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complexul Golgi

Premiul Nobel pentru fiziologie sau medicina , 2013:
James E. Rothman, Randy W. Schekman si Thomas C. Stidhof
Motivatia juriului: "for their discoveries of machinery regulating vesicle traffic, a major transport system in our cells”
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Prelegerea lui Randy W. Schekman:
Genes and Proteins That Control the
Secretory Pathway

Prelegerea lui James E. Rothman:
The Principle of Membrane Fusion in the Cell

http://www.nobelprize.org/mediaplayer/index.php?id=1977

http://www.nobelprize.org/mediaplayer/index.php?id=1975

Evidentiere la microscopul optic

1898

1906, Premiul Nobel pentru * %
fiziologie sau medicina; :
motivatia juriului:
"in recognition of their work on the
structure of the nervous system"

Camillo Golgi (1843-1926)
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TABLE 1 - SOME IMPORTANT MILESTONES IN GOLGI RESEARCH

.
I Sto rI C ear Event Discowereris)

1898 Ciscovery of the Golgi apparatus Golgi
15954 First electron micrascopy (EM) description of the Gaolgi apparatus Dalton ard Felix
1957 Cisterral maturation medel of Golgi transpart Crazsé
1961 Compartmentalization: regioral distribution of ereymes Mewikoff and Coldfischer
1564 Inwclvement insulfation Godman ard Lare
1566 Invelvement in ghycosyltion: ghicose incorparation Mewtra and Leblond
19671975 Relein secretary pathweay defined and vesicular transport dacumenited Palade, Jamiesan and coorkers
1965 Incarparation of mannase nendoplemic retioulum (ERY, gabictese in Golgik Whuor, Herscovics and Leblond
Galacosytransferass a5 a bicchemical marker for the Goki apparatus E. Fleischer of al; Mormé et al
1971 GERL concept Merikoff and Movikaff
1973-1981  Rele al manncse & phasphate in lesosomal encyme sorting by Galai Sly, Neuleld, Karnfeld, ourdian
1977 Demonstration of recycling plasma membrare to Golgi Herzag and Farqubar
1980 Intrachction of ghrosidass (endo H) treatment bo assess transport Strous ard Lodish
1581-1982  Topolegy of M-glycosyltion Dunphy and Rothman
Immunacytochemical beaization of malactosdtranslerass to dans Golgi Rath ard B=mer
Recarstitution in viro of tansportwithin Goki stack Rathman & .
1584 Description af 157 block and cargo accumulation in pre-Golgi Saraste ard Kuismanen
intermediabe compartment
1585 Reguilated vs. constitutive secretory pathraays Meare and Kby
1586 Description of 20F block and cargo accumulation in transCokgi Giriffiths and Simons
re=tevotk (TGMY
1587 Transmembrane domain required for retention of resident Cologi prot=ins~ Machamer and Rose
KDEL retriesal sigral for resident ER proteins Munre and Pdham
Invelvement of smal GTP-binding proteins in vesicular tansport Salminen and MNovick
Hetzrotrimeric Goprateins implicated in traflic control Melargon ot al
Recarstitution in viro of ER-to Golgi rareport Becker and Bakh
- { - 1568 lsalation af ER-Gelgi ntemediate compartment (ERGIC) Scheasizer of al.
http://ucsdnews.ucsd.edu/archive/newsrel/health/03_22_Palade.asp 1590 Appication of brefeldin A to study Golgi-ER frarepert Lippincctt-Scheartz of al
Phasphcirasitide 3-kinas= implicated in control af Gelgi traffic Herman and Emr; Schu et al
Preluat din: 18491 Cizcorvery of COPI cocat Duden ot al; Serfini ef o
‘Waters of ol
FraqUhar MG’ Palade GE. (1 998) Demenstration of roke of Guid in traffic control Shorer ot i
The Golgi apparatus: 100 years of | 1993199  Demenstration that ERte-Golgi ranspartis selective Bakh e ot; Mzunc and Singer;
Resxach of ol
progress and controversy. 1594 Discenmry of COP coated vesicles Barlow e of,
Trends in Cell BiO/Ogy’ 81 2-10 COM furctions in Gelgito-ER retrograde transpart Letourreur o ol

Evidentiere la microscopul optic

http://www.lifetechnologies.com/ro/en/home/technical-resources/research-tools/image-gallery/image-gallery-detail.altid.g000513.html
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http://www.scbt.com/datasheet-19481-grasp65-c-20-antibody.html http://hamamatsu.magnet.fsu.edu/galleries/digitalvideo/spinningdisk/ok473laser/OK-EGFP-Golgi.html
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Ultrastructura complexului Golg
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Organizarea spatiala a complexului Golgi

Elementele ultrastructurale ale aparatului Golgi:
1. Membrana organizata in mozaic fluid
2. Stiva de cisterne delimitate de endomembrana recurbate, definind doua fete cis/trans

3. Cisternele dilatate la periferie

fata trans - si efilate catre centru

A wmen 4. Lumen cu grosime crescanda,
de la fata cis catre fata frans
(sugereaza polaritate)

. Microvezicule (¢~50nm)

. Retea trans-golgi +
macrovezicule

structuri veziculo-tubulare

de secret,ie

Addendum:
Compartiment
intermediar — ERGIC

vezicule
golgiene

endoplasmic
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Functiile complexului Golgi

1. Prelucrarea sfingolipidelor (sfingomieline,
glicolipide);

2. Glicozilarea proteinelor (glicozilare terminala a

structurilor N-glicozidice, formarea structurilor O-

glicozidice);

Producerea glicozaminoglicanilor (GAG);

Sulfatarea unor glucide (glicoproteine, GAG);

Fosforilarea manozei in enzimele lizosomale,
biogeneza lizozomilor;

Maturarea (glico)proteinelor (inclusiv punctele 2-5);

Sortarea si transportul biomoleculelor/structurilor
moleculare complexe la destinatia finala.
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N.B. Succesiunea pas-cu-pas, ordonata a proceselor
biochimice din aparatul Golgi

Polarizarea ultrastructurala/
biochimica a complexului golgian
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Polarizarea biochimica a
complexului Golgi
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Dupa: Storrie B, Pepperkok R, Nilsson T — Trends in Cell Biology, 10, 385-391 (2000)
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Prelucrari ale (glico)proteinelor

Tunderea structurilor N-glicozidice
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Structuri glucidice elaborate in
complexul Golgi

1. Glicozilarea termninala a structurilor N-glicozidice
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Etichetarea enzimelor lizozomale

hidrolazé lizosomala

LEGAREA GLICOZILFOSFOTRANSERAZEI
’\I\, LA SEMNALUL CONFORMATIONAL
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GlchAc —F)
PE MANOZA

UDP-GICHAC

N-acetilglucozaminilfosfo- catalitic de recunoagtere
transferaza

DESPRINDEREA DE
GLICOZILFOSFO-
TRANSFERAZH

M-acetilglucozaminilfosfo-

glicozidaza
hidrula_?_ﬁ lizosomald hidrolazi lizosomald
cu eticheti finald cu GIcNAC _® atagatﬁ
la 0 manozi
~ 1 H H H din structurile N-glicozidice
Etapa a biogenezei lizozomilor :

Biogeneza lizozomilor
(contributia aparatului Golgi)

hidrolaza lizosomald

transport TRANSPORT MEDIAT
de la RE DE RECEPTOR
SELECTARE PRIN lizosom
CREAREA RECEPTOR LA M6P BETL._‘
ETICHETEI M6P -
manozo- - 7\ s
-6-fosfat (M6P) invelis _ _ ELIMINAREA
de clatrini veziculd DISOCIERE FOSFATULUI
de transport

LA pH ACID
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maturd

S (j g
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RECICLAREA RECEPTORILOR segregat intr-un

mugure vezicular

reteaua reteaua
cis - trans
golgiana golgiana
L |

aparat Golgi

1. Etichetarea enzimelor lizozomale, in zona cis

2. Transportul dinspre fata cis, catre fata trans, cu maturarea componentelor
3. Sortarea, inmugurirea si detasarea lizozomilor primari, in zona trans

4. Fuziunea cu endozomi tarzii sau lizozomi secundari pre-existenti
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Cooperarea RE - Golgi in
biogeneza si traficul intracelular al
membranelor

Biogeneza membranelor
Traficul RE — Golgi;

Traficul Golgi — membrana celulara /
sistem endozomal,

Ciclul secretor (calea secretorie)

Biogeneza membranelor

* Proces complex cu implicarea multor structuri:
— Ribosom
— Reticul endoplasmic
— Aparat Golgi

