemicarbazones, and pyridine derivatives), synthesized by the research team
of Academician Aurelian Gulea, represent a promising approach in oncology, exhibiting high
antiproliferative activity and selectivity. Copper can induce glutathione depletion, while the ligands display
antioxidant properties that may substitute GSH function, without activating NRF2. These compounds may
overcome chemotherapy resistance by reducing glutathione metabolism in cancer. Further studies are
needed to evaluate the interaction of these Cu coordination compounds with glutathione and other
chemotherapeutic agents.

Keywords: ROS, GSH, methionine, NRF2, copper, thiosemicarbazones, isothiosemicarbazones,
pyridine derivatives, chemotherapy resistance.

Introducere

Studiile stiintifice asupra glutationului (y-glutamil-cisteinil-glicind; GSH) a contribuit in
mod semnificativ la dezvoltarea biochimiei si a stiintelor nutritionale in ultimii 125 de ani. In
mod specific, aceste studii au condus la formularea teoriei radicalilor liberi in bolile umane si in
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procesul de imbatranire, precum si la dezvoltarea terapiilor nutritionale menite sd imbunatateasca
statusul GSH in diverse conditii patologice [1].

In ultimele decenii s-a relevat un nivel crescut de GSH si de alti antioxidanti detectati in
diferite tipuri de cancer (de exemplu melanom, hepatocarcinom, cancerul maduvei osoase,
cancer mamar, colon, pancreas, plaman, ovar, cavitate orala, cap si gat), ce pot contribui la
progresia neoplazica si pot asigura dobandirea rezistentei la medicamente [2,3]

Celulele canceroase mentin adesea concentratia intracelulard de GSH de 1-10 mM, fiind
de 1000 de ori mai mare decat nivelul extracelular, care variaza aproximativ intre 2 $i 20 uM [4].
S-a demonstrat cd GSH si alti antioxidanti mentin speciile reactive de oxigen (ROS) la nivel
fiziologic, stimuland supravietuirea si proliferarea celulara (tranzitia din faza GO in G1 a ciclului
celular) prin activarea cailor de semnalizare redox (de exemplu protein kinaza B (Akt), protein
kinaza mitogen activatd (MAPK) si protein kinaza C (PKC)) si prin suprimarea mortii celulare
(apoptoza, necroptoza, ferroptoza, autofagie) indusa de concentratii suprafiziologice de ROS
[2,57.

In conditii fiziologice, speciile reactive de oxigen (ROS) sunt generate predominant de
mitocondrii prin transferul de electroni mediat de transportori precum flavin-adenin-
dinucleotidul (FAD), nicotinamid-adenin-dinucleotidul (NAD), coenzima Q si citocromul ¢ [6].
Spre deosebire de celulele normale, celulele canceroase necesita un nivel mai ridicat de ROS
pentru a sustine metabolismul intensificat si proliferarea accelerata [5]. Prin urmare, echilibrul
redox este perturbat, ceea ce duce la o productie crescutda de ROS (H20-, O2~, OH", radical peroxil
lipidic, peroxinitrit) din cauza mai multor factori, inclusiv activarea oncogenelor, glicoliza
aeroba (efectul Warburg), hipoxia si disfunctia mitocondriala [1,3,7].

Nivelul scazut si moderat de ROS este in general recunoscut ca stimuland mitoza si avand

efect benefic asupra cresterii celulare, participand in sinteza hormonilor (tiroxina), exercitand

efecte antibacteriene, in timp ce nivelul excesiv de ROS poate provoca rupturi si mutatii ale

ADN-ului, anomalii ale rupturilor duble ale ADN-ului, conducéand in final la stres oxidativ [5,8].

Multe medicamente anticancerigene isi exercita efectele terapeutice prin generarea de ROS,

in timp ce nivelul crescut de GSH neutralizeaza aceste ROS, diminuand astfel citotoxicitatea
medicamentelor si favorizand chemorezistenta [9].

Scopul studiului a constat de a elucida mecanismele biochimice a metabolismului
glutationului cu scop de a explica selectivitatea si efectele antiproliferative a compusilor
coordinativi ai Cu.

Metode si materiale aplicate

A fost realizata o analizd a literaturii din perioada 20162026, utilizand 30 de articole,
incluzand date din ScienceDirect, PubMed Central, Biomed Central, MedScape si Google
Scholar la solicitarea urmatoarelor cuvinte-cheie: ROS, GSH, metionina, NRF2, cupru (Cu),
tiosemicarbazone, izotiozemicarbazone, derivati ai piridinei, rezistenta la chimioterapice.

