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Definitia

Reticulul endoplasmic (RE) este un organit delimitat de endomembrana, structurat sub forma unor
cisterne si/sau tubuli, cu numeroase anastomoze, a caror fatd citoplasmatica prezintd, sau nu,
rugozitati si a carui functie de baza este aceea de a produce molecule si macromolecule esentiale
organizarii si functionarii celulelor. RE face parte din grupul organitelor implicate in biogeneza si
traficul intracelular al membranelor, aldturi de aparatul Golgi, lizozomi si sistemul endozomal, sistem
reprezentat de o multitudine de vezicule si/sau vacuole care faciliteaza fie schimbul de substanta intre
organitele enumerate mai sus, fie intre acestea si membrana celulara pentru a asigura desfasurarea
fenomenelor de exocitoza, respectiv endocitoza. RE este primul organit din seria celor implicate in
traficul intracelular al membranelor, adica cel care initiazd procesele celulare ce se desfasoara in si
intre aceste organite. Reticulul endoplasmic reprezinta cea mai abundentd structura delimitatd de
endomembrane din celuld, continand mai mult de jumatate din sistemul de membrane ale acesteia.

Structura si ultrastructura RE

Prezenta RE in celule a fost dovedita de catre citologi, primii specialisti in biologie celulara, datorita
bazofilei sale, primind la inceput denumiri diferite in functie de tipul celular in care a fost descris, ca si
de numele celui care 1-a evidentiat. De exemplu: (i) in neuroni, prin coloratia Nissl, au fost descrise
structuri granulare bazofile, care au fost denumite corpi Nissl; (ii) in hepatocite a fost descris ca o
structura bazofila cu aspect reticulo-granular care a primit denumirea de corpusculi Berg; (iii) in
celulele acinare pancreatice, prezenta RE se evidentiaza in coloratia hemalaun-eozina ca o zona
puternic bazofild in treimea bazald a celulei, avand uneori capacitatea de a estompa conturul
nucleului. In celulele pancreasului endocrin, denumirea utilizati pentru structurii a fost aceea de
ergastoplasma (plasma lucratoare). Timpul a dovedit ca toate aceste structuri bazofile din citoplasma
reprezinta acelasi organit: reticulul endoplasmic.

Denumirea de reticul endoplasmic are la baza caracteristicile morfologice evidentiate de citologi:
aspectul de retea (reticul) si localizarea preferentiala in profunzimea citoplasmei (in endoplasma) si
nu in ectoplasma (adica nu peri-plasmalemal, nu citre periferia celulelor).

Detaliile structurale asupra organizarii reticulului endoplasmic au fost insd cunoscute prin
examinarea celulelor prin microscopie electronica. Preparatele standard de microscopie electronica de
transmisie si examinarea de sectiuni seriate au dezvaluit ultrastructura RE. Informatiile astfel
obtinute au fost confirmate si pe preparate de inghetare/fracturare/sublimare. Organitul este
organizat pe baza unor endomembrane sub forma de cisterne ce prezinta numeroase anastomoze
si/sau tubuli inretelati. Spatiul din interiorul membranelor (echivalent exteriorului celular din punct
de vedere topologic) este denumit lumen si are o grosime/diametru de 30-60 nm, putand fi mai mare

in stiri de activitate crescuta a organitului sau in situatii nefiziologice. Lumenul RE este continuu intre
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cisterne si tubuli, iar la nivelul cisternelor se realizeaza anastomoze si cu anvelopa nucleara. Astfel,
exista continuitate intre lumenul RE si lumenul anvelopei nucleare. De reguld zonele organitului
organizate sub forma de cisterne prezinta ribozomi atasati pe fata citosolica a membranei, care dau
aspectul rugos acestor arii; ele formeaza ceea ce a fost denumit reticul endoplasmic rugos (RER).
De notat ca ribozomii sunt prezenti si pe fata citosolica a membranei externe a anvelopei nucleare.
Zonele organizate sub forma de tubuli, care sunt ca niste prelungiri ale cisternelor RER, nu prezinta
rugozitati si au fost denumite reticul endoplasmic neted (REN). Facem specificarea ca RER si
REN nu reprezinta doua organite independente ci sunt zone, organizate diferit la nivel ultrastructural,
ale aceluiasi organit: reticulul endoplasmic. In ceea ce priveste raportul RER/REN, acesta este diferit
la diverse tipuri celulare, corespunzand functiilor respectivelor celule (vezi mai jos la “Abundenta si
distributia intracelulara a RE”).

Abordarea experimentala in studiul RE

In deceniul noui al secolului XX (si fi fost prin 1983-1984), la una dintre conferintele tinute la
Institutul de Biologie si Patologie Celulara din Bucuresti, George Emil Palade si-a inceput prelegerea
facand urmatoarea afirmatie: “Functions must be understood in terms of structures; structures must
be understood in terms of chemistry”. Asa stand lucrurile, iar acest cerc voluptos al corespondentelor
biunivoce intre (ultra)structuri, biochimie si functii operand la nivelul oricaror structuri biologice, este
de asteptat ca partea rugoasd a RE sa aiba, cel putin in parte, functii diferite de partea sa neteda. Se
pune problema: cum putem separa, pentru abordarea studiului functiilor lor, cele doua zone de reticul
endoplasmic?

Sansa (?!) face ca la omogenizarea celulara reticulul endoplasmic sa se dezintegreze in
elemente veziculare (aldturi de membrana celulara, de complexul Golgi si de elemente ale sistemului
endozomal), formand ceea ce este cunoscut sub numele de fractiune microzomala. Aceasta poate fi
separata de celelalte fractiuni celulare (nucleara, mitocondrial-lizozomala, citosolicd) prin centrifugare
diferentiald. Fractiunea microzomala contine microzomi (vezicule) rugosi (cu ribozomi atasati), si
microzomi netezi. Cele doua tipuri de vezicule din fractiunea microzomala pot fi, ulterior, separate
prin centrifugare in gradient de densitate, cu un bun randament al purititii. Tinand cont de faptul c4,
in functie de tipul de reticul endoplasmic pe care dorim sa-1 studiem, putem alege celule bogate in una
dintre aceste forme (RER sau REN), rezultd ca putem obtine un preparat biologic consistent, de
puritate ridicata, astfel incat informatiile artefactuale sa fie sub limitele de detectie ce caracterizeaza
metodele si tehnicile biochimice de investigare a functiilor.

Rezolvata fiind problema obtinerii esantioanelor de material biologic in cantitate si de puritate
corespunzatoare, se poate trece la studiul bagajului molecular al acestora, pentru a intui, respectiv
detecta si apoi dovedi functiile structurilor celulare de interes, in speta functiile REN si RER, mai
bine-zis functiile partii netede, respectiv partii rugoase ale organitului celular denumit reticul
endoplasmic.

Functiile REN

In momentul de fati sunt destul de bine descrise urmitoarele functii pentru partea neted: a RE:

1. Metabolismul lipidelor, adica:
biosinteza lipidelor membranare
metabolismul hormonilor steroizi
sinteza lipoproteinelor

sinteza trigliceridelor
de-saturarea acizilor grasi
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2. Implicare in metabolismul glucozei
3. Detoxificarea celulari;
4. Functii speciale (depozit dinamic de ioni de calciu).

Biosinteza lipidelor membranare

RE participa practic la biosinteza tuturor lipidelor membranare fie direct in forma finala, fie prin
producerea de precursori ce sunt apoi prelucrati in aparatul Golgi.

Componenta lipidici membranard este formatd in principal din glicerofosfatide (~70%). Vom
exemplifica biosinteza glicerofosfatidelor alegand producerea fosfatidilcolinelor (PC), caz care ne va
permite sa punctam diversitatea de fenomene legate de producerea bistratului lipidic cu
caracteristicile sale (vezi la “Organizarea moleculara a membranelor”).

Fosfatidilcolinele sunt biosintetizate la nivelul foitei citosolice (interne) a membranei RE (lucru valabil
si pentru celelalte glicerofosfatide), plecandu-se de la acil-CoA si glicerol-3-fosfat, printr-o secventa de
3 reactii:

1. Primul pas il constituie obtinerea acidului fosfatidic, din precursorii amintiti, sub actiunea
acil-tansferazelor. Acidul fosfatidic astfel format ramane inserat in foita interna (cea
orientata catre citosol) a bistratului.

2. Pasul al doilea 1l constituie eliminarea fosfatului din acidul fosfatidic, sub actiunea
fosfatidil-fosfatazei, cu formarea diacilglicerolului, la nivelul aceleiasi foite interne a
bistratului.

3. Ultimul pas il reprezinta adaugarea fosfo-colinei la hidroxilul diacilglicerolului, prin
actiunea colinfosfo-transferazei, ce foloseste ca substrat citidil-difosfo-colina (un
compus macroergic care faciliteaza reactia enzimei).

Procesul descris mai sus ar trebui sa ne starneasca cel putin doua intrebari: (i) de ce este nevoie de
scoaterea fosfatului de pe acidul fosfatidic, daca tot apare, in final, in structura PC? si (i1) de ce este
produsa fosfatidilcolina in foita interna a bistratului lipidic, atata timp cat trebuie sa ajunga acolo
unde se afla preferential, adica in foita externa? Altfel spus: daca PC este produsad de novo in foita
citosolica a bistratului lipidic, cum ajunge ea eficient in foita externa, stiut fiind cd pentru aceasta
trebuie sa sufere miscare de “flip-flop”, a carei frecventa este aproape nula?

Raspunsul la prima intrebare implicd aspecte concrete, dar ne permite sa facem si afirmatii de
principiu referitor la semnificatia si importanta complexitatii proceselor celulare.

In primul rand, intrucat unul din precursorii primei reactii din procesul de obtinere a fosfatidilcolinei
este glicerol-3-fosfatul, este firesc sa se obtina, ca produs de reactie, acidul fosfatidic. Cat priveste
folosirea ca precursori a acil-CoA si glicerinei fosforilate, aceasta este motivata atat de considerente
energetice (este favorizata reactia enzimaticd, substraturile fiind activate, in comparatie cu acizii grasi
necuplati la coenzima A, sau glicerina nefosforilata), cat si de aspecte legate de eficienta fenomenelor
anterioare etapelor descrise: atat acizii grasi cat si glicerina sunt molecule care in forma nativa pot
difuza prin membrana si pot fi pierdute de celuld, iar celula nu-si permite risipa. Pentru a contracara
pierderea de resurse si pentru a pastra moleculele eliberate din depozitele de trigliceride, sau produse
prin consum energetic in celuld, acestea trebuie sa fie mentinute in complexe moleculare care le
modifica proprietatile fizico-chimice. Atat CoA, cat si fosfatul transforma moleculele in discutie in
compusi pentru care membrana celulara nu este permeabila.

Pe de alta parte, trebuie mentionat ca o regula de eficientizare a proceselor celulare este aceea ca ele
cu cat sunt mai complicate (cu cat au mai multe etape biochimice), cu atat pot fi mai riguros
controlate. Mai mult, adesea un evantai de procese celulare au cai initiale comune, astfel incat aceste
etape initiale sa se petreaca frecvent, iar celula sa poata decide, pe parcurs, incotro le directioneaza.
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Decizia tine de nevoile in permanenta schimbare ale celulei, ca raspuns la semnale interne sau
externe, semnale receptate, analizate si prelucrate prin fenomene complicate, numite procese de
semnalizare celulard. In felul acesta, fenomene deja declansate din anumite considerente, nu vor
ramane suspendate sau anulate, ci conduse in directiile in care apar noi nevoi celulare. Astfel, celula
va evita risipa de energie si mijloace.

Cat priveste cel de-al doilea aspect, referitor la corecta distributie a fosfatidilcolinei in membrana
plasmatica, redistribuirea ei se face prin complexe macromoleculare de translocare numite generic
flipaze (cele mai multe din categoria transportorilor ABC).

Existd, iIn membrane, inclusiv cea a RE trei categorii de flipaze: (i) flopaze, care transfera
fosfolipidele din foita interna, in cea externa, (ii) flipaze, care translocheaza fosfolipidele din foita
externd, in cea interna si (iii) scramblaze, care transfera lipidele membranare in ambele sensuri.
Astfel, pentru fosfolipide exista, in membrana RE, o scramblaza care le translocheaza din foita interna
a bistratului lipidic, unde sunt produse, in cea externd pe masura ce diferitele tipuri se formeaza,
acumulandu-se in foita de biosinteza, inclusiv pe cele care trebuie sd se gaseasca in stratul extern al
bistratului lipidic membranar. Scramblazele, din cate cunoastem pana in prezent, sunt lipsite de
specificitate si opereaza fara consum energetic. Ele maresc de ~100.000 de ori frecventa miscarii de
flip-flop la nivelul membranei RE, fiind cele care, mai intai echilibreaza fosfolipidele nou
biosintetizate intre cele doua foite ale endomembranei.

Flipazele si flopazele, actioneaza ulterior, fiind principalele responsabile de crearea si asigurarea
mentinerii eficiente a asimetriei de distributie a lipidelor membranare la nivelul endomembranelor si
membranei plasmatice. Acestea se caracterizeaza prin specificitate pentru structura capului hidrofil al
fosfolipidelor si actioneaza cu consum de energie.

Cum este reglatd activitatea acestei diversitati de translocaze pentru lipidele membranare, translocaze
care se intalnesc la nivelul tuturor membranelor, dar actioneaza diferit de la o membrana la alta, este
o problema inca neelucidata. Se cunosc mai multe lucruri legate de procesele in care translocazele
lipidelor membranare se activeaza. Spre exemplu, scramblazele de la nivelul membranei celulare sunt
cele care duc la fliparea fosfatidilserinelor (PS) si aparitia lor in foita externd a bistratului lipidic in
apoptozda, ca si in plachetele sanguine activate. Acest fenomen este insotit de sporirea adeziunii
celulare, a tendintei de agregare (inducerea proprietatilor procoagulante la plachete), ca si de
recunoasterea de catre celulele fagocitare (fagocitarea corpilor apoptotici). Fliparea PS a fost
evidentiata si in situatii patologice cu risc crescut cardiovascular, cum ar fi in diabet.

Un aspect interesant, care merita punctat, este faptul ca celula nu este nevoita sa sintetizeze
intotdeauna fosfolipidele de novo, atunci cand proportia dintre diferitele tipuri trebuie sa se schimbe
la nivelul bistratului. Fosfolipidele pot suferi reactii de disproportionare, adica acele reactii prin care
ele pot trece dintr-una in alta. Posibilitatile de disproportionare nu sunt nici universale (adica oricare
dintre ele sa poata trece in oricare dintre celelalte), nici intotdeauna bidirectionale. Astfel sunt
cunoscute urmatoarele posibilitati de disproportionare:

a) Lanivelul RE:
1. fosfatidiletanolamina poate trece in fosfatidilcolind (conversia implica reactii de
metilare pentru care exista enzima adecvata: fosfatidiletanolamin-N-metil-
transferaza);

2. exista posibilitdti de conversie in ambele sensuri intre fosfatidilcolina, respectiv
fosfatidiletanolamina si fosfatidilserina (prin reactii de schimb la nivelul capului
hidrofil: colina, sau etanolamina sunt schimbate cu serina, sub actiunea unor PS
sintaze); de mentionat ca in celulele de mamifere, PS se produce numai prin acest
mecanism de schimb.



b) La nivelul mitocondriei
1. fosfatidilserina poate trece in fosfatidiletanolamina (prin decarboxilare sub actiunea
fosfatidilserin-decarboxilazei).

Distribuirea lipidelor nou sintetizate catre celelalte membrane din celuld este considerata a se face
prin difuzie laterala pentru anvelopa nucleara, sau constitutiv (adica de la sine) pentru organitele
implicate in traficul intracelular al membranelor (aparat Golgi, lizozomi, endozomi, membrana
celulard). Pentru organitele din afara acestui trafic, asa-numitele organite (semi)autonome
(mitocondrie, peroxizomi) existd parerea ca distributia se face prin transportori de schimb
fosfolipidic. Acesti transportori ar avea specificitate pentru structura capului hidrofil si ar extrage
fosfolipidele din membrana RE, le-ar transporta prin citosol, ascunzand coada hidrofoba a acestora,
cedandu-le membranelor tinta. Obiectiunile referitoare la acest model sunt legate de eficienta, desi
zonele de apropiere nanometrica intre membranele RE si membrana externd a mitocondriilor sunt
numeroase, iar aici asemenea procese pot fi extrem de facile si rapide. In ceea ce priveste peroxizomul,
studii recente, legate de biogeneza organitului, dovedesc elegant prezenta unor structuri
microveziculare, care fac transport de la RE catre acesta [transport de bistrat lipidic cu cateva (putine)
proteine, numite peroxine la peroxizom]. De mentionat cd cea mai mare parte a peroxinelor este
preluatd de peroxizom din citosol, prin mecanisme de translocare dovedite, dar in curs de descifrare a
detaliilor.
Colesterolul este produs de RE in orice tip de celuld animald, printr-un proces biologic complex,
bine elaborat si atent reglat. Anumite celule, cum ar fi hepatocitele, celulele intestinale, celulele
glandei suprarenale, ale ovarului sau ale testiculului, au o vitezd mai ridicatd de biosinteza a
colesterolului. Materia prima este acetil-CoA (CoA — coenzima A) rezultatd in urma oxidarii
mitocondriale a acizilor grasi sau oxidarea citosolici a etanolului. In citosol, din acetil-CoA se
formeaza HMG-CoA (HMG - 3-hidroxi-3-metil-glutaril) care va fi preluat in lumenul RE unde, sub
actiutnea HMG-CoA reductazei, se formeaza intermediarul de baza — acidul mevalonic. Aceasta
este etapa limitanta de viteza a procesului de biosinteza a colesterolului, activitatea HMG-CoA
reductazei fiind reglata atat prin feedback negativ, de catre nivelul de colesterol (accelereaza ,turn-
over-ul” enzimei), cat si prin actiunea anumitor hormoni (insulina/glucagon), care induc modificari
covalente prin fosforilare/defosforilare. In etapele urmitoare, prin intermediul farnezil-fosfatului se
produce scualenul, sub actiunea scualen-sintazei, care apoi suferd, sub actiunea scualen-
oxidociclazei, ciclizirile ce duc la obtinerea intermediarului continand nucleul tetra-ciclic,
lanosterolul. Transformarea lanosterolului la colesterol implica multe faze mai putin elucidate.
Enzimele mentionate mai sus fac toate parte din bagajul molecular al RE.
Colesterolul rezultat in urma biosintezei endogene (precum si cel care provine din alimentatie) va fi
folosit in orice celula pentru biogeneza unor noi suprafete membranare, in anumite glande endocrine
pentru sinteza de hormoni steroizi si, in cea mai mare proportie, pentru sinteza de acizi biliari in ficat.
Colesterolul poate fi depozitat in celuld sub forma de colesterol esterificat in incluziuni lipidice, sau
transportat prin singe de catre lipoproteine. Alaturi de colesterolul esterificat sunt depozitate,
respectiv transportate si trigliceridele.
Reticulul endoplasmatic neted detine enzimele corespunzatoare sintezei trigliceridelor prin
esterificarea unei molecule de glicerol cu trei lanturi de acizi grasi. Tot la nivelul reticulului
endoplasmic se gasesc enzimele necesare hidrolizei trigliceridelor cu eliberarea acizilor grasi si a
glicerinei. Acest lucru se intampla atunci cand celula are nevoie de produsii din compozitia
trigliceridelor, iar eliberarea se face sub forma unor compusi activati: gricerol-3-fosfat, respectiv acil-
coenzima A, compusi amintiti mai sus la sectiunea ,Biosinteza fosfolipidelor membranare”.
Prezenta bagajelor enzimatice necesare metabolismului lipidic poate fi intuitiv sugerata si prin
preparate de microscopie electronica pentru celule care prezinta incluziuni lipidice. De regula, acestea
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ne arata ca incluziunile lipidice sunt in stransa corelatie cu structuri ale REN, ceea ce sugereaza rolul
organitului in producerea, respectiv hidroliza trigliceridelor.

Incluziunile lipidice se formeaza prin acumularea lipidelor neutre (trigliceride, colesterol esterificat)
intre cele doua foite ale membranei reticulului endoplasmatic neted. Pe masura ce volumul de lipide
neutre creste, acumularea se va desprinde de reticulul endoplasmatic pentru a deveni un organit
independent. Asadar, incluziunea lipidica va fi delimitata de monostrat de fosfolipide provenite din
membrana reticulului, asociate cu o serie de proteine implicate in stabilizarea acestora, dar si in
dinamica materialului lipidic inclus.

Lipoproteinele sunt complexe macromoleculare formate dintr-un miez ce contine trigliceride si
colesterol esterificat si un invelis format dintr-o foita de fosfolipide si apoproteine (apoproteina B —
apo B, fiind cea mai importantd). Componenta proteicd este biosintetizatd in partea rugoasa a
reticulului endoplasmatic, dar celelalte componente biochimice sunt produse la nivelul portiunii
netede. In lumenul reticulului endoplasmatic neted existi si enzimele necesare asamblirii
complexului trigliceride-apo B, insd maturarea particulelor lipoproteinelor se va definitiva in aparatul
Golgi.

In anumite glande endocrine, colesterolul depozitat in picaturile lipidice va fi utilizat pentru biosinteza
hormonilor steroizi (progesteron, androgeni, estrogen, glucocorticoizi, mineralocorticoizi).
Steroidogeneza este un proces care presupune cooperarea stransi intre reticulul endoplasmic neted si
mitocondrie. Desi prima etapad in prelucrarea colesterolului se desfisoara in mitocondrie, reticulul
endoplasmic neted detine in bagajul sau enzimatic majoritatea enzimelor implicate in acest proces,
precum si pe cele implicate in degradarea hormonilor steroizi. Acesta este motivul pentru care in
celule specializate in producerea de hormoni steroidici componenta neteda a reticulului endoplasmic
este foarte bine reprezentatd, ocupand cea mai mare parte din volumul citoplasmei.

Tot la nivelul RE sunt produse ceramidele, precursorii sfingomielinelor si glicolipidelor. Ceramidele
se obtin prin amidarea sfinganinei, un aminodiol alifatic, precursor al sfingozinei, obtinuta din L-
serind si palmitil-CoA. Dihidro-ceramidele astfel obtinute sunt dehidrogenate. Transformarea
ceramidelor in sfingomieline, sau glicolipide (cerebrozide) se petrece la nivelul complexului Golgi.

Un alt proces care implicd metabolismul lipidic, cu importanta in capacitatea celulelor de a modula
proprietitile fizico-chimice ale membranelor, este desaturarea acizilor grasi. Aceasta se face prin
actiunea unui complex enzimatic ce contine citocrom b; (NADH-citocrom b;-reductaza) si acid
gras desaturaze. Procesul are loc adesea cu alungirea lantului alifatic. Nu exista dovezi ca aceste
procese s-ar petrece direct pe fosfolipide, ci doar pe acizii grasi esterificati, ca tioesteri, cu CoA.
Modularea cantitatii de acizi grasi nesaturati in fosfolipidele membranare permite celulelor sa-si
regleze fluiditatea membranelor, in conformitate cu nevoile de moment. Faptul ca desaturarea se face
pe acizi grasi, in afara lipidelor membranare, ar insemna ca modularea fluiditatii se face prin sinteza
de novo a fosfolipidelor. O problema care se ridica este legata de eficienta raspunsurilor in modularea
fluiditatii pe aceasta cale.

Implicarea in metabolismul glucozei

Glucoza este un glucid util celulei in multiple modalitati. Este singurul glucid care, in conditii
fiziologice, circuld liber in umorile organismului, iar homeostazia sa este importanta pentru o serie de
fenomene biologice care necesita o buna coordonare a organismului. De aceea, metabolismul glucozei
este un aspect de biochimie si de biologie celulara de interes major, justificat pentru cercetatorii
domeniului, in general, ca si pentru medici, in particular. Glucoza este preluata din alimentatie si,
fiziologic, cresterea concentratiei ei in sange este insotita de preluarea de celulele care o folosesc
intens (celulele musculare sau hepatocitele, dar nu numai) si depozitarea sub forma de glicogen,
pentru a o elibera, atunci cand este necesar fie pentru nevoile celulelor care o stocheaza, fie pentru
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nevoile generale ale organismului. RE (cu precadere cel din hepatocite), prin partea sa neteda,
intervine in metabolismul glucozei pentru controlul homeostaziei acestui compus in organism. Atunci
cand este nevoie, glucoza din glicogenul acumulat in citosolul hepatocitelor este eliberata, prin
procesul denumit glicogenoliza, sub forma de glucozo-1-fosfat. Acest compus nu este un metabolit util
si de aceea este transformat, prin actiunea unei fosfo-gluco-mutaze, in glucozo-6-fosfat care fie intra
in procesul de glicoliza, pentru nevoile energetice ale celulei, fie este translocat de un transportor
specific al membranei RE in lumenul organitului unde glucozo-6-fosfataza il hidrolizeaza la glucoza si
fosfat, ambele produse ale reactiei de hidroliza fiind apoi retrimise prin transportori adecvati in
citosol. De aici, glucoza este eliminati in spatiul extracelular pentru asigurarea concentratiei optime a
compusului in umorile organismului, in principal echilibrand homeostazia sanguina a glucidului.

Detoxificarea celulara

Procesele care asigura aceasta functie, de eliminare a unor compusi toxici din celule si din organism,
sunt in sarcina REN. Fenomenele implicd metabolizarea, pentru eliminarea din celuld, a compusilor
liposolubili (unele medicamente, insecticide, carcinogeni etc.), care s-ar putea acumula in bistratul
lipidic, afectandu-i, intr-un mod necontrolat de celula, fluiditatea si prin aceasta functionarea optima
a membranelor. Disfunctionalititile membranare, induse de acumularea unor asemenea produsi in
bistratul lipidic, se datoreaza alterarii interactiunilor dintre lipide si proteinele integrale, ce se exercita
in zona hidrofoba a membranei. Aceste interactiuni controleaza, de exemplu, conformatia domeniilor
transmembranare si prin aceasta functionalitatea proteinelor imersate in bistrat. Afectarea lor de
cdtre compusi care nu trebuie sd se afle acolo inseamna pierderea controlului celular asupra
functionalitatii proteinelor integrale. Acesti produsi, pe care celula trebuie sa-i elimine din bistratul
lipidic, pot fi fiziologici, patologici, sau farmacologici. La nivelul RE acesti compusi hidrofobi sunt mai
intai hidroxilati, prin actiunea unui complex enzimatic bazat pe citocrom P,5;,/NADPH-citocrom
P,so-reductaza. Compusii hidrofobi sunt astfel transformati in structuri hidrofile, usor de eliminat
din celula sau amfifile cu posibilitati mai complexe de metabolizare. Daca este cazul, aceste prime
modificari sunt urmate de grefarea, la gruparile hidroxil astfel obtinute, a unor structuri glucidice sau
grupari sulfat, care maresc hidrofilicitatea produsilor rezultati, fiind usor eliminati din celula.

Rolul in detoxificarea celulard este spectaculos sugerat si de fenomenul de hiperplazie (cresterea
cantitatii, sau numarului de tubuli) a REN in hepatocitele animalelor de experiment tratate, pentru o
perioadd mai indelungata, cu barbiturice. La scurt timp dupa inceperea perioadei de tratament, creste
semnificativ cantitatea de REN in celulele ficatului. Hiperplazia este reversibild, cantitatea de REN
revenind la normal, dupa incetarea medicatiei. De remarcat faptul ca, in hepatocitele normale,
componentele neteda si rugoasd ale RE prezinta o proportie de echilibru (~1:1), astfel incat
modificarile acestui raport sunt usor de observat.

Reticulul endoplasmic — depozit dinamic de Caz*

Aceasta functie se manifesta pregnant la celulele musculare striate. La aceste celule, la care reticulul
endoplasmic este denumit reticul sarcoplasmic (RS), functia si dinamica celulara sunt realizate prin
cooperarea mai multor componente moleculare. O prima componenta este calsechestrina, proteina
cu mare afinitate pentru ionii de calciu, aflatd in cantitate mare in lumenul organitului. Prezenta
calsechestrinei contribuie (conform constantei sale de afinitate) la controlul cantitatii de Ca2* liber din
lumenul RS, in conditiile unei concentratii totale de Ca2* crescute. La stimularea celulelor, se deschid
in membrana RS canale de calciu controlate chimic (prin inozitol tris-fosfat — IP;, vezi la
»Iransportul membranar” si la ,Semnalizarea celulara”), prin care ionii de calciu, aflati liberi in
lumen, patrund in citosol si declanseaza contractia. Trecerea Ca2*, din lumenul RS in citosol, are loc
atata timp cat canalele sunt deschise, pe baza deplasarii echilibrului din lumen dinspre calciul legat pe
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calsechestrind, spre calciul liber, determinand mentinerea in permanentd a unei concentratii de calciu
liber in RS mai ridicatd decét in citosol. Ciclul se inchide prin actiunea unor pompe de calciu din
membrana RS, care reintroduc Ca2* in lumenul RS, unde calsechestrina il complexeaza, pentru a
pastra constanta concentratia de ioni liberi. Readucerea rapida a concentratiei de Ca2* liber din citosol
se poate face si prin actiunea unor pompe de calciu din sarcolema, sau a unor canale de schimb ionic,
ambele eliminand Ca2* in exteriorul celulei. Detalii asupra acestor fenomenele veti studia la cursul de
»Tesut muscular” de la disciplina ,Histologie generala”.

Functiile RER

Functiile partii rugoase a RE au starnit mai mare interes pentru comunitatea biologilor celulari, astfel
incat multe dintre ele sunt cunoscute in detaliu, chiar dacad nu pe deplin. Vom cauta, in cele ce
urmeaza, sa le prezentam in atatea detalii, cate sa ne ajute sa le intelegem corect si sa ne permita sa ne
dam seama de complexitatea lor si de importanta acestei parti a organitului pentru organizarea si
functionarea celulei ca sistem integrativ. Iata despre ce vom discuta:

1. Biosinteza unor proteine: (i) proteine membranare, (it) proteine destinate a functiona in
RE, in aparatul Golgi, lizozomi, sau in sistemul endozomal (iii) proteine destinate
exportului. De notat ca peste o treime din proteinele biosintetizate intr-o celula sunt
recrutate la nivelul RE.

2. Prelucrarea proteinelor sintetizate la nivelul RE.

3. Sortarea si transportul componentelor biochimice catre aparatul Golgi.

Biosinteza proteica al nivelul RE

Biosinteza tuturor proteinelor intr-o celula se initiaza in citosol. Exceptie fac proteinele codificate de
ADN-ul mitocondrial (putine; nu mai mult de 10% dintre proteinele necesare functionarii
mitocondriei). Asa stand lucrurile, se pune problema: cum stie RE care dintre complexele de
biosinteza proteica (poli-ribozomi) trebuie sa fie preluate la nivelul membranei sale?

Ei bine, informatia prin care se face selectia se afla in insusi lantul polipeptidic in formare. Ea
este o secventd compactd de 15-30 aminoacizi hidrofobi (sau preponderent hidrofobi) denumita
peptida semnal, sau secventa semnal. De regula, peptida semnal este localizata foarte aproape de
capatul amino-terminal al proteinelor in cauza, sau se identifica cu acesta. Prezenta peptidei semnal
desi este necesara, nu este suficienta. Peptida semnal nu are un receptor corespunzator in membrana
RE. In procesul de recrutare a poli-ribozomilor, care au produs peptida semnal in proteina a cirei
biosinteza o desfisoara, intervine un alt complex macromolecular ribonucleoproteic, care a fost
denumit particula de recunoastere a semnalului (prescurtat SRP — de la “Signal Recognition
Particle”). Particula de recunoastere a semnalului contine o molecula mica de ARN (7S constanta de
sedimentare), complexata cu 6 subunitati polipeptidice, adoptand forma unui bastonas flexibil cu
lungimea de ~25nm si grosimea de ~5nm. Acest complex structureaza la un capiat un sit de
interactiune cu peptida semnal din lantul polipeptidic in curs de sinteza, iar la celalalt capat un
domeniu de legare la situl A al ribozomului. Adiacent sitului de interactiune cu peptida semnal, dupa
aceasta interactiune si legarea pe ribozom, SRP expune un sit de legare la un receptor specific din
membrana RE, receptorul la SRP (SRPR). In aceastii conjunctura poli-ribozomul (Ia nivelul ciruia
alungirea lantului este blocata, prin legarea domeniului specific al SRP la situl A) este recrutat de
membrana RE. Dupa legarea complexului ribozom operational + lant polipeptidic in biosinteza +
particula de recunoastere a semnalului, receptorul preda intreaga masinarie unui alt complex
macromolecular transmembranar, din membrana RE, constituit din mai multe proteine, care rezolva
translocarea lantului polipeptidic, pe masura alungirii. Acest complex de translocare este denumit
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translocon. Transloconul este astfel organizat incat structureaza pe de o parte un sit de acomodare a
peptidei semnal hidrofobe, iar pe de altd parte, un canal hidrofil (mai bine-zis un por hidrofil,
deoarece diametrul sau in conformatie deschisa, activa in translocare este de 4-6 nm; diametrul sau in
stare neocupata este de 0,9-1,5 nm). Prin acest por hidrofil este translocat lantul polipeptidic in
lumenul RE, pe masura alungirii sale. Din momentul in care transloconul preia ribozomul, SRP este
eliberata in citosol, iar biosinteza proteinei poate continua, deoarece situl A devine disponibil si poate
fi ocupat cu ARNt, corespunzator codonului ce urmeaza in ARNm care este tradus. Acestea sunt
fenomenele ce se petrec pentru selectia poli-ribozomilor corespunzatori, la membrana RE si initierea
translocérii prin aceasta. Pe scurt, etapele descrise ar fi:

=

initierea sintezei proteice in citosol;

aparitia peptidei semnal,;

3. recunoasterea peptidei semnal de catre SRP (aflat intotdeauna in exces in citosol),
interactiunea dintre ele si blocarea sintezei prin ocuparea sitului A;

4. legarea complexului macromolecular astfel format la SRPR din membrana RE;

5. interactiunea dintre SRPR si translocon urmata de transferul complexului, legarea
ribozomului si deblocarea sintezei proteice prin eliberarea SRP in citosol;

6. translocarea lantului polipeptidic, pe masurd ce se alungeste, prin membrana RE,

intermediati si controlata de translocon.

i

Ceea ce se intampla mai departe depinde de tipul de proteina care este sintetizata. Proteinele destinate
exportului (proteinele de secretie), sau cele care trebuie sa functioneze ca proteine solubile in lumenul
RE, al cisternelor golgiene, al lizozomilor, sau al sistemului endozomal contin adiacent peptidei
semnal (catre capatul carboxi-terminal) o secventd consens recunoscutd de o hidrolaza, numita
semnal-peptidaza, care elimina peptida semnal hidrofoba (ce ar tine altfel proteina inserata in
bistratul lipidic, ca proteina transmembranara unipas de tip II) si elibereaza proteina in lumenul RE.
Pentru proteinele transmembranare, procesele se nuanteaza semnificativ. O serie de proteine
transmembranare unipas contin peptide semnal dispuse mult mai profund in lungimea lantului
polipeptidic, nu citre capitul extrem amino-terminal. In aceasti situatie, desi etapele de initiere a
translocarii sunt aceleasi, caracteristicile fizico-chimice ale lantului polipeptidic, in zonele adiacente
peptidei semnal, influenteaza sensul in care are loc inserarea in translocon si translocarea. Sa
specificam mai intai ca intotdeauna (din cate cunoastem pana in prezent) inserarea in translocon se
face cu sarcinile pozitive din lantul polipeptidic catre fata citoplasmatici a membranei RE. Asta
inseamna ca, atunci cand portiunea dinspre peptida semnal catre capatul amino-terminal contine
aminoacizi cu sarcini pozitive (lizina, arginina), inserarea in translocon se face in sens direct, capatul
amino-terminal al proteinei ramane in citosol (in endodomeniu), iar proteina rezultata va fi
transmembranara, unipas, tip II. Daca insa portiunea dinspre peptida semnal catre capatul carboxi-
terminal al proteinei contine aminoacizi pozitivi, atunci inserarea in translocon se face in sens invers,
capatul amino-terminal deja format al lantului polipeptidic va fi translocat in lumenul RE, iar sinteza
va continua cu eliberarea capatul carboxi-terminal in citosol. Proteina integrald rezultata va fi
transmembranara, unipas, de tip I (capatul amino-terminal in ectodomeniu).
Proteinele transmembranare multipas contin mai multe secvente cu aminoacizi hidrofobi (sau
preponderent hidrofobi) care vor ramane inserate in bistratul lipidic strabatandu-l. Selectarea si
initierea translocarii urmeaza aceleasi etape descrise mai sus. Pentru intelegerea secventei de etape ce
urmeaza in sinteza si inserarea in membrana a proteinelor in aceste cazuri, vom defini notiunile de
secventa start transfer, respectiv secventa stop transfer. Astfel, secventele hidrofobe, care in
ordinea aparitiei in cursul sintezei proteinei au numar fara sot, vor opera ca secvente start transfer.
Aparitia acestora initiaza procesul de translocare a lantului ce se formeaza citre lumenul RE si de
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aceea sunt denumite secvente start transfer. Secventele hidrofobe care au numar cu sot (in functie de
ordinea in care apar in cursul biosintezei) actioneaza ca secvente stop transfer. Iata, intr-o incercare
de sistematizare pe puncte, cum trebuie intelese fenomenele in aceasta situatie, desi ele nu sunt
elucidate in toate detaliile:

1. Pe masura ce secventele stop transfer (hidrofobe) cu numar par se formeaza si patrund in
porul hidrofil al transloconului, este determinata inchiderea acestuia (datoritd tensiunilor de
acomodare care apar), lantul polipeptidic se deplaseaza lateral, etanseitatea interactiunii ribozom-
translocon dispare, iar lantul polipeptidic in curs de alungire iese in citosol. De mentionat ca a fost
evidentiat experimental faptul cd inchiderea si deschiderea porului de translocare se face la capatul
lumenal al transloconului, iar interactiunea ribozom-translocon asigura etanseitatea canalului fata de
citosol, in cursul translocarii.

2. Urmatoarea secventa hidrofoba (numar impar, secventa start transfer) restabileste
etanseitatea interactiunii ribozom-translocon, redeschide porul, iar lantul polipeptidic ce rezultda din
etapa de alungire a biosintezei este translocat din nou catre lumenul RE.

Aceste fenomene se repeta de cate ori apare o noua secventa hidrofoba, pana proteina este sintetizata
in toata lungimea ei. Dintre cele ce nu se cunosc cu certitudine, in momentul de fata, referitor la aceste
procese amintim: (i) cum este reglata inchiderea si deschiderea porului transloconului, (i) cum are
loc migrarea laterala a secventelor hidrofobe si daca ele parasesc transloconul inserandu-se chiar
atunci in bistratul lipidic, (iii) cum se moduleaza interactiunea dintre ribozom si translocon, sau daca
ribozomul se desprinde de translocon sub actiunea secventei stop transfer, (iv) ce se intampla concret
la reluarea translocarii.

Numarul de treceri prin planul membranei, care formeaza domeniul transmembranar al proteinelor
multipas astfel formate, depinde de numarul de secvente hidrofobe codificate de ARNm, dar si de
prezenta sau absenta, dupa prima secventa start transfer a secventei consens hidrolizata de semnal-
peptidaza. Daca proteinele transmembranare multipas care rezulta vor fi de tip I, sau tip II depinde de
mai multe aspecte, printre care modul direct, sau invers de inserare a primei secvente start transfer
(vezi mai sus importanta proprietatilor electrice ale portiunilor adiacente primei secvente start
transfer), sau prezenta, respectiv absenta secventei de clivare prin semnal-peptidaza.

Prelucrarea proteinelor sintetizate in RE

Preocuparea RE pentru proteinele care fac interesul sdau nu se rezuma doar la biosinteza lantului
polipeptidic si eliberarea sa in lumen, sau inserarea in membrand. RE 1si asumd mai departe si
prelucrarea lanturilor polipeptidice, prelucrare care inseamna pe de o parte modificarea chimica la
unele resturi ale aminoacizilor, iar pe de alta parte asistarea proteinelor pentru o impachetare
adecvata, adica pentru adoptarea unei conformatii corecte, functionale. La nivelul RE se petrec o serie
de transformari asupra proteinelor care au loc concomitent cu traducerea (modificari co-
traducere), sau dupa terminarea acesteia (modificari post-traducere). O modificare co-
traducere despre care am vorbit deja este actiunea semnal-peptidazei si clivarea peptidei semnal in
cazurile existentei secventei consens specifice activitatii enzimei.

Modificarile co-/post-traducere constituie etape ale fenomenului pe care i numim
maturarea proteinelor. Rolul maturarii proteinelor este atat acela de a le aduce in stare
functionald, cat si acela de a le asigura sortarea si de a le directiona catre locurile din celula carora le
sunt destinate. Procesele de maturare, care incep la nivelul RE, vor fi continuate si finalizate fie in
complexul golgian (cel mai adesea), fie pe drumul cétre destinatia finala (uneori maturarea se termina
la ajungerea proteinelor la destinatie. In cele ce urmeazi, vom prezenta o parte dintre modificarile co-,
respectiv post-traducere, a caror semnificatie este mai bine cunoscutd. De mentionat ca repartizarea
proceselor in una sau alta dintre cele doua categorii nu este pentru toate complet justificata, dovezile
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fiind uneori echivoce. Autorii accepta riscul ca viitorul sa impuna revizuirea includerii unora dintre
procese intr-una sau cealalta dintre categorii. Mai mult, sunt unele procese (cum ar fi formarea
puntilor disulfurice corecte) care se pot petrece atat simultan cu traducerea, cat si dupa terminarea
acesteia.

Modificari co-traducere ale lantului polipeptidic

Modificarile co-traducere sunt realizate, dupa cum este usor de intuit, atata timp cat lantul
polipeptidic se afld la nivelul transloconului (adica in timpul etapei de alungire a biosintezei), de
reguld prin proteine accesorii ale masinariei de translocare (transloconului). Riméane de stabilit in ce
masura aceste proteine sunt doar accesorii, sau participa la insasi organizarea transloconului.

Dintre modificarile co-traducere prima detaliata in cele ce urmeaza este una dintre cele mai
frecvente, care presupune o pregatire laborioasd si are efecte majore asupra proprietatilor si
comportamentului produsului final, proteina matura.

a) Initierea glicozilarii proteinelor. Am aratat cand am vorbit de organizarea moleculara
a membranelor ca glicoproteinele acesteia pot contine structuri glucidice N-glicozidice sau O-
glicozidice. In RE incepe formarea structurilor N-glicozidice ale glicoproteinelor, adici acele structuri
glucidice purtate de azotul amidic al asparaginei. Aceasta initiere se petrece numai atunci cand
asparagina se afla intr-o secventa consens, cu alcatuirea ...—Asn—X-Ser(Thr)—... (considerata dinspre
capatul amino, catre capatul carboxil al lantului polipeptidic), unde X poate fi oricare dintre
aminoacizii uzuali, cu exceptia prolinei. Glicozilarea este realizata de o enzima numita oligozaharid-
transferaza, care citeste lantul polipeptidic in curs de formare pe masura ce acesta iese din porul
transloconului. Cand afla o asparagina in ambianta mentionatd, enzima 1i grefeaza la azotul amidic un
oligozaharid (ce reprezinta o portiune dintr-un substrat al ei), cu structura globala -
(GleNAc).Man,Glce; si cu o geometrie triantenara, doua dintre antene fiind terminate cu manoze, cea
de a treia cu cele trei glucoze legate una de alta. Substratul de pe care enzima transfera acest
oligozaharid complex este dolicil-difosfo-oligozaharid (dol-P—P-oligozaharid), inserat prin
dolicil in bistratul lipidic. Daca asparagina nu se afla intr-o secventa consens, oligozaharid-transferaza
ramane indiferentd. Trebuie mentionat cd dol-P—P-oligozaharidul este sintetizat de celula la nivelul
membranei RE, cu mare consum energetic, prin addugarea pas cu pas a glucidelor (adica unul dupa
altul) incepand cu GlcNAc. Acest lucru justifica afirmatia faicuta mai sus si anume ca acest proces de
glicozilare este unul cu o pregéatire laborioasa. Initial, glucidele se adauga la dolicil-difosfat pe fata
citoplasmatica a membranei RE, pana la primele cinci manoze. Apoi, compusul intermediar este
flopat, iar sinteza continua secvential pe fata lumenala a membranei RE, unde are loc si transferul
oligozaharidului la asparagina. Spun ca trebuie mentionat acest lucru deoarece, in ciuda efortului
depus in producerea structurii oligozaharidice, celula pare a se deda la risipa, incepand sa tunda parte
din glucide, dupa ce acestea ajung pe proteind, eliminandu-se in RE cele trei glucoze si o manoza.
Tunderea va continua ulterior in complexul Golgi, unde vor avea loc si glicozilarile finale ale
structurilor N-glicozidice, care se termina de regula cu acizi sialici. Nu se cunoaste, in momentul de
fata, cu certitudine cate dintre aceste procese de tundere reprezintd modificari co-traducere si cate
post-traducere. Dar astazi cunoastem ca aceasta paradoxala risipa are o insemnatate functionala (vezi
mai jos la sectiunea “Asistarea proteinelor pentru impachetarea corecta”).

Modificari post-traducere ale proteinelor

a) Hidroxilari la nivelul lantului polipeptidic. Asemenea modificari au fost
evidentiate, la unele proteine, constituindu-se ca hidroxilari in pozitia 4 a unor proline, sau in pozitia
5 a unor lizine. Enzima care realizeazi hidroxilarea prolinei, prolil-4-hidroxilaza, este un
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heterotetramer o.f., in care subunitatea 3 este identica protein-disulfura izomerazei (vezi mai
jos la sectiunea ,Asistarea proteinelor pentru impachetarea corecta”). Hidroxilarile prolinei si lizinei
(prin enzima lizil-hidroxilaza) se petrec in proteine ale matricei extracelulare (de exemplu in
colagen, sau elastina), aceste modificari asigurand asamblarea lor sub forma fibrilara si in fascicule de
fibre pentru corecta organizare a tesuturilor conjunctive.

b) Carboxilarea acidului glutamic in pozitia y. Aceasta modificare este operata de o
proteind transmembranara (carboxilaza) al cirei sit de activitate este expus pe fata lumenald a
membranei RE. Modificarea a fost evidentiata la proteine ce participa la coagularea sangelui (de
exemplu la protrombina, factorii VII, IX si X) si, se pare, in unele proteine ale matricei osoase, ajutand
la mineralizare.

¢) Glipiarea este procesul prin care unele ectoproteine sunt atasate mai ferm la bistratul
lipidic prin ceea ce se numeste ancora glicofosfatidilinozitolica. Procesul implica o clivare a
peptidei semnal din unele proteine a caror inserare in translocon a fost in sens invers, cu atasarea
concomitentd a capatului carboxil nou format la gruparea amino a unei etanolamine atasata glucidului
terminal din lantul oligozaharidic al glicozil-fosfatidilinozitolului. Asadar, ancorarea se face printr-o
legdtura amidica. A fost evidentiat un mare numar de proteine membranare (ectoproteine) modificate
astfel, dar si faptul cd distribuirea lor se face preferential la nivelul plutelor lipidice. Unul din rolurile
acestei modificari este in directionarea proteinelor astfel ancorate catre domeniul apical al membranei
in celulele polarizate. Desi nu exista dovezi in acest sens, se poate specula ca ancorarea prin
glicofosfolipid ar putea permite eliberarea acestor proteine prin activarea de fosfolipaze, ca raspuns la
diverse semnale. De altfel, primele evidentieri ale acestor tipuri de modificari au fost facute la proteine
cu rol in adeziunea celulara (NCAM, de la termenul englez ,Neural Cell Adhesion Molecule”), care
apar la nivelul crestei neurale in dezvoltarea embrionard, ceea ce poate sustine o asemenea ipoteza.
Eliberarea NCAM din legatura la ancora ar putea permite celulelor si-si schimbe partenerul de
contact (celulele cu care se asociaza), ceea ce este de asteptat sa se intample in dezvoltarea
embrionara.

Asistarea proteinelor pentru impachetarea corecta

Ca si tunderea structurilor oligozaharidice (amintita mai sus si descrisa detaliat mai jos), apartenenta
acestor procese de asistare la prelucrarile co-, sau post-traducere este in dezbatere, cel mai probabil
avand loc si concomitent cu, dar si dupa terminarea traducerii. Asistarea este realizatd de proteine
numite saperone (chaperone). Asadar, saperonele sunt proteine specializate in a asista lanturile
polipeptidice nou sintetizate pentru adoptarea conformatiei corecte, acea conformatie care asigura
functionalitatea macromoleculelor. Desi mecanismele lor de actiune sunt departe de a ne fi pe deplin
cunoscute, pentru unele modul de principiu al operarii este cvasi-unanim recunoscut. O prima
saperona pe care o discutam este calnexina. Calnexina este o proteina integrala, transmembranara,
unipas, tip I, din membrana RE, cu o masa moleculara de 9okD si un endodomeniu mic (domeniul
carboxi-terminal al lantului polipeptidic, expus pe fata citosolici a membranei), format din 9o de
aminoacizi. Ectodomeniul ei este mare (50kD) si are un domeniu ce leaga calciu si care prezinta
activitate de tip lectinic, avand glucoza ca determinant al specificitatii. Dovedirea activitatii ei
saperonice ne-a facut s intelegem de ce tunderea partiala a glucidelor de pe structurile inserate pe
asparagina iese de sub spectrul risipei. Calnexina, prin activitatea ei de tip lectinic, leaga structurile N-
glicozidice ramase cu o singura glucoza, dupa tunderea efectuata de glucozidazele I si II, aflate in
lumenul RE. Prin aceasta interactiune, calnexina mentine precursorul de glicoproteina legat,
asistandu-l in adoptarea unei conformatii corecte pentru stadiul in care se afla la nivelul RE.
Desprinderea din interactiunea cu calnexina nu se face decat dupa realizarea plierii corecte, prin
actiunea glucozidazei II din lumenul RE. Mai mult, in cazul in care, accidental, glucoza este clivata
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inainte de terminarea rolului calnexinei, glicoproteina asistata nu poate parasi RE catre complexul
Golgi, ci este reglucozilatd de o glucozil-transferaza (UDP-glucoza:glicoprotein glucozil-
transferaza), care transfera glucoza de pe substratul uridil-difosfo-glucoza si asigura reatasarea
glicoproteinei la calnexina pentru definitivarea procesului de asistare. De mentionat ca activitatea
calnexinei este dependenta atat de Ca2+, cat si de ATP, adica este consumatoare de energie. Nu ne sunt
cunoscute, inca, mecanismele prin care celula (in spetd RE) controleaza calitatea impachetarii, lucru
valabil si pentru celelalte activitati saperonice evidentiate in lumenul RE.

Am mentionat, cand am descris ultrastructura RE, cd lumenul organitului este echivalentul spatiului
extracelular. Asta inseamna ca in lumenul RE sunt conditii oxidante,* ceea ce favorizeaza realizarea de
punti disulfurice. Intrucat in structura cuaternari a proteinelor puntile disulfurice nu se stabilesc
neapdrat intre doua cisteine in succesiunea in care ele apar in secventa primara (uneori, dimpotriva,
ele trebuie sd se formeze intre cisteine din zonele amino-terminale si cisteine din zonele carboxi-
terminale), realizarea acestor legaturi trebuie bine controlata. Acest lucru se face prin asistarea printr-
o enzima numita protein-disulfura izomeraza. Aceastd enzima leaga tranzitoriu cisteinele din
proteina nascanda, sau desface puntile incorecte din proteinele a caror traducere s-a terminat si ajuta
la realizarea puntilor —S—S— corecte.

Paradoxal este faptul cd pentru saperona cu cea mai larga sfera de actiune nu cunoastem detaliile
actiunii sale (sau poate aceasta situatie se datoreaza tocmai sferei prea largi de actiune). Este vorba de
saperona numitd proteina de legare (prescurtat BiP, abreviere care aparent ar proveni de la
termenul ,Binding Protein”, dar care in realitate provine de la sintagma ,Binding immunoglobulin
Protein”, numita astfel deoarece a fost identificata pentru prima data in limfocite pre-B, adica in pre-
plasmocite, ca proteind ce interactioneaza in RE cu lantul greu al imunoglobulinelor). Aceasta
proteind, care se mai cunoaste si prin abrevierea GRP-78 (de la ,,Glucose-Regulated Protein” si masa
ei moleculara de 78), se pare ca este responsabila si pentru controlul deschiderii si inchiderii porului
transloconului, pe fata lumenala a membranei RE. BiP, parte constitutiva a transloconului,
complexeaza noile proteinele translocate si nu le elibereaza decat atunci cand impachetarea lor este
corect definitivatd. Mai mult, daca proteina esueaza in adoptarea conformatiei corecte, BiP o
“mentine” la translocon, care, prin asocierea cu proteine accesorii diferite de cele de internalizare,
expulzeaza in citosol lantul polipeptidic cu plierea “ratatd”, unde este poliubiquitinat si intra in
procesul de degradare proteolitica din proteazom, organit de degradare a proteinelor citosolice
nefunctionale sau devenite inutile. Aceasta expulzare catre citosol a proteinelor care esueaza in plierea
corecta este denumita retrotranslocare.

Deoarece procesele de asistare a impachetarii corecte a proteinelor sunt esentiale pentru producerea
de macromolecule functionale (cu structura tertiara si cuaternara corectd), celula si-a creat
mecanismele de control necesare desfasurarii eficiente a acestor fenomene.

Stresul reticulului endoplasmic

Esuarea in plierea corecta a proteinelor, indiferent din ce motiv s-ar petrece, conduce la o tendinta de
acumulare de proteine incorect impachetate, nefunctionale in lumenul reticulul endoplasmatic, ceea
ce ar perturba homeostazia organitului. Celula si-a dezvoltat mecanisme care supravegheaza
permanent capacitatea RE de a face ce trebuie cu proteinele pe care le recruteaza, mecanisme de
alertare si de contracarare a unor asemenea situatii care induc un stres la nivelul organitului. In fata
unei astfel de situatii de stres, RE reactioneaza printr-o cascadd de evenimente cunoscute sub

! Trebuie mentionat, in contextul acestei discutii, ca citosolul reprezintd un mediu cu proprietiti reducitoare. Mai mult,
celula si-a dezvoltat mecanisme de a mentine aceste proprietati reducétoare ale citosolului, iar afectarea acestor mecanisme
poate induce numeroase patologii. in plus, proteinele citosolice au putini cisteind in lantul polipeptidic, probabil ca o
masura suplimentara de a nu favoriza formarea de punti —S—S—, cu alterarea functionalitatii lor.

13



denumirea de “raspuns la proteinele nepliate” (abreviat UPR, de la ,Unfolding Protein Response”)
sau, mai sugestiv pentru o exprimare cu semanticd proprie limbii romane, ,raspuns la proteinele
eronat impachetate”. Aceasta reactie de raspuns incearca sa adapteze celula la noile conditii si sa
restabileasca homeostazia proteica intracelulara.

Exista evidentiate trei cai de raspuns care actioneaza concertat si sunt toate dependente de functia
complexa a BiP. Pe de o parte, sunt activate mecanisme de inhibare a traducerii ARNm pentru
proteine recrutate la nivelul RE. Mecanismul implica eliberarea din interactiunea cu BiP a unor
proteine transmembranare ale RE, denumite kinaze ale RE pancreatic, abreviat PERK, de la
»Pancreatic Endoplasmic Reticulum Kinase”. Odata eliberata din interactiunea cu BiP, PERK di-
/oligo-merizeaza si se trans-autofosforileaza, activind domenii kinazice cu specificitate pentru elF2q,
factor care controleaza initierea traducerii. Fosforilarea factorului de initiere a traducerii il
inactiveaza, conducand la blocari ale sintezei proteice. Aceasta este una din caile de raspuns.

Pe de alta parte, sunt activate cai de semnalizare care conduc la cresterea productiei de saperone care
actioneaza in lumenul reticulului endoplasmic. Mecanismul de raspuns prin aceasta cale implica tot
proteine transmembranare ale RE, care sunt si ele complexate de BiP in conditii normale. Acumularea
de proteine nepliate si de agregate ale acestora in lumenul RE induce si pentru aceste proteine
dependente de fosfoinozitide (IRE1a, abreviere de la ,Inositol REquirng”) eliberarea si di-/oligo-
merizarea urmata de trans-autofosforilare. Forma fosforilatd a IRE1a capata functie endonucleazica
prelucrand, prin eliminarea unui intron, o proforma de ARNm care conduce la formarea in citosol a
unei proteine cu rol de factor de transcriere care, apoi, migreaza in nucleu si activeaza transcrierea
unor gene pentru proteine implicate, in asistarea plierii proteinelor (saperone), dar si in
retrotranslocarea proteinelor eronat impachetate si diminuarea stresului in RE. Prin retrotranslocare,
proteinele incorect impachetate sunt supuse unui proces de expulzare in citosol, unde sunt
poliubiquitinate si directionate catre proteazomi pentru degradare. Acest proces complex de reducere
a stresului din RE, prin trimiterea in citosol a proteinelor incorect pliate, este cunoscut in literatura
sub prescurtarea ERAD, de la ,Endoplasmic Reticulum-Associated Degradation”.

In sfarsit, a treia cale implicd transportul citre aparatul Golgi a unei proteine transmembranare
(ATF6a0, de la ,Activating Transcription Factor 6a”) care in conditii normale este mentinuta in RE
prin interactiunea cu aceeasi proteina de legare, BiP. Odatda ATF6a ajunsa in complexul golgian,
domeniul citosolic al proteinei este clivat prin actiunea unei proteaze rezidente a complexului Golgi
care, odata eliberat in citosol, migreaza in nucleu activand transcrierea de gene din calea de producere
a saperonelor pentru lumenul RE (de exemplu BiP si PDI). Noile saperone, astfel biosintetizate,
asigura nevoia crescutd de molecule de asistare a impachetarii proteinelor in lumenul RE,
eficientizdnd procesele. Insi, in situatia in care RE este supus unui stres cronic, sunt activate
mecanismele de alarma si, in final, de moarte celulara programata (apoptoza), orchestrate de aceiasi
senzori de stres care pot activa si factori proapoptotici, cand situatia o impune. Mecanismele prin care
senzorii de stres al RE vireaza catre inducerea cailor de moarte celulara programata sunt in curs de
descifrare fiind recent sugerate de unele rezultate experimentale.

Stresul reticulului endoplasmic a fost intens studiat intrucat se pare ca, atunci cand celula nu
reactioneaza eficient, el poate contribui, cel putin partial, la dezvoltarea unor boli grave cum sunt
bolile neurodegenerative (boala Alzheimer), diabetul zaharat de tip II, boli cardiovasculare sau diferite
forme de cancer. Studii recente au demonstrat ca stresul reticulului endoplasmic poate conduce si la
alterarea metabolismului lipidic si la inducerea steatozei hepatice intrucat anumite componente ale
sistemului de semnalizare prin UPR intervin si in reglarea metabolismului lipidic prin cresterea
biosintezei anumitor enzime implicate in lipogeneza. Datele obtinute pana in prezent sugereaza
existenta unei asocieri stranse intre stresul RE si dislipidemii sau obezitate.
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Asadar, atenuarea stresului RE reprezinta la ora actuald una dintre potentialele tinte terapeutice
pentru o serie de boli pentru care, pdnd in momentul de fata, nu au fost identificate posibilitati
terapeutice eficiente.

Sortarea si transportul de biomolecule cdatre aparatul Golgi

Asa cum am mentionat mai sus, procesele prin care proteinele nou formate sunt prelucrate fac parte
din fenomenul denumit maturare. Maturarea incepe la nivelul RE, dar este continuata si, de regula,
definitivatad la nivelul complexului Golgi. Spun de regula, deoarece in unele cazuri, pentru anumite
proteine de secretie, de exemplu, completa maturare se realizeaza in momentul exocitozei, sau chiar
dupad aceea, in spatiul extracelular, adesea prin clivari proteolitice. Procese de maturare se petrec si
pentru sfingolipide; transformarea ceramidelor in sfingomieling, sau in glicolipide are loc tot in
aparatul Golgi.

Pentru realizarea acestor procese, este necesar un trafic de (macro)molecule intre RE si complexul
golgian. Traficul nu se face pentru macro(molecule) individuale ci pentru portiuni membranare care
aglomereaza componentele ce trebuie tranzitate. Traficul biomoleculelor ce trebuie sa ajunga in
complexul Golgi se face prin intermediul veziculelor. Intermedierea implica existenta unor
ultrastructuri veziculo-tubulare (prescurtat VIC, de la “Vesicular Tubular Clusters”), cunoscute
si sub numele ERGIC (de la “Endoplasmic Reticulum-Golgi Intermediate Compartment”). Prezenta
acestor ultrastructuri a fost evidentiati in preparatele de microscopie electronici. In acest paragraf
vom descrie ceea ce se cunoaste referitor la acest proces de transport dintre RE si aparatul Golgi.
Transportul intre RE si Golgi respecta un mecanism tip suveica. Prin acest mecanism se rezolva pe de
o parte exportul de substanta destinata a ajunge in alte locuri din celula (calea anterograda), iar pe de
alta parte reciclarea componentelor necesare reluarii procesului, ca si returnarea componentelor
rezidente in RE (calea retrograda), adica a acelor componente care scapa accidental in microveziculele
de transport in timpul selectarii si segregarii materialului exportat, respectiv in timpul inmuguririi si
desprinderii din membrana RE a ultrastructurilor de transport. Mecanismul de tip suveica a fost
elegant evidentiat prin tratamentul celulelor cu metabolitul fungic brefeldina A. Brefeldina A are ca
efect disiparea aparatului Golgi in celula. Explicatia consta in capacitatea acestei substante de a inhiba
specific transportul anterograd dintre RE si Golgi, in timp ce transportul retrograd este neafectat.
Acest lucru conduce la “varsarea” cisternelor golgiene in RE, ceea ce nu s-ar putea intampla, daca nu
ar exista transportul retrograd dinspre Golgi, inspre RE.

Selectarea si segregarea materialului destinat exportului catre aparatul Golgi se face la nivelul unor
cisterne ale RE cu o organizare specifica. Aceste cisterne sunt denumite elemente de tranzitie, sau
reticul endoplasmic tranzitional si se caracterizeaza prin faptul ca, de regula, cisterne ale RE au
pe o parte ribozomi atasati, iar pe cealalta parte (orientata catre Golgi) vezicule ce inmuguresc. Acesti
muguri veziculari prezinta pe fata citoplasmatica a membranelor lor un invelis proteic format din
proteine de invelis I1, sau coatomeri II (prescurtare COP II, COP de la “COat Proteins”; I de la
faptul ca au fost identificate dupa COP I, alte specii proteice ce organizeaza invelisuri pe fata citosolica
a unor endomembrane, despre care vom vorbi putin mai jos). COP II opereaza atat in selectia si
segregarea componentelor de transportat in zonele supuse inmuguririi, cat si in procesele de
desprindere a veziculelor de transport. Procesele de transport anterograd, facilitate de COP II, sunt
reglate de Sar1 (prescurtare de la ,,Secretion-associated RAS-related protein 1”) macromolecula cu
rol de comutator molecular din clasa proteinelor G mici, denumite si proteine G monomerice (vezi
la capitolul “Semnalizare celulara”). Proteinele G mici sunt cele care controleaza si tintirea corecta a
membranelor la destinatie, de catre veziculele de transport. Veziculele odata desprinse isi pierd
invelisul si fuzioneaza unele cu altele, sau cu VTC (sistemul veziculo-tubular) adiacent. Fuzionarea
este mediata de proteine numite SNARE (de la “Soluble N-ethylmaleimide-sensitive Attachment
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protein REceptor”): v-SNARE (v de la “vesicle”) din membrana veziculelor, respectiv partenerul de
interactiune din membrana de destinatie t-SNARE (t de la “target” = tintd). Aceste doua forme de
proteina SNARE sunt esentiale in asamblarea aparatului de fuziune a microveziculelor cu membranele
tinta.

Procesele de selectie si segregare sunt continuate in VI'C unde se formeaza si mugurii inveliti in COP I,
care prin desprindere dau nastere veziculelor de transport retrograd. Acest transport este reglat de
Arf1 (prescurtare de la ,ADP-ribosylation factor 1”), alta proteina G monomerica. Tehnicile de
imunocitochimie ultrastructurala au evidentiat cd in mugurii inveliti in COP I sunt selectate proteinele
care trebuie reciclate la RE, in timp ce proteinele solubile ce trebuie directionate citre Golgi sunt
absente. Mecanismele prin care se face sortarea in VIC nu ne sunt deocamdatd cunoscute. Cat
priveste selectia proteinelor ce trebuie returnate la RE, aceasta are la baza secvente/motive de
aminoacizi cu rol de semnal. Au fost, pana in momentul de fata, descoperite secvente/motive semnal
de retinere, sau returnare in RE cum ar fi:

(1) secventa KDEL, abreviere rezultatd din folosirea simbolurilor aminoacizilor din insiruirea
...—Lys—Asp—Glu—Leu—COO- (evident aflata in capatul carboxi-terminal, dupa cum rezulta
din descriere), pentru proteinele solubile in lumenul organitului;

(i) motivul di-lizina (KK) pentru proteinele transmembranare tip I (aflat in endodomeniul
carboxi-terminal);

(iit)motivul di-arginina (RR) pentru proteinele transmembranare tip II (aflat in endodomeniul
amino-terminal).

Aceste motive opereaza pe de o parte in mentinerea in RE a proteinelor rezidente, neimplicate in
transportul catre Golgi, dar si, pe de alta parte, in returnarea proteinelor ce asigura selectia,
segregarea si transportul in cauza, sau a celor care pot sciapa accidental in microveziculele de
transport.

Mai departe, modul in care se face transportul intre VTC si reteaua cis-golgiana nu este elucidat. Daca
acesta se face prin vezicule ce se desprind din VTC, sau daca acest sistem insusi se transforma in
reteaua cis-golgiana si, apoi in prima cisterna a fetei cis-Golgi, rimane o problema in studiu.

La nivelul cisternelor Golgi au fost evidentiate ultrastructuri invelite in COP I a caror miscare este
reglatd de Rab6, o alta proteina G monomerica. Aceste ultrastructuri pot fi o a doua cale de transport
retrograd Golgi-RE, sau o cale de transport intre cisternele acestui organit. Aceasta este insa o
problema ce trebuie abordata la discutia de acolo.

Consideratii asupra biogenezei membranelor

Am afirmat, cand am definit RE, ca principala lui menire este aceea de a biosintetiza molecule si
macromolecule esentiale pentru organizarea si functionarea celulei. Este acum momentul sa
justificam, iIn mai mare cunostinta de cauza, aceasta afirmatie.

Am vizut ca RE biosintetizeaza lipide membranare si are mecanismele de a le asambla intr-un bistrat
asimetric si eterogen. Am vazut, de asemenea, ci RE produce, intre alte proteine, pe cele
transmembranare, in toata diversitatea lor (vezi la ,Organizarea moleculara a membranelor”). Asta
inseamna, de fapt, ca la nivelul RE se pun bazele organizarii unor noi suprafete de membrana. Din
parcurgerea aspectelor pe care le cunoastem despre RE, am remarcat ca nu la toate componentele
noilor membrane, a caror biogeneza este astfel initiatd, componentele sunt definitivate (integral
maturate) la nivelul RE. Maturarea continua in aparatul Golgi (definitivarea glicozilarii structurilor N-
glicozidice, formarea structurilor O-glicozidice, transformarea ceramidelor in sfingomieline, sau
glicolipide, producerea glicozaminoglicanilor din structura proteoglicanilor membranari — adica
definitivarea elementelor care organizeaza glicocalixul — si altele), astfel incat traficul dintre RE si
complexul Golgi este parte componenti din procesul de biogenezi a membranelor. Insid noile
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suprafete de membrana trebuie sa ajunga acolo unde sunt menite sa functioneze (adica la diversele
organite, sau in membrana celulara. Ei bine, pentru aceasta este nevoie de continuarea “aventurii
turistice” a noilor membrane intr-un mod directionat si riguros controlat de celuld, ceea ce se si
intampla. Numai dupa ce membranele produse de novo ajung la destinatie (directionarea lor este
menirea aparatului Golgi), procesul biogenezei membranelor se poate considera incheiat, incepand un
altul, acela de reciclare.

Asadar, prin biogeneza membranelor trebuie sa intelegem totalitatea proceselor de biosinteza
si maturare a componentelor acestora, de asamblare corecta a lor in noua structura si de transportare
a lor in locurile corespunzatoare din celuld. Aceste procese nu se petrec neapdrat secvential ci
amalgamat, astfel incat ultimele “retusuri” se pot petrece chiar in momentele, sau dupa ajungerea
noilor structuri la destinatie. Vom reveni asupra biogenezei membranelor la prezentarea unui alt
organit esential in realizarea acestui fenomen complex, aparatul Golgi.

Abundenta si distributia intracelulara a RE

Reticulul endoplasmic este un organit ubicuitar. Rolul sau in biogeneza membranelor il face
indispensabil organizarii si functionarii celulelor. Chiar si in cazul eritrocitului (lipsit de organite),
reticulul endoplasmic a fost prezent si a functionat in timpul diferentierii precursorilor, pana in
momentul maturdrii elementului circulant. Dacd, de reguld, RE contine cel putin jumaitate din
membranele dintr-o celuld, raportul dintre componenta rugoasa si cea neteda variaza in functie de
tipul de celula. Exista celule in care RER este preponderent (celule specializate in biosinteza si secretia
de proteine; exemplul tipic il formeaza celulele acinare pancreatice), sau celule in care REN este
preponderant (celule specializate in sinteza si secretia de hormoni steroidici; de exemplu celulele
zonei corticale a glandei suprarenale, sau celulele Leydig din testicul). Un alt caz (reprezentat prin
hepatocite de exemplu) este acela al celulelor in care raportul RER/REN este aproximativ unitar. Cat
priveste distributia intracelulara a RE aceasta poate fi difuza, cum ar fi in hepatocite, eteroclite, sau
polarizata, cum este in cazul celulelor acinare pancreatice, unde RER este localizat in jumatatea bazala
a celulelor, polul apical al acestora fiind ocupat de vacuolele de secretie.

Rezumat

Reticulul endoplasmic este un organit delimitat de endomembrane cu o dubla structurare de reticul
endoplasmic rugos, respectiv reticul endoplasmic neted. El este implicat in biosinteza propriilor
componente, a componentelor membranare (lipide, proteine, componentd glucidicd), dar si a
componentelor celorlalte organite neautonome (aparat Golgi, lizozomi, sistem endozomal) si a
componentelor destinate exportului din celuld. In indeplinirea functiilor sale coopereazi cu ribozomul
(in amonte) si complexul Golgi (in aval) intr-un mod eficient, prin mecanisme bine elaborate si
controlate. in colaborarea din aval este necesar un permanent schimb de substanti, ce se face printr-
un transport vezicular despre care multe detalii asteaptd sd fie elucidate. De altfel, in fiecare din
procesele in care reticulul endoplasmic este implicat mai existd si pete albe, care asteapta sa fie
ebosate, sau crochiuri care asteapta sa fie finalizate (mecanismul de integrare a proteinelor
transmembranare in bistratul lipidic la nivelul transloconului, mecanismele de selectare si segregare a
componentelor de transportat catre Golgi, pentru a le denumi doar pe cele mai actuale sub aspectul
interesului comunitatii stiintifice).
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