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Organizarea moleculara
a membranelor celulare

De la molecule la o ultrastructura functionala

Membrana celulara
Definitia
Ultrastructura care

separa celula de mediu
dar o §i uneste cu acesta

Semnificatia (filosofia biologiei)

Bruce Lipton: ‘membrana celulara |...] este ,, pielea’ unei celule. Fara
indoiala ca ati auzit mai multe despre nucleul celulei, care contine
ADN-ul, decdt ati auzit despre membrana acesteia. Insd stiinta de
granita dezvaluie si mai multe detalii despre ceea ce am descoperit
eu, cu peste doudzeci de ani in urma — anume, ca membrana este
adevaratul creier al functionarii la nivelul celulei.’

(Lipton B. Biologia credintei, Bucuresti: Editura For You; 2008. p. 37.)
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Consideratii generale
asupra organizarii moleculare a

membranelor
« Apa: 20-30%
* Rezidiu uscat: 70-80%
— Substante minerale: ~1%
— Substante organice: ~99%
* Lipide: 40-50%
* Proteine: 50-60%
« Componenta glucidica: 1-10%

De ce putina apa?

Aranjarea componentelor chimice in membrane
conform modelului in mozaic fluid

Singer SJ, Nicolson GL (1972) The fluid mosaic model of the structure of cell membranes. Science. 175: 720-731.
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Modelul in mozaic fluid

Conceptul actual privind organizarea moleculara a membranelor

Singer SJ, Nicolson GL (1972) The fluid mosaic model of the structure of cell membranes. Science. 175: 720-731.
componentd glucidica

bistrat I
lipidic 5°6,nm

Functiile de baza ale membranei celulare:

1. Functie de barierd
2. Functie metabolica
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Most, if not all. cells in the organism. at least in

some period of their lifetime. secrete materials that L
Abbreviatiens: Soluble N-ethyl-maleimide-sensitive

:Lemp;::l:‘f;d :;::T;:e ;Z:Lbﬁ;t .::::m,‘: : faCIOF attachment protein receptor (SNARE). N-ethyl-
- = maleimide sensitive factor (NSF): plasma membrane

specialized plnfmn membrane structure cnlled. nr_\e (PM). Atomic Force Microscopy (AFM); electron

‘porosome,” which allows the material stored within microscopy (EM):. chloride channels (CIC): 4.4

secretory vesicles to be delivered to the cell's  Diisothiocyanato-2.2"stilbenedisulfonic acid disodium

exterior environment. This is achieved when the 5d|(D[D§;

secretory v les fuse at the base of the porosome

complex, establishing a fusion pore or fluid SUMMARY

continuity between the vesicle interior and the cell’s 1. Introduction

exterior. Besides cell secretion. membrane fusion is

nec ry for intracellular membrane traf and

vesicular transport from one endomembrane bound

structure to another. In addition to cell secretion.

membrane fi

membrane trafficking and vesicle transport from

2. Corner stones in the hisiory of cell secretion and
membrane fusion

3. Ulrastructure of the porosome

4. Molecular organization of the porosome

5. Porosome or fusion pore, or porosome aned
fusion pore

sion is necessary for intracellular
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Caracteristici fizice, chimice si
biologice ale membranelor celulare

» Eterogenitate
 Asimetrie
* Fluiditate bidimensionala

* Cine si cum participa la asigurarea acestor caracteristici?
» Care este semnificatia biologica a acestor caracteristici?

Eterogenitatea
de organizare moleculara a
membranelor celulare

Prima provocare: diversitatea lipidelor (peste 1000 de
entitati moleculare diferite intr-o celula eucariota)
 Clasificari
— Clasificari ale lipidelor membranare
— Clasificari ale proteinelor membranare
— Clasificari ale componentei glucidice membranare

« Conceptul logic de clasificare
— Stabilirea criteriului/criteriilor

5




Dr. Mircea LEABU - Membrana celularda: organizarea moleculara si semnificatia acesteia (curs pentru studentii de la medicina)

Eterogenitate
Contributia lipidelor (I)

Clasificari ale lipidelor:

1. In functie de structura chimica globala:

- fosfolipide 70-75%;
- colesterol 20-25%;
- glicolipide 1-10%.
i""'l':q' cap polar ®®
Eﬂﬂ,g?,:?' o ] [h|d|'0r||:l _.". ‘ .
L Olcp  OH parte : .
[ P ]wadé sterolica .
3 o, figidd
E . . (hidrofobd) 3
cozi alifatice § g I :‘. .:jeugbz“:?uré CHy CHy coadd o %_
(hidrofobe) %, %a i ‘{,",I,“in cis E" alifatica E g
% % g:: (hidrofobd) [ 1
5 ‘%": é :
§ /CQ S
= CHy, CH,
Eterogenitate

Contributia lipidelor (1)

Alte clasificari ale lipidelor:

Clasificarea fosfolipidelor:
1. In functie de poliolul din structura:

- fosfogliceride (glicerofosfatide);
- fosfosfingozide (sfingofosfatide).

2. In functie de X

'oixpzx X - colina - fosfatidilcoline (PC); 20-25%
o X - etanolamina -> fosfatidiletanolamine (PE); 20-25%
o ¢ X - serina - fosfatidilserine (PS);  20-25%
G X - inozitol - fosfatidilinozitoli (Pl); 10-15%
X - hidrogen - acizi fosfatidici (PA); ~1%
Alte fosfolipide:

sfingomieline (SM); 20-25%
cardiolipine: 1,3-difosfatidil-glicerine.
plasmalogene
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Mai multa

eterogenitate
la nivelul lipidelor

Contributia acizilor grasi

e X
o=pP” "
c'ln (a) In pozitia 1 a glicerinei: un acid gras saturat (C,4, C44, C43);
3 ordinea abundentei:C,s > C;3> Cy,.
0 C=0

(b) In pozitia 2 a glicerinei: un acid gras nesaturat (C.g.1, Cg.0,
C18:3’ C20:4)

N.B. Limitari pentru acizii grasi: intre C,, si C,,!

Eterogenitate

Contributia proteinelor (1)
Clasificari ale proteinelor:

in functie de pozitia fata de bistrat
) o - periferice (extrinseci ) — ~25%;
/ec oproteine - integrale (intrinseci) — ~75%.

M M ,“ ﬁkﬁ M”F\ Proteinele extrinseci:
‘L

\W“ j'glhl l[ ll] N\ 'I\'H - ectoproteine;

- endoproteine.
?/ / \endoproteine

proteina Proteinele intrinseci:

transmembranara - transmembranare;

-2

~N
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Eterogenitate

Contributia proteinelor (Il)
Caracteristicile fizico-chimice ale proteinelor periferice

» Extractibile cu solutji saline, sau agenti chelatori;

» Au caracter hidrofil;

» Dupa extractie nu poarta lipide asociate si isi pastreaza
solubilitatea in ap3;

bistrat
lipidic
CITOSOL

9 COOH

Preluat din “Molecular Biology of the Cell’, editori: Bruce Alberts et all., editia a Ill-a, 1994

Eterogenitate

Contributia proteinelor (llI)
Caracteristicile fizico-chimice ale proteinelor transmembranare
- se pot extrage din structura membranelor numai cu detergentj;
- raman asociate permanent cu lipide;
- sunt insolubile n ap3;

- au caracter amfifil.
Definirea domeniilor structurale

ectodomenii domenii 1. ectodomeniu;
transmem- 2 endodomeniu;
branare 3. domeniu transmembranar.

Clasificare in functie de numarul de treceri
prin bistratul lipidic:

1. unipas;

2. multipas.
Clasificare in functie de orientarea lantului
polipeptidic fata de bistratul lipidic (pozitia
capatului amino-terminal):
endodomenii 1. tip | — NH, terminal in ectodomeniu;

Preluat din “Molecular Biology of the Cell’, editori: 2. tip Il - NH2 terminal in endodomeniu.
Bruce Alberts et all., editia a lll-a, 1994

bistrat
lipidic

IS
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Eterogenitate

Modalitati de structurare
a domeniului transmembranar

spaliul extracelular
(mediu oxidant) = COOH

monomeri
de porind

legaturi
disulfidice

structuri
! oligozaharidice
@ helix
transmembranar

- bistrat

lipidic

Preluat din “Molecular Biology of the Cell’, editori: Bruce Alberts et all., editia a Ill-a, 1994

Eterogenitate

Contributia componentei glucidice
Clasificari ale structurilor glucidice:
?
1. Glicolipide — componenta glucidica pe lipid; ( ) )

2. Glicoproteine — componenta glucidica (oligozaharid) pe proteina;
3. Proteoglicani — componenta glucidica (polizaharid) pe proteina.

glicoproteina glicoproteina
transmembranara adsorbitd

® = monozaharid

glicocalix

bistrat
lipidic

CITOSOL

Preluat din “Molecular Biology of the Cell’, editori: Bruce Alberts et all., editia a Ill-a, 1994
9
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Eterogenitate
Compozitia glucidica a glicocalixului

* Monozaharide componente: Glc, GIcNAc, Gal,
GalNAc, Man, Fuc, acizi sialici (SA)

OH
HO OH OH
coor e coo" R coor
o HO
HoN - OH HN < Q OH | HN < O OH
- HsC\C/ z HzC\C/ :
HO OH i HO OH i HO OH
O 0]
Acid neuraminic Acid N-acetil-neuraminic Acid N-glicolil-neuraminic
Eterogenitate

Compozitia glucidica a glicocalixului

 Gilicolipidele: 1 lant oligozaharidic, neramificat

» Glicoproteinele: mai multe lanturi oligozaharidice,
ramificate, inserate N-, sau O-glicozidic

» Proteoglicanii: mai multe lanturi polizaharidice
neramificate (glicozaminoglicani)

« Consideratii structurale asupra secventei glucidice
— Glucoza niciodata in pozitie terminala
— Acizii sialici intotdeauna in pozitie terminala
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Asimetrie
Contributia lipidelor

Asimetria distributiei lipidelor membranare

PC si SM — foita externa a bistratului lipidic

PE, PS si Pl — foita interna a bistratului lipidic
Colesterolul — echilibrat intre cele doua foite
Glicolipidele — foita externa a bistratului lipidic; exclusiv

Asimetrie

Contributia proteinelor

Proteinele extrinseci

-Ectoproteine
-Endoproteine

Proteinele integrale

- Transmembranare
-?
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Asimetrie

Contributia proteinelor

Scheletul asociat membranei
organizare spatiala (eritrocit)

Preluat din “Molecular Biology of the Cell’, editori: Bruce Alberts et all., editia a Ill-a, 1994

Asimetrie

Contributia componentei glucidice

bistratul
lipidic
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Semnificatii biologice

« Eterogenitate

* Multitudine de componente — multitudine de posibilitati de
actiune (diversitate de funciii)

» Asimetrie
* Fenomene diferite posibile pe cele doua fete
« Disjungere sau solidaritate de actiune intre cele doua fete

Pe saptamana viitoare!
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Caracteristici fizice, chimice si
biologice ale membranelor celulare

» Eterogenitate
 Asimetrie
* Fluiditate bidimensionala

* Cine si cum participa la asigurarea acestor caracteristici?
 Care este semnificatia biologica a acestor caracteristici?

,LOamenii invatati dar fara
talent propriu, adica purtatorii
stiintei moarte, mi-i inchipuiesc
ca o sala intunecata cu o usa
de intrare si una de iesire.
|deile streine intra printr-o usa,
trec prin intunericul salii si ies
prin cealalta, indiferente, sigure
si reci... Capul unui om de
talent e ca o sala iluminata, cu
pereti si oglinzi. De afara vin
ideile  intr-adevar reci  si
indiferente — dar ce societate,
ce petrecere gasesc!”

(Mihai Eminescu, Manuscris 2289, fila 15)
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Fluiditatea bidimensionala

Dinamicitatea membranelor celulare

 Cum trebuie inteleasa?

* Care este semnificatia biologica a acestei
caracteristici a biomembranelor?

Fluiditate bidimensionala

Starea fizica si dinamica bistratului lipidic

- Proprietati fluide manifestate bidimensional

Miscarile lipidelor in cadrul bistratului
1. Miscari intramoleculare
2. Miscari intermoleculare
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Fluiditate bidimensionala

Miscarile intramoleculare

o' 1. Migcari de rotatie 107-10° rotatii/s

2. Miscari de flexie 106-108 flexii/s

Fluiditate bidimensionala

Migcarile intermoleculare

1. Miscari de translatie 107 schimbari directie/s

2. Miscairi flip-flop extrem de rare




Dr. Mircea LEABU - Membrana celularda: organizarea moleculara si semnificatia acesteia (curs pentru studentii de la medicina)

Fluiditate bidimensionala

Modularea fluiditatii membranelor
Factori de modulare a fluiditatii membranelor
Fizici Chimici

- Presiunea - Intrinseci (reglare)
- Temperatura - Extrinseci

Reglarea fluiditatii membranelor
prin factori celulari intrinseci

Rolul acizilor gragi nesaturati
90000 00000

00000 00000
fosfolipide cu fosfolipide cu
acizi grasi saturati  acizi grasi nesaturati

Rolul colesterolului
fosfolipide

i . . [— 5\ &0

colesterol

regiunea
mai fluida

polare
o/
2r ) regiunea b
€ ) rigidizata - Ft am
€ | i de colesterol ® T4 \;&‘ e
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Factori chimici extrinseci
de modulare/reglare a fluiditatii membranelor

* Fiziologici
» Patologici
» Terapeutici

Fluiditate bidimensionala

Mobilitatea proteinelor membranare

= PRt CELULA )’ -
)’ R T membranaré CSEC';:‘:F";EC%E URMANE P 4
0000000000000 | &)

-{ . }. D'”Ote'na / {

membranaré Y, proteina e _ |
membranaré membranara marcare
uman fluorescenta

PATARE incubare e : e SR * E S = «f *1‘-15
anticorpi anti-X | * ] ] ?
(MACULARE) HETEROGARION T * Euledi

agregate

/ / de proteind X
L]
sub form3 de pete s o °2, stingere cu
) _'i"_ 02,? fascicul laser

! (sl 1t proteinl suprafata stinsi I
amorarrs fa rostact® ikl o
g marcati cu Buoresceind (8) marcall cu rodaming {8} *T*-}g ¢ 00000 0N ?
) L - - .-‘.'..'h'.: _l._._A\“'.\. -.J'._o’, !.. .
” .
CALOTARE —— i

e |3 .
. jNCUBARE LAGT*C

. calotda . .
- preoteinelor X = .
agregate

L ‘.
minute @ . 3 N

refacerea
fluorescentei
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Fluiditate bidimensionala

Caracterul mezomorf al bistratului lipidic

Microdomenii de membrana

Plute lipidice
Caveole

Eterogenitatea plutelor lipidice

Evidentiata prin interpretarea rezultatelor diferite-
lor metode de obtinere:

- diferiti detergenti neionici
- sonicarea preparatelor de membrane si
analizarea fractiunii usoare

- analize imunocitochimice
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Caracteristici compozitionale
generale ale plutelor lipidice

 colesterolul de 3-5 ori mai abundent decéat in restul
membranei si reprezinta 33-50% din totalul lipidelor la acest
nivel

« sfingolipidele (SM si glicolipidele) sunt imbogatite si
reprezinta 30-35% dintre lipidele din plute

« (glicerofosfolipidele sunt sarac reprezentate (in comparatie cu
restul membranei); <30% pentru PC + PE

* lipidele specifice foitei interne a bistratului (PS, PI) sunt slab
reprezentate la nivelul plutelor

 in foita interna de la nivelul plutelor, lipidele contin
preferential acizi grasi saturati; asta ar putea realiza
necesarul de rigiditate corespunzator celei a foitei externe,
unde sfingolipidele sunt bogat reprezentate

« proteine acilate, respectiv ancorate prin glicofosfatidilinozitol

Dinamicitatea membranelor
- semnificatie biologica -
« Componentele membranei se pot intalni mai
usor

« Componentele membranei se pot asocia
selectiv in functie de context

e Se creaza microdomeniile de membrana, cu o
dinamica permanenta

« Rezultatul: functionarea componentelor si a
membranelor in ansamblu se eficientizeaza si
se diversifica
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Dinamicitatea si
maleabilitatea membranei

Functiile membranelor
aspecte generale

« Bariera
 Implicatiile metabolice ale functiilor membranei

Functia de bariera: absolut versus selectiv
Functiile metabolice: responsabilitatea proteinelor,
dar implica si celelalte componente, exploatand in

mod divers si nuantat organizarea moleculara
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Roluri ale lipidelor membranare

1. Rol structural — asigura functia de bariera;

2. Roluri metabolice:
(i) Modularea activitatii proteinelor integrale

(i) Recunoastere si semnalizare intercelulara (glicolipide)

(iii) Semnalizarea prin actiunea fosfolipazelor
- Fosfolipaza A1 (PLA1) — elimina AG din pozitia 1 a glicerinei;
- Fosfolipaza A2 (PLA2) — elimina AG din pozitia 2 a glicerinei;
- Fosfolipaza B (PLB) — elimina ambii AG simultan;
- Fosfolipaza C (PLC) — taie intre glicerina si fosfat;
- Fosfolipaza D (PLD) — scoate componenta X

Acidul arahidonic
sursa de molecule implicate in semnalizare

(i) prostaglandine

1. Calea ciclooxigenazei: (ii) prostacicline

(iii) tromboxani

2. Calea lipooxigenazei: ——— leucotriene
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Cascada fosfoinozitidelor

fosfatidilinozitol (PI)

. 3 /ATP
Pl kinaza v\\ ADP

fosfatidilinozitol-4-fosfat (PIP)
ATP
PIP kinaza (__ ADP
fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat (PIP,)

fosfolipaza C
(specifica pentru fosfoinozitide PLC-f)

v

diacilglicerol (DAG) + inozitol-1,4,5-trisfosfat (I1P;)

Rolul proteinelor membranare

Asigura functiile metabolice ale membranelor, dar au si
rol structural.

Funcitii ale proteinelor membranare:
— Transport prin membrana (canale, pompe, conexoni);
— Transport cu membrana (clatrina, caveolina);

— Receptori de semnale (hormoni, factori de crestere,
citokine, chemokine);

— Molecule de adeziune (integrine, caderine);

— Enzime (metaloproteinaze de matrice extracelulara,
fosfolipaze, adenilat-ciclaza);

— Proteine de semnalizare (proteine adaptoare, proteine
platforma);

— Proteine structurale (spectrina, ankirina).
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Rolul componentei glucidice
membranare

* Rol de protectie a membranei

» Participa la sarcina electrica negativa a suprafetei
celulare (semnificatia biologica?)

* Necesare, dar nu neaparat suficiente functionarii
receptorilor

» Participa la fenomene de recunoastere celulara:
— Purtatoarele antigenelor de grup sanguin
— Extravazarea leucocitelor
— Fertilizarea (fuzionarea spermatozoidului cu ovocitul)

Rezumat

Organizarea membranelor:
-bistrat lipidic — elementul
de baza

-proteine

-componenta glucidica

Caracteristici (cu
semnificatie biologica):
-eterogenitate
-asimetrie
-dinamicitate (fluiditate
bidimensionala)

Alte elemente: microdomenii de membrana; domenii de membrana
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Perspectiva obtinuta
prin cunoasterea membranei celulare?

Invitatie

Ira H. Pastan si Mark C. Willingham

Journey to the Center of the Cell:
Role of the Receptosome

Science, 214, 504-509 (1981)