Criteriile care au stat la baza includerii surselor bibliografice au fost: relevanta informatiilor
prezentate, actualitatea publicatiilor, pertinenta fatd de tema analizata si perioada de aparitie a
acestora. La tema datd am analizat surse scrise in limba romana, engleza si rusa.

Criterii de excludere a surselor bibliografice: studii clinice cu rezultate neconcludente,
publicatii cu acces inchis.

Rezultate obtinute si discutii

Glutationul redus (GSH) reprezinta principalul tampon antioxidant intracelular impotriva
stresului oxidativ, actionand ca captator de radicali liberi si ca agent detoxifiant in celule. GSH
este prezent la concentratii milimolare, in principal in citosol, unde reprezinta peste 70—-85% (1—
15 mM) din continutul intracelular total [5].
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In conditii fiziologice, forma redusi a glutationului (GSH) este predominanta, iar raportul
dintre GSH si glutationul oxidat (disulfidic) (GSSG) in citosol este estimat la aproximativ
10000:1 — 50000:1 [5]. GSH se mai gaseste si in reticulul endoplasmatic, matricea nucleara si
peroxizomi [3]. Distributia sa intre diferitele compartimente intracelulare este esentiald pentru
reglarea homeostaziei redox, expresiei genice, semnalizarii celulare si proliferarii [2]. Rezerva
de glutation mitocondrial (mGSH) reprezintd doar 10-15% din cel total, avand concentratii
similare cu cele ale GSH citosolic. Acesta patrunde In matricea mitocondriala prin intermediul a
doi transportori de anioni: transportorul dicarboxilat (DCC) si transportorul 2-oxoglutarat (OGC)
[5,7]. In mitocondrii, GSH reactioneazi cu speciile reactive de oxigen (ROS) si previne apoptoza
[7]. Raportul GSH:GSSG 1n reticulul endoplasmatic (RE) este mult mai mic, de aproximativ 1—
15:1. Un mediu puternic oxidant este necesar pentru ca reticulul endoplasmatic sa isi
indeplineascd functiile, care includ biosinteza proteinelor, plierea, translocarea, glicozilarea si
formarea legaturilor disulfidice [5]. In plus, un raport ridicat de GSH/GSSG in nucleu asigura
sinteza dezoxiribonucleotidelor din ribonucleotide si mentinerea gruparilor tiolice (-SH) ale
proteinelor, necesare pentru biosinteza acizilor nucleici si repararea ADN-ului [7]. Aproximativ
15% din glutationul total celular poate fi legat de proteine. Cu exceptia bilei, care poate contine
pana la 10 mmol/L de GSH, concentratia extracelulara de GSH este relativ scazuta (de exemplu
2-20 pumol/L 1n plasma) [1].

Procesele de sinteza, transport, utilizare si metabolizare ale glutationului sunt strict
controlate pentru a mentine homeostazia intracelulara a glutationului si echilibrul redox [5]. GSH
este implicat, de asemenea, in:

3. transportul si metabolismul cuprului si fierului,

4. homeostazia oxidului nitric,

5. metabolismul estrogenilor, leucotrienelor, prostaglandinelor si nucleotidelor,

6. repararea ADN-ului,

7. modularea apoptozei [2].

Sinteza GSH are loc predominant in hepatocitele perivenoase, iar rinichiul, plamanii si
intestinul sunt principalii consumatori ai GSH derivat din ficat [1]. In primul rand, rata sintezei
GSH este determinata in mare masura de concentratiile a trei aminoacizi: acid glutamic, cisteina
si glicind, dintre care cisteina este cea mai importanta [3]. Productia si captarea cisteinei sunt
reglate prin ciclul y-glutamilic, prin transsulfurarea substraturilor aminoacizilor, prin
transportorul de aminoacizi excitatori 3 (EAAT3), prin transportorii alanind—serina—cisteina 1 si
2 (ASCT1/2) si prin antiportorul cistind/glutamat independent de sodiu, cunoscut ca sistemul
Xc— sau xCT, codificat de gena Solute Carrier Family 7 Member 11 (SLC7A11). y-glutamil
transferaza (GGT) este o enzima legatd de membrand care catalizeaza degradarea GSH
extracelular, favorizdnd formarea glutamatului si a cisteinei, necesare pentru sinteza GSH
intracelular [3,7]. In al doilea rand, GSH este sintetizat prin doud etape dependente de ATP:

e mai intdi, y-glutamil-cisteina este formata din glutamat si cisteinad prin actiunea y-

glutamil-cistein ligazei (GCL), enzima limitantd a vitezei reactiei;

e apoi, glutation sintetaza (GS) catalizeazd adaugarea glicinei pentru formarea GSH.

Gruparea tiol (-SH) a cisteinei confera GSH proprietéti nucleofile si reducatoare puternice,
permitindu-i si neutralizeze electrofilii si radicalii liberi [4]. In al treilea rand, dacd GSH este
oxidat la GSSG, acesta poate fi regenerat prin actiunea glutation reductazei (GR) si a
nicotinamid-adenin-dinucleotid-fosfatului redus (NADPH) [2].

Prin urmare, principalii regulatori ai sintezei glutationului in celulele canceroase sunt ROS,
care reduc raportul GSH/GSSG si activeaza calea factorului nuclear eritroid 2-related factor 2
(NRF2), implicatd in reglarea mai multor gene antioxidante, in special a celor care codifica
enzimele implicate in sinteza GSH, precum GCL, GR, glutation peroxidaza (GPX) si glutation-
S transferaza (GST) [2,10]. De asemenea, s-a raportat cd NRF2 si factorul inductibil de hipoxie
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lo (HIF-1 a) pot modula nivelul de GSH prin stimularea expresiei SLC7A11, care codifica
antiportorul cistind/glutamat xCT [2]. A fost relevata reglarea similara prin oxidarea cisteinei si
ciclul y-glutamilic [11].
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Deci, in contextul cresterii metabolismului glutationului si al suprimarii mortii celulare
(apoptoza, necroptoza, ferroptoza, autofagie) in celulele tumorale, au fost investigate multiple
strategii de depletie a glutationului, care pot fi grupate in patru directii principale:

1. eliminarea aportului de precursori necesari sintezei GSH,

2. inhibarea sintezei si regenerarii GSH,

3. consumul rezervelor de GSH,

4. stimularea efluxului de GSH [12].

Este cunoscut faptul ca, metalele grele pot determina depletia GSH. De exemplu, ionii de
cupru pot conduce la diminuarea nivelului de GSH prin doud mecanisme: reglarea negativa
directa prin reactia redox dintre Cu?* si GSH intracelular, precum si prin activarea reactiei de tip
Fenton in timpul tranzitiei dintre starile Cu* si Cu** [13,14].

De asemenea, acumularea crescutd de Cu determina cuproptoza, in principal prin stres
proteotoxic mitocondrial mediat de ferredoxina 1 (FDX1), care implicd destabilizarea si
degradarea proteinelor cu clusteri fier—sulf (Fe—S), modificari ale lipoilarii (LA) si agregarea
enzimelor implicate in reglarea ciclului acizilor tricarboxilici (TCA) mitocondrial, precum
dihidrolipoamid branched chain transacylase E2 (DBT), glycine cleavage system protein H
(GCSH), dihidrolipoamide  S-succinyltransferase (DLST) si dihidrolipoamide S-
acetyltransferase (DLAT) [15]. In plus, cuprul poate determina:

- 232 -



CONFERINTA STIINTIFICA NATIONALA CU PARTICIPARE INTERNATIONALA

e  piroptoza, prin activarea caii inflamazomului NLRP3 (NOD-Like Receptor Family
Pyrin Domain Containing 3);

e apoptoza, prin interactiunea cu proteina supresoare tumorala p53;

e paraptoza, prin inhibarea activitatii proteazomului si favorizarea acumularii de
proteine pliate incorect [16].

Prin urmare, nanomaterialele pe baza de cupru au fost utilizate pe scard largd ca
nanomedicamente potentiale in terapia anticancerigena [13]. Doxorubicina si medicamentele
anticancerigene pe baza de platind se numara printre cei mai potenti agenti chimioterapeutici
aprobati de Food and Drug Administration (FDA) si sunt utilizati pe scara larga, insa utilizarea
lor clinica este adesea limitata de efectele sale adverse severe, din cauza indicelui scazut de
selectivitate (SI) — raportul dintre valorile concentratiei inhibitorii maximale medii (ICso) pentru
celulele normale si cele canceroase, care variaza intre 0,05 si 1,8. Pe de alta parte, compusii de
pe care il indeplinesc in sistemele biologice [17]. In ultimii 10 ani, in Laboratorul de Materiale
Avansate in Biofarmaceutica si Tehnica, din cadrul Institutului de Chimie al Universitatii de Stat
din Moldova, au fost sintetizati compusi coordinativi de catre echipa Academicianului Aurelian
Gulea, care contin in principal metale de tranzitie (Cu, Zn, Cr, Fe, Co) si liganzi organici
complecsi, precum tiosemicarbazone, izotiosemicarbazone si derivati ai piridinei [17-21].

Diversitatea structurald a tiosemicarbazonelor joaca un rol esential in determinarea
activitatii lor anticancerigene si antioxidante. Variatiile substituentilor si modul de aranjare a
gruparilor functionale influenteaza semnificativ eficacitatea biologicd a acestor compusi [17].
Compusii coordinativi de Cu(ll) care contin derivati de piridind ai N4-metoxifenil-
tiosemicarbazonelor au demonstrat activitate antiproliferativa ridicatd Tmpotriva celulelor
leucemiei promielocitare (HL-60), cu valori ale ICso intre 0,01 si 0,06 uM si un indice de
selectivitate de pana la 5000 [18]. Unele complexe de Cu(Il) cu N4,S-dialil-izotiosemicarbazone
au prezentat indici de selectivitate foarte mari (280 si 154) si activitate antiproliferativa ridicata
impotriva liniei celulare de cancer pancreatic uman BxPC-3 [14]. De asemenea, doud complexe
de Cu(lIl) cu izotiosemicarbazone substituite la S au prezentat indici de selectivitate Intre 150 si
280 pentru aceeasi linie celulard de cancer pancreatic (BxPC-3) [19]. Intr-un alt studiu, compusii
coordinativi cu metale de tranzitie precum Zn(II), Cu(Il), Ni(Il), Co(III) si Fe(Ill) pe baza de
tiosemicarbazone si izotiosemicarbazone au prezentat indici de selectivitate de pana la 1300 si
2400, ceea ce 1i fac candidati promitatori pentru tratamentul cancerului [17].

Rezultatele cercetdrilor indica faptul ca coordonarea tiosemicarbazonelor cu Cu(Il) le
imbunatateste proprietatile antiproliferative, Insa acesti compusi prezintd uneori o selectivitate
suboptima, chiar daci aceasta este mai mare decat cea a doxorubicinei si cisplatinei. in plus, pe
langd capacitatea de depletie a GSH, compusii metal-tiosemicarbazona prezintd si activitate
antioxidanta, avand potentialul de a substitui biosinteza GSH fara activarea caii NRF2 si de a
depasi rezistenta la chimioterapie prin reprogramare metabolica [17,18,22]. Diferite studii
referitor la compusii coordinativi de Cu (II) au relevat influenta variatd a lor asupra activitatii
enzimelor glutation-dependente: glutation reductazei (GR), glutation peroxidazei (GPO),
glutation-S transferazei (GST), tioredoxin reductazei (TrxR) si glucozo-6-fosfat dehidrogenazei
(G-6-PDH) [23-27]. Important de mentionat cd intr-un studiu din 2021 toti 4 compusi
coordinativi de Cu (II) evaluati (CMJ-23, CMJ-33, CMD-8, CMD-4) au manifestat descresterea
activitatii G-6-PDH ceea ce poate duce la blocarea uneia dintre caile metabolice importante de
utilizare a glucozei — calea pentozo-fosfatului, reducand resursele metabolice necesare pentru
mentinerea proceselor anabolice ale celulei tumorale, o functie a cdii pentozo-fosfat fiind
producerea de NADPH necesar pentru sinteza glutationului redus [26]. La fel calea pentozo-
fosfatului este reglatd de NRF2 [28]. Mai mult in-trun studiu in vivo din 2024 s-a confirmat ca
compusii coordinativi de Cu (inclusiv CMD-8 si CMJ-33) pot diminua GSSG 1n eritrocite, astfel
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crescand rata GSH/GSSG, care regleza expresia NRF2 [11, 29]. Pentru a depasi rezistenta la
medicamente determinatd de GSH, cisplatina este adesea administrata in combinatie cu unul sau
mai multe remedii medicamentoase pentru a elucida un posibil efect sinergic. Prin urmare,
ramane important de investigat afinitatea complexelor metal-tiosemicarbazona pentru GSH si
alte preparate chimioterapeutice [30].

Concluzii

Compusii coordinativi ai Cu cu liganzi specializati (tiosemicarbazone, izotiozemicarbazone
si derivati ai piridinei) sintetizati de echipa Academicianului Aurelian Gulea reprezintd un
domeniu promitator de cercetare in oncologie, manifestind proprietati antiprolifrative cu
indicele selectivitatii mai nalt decat cel al chimioterapicelor clasice. Dintr-o parte cuprul
manifestad capacitate de depletie a glutationului, iar din altd parte liganzii specializati au
proprietati antioxidative substituind functia glutationului, fard activarea factorului nuclear
eritroid 2-legat de factorul 2 (NRF2),. Astfel compusii coordinativi ai Cu cercetati pot depasi
rezistenta la chimioterapice, prin reducerea metabolismului glutationului in cancer. Obiectul
studiilor ulterioare reprezinta investigarea afinitatii acestor compusi coordinativi ai Cu pentru
glutation si alte preparate chimioterapeutice.
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