* Presupune:

— Biosinteza componentelor moleculare ale
membranelor

— Asamblarea corecta a acestora la nivelul structurii
— Maturarea structurii la una functionala
— Transportul directionat al noilor membrane la
destinatie
* Necesita un complex, dar bine elaborat si controlat
trafic de membrane

N
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Relatia functionala dintre reticulul
endoplasmic si complexul Golgi

O W20

PGI (COPI)
TE (COPII)

Py

Traficul RE - Golgi

* Transport anterograd:
» Sortarea la nivelul elementelor tranzitionale ale RE (COP Il, Sar1);
 Traficul catre aparatul Golgi (ERGIC);
* Transport retrograd:
+ Sortarea la nivelul complexului Golgi (COP I, Arf1);
» Returul la RE (reciclarea unor componente).

proteind rezidentd
in reticulul endoplasmic gradientul de pH

s T

structuri

proteind invelis o veziculo-
KDEL secretorie COPIl o tubulare
(echporie ANTEROGRAD -
structuri veziculo-tubulare sgc“'sm.a KDEL &
(neocupat) 2
A - . receptor a2 O3 - ¢
| 4 : 7 3 / la secventa o
0 bk L N invelis KDEL
\ b COPI
7 TRANSPORT nvelis
by proteina RETROGRAD G COP| b
rezidents P= §
in RE et ” o
<% o
J L | J L ]
reticul refeaua stiva releaua
endoplasmic cis-Golgi  cisternelor trans-Golgi
(elemente tranzitionale) golgiene

Concluzia: transportul RE — Golgi
respecta un mecanism tip suveica

endoplasmic
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Dovezi experimentale pentru
mecanismul tip suveica

1989: Brefeldina A

Inhibarea transportului anterograd RE — Golgi,
dependent de COP I

nucleu aparat Golgi anvelopa nucleard  reticul endoplasmic
brefeldind A
g r_?"*__\ ,

Jennifer Lippincott-Schwartz (NIH)

Traficul Golgi — destinatia finala
= rolul retelei trans-Golgi (TGN) =

Golgi — lizozom: sortarea prin M6P, segregarea si
vezicularea prin adaptine (AP1, AP3) si clatrina;

Golgi — membrana apicala: sortarea prin mecanisme
lumenale si plute lipidice, transport cooperativ prin dyneine
(ruta microtubulilor, cap —) si miozine (ruta actinei F);
Golgi — membrana latero-bazala: sortarea prin motive de
aminoacizi, transport prin kinesine (ruta microtubulilor, cap
+);

Reglare: prin proteine G monomerice;

Tintire corecta: prin SNARE™ (v-SNARE, t-SNARE)

* Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Activating protein REceptor
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Directionarealtintirea transportului
vezicular prin SNARE specifice

DORGAMIT DOMOR ORGAMITEIACCEPTORICARE)
vezicula
el Trvelis

COMPARTIMEMNT
(ORGAMIT) A

COMPARTIMEMNT
(ORGANIT) B

yeziculd
de transpart
acostatd

Fuziunea corecta intre vezicule si membranele {inta este asigurata de imperecherea
adecvata v-/t--SNARE

Ciclul secretor

« Biosinteza proteinelor de secretie (RE);

* Prelucrarea (maturarea), sortarea si condensarea
in vezicule / vacuole de secretie (RE, apoi Golgi);
Secretia propriu-zisa — exocitoza (2 tipuri: (i)
constitutiva, (if) semnalizata).

proteine secretate constitutiv
lipide meambranare
nou-sintetizate

¢/ /7 / SECRETIE
R AN CONSTITUTIVE
- @ fuziune S L
veziculd constitutivi \
de secretie '\, a membranelor
A plasmalem3
proteine transmermbranare
nou-sintetizate
CITOSOL
interactiune
reteaus -
ans — ligand- receptur
Golgi /
semnalizare Py
ol SECRETIE
.
-..__ - Mt SEMMALIZATA
fuzmne .
J
""" - vacunl’a de secretie semanlizatd
complexul Golgi 2 membranelor
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Porozomul

* Microdomeniu de
membrana

 Portalul universal al
secretiei celulare

 Nanostructura in curs
de elucidare a
organizarii moleculare

Prin amabilitatea Dr. Bahnu Jena, '
George E. Palade University Professor,
Department of Physiology, . 2

Wayne State University X2, FAS

School of Medicine 5 :

Director,

NanoBioScience Institute,

Detroit, Michigan, USA

Rezumat

 Aparatul Golgi — singurul organit care a captivat initial
prin suspiciune, ulterior prin complexitate structurala/
morfologica si functionala;

* Prezinta polaritate ultrastructurala, dar si bio-chimica
intre cele doua fete si intre cisterne;

* Functioneaza ca o placa turnanta pentru maturarea,
sortarea si transportul directionat, catre locul final, al
componentelor lizozomale, membranare sau de
secretie.
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APARATUL GOLGI

Organizarea cursului

Aspecte introductive
Considerente istorice
Ultrastructura aparatului Golgi
Functiile aparatului Golgi
- Consideratii generale asupra functiilor aparatului Golgi
- Prelucrarea si definitivarea structurilor glucidice N-glicozidice
Biosinteza structurilor O-glicozidice
Modele referitoare la dinamica structurilor golgiane
- Biogeneza lizosomilor
Cooperarea reticul endoplasmic — Golgi in biogeneza si traficul intracelular al membranelor
- Traficul RE — Golgi
- Traficul retea trans-Golgi — locatie finala
- Directionarea transportului intermembranar
Ciclul secteror celular (calea secretorie celulara)
Consideratii finale
Bibliografie

Aspecte introductive

Aparatul Golgi, denumit si complexul Golgi este un organit celular delimitat de
endomembrane, structurat sub forma unei stive de cisterne recurbate, prezentand polaritate
morfologicd si biochimicd, cu rol cheie 1n precesele de biogenezd a membranelor, in
maturarea, sortarea si distribuirea de molecule si macromolecule atat catre locurile celulare
carora le sunt destinate cat si in calea secretorie. Face parte din sistemul de organite implicat
in traficul intracelular al membranelor, care incepe cu reticulul endoplasmic si se terminad la
membrana celulara sau la componentele sistemului endosomal.

Termenul de ,,polaritate” este folosit In acest context pentru a sublinia existenta unei
diferente intre doi poli, doud extremitati — in cazul aparatului Golgi, doua fete — cis si trans.
Exista o multitudine de exemple de structuri polarizate — de la molecule, la organite si chiar
celule in asamblul lor. De exemplu actina, desi este o proteind globulara, prezinta un pol care
favorizeaza polimerizarea, denumit capat plus (+) si un pol care favorizeaza depolimerizarea
filamentului de actind — capat minus (-). Enterocitul sau nefrocitul sunt doud exemple de
celule polarizate, ai caror poli apicali, prezentdnd microvili, diferd de cei latero-bazali, atat
morfologic, cat si biochimic.

Organitul a fost pentru prima datd evidentiat in 1898 de catre Camilo Golgi, in
celulele Purkinje, prin impreganare argenticd. Structura intracelularda s-a dezvaluit ca o
danteldrie tesutd sub forma de cos, in jurul nucleului. Golgi a denumit-o, pe baza morfologiei,
aparat reticular endocelular (“endocellular reticular apparatus” in conferinta prilejuita de
decernarea Premiului Nobel), sau aparat reticular intern. In scurt timp, organitul a primit
denumirea de aparat Golgi, asa cum se numeste (fard alternativa) si in momentul de fata. in
1906, Camilo Golgi a primit, impreuna cu Santiago Ramon y Cajal, Premiul Nobel pentru
fiziologie sau medicind. Motivatia juriului a fost: "in recognition of their work on the
structure of the nervous system". Unul din aspectele legate de structura sistemului nervos 1l
reprezenta descrierea aparatului reticular endocelular. Microscopia optica, prin varianta ei
microscopia de fluorescentd, permite in momentul de fatd atdt evidentierea, cat si studiul
complexului Golgi in celulele vii, prin procesele de trafic membranar in care el este
semnificativ implicat. La nivelul morfologiei evidentiatd prin microscopie optica, pe baza
identificdrii unor componente biochimice specifice (lipidice sau proteice), aparatul Golgi
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apare ca un organit complex mai mult sau mai putin elaborat (in functie de tipul celular
investigat), cu o localizare In prfunzimea citoplasmei, de reguld excentric fatd de nucleu.

