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3.1. Consideratii generale asupra functionarii

biomembranelor

Desi, dupa cum am constatat in capitolul anterior, organizarea moleculara a
biomembranelor se caracterizeaza prin mare diversitate de biocomponente, aflate
intr-o agitatie permanenta, complexitatea acesteia nu complica, ci eficientizeaza
functionarea ultrastructurii care separa, dar si uneste celula cu mediul. Ceea ce se
complica este calea noastra de a elucida mecanismele prin care membranele isi
indeplinesc menirea. Totusi, pe masura ce reusim sa descifram ceea ce se intampla,
din punct de vedere molecular, la nivelul biomembranelor ne dam seama cat de
important este faptul ca ele sunt asa cum sunt.

Toate componentele membranare coopereaza 1in asigurarea functiei
ultrastructurii, iar colaborarea dintre biocomponentele ce o organizeaza asigura o
combinatorie largd, ce permite celulei cdi dintre cele mai diverse de a schimba
substante si/sau de a comunica intre ele, ori cu mediul extracelular. Complexitatea
moleculara a membranelor se rasfrange intr-o complexitate functionala care asigura,
pe de o parte, investigarea a tot ceea ce se afla imprejurul celulei (spatiul extracelular
sau alte celule) si, pe de alta parte, declansarea raspunsurilor celulare adecvate
adaptirii la mediul inconjuritor. In toatd aceasti actiune, caracteristicile organizirii
moleculare a membranei (eterogenitate, asimetrie, comportament de fluid
bidimensional) capata o deosebitd importanta. Departe de a fi doar o structura
eterogend sumativa (elemente aruncate acolo, la gramada), continand o multitudine
de tipuri de lipide/glicolipide si proteine/glicoproteine, membrana celulara se
constituie ca un sistem biologic ce integreaza marea diversitate de biomolecule
exploatand-o in scopul rezolvarii problemelor pe care le impun existenta si
supravietuirea celulei in conditiile concrete ale mediului inconjurator. Asadar, prin
toatd discutia referitoare la functionarea membranei ca sistem integrativ,
cunostintele referitoare la organizarea moleculara a acestei ultrastructuri vor sta la
baza intelegerii fenomenelor. Cum menirea membranei este aceea de a separa, dar a
si uni celula cu mediul, aceste roluri implica asigurarea unui schimb de substanta
si/sau informatie cu exteriorul, riguros controlat. Asta inseamna ca biomembranele
trebuie sa indeplineasca rolul de bariera selectivd, in interesul adaptarii si
supravietuirii celulelor.

Pentru o sistematizare a proceselor, vom include ceea ce tine de schimbul de
substante dintre celuld si mediu intr-o sectiune intitulatda “Transportul
membranar”, iar ceea ce tine de schimbul de informatie sub titlul “Semnalizarea
celulara”. Trebuie subliniat faptul cd in realitate nu se poate face, de fapt, o
separatie intre cele doua tipuri de fenomene, ele coexistind si cooperand in
realizarea eficienta a functiilor membranelor. Mai concret spus, transportul
membranar este dependent (controlat si modulat) de fenomene de semnalizare
celulara, iar semnalizarea celulara implici adesea fenomene de transport
membranar.

Asadar, nimic din ceea ce se intampla la nivelul membranei nu poate fi scos
din context (ca de altfel tot ce se intampla in celuld, in ansamblul sau). Membrana
asigura celulei informatiile necesare pentru supravietuire si actiune in functie de ce
se intampla in jurul sau. Astfel, simultan, celula primeste informatii pe multiple cai,
pe care le prelucreaza si apoi, tinand cont de toate, raspunde printr-un
comportament adecvat. Aceasta capacitate a celulei de a primi si analiza informatii
multiple, culese prin diverse componente, din variate surse poate fi denumita in
romaneste diafonie (termenul in engleza, folosit pentru a denumi aceste fenomene
este ,cross-talk”). Este vorba de interferente intre caile de semnalizare, care
moduleaza reciproc efectele diverselor informatii primite de celule si prin care se
realizeaza raspunsul cel mai optim si cea mai adecvata comportare a celulelor in
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contextul dat. Un exemplu de diafonie este cel ce determina motilitatea celulara, care
se desfasoara sub actiunea semnalelor primite prin factori de crestere, citokine sau
chemokine, semnale care influenteaza activitatea integrinelor [1-5]. Astfel, pentru a
decide sa migreze dintr-un loc in altul in tesuturi, celulele utilizeaza informatiile
primite prin receptori pentru diversi factori chemo-/cito-tactici, ca si prin integrine a
caror interactiune cu substratul (biocomponente din matricea extracelulara) si
distributie membranara sunt modulate si adaptate, pentru a favoriza complexele
procese ce insotesc miscarea celulei. Analiza semnalelor ce vin de la receptori si
integrine conduce la declansarea unor reorganizari ale citoscheletului, cu efecte
asupra morfologiei celulare si fortelor necesare deplasarii. Mai mult, dincolo de
semnificatia fiziologicA a ceea ce se intampla la nivelul membranei, procese
patologice dintre cele mai diverse sunt insotite de alterari ale acestor colaborari [5-7].

In cele ce urmeazi vom detalia mai intdi aspecte legate de transportul
membranar, dupa care ne vom directiona atentia asupra complexitatii proceselor de
semnalizare celulara.
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3.2. Transportul membranar

Prin transport membranar! intelegem totalitatea proceselor prin care celula
foloseste componentele membranei pentru schimbul de substantd pe care il
efectueazi cu mediul. In functie de felul in care substantele anorganice sau organice
solubilizate ori unele materiale insolubile (cum ar fi bacterii, debriuri celulare etc.)
patrund in sau ies din celuld, adica in functie de calea pe care substantele/materialele
o urmeaza in cursul schimbului dintre celula si mediu, ca si de mecanismele
implicate, transportul membranar poate fi clasificat in doua categorii principale:

1. Transport prin membrana, atunci cand substantele strabat membrana (din
exterior spre interior sau invers) fie direct printre lipidele bistratului, fie prin
biostructuri specializate organizate de proteinele transmembranare;

2. Transport cu membrana (transport vezicular), atunci cand substantele
sunt introduse in celuld sau eliminate din aceasta prin intermediul unor
vezicule delimitate de (endo)membrane care se desprind de membrana celulara
sau fuzioneaza cu ea, pentru a efectua schimbul.

Transportul prin membrana este specific ionilor si moleculelor mici (¢ < 104;
M < 8oo0Da). Transportul cu membrana realizeazd schimbul de molecule mari (¢ >
10A; M > 800Da), de macromolecule, respectiv de particule. Indiferent de sensul in
care are loc schimbul (din exterior in celuld sau din celulad catre exterior), aceasta
selectare ramane valabild intre cele doua tipuri de transport. De remarcat ca
parametrii referitori la gabaritul compusilor transportati sunt valori mediate si ar fi
valabile la modul absolut doar pentru structuri sferice/globulare. In realitate,
procesul de transport al moleculelor mici prin membrana depinde si de geometria
acestora, molecule alungite, care depasesc 800Da, putand fi transportate prin
membrana (spre exemplu prin jonctiunile comunicante; vezi in volumul al II-lea).

3.2.1. Transportul prin membrana

Fenomenele de transport prin membrana sunt de o mare diversitate, ceea ce
impune, pentru o mai usoara abordare si intelegere, sistematizari pe mai multe
niveluri. Calea cea mai utila pentru sistematizare e reprezentata de clasificarea pe
criterii din ce in ce mai de detaliu.

In functie de necesarul de energie care se consumi pentru desfisurarea sa,
transportul prin membrana se clasifica in urmatoarele doua mari categorii (Fig. 3.1.):

1. Transport pasiv, care nu necesitd consum energetic concomitent pentru
trecerea de substanta prin membrana;

2. Transport activ, care necesita consum de energie in momentul trecerii prin
membrana a substantei transportate.

Pe de alta parte, transportul prin membrana se poate face direct printre lipidele
bistratului (ceea ce se mai numeste difuziune simpld; Fig. 3.1, exemplul 1) sau prin
structuri organizate de proteine (transport facilitat; Fig. 3.1, exemplele 2 si 3).
Transportul prin membrana care necesita proteine specific organizate
transmembranar se poate desfasura fie de la concentratie mare la concentratie mica,
acesta numindu-se difuziune facilitata (Fig. 3.1, exemplul 2), fie de la concentratie
mica spre concentratia mare, ceea ce necesitd consum energetic (Fig. 3.1, exemplul
3), acesta numindu-se transport activ, tocmai pentru ca necesita energie (in greaca

1 Suntem nevoiti sd facem specificatia nuantarii in limba roméana a denumirilor: fenomenele de transport ce se
petrec la nivelul membranelor le denumim global prin sintagma “transport membranar”. Aceasta deoarece prima
clasificare, legata de criteriul caii urmate de substantele transportate si mecanismele implicate, aduce expresia
“transport prin membrana”, care ar putea fi confundata cu termenul general (intr-un limbaj simplist), dar care
are o definire concreta ce respectd complexitatea de fenomente de transport de la nivelul membranelor.
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veche éveépyewa inseamna activitate). Dupa aceasta nuantare a viziunii asupra
complexitatii fenomenelor de transport prin membrana, vom detalia informatiile
legate de acesta urmand clasificarea dupa criteriul consumului de energie. Asadar
vom aborda mai intai transportul pasiv, dupa care vom completa cunostintele cu
aspecte legate de transportul activ.

3.2.1.1. Transportul pasiv

Transportul pasiv mai este denumit si transport disipativ, deoarece implica
difuziunea care reprezinta miscarea de substantda de la concentratie mare la
concentratie mici. In contextul discutiei noastre, transportul pasiv disipeazi practic
gradiente de concentratie aflate de o parte sau de alta a barierei pe care membranele
o reprezinta; tocmai de aceea transportul pasiv nu necesita energie. Cum trebuie
inteles acest transport si cum il putem sistematiza prin -clasificari, pentru
simplificarea intelegerii?

Unele molecule mici (in limita de gabarit specificatd mai sus) pot strabate
membrana strecurandu-se printre lipidele membranare (Fig. 3.1, exemplul 1). Acest
lucru este usor de inteles daca ne gandim ca lipidele, asezate in bistrat, au miscari de
o mare diversitate si nu organizeaza o structura cu o compactitate rigida, lasand in
permanenti intre ele spatii de dimensiuni si geometrii variabile. In aceste spatii, o
serie de molecule mici se pot insinua (daca dimensiunile le permit) si in felul acesta
pot trece mai repede sau mai incet dintr-o parte in cealalta a membranei. Acest tip de
trecere se face fard a necesita consum concomitent de energie si este, de aceea,
transport pasiv.

1 2
molecule nepolare .
(gaze - 05, CO,, NO, molecule polare mari

eter etilic, benzen) (glucoza, zaharoza, 3

. aminoacizi), apa o g
molecule polare mici ioni (K*)

(ap3, etanol, uree,  jonj (Na*, Ca2*, CI)
glicerina) 1

ioni (K*, HCO3)  ATP ADP
apa ioni (Na*, Ca%*)

Fig. 3.1. Clasificari ale transportului prin membrana in termeni vizuali. Pozitiile 1 si 2 reprezinta
situatii de transport pasiv, adica difuziune simpla (1) care se desfasoara direct printre lipidele
bistratului, respectiv difuziune facilitatd (2) care se desfasoara prin structuri transmembranare
organizate de proteine (transportori sau canale). Pozitia 3 reprezinta transport activ, facilitat de
asemenea de structuri transmembranare organizate de proteine specializate Tn a folosi energie pentru
trecerea de substante dintr-o parte in alta a membranei, impotriva gradientelor de concentratie.
Sagetile indica sensuri dependente de conditiile concrete in care fenomenele de transport se petrec.
© Mircea Leabu, 2014.
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Calea transportului pasiv printre moleculele lipidelor membranare poate fi
urmata de moleculele nepolare sau hidrofobe (spre exemplu: molecule de gaze — O.,
N., CO., NO, CO, eter etilic, benzen si asemanatoare), dar si de moleculele polare
mici (cu masa moleculara sub 100Da; de exemplu: H.O, etanolul, ureea, glicerina),
care se pot strecura in si prin spatiile dintre lipide. Acest transport, care se
desfasoara prin trecerea substantelor printre lipidele membranare, este numit si
difuziune simpla.

Pentru moleculele polare mari (cu greutatea moleculara intre 100 si 80oDa),
cat si pentru ioni, transportul prin membrana se face numai cu implicarea unor
proteine transmembranare ale caror domenii ce strabat bistratul organizeaza
structuri specifice care se constituie drept cai de traversare a planului membranei
pentru compusii transportati. Aceste proteine poarta denumirea de transportori
(pentru molecule polare mari: glucoza, aminoacizi, nucleotide) sau canale ionice
(fireste, pentru ioni: H*, Na*, HCO5, K+, Ca2*, Cl-, Mg2+*). Transportorii mentionati
precum si canalele ionice efectueaza tot un transport pasiv (fara consum concomitent
de energie), deoarece trecerea se face de la concentratie mare catre concentratie
mica. Transportul pasiv prin transportori sau prin canale ionice se numeste si
difuziune facilitata.

In functie de numirul tipurilor de substantd transportate simultan,
transportul facilitat (inclusiv difuziunea facilitata) poate fi clasificat in (Fig. 3.2): (1)
transport singular numit si transport uniport (Fig. 3.2, exemplul 1), cand este
transportata o singura entitate (bio)chimica (ion sau moleculd) sau (ii) transport
cuplat, numit si co-transport, cand sunt transportate simultan (adica intr-un
singur ciclu) doua sau mai multe entitati (bio)chimice (ioni, molecule sau ioni si
molecule). La randul sau, transportul cuplat se poate clasifica in doua tipuri, in
functie de sensul in care sunt transportate diferitele substante. Cand toate
substantele sunt transportate in acelasi sens, transportul cuplat este numit simport
(Fig. 3.2, exemplul 2). Dacd cel putin una dintre substantele transportate este purtata
in sens opus celorlalte, co-transportul este numit antiport (Fig. 3.2, exemplul 3).

1 2 3

uniport Simport antipOI't
concentratie concentratie . R
concentratie mare = concentratie mare \ Fig. 3.2. Tipuri de tran-
sport pasiv prin mem-

mare mare
\ \ / brana, facilitat de pro-
teine (difuziune facilita-
L IRAIT R AT AR RERN Lo ‘oncre
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© Mircea Leabu, 2014.
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Fig. 3.3. Co-transportorul de glucozd si sodiu din membrana apicala a enterocitelor, ca
exemplu de simport. Proteina transmembranara care structureaza transportorul leaga doi ioni de
sodiu (concentratie mare) si 0 moleculd de glucoza (concentratie mica) din lumenul intestinal (1).
Legarea entitatilor transportate atrage modificari in conformatia proteinei, cu trecerea ionilor si
glucidului prin caile transmembranare de transport, organizate de proteina si cu asigurarea blocarii
trecerii altor elemente (2). Eliberarea compusilor transportati in citosol determind rearanjari in
conformatia transportorului cu refacerea, in ectodomeniu, a siturilor de legare a ionilor si glucozei (3),
un nou ciclu de transport putand fi initiat. © Mircea Leabu, 2014.

Ca exemplu de transportor uniport, amintim transportorul de glucoza din
membrana eritrocitara (GLUT1) [1]. Este o proteina multipas, cu masa moleculara de
~45kDa, avand 12 treceri in a-helix prin planul membranei, la nivelul carora, alaturi
de aminoacizi hidrofobi, gasim si Ser, Thr, Asn si Gln, aminoacizi polari responsabili,
in timpul procesului de transport, de interactiunea cu molecula de glucoza pentru
trecerea ei prin membrand. Ambele capete terminale ale lantului polipeptidic sunt
expuse in citosol. iIn membrana eritrocitard existi peste 200 000 de molecule de
transportor GLUT1 pentru o celuld. GLUT1 face parte dintr-o familie de transportori
de glucoza cu 14 membri (GLUT1-14), toti cu cate 12 treceri in a-helix prin planul
membranei si cu capetele N- si C-terminale in endodomeniu. Transportorii GLUT
sunt intalniti si in membranele altor tipuri de celule animale, nu numai in eritrocite
sau in linia hematopoietici eritroidi [2-5]. In conditii bazale, in celulele musculare si
in adipocite GLUT4 sufera un proces continuu, dar cu dinamica scazuta de reciclare
intre membrana si cateva compartimente intracelulare, cu numai 5% din totalitatea
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moleculelor expuse in membrana celulard. Dupa stimulare cu insulind, in 2-3
minute, celulele modifici echilibrul intre cantitatea de GLUT4 aflata in
compartimente intracelulare si cea expusa in membrand, care creste la 50% [5].
Aceste observatii sustin afirmatia facutd mai sus cum ca transportul si semnalizarea
sunt procese membranare ce se influenteaza reciproc.

Ca transportor simport (Fig. 3.3), merita amintit co-transportorul de
sodiu/glucoza (SGLT1) din membrana apicala a enterocitelor (celulele absorbante
din intestin) [6, 7]. De remarcat faptul cd acest transportor foloseste disiparea
gradientului de Na+, pentru a prelua glucoza din lumenul intestinal in citosolul
enterocitelor, impotriva gradientului de concentratie a glucidului. Un asemenea
transport mai este numit si transport activ secundar, deoarece se bazeaza
practic pe energia consumata anterior de celuld pentru mentinerea gradientului de
Nat (12mM in celulda, 145mM in exterior), ceea ce se realizeaza prin activitatea
pompei de sodiu si potasiu, un antiport (vezi mai jos la 3.2.1.3. Transportul
activ). Asta inseamna ca glucoza, transportata impotriva gradientului de
concentratie prin disiparea celui al sodiului, este eficient absorbita din lumenul
intestinal catre spatiul de sub epiteliu de unde este preluata in circulatia sanguina.
SGLT1 este proteina transmembranara multipas cu 14 treceri in a-helix prin planul
membranei, dintre care trecerile 10-14 au fost dovedite ca structurand calea de
trecere a glucozei. Ambele capete ale lantului polipeptidic sunt in ectodomeniu. In
bucla hidrofila N-terminala SGLT1 este glicozilat, dar structurile glucidice nu sunt
necesare activitatii biologice. Lantul polipeptidic al SGLT1 are 664 de aminoacizi si o
masa moleculara de ~73kDa. Un ciclu al mecanismului de transport co-transporta 2
ioni de sodiu si o moleculd de glucozi. In membranele latero-bazale ale enterocitelor
se gaseste un transportor uniport de glucoza (GLUT2) prin care glucoza introdusa in
celula de SGLT1 este transportata in spatiul subepitelial [7]. SGLT1 face parte dintr-o
familie de co-transportori sodiu/glucoza ce contine peste 220 de membri in celulele
eucariote si procariote, iar la om 11 membri [6]. Genele ce codifica cei 11 membri duc
predictibil la proteine cu greutati moleculare intre 60 si 80kDa, continand de la 580
pana la 718 aminoacizi. Cu exceptia a doi dintre membri, ceilalti realizeaza 14 treceri
in a-helix prin planul membranei.

Ca exemplu de transport antiport, readucem in atentie canalul de schimb
anionic HCO3 /Cl- din membrana eritrocitara [8, 9], denumit simbolic prin banda
3, dar pentru care se foloseste si abreviatia AE1 (vezi detalii structurale la
subcapitolul ,Proteine membranare”, sectiunea ,Exemple de proteine
membranare”). Schimbul anionic (1:1) poate fi inversat in functie de concentratiile
bicarbonatului in celula, respectiv mediul extracelular. Proteine similare se intalnesc
si in alte tipuri de celule, iar familia acestora poartd denumirea de schimbatori
anionici (prescurtat AE, de la sintagma englezeascd Anion Exchanger). In celulele
noneritroide au fost identificate AE2 si AE3 [10, 11]. Alaturi de controlul
homeostaziei eritrocitare si tisulare a CO., prin schimbul HCO5/Cl, aceste canale
actioneaza si in controlul si reglarea pH-ului celular si al sangelui [11]. Aceasta
activitate de reglare a pH-ului sangelui (respectiv urinei) se manifesta si la nivelul
nefrocitelor, unde la schimbul pasiv HCO5/Cl- se adauga activitatile unui canal
uniport de Cl, necesar mentinerii homeostaziei intracelulare a anionului si ale unei
pompe protonice, destinata elimindrii H* rezultat din hidroliza acidului carbonic,
obtinut prin hidratarea CO..

Un alt antiport, prezent in membrana celor mai multe celule excitabile sau
secretoare [12], este schimbatorul de Ca2+/Na+, care efectueaza tot un transport
activ secundar, eliminand un ion Ca2+ prin introducerea a 3 ioni Na+. (De fapt sunt
raportate valori diferite de ioni Na+ schimbati cu un ion Ca2*, astfel incat mai
circumspect ar fi sa spunem ca stoichiometria antiportului este mai mult de 2 Na+,
pentru 1 Ca2+ [13]). Familia de proteine transmembranare cu aceasta functie este
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notatd prescurtat cu NCX (de la Natrium-Calcium eXchanger), fiind identificati la
mamifere trei membri: NCX1, NCX2 si NCX3. NCX1 se afla in aproape toate
tesuturile, dar este exprimat mai abundent in inima, creier si rinichi [14]. NCX1 are
938 aminoacizi (110kDa, masa deductibila din secventa de aminoacizi) si are 9
domenii transmembranare in o-helix [15]. Capatul amino terminal al lantului
polipeptidic se afla la suprafata membranei, asadar NCX1 este proteina
transmembranara tip I, iar intre segmentele transmembranare 5 si 6 se structureaza
o bucla citosolica (adica pe fata interna a membranei) de 550 de aminoacizi (mai
mult de jumatate din lungimea lantului polipeptidic) esentiala pentru reglarea
activitatii canalului. Activitatea schimbatorului Na+/Ca2+ este dependentid de
concentratiile extracelulara, respectiv citosolica ale cationilor schimbati, dar si de
concentratia H+, a ATP si a fosfoinozitidelor bis-fosforilate [13]. In functie de
potentialul de membrand si de concentratiile aflate de o parte sau de cealalta a
membranei pentru cationii transportati, schimbul poate fi inversat. De remarcat este
faptul ca in celula musculara cardiaca, unde contributia de calciu citosolic necesar
contractiei se datoreaza masiv (~70%) eliberarii din reticulul sarcoplasmic, iar numai
in mica masura (~30%) invaziei de calciu extracelular, eliminarea procentelor de
Ca2+ din citosol, necesard procesului de relaxare se face in principal prin NCX si nu
prin pompa de calciu sarcolemald (adica pompa de calciu din membrana celulei
musculare). In cazul reintroducerii Ca2* in reticulul sarcoplasmic, contributia revine
in exclusivitate pompei de calciu din membrana organitului [16]. De regula NCX
transporta de 10, 15 ori mai mult Ca2+ in afara celulei decat pompa membranara de
calciu [14].

Transportul pasiv, oricum s-ar desfasura, se petrece in sensul de diminuare a
gradientului de concentratie al componentei transportate. De aceea se mai numeste
si transport disipativ, transport entropic sau transport la vale (de la
concentratie mare, la concentratie mica). Acest tip de transport se poate desfasura,
teoretic, pana cand concentratia componentei transportate se egalizeaza de cele doua
parti ale membranei prin care se desfasoara. Aceasta situatie ipotetica nu se
realizeaza in realitate, in cazul ionilor, datoritd mecanismelor de control al activitatii
canalelor.

Asupra acestor aspecte, legate de activitatea canalelor ionice membranare, se
pot face comentarii suplimentare. Canalele nu sunt permanent deschise, iar celula
poate controla/comanda functionarea lor. In functie de mecanismul prin care este
controlat regimul de deschidere a lor, canalele ionice se pot imparti in trei categorii
(Fig. 3.4):

1. Canale ionice controlate (operate) electric (prin voltaj), adica prin
modificarea potentialului de membrana (Fig. 3.4, exemplul 1). Acestea sunt
inchise (Fig. 3.4, 1a) atunci cand potentialul membranei este cel normal (adica
50 — 7omV, cu minus pe partea citosolica). Canalele controlate electric se
deschid atunci cand potentialul de repaus al membranei se modifica (Fig. 3.4,
1b).

2. Canale ionice controlate (operate) chimic (prin liganzi) (Fig. 3.4,
exemplul 2), adicd se deschid atunci cand proteina, care formeaza structura
transmembranara destinata transportului, leagd un compus chimic (ligandul)
care schimba conformatia complexului (Fig. 3.4, 2b). Ligandul se poate lega in
ectodomeniul proteinei care structureaza canalul (sau al uneia dintre
subunitati, daca este multimer) fiind ligand extracelular sau, pentru alte tipuri
de canale, la endodomeniu (ligand intracelular sau citosolic).

3. Canale ionice controlate mecanic, adica a caror stare deschisid/inchisa
este dependentd de exercitarea unor tensiuni mecanice asupra membranei (Fig.
3.4, exemplul 3).
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ligand
1 exilrgec‘::lular 2 3
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Fig. 3.4. Tipuri de canale ionice si starile lor. 1 — canal controlat electric: inchis (a), in conditii de
repaus (potentialul membranei normal); deschis (b), cand potentialul membranei este modificat;
inactiv (c), devenit refractar la persistenta modificarii potentialului membranei. 2 — canale controlate
chimic (prin ligand): Tnchis (a), Tn absenta ligandului legat de complexul proteic transmembranar;
deschis (b), ca urmare a legarii ligandului; inactiv (c), in conformatie Tnchisa, desi ligandul este legat.
Este evidentiat faptul c&, pentru canalele comandate chimic, ligandul poate fi extracelular sau
citosolic. 3 — canale controlate mecanic: inchis (a), in absenta tensiunii/stresului mecanic; deschis (b),
atunci cand se exercitd o tensiune mecanica asupra membranei; inactiv (c), cand desi stresul
mecanic persista, canalul adopta conformatie inchisa, devenind refractar la stimul. Este reprezentat
faptul ca, la inactivare, inchiderea se realizeaza (de reguld) in zona endodomeniului, ca urmare a
schimbarilor citosolice locale in homeostazia ionilor transportati. © Mircea Leabu, 2014.

Trebuie mentionat ca activarea canalelor respectd un mecanism ciclic. Acesta
asigura inactivarea lor chiar in conditiile care au determinat deschiderea (adica in
conditiile persistentei stimulului), deoarece pot prezenta trei stari:

- starea inchisa (Fig. 3.4, situatiile a), de repaus, in absenta stimulului
(modificarea potentialului, legarea ligandului sau tensiunea mecanica);

- starea deschisa, care permite trecerea ionilor, dupa aparitia stimulului (Fig. 3.4,
situatiile b);

- starea inactiva, inchisa la prezenta prelungita a stimulului (Fig. 3.4, situatiile c);
aceasta Inseamna pentru cele trei tipuri de canale: (i) conformatie inchisa sub
potential de membrana modificat (altd conformatie decat cea inchisa de
repaus), (i7) ocupat de ligand dar inchis si (ii7) inchis in prezenta tensiunii
mecanice care a determinat deschiderea.
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Aceasta trecere intr-o stare refractara a canalelor ionice asigura mentinerea
homeostaziei ionice intracelulare in conditiile de persistenta a semnalelor, refacerea
potentialului membranar, desprinderea ligandului si, eventual, metabolizarea sa, cu
revenirea celulei la starea bazald, adica starea de neexcitatie, astfel incat sa devina
sensibila la o noua stimulare. De remarcat ca trecerea in stare refractara se petrece
datorita modificarilor spatio-temporale in homeostazia ionicd din citosolul
subcortical (de reguld), ceea ce atrage schimbari de conformatie a endodomeniilor
transportorilor [17-19]. Aceste schimbari care induc inactivarea canalelor pot fi sau
nu insotite de modificari chimice ce se petrec asupra lantului polipeptidic [20, 21].

Dintre cele trei tipuri de canale ionice, cele controlate mecanic (Fig. 3.4,
exemplul 3) au fost ultimele descoperite si sunt si cele mai dificil de investigat,
incepand chiar cu stabilirea faptului ca sunt controlate mecanic. Dificultatile se
datoreaza urmatoarelor aspecte [22]:

(i) celulele mecano-senzitive nu sunt numeroase in organism si sunt imprastiate
printre multe alte tipuri celulare, spre deosebire de celulele care contin canale
din celelalte tipuri;

(1)) numarul de canale controlate mecanic in membranele celulelor mecano-
senzitive este de cateva ordine de marime mai scazut decat numarul canalelor
comandate electric sau chimic (de exemplu, eritrocitele au 1,2x10° molecule de
banda 3, membrana celulelor cu bastonase contine aproximativ 4x107
molecule de rodopsina, celulele olfactive in jur de 1,7x107 receptori olfactivi, in
timp ce celulele paroase din organul lui Corti au intre 50 si 100 de canale
controlate mecanic);

(iit) dovedirea proprietitilor mecano-senzitive ale eventualilor candidati este
dificila cu tehnicile clasice.

In ciuda acestor dificultiti, interesul pentru studiul canalelor controlate
mecanic este deosebit de actual, atata timp cat dorim sd cunoastem mecanismele
celulare si moleculare ale receptarii, controlarii si reglarii presiunii sanguine, ale
senzatiilor tactile, ale perceptiei sunetelor, gravitatiei si acceleratiei. Din ceea ce se
cunoaste pana in prezent, canalele controlate mecanic sunt impartite in patru tipuri
[22]: degenerine/canale epiteliale de sodiu (abreviere DEG/ENaC, de la
DEGenerin/Epitelial Natrium Channel), canale receptor tranzient de potential

(prescurtat canale TRP, de la Transient Receptor Potential), canale de potasiu cu
doi pori (notate K.p) si canale mecano-senzitive de conductanta mica (abreviat MscS,

de la Mechanosensitive channel of Small conductance). O trasiturd comund a
acestor canale controlate mecanic este aceea ca genereaza semnale electrice foarte
rapide, cu o latenta de sub 1ms.

Suntem la un capitol destinat intelegerii functionarii biomembranelor ca
sisteme integrative, ceea ce inseamna nu doar ca toate tipurile de componente ce le
organizeaza (lipide, proteine si componenta glucidica) participa la functiile
membranelor, dar si ca putem exemplifica modul in care coopereaza elemente cu
functii variate in fenomene celulare complexe. Pentru intelegerea faptului ca
evenimentele celulare nu se petrec individual, ci intr-o permanenta cooperare si
completare, ca si pentru constientizarea faptului ca celulele se comporta adecvat
situatiilor in care sunt puse numai datorita acestei conlucrari a componentelor lor,
inclusiv a componentelor membranare, putem exemplifica prin ceea ce se petrece la
nivelul jonctiunilor neuro-musculare in momentul stimularii celulei musculare
pentru contractie, de catre sistemul nervos (Fig. 3.5). Este vorba aici de o cooperare
eficienta intre diferite tipuri de canale (in cazul acesta intre canale comandate
electric si canale comandate prin ligand).

78



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

(A)

axon

o buton terminal
canale de sodiu

comandate electric

vezicule cu acetilcolina

canale de calciu

comandate electric canale de sodiu

comandate
electric

sarcolema

celula musculara
comandate reticul
de acetilcolina sarcoplasmic

(B)

canale inchise

/ canale deschise
it \ canal de calciu
vy ax ¥ comandat electric

(deschis)

=

fanta sinaptica

canal comandat
de acetilcolina
(deschis)

Fig. 3.5. Cooperarea diferitelor tipuri de canale la nivelul jonctiunii neuro-musculare. A.
Jonctiunea aflata in repaus, deoarece impulsul nervos nu a ajuns la butonul terminal. Canalele de
calciu controlate electric, care comanda exocitarea acetilcolinei, sunt inchise. Sagetile rosii sugereaza
directia de propagare a semnalului. B. Jonctiunea neuro-musculara activata. Stimularea nervoasa a
ajuns la butonul terminal, canalele de calciu operate electric sunt deschise, iar cresterea concentratiei
de Ca** in citosolul de la nivelul butonului terminal determin secretia de acetilcolind. Acetilcolina
secretatd in fanta sinaptica se leaga de canalele de sodiu pe care le comanda, le deschide si
determina, prin depolