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3.3. Semnalizarea celulara

Probabil ca nimic din ceea ce se intampla la nivelul membranelor nu prezinta
o complexitate mai mare decat fenomenele de semnalizare. Cand patrunzi in aceasta
tema a biologiei celulare, te simti ca intrat intr-o jungla: nu stii de unde poate veni
sprijinul in a gasi calea de razbatere in drumul ales, nu stii de unde poate veni
pericolul. (Rugam cititorii ca, dincolo de pregatirea pentru dificultatea temei, sa
inteleaga din aceastd metafora ca fenomenele de semnalizare sunt, pe de o parte,
esentiale pentru buna functionare a celulelor, dar, pe de altd parte, atunci cand ies
din limitele normalului insotesc procese patologice dintre cele mai diverse.) Au fost
scrise carti intregi care incearca sa sistematizeze cunostintele noastre despre
semnalizarea celulara. Problema este ca, desi suntem ca intr-o jungld, cunoscand o
groaza de aspecte, care mai de care mai provocatoare, cunoastem prea putine pentru
a gasi drumul catre esente. Acumularea de cunostinte in domeniul semnalizarii
celulare este un proces continuu, sustinut de interesul major pentru acest subiect din
cercetarea biomedicala contemporana, cu efecte atat in cunoasterea celulei normale,
cat si in ceea ce inseamna patologiile dependente de aceste fenomene membranare,
respectiv celulare. Din 1957, cand Earl Wilbur Sutherland, Jr. a identificat adenozin-
monofosfatul ciclic (AMPc) ca moleculd produsa intracelular (rezultate publicate un
an mai tarziu [1, 2]) si pe care in 1965 a supranumit-o mesager secund, fiind
implicata in raspunsul celular la semnalul primit de la epinefrina (adrenalina) [3],
interesul pentru ce se intampla in celula, cand aceasta interactioneaza cu molecule
semnal (numite si mesageri primari) a crescut permanent, iar informatiile s-au
acumulat in ritm din ce in ce mai alert, ajungand in acest moment la o explozie de
cunostinte in permanenta crestere, exponentiala. Munca de pionierat a lui
Sutherland* si a grupului sau a permis elaborarea unui model de actiune a
hormonilor potrivit caruia molecula semnal (mesagerul primar) nu trebuie sa intre in
celula pentru a transmite un mesaj. Conform acestui model, hormonul se leaga de un
receptor expus pe suprafata celulara stimuland formarea, in mediul intracelular, a
mesagerului secund, care la randul sau poate sa moduleze (sa activeze sau sa inhibe)
diverse procese metabolice. Rolul pe care mesagerii secunzi il au in semnalizarea
celulara a fost inteles, din ce in ce mai bine, pe parcursul urmatorilor 50 de ani de la
descoperirea AMPc, iar eforturile depuse pentru descifrarea rolului nucleotidelor
ciclice (atat al AMPc, cat si al unui alt compus inrudit, guanozin-monofosfatul ciclic —
GMPc) au fost rasplatite prin decernarea a nu mai putin de cinci Premii Nobel [4].
Descoperirea rolului de mesager secund pentru AMPc a fost inceputul unei evolutii
spectaculoase a cunostintelor despre ceea ce numim acum semnalizare celulara, iar
implicarea mesagerilor secunzi s-a dovedit a fi o regula fara aplicabilitate generala,
intrucat exista multiple cai de semnalizare care nu necesita participarea acestor
intermediari, dupa cum se va vedea in acest subcapitol.

Demersul prezentarii temei intr-o carte generala despre biomembrane, care
are si rolul unui manual, este unul dificil, deoarece necesita o sistematizare atenta
care sa nu creeze confuzie si sid lase mintea cititorului deschisi. Ne asumam
dificultatea si riscurile unei reusite de un nivel aflat sub exigentele celor initiati.

3.3.1. Cateva aspecte generale despre semnalizarea celulara
Semnalizarea celulard, care mai general ar putea fi denumita semnalizare

intercelulara (deoarece exista de regula o celula care transmite un semnal si o alta

celula care il recepteaza, desi unele celule pot recepta si semnale fizice), reprezinta

1 Earl Wilbur Sutherland Jr. a fost distins in 1971 cu Premiul Nobel pentru fiziologie sau medicina, cu
urmatoarea motivatie a juriului: ,for his discoveries concerning the mechanisms of the action of
hormones”.
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modalitatea esentiald prin care celulele pot comunica intre ele prin schimb de
informatii, indiferent de distanta la care se afla. O altd denumire a ceea ce generic
numim semnalizare celularda mai poate fi aceea de semnalizare transmembranara,
deoarece oricare ar fi calea prin care celula primeste din afara sa sau transmite in
afara informatiile, mesajul trebuie sa strabatd membrana, sa treacd prin planul
acesteia. Asadar, semnalizarea celulara presupune, de regula, cooperarea intre doua
celule; una care trimite semnalul, cealaltd care il recepteaza si fenomene care se
petrec la nivelul membranelor (pentru trecerea semnalului din interior in exterior, la
celula semnalizatoare si pentru trecerea mesajului prin membrana celulei receptoare,
de la exterior la interior, pentru a fi folosit mesajul).

3.3.1.1. Clastificarea cailor de semnalizare

In functie de distanta la care se afli celulele care semnalizeazi intre ele (celula
care transmite semnalul, respectiv celula care il recepteaza), caile de semnalizare se
impart in (Fig. 3.17):

- endocrine (Fig. 3.17, A), atunci cand celulele se afla la distanta, iar molecula
semnal trebuie sa fie transportata de umorile organismului (de regula de sange
si de lichidul interstitial);

- paracrine (Fig. 3.17, B), atunci cand celulele care comunica se afla in imediata
vecinatate;

- autocrine (Fig. 3.17, C), atunci cand semnalul este transmis si receptat de
aceeasi celula;

- juxtacrine (Fig. 3.17, D), cai prin care sunt receptate semnale, atunci cand
celulele sunt jonctionate, adica legate una de alta (tocmai datorita starii lor de
atagare).

Aceasta clasificare este necesar sa fie nuantata, deoarece exista o modalitate
de semnalizare deosebita, intre doua celule dintre care cel putin cea care transmite
semnalul este neuron si care se afla in imediata apropiere (deci corespunde definitiei
semnalizarii paracrine), dar este denumitd specific si anume semnalizare prin
sinapse sau semnalizare sinaptica (vezi ce se intampla la nivelul sinapselor asa cum a
fost prezentat in Fig. 3. 5). Alta situatie, care ar parea a nu respecta, in mod rigid,
clasificarea si definitiile date pentru diversele tipuri de cdi de semnalizare, este cea
legata de faptul ca unele celule care comunica paracrin se pot afla la mare distanta
unele de altele, deoarece celulele care semnalizeaza trimit prelungiri citoplasmatice
foarte lungi. Asa se intampla in cazul telocitelor care trimit lungi telopode, de ordinul
sutelor de um [5]. Pentru aceste tipuri de celule si capacitatea lor de a semnaliza au
fost descrise si ultrastructuri ce se numesc sinapse stromale, realizate cu celule
tisulare rezidente sau migrate din sange [6]. In sfarsit, intre aceste cazuri deosebite
de procese de semnalizare, care nuanteaza clasificarea, trebuie mentionata si
semnalizarea prin intermediul jonctiunilor comunicante (Fig. 3.17, E), care de fapt
reprezinta o cale prin care celule stimulate prin interactiunea unor receptori proprii
cu molecule semnal, trimit informatia stimulului celulelor din jur, cu care au stabilit
jonctiunile. Aceasta transmitere de informatii se face prin difuziunea directa a unor
mesageri secunzi pe calea conexonilor, complexe proteice transmembranare (vezi in
volumul al II-lea).

Revenind la clasificare, pentru primele trei cdi mentionate, semnalizarea se
face prin molecule secretate de celula semnalizatoare. Acestea trebuie sa se deplaseze
prin spatiile intercelulare pentru a ajunge la tinta, adica la alte celule (in primele
doua cazuri), sau la aceeasi celula pentru semnalizarea autocrinid. Semnalizarea
juxtacrina presupune interactiunea unor molecule din structura membranelor celor
doua celule (celula semnalizatoare, respectiv celula tintd). De remarcat ca, in aceasta
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situatie, ambele celule transmit semnal si ambele recepteaza informatii prin

semnalul transmis de partenerul de interactiune.

(A) . celula endoteliala
lumen capilar

celula
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". receptor
semnalizatoare
(celula endocrina)

(D) (E)

Fig. 3.17. Tipuri de cai de semnalizare. Sagetile rosii, unde exista, indica directia de miscare a
moleculelor semnal. A. Calea endocrina reprezinta semnalizarea in care celula care trimite semnalul
se afla intr-un tesut din altd zond a organismului. Celula secretd molecula semnal (ligandul) prin
exocitoza, iar aceasta ajunge in circulatia sanguina prin care este dusa la celula tinta. Intrarea
moleculelor semnal in capilare se face prin transcitoza (dinspre tesut catre lumenul vasului de sange)
sau prin fenestre (deschideri diafragmate in corpul celulelor endoteliale), iar la nivelul tesutu-rilor ce
contin celulele tinta are loc procesul de transcitoza in sens invers (dinspre lumenul capilarului catre
spatiul subendotelial). Odata ajunse in zona celulelor tinta, moleculele semnal se leaga de receptorul
specific, declansénd procesul de semnalizare celulara. B. Semnalizarea paracrina implica doua celule
aflate in proximitate. Moleculele semnal exocitate de celula semnalizatoare gasesc pe suprafata
celulelor vecine receptorul cu care interactioneaza, activandu-l si initind mecanismul de semnalizare.
C. in semnalizarea autocrina, celula care elibereazé molecula semnal o si recunoaste prin receptorul
aflat in propria membrana, auto-stimuléandu-se. D. Semnalizarea juxtacrina implica interactiunea a
doué celule prin componente, de reguld, transmembranare. in aceasté situatie ambele celule transmit
semnale si ambele recepteaza starea de legatura in care se afla. E. Semnalizare prin eludarea unui
receptor din celula tinta. Acest tip de semnalizare opereaza in celulele tesuturilor in care este nevoie
de comportament sincron. Aceste celule stabilesc jonctiuni comunicante (vezi in volumul al ll-lea al
cartii, la sectiunea despre jonctiuni celulare) prin intermediul unor complexe transmembranare
denumite conexoni. Avantajul unor asemenea nanostructuri jonctionale, destinate comunicarii
intercelulare, este dat de faptul ca nu este nevoie ca fiecare celula sa fie stimulatda de molecula
semnal Tn mod direct, prin propriii receptori, ci o singura celula stimulata transmite informatia tuturor
celorlalte celule dimprejur. © Mircea Leabu, 2014.
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Fig. 3. 18. Componentele esentiale pentru declansarea semnalizarii si efectele semnalelor. A.
Pentru declansarea unui proces de semnalizare sunt necesari doi factori: molecula semnal, numita si
ligand, in spatiul extracelular si receptor accesibil, cel mai adesea In membrana. B. Procesul de
semnalizare celulara se initiaza, nsa, numai prin interactionarea ligandului cu receptorul pe care il
activeaza prin modificarea conformatiei. C. Orice celuld recepteaza o mare diversitate de semnale.
Cea mai mare parte a semnalelor (indicate in figura prin numere de la 1 la 4) sunt destinate
supravietuirii si functionarii normale a celulelor. Celulele stem si cele progenitoare au nevoie de
stimuli specifici (5 si 6) pentru a se diferentia corespunzator. Diviziunea celulara si toate procesele ce
pregatesc aceasta etapa a ciclului celular necesitd o combinatie adecvata de stimuli, inclusiv unii
specifici (7 si 8) care induc proliferarea. in situatia Tn care celulele nu mai primesc stimulari de nici un
fel, respectiv combinatii neadecvate de semnale, sau anumite semnale (9), acestea pot duce la
declansarea mortii celulare programate (de regulad apoptoza) sau la situatii patologice (ceea ce nu
este prezentat in figurd). Sagetile dinspre cifrele care indica stimulii au semnificatia actionarii
acestora, iar liniile barate insemna ca semnalele respective sunt blocate. © Mircea Leabu, 2014.
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Un caz aparte de semnalizare juxtacrina este reprezentat de atasarea celulelor
la componente ale matricei extracelulare; in aceastia situatie, celula care
interactioneaza cu componenta extracelulara ,constientizeaza” starea ei: se afla
angrenata intr-o interactiune cu matricea extracelulara sau se afla detasata de
aceasta, comportandu-se diferit, adica raspunzand nuantat in functie de starea in

care se afla.

3.3.1.2. Aspecte generale legate de mecanismul semnalizarii celulare

Oricare ar fi tipul de cale de semnalizare, la initierea fenomenului participa
doua componente (Fig. 3.18, A, B): (i) molecula semnal, numita si ligand
(secretata sau expusd la suprafata membranei de celula semnalizatoare; ligandul
poate fi si o macromolecula din matricea extracelulara) si (ii) receptorul de la
nivelul celulei tinta.

Ca urmare a interactiunii receptorului cu ligandul, deci ca urmare a receptarii
unui semnal, celula tintd declanseaza unele procese ce se constituie ca reactie la
primirea informatiei purtate de molecula semnal si se finalizeaza cu ceea ce se
numeste raspuns la semnalul receptat. Legarea moleculei semnal atrage modificari
conformationale la nivelul receptorului ce induc initierea mecanismului prin care
celula primeste si prelucreaza semnalul. Raspunsurile celulare sunt de o mare
diversitate. Aceastd mare diversitate de raspunsuri are la bazd, in primul rand, marea
varietate de molecule semnal. Exista sute de molecule semnal care pot afecta celulele.
Cum simultan pot sa se exercite diverse semnale (diferite molecule semnal receptate
simultan de aceeasi celuld), rezulta ca celulele pot raspunde, teoretic, la milioane de
combinatii posibile. Cum capacitatea unei celule de a recepta un semnal este
dependenta de prezenta receptorului corespunzator, rezulta ca diversitatea
raspunsurilor celulare este dependenta si de setul de receptori disponibili. Dar tipul
de raspuns pe care celula 1l creeaza este dependent si de setul de proteine efectoare,
adica acele proteine care preiau semnalul de la receptor si contribuie la desfasurarea
proceselor intracelulare care constituie raspunsul. Acesta este motivul pentru care
acelasi stimul (aceeasi molecula semnal) poate duce la raspunsuri diferite, in tipuri
diferite de celule. De exemplu, acetilcolina determind contractia la nivelul celulelor
musculare striate scheletale (vezi in Fig. 3.5 cum se determina aceasta contractie),
dar conduce la relaxarea muschiului cardiac, pe cand in celulele secretoare ale
mucoasei gastrice sau din medulosuprarenala duce la secretie, inducand exocitoza.

Oricare ar fi combinatia de semnale care actioneaza asupra unei celule la un
moment dat, raspunsul celular va determina un comportament indreptat spre unul
dintre urmatoarele patru efecte posibile (Fig. 3.18, C):

(i) diferentierea, insotita de autoregenerare, pentru celule stem sau
progenitoare in perioada dezvoltarii embrionare si formarii tesuturilor,
inclusiv in organismele tinere, dar si in organismele adulte, in situatii de
regenerare tisulara sau in procesele legate de hematopoieza;

(i) supravietuirea, care reprezinta efectul cel mai des intalnit ca raspuns si
care se bazeazd pe cea mai mare diversitate de combinatii, fiecare celula
necesitand stimuli specifici pentru a raspunde prin supravietuire si
functionare normala;

(iii) proliferarea, este declansata la anumite combinatii de semnale ce apar
atunci cind este nevoie de sporirea populatiei celulare intr-o anume zona a
unui tesut (tine de capacitatea organismului de a-si mentine homeostazia
celulara si capacitatea de a reface tesuturile);

(iv) moartea celulara programata (de regula sub forma de apoptoza),
apare in lipsa oricarui semnal care sa determine supravietuirea sau in
prezenta unor semnale specifice.
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Indiferent de raspunsul celular pe care il determina, putem defini patru etape
ale procesului de semnalizare celulara, etape care sunt general valabile (dar nu in
exclusivitate). Celula si-a creat alternative la aceste principii ale procesului de
semnalizare pentru a eficientiza satisfacerea nevoilor sale, deoarece uneori nu este
cazul sd recurgd la procese deosebit de elaborate. Etapele de principiu ale
mecanismelor de semnalizare celulara sunt:

1. Initierea semnalizarii prin legarea ligandului (moleculei semnal) de
receptor (Fig. 3.18, B si Fig. 3.19, momentul 1). Legarea ligandului de
receptor presupune o interactiune de afinitate, de mare specificitate,
caracteristica sistemelor biologice, care se bazeaza pe o multitudine de forte
fizico-chimice, dintre cele mai diverse, exercitate simultan (punti de hidrogen,
interactiuni electrostatice, interactiuni hidrofobe), toate contribuind la punerea
in comun a unor suprafete organizate de structurile tertiare si/sau cuaternare
ale celor doua molecule.

Fig. 3.19. Mecanismul de
semnalizare celulara in
cascada. 1. Initierea sem-
nalizarii are loc la nivelul
membranei prin realizarea
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3, folosit in primele trepte, este aleatoriu, dupa cum aleatorie este situatia in care, in toate treptele

cascadei de semnalizare, amplificarea ar respecta un factor constant. In figuré nu este reprezentat

pasul 4 al semnalizarii, atenuarea semnalului, care implicd fenomene complexe si diverse. ©
Mircea Leabu, 2014.
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2. Transductia semnalului si activarea receptorului: Transductia
semnalului 2 are la baza modificari conformationale la nivelul moleculei
receptorului, datorate interactiunii cu ligandul. Pentru receptorii aflati la
nivelul membranei celulare, cei mai numerosi din cunostintele noastre de pana
acum, modificarile se propagd, prin intermediul domeniului transmembranar al
receptorului, la endodomeniu, atragand activarea receptorului.

3. Activarea efectorului si amplificarea semnalului (Fig. 3.19, momentele
de la 2 la n): Receptorul stimulat prin legarea ligandului activeaza, la randul
sdu, proteina efectoare din pasul imediat urmator al semnalizarii. O prima
amplificare a semnalului este efectuata chiar la acest nivel deoarece un receptor
stimulat poate, cat se afla in aceasta stare, si activeze un numar mai mare de
molecule ale efectorului. Tinand cont de faptul ca un proces de semnalizare
presupune un numar mai mare de tipuri de efectori actioniand secvential,
fiecare preluand semnalul de la tipul anterior (din amonte) si transmitandu-1
tipului urmator (in aval), amplificarea semnalului creste in fiecare etapa a caii
de semnalizare, pana la finalizarea raspunsului celular.

4. Atenuarea semnalului si desensibilizarea celulei: Aceasta etapa
presupune inactivarea efectorilor si controlul complexului ligand-receptor (fie
desfacerea ligandului si degradarea intracelulara a acestuia, fie degradarea
simultana a celor doi protagonisti ai initierii procesului de semnalizare, ceea ce
presupune implicarea fenomenului de endocitoza). Inactivarea efectorilor poate
insemna cel mai adesea lizarea moleculelor activatoare (de exemplu scindarea
GTP la GDP), metabolizarea mesagerilor secunzi (vezi mai jos definirea
acestora), daca acestia sunt implicati in calea de semnalizare in cauza, sau
scoaterea functiunilor activatoare de pe molecula efectorului (de exemplu
defosforilarea, daca fosforilarea a presupus activarea), sau alte modalitati de
modificare post-traducere 3 (de exemplu fosforilarea daca forma activa
presupune defosforilarea). Desfacerea complexului ligand-receptor se face, de
regula, dupa internalizarea acestuia in sistemul endozomal, care poate fi
urmata de sortari si directionari ale ligandului sau chiar si ale receptorului catre
lizozomi, pentru degradare. Alteori receptorul, care elibereaza ligandul in
endozom, este reciclat la suprafata celulei, pentru a reintra in rol in interesul
celulei.

3.3.2. Tipuri de receptori st modalitati de actiune

Marea diversitate a receptorilor cunoscuti se poate clasifica in functie de mai
multe criterii. Un prim criteriu il reprezinta proprietatile fizico-chimice ale moleculei
semnal. In functie de acest criteriu, impartim receptorii celulari in doua categorii:

1. Receptori pentru molecule semnal liposolubile/lipofile (hidrofobe);
2. Receptori pentru molecule semnal hidrosolubile/hidrofile.

3.3.2.1. Receptorii pentru liganzi lipofili sunt proteine localizate in citosol sau
in nucleu care preiau ligandul dupa difuzia acestuia prin membrana. Este firesc ca
acesti liganzi, avand proprietati lipofile (adica fiind solubili in lipide), sa poata
strabate membrana prin difuziune simpld, adica sa treaca printre lipidele bistratului.

2 Desi nu existd neapdrat o controversa, sintagma de transductie a semnalului a fost initial inteleasd ca
introducerea semnalului purtat de ligand din exteriorul celulei, in interior si transmiterea mesajului mai departe
citre elementele implicate in realizarea raspunsului celular. In prezent, unii considerd ci prin transductia
semnalului trebuie sd intelegem atat trecerea mesajului prin planul membranei si activarea receptorului, cat si
procesele de transmitere in cascada a informatiei primite de celuld, cu amplificarea efectului, pentru realizarea
raspunsului celular. in carte, noi folosim prima acceptiune.

3 Prin modificiri post-traducere intelegem schimbari ale diferitelor functiuni ale aminoacizilor din lantul
polipeptidic al unei proteine, dupa ce biosinteza acesteia a fost finalizatd. Aceste modificari post-traducere sunt
efectuate de enzime specializate.
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Fig. 3.20. Modul de actiune a receptorilor pentru liganzi lipofili. A. Ligandul este purtat catre
membrana celulei tintd de un transportor extracelular, care il izoleaza de hidrofilicitatea mediului. B.
La nivelul membranei tinta transportorul se adsoarbe la suprafata celulei, creadnd premisele eliberarii
ligandului catre bistratul lipidic. C. Dupa eliberare, ligandul traverseaza bistratul lipidic membranar. D.
Dupa traversarea bistratului lipidic, ligandul este preluat de receptor in citosolul cortical; receptorul
trece in stare activata, gata sa calatoreasca spre si sa patrunda prin porii nucleari in nucleu, pentru a
actiona asupra genei tinta. © Mircea Leabu, 2014.
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Ca sd ajunga la membrana celulei tinta, insa, liganzii trebuie sa fie purtati prin
spatiul extracelular de catre transportori miscibili cu apa, adica proteine care i leaga
in complexe specifice, mascandu-i de hidrofilicitatea mediului. Ajunsi prin aceasta
intermediere la celulele tinta, sunt eliberati la nivelul plasmalemei, permitandu-li-se
strabaterea bistratului datoritd proprietdtilor lor fizico-chimice. Mai departe
fenomenele se pot rezuma astfel: (i) pentru receptorii localizati in citosol (Fig. 3.20),
dupa formarea complexului ligand-receptor acesta este transportat in nucleu, unde
isi indeplineste functia, aceea de a modula exprimarea genelor si (it) pentru
receptorii localizati direct in nucleu, liganzii sunt condusi acolo de alte proteine
transportoare, aflate in citosol, care 1i izoleaza de hidrofilicitatea mediului
intracelular, ii translocheaza prin porii nucleari si, odata ajunsi in spatiul in care sunt
localizati receptorii, 1i transfera acestora activandu-i si declansand transcrierea
genelor tinta.

Sunt cunoscute 6 tipuri de receptori pentru liganzi lipofili: receptor pentru
cortizol, receptor pentru estrogeni, receptor pentru progesteron,
receptor pentru vitamina D, receptor pentru hormoni tiroidieni si
receptor pentru acid retinoic.

Pe langa receptorii ai caror liganzi lipofili sunt cunoscuti, exista si receptori
care au fost identificati si inclusi in clasa receptorilor nucleari doar pe baza descifrarii
secventei de ADN, fara ca ligandul lor sa fie cunoscut. Acestia au primit denumirea
de receptori nucleari orfani si sunt intens dezbituti si studiati, reprezentand
pentru comunitatea stiintifica o tinta de dezvoltare a cunoasterii, inclusiv o posibila
tinta terapeutica [7, 8].

(A) proteina 5
inhibitoare _capat
amino-terminal
capat domeniul de activare
carboxi-terminal a transcrierii
domeniul de
legare ligand domeniul de
legare la ADN
(B) ; :
proteina co-activatoare

&
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Fig. 3.21. Organizarea moleculara si modul de actiune caracteristice receptorilor pentru liganzi
lipofili. A. Receptorul in complexul inhibitor si domeniile functionale ale sale. B. Receptor activat
atasat la elementul de legare a receptorului din structura ADN (in rosu) si cu domeniul de activare a
transcrierii la nivelul genei tintd. © Mircea Leabu, 2014.
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Oricare ar fi tipul de receptor din aceasta categorie, ei prezinta unele
caracteristici structurale si functionale comune. Acestea sunt: un sit de legare a
ligandului, un sit de legare la secvente specifice din ADN si un domeniu de activare a
transcrierii (Fig. 3.21, A). Similar este si mecanismul de activare. In stare inactivi,
inainte de a interactiona cu ligandul, receptorul este cuplat la un complex proteic
inhibitor (Fig. 3.21, A). In aceasti stare complexat, inactivi, receptorul are mascate
situl de legare la ADN si domeniul de activare a transcrierii. Dupa legarea ligandului,
receptorul se desprinde de complexul de inactivare si, daca se afla initial in citosol,
este gata de transportat (translocat) in nucleu. Ajuns acolo, declanseaza fenomenele
pe care le faciliteaza si receptorii localizati permanent in nucleu, adica datorita
expunerii locului de legare la ADN, se ataseaza in zone favorabile activarii genei
specifice si prin domeniul de activare a transcrierii, devenit accesibil, procesul este
declansat (Fig. 3.21, B). Transcrierea genei si exprimarea acesteia in celula, prin
proteina codificatd, determina producerea raspunsului specific perechii respective
receptor-ligand.

3.3.2.2. Receptorii pentru liganzi hidrofili sunt cei mai numerosi si sunt
localizati la nivelul membranei celulare, expunand situl de legare a moleculei semnal
la suprafata celulei. Acesti receptori se pot imparti, in functie de tipul de mecanism
de semnalizare pe care il declanseaza, in 3 clase principale:

1. Receptori cu functie de canal ionic (deja amintitele canale comandate
chimic, de la transportul prin membrana);

2. Receptori cuplati cu proteine G heterotrimerice;

3. Receptori cu functie enzimatica sau cuplati cu enzime.

Chiar din denumirile lor se poate deduce faptul ca mecanismele prin care
receptorii la liganzi hidrofili sunt activati se caracterizeaza prin mare diversitate.
Pentru a nuanta si mai mult ideea de diversitate, in cazul receptorilor pentru liganzi
hidrofili, mentionam ca cei cu functie enzimatica sau cuplati cu enzime se clasifica, la
randul lor, in 6 tipuri:

i. Receptori cu activitate tirozin-kinazica — actioneaza direct ca enzime
atunci cand sunt activati si fosforileaza tirozine specifice din propriile structuri
(mai exact, ale partenerului de dimerizare, un alt monomer al receptorului) sau
din structura unui mic set de proteine de semnalizare, intracelulare;

ii. Receptori cuplati cu tirozin-kinaze citosolice — nu au activitate
enzimatica intrinseca, dar transmit semnalul prin asocierea directa cu proteine
intracelulare cu functie tirozin-kinazica ;

iii. Receptori cu activitate serin/treonin-kinazica — au functie enzimatica
si fosforileaza serine si/sau treonine din propriile structuri si/sau din structura
unor proteine reglatoare cu care se asociaza si care, dupa activare, moduleaza
transcrierea unor gene specifice;

iv. Receptori dependenti de o activitate histidin-kinazica — activeaza o
cale de semnalizare cu douda componente: mai intai se produce autofosforilarea
kinazei la histidina, dupa care are loc transferul gruparii fosfat unei proteine de
semnalizare secundara, efector al acestor cai;

v. Receptori cu activitate guanilat-ciclazica — au functie enzimatica si
catalizeaza, prin activarea endodomeniului, formarea directa de GMP ciclic
(GMPc) in spatiul citosolic submembranar;

vi. Receptori cu activitate fosfatazica — actioneaza ca enzime, hidrolizand
grupari fosfat grefate pe tirozine din structura unor proteine de semnalizare
intracelulare, specifice; se numesc si tirozin-fosfataze asemanatoare
receptorilor deoarece liganzii prezumtivi nu au fost inca identificati, iar
functia lor de receptori nu a fost evidentiata direct.
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Fig. 3.22. Receptor cu functie de canal, exemplificat prin receptorul pentru acetilcolina. A. in
stare inactiva, lipsa interactiunii cu ligandul, contribuie la mentinerea domeniilor transmembranare
TM2, ale complexului pentameric, in pozitii prin care obtureazd calea de trecere a ionului (sunt
prezentate in imagine numai cele doua subunitati o, ale complexului proteic ce organizeaza canalul).
B. Dupa ocuparea sitului de legare a acetilcolinei, modificarile conformationale din ectodomeniul
complexului transmembranar induc o deplasare a TM2, printr-o miscare de rasucire (directiile de rotire
sunt indicate de sageti) ce se finalizeaza cu deschiderea caii de trecere a ionului specific. © Mircea
Leabu, 2014.

Este momentul sa detaliem putin informatiile despre canalele comandate prin
liganzi, despre care am mai vorbit la subcapitolul anterior, transportul membranar.
Ne amintim ca sunt complexe proteice transmembranare, multipas cu rol in
transportul ionilor si ele functioneaza si ca receptori cu functie de canal. Un exemplu
de receptor cu functie de canal ionic a fost deja amintit la transportul prin
membrana. Este vorba de receptorul pentru acetilcolina (Fig. 3.22) de la nivelul
sarcolemei (membrana celulei musculare striate scheletale), localizat in membrana
de la nivelul sinapsei neuro-musculare. Acest receptor este un complex
transmembranar format din cinci subunitati (2a, B, y si ), fiecare cu cate patru
treceri in a-helix prin bistratul lipidic (TM1-TM4). Trei dintre aceste segmente
transmembranare sunt orientate catre lipidele bistratului (TM1, TM3 si TM4), iar
unul (TM2) catre axul pentamerului, unde se formeaza calea de trecere a ionului [5].
Ectodomeniile celor 5 subunitati sunt mari si formeaza 2 situri de legare a
acetilcolinei cu participarea in principal a celor doua subunitati o. Cand receptorul
interactioneaza cu ligandul, modificarile conformationale de la nivelul
ectodomeniului complexului atrag deplasarea TM2 la nivelul zonei transmembranare
si se deschide calea de trecere a ionului [9-11]. Organizarea descrisa mai sus si
mecanismul de actiune (Fig. 3.22) sunt valabile si pentru alte categorii de receptori
cu functie de canal aflati in membrana celulara si comandati de liganzi extracelulari.

Un alt exemplu de canal implicat in procese de semnalizare il reprezinta
receptorul pentru IP; numit si canal de calciu controlat de IP; din
membrana reticulului endoplasmic (reticul sarcoplasmic in celulele musculare), al
carui ligand este citosolic. Receptorul se gaseste intr-un numar mare de tipuri
celulare si apare in toate formele de organisme de la nematode la om. Rolul sau este
acela de a elibera Ca2+ din rezervele intracelulare, cel mai adesea din reticulul
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endoplasmic. Controleaza o mare diversitate de fenomene dependente de Ca2+, cum
ar fi contractia musculara, secretia celulara, proliferarea celulara, apoptoza,
fertilizarea, motilitatea celulara si altele. Receptorul este proteina transmembranara
cu ~2700 aminoacizi in molecula si o masa de ~300kDa. Domeniul transmembranar
implica portiunea carboxi-terminald a lantului polipeptidic, are 6 treceri in a-helix
prin bistratul lipidic prin care organizeaza canalul de calciu, trecerile 5 si 6 fiind
critice In formarea caii ionice. Canalul pentru ion se formeaza la nivelul unei
structuri tetramerice (patru monomeri de receptor pentru IP; se asociaza in
membrana pentru a forma complexul unui canal functional). Capatul amino-
terminal al proteinei monomerice, orientat catre citosol structureaza situl de 1egare a
IP3 (pand spre aminoacidul 650) si contine trei aminoacizi bazici prezenti in toate
cele trei izoforme ale receptorului: Arg-265, Lys-508 si Arg-511. Intre regiunea
responsabila de legarea ligandului si portiunea proteinei care formeaza domeniul
transmembranar, se afla o zona ampla de control si modulare a functiei receptorului
la nivelul careia se afla situri de legare a diversi modulatori cum ar fi ATP,
calmodulina sau situri de fosforilare sub actiunea unor kinaze [12-14].

Receptorii cuplati cu proteine G heterotrimerice4 (Fig. 3.23) sunt
proteine transmembranare multipas de tip I, cu 7 treceri prin planul membranei.

ectodomeniul (poate organiza
multiple situri de legare
a moleculelor semnal)

mﬁnmmﬂhm

VN

-l,-‘l

domeniul de
interactiune
cu proteina G heterotrimerica

Fig. 3.23. Organizarea transmembranara a receptorilor cuplati cu proteine G heterotrimerice.
Ectodomeniul proteinei poate organiza situri de interactiune cu o diversitate de molecule semnal.
Aceste situri se pot afla la nivelul capatului N-terminal al lantului polipeptidic, la nivelul buclelor
extracelulare, dar si in spatiul creat, pe fata externa a membranei, de domeniile transmembranare
TM3, TM5, TM6 si TM7, cu asistarea, la exterior, prin bucla dintre TM4 si TM5. La nivelul
endodomeniului, receptorul organizeaza interfata de interactiune cu proteinele G heterotrimerice.

© Mircea Leabu, 2014.

41n 2012, Robert J. Lefkowitz si Brian K. Kobilka au primit Premiul Nobel pentru chimie, pentru contributia lor
la cunoasterea acestor receptori, iar motivatia succintd a juriului a fost: "for studies of G-protein—coupled
receptors". Mai mult, anterior, in 1994, Alfred G. Gilman si Martin Rodbell au primit Premiul Nobel pentru
medicina sau fiziologie pentru studii destinate proteinelor G heterotrimerice cu urmatoarea motivatie a juriului:
"for their discovery of G-proteins and the role of these proteins in signal transduction in cells".
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Ectodomeniul receptorului este mare si structureaza situri pentru diversi
liganzi, iar endodomeniul contine situl de interactiune cu proteinele G
heterotrimerice, cat si locuri de fosforilare necesare desensibilizarii.

Organizarea transmembranard a receptorului [15] implicd expunerea la
suprafata celulei a capatului amino-terminal, iar cele sapte domenii
transmembranare (TM1 la TM7) organizeaza trei bucle externe intre TM2 si TM3,
TM4 si TM5, respectiv TM6 si TM7 (aceste bucle impreuna cu capatul N-terminal
formand ectodomeniul), ca si trei bucle interne intre TM1 si TM2, TM3 si TM4,
respectiv TM5 si TM6, bucle care, impreuna cu capatul carboxi-terminal expus pe
fata citosolicd, formeaza endodomeniul receptorului, responsabil de transmiterea
mesajului citre proteinele G heterotrimerice. In endodomeniu, bucla dintre TM5 si
TM6, ca si capatul C-terminal prezinta mare variabilitate structurala de la o forma la
alta de receptori din aceasta clasa. Pe ectodomeniu se pot afla multiple situri de
legare pentru diversi liganzi organizate fie la nivelul portiunii N-terminale a lantului
polipeptidic, fie de buclele extracelulare, fie de zone superficiale din TM3, TM5, TM6
si TM7, impreuna cu bucla extracelularda dintre TM4 si TM5 aflatd deasupra.
Diversitatea de situri de legare a unor molecule semnal explica si potentialul deosebit
al acestor receptori pentru fiziologia celulara. La aceasta se adauga diversificarea pe
care o pot asigura seturile de efectori intracelulari din diferitele tipuri de celule care
folosesc acesti receptori.

Au fost identificate circa 1000 de tipuri de receptori cuplati cu proteine G
heterotrimerice. Numarul lor mare poate fi corelat cu faptul ca recunosc si mediaza
raspunsuri la stimularea celulara printr-o gama foarte diversa de molecule semnal
(peptide si hormoni peptidici, neurotransmitatori sau mediatori lipidici) si prin
stimuli senzoriali.

Ca sa argumentam mai concludent marea diversitate a receptorilor cuplati cu
proteine G heterotrimerice, putem da drept exemplu pe cei sensibili la substantele
odorante din mucoasa nazald. Exista un numar foarte mare de receptori olfactivi
diferiti, circa 350 subtipuri in mucoasa nazald la om si aproximativ 1000 la soarece,
ceea ce explica simtul olfactiv mai dezvoltat la cel din urma.

Numarul acestor receptori este amplificat si de faptul ca pentru acelasi ligand
pot exista mai multi receptori; de exemplu exista 9 receptori activati prin adrenalina,
5 pentru acetilcolina si cel putin 15 pentru serotonina.

Succint, mecanismul de actiune al acestor receptori implica urmatoarele patru
etape:

1. legarea ligandului si activarea receptorului;

2. interactiunea receptorului activat cu proteinele G heterotrimerice si activarea
acestora prin eliberarea GDP, urmata de legarea GTP si disocierea trimerului in
subunitatea o si heterodimerul By, ambele elemente rezultate in urma disocierii
efectuand pasi independenti in semnalizare;

3. transmiterea semnalului la efectorul din aval care poate avea fie functie
enzimatica (adenilat-ciclaza, fosfolipaza C-B, GMPc-fosfodiesteraza), fie rol de
canal ionic.

4. dezactivarea proteinei G heterotrimerice prin hidroliza GTP datorata functiei
GTP-azice a subunitatii a; in acest fel, subunitatea a revine la conformatia
initiald, inactiva, cu GDP legat, forma care are mare afinitate pentru dimerul Py
cu care se reasociaza, rezultdnd structura heterotrimerica ce poate incepe un
nou ciclu.

Ca in toate celelalte procese de semnalizare, fixarea ligandului determina
reorganizarea conformatiei unor segmente transmembranare din structura
receptorului si expunerea unor motive cheie de aminoacizi la nivelul buclelor
citosolice dintre domeniile transmembranare si de la nivelul segmentului C-terminal
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al lantului polipeptidic. Aceste motive permit modularea interactiunilor
endodomeniului receptorului cu proteina G heterotrimerica. Proteinele G
heterotrimerice functioneaza ca un ,releu” ce cupleaza functional receptorul din
amonte de efectori din aval. Activarea lor de catre receptor se concretizeaza prin
schimbarea GDP cu GTP pe subunitatea o si desfacerea trimerului in Ga activata si
heterodimerul activat Gy, fiecare dintre aceste elemente activate avand propriile
roluri in cascade de semnalizare de sine statatoare (Fig. 3.24).

Receptorii cuplati cu proteinele G heterotrimerice au mecanisme diferite,
deoarece actionand asupra unor efectori diversi induc raspunsuri diferentiate, in
functie de tipul de proteina G heterotrimerica implicata si setul de efectori ai celulei
stimulate. Au fost identificate mai multe tipuri de proteine G heterotrimerice,
cunoscandu-se cam 20 subunitati o, cel putin 6 subunitati g si 12 subunitati y [16, 17]
pentru celulele mamiferelor. La om au fost evidentiate 16, 5, respectiv 11 gene diferite
care codifica subunitétile a, B siy [18]. Punctam 7 dintre aceste subunitati o
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Fig. 3.24. Initializarea semnalizarii prin receptorii cuplati cu proteine G heterotrimerice si
diversitatea de cai ce pot fi urmate. A. Complexul receptor-efector in stare inactiva. Ligandul nu
este legat pe situl specific, ceea ce mentine receptorul si heterotrimerul proteinei G in stare inactiva.
Sageata albastra indica disponibilitatea GTP de a dezlocui GDP de pe subunitatea o a
heterotrimerului. B. Ligandul legat de receptor activeaza endodomeniul care se comporta ca factor de
schimbare a GDP cu GTP pe subunitatea o a proteinei G heterotrimerice. Aceasta inlocuire
determina desfacerea complexului (sagetile rosii, duble, in contrasens) in trei elemente: receptor,
subunitatea Go activatd si dimerul By, de asemenea activat. Sunt mentionate caile ulterioare de
transmitere a semnalului pentru elementele active ale proteinei G heterotrimerice, fiind evidenta
diversitatea de modalitati de folosire de catre celule a acestei clase de receptori, ca si faptul ca
raspunsurile pot fi rapide sau lente. © Mircea Leabu, 2014.
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1. os din proteine G stimulatoare (Gs), care activeaza adenilat-ciclaza si canale de
C32+;

2. 0 pentru proteine G inhibitoare (G;), inhiband adenilat-ciclaza si activand
canale de K+;

3. 0q In organizarea proteinelor Gg, care activeaza fosfolipaza C-f3;

4. aelf in proteine G olfactorii (Goir), activand adenilat-ciclaza in neuronii olfactivi;

5. proteine G, care contin o, inhiband canale de Ca2+* si activand canale de K+ si
fosfolipaza C-p;

6. a: din proteine G; (transducina), care activeaza GMPc-fosfodiesteraza in
celulele fotosensibile cu bastonase;

7. 02, Sau oy3 din organizarea proteinelor Gi12/13, care activeaza factori de
schimbare a guanozin-nucleotidelor (abreviat GEF, de la numele englezesc
Guanine nucleotide Exchange Factors) in GTP-azele mici (numite si
proteine G mici sau proteine G monomerice) din familia Rho GTP-azelor.

Din diversitatea de fenomene controlate de receptorii cuplati cu proteinele G
heterotrimerice alegem doua pentru exemplificare, ambele folosind ca efector
adenilat-ciclaza si ca mesager secund adenozin-monofosfatul ciclic (AMPc),
produs din ATP de enzima mentionatd. Prin actiunea adenilat-ciclazei, dintr-o
moleculd de ATP rezultd o moleculda de AMPc cu eliberarea de pirofosfat. Cele doua
fenomene alese pentru detaliere vizeaza raspunsurile rapide (prima exemplificare),
respectiv raspunsurile lente (a doua exemplificare), ambele fiind dependente de
protein-kinaza A activata de AMPc (Fig. 3.25, A).

Raspunsul rapid ales pentru exemplificare (Fig. 3.25, B) se refera la
modularea metabolismului glicogenului in muschiul striat scheletal si controleaza
homeostazia glucozei in celulele acestui tesut. Mecanismul este declansat de
protein-kinaza A, efector al cascadei pornite de receptorul cuplat cu proteine G
heterotrimerice din sarcolema (membrana celulei musculare). Protein-kinaza A este
activata de AMPc, produs de adenilat-ciclaza, care este efectorul din amonte stimulat
de subunitatea a a proteinelor G heterotrimerice, dupa primirea semnalului de cétre
celula.

Activarea protein-kinazei A implica desprinderea subunitatilor catalitice de
cele inhibitoare care le impiedica sa actioneze in absenta AMPc (asa cum se prezinta
in Fig. 3.25, A). Asadar, cand adenilat-ciclaza este activata de stimularea receptorilor
cuplati cu proteina G heterotrimerica are loc formarea de AMPc care interactioneaza
cu subunitatile inhibitoare din complexul de repaus, inactiv al protein-kinazei A.
Interactiunea cu AMPc schimba conformatia subunitatilor inhibitoare, iar
subunitatile catalitice se elibereaza, cu situl kinazic activ. Odata activata, protein-
kinaza A tinteste enzimele implicate in metabolismul glucozei, inhiband formarea
glicogenului  (glicogenogeneza) si favorizand eliberarea monozaharidului
(glicogenoliza).

Eliberarea glucozei se face sub forma de glucozo-1-fosfat, ca urmare a unui
proces celular ce incepe cu activarea fosforilaz-kinazei, prin fosforilarea indusa de
protein-kinaza A. Fosforilaz-kinaza fosforilata (asadar in forma activatd), transmite
informatia, mai departe, la glicogen-fosforilaza. Glicogen-fosforilaza este activata,
prin fosforilare, de catre fosforilaz-kinaza si actioneaza asupra depozitelor de
glicogen, eliberand glucozo-1-fosfatul. Glucozo-1-fosfatul astfel eliberat este convertit
in glucozo-6-fosfat si intra sub aceastd forma in procesul de glicoliza. Asadar,
procesul de eliberare a glucozei din glicogen face parte din fenomenele de raspuns
rapid induse de receptorii cuplati cu proteinele G heterotrimerice.
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Fig. 3.25. Cai de semnalizare induse de receptorii cuplati cu proteine G heterotrimerice, avand
adenilat-ciclaza ca efector. A. Mesagerul secund produs de activarea adenilat-ciclazei, AMP ciclic,
se leaga de elementele subunitatii reglatorii, ducand la desprinderea acestora de subunitatile
catalitice ale protein-kinazei A care devine activa. B. Exemplu de raspuns rapid, prin care se
controleaza depozitele de glucoza reprezentate de incluziunile de glicogen. Protein-kinaza A
activeaza fosforilaz-kinaza, care, la randul sau, stimuleaza glicogen-fosforilaza. Glicogen-fosforilaza
activata elibereaza glucoza din glicogen sub forma fosforilata la hidroxilul glicozidic. Glucozo-1-
fosfatul, astfel mobilizat din depozitul de glicogen, intra in procesul de glicoliza, contribuind la
metabolismul energetic celular. C. Exemplu de raspuns lent, prin care se moduleaza exprimarea unor
gene. Protein-kinaza A activata in citosol este translocata in nucleu unde activeaza, prin fosforilare,
CREB, proteina specifica pentru elemente (secvente de ADN) de raspuns la AMPc. CREB astfel
activat se leaga de secventa specifica si recruteaza CBP declansand transcrierea genei tintd. N.B. In
figura nu este sugerata complexitatea transportului din citosol in nucleu a protein-kinazei A, prin porul
nuclear, fenomen care este el insusi bine controlat si reglat de celuld prin intermediul complexului
proteic al porului care este prezent in figura, in mod schematic. © Mircea Leabu, 2014.

GLICOLIZA

Dar, asa cum am mentionat, activarea receptorilor cuplati cu proteine G
heterotrimerice poate induce si raspunsuri celulare lente (Fig. 3.25, C). Astfel de
raspunsuri, mediate tot de protein-kinaza A (activata de cresterea concentratiei de
AMPc), presupun transcrierea unor gene specifice si se deruleaza pe parcursul unor
intervale de timp de ordinul orelor, si nu de ordinul secundelor asa cum se intampla
in cazul raspunsurilor rapide. Numeroase gene, a caror transcriere este activata de
AMPec, prezinta in regiunea reglatoare secvente scurte de ADN denumite elemente de
raspuns la AMPc sau CRE (abreviere de la termenul din limba engleza Cyclic AMP
Response Element). Aceste secvente sunt recunoscute de factorul transcriptional
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CREB (de la CRE-Binding protein) ce este substrat al protein-kinazei A. Asadar,
protein-kinaza A, activata de AMPc, fosforileaza proteina nucleara CREB (la
hidroxilul unei serine), iar, ulterior, proteina CREB fosforilata recruteaza un
coactivator transcriptional denumit CBP (de la CREB-Binding Protein), stimuland
transcrierea genelor tinta. Factorul transcriptional CREB este implicat intr-o mare
diversitate de procese celulare: proliferare, supravietuire, diferentiere, raspunsuri
adaptative, homeostazia glucozei, spermatogeneza, reglarea raspunsurilor imune,
plasticitatea sinaptica asociata cu memorizarea, reglarea ritmului circadian, dar este
implicat si in procese mai putin fiziologice, cum este dezvoltarea dependentei de
droguri [19-21].

Pentru o mai corecta si completa intelegere a rolului protein-kinazei A in
semnalizare, citeva aspecte sintetice meritd subliniate. In primul rand, faptul ca
activarea protein-kinazei A de catre AMPc presupune o modificare a structurii
cuaternare a acesteia. Astfel, in stare inactiva protein-kinaza A este alcatuita din
doua subunitati catalitice si doua subunitati reglatoare (Fig. 3.25, A). AMPc se leaga
de subunitatile reglatoare, modificandu-le conformatia si determinand eliberarea
subunitatilor catalitice. Subunitatile catalitice eliberate actioneazia mai departe,
fosforiland resturi de serina sau treonina atat la proteine tinta din citoplasma (de
exemplu fosforilaz-kinaza) cat si la proteine din nucleu (de exemplu proteina CREB).
Un alt aspect ce trebuie subliniat este faptul ca protein-kinaza A nu mediaza absolut
toate efectele AMPc de la nivel celular. De exemplu, in neuronii olfactivi AMPc
activeaza direct anumite canale ionice din membrana celulara, fara interventia
protein-kinazei A [22-24].

In sfarsit, tot pentru extinderea informatiilor, a cunoasterii si, de ce nu, a
intelegerii sa punctam cateva aspecte legate de adenilat-ciclaza. Exista cel putin 8
izoforme de adenilat-ciclaze membranare, clasificate in patru grupe in functie de
mecanismele reglatorii care le guverneaza activitatea [25], dar au fost identificate si
forme solubile ale acestei enzime [26]. Incercind o sintezi a ceea ce se cunoaste
despre formele membranare ale acestui efector intracelular, putem spune ca
adenilat-ciclaza este o proteina integrala cu 12 treceri prin bistrat, notate cu TM1 la
TM12 [25, 27]. Ambele capete terminale (amino, respectiv carboxil) ale lantului
polipeptidic se afla pe fata citosolica a bistratului lipidic membranar. Dincolo de
aceste elemente grosiere de organizare, se cunoaste faptul cd cele 12 segmente
transmembranare sunt grupate in doua blocuri: primele 6 intr-un prim bloc, urmat
de o bucla citosolica generoasd de cel putin 400 de aminoacizi (componenta
importanta a endodomeniului), urmata de al doilea bloc transmembranar cu celelalte
6 segmente care strabat bistratul lipidic, iar capatul carboxi-terminal, de asemenea
amplu, contribuie semnificativ la endodomeniu, in timp ce celelalte bucle citosolice
sunt mult mai mici. La organizarea endodomeniului participa substantial si
portiunea N-terminala a lantului polipeptidic, avand o lungime semnificativa. Pe
bucla citosolicd ce urmeaza primului bloc transmembranar exista o portiune de
aproximativ 230 de aminoacizi (notata Cia) care prezinta omologie de aproape 40%
cu un fragment al portiunii citosolice C-terminale (notatd C2a), aceste douad
segmente ale lantului polipeptidic (portiuni ale endodomeniului) fiind responsabile
de organizarea sitului catalitic [25]. Ectodomeniul este mai putin abundent, dar
contine situri N-glicozilate pe buclele dintre TM9 si TM10 (Asp805), respectiv TM11
si TM12 (Asp890). Interesant este de remarcat cd aceste structuri glucidice
influenteaza activitatea catalitica a adenilat-ciclazei deoarece eliminarea lor afecteaza
functia enzimei [27], ceea ce sugereaza posibilitati de modulare extracelulara. Aceste
informatii reprezintd argumente suplimentare asupra diversitatii si complexitatii
mecanismelor celulare potentiale in care este implicata adenilat-ciclaza.

125



Mircea Leabu si Marina T. Nechifor — Biomembranele, unitate in diversitate

Sa nu uitdm ca suntem la o discutie asupra diversitatii de fenomene de
semnalizare declansate de receptorii cuplati cu proteine G heterotrimerice si la
exemplificari pentru tipuri de raspunsuri rapide, versus tipuri de raspunsuri lente.

Un alt raspuns rapid, declansat de receptorii cuplati cu proteine G
heterotrimerice, se datoreaza activarii fosfolipazei C-Bf prin subunitatea o a
efectorului din prima linie. Aceastd cale de semnalizare duce la declansarea
cascadei fosfoinozitidelor (vezi Fig. 2.9) si se afla printre primele fenomene de
semnalizare descifrate. Fosfatidilinozitolii sunt mai intai fosforilati succesiv la
hidroxilii din diversele pozitii ale inozitolului (de exemplu la hidroxilii din pozitiile 4
si 5). Apoi, fosfolipaza C-p, specifica pentru fosfoinozitide, scindeaza
fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfatii la inozitol-1,4,5-trisfosfat (IP3) si diacilgliceroli. IP;
difuzeaza rapid de la nivelul membranei celulare in citosol, activand canale de calciu
comandate chimic aflate in membrana reticulului endoplasmic/sarcoplasmic,
determinand eliberarea de Ca2* din lumenul organitului si cresterea concentratiei
acestuia in citosol. Cresterea concentratiei citosolice de Ca2+ determina efecte
diverse, in functie de tipul celulei. In celulele musculare striate cardiace, IP; deschide
canalul de calciu activat chimic din membrana reticulului sarcoplasmic, determinand
contractia musculara.

Moleculele mici de tipul AMPc sau IP; cu rol in transmiterea semnalelor
dinspre receptori catre efectori sunt denumite mesageri secunzi.s

Diacilglicerolul eliberat din fosfatidilinozitol-trisfosfati are, la randul sau,
doua potentiale roluri in semnalizare, actionand si el ca mesager secund si inducand
raspunsuri lente.

Pe de o parte, poate activa protein-kinaze C, efectori cu activitate
serin/treonin-kinazica dependenta de Ca2+ (de unde si numele de protein-kinaze C).
Activarea protein-kinazelor C are loc dupa recrutarea acestora din citosol la nivelul
fetei citoplasmatice a membranei celulare. Aceasta recrutare este dependenta de
cresterea concentratiei citosolice de Ca2+. Ajunse la nivelul fetei citoplasmatice a
membranei, protein-kinazele C sunt activate prin efectul cumulat al Caz2+,
diacilglicerolului si fosfatidilserinelor (fosfolipide anionice prezente, in conditii
normale, numai in foita interna a bistratului). Activarea protein-kinazelor C este
urmata de fosforilarea unei diversitati de efectori, diferind de la un tip la altul de
celula si declansand o diversitate de raspunsuri.

Alt posibil rol al diacilglicerolului este acela de a elibera (sub actiunea
fosfolipazelor A2) un alt compus care, prin metabolizare, duce la formarea de
molecule implicate in fenomene de semnalizare. Fosfolipazele A2 elibereaza acidul
arahidonic din compozitia diacilglicerolului. Acest acid gras cu patru duble legaturi
este apoi prelucrat de enzime specifice la patru categorii de molecule mesager cu rol
in semnalizari autocrine sau paracrine:

(i) prostaglandine (molecule mesager cu actiune autocrina sau paracrina);

(ii) prostaciclina (moleculd mesager cu actiune paracrina produsa de celulele
endoteliale);

(iii) tromboxani (mesageri cu actiune paracrina produsi de plachete);

5A se remarca faptul ca atat efectorii celulari, cat si mesagerii secunzi fac acelasi lucru: preiau semnalul din
amonte si 1l transmit in aval. Folosirea a doua sintagme: efectori intracelulari, respectiv mesageri secunzi este
insa indreptatita si diferentiaza intre compusi de natura polipeptidica (proteine, deci macromolecule) implicate in
procesele de semnalizare si compusi de greutate moleculard mica si de diverse naturi biochimice, inclusiv ioni, ce
participi in desfisurarea proceselor de semnalizare. In plus, este de remarcat ci sintagma corecti, in contextul
semnalizérii celulare, este aceea de mesageri secunzi, nu secundari, pentru a evidentia faptul ci sunt la fel de
importanti in derularea eficienta si corectd a procesului de semnalizare ca toate celelalte elemente implicate. Este,
dacd vreti similar cu terminologiile din marina: vorbim de capitan secund si nu secundar, tocmai pentru
importanta functiei, aceea de a suplini activitatea superiorului cand acesta devine indisponibil. Singura deosebire
este ca in semnalizarea celulara mesagerii secunzi nu suplinesc alti factori implicati de drept.
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(iv) leucotriene (molecule mesager evidentiate a fi produse de leucocite — de
unde si denumirea: triene produse de leucocite — dar si de alte celule ale
sistemului imunitar, cu actiune tot in semnalizarea autocrina sau paracrina).

Primele trei categorii sunt formate pe calea ciclo-oxigenazelor, cea de-a patra
pe calea lipo-oxigenazei. Toti acesti metaboliti ai acidului arahidonic fac parte din
clasa eicosanoizilor si actioneazd in reactiile inflamatorii si in producerea
senzatiilor de durere. Medicamentele antiinflamatorii (aspirina, antiinflamatoarele
nesteroidice sau cortizonul) actioneaza prin inhibarea producerii de eicosanoizi.

De remarcat cd, in exemplele de mecanisme amintite mai sus, am introdus
notiunea de efector intracelular. Se deduce ca numim efector intracelular orice
proteina implicata in mecanismele de semnalizare celulara care primeste mesajul
din amonte, activandu-se si il transmite in aval stimuland urmatorul partener din
proces. In amonte de un anumit efector se poate afla receptorul insusi, un mesager
secund sau un alt efector activat.

Mergem mai departe incercand sa exemplificam si celelalte tipuri de receptori
pentru liganzi hidrofili.

Receptorii cu activitate guanilat-ciclazica sunt si ei de o mare
diversitate [24]. Trebuie mentionat ca pentru declansarea mecanismelor de
semnalizare acesti receptori dimerizeaza dupa legarea ligandului [28].

Ca exemplu de receptor cu activitate guanilat-ciclazica mentionam
receptorul pentru factorul natriuretic atrial. In plimanul bovin, de exemplu, acesta
este o glicoproteina transmembranara, unipas, tip I, cu masa moleculara de ~135kDa
care, dupa legarea ligandului pe ectodomeniu, activeaza domeniul guanilat-ciclazic
din endodomeniu [29]. De remarcat ca endodomeniul receptorului contine si un
domeniu omolog kinazic a carui menire nu este cunoscuta, dar sunt dovezi
experimentale care indica faptul ca acesta este implicat in modularea/reglarea
activitatii receptorului [28, 30]. Guanozin-monofosfatul ciclic (GMPc) format este
mesagerul secund care transmite semnalul unor protein-kinaze dependente de GMPc
(G-kinaze) care fosforileaza specific la Ser sau Thr proteine efectoare din aval
necesare credrii raspunsului celular. Efectele factorului natriuretic atrial (se numeste
asa deoarece este secretat de cardiomiocitele atriale) sunt: stimularea eliminarii de
sodiu si apa la nivelul rinichilor si relaxarea celulelor musculare netede din peretele
vascular, ambele conducand la reducerea tensiunii arteriale.

Receptorii cu activitate tirozin-kinazica sunt cei mai numerosi, din
datele de care dispunem in acest moment, intre receptorii suprafetei celulare din
clasa receptori cu functie enzimatica sau cuplati cu enzime. Ei se
caracterizeaza printr-o mare diversitate structurald acoperind semnalizarea celulara
prin cea mai mare parte a factorilor de crestere cunoscuti. Acesti receptori sunt
divizati in 20 de subfamilii, caracterizandu-se prin acelasi domeniu omolog cu
activitate tirozin-kinazica [31, 32]. Primul identificat a fost receptorul la factorul de
crestere epidermal (EGF). Ligandul acestui receptor este un peptid de ~6kDa, cu 53
aminoacizi in structura.

De reguld, receptorii cu activitate tirozin-kinazica (Fig. 3.26) sunt proteine
transmembranare unipas, tip I, care exista ca monomeri in stare libera (face exceptie
receptorul la insulind, aflat sub forma de dimeri, legati prin punte disulfuricd), iar
dupa interactiunea cu ligandul dimerizeaza. Domeniul transmembranar este
structurat in a-helix si contine intre 28 si 35 de aminoacizi. in ciuda diversitatii lor,
exista cateva trasaturi comune reprezentate prin anumite domenii structurale relativ
bine conservate. O trasatura comuna la nivelul portiunii citosolice este reprezentata
de o zona cu activitate tirozin-kinazica (domeniu tirozin-kinazic). Ectodomeniul
(domeniul extracelular) reprezinta o portiune semnificativa a lantului polipeptidic cu
capatul N-terminal al acestuia si este glicozilat. La nivelul ectodomeniului se pot gasi
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domenii repetitive bogate in leucina, domenii bogate in cisteine, domenii repetitive
fibronectinice de tip III sau domenii de tip imunoglobulinic. Existenta unor
asemenea domenii reprezinta o posibilitate de clasificare a acestor receptori in familii
si subfamilii. In acest moment existi o clasificare pe baza tipului de ligand cu care
receptorii interactioneazd. Pe de altd parte, pe baza asemanarilor structurale
receptorii tirozin-kinazici se pot include in superfamilii de proteine. Receptorii cu
domenii de tip imunoglobulinic sunt inclusi in superfamilia imunoglobulinelor.

(A) (B)
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Fig. 3.26. Organizarea domeniilor si modul de activare a receptorilor cu activitate tirozin-
kinazica. A. Receptorii in absenta interactiunii cu ligandul sunt in stare inactivd si sub forma
monomerica Tn membrana. Au domeniul transmembranar format dintr-un singur o-helix.
Ectodomeniul poarta situl de legare a ligandului si unitati repetitive fie de acelasi tip (cum apare in
figura), fie Tn combinatii de diferite tipuri (vezi in text despre ce tipuri de unitati repetitive este vorba).
Endodomeniul prezintd domeniul kinazic si o portiune care poate lega efectori dupa activare. B.
Legarea ligandului determina dimerizarea si activarea receptorului prin trans-fosforilare. Trans-
fosforilarea (reprezentata prin simbolul P din cercurile cu fond de culoare magenta) se poate efectua
atat la nivelul domeniului kinazic (sporind activitatea catalitica), cat si la nivelul altor tirozine din
portiunea de legare a efectorilor. Dupa aceste fosforilari, efectorii se leaga prin domeniile SH2, fiind
activati si transmiténd astfel semnalul in aval. C. Este sugerata diversitatea de cai de semnalizare
declansate de receptorii cu activitate tirozin-kinazica si efectele pe care acestea le pot induce. ©
Mircea Leabu, 2014.
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CASETA 3.1. Proteina Src si domeniile modulare de legare, de tip SH

Proteina Src (prescurtarea este de la sarcoma si in lumea stiintifici se pronunta ,sarc”, adica in
conformitate cu pronuntia englezeasca a abreviatiei, intrucat "r” se pronunta “ar”) este o proteina
cu activitate kinazica, ce este codificatd de proto-oncogena c-src, similara oncogenei virale v-src
(identificata la virusul sarcomei Rous). Src joaca un rol important in reglarea dezvoltarii
embrionare si a cresterii celulare. in celulele mamiferelor au fost identificate 11 tipuri de proteine
cu secvente omoloage si particularitati comune cu cele ale proteinei Src [33]. Ele formeaza o
familie de proteine cunoscute sub numele de kinazele familiei Src. Reprezentantii acestei familii de
kinaze interactioneaza cu numeroase proteine citosolice, nucleare si membranare pe care le
modifica prin fosforilare pe resturi de tirozina, specifice. Prin exercitarea functiei protein-tirozin-
kinazice, membrii familiei de proteine Src regleaza o mare diversitate de procese celulare: crestere
celulara, diviziune, diferentiere, supravietuire, moarte celulara programata, raspunsuri imune,
adeziune celulard, motilitate si endocitoza. Controlul strict al activitatii lor este esential pentru
functionarea celulara normald, dereglarea activitatii lor fiind incriminata in etiologia unor forme
de cancer.

Protein kinazele apartinand familiei Src au o organizare structurald multimodulara: (i) o regiune
N-terminala care, prin miristilare si/sau palmitilare, asigura ancorarea mai ferma a endoproteinei
la bistratul lipidic si mentinerea ei la nivelul fetei citosolice a membranei celulare, (i7) un domeniu
SH3 prin intermediul caruia se fixeazd de motive structurale bogate in resturi de prolind din
structura partenerilor de interactiune, (iii) un domeniu SH2 care recunoaste secvente scurte de
aminoacizi ce includ tirozina fosforilata, (iv) un domeniu cu functie kinazica (abreviat SH1) si (v) o
regiune C-terminald importanta pentru reglarea activitatii kinazice [34, 35].

Mentiondm ca domeniile SH reprezinta structuri modulare ce au fost identificate ulterior la
numeroase clase de proteine celulare implicate in lanturi de semnalizare.

Mecanismul de principiu prin care acesti receptori functioneaza ar putea fi
sintetizat prin urmatoarele etape:

1. Legarea ligandului atrage atat activarea domeniului catalitic de la nivelul
portiunii citoplamatice, cat si dimerizarea receptorilor datorita modificarilor
conformationale pe care le induce (in cazul receptorului la factorul de crestere
derivat din plachete, prescurtat PDGF — de la ,Platelet-Derived Growth
Factor” — ligandul este dimer si dimerizarea receptorului este atrasa de aceasta
caracteristica a factorului de crestere);

2. Activarea si dimerizarea realizeaza conditiile unor autofosforilari incrucisate
(trans-autofosforilare) la multiple tirozine ale domeniilor citosolice ale
receptorului. Procesul de autofosforilare are loc la nivelul a doua tipuri de
tirozine: (2) tirozine localizate in domeniul kinazic, a caror fosforilare determina
o crestere marcanta a activitatii kinazice si (it) tirozine aflate in afara
domeniului kinazic, care servesc ca situri de ancorare pentru un mare numar de
proteine implicate in procesul de semnalizare. Majoritatea siturilor de
autofosforilare tirozinica sunt localizate in regiunile necatalitice ale domeniului
citosolic;

3. Atragerea si interactiunea cu proteine de semnalizare intracelulare (efectori
enzimatici, proteine adaptoare sau proteine reglatoare) care contin domenii
omoloage Src de tip 2, abreviate prin domenii SH2, cu SH de la Src
Homology (pentru ca au fost evidentiate pentru prima oara la proteina Src).
Tirozinele modificate prin fosforilare reprezinta zonele de interactiune cu
domeniile SH2 (vezi CASETA 3.1). Asadar, proteinele de semnalizare, care se
leaga de tirozinele fosforilate din domeniul citoplasmatic al receptorilor
activati, pot fi: efectori enzimatici, proteine adaptoare, respectiv proteine
reglatoare. Toate acestea au structuri si functii diferite, dar au drept
caracteristica structurald, comuna prezenta domeniilor SH2;

4. Activarea efectorilor legati prin SH2, care inseamna transmiterea semnalului in
aval, prin diferite mecanisme dependente de natura proteinelor cu domenii
SH2 recrutate la nivelul tirozinelor fosforilate din domeniul citoplasmatic al
receptorilor. Astfel, mecanismele de transmitere a semnalului in aval constau in
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activarea efectorilor enzimatici, respectiv in structurarea unor complexe de
semnalizare prin intermediul proteinelor adaptoare, toate evenimentele fiind
dependente de domenii SH2. Domeniile SH2 sunt implicate chiar si in
atenuarea semnalului, atunci cand aceasta este facutd prin declansarea
endocitozei urmata de sortarea compusilor internalizati la nivelul endozomilor
timpurii, pentru corecta lor directionare catre lizozomi si degradare.

Din categoria efectorilor enzimatici, altii decat kinazele Src, care au fost deja
amintite, mentionam fosfolipaza C-y, enzima care prezinta doud domenii SH2. Dupa
legarea la receptorul activat, fosfolipaza C-y declangeaza calea semnalizarii prin
fosfoinozitide, asa cum a fost prezentat mai sus in cazul fosfolipazei C-f. Asadar,
cascada fosfoinozitidelor poate fi declansata atat prin activarea receptorilor cuplati
cu proteine G heterotrimerice, cu implicarea fosfolipazei C-f3, cat si prin activarea
receptorilor tirozin-kinazici cu implicarea fosfolipazei C-y.

Alt efector cu activitate enzimatica este fosfatidilinozitol 3’-kinaza
(abreviat PI3K, de la numele englezesc). Are tot doua domenii SH2, contribuie dupa
activare la formarea unor derivati de fosfatidilinozitoli [fosfatidilinozitol 3-fosfat,
fosfatidilinozitol (3,4)-bisfosfat sau fosfatidilinozitol (3,4,5)-trisfosfat]. Desi PI3K
este acceptat cd actioneaza in reglarea proliferarii celulare, ca si in dinamica
morfologiei celulare si motilitate, detaliile mecanismelor acestor procese sunt
departe de a fi pe deplin elucidate.

Proteinele adaptoare reprezinta alta categorie de proteine cu domenii SH2
care interactioneaza cu receptorii tirozin-kinazici activati. Acestea nu au activitate
catalitica, dar au functie de proteine platforma si mediaza asocierea fizica dintre
receptorii fosforilati si alti efectori din aval. Proteinele adaptoare au in structura lor
cel putin doua domenii SH care mediaza interactiuni proteina-proteina. Se considera
ca proteinele adaptoare pot juca in afara rolului structural de punte de legatura si un
rol in procesarea semnalului, prin optimizarea amplitudinii si duratei raspunsului la
stimuli.

Un exemplu de proteind adaptoare este Grb2 (de la Growth factor receptor
bound protein 2). Grb2 face legatura, in sens fizic, intre receptorii pentru factorii de
crestere si o cale de semnalizare cunoscuta sub numele de calea Ras-MAPK (Ras de

la Rat sarcoma sau de la Retrovirus-associated DNA Sequences, si MAPK de la

Mitogen-Activated Protein Kinase) prin intermediul domeniilor SH din structura
sa. Grb2 are un domeniu SH2 si douda domenii SH3. Asadar, Grb2 se fixeaza cu
domeniul SH2 de receptorul tirozin-kinazic activat si foloseste domeniile SH3 pentru
a recruta alte proteine in complexul de semnalizare (proteine care au in structura lor
motive bogate in resturi de prolind). O astfel de proteind recrutatd de Grb2 este
proteina Sos (de la Son-of-sevenless). Sos are un domeniu C-terminal bogat in
prolind prin intermediul caruia interactioneaza cu domeniile SH3 al proteinei Grb2 si
un alt domeniu, denumit Ras-GEF (GEF de la Guanosine nucleotide Exchange
Factor), prin intermediul caruia interactioneaza cu proteina Ras. Asadar
proteinele cu domenii modulare SH participa la structurarea unor complexe de
semnalizare multiproteice, in cadrul carora proteina Ras, dupa cum vom vedea in
continuare, joaca un rol foarte important.

O alta categorie de efectori pe care o amintim este cea din superfamilia careia
ii apartine si Ras. Este vorba de GTP-azele mici [36]. GTP-azele mici sunt proteine
monomerice cu 0 masa moleculara in jur de 25kDa care au proprietatea de a lega
GTP pe care il hidrolizeaza, datorita functiei lor GTP-azice intrinseci (viteza reactiei
de hidroliza a GTP datorata functiei GTP-azice intrinseci este foarte mica), dar mai
ales cu concursul unor proteine care activeaza hidroliza GTP, notate simbolic cu
GAP, de la GTP-ase-Activating Protein. GTP-azele mici sunt activate cat timp
contin GTP si se inactiveaza dupd hidroliza acestuia. Datorita capacitatii lor de a
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trece ciclic din stare activa in stare inactiva sunt cunoscute si sub numele de
,comutatori moleculari”. In ciclul de activare-inactivare mai participa si alte proteine
partenere si anume factorii de schimbare a guanin-nucleotidului, notate simbolic cu
GEF, de la Guanine nucleotide Exchange Factors. GEF stimuleaza schimbul GDP cu
GTP, asadar determina activarea GTP-azei mici. Cand nu este nevoie de functia lor,
GTP-azele mici sunt localizate in citosol, complexate cu o proteind inhibitoare
numita inhibitor de disociere a guanozin-nucleotidului, prescurtat GDI, de

la Guanine nucleotide Dissociation Inhibitor. Cel mai adesea activarea GTP-azelor
mici este insotitd de recrutarea lor la nivelul membranelor (plasmalema sau
endomembrane), recrutare favorizata si de acilare (palmitilare si prenilare) [37]. Din
superfamilia GTP-azelor monomerice fac parte reprezentanti ai familiilor de proteine
Ras, Rab, Rac, Ran, Rho. Dintre acestea numai familiile Ras si Rho au legatura cu
receptorii suprafetei celulare. Un alt rol al GTP-azelor este acela de a participa la
controlul corectitudinii traficului structurilor membranare in celuld, cum ar fi traficul
dintre reticulul endoplasmic si aparatul Golgi sau traficul veziculelor de secretie catre
si ancorarea acestora la membrana celulara (vezi si Fig. 3.14, A).

Revenind la complexul de semnalizare structurat prin participarea proteinelor
cu domenii SH, rezumam secventa de evenimente:

(1) activarea receptorului tirozin-kinazic este indusa de fixarea ligandului, fiind
insotita de dimerizare si fosforilarea unor tirozine din endodomeniul
partenerului de dimerizare;

(i1) tirozinele fosforilate servesc ca situri de recrutare a proteinelor cu domenii
SH2 (de exemplu Grb2), care la randul lor recruteaza alti participanti
(pentru Grb2 este vorba de poteina Sos, care este plasata in vecinatatea Ras
astfel incat functia de GEF, sa poata media schimbul nucleotidic GDP cu
GTP);

(ii1) forma activa Ras-GTP initiaza calea de semnalizare Ras-MAP kinazica (un
sistem enzimatic de tip “releu” ce implica o cascada de reactii catalizate de
protein kinaze ce se activeaza secvential).

Pe langa efectorii enzimatici si proteinele adaptoare, de receptorii tirozin-
kinazici activati se pot lega (prin intermediul domeniilor SH2) si proteine reglatoare
care atenueaza procesul de semnalizare, printr-un mecanism de reactie negativa. Un
exemplu in acest sens este proteina c-Cbl (abreviatie de la Casitas B-cell
lymphoma). Aceasta proteina se poate atasa de receptori tirozin-kinazici activati (de
exemplu de receptorul pentru factorul de crestere epidermal, abreviat EGF) si
determina modificarea covalentd a acestora prin ubiquitinare. Mai precis, c-Cbl
catalizeaza grefarea covalenta a cate unei singure molecule de ubiquitina (proces
denumit mono-ubiquitinare) in unul sau mai multe situri din structura receptorului.
Mono-ubiquitinarea promoveaza endocitoza si degradarea receptorului in lizozomi,
aceastda modificare mediatd de proteina c-Cbl fiind asadar responsabild de atenuarea
semnalului [38]. Ubiquitina este o proteina inalt conservata in decursul evolutiei
speciilor si are roluri multiple in celula (vezi CASETA 3.2).

Receptorii cuplati cu tirozin-kinaze citosolice includ o mare diversitate
de proteine transmembranare. Din aceastd categorie fac parte receptorii pentru
hormonii de crestere, cei pentru citokine, receptorii specifici antigenelor
(receptorii pentru antigene) din limfocitele T si B devenite imunocompetente.

Mecanismul de actiune a acestor receptori implicd dimerizarea/multimeri-
zarea receptorului, dupa legarea ligandului, aceasta inducand activarea si
transmiterea semnalului prin tirozin-kinaze citosolice asociate. Mai bine cunoscute
sunt tirozin-kinazele citosolice din familia Src, in timp ce cele din familia Janus,
relativ de curand descrise, sunt mai putin cunoscute.

131



Mircea Leabu si Marina T. Nechifor — Biomembranele, unitate in diversitate

CASETA 3.2. Ubiquitina si ubiquitinarea cu multiplele ei roluri

Ubiquitina este o proteini alcatuita din 76 de aminoacizi (8,5 kDa), extrem de bine conservata
din punct de vedere filogenetic. Ubiquitina se poate fixa covalent de proteine tinta sub forma de
mono-, multi- si poli-ubiquitind. Aceste modificiri post-traducere determina localizarea,
functionalitatea si stabilitatea proteinelor respective [39]. Una dintre cele mai studiate functii ale
ubiquitinei se refera la reglarea proteolizei. Astfel, conjugarea mai multor molecule de ubiquitina
la o proteina tinta prin poli-ubiquitinare (constand in grefarea unor catene liniare formate din 4-6
molecule succesive de ubiquitind) marcheaza proteina respectivd pentru degradare. Aceasta
degradare are loc in proteazom, organit nedelimitat de endomembrane, sub actiunea complexului
proteolitic ATP-dependent, major al celulei. Ubiquitinarea poate sa determine pe langa degradarea
proteolitica si alte “destine” ale proteinelor tintd. De exemplu, modificarile prin mono-ubiquitinare
servesc ca semnal de recunoastere in traficul de membrane, endocitoza, repararea ADN si in
exportul nuclear [40]. Atragem atentia cd trebuie ficutd diferenta intre termenul de poli-
ubiquitinare (grefarea de ubiquitine legate succesiv, deci a unor lanturi de ubiquitine) si multi-
ubiquitinare (care constd in mono-ubiquitindri multiple, deci in grefarea cate unei singure
molecule de ubiquitind in mai multe locuri de pe proteina tinta).
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Fig. 3.27. Calea de semnalizare JAK/STAT aferenta receptorilor cuplati cu protein-kinaze
citosolice. A. in absenta interactiunii cu ligandul, receptorul inactiv poartd pe endodomeniu JAK
inactiv. B. Legarea Ilgandulw la receptor determina dimerizarea receptorului, ceea ce permite trans-
fosforilarea moleculelor JAK, care se activeaza astfel si determina fosforilarea siturilor de legare a
efectorului, pe endodomeniile receptorilor din dimer (simbolul P in cercurile pe fond magenta). C.
Fosforilarea receptorilor determina legarea efectorului STAT care este fosforilat de JAK activat. D.
Moleculele STAT fosforilate se desprind de complexul receptor stimulat-JAK activat sub forma unui
dimer de STAT activ. Sub aceasta forma, dimerul STAT fosforilat este translocat in nucleu unde
determina transcrierea unor gene specifice. © Mircea Leabu, 2014.
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Tirozin-kinazele citosolice fosforileaza o multitudine de efectori, transmitand
mesajul primit de celula in aval, pentru inducerea raspunsului celular adecvat. Calea
JAK-STAT (abreviatiile efectorilor vin de la Janus kinase®-Signal Transducer and
Activator of Transcription) este un exemplu pentru asemenea mecanisme de
semnalizare (Fig. 3. 27), care se finalizeaza prin transcrierea unor gene, cum se
intampla la semnalizarea indusa de eritropoietind, hormonul de crestere sau
prolactina [41, 42]. Activarea caii de semnalizare JAK-STAT de catre citokine /factori
de crestere/hormoni poate stimula proliferarea celulara, diferentierea, migrarea
celulara sau apoptoza. Aceste evenimente celulare sunt esentiale pentru
hematopoieza, raspunsurile imune, dezvoltarea glandei mamare, lactatie si diverse
alte procese celulare. Dereglarea transmiterii semnalului pe calea JAK-STAT, asa
cum se poate anticipa cu usurinta, este insotita de o serie de manifestari patologice:
procese inflamatorii, eritrocitoza, gigantism si tumorigeneza [43].

Calea de semnalizare JAK-SAT este relativ simpla din punctul de vedere al
mecanismului si implicd participarea unui numar mic de componente cu rol de
sactori” principali: ligandul, receptorul, kinaza asociata (JAK) si efectorul STAT.
Activarea JAK este determinata de dimerizarea/multimerizarea receptorului indusa
de interactiunea cu ligandul, astfel incat, ca urmare a modificarilor conformationale
din endodomeniul receptorului, moleculele de JAK ajung in imediata vecinatate,
expuse si se pot fosforila incrucisat (trans-fosforilare) la nivelul domeniilor lor cu
activitate kinazica. Kinazele asociate receptorului (JAK) astfel activate fosforileaza,
ulterior, tirozine din endodomeniile receptorilor si din diverse alte substrate,
principala proteind tinta fiind STAT. Proteinele STAT sunt factori transcriptionali
latenti, cu localizare citosolica, pana in momentul activarii lor. La mamifere au fost
identificate sapte tipuri de STAT, toate avand drept caracteristici structurale comune
un rest de tirozina plasat in apropierea capatului C-terminal, care reprezinta situsul
de fosforilare pentru JAK, precum si un domeniu SH2 care indeplineste doua functii,
de ancorare la receptorul fosforilat de JAK si, respectiv, de dimerizare. Asadar, JAK
in forma activa fosforileaza tirozine apartinand receptorului care, ulterior, servesc ca
situri de ancorare pentru STAT. Odata fixatd de receptor, proteina STAT este
fosforilata de JAK, iar aceasta modificare determina disocierea STAT de receptor.
Fosforilarea de catre JAK a tirozinei din apropierea capatului C-terminal al proteinei
STAT este responsabild si de homodimerizarea proteinelor STAT, intrucat
fosfotirozina este recunoscuta si fixata prin intermediul domeniului SH2 din
structura partenerului de dimerizare. STAT in forma de dimer este translocat in
nucleu si se fixeaza la ADN, pe secvente specifice cu rol reglator, care activeaza sau
represeaza transcrierea genelor tintd. Prin aceastd secventa de evenimente, calea de
semnalizare JAK-STAT asigura un mecanism direct de traducere a unui semnal
extracelular intr-un raspuns transcriptional. Cu toate acestea, chiar daca mecanismul
acestei cai de semnalizare pare si fie relativ simplu (cel putin teoretic), trebuie avut
in vedere ca modularea semnalizarii JAK-STAT este extrem de complexa, intrucat
alaturi de componentele principale pot interveni o multitudine de proteine efectoare
[44]. Exemple, in acest sens, sunt proteinele STAM (Signal-Transducing Adapter
Molecules) si StIP (Stat-Interacting Protein). Proteinele STAM reprezinta
substrate de fosforilare pentru JAK, avand capacitatea de a interveni in activarea

6 Abrevierea vine de la o viziune metaforica ce pleaca de la faptul ci pe aceste kinaze exista doua situri kinazice
(unul standard si unul mai neobisnuit a cirui functie a fost intr-o oarecare dezbatere, desi acum sunt dovedite
rolurile lui modulatoare), ceea ce a condus pe cei care au denumit enzima la ideea asemanarii cu Janus, zeul cu
doua fete din mitologia romana. Alti autori (mai putin sensibili la mitologie?) considera abrevierea ca provenind
de la Just Another Kinase (vezi aceasta alternativa la originea abrevierii in Silvennoinen O, Witthuhn BA,
Quelle FW, Cleveland JL, Yi T, Thle JN. (1993) Structure of the murine Jak2 protein-tyrosine kinase and its
role in interleukin 3 signal transduction. Proc Natl Acad Sci U S A. 90(18): 8429-33).
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transcriptionala a unor gene tinta specifice (printr-un mecanism care nu a fost inca
elucidat). Proteinele StIP se pot asocia atat cu JAK, cat si cu STAT (in forma
nefosforilata) si servesc, probabil, ca platforma (proteine adaptoare) pentru a facilita
fosforilarea STAT de citre JAK. In plus, au fost identificate si proteine reglatoare
care atenueaza semnalizarea JAK-STAT printr-un mecanism de reactie negativa [45].
Stingerea semnalului prin inactivarea proteinelor JAK si STAT presupune
defosforilari ale fosfotirozinelor (care fosforilate au rol activator) sub actiunea unor
fosfotirozin-fosfataze specifice.

Receptorii cu activitate Ser/Thr-kinazica sunt reprezentati de receptorii
pentru factorii de crestere transformanti . Factorii de crestere transformanti 8
reprezinta o familie de peptide ce mediazd, prin intermediul receptorilor lor, o
multitudine de fenomene celulare in vertebrate. Efectele difera de la un tip de celula
la altul, putand inhiba proliferarea, putand stimula sinteza de proteine de matrice
extracelulara inclusiv formarea de os, sau putand determina miscarea celulara
chemotactica.

Cat priveste receptorii cu activitate fosfatazica, putem aminti ca exemplu
glicoproteina transmembranard, unipas CD45 din membrana limfocitelor T si B care
participa in mod esential la activarea prin antigene. (Prescurtarea CD vine de la
Cluster of Differentiation, semnificand tipuri de proteine de pe suprafata celulara
prin care sunt desemnate limfocitele in diferite faze din cursul diferentierii.)

Pentru o imagine mai completa a diversitatii fenomenelor pe care receptorii le
pot declansa in celule, trebuie mentionat ca aceasta sporeste prin faptul ca activarea
lor se poate face diferentiat in diferite momente. Celula este determinata sa se
comporte astfel cum 1i impune combinatia de semnale pe care le primeste la un
moment dat. Comportamentul ei tine de echilibrul intre raspunsurile sinergice la
stimuli.

Un ultim aspect pe care il abordam in contextul semnalizarii celulare este
legat de rolul integrinelor si/sau moleculelor de adeziune celulara, in asemenea
fenomene membranare. Mentiondm ca prescurtarea internationala a sintagmei
molecule de adeziune celulara este CAM si vine de la numele englezesc al ei: Cell
Adhesion Molecule. Aceste tipuri de semnalizare, prin integrine, respectiv CAM, pot
fi incluse in categoria semnalizarilor juxtacrine.

Integrinele sunt proteine transmembranare organizate ca heterodimeri of.
Fiecare subunitate reprezinta o proteina transmembranara unipas, tip I. Dupa datele
cunoscute si recunoscute in prezent de comunitatea stiintifica a domeniului, exista 18
tipuri de subunitati a si 8 tipuri de subunitati p. Totusi, numai 24 de integrine (adica
de heterodimeri of3) au fost identificate pana in prezent [46]. Integrinele sunt
receptori celulari pentru proteinele de matrice extracelulara. Ele transmit semnale
celulei despre starea ei de atasare si despre caracteristici ale ambiantei extracelulare.
Celula se comporta diferit daca este atasata la matrice sau nu. Mai mult, integrinele
sunt implicate in motilitatea celulara. Motilitatea celulard este un fenomen
dependent si de semnale primite de celuld de la alte tipuri de liganzi, prin receptorii
corespunzitori. In aceastd situatie, in care motilitatea este indusi de riaspunsul
celular la semnale primite de la molecule pentru care exista receptori pe suprafata
celulei care se misca, este vorba de fenomenul numit chemotaxie. Atunci cand
motilitatea este indusd numai de interactiunile celulei cu matricea extracelulara,
fenomenul poarta numele de haptotaxie. Mecanismele haptotaxiei sunt mai putin
cunoscute in acest moment. Dincolo de raspunsul prin motilitate la stimuli, fenomen
in care sunt implicate integrinele, practic semnalele pe care celula le primeste prin
receptorii pentru proteinele matricei extracelulare, analizate simultan cu celelalte
semnale, influenteaza si alte fenomene, cum ar fi: proliferarea celulard, diferentierea
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celulara, apoptoza (tip de moarte celulara programata). Apoptoza indusa de
detasarea celulelor de substrat este denumita anoikis.

Integrinele sunt exemplul sugestiv de componente membranare implicate in
semnalizarea celulara in ambele sensuri [46-48]: din exteriorul celulei catre interior,
asa cum este cazul in toate cdile de semnalizare sistematizate si prezentate succint in
cele de mai sus, dar si din interiorul celulei catre exterior. Pentru realizarea rolului
lor, in diversitatea de procese celulare amintite mai sus, integrinele coopereaza cu
kinaze citosolice (kinazele adeziunii focale, prescurtat FAK, de la denumirea
englezeasca Focal Adhesion Kinase, kinazele asociate integrinelor, abreviate
prin ILK, de la Integrin-Linked Kinase, sau Src) [49-52], cu proteine adaptoare
(paxilina, Grb2, abreviatie de la Growth factor receptor-bound protein 2) [50] sau
cu comutatori moleculari din clasa GTP-azelor mici (RhoA, Rac1, Cdcg42) [53, 541.
Dintre cele doua subunitati a, respectiv B ale heterodimerului, cele cu implicarea de
baza, in asemenea procese celulare, sunt subunitatile 8, iar mecanismele prin care
acestea initiaza procese de semnalizare sunt mai bine cunoscute. Totusi, exista dovezi
experimentale conform carora si subunitatile o asista procesele de semnalizare prin
integrine [50, 55], modulandu-le discret, dar semnificativ, desi mecanismele prin
care aceste componente ale heterodimerului actioneaza sunt mai putin descifrate.

Ca integrinele sunt o unealtd pentru semnalizarea celulara in dublu sens, se
poate argumenta simplu, prin descrierea organizarii heterodimerului in membrana si
modificarile pe care conformatia diferitelor sale domenii (ectodomeniul, domeniul
transmembranar, respectiv endodomeniul) le sufera in timpul exercitirii functiei. In
stare de repaus, forma inactiva a dimerului off are o structura pliata cu partea distala
a ectodomeniului indoitd catre plasmalema, precum lama unui briceag in teaca.
Diferitele zone ale ectodomeniului astfel pliat au primit, sugestiv, denumiri care ne
conduc la partie anatomice ale piciorului: gamba, pentru portiunea pliata (partea
distala a lantului polipeptidic care structureaza ectodomeniul), coapsd, pentru
portiunea proximala plasmalemei din ectodomeniul heterodimerului si genunchi,
pentru portiunea cu rol de balama, la nivelul ciireia se petrece plierea [46, 56]. In
stare pliata, adica inactiva, ectodomeniul integrinelor se extinde pana la o distanta de
1onm fatd de aliniamentul bistratului lipidic. Asta inseamna ca in stare inactiva
siturile de interactiune cu ligandul ale integrinelor sunt mascate in glicocolix, care
are o grosime minima de 20nm. Prin activare, ectodomeniul heterodimerului se
extinde, precum lama briceagului cu actionare prin buton, expunand siturile de
legare la suprafata glicocalixului, unde pot interactiona cu partenerii, care sunt
proteine ale matricei extracelulare. Activarea este controlatd si comandata din
interiorul celulei, adicd radspunde la un semnal din interior in afara. Dupa activare,
atata timp cat integrina nu este legata de proteina de matrice specifica,
endodomeniile celor doua subunitati raman apropiate unul de altul, intr-o
conformatie numita stransa [57], astfel incat efectorii intracelulari nu au acces la
siturile de legare. Dupd interactiunea cu ligandul, adica, dupa interactiunea cu
proteina de matrice, endodomeniile celor doua subunitati a, respectiv B se separa
lasand accesibile siturile de interactiune cu efectorii, iar procesele de semnalizare se
declanseazd. In sfarsit, o ultimid modificare conformationald propusi pentru
ectodomeniul integrinelor active, dupa legarea partenerului, este una angulara,
flexata, stabila prin care strange componentele legate, apropiind elementele de
matrice extracelulard de membrana si intarind forta legaturii, ceea ce se intampla
odatd cu aglomerarea complexelor integrina-proteind de matrice la nivelul
microdomeniului de membrana corespunzator portiunii jonctionate [46].

Pentru a finaliza aceasta succinta referire la procesele de semnalizare pe care
integrinele le declanseaza, este demn de mentionat ca acestea sunt prin excelenta un
mijloc de interferenta (diafonie) cu semnalizarile prin intermediul receptorilor la
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liganzii solubili, indiferent de tipul de receptori carora acestia le sunt destinati, avand
loc astfel modulari dintre cele mai diverse in comportamentul celulelor ce recepteaza
o pluralitate de stimuli concomitent [58, 59]. Se produc astfel asamblari si
dezasamblari ale atasarilor celulare la substrat, pentru a facilita functiile celulelor in
cadrul tesuturilor in cazuri deosebite, cand este nevoie de formarea sau refacerea
acestora [60].

CAM sunt proteine transmembranare, unipas implicate in adeziunea celulelor
intre ele. Deoarece in stabilirea interactiunilor homofile dintre CAM la nivelul
jonctiunilor este nevoie de ioni de calciu, aceste proteine transmembranare se mai
numesc caderine (aderine dependente de calciu). Caderinele, care formeaza o
familie de proteine, transmit semnale celulei daca sunt sau nu implicate in asemenea
interactiuni, la nivelul unor microdomenii de membrana numite, de reguld, jonctiuni
celulare. Celula se comporti diferit daci este aderati de alte celule sau este liberi. In
momentul de fata sunt dovedite doua fenomene celulare pe care semnalizarea prin
caderine le poate induce: inhibitia de contact a locomotiei [61], respectiv inhibitia de
contact a proliferdrii [62]. Ambele au putut fi evidentiate in studii ale celulelor in
cultura, dar se cauta semnificatia lor in vivo, existand raportari care dovedesc
implicarea acestor fenomene in procese de dezvoltare embrionara [63]. Ca si
integrinele, caderinele coopereaza in functiile lor cu proteinele G mici din familia
Rho-GTPazelor, care moduleaza citoscheletul de actina si interfera cu semnalizarile
altor receptori. De exemplu, la inhibitia de contact a proliferarii, contactul dintre
celule reduce sensibilitatea acestora la factorii de crestere prin inhibarea receptorilor
specifici [62].

3.3.3. Consideratii finale asupra semnalizarii celulare

Ce putem extrage ca semnificatie biologica, adicd ce putem esentializa
referitor la fenomenele de semnalizare pentru intelegerea importantei lor in buna
functionare a celulei si, de aici, pentru buna functionare a biostructurilor (tesuturi,
organe) la formarea cirora celulele participi? Intrebarea nu este deloc retorica.

Din tot ce a fost prezentat in subcapitolul pe care il incheiem aici, referitor la
acest subiect provocator de biologie celulard a biomembranelor, este usor de
rememorat diversitatea de fenomene de semnalizare ce se declanseaza la nivelul
membranelor (in cazul moleculelor semnal hidrofile) sau pe care membrana le
faciliteaza, permitand difuzia moleculelor semnal prin planul ei (in cazul liganzilor
lipofili). Din datele acumulate pana in prezent, diversitatea de fenomene de
semnalizare prin receptorii membranari este mai mare decat pentru receptorii
intracelulari, chiar dacd intre acestia au fost identificati (pe baza studiului
genomului) unii denumiti sugestiv receptori orfani, deoarece liganzii lor ne sunt inca
necunoscuti. De remarcat ca pe masura ce liganzii sunt identificati, acesti receptori se
renumesc receptori orfani adoptati. Asadar, diversitatea de fenomene de semnalizare
poate fi in primul rand argumentata prin diversitatea de tipuri de receptori. Acest
lucru se leaga cu caracterul eterogen al organizarii moleculare a biomembranelor si
semnificatia biologica a acestei realititi. Dincolo de diversitatea datoratd marii
variabilitati a tipurilor de receptori, varietatea de fenomene ce se petrec in celule,
dupa receptarea de semnale, se explica si prin setul de efectori pe care o celuld sau
alta il au la dispozitie. De aceea, aceeasi moleculd semnal poate induce in diverse
celule riaspunsuri diferite. In sfarsit, diversitatea de comportamente celulare la
receptarea unuia sau a altuia dintre semnale este guvernata si de setul de semnale pe
care o celula le primeste simultan, inclusiv de intensitatea fiecaruia (adica raspunsul
celulei depinde de echilibrul dintre diferitele semnale primite). Asadar, totalitatea
semnalelor primite simultan de o celula creeaza interferente intre caile de
semnalizare pe care fiecare dintre stimuli le declangeaza, rezultatul fiind unul reiesit
din echilibrul care se stabileste in celula intre diferitele fenomene menite sa duca la
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crearea raspunsului optim. Fara aceasta capacitate de a gasi calea de echilibru, celula
nu s-ar putea adapta, supravietui si functiona in limite normale. De altfel, multe
patologii sunt legate de pierderea de catre celula a acestei abilitati de echilibrare a
stimulilor.

In ciuda acestei diversitati de fenomene si elemente biochimice care concura

la producerea lor, exista cateva aspecte principiale, care pot crea cateva idei generale,
dar nu absolute, referitor la mecanismele semnalizarii:

0

(i)

(ii1)

(iv)

(v)

(v1)

(vi)

orice proces de semnalizare nu poate fi initiat in absenta a doi factori:
molecula semnal (numitd generic si ligand), respectiv receptorul specific,
acesti doi factori biochimici trebuind sa interactioneze pentru declansarea
fenomenelor;

interactiunea ligand-receptor duce la stimularea/activarea celui din urma si,
in aceasta stare, receptorul activeaza, la randul sau, elemente intracelulare
care participa la procesul de semnalizare (efectori intracelulari, mesageri
secunzi);

elementele intracelulare implicate preiau semnalul din amonte (de la receptori
direct sau de la efectori, sau mesageri secunzi aflati inaintea lor in calea de
semnalizare) si il transmit in aval altor efectori;

procesele mentionate la punctele (ii) si (iii) reprezintd si momente de
amplificare a semnalului, deoarece receptorii activati de liganzi sau efectorii
activati de participantii din amonte la fenomen, cat sunt in stare activa
transmit informatia la un numar mai mare de efectori din aval (activeaza mai
multi efectori de dupa ei in calea de semnalizare sau produc mai multe
molecule de mesager secund); de aceea se vorbeste de cascade de semnalizare:
informatia primita de celula este amlificata intr-un torent (de mentionat ca nu
toate procesele de semnalizare implica, obligatoriu, amplificare);

caile de semnalizare contin mai multi sau mai putini pasi, pana cand celula
ajunge in faza de a realiza raspunsul adecvat la semnalul primit; putem puncta
aici o regula de principiu, cu extindere in tot ce se intampla in celula: cu cat
procesul celular este mai complex, are mai multi pasi, cu atat celula are mai
multe posibilitati de control asupra acestuia; in contextul subiectului nostru,
cu cat o cale de semnalizare este mai complexa, cu atat celula o poate controla
mai bine, iar punctele de interferenta pot fi mai numeroase, ceea ce, atata
timp cat fenomenele sunt sub control adecvat, este spre binele celulei;

dupa realizarea raspunsului la stimul, celula trebuie sa se desensibilizeze
pentru a putea reveni la disponibilitatea de a primi acelasi semnal in orice
moment in viitor;

o ultima mentiune este cea referitoare la ce pot sa insemne activarile diversilor
participanti la mecanismul semnalizarii; in primul rand diferitele interactiuni
atrag modificari ale conformatiilor proteinelor implicate; nu intotdeauna
acestea sunt suficiente activarii propriu-zise, ci adesea sunt necesare
modificari post-traducere ale lantului polipeptidic, in varii pozitii; cel mai
adesea este vorba de jocul fosforilare/defosforilare sau de schimbari de
molecule mici in diferite complexe, cum se intampla la proteinele G (fie ele
heterotrimerice sau monomerice); asadar activarile implicd modificari
conformationale, chimice sau chiar de ambele naturi care sunt reversibile,
aceasta reversibilitate reprezentand practic posibilitatea de trecere a
proteinelor de semnalizare din stare inactiva in stare activa si invers.

Dincolo de aceasta diversitate de fenomene de semnalizare, in celula lucrurile

se petrec coerent, unitar deoarece existd mecanisme de control si de interferare a
semnalelor in orice combinatie ar stimula ele celula tinta la un moment dat. Putem
asadar vorbi si in contextul semnalizarii celulare de unitate nascuta din diversitate.
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3.4. Unitatea in diversitate, rezultat al modului

integrativ de functionare a biomembranelor

Dupa atatea cunostinte acumulate pana aici, am putea sa ne intrebam, in
ideea capatarii intelepciunilor care pot fi extrase: de unde ideea unitatii in diversitate
in contextul biomembranelor? In capitolul anterior, niddjduim ci am reusit si
argumentam ideea de diversitate. Diversitatea se bazeaza pe ceea ce am prezentat
despre organizarea moleculara a biomembranelor. Am vazut ca este vorba de o
multitudine de biocomponente, ceea ce induce eterogenitatea moleculara a
biomembranelor. Mai mult, componente biochimice care alcatuiesc membranele se
afla intr-o dispunere asimetrica la nivelul ultrastructurii si intr-o continua miscare,
ceea ce induce fluiditate, o fluiditate care se manifesta bidimensional. Am detaliat
acolo aspectele legate de aceste caracteristici si am si tras concluzii asupra
semnificatiei biologice a acestor proprietdti. O componenta celulara formata dintr-o
multitudine de elemente asigura potentialul unei mari diversitati de fenomene ce se
pot petrece la nivelul ei. Este momentul sa argumentam acum in ce consta ideea de
unitate care se plaseaza deasupra acestei diversititi, folosind-o eficient. Este vorba de
unitatea (in sensul de coerentd) pe care o conferda modul de functionare a
biomembranelor.

Membranele celulare actioneaza ca sisteme integrative la nivelul carora
componentele moleculare, desi sunt de o mare diversitate, coopereaza pentru
asigurarea schimbului de substantid si de informatie dintre celula si mediu. Fara
aceste schimburi, celula nu poate supravietui si nici nu se poate adapta. Membrana
trebuie sa fie o bariera selectiva, cu selectivitate modulabild in functie de conditii,
deoarece numai astfel poate asigura adaptarea celulei la ce se intampla in afara ei,
pentru a asigura supravietuirea, dar si functionarea corespunzatoare.

Fenomenele de schimb de substanta intre celula si mediu poarta denumirea
de transport membranar. Fenomenele de transport membranar sunt de o mare
diversitate, ceea ce explica si, mai mult, impune prezenta unei varietdati de
componente biochimice in organizarea biomembranelor. O sistematizare eficienta a
cunostintelor legate de transportul membranar poate fi facuta prin clasificarea
fenomenelor pe baza diferitelor considerente/criterii, ceea ce a si fost facut in prima
parte a acestui capitol. Sa Incercam sa rezumam, in contextul imaginii integrative pe
care ne-am propus-o prin titlul sectiunii.

Putine sunt substantele care pot trece liber prin biomembrane (altfel nu ar fi
posibila functia de barierd), fenomenele de transport pe care acestea le executa
purtand denumirea de difuziune simpla. Trecerea componentelor de acest tip prin
membrana se face pe baza miscibilitatii lor cu lipidele (ceea ce le ofera posibilitatea
trecerii) si a diferentei de concentratie in care ele se afla de o parte, respectiv de
cealalta a bistratului lipidic (aceasta reprezentand motorul transportului). Dincolo de
aceste situatii ale difuziunii simple, majoritatea schimburilor de substanta se
realizeaza cu concursul principal al proteinelor membranare, fenomenele facand
parte din ceea ce numim transport facilitat prin membrana. Totusi, proteinele nu
sunt independente, in functia lor, de lipidele membranare. Caracteristicile fizico-
chimice ale lipidelor bistratului influenteaza functia proteinelor prin efectele pe care
le induc in aranjamentele conformationale ale portiunilor lanturilor polipeptidice
imersate 1n bistrat. Pentru transportul de ioni si molecule polare, pand la un anumit
gabarit (o anumita greutate molecularad), exista structuri proteice numite canale,
pompe, respectiv transportori. Toate aceste tipuri de transport sunt reunite sub
categoria denumita transport prin membrana. Din cele rezumate in acest paragraf,
transportul prin membrana se poate face pasiv, faira consum concomitent de energie
(cazurile de difuziune simpla sau difuziune facilitatd) sau activ, cand trecerea
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componentelor transportate se face impotriva gradientului de concentratie,
necesitand consum de energie din partea celulei.

Pentru macromolecule sau material insolubil (particule, debriuri celulare)
transportul se face cu implicarea unor ultrastructuri delimitate de membrane, unele
definite ca microdomenii de membrana (caveole, vezicule cu invelis) sau vezicule de
secretie). Acest transport este numit transport cu membrana. In functie de sensul
transportului definim endocitoza (transport cu membrana din exterior, adica din
mediul extracelular in interiorul celulei), exocitoza (transport cu membrana din
celuld in exterior) si un al treilea fenomen de transport cu membrand, specific
celulelor epiteliale monostratificate, numit transcitoza. Transcitoza reprezinta
transportul cu membrana prin care celula preia substanta de transportat de la un pol
(apical sau latero-bazal), o traverseazi prin corpul ei si o elimini la polul celalalt. In
aceasta ,excursie” substanta poate sau nu sa fie modificata de celula.

Pentru argumentarea ideii de integrativitate, rugam cititorii sa identifice,
printr-un efort personal, dar facil pentru cine a citit cu motivatie, multiplele situatii
in care diferitele fenomene de transport membranar se conditioneaza reciproc.
Pentru ghidare, noi amintim doar cazul exocitozei semnalizate, proces de transport
cu membrana, care depinde de semnale primite de celula secretoare, de functionarea
canalelor de calciu, dar implica si pompe de calciu care restabilesc conditiile bazale
de concentratie a acestui ion bivalent in citosol.

In contextul acestei sectiuni, care incearci si aseze ca un corolar al
cunostintelor cateva aspecte de principiu, trebuie mentionate si fenomenele de
transport cu membrana din interiorul celulei, pe care nu le-am abordat aici, dar le
vom prezenta in volumul al doilea al cartii, fenomene cunoscute sub numele generic
de trafic intracelular al membranelor. Vom rememora acolo o serie de evenimente
moleculare de care ne-am ocupat aici, care insotesc procesele membranare ce asigura
traficul intracelular de materiale si care implica endomembranele.

Alaturi de schimbul de substantda amintim ca ”datoria” membranelor este si
aceea de a culege din, sau de a transmite in mediul extracelular informatii.

Schimbul de informatie este realizat de celula prin fenomenele de semnalizare
celulara. Componentele ce asigura acest schimb sunt tot proteine denumite, in
general, receptori membranari. Lor li se adauga molecule/macromolecule care pot
transmite semnale dinspre celula care trimite mesaj spre exterior (de regula aceste
molecule/macromolecule actionand ca liganzi pentru receptorii din membranele
celulelor tinta).

Receptorii sunt, in mare parte, proteine transmembranare unipas, dar asta nu
este o reguld absolutd. Dimpotriva, exista suficient de multi receptori care sunt
proteine transmembranare multipas. A fost evidentiatd o mare diversitate de tipuri
de receptori care presupun o multitudine de mecanisme de semnalizare. Totusi, se
pot puncta unele aspecte general valabile ale fenomenelor de semnalizare. O mare
parte dintre semnale sunt amplificate in interiorul celulei si de aceea nu este nevoie
de concentratii ridicate de stimul (ligand) pentru ca celula sa raspunda si nici de
cantitdti mari de receptori in membrane, pentru ca celula sa simtd stimulul.
Amplificarea se realizeaza prin mesageri secunzi si/sau efectori intracelulari. La
unele mecanisme de semnalizare participa si lipide membranare a caror complexitate
structurala este exploatata fericit si eficient de celula. Lipidele sunt implicate in
mecanisme cu mesageri secunzi. Implicarea lipidelor membranare in procesele de
semnalizare este un alt argument al functionarii integrative a biomembranelor. Tot
ce se afla in organizarea unei membrane se implica in menirea ultrastructurii intr-un
fel sau altul.

In biologia celulars, notiunea de receptor este imbogititi in continut in
comparatie cu cea folosita in farmacologie. Astfel, proteine membranare care sunt
parteneri de interactiune ai altor proteine din matricea celulara (cazul integrinelor)
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sau din membrana altor celule (cazul moleculelor de adeziune celulara, in principal
caderine) au si rol de transmitere de semnale celulelor carora le apartin, deci rol de
receptor.

Pentru argumentarea integrativitatii membranelor in functionare, trebuie
amintit faptul ca diferitele cai de semnalizare, declansate de diversi stimuli prin
receptorii specifici, daca sunt initiate concomitent, pot interfera modulandu-se
reciproc, astfel incat celula sa se comporte in cel mai adecvat mod, impus de situatia
concreta in care se afla. Aceste realitati asigura coerenta comportamentului celular,
deci aspectul unitar al fenomenelor biologice, fara ca diversitatea de procese sa
afecteze supravietuirea si functionarea, ambele utile sistemului din care celula face
parte. Atata timp cat celula isi pastreaza capacitatea de a echilibra fenomenele, totul
decurge normal, insd, atunci cand aceasta capacitate se pierde, apar fenomenele
patologice.

In sfarsit, ideea de integralitate in ceea ce au membranele de ficut, mai poate
fi argumentata si de dependenta unor fenomene de transport de procese de
semnalizare si invers. Ca exemple putem, pe de o parte, face iarasi referire la
exocitoza semnalizata, in care un proces de transport membranar depinde de
semnalele pe care celula le primeste, sau, pe de alta parte, de transmiterea
semnalelor de-a lungul axonilor, care depinde de fenomene de transport prin
membrana, adica de functia unor canale ionice comandate electric.

Dincolo de aceste exemple, lasam cititorilor bucuria de a identifica alte situatii
concrete de cooperare intre fenomenele ce se petrec la nivelul membranelor si care
contribuie la comportamentul unitar al celulei, situatii care pot fi gasite chiar in
fenomenele biologice abordate in aceasta carte.

Toata argumentarea din aceasta sectiune reprezinta un fundament pentru
ideea unitatii in diversitate, unitate in diversitate pe care biomembranele o asigura in
interesul bunei functionari a celulelor, a tesuturilor, a organelor, respectiv a
organismelor. Aceasta caracteristica nu este specifica biomembranelor, ci se extinde
la toate elementele de organizare si de functionare a celulelor considerate individual
sau in cooperarea lor pentru asigurarea caracterului holistic al unitatii elementare de
organizare morfo-functionala a lumii vii. Cand se pierde caracterul unitar, celulele
deviaza de la comportamentul normal, ceea ce afecteaza pe de o parte functionarea
individuald a lor si, mai departe, influenteaza normalitatea intregului caruia acestea
le apartin; se dezvolta patologicul, care, in opozitie cu frumusetea armoniei
fiziologice, devine o hidosenie cu care medicina trebuie sa se lupte si sd o Invinga.
Suntem inca atat de neputinciosi adesea...

Avem, totusi, motive sa ne pastram optimismul pe termen lung.
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