Considerente istorice

Din 1898, cand a fost descoperit, pand in 1954, cand i-a fost pentru prima data
descrisa ultrastructura in imagini de microscopie electronicd, informatiile despre aparatul
Golgi nu au evoluat spectaculos. Dupa descrierea sa ultrastructurald, desi a existat
suspiciunea ca aceasta structurare “ciudatd” poate fi artefactuald, datele au inceput sa se
acumuleze in favoarea existentei reale a acestui organit. Intre altele, mentionim contributia
colectivului de cercetatori condus de G. E. Palade, care a evidentiat implicarea complexului
Golgi in calea secretorie celulara (numita si ciclu secretor celular; vezi mai jos la sectiunea cu
acest nume). Suspiciunea a fost spulberatd cand, prin citochimie ultrastructurala, s-a dovedit
ca cisternele golgiene prezintd polaritate biochimicd. O asemenea distributie ordonatd si
selectiva a bagajului enzimatic intre cisterne, evidentiata inca din 1961, nu poate fi posibila
intr-o structurd artefactuald. Astfel, structurile cis-golgiene (reteaua cis-golgiana, cisternele
cis cele mai proximale) si numai ele, au proprietatea de a reduce ioni metalici (argint, osmiu);
cisternele cis distale, catre cele mediene prezintd reactie citochimica specificd pentru
manozidaza golgiana (diferitd de manozidazele retuculului endoplasmic); cisternele mediene
si trans dau reactie citochimica specificd nucleozid-difosfatazelor (cunoscute si sub
denumirea veche de tiamin-pirofosfatazd); portiunile cele mai distale ale organitului,
cunoscute sub numele de retea trans-golgiand, prezintd reactie citochimica pentru fosfataza
acidd, o enzima lizosomald. Parte dintre aceste distributii vor fi motivate prin asocierea cu
aspectele legate de functiile organitului, pe masurd ce vom detalia aspecte legate de rolul
acestuia (vezi la sectiunea “Functiile aparatului Golgi”). Cu timpul datele referitoare la
organizarea moleculard si functionarea complexului Golgi au inceput a se acumula cu
respectarea unei curbe exponentiale. Aparatul Golgi a devenit din suspect, fascinant si el
reprezintd una dintre structurile celulare ce suscitd, prin dinamicitatea sa raportatd la
mentinerea polaritatii bichimice, un acut interes in lumea biologilor celulari, in momentul de
fata.

Ultrastructura aparatului Golgi

Complexul Golgi este structurat, asa cum am mentionat deja in definitia organitului,
ca o stiva de cisterne recurbate. Numarul cisternelor este variabil, diferind de la un tip de
celula la altul. Dispozitia si numarul cisternelor aparatului Golgi difera in functie de tipul
celular si, implicit, de activitatea de sintezd a proteinelor destinate ciclului secretor. in
celulele eukariote, aparatul Golgi este format din mai multe astfel de stive, unite prin tubuli
inretelati care formeaza o panglica In vecinatatea nucleului, in zona pericentrozomalad. Din
cele amintite in comentariile anterioare se desprinde ideea ca aparatul Golgi este o structura
caracterizatd ultrastructural prin polaritate morfologica, dar si prin polaritate biochimica.
Vom defini astfel, din punct de vedere morphologic, urmatoarele caracteristici
ultrastructurale:

(i) o fata convexd, numitd si fatd cis, orientatd catre cisterne ale reticulului
endoplasmic din care inmuguresc vezicule (reticul endoplasmic de tranzitie);

(ii) o fata concava, numita si fata trans;

(iii) o retea trans-Golgi, un sistem de vezicule si/sau vacuole, tubuli inretelati si
fragmente de cisterne din care rezultda (macro)vezicule ce vor fi trimise catre
destinatiile lor finale. Aceasta retea este In continuarea fetei trans.

(iv) Intre RE de tranzitie/tranzitional si fata cis-golgiand au fost evidentiate
microvezicule cu diametrul mediu de 50 nm, care, in momentul de fata, sunt
dovedite a conflua (fara a prezenta o realda independentd) intr-un sistem
veziculo-tubular ~ (compartiment  veziculo-tubular), considerat un
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compartiment intermediar intre RE si Golgi. Acest compartiment este numit
prescurtat fie VIC (de la Vesicular Tubular Cluster), fie ERGIC (de la
Endoplasmic Reticulum-Golgi Intermediate Compartment). Prezenta unui
asemenea compartiment face sd se vorbeasca, de reguld si de o retea cis-Golgi;

Intre reteaua trans-Golgi si sistemul endosomal se descric de asemenea un sistem de
recirculare a unor vezicule de transport, denumit compartiment de reciclare endosomal.

In ceea ce priveste stiva de cisterne, se opereaza cu notiunile: cisterne cis, cisterne
mediene si cisterne trans, dupa cum acestea sunt asezate catre fata cis-Golgi, In zona din
mijloc a stivei sau catre fata trans-Golgi.

Morfologic, polaritatea se poate evidentia atdt intre cisterne — si nu numai datorita
recurbdrii — (cisternele cis au lumenul mai subtire, cele frans mai gros), céat si in cadrul
cisternelor (mai efilate in zonele centrale si mai ingrosate in zonele limitrofe). Pentru a ne
completa imaginea in spatiu a morfologiei complexului Golgi, este bine sa specificam faptul
ca cisternele trebuie vazute ca imbracand un sector de sfera, ca si cum ar forma un caus. Desi
corespondenta dintre polaritatea morfologica si cea biochimica a fost dovedita intre cisterne,
nu acelasi lucru s-a Intamplat in ceea ce priveste polaritatea din cadrul aceleiasi cisterne. Nu
existd, in momentul de fata, dovezi cum ca intre zonele mediene ale cisternelor (mai subtiri in
grosime) si zonele lor limitrofe (mai gonflate) ar exista diferente de molecularitate.
Dimpotrivd, prin metode de refacere a fluorescentei dupa foto-stingere (FRAP, de la
,Fluorescence Recovery After Photo-bleaching”), coroborate cu rezultate obtinute prin
tehnici de pierdere a fluorescentei prin foto-stringere (FLIP, de la ,,Fluorescence Loss In
Photo-bleaching”) s-a evidentiat ca moleculele si/sau macromoleculele din cisternele
golgiene difuzeaza fard restrictii In planul membranelor fiecarei cisterne. Metodele FLIP
presupun stingerea repetatd a fluorescentei in aceeasi zond micronica a unei structuri celulare
si observarea efectului asupra fluorescentei la nivelul intregii structuri. Daca moleculele
difuzeaza fara restrictii in membrana structurii, este de asteptat ca fluorescenta la nivelul
acesteia sd dispara complet dupd stingeri repetate. Acest lucru a fost observat la nivelul
cisternelor golgiene.

Din punct de vedere al structurii biochimice, la nivelul aparatului Golgi se descriu
doua tipuri de proteine:

1) Structurale, cu rol in formarea matricei aparatului Golgi, responsabile de
organizarea lui tridimensionald §i pozitionarea corectd intracelular; din aceasta
familie fac parte golgina si proteinele din familia GRASP (abreviere de la ,,Golgi
Re-Assembly Stacking Protein”). Experimental s-a demonstrat ca proteinele din
familia GRASP sunt capabile sa reasambleze 1n aproximativ 12 ore
panglica/aparatul Golgi, dupa extragerea organitului din celuld prin microdisectie
laser.

i1) Functionale — enzimele specifice aparatului Golgi, cu rol in definitivarea structurii
proteinelor si lipidelor glicozilate, enzime despre care vom discuta in sectiunile
urmatoare

Functiile aparatului Golgi

Problema izolarii si purificarii cisternelor golgiene, in vederea studierii functiilor,
ramane incd o provocare pentru cercetdtori. Au existat incercari dintre cele mai ingenioase,
insd marea problema o reprezinta eficienta. Intrucat complexul golgian reprezinti o fractiune
membranara slab reprezentata in structura celulelor, toate metodele presupun consum de forte
si mijloace, care nu se justifica sub aspectul randametelor. O metoda cu mare grad de
specificitate a fost dezvoltatd de colectivul lui G.E. Palade la sfarsitul deceniului noua al
secolului trecut, folosindu-se izolarea pe suporturi de polizaharide (utilizate si in tehnicile
cromatografice) conjugate cu anticorpi anti-proteine rezidente in membranele golgiene.
Legarea prin interactiuni de afinitate (antigen-anticorp) a permis depunerea prin centrifugare
a cisternelor adsorbite pe bile de Sepharose (sefaroza, un polimer de galactoza). Metoda nu a
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avut insa impact in lumea cercetatorilor, din motivele amintite mai sus: consum mare de efort
si resurse, care nu erau recompensate de rezultate. De aceea, au fost gasite alternative de
studiu, pentru a surmonta aceste dezavantaje.

Consideratii generale asupra functiilor aparatului Golgi

Ceea ce cunoastem In momentul de fata asupra functiilor complexului Golgi provine,
in general, din studii de citochimie ultrastructurala si din folosirea de diverse cai de inhibare a
proceselor celulare care antreneaza acest organit.

Sa Incepem cu o enumerare a functiilor mai bine cunoscute ale acestui organit:

1. prelucrarea sfingolipidelor (biosinteza sfingomielinelor si glicolipidelor prin
modificarea ceramidelor produse in RE);

2. glicozilarea proteinelor (prelucrarea structurilor N-glicozidice — continuarea
tunderii oligozaharidului introdus la arginind in RE si efectuarea glicozilarii
terminale; formarea in Intregime a structurilor O-glicozidice inserate pe serina sau
treonind);

3. producerea glicozaminoglicanilor cu asamblari ale proteoglicanilor membranari,
sau ai matricei extracelulare;

4. sulfatarea unor glucide (atat din glicozaminoglicani, cat si din unele
glicoproteine); substratul de pe care sulfo-transferazele transfera sulfatul este 3°-
fosfoadenozin-5’-fosfosulfatul;

5. marcarea enzimelor lizosomale prin eticheta manozo-6-fosfat (M6P) si biogeneza
lizosomilor;

6. maturarea proteinelor (proces ce implicd atdt modificari enumerate la punctele 2 —
5, cat si prelucrari proteolitice);

7. sortarea si transportul moleculelor si macromoleculelor la destinatia finald in
celuld, sau pentru secretarea (exocitarea) lor;

8. biogeneza si traficul intracelular al membranelor (proces care nu poate fi separat
de toate celelalte enumerate si care necesitd un comentariu mai detaliat).

Dintre cele opt functii enumerate, vom detalia doar o parte, astfel incét sa intelegem
mai bine importanta prezentei aparatului Golgi pentru economia celulei.

De mentionat ca toate aceste procese se petrec intr-o succesiune ordonata de etape
bine controlate si reglate, pe masura ce substantele primite de la RE avanseaza prin aparatul
Golgi dinspre fata cis, catre fata frans. Acest lucru este posibil prin mentinerea polarizarii
biochimice a organitului, despre care am punctat mai sus unele detalii si pe care le putem
imbogati cu date referitoare la polaritatea enzimelor implicate In prelucrarea si definitivarea
structurii chimice a lanturilor N-glicozidice ale glicoproteinelor. Fenomenele legate de
formarea structurilor N-glicozidice din glicoproteine au fost unele dintre primele studiate si
sunt printre cele mai bine cunoscute procese ce se petrec in aparatul Golgi.

Enzimele implicate in prelucrarea, in diverse directii, a structurilor N-glicozidice
prezinta urmatoarea distributie intre cisterne:

(i) 1n reteaua cis-Golgi este prezentd enzima care produce precursorul etichetei
MG6P a enzimelor lizosomale (o N-acetil-glucozaminil-fosfotransferaza; vezi mai
jos la “Biogeneza lizosomilor” detalii asupra procesului);

(i) 1n cisternele cis-Golgi este localizata manozidaza I, care tunde anumite manoze
din oligozaharidul inserat pe asparagina in RE;

(iii) 1n cisternele mediene se afla manozidaza II, dar si N-acetil-glucozaminil-
transferaza care incepe glicozilarea terminala;

(iv) 1n cisternele trans se gaseste galactozil-transferaza ce continua glicozilarea
terminald a structurilor N-glicozidice;

(v) 1n sfarsit, In reteaua trans-Golgi sunt intdlnite sialil-transferazele care
definitiveaza glicozilarea terminala prin addugarea de acizi sialici.
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Fig. 1. Exemplificarea procesului de O-glicozilare.

Legenda: Monozaharidele (O)se gasesc in lumenul aparatului Golgi cuplate cu nucleozid-difosfatj,
de pe care sunt transferate, de catre o glicozil-transferaza, catre lantul oligozaharidic in formare. In
urma acestui proces rezulta nucleozid-difosfat, care este mai departe defosforilat la nucleozid-
monofosfat, care este eliminat in citoplasma printr-un transportor specific.

Distributia glicozil-transferazelor, prezentata mai sus, justifica si prezenta nucleozid-
difosfatazelor la nivelul cisternelor mediene si trans. Explicatia o constituie faptul ca
glucidele sunt transferate pe lanful oligozaharidic in crestere de pe nucleozid-difosfo-glucide
(de ex: uridin-difosfogalactoza). Dupa transfer, rdiman in lumenul cisternelor golgiene
nucleozid-difosfati (de ex: uridin-difosfat). Acestia nu au transportori in membrane
cisternelor golgiene, care sa-i transfere in citosol pentru refolosire (Fig. 1). Nucleozid-
monofosfatii si fosfatul au insa transportorii corespunzatori, astfel incat este necesara
scindarea nucleozid-difosfatilor, pentru asigurarea reciclarii moleculelor. Ne achitdm partial,
prin acest comentariu de promisiunea facuta in sectiunea “Considerente istorice”, legata de
explicarea prezentei diferitelor enzime in diversele sectoare ultrastructurale ale complexului
Golgi.

Prelucrarea si definitivarea structurilor glucidice N-glicozidice

Analizand polaritatea enzimaticd putem deduce in ce consta activitatea complexului
Golgi asupra structurilor N-glicozidice. Cunoastem ca producerea acestora este inifiata in RE
sub forma unei structuri complexe oligozaharidice, triantenare formata (considerand dinspre
asparagina spre capatul liber) din 2 N-acetil-glucozamine, 9 manoze si 3 glucoze. Cunoastem
deasemnea cd, dupa inserarea pe asparagina aflatd intr-o secventd consens (—N-X-S/T-),
structura incepe sa fie tunsd chiar in RE (mai intdi glucozele, apoi o manozd); si mai
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cunoastem semnificatia functionala a tunderii primelor doua glucoze (asigurarea impachetarii
corecte prin actiunea calnexinei, o saperond cu activitate de tip lectinic). Ei bine, dupa
ajungerea in Golgi, celula este in masura sa decida asupra destinului acestor glicoproteine.
Cele care sunt menite a deveni enzime lizosomale, sunt marcate la cel putin una dintre
manozele cu care ajunge aici, prin fosforilare la hidroxilul carbonului 6 (vezi mai jos detalii
ale fenomenelor, la “Biogeneza lizosomilor”). Cele care au alte destinatii vor fi prelucrate,
prin continuarea tunderii manozelor si, de regula, prin glicozilari terminale, pentru a deveni
structuri inalt manozilate, structuri hibride, sau structuri complexe (Fig. 2).

Structurile inalt manozilate sunt slab reprezentate in afara enzimelor lizosomale (unde
sunt modificate prin fosforilare). Structurile hibride contin incd un numdr mai mare de
manoze (de cel putin cinci), dar si glicozilare terminald, de reguld nedefinitivata pana la acizi
sialici. In sfarsit, structurile complexe contin un miez trimanozidic (cu manoza legatd de N-
acetilglucozamina predecesoare, ca punct de ramificare) si, pe fiecare ramura initiatd de o
manoza, cel putin cate un lant de glicozilare terminald definitivatd. Aceste structuri se
numesc biantenare. Structurile N-glicozidice complexe pot fi Insa si triantenare (exemplul din
Fig. 2), sau, mai rar, tetra-antenare cand ambele manoze distale ale miezului trimanozidic
contin cate doua lanturi de glicozilare terminald. Glicozilarile terminale implica asadar
tunderea de manoze si addugarea, pas cu pas (pe masura Tnaintdrii prin cisternele golgiene),
de N-acetilglucozamina, apoi de galactoza si, la sfarsit, de acid sialic. Structurile complexe
pot contine si fucozd legatd pe cea mai profoundd N-acetilglucozamind. Corespunzator
tipurilor de structuri glucidice numite mai sus definim si tipuri de glicoproteine: glicoproteine
inalt manozilate, glicoproteine hibride sau glicoproteine complexe.

Biosinteza structurilor O-glicozidice

Structurile O-glicozidice se produc in intregime la nivelul cisternelor golgiene. Desi
nu exista date referitoare la distributia glicoziltransferazelor implicate in aceste glicozilari si
desi lanturile oligozaharidice sunt mai putin elaborate (vezi Fig. 3 pentru cele mai simple
exemple) este probabil ca aceste enzime sd respecte tot o aranjare polarizata intre cisterne.

simboluri

(O =N-acetilglucozaming @) =manoza () = galactoz ‘_j: acid sialic = fucoz4

l_—i
miez /
v o ; s trimanozidic i L .
1 structuri oligozaharidice structuri ologozaharidice structuri oligozaharidice complexe
90 inalt manozilate hibride triantenare
1

Fig. 2. Tipuri de structuri N-glicozidice definitivate in aparatul Golgi.

_ . .- Fig. 3. Tipuri de structuri
simboluri ~ O-glicozidice biosintetiza-
O = N-acetilgalactozamin3 Q = galactozi 6)= acid sialic =fucozd te in complexul Golgi
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Modele referitoare la dinamica structurilor golgiene

Explicarea mentinerii polarizérii biochimice a cisternelor golgiene, in pofida miscarii
anterograde a materialului prelucrat, a reprezentat §i reprezintd o provocare pentru
cercetatorii din domeniu. Pentru intelegerea acestor mecanisme au fost elaborate doua
modele:

1. modelul transportului vesicular (model tip suveicd);
2. modelul maturarii cisternelor.

Modelul transportului vezicular stipuleaza ca transportul anterograd este facut prin
microvezicule (diametru de ~50 nm) si presupune segregarea moleculelor a caror prelucrare
este terminatd in microdomenii ale membranei cisternelor donoare, desprinderea lor sub
forma unor vezicule de transport, migrarea catre cisterna urmatoare (acceptoare), fuzionarea
cu membrana acesteia §i predarea moleculelor/macromoleculelor transportate in vederea
prelucrarii corespunzdtoare bagajului enzimatic al noii cisterne. Moleculele implicate in
aceste procese de transport selectiv, ca si cele care scapa accidental in veziculele de transport
sunt apoi returnate printr-un transport vezicular retrograd, la cisterna donoare.

Modelul maturarii cisternelor presupune ca transportul anterograd se face prin
inaintarea Intregii cisterne dinspre fata cis catre fata trans, pe masura ce procesele biochimice
avanseaza. Din cisternele maturate, in fiecare etapd, proteinele rezidente sunt returnate la
cisternele anterioare printr-un transport vezicular.

Asadar, ambele modele presupun un transport vezicular retrograd, iar prezenta unor
vezicule accesorii organitului ce contin molecule rezidente in cisternele golgiene este singura
realitate dovedita fira echivoc, in momentul de fatd. In rest, controversa riméne actuald, desi
fiecare model are dovezile, dar si contra-argumentele sale. Astfel, au fost evidentiate vezicule
de transport (ce contin molecule ce sunt transportate si prelucrate la nivelul organitului) in
toatd adancimea complexului Golgi, ceea ce reprezintd un argument in favoarea modelului tip
suveica. Totodata, prin Golgi sunt transportate si agregate moleculare ce depasesc diametrul
unor asemenea vezicule de transport, ceea ce favorizeazd modelul maturarii cisternelor.
Totusi, modelul maturarii cisternelor nu poate justifica observatia cd molecule ce isi incep
aventura golgiana in acelasi moment, parcurg cisternele cu viteze diferite, ajungand in reteaua
trans-golgiana defazat. Fara indoiald ca eforturile care se fac pentru studierea transportului
membranar intracelular, transport care implica aparatul Golgi Intr-un mod semnificativ, vor
avea ca rezultat si solutionarea disputei pe marginea celor doud modele: modelul tip suveica,
respectiv. modelul maturarii cisternelor. Nu putem exclude posibilitatea ca procesele
caracteristice celor doud modele sa fie utilizate simultan de celulad pentru rezolvarea traficului
intragolgian de substanta.

Recent a fost propus un nou model, denumit modelul partifionarii rapide, care
presupune separarea (partitionarea) cisternelor golgiene in domenii care concentreaza
proteine cargo si domenii care concentreaza proteine structurale. Aceasta separare pe domenii
este rezultatul existentei unor zone de membrana cu compozitie lipidica diferitd, in cadrul
fiecarei cisterne. Acest model a aparut ca urmare a unor observatii de cinetica proteica, facute
in sisteme celulare in timp real, pe baza carora se stipuleaza cad proteina glicozilatd poate
parasi aparatul Golgi la orice nivel, din oricare cisterna. Acest model contravine insa
polarizarii biochimice si functionale ale aparatului Golgi, motiv pentru care este Inca
contestat.

Biogeneza lizosomilor

Lizosomii reprezintd organitul prin care celula isi asigurd moleculele fundamentale
atat pe baza reciclarii acestora din unele componente intracelulare cat si prin preluari de
substantd din afara celulei. Functia lor se bazeazd pe bogatul continut in hidrolaze acide, pe
care celula le produce si le directioneaza corect printr-o colaborare inalt specializatd dintre
RE si complexul Golgi care implica si un trafic adecvat, selectiv de membrana. Acest proces
poartd denumirea de biogeneza lizosomala. El constd in biosinteza proteinelor lizosomale
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(enzime, proteine ale membranei lizosomale) care implica mai intai activitatea RE, apoi pe
aceea a aparatului Golgi pentru maturarea, sortarea si directionarea spre lizosomi a bagajului
molecular specific.

Doua sunt aspectele mai bine cunoscute asupra biogenezei lizosomilor i prezentandu-
le pe acestea ne vom face o imagine clara asupra realitatii biologice legate de acest proces:

(i) marcarea enzimelor lizosomale si
(ii) sortarea, segregarea moleculelor si Tnmugurirea, respectiv desprinderea
lizosomilor primari.

Ambele fenomene se petrec la nivelul aparatului Golgi.

Marcarea enzimelor lizosomale presupune formarea unei etichete (manozo—6—fosfat,
prescurtat M6P) si este un proces ce contine cel putin doud etape. In prima etapa, care are loc
la nivelul retelei cis-Golgi, proteinele care sunt destinate a deveni enzime lizosomale si care
poartd obligatoriu structuri oligozaharidice N-glicozidice sunt complexate de enzima V-
acetil-glucozaminil-fosfotransferaza. Aceasta modifica cel putin una dintre manoze la
hidroxilul carbonului 6, prin transferarea unei N-acetil-glucozamine impreuna cu un fosfat, de
pe substratul N-acetil-glucozaminil-difosfo-uridinad. Se formeaza, in acest fel, un precursor al
etichetei finale M6P, care este, in acest moment, cdpacitd cu molecula de N-acetil-
glucozamina. Specificitatea interactiunii dintre viitoarea enzimad lizosomald si N-acetil-
glucozaminil-fosfotransferaza este asiguratd de un semnal conformational pe care il
structureaza toti precursorii de enzime lizosomale (pe baza impachetarii, asistata si de
calnexind, din reticulul endoplasmic). Semnalul conformational reprezintd o suma de
segmente din secventa primard a unei proteine, care in structurarea tertiara a acesteia se
dispun alaturi, formand domeniul de interactiune cu partenerul. Aceste tipuri de semnale sunt
afectate, pierzandu-si functia, atunci cand structura tertiara a proteinei este denaturanta. Dupa
transferul structurii fosfo-glucidice, complexul precursor de enzima lizosomald/N-acetil-
glucozaminil-fosfotransferaza se disociaza. Unde are loc etapa a doua a formarii etichetei
(eliminarea N-acetil-glucozaminei), adica prelucrarea ulterioara a etichetei la forma ei finala,
ca si prelucrarile pe care enzimele lizosomale le suferd pentru a deveni functionale sunt
aspecte aflate deocamdata in studiu. Cert este insa faptul ca in reteaua trans-Golgi capacul de
N-acetil-glucozamina nu mai mascheaza eticheta M6P, care devine functionala si este folosita
in procesele de sortare, segregare si producere a lizosomilor primari. Dovedirea importantei
MG6P in biogeneza lizosomilor s-a facut prin folosirea culturilor de celule ce prezentau boala
incluziilor celulare (I-cell disease; I de la “Inclusions”). Aceste celule prezentau un defect
structural necunoscut, prin care enzimele in loc sa fie directionate la lizosomi, ajungeau sa fie
exocitate. S-a constatat ca aceste cellule, crescute In mediu suplimentat cu enzime lizosomale
din celule normale, isi recdpatau functia lizosomald. Analizdndu-se diferentele din structura
chimicd a enzimelor din cele doud tipuri de celule (normale, respectiv deficiente) s-a
constatat cd singura diferentd consta in prezenta de manoze fosforilate la hidroxilul 6 in
enzimele celulelor normale.

Sortarea are la baza interactiuneca M6P cu un receptor specific transmembranar
(receptorul la M6P). Acesta din urma este, la randul sdu, folosit pentru segregarea si
aglomerarea componentelor lizosomale la nivelul unor structuri cu invelis de clatrina din
reteaua trans-Golgi. Acestea evagineaza din structurile frans-golgiene si se desprind,
pierzandu-si instantaneu invelisul de clatrind si devenind ceea ce numim lizosomi primari.
Specificitatea activitatii clatrinei la acest nivel, prin comparatie cu si pentru diferentiere de
activitatea sa din procesele de endocitoza mediatda de receptori (vezi la ,, Transportul
membranar”), este datd de tipul de proteine accesorii (adaptine) implicate: in endocitoza
mediata de receptori opereaza adaptinele AP2 (AP de la Adaptor Protein), pe cand in
biogeneza lizosomilor opereazd AP1/AP3.

In etapa urmitoare lizosomii primari fuzioneaza fie cu endosomi tarzii, producind
lizosomi secundari, fie cu lizosomi secundari preexistenti, pentru a le spori bagajul de enzime
cu componente proaspete. Biogeneza lizosomilor se sfarseste cu procesele de reciclare a
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componentelor membranare implicate in sortare, segregare, veziculare si transport directionat
al lizosomilor primari.

Pentru a incheia comentariile referitoare la biogeneza lizosomilor, punctam, odata in
plus, faptul cd, la nivelul retelei frans-Golgi, enzimele lizosomale se prezintd in stare
functionala, gata maturate. Acesta este motivul pentru care aici se poate evidentia o reactie
citochimicd pentru fosfataza acidi (o enzimi lizosomald). In ciuda faptului ci sunt
functionale deja in reteaua trans-Golgi, enzimele lizosomale nu pot activa aici deoarece pH-
ul in lumenul structurii, desi se plaseazad in domeniul acid, este cu cel putin o unitate mai
ridicat decat in lizosom.

Cooperarea reticul endoplasmic — Golgi in biogeneza si traficul intracelular al
membranelor’

Din ce am discutat pand aici, rezultd cd, in tot ceea ce face, aparatul Golgi este
dependent de cooperarea cu RE. Dar aceastd cooperare nu are semnificatie functionald numai
pentru complexul golgian, ci si pentru reticulul endoplasmic. Asa cum aparatul Golgi nu ar
avea ce face dacd nu ar primi molecule si macromolecule spre prelucrare de la RE, la fel RE
nu si-ar vedea munca finalizatd daca nu ar exista in avalul sdu cisternele golgiene cu
aspectele lor structurale si functionale caracteristice. Pentru a completa imaginea
complexitdtii acestei cooperdri RE — Golgi, vom aborda céteva aspecte legate de biogeneza si
traficul intracelular al membranelor. Aceste aspecte sunt cu atdt mai importante cu cat
vizeaza structuri fard de care celulele nu ar putea exista: biomembranele.

Biogeneza membranelor este un proces deosebit de complex, care implicad mai multe
organite. Le amintim doar pe cele care participd pentru tipurile de membrane ale organitelor
neautonome: ribosomul, RE si complexul Golgi. Practic biogeneza membranelor presupune:

(i) Dbiosinteza componentelor moleculare ale membranelor;
(ii) asamblarea corecta a acestora la nivelul structurii;

(iii) maturarea structurii la una functionala;

(iv) transportul directionat al noilor membrane la destinatie.

Intrucat nu este obligatoriu ca toate aceste procese si se intample in succesiunea in
care au fost enumerate, ci, de reguld, ele se intrepatrund, este de la sine inteles ca necesitd un
bine elaborat, controlat si reglat trafic de membrane. Altfel spus, biogeneza si traficul
intracelular al membranelor formeaza un sistem integrativ de procese esentiale pentru
organizarea si functionarea celulei. Desi, in cea mai mare parte, fenomenele se potenteaza
reciproc, farda o anumitd secventiere rigida, cel putin biosinteza moleculelor si
macromoleculelor trebuie sa se petreaca, in principiu, inaintea altor procese dintre cele patru
mentionate mai sus. Chiar si pentru aceastd etapa a biosintezei, pentru unele componente
initierea se petrece Intr-un compartiment celular, iar finalizarea in altul. Amintim cazul
sfingolipidelor ai caror precursori sunt produsi in RE (ceramidele), in timp ce produsii finali
(sfingomielinele, respectiv glicolipidele) sunt obtinuti in complexul Golgi.

Referitor la biosinteza componentelor moleculare ale membranelor avem deja
informatii din ceea ce am prezentat la RE ca si din ceea ce am abordat, pAna acum, la aparatul
Golgi. La fel stau lucrurile si legat de asamblarea corecta a (macro)moleculelor in cadrul
structurilor nou-formate (vezi detaliile, despre flipaze si cele asupra inserdrii proteinelor
transmembranare in bistrat, de la “Reticulul endoplasmic™). Cat priveste maturarea structurii
la una functionala ea presupune aducerea componentelor ei moleculare in stare functionalad
prin maturare (vezi prelucrarea (glico)proteinelor la “Reticulul endoplasmic” ca si (mai sus)

! Importanta traficului intracellular al membranelor a fost recunoscuti si prin acordarea Premiului Nobel pentru
fiziologie sau medicind in 2013. Cei trei laureati, James E. Rothman, Randy W. Schekman, Thomas C. Siidhof,
au avut contributii semnificative in descifrarea mecanismelor care guverneaza traficul intracelular al
membranelor in celulele eucariote, asa cum se mentioneaza si in motivatia juriului: "for their discoveries of
machinery regulating vesicle traffic, a major transport system in our cells".

9



Dr. Mircea Leabu, Dr. Ana Maria Enciu — Aparatul Golgi, curs pentru studentii la medicind

prelucrarea sfingolipidelor si (glico)proteinelor in complexul Golgi. Ramane sa mai discutam
traficul de membrane, in decursul caruia si prin care toate celelalte sunt posibile. In aceasti
privintd, vom aborda mai intai traficul dintre RE si Golgi, dupa care traficul dintre reteaua
trans-Golgi si locul destinatiei finale a noilor membrane.

Traficul RE — Golgi
Traficul de membrane, care asigurd si transportul de substantd intre RE si aparatul
Golgi (vezi detaliile la “Reticulul endoplasmic™), implicd mai multe procese:

(i) Sortarea componentelor ce trebuie traficate la nivelul elementelor tranzitionale
ale RE (cu participarea proteinelor de invelis COP II si proteinei G monomerice
Sar1, cu rol reglator);

(ii) Traficul anterograd catre aparatul Golgi;

(iii) Sortarea nivelul complexului Golgi a componentelor ce trebuie returnate la RE
(cu participarea proteinelor de invelis COP I si proteinei G monomerice Arfl,
pentru reglare);

(iv) Returul la RE, prin trafic retrograd (reciclarea unor componente).

Referitor la acest transport este dovedit in prezent, fard controverse, ca respecta un
mecanism de tip suveicd. Daca transportul anterograd nu a fost pus la indoiala, existenta
transportului retrograd a fost subiect de disputd pana in 1989. In acest an colectivul condus de
Jennifer Lippincott-Schwartz (de la NIH, adica National Institute of Health, Bethesda, USA)
a raportat observatia cd, in celulele tratate cu brefeldind A (un metabolit fungic), complexul
Golgi se dezorganizeaza si dispare, iar enzimele sale se regasesc in structuri ale RE, inclusiv
in anvelopa nucleard. Prezenta enzimelor golgiene in anvelopa nucleard s-a constituit intr-o
dovada indubitabila ca celelalte structuri pozitive la reactia citochimica (reactia
imunocitochimica pentru manozidaza golgiana) apartin tot RE. Rezultatele nu pot fi explicate
decat acceptand ca brefeldina A blocheaza specific transportul anterograd si ca, drept urmare,
aparatul Golgi ,,se varsd” In RE datorita unui transport retrograd, de la Golgi catre RE, care
nu este blocat de brefeldina A. Desi transportul RE — Golgi in ambele directii este acum
indiscutabil, mecanismele prin care acesta se face, intr-una sau cealalta directie, sunt departe
de a fi elucidate. Cert este ca el implica:

(i) structurile intermediare ERGIC/VTC;
(ii) proteine de Invelis diferite;
(iii)  regulatori (proteine G monomerice) specifici directiei.

Transportul RE — Golgi implica, de asemenea, sortari pe baza de motive de aminoacizi (grupe
de doi, trei aminoacizi; vezi la “Reticulul endoplasmic”) si proteine motor specifice
microtubulilor (experimental a fost dovedit ca dezorganizarea microtubulilor afecteaza
traficul).

Traficul membranar discutat mai sus rezolvd aspectele legate de biogeneza
membranelor golgiene si initiaza aspectele legate de biogeneza celorlalte tipuri de membrane
destinate sistemului endosomal §i membranei celulare. Ce se intdampld mai departe, pentru
aceste din urma membrane, punctam mai jos.

Traficul retea trans-Golgi — locatie finala

1. Traficul frans-Golgi — lizosom, ne este deja familiar. Amintim cd el presupune
sortari prin M6P, segregari prin receptorii la M6P, AP1/AP3 si clatrind, precum i transport
directionat prin proteine transmembranare (vezi mai jos la “Directionarea transportului
intermembranar”).

2. Traficul trans-Golgi — membrana celulara implica o discutie mai nuantata.

Vom aborda mai intai traficul #rans-Golgi membrand celulard in celulele

polarizate, cu cele doud componente ale sale:
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() traficul frans-Golgi — membrana apicala;
(ii) traficul trans-Golgi — membrana latero-bazala.

Traficul trans-Golgi — membrand apicala se caracterizeaza prin urmatoarele
aspecte:

Mecanismele sortdrii nu sunt pe deplin elucidate, dar existd rapoarte care propun
fenomene ce implicd ectodomeniile proteinelor si chiar interactiuni de tip lectinic, ce
presupun participarea structurilor glucidice ale glicoproteinelor, sau glicolipidelor de pe fata
luminala a organitului. Pe de altd parte, este propusa participarea structurilor de tip pluta
lipidica (lipid raft), care sunt descrise preferential pentru domeniile apicale ale membranei.

Transportul elementelor rezultate prin sortare implicd un mecanism cooperativ, care
foloseste initial ruta microtubulilor, apoi ruta filamentelor de actind. Asemenea mecanisme au
fost dovedite in 1993, intr-un articol publicat de K.R. Fath si D.R. Burgess in The Journal of
Cell Biology. Mecanismele au fost descrise pentru enterocite (celule intestinale absorbante) si
ele exploateazi organizarea specifici a citoscheletului in aceste celule. In enterocite
microtubulii ce trec pe langa cisternele golgiene sunt orientati cu capatul (-) catre membrana
apicala, strabatand partial tesdtura de filamente de actina (ce formeaza trama terminald, cu
aderarea la jonctiunile tip zonula aderens) si terminandu-se in proximitatea filamentelor de
actind ce structureazad axul citoscheletal al microvililor. Folosind aceastd structurare si
orientare, microveziculele ce transportd componente nou sintetizate ale membranei apicale
(de fapt suprafete de membrand produse de novo) folosesc initial proteine motor din familia
dyneinelor, pentru a se deplasa catre capdtul (-) al microtubulilor. Cand ajung la filamentele
de actina ce strabat axul microvililor, trec la folosirea unei alte proteine motor, miozina I, cu
ajutorul careia se deplaseazad de-a lungul acestor filamente. Ajungand la nivelul membranei
apicale de la baza microvililor, membrana veziculelor fuzioneazd cu membrana celulara,
sporindu-i suprafata. Mecanismul descris concordd cu rezultate experimentale raportate de
alte colective, in care celule epiteliale intestinale au fost incubate cu nocodazol, sau
colchicind, substante care depolimerizeaza tubulina dezorganizand microtubulii. Dupa acest
tratament, eficienta transportului catre membrana apicald se reduce cu ~50%, iar veziculele
care pot ajunge aleatoriu la filamentele de actind ale tramei terminale, sunt directionate la
membrana laterala, catre care aceste filamente sunt orientate, conducand la aparitia nefireasca
de microvili la acest nivel.

Traficul trans-Golgi — membrana latero-bazala presupune sortari prin motive de
aminoacizi din endodomeniile proteinelor transmembranare. Transportul se face tot pe calea
microtubulilor, insa catre capatul (+), prin folosirea Kinezinelor (alte proteine motor specifice
pentru microtubuli). Este astfel folositd orientarea diferitd a microtubulilor, cu capatul (+)
catre membrana latero-bazala.

O mentiune care trebuie facutd este referitoare la reglarea acestui trafic. Ei bine,
reglarea mecanismelor de selectie, sortare si veziculare in sisteme diferite de transport se face
prin proteine G monomerice. Diversitatea acestora (probabil cd incd nu cunoastem toate
entitatile moleculare din aceasta super-familie de proteine) asigura o bund reglare a situatiilor
pe care celula le are de rezolvat. Fara indoiald, controlul si reglarea acestor mecanisme de
sortare i transport se vor dovedi mult mai complexe, pe masurd ce cunoasterea noastrd
asupra fenomenelor se va detalia.

Directionarea transportului intermembranar

Specificitatea de directionare a traficului membranar este asigurata de diversitatea
proteinelor din familia denumitd prescurtat SNARE (vezi la “Reticulul endoplasmic”,
sectiunea “Sortarea si transportul catre aparatul Golgi”). Pentru fiecare membrana tinta exista
o pereche specificd v-SNARE/t-SNARE. Specificitatea acestei perechi asigura transportul
corect citre membrana acceptoare. Imperecherea corecta atrage declansarea mecanismelor de
fuziune a membranelor. Procesul implica o serie de proteine accesorii care structureaza o
magindrie de fuziune, ce este activatd dupd legarea v-SNARE la t-SNARE.
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Se considera ca specificitatea interactiunii dintre partenerii corecti ai perechii v-
SNARE/t-SNARE impiedica fuzionarile dintre vezicule si alte membrane la care pot ajunge
accidental. Acest punct de vedere pare totusi a fi contrazis, cel pufin In cazul experimentelor
amintite mai sus pentru transportul membranei apicale in enterocite. Acolo se dovedeste ca
mecanismul nu exceleaza in privinta specificitatii; altfel nu s-ar putea forma microvili la
nivelul membranei laterale. Existd totusi explicatii, dar validitatea lor trebuie dovedita
experimental. O prima explicatie o poate constitui faptul ca afectarea transportului directionat
catre membrana apicald, poate induce aparitia de t-SNARE specifice membranei apicale, in
membrana latero-bazala. Nu putem insd exclude nici posibilitatea existentei unor aspecte de
detaliu ale mecanismului directiondrii, care deocamdatd ne scapa si care este posibil sa
nuanteze situatiile.

Abordarea experimentald a rolului complexului Golgi in traficul intracelular al
membranelor prin folosirea proteinelor himerice obtinute prin cuplarea proteinelor golgiene
rezidente cu proteina fluorescenta verde (GFP, de la “Green Fluorescent Protein’) ar putea
sd aduca 1n viitor informatii detaliate asupra mecanismelor. GFP a fost extrasa dintr-o
meduza. Proteinele himerice se obtin modificand genele corespunzatoare celor doud proteine
(proteina de studiat, respectiv GFP) prin cuplarea lor, pentru a obfine o noud gena
corespunzatoare unei proteine himerice. Cuplarea se poate face pentru adaugarea polipeptidei
fluorescente fie la capatul amino-terminal al proteinei de interes, fie la cel carboxi-terminal,
astfel incat himera sa pastreze functia si distributia intracelulara ale proteinei studiate.
Exprimarea proteinei himerice in celule se face dupa transfectie. Transfectia este un
procedeu prin care gena modificatd (inglobatad intr-o plasmidd sau intr-o structurd virala
inactivatd) este introdusa in celula care se supune studiului. Adesea materialul genetic este
inserat Tn genom si se exprima, ducand la obtinerea de proteine cu functie cunoscutd marcate
fluorescent. Asemenea studii au fost deja realizate, pentru studiul mobilitatii proteinelor la
nivelul membranelor cisternelor golgiene, ca si pentru studiul structurilor implicate in
transportul RE-Golgi, respectiv Golgi-membrand celularda. O dezvoltare interesantd o
reprezinta o reusitd relativ recentd a colectivului condus de J. Lippincott-Schwartz. Acesta a
reusit sa obtind mutante ale GFP, care devin fluorescente numai dupa foto-activare. Aceasta
reusitd va usura urmarirea proteinei himerice fluorescente, fard a mai fi pericolul ca celula sa
se supraincarce cu fluorescentd prin producerea continud a himerei si fard sa mai necesite
inhibitori ai sintezei proteice. Viitorul in studiul aparatului Golgi raméane interesant si pare a
deveni mai de succes.

Ciclul secretor celular (calea secretorie celulara)

Celulele organismului produc alaturi de (macro)molecule necesare folosintei interne
si unele a caror destinatie este aceea de a fi secretate (exocitate). Aceastd proprietate a
celulelor, de a secreta componente biosintetizate, se poate manifesta permanent, sau periodic
si implica, bineinteles, un trafic membranar.

Ciclul secretor se defineste ca o succesiune de fenomene prin care se realizeaza:

(i) Dbiosinteza moleculelor/macromoleculor de secretie;

(ii) prelucrarea (maturarea), sortarea, vezicularea si condensarea veziculelor/
vacuolelor de secretie;

(iii) secretia propriu-zisd, care poate fi constitutiva (se produce de la sine) sau
semnalizata (stimulatd).

Aspectele legate de primele doua etape din calea secretorie ne sunt familiare din tot ce
am discutat la reticulul endoplasmic si la aparatul Golgi, pand acum. La acestea trebuie
adaugat cd in multe cazuri maturarea presupune proteoliza unor pro- sau pre-pro-componente.
De exemplu, in cazul insulinei, maturarea presupune eliminare mai multor fragmente din
lantul polipeptidic initial, unic. Pre-pro-insulina inseamna lantul ce contine peptida semnal
necesard translocarii prin membrane RE. Pro-insulina reprezinta lantul proteic fard peptida
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semnal, eliminatd de semnal-peptidaza. Asadar, pre-pro-insulina ar fi preursorul inserat in
membrana RE (care, de reguld, nu existd ca atare, deoarece functia semnal-peptidazei se
manifestd ca fenomen co-traducere), iar pro-insulina (forma cu existentd reald) este proteina
solubild, libera in lumenul RE, respectiv in lumenul cisternelor golgiene. Insulina matura se
produce in granula de secretie prin eliminarea proteolitica a unei secvente din centrul lanfului
polipeptidic, astfel incat cele doud subunitati ale moleculei de insulind rdman solidarizate, dar
prin doud punti disulfurice.

Adesea, continutul vacuolelor de secretie suferd un proces de condensare, ce consta in
eliminarea apei din lumen catre citosol.

Ceea ce este necesar sa mai addugam, pentru o mai bund stdpanire a proceselor
celulare legate de secretie, vizeazi etapa secretiei propriu-zise. In ceea ce priveste
fenomenele de directionare a veziculelor/vacuolelor de secretie, in traficul lor catre
membrana, se considera ca respecta principiile deja prezentate.

Calea de secretie constitutiva opereaza in toate tipurile de celule. Se considera ca ea
se petrece concomitent cu traficul noilor suprafete de membrana necesare a inlocui
componente devenite nefunctionale sau a satisface nevoile de crestere a suprafetei de
membrana din anumite fenomene de organizare/reorganizare a fesuturilor ce insotesc situagii
fiziologice sau patologice. Aceste fenomene necesitd si organizdri/reorganizari ale spatiilor
extracelulare, astfel incat este necesara secretia de componente ale matricei extracelulare, cel
putin. Fenomenele par a se desfasura de la sine prin transport si fuziuni constitutive de
membrane, desi Tn momentul de fatd se acumuleaza date ce indica faptul ca in situatiile
patologice, fenomenele care in situatii normale corespund secretiei constitutive, necesitd
amplificari care par a fi rezultatul unor fenomene de semnalizare in care capacitatea
integrinelor de a semnaliza bidirectional (dinspre exterior cétre celuld, respectiv dinspre
celuld catre matricea extracelulard) intervine activ.

Asadar, trebuie sa fim circumspecti si sa evitdm tentatia de a incerca trasarea de
granite ferme intre cele doua cai de secretie.

Calea de secretie semnalizata este, de reguld, specifica celulelor specializate in
secretie (spre exemplu celule galandulare). Ea presupune exocitarea componentelor
accumulate 1n vezicule/vacuole de secretie, pe care celulele le stocheaza, pand la primirea
unui semnal (stimul). Acest stimul instiinfeazd cd organismul are nevoie de substantele
stocate in vederea secretiei ulterioare. Molecula mesager se leagd de un receptor specific din
membrana celulei secretoare si declansazd mecanisme de semnalizare, al caror efect este
inducerea fuziunii membranei veziculelor/vacuolelor de secretie cu membrana celulara si
exocitarea continutului. In multe cazuri, fuziunea semnalizati a membranelor se datoreazi
cresterii concentratiei de Ca®" in citosol.

De mentionat ca, in unele situatii, completa maturare a moleculelor secretate se
petrece exact Tn momentul exocitozei. Acesta este, de exemplu, cazul colagenului tip I a carui
maturare finald inseamna eliminarea, prin proteoliza, a unor fragmente din capetele pro-
proteinei, eliminare care permite fibrilarea moleculei. Daca maturarea s-ar produce in celuld,
colagenul ar forma fibre in structurile intracelulare, afectand functionarea acesteia si
inducand situatii patologice.

In concluzie, ciclul secretor (numit mai frecvent cale secretorie) implica atat
cooperarea dintre RE (la nivelul caruia se sintetizeazd componentele moleculare destinate
exportului) si aparatul Golgi (raspunzator, de reguld, de finalizarea maturarii moleculelor de
secretat, de sortarea, condensareca i formarea vacuolelor de secretie), cat si traficul
membranar aferent acestor procese.

O remarca merita facutd asupra termenului de ciclu secretor, sau cale secretorie. Daca
ar fi sd consideram cd notiunea de ciclu implicd reciclari ale unor componente, atunci mai
corect ar fi, in momentul de fata, termenul de cale secretorie. Aceasta deoarece nu exista
dovezi asupra reciclarii unor componente implicate in mecanismele celulare ce realizeaza
procesul. Mai mult, pentru secretia constitutiva exista dovezi ca dinamica procesului implica
ajungerea veziculelor in imediata apropiere a membranei, unde, dupa o asteptare de 15-30
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secunde, fuzioneaza rapid, iar componentele membranei veziculare se imprastie aproape
instantaneu In planul membranei. (Asemenea dovezi experimentale au fost obtinute prin
folosirea himerelor proteice fluorescente, despre care am amintit mai sus.) Asta inseamna ca
daca ar fi vorba de fenomene de reciclare, acestea ar trebui sa se produca 1n alte circumstante,
ca insotind alte procese celulare. Cat priveste secretia semnalizata, datele acumulate in cel
mai recent deceniu aratd cd atasarea veziculelor de secretie la membrana celulard are loc
tranzitoriu, la nivelul unor microdomenii de membrand denumite porosomi, care faciliteaza
fuzionarea celor doud membrane si descarcarea produsului de secretie, decarcare care se face
mai mult sau mai putin complet.

In sfarsit, meritd si evidentiem aici ca pionierul deslusirii ciii secretorii este G.E.
Palade, care prin tehnici de autoradiografie, adaptate microscopiei electronice, a aratat ca
aminoacizii tritiati se regasesc la nivelul reticulului endoplasmic imediat dupd administrarea
lor celulelor pancreatice acinare, apar la nivelul aparatului Golgi, 20 de minute mai tarziu si
marcheaza vacuolele secretorii, sau materiale exocitate, dupa 90 de minute de la administrare.

Consideratii finale

Putem rezuma in finalul prezentarii datelor esentiale cunoscute asupra complexului
Golgi ca:

- este singurul organit care a captivat permanent comunitatea cercetatorilor; mai intai prin
suspiciune, apoi prin complexitate structurala si functionala;

- se prezinta ca o stiva de cisterne recurbate, cu polaritate morfologica, dar si biochimica;

- primeste materialul asupra caruia opereaza de la RE si functioneaza ca o placa turnanta
pentru maturarea, sortarea si directionarea componentelor lizosomale, membranare, sau
de export catre destinatia final;

- in tot ceea ce face este implicat un trafic intracelular permanent de membrane, pe care il
controleaza si regleaza prin mecanisme care sunt departe de a fi pe deplin elucidate;

- este un organit intens studiat Tn momentul de fata, pe celule vii, folosindu-se proteine
himerice fluorescente, exprimate dupa transfectii cu gene inserate n plasmide.

Este de asteptat ca viitorul apropiat sa aducd noi date legate de acest organit cu
implicatii semnificative asupra cunoasterii si Intelegerii unor procese celulare esentiale in
descrierea celulei normale si in stabilirea limitelor de la care se poate defini patologia
celulard. Se va putea astfel trece de la definirea patologicului prin simptomatologie clinica, la
definirea sa pe baza deviatiilor subtile de la ceea ce reprezintd normalul la nivel fenomenelor
celulare si moleculare.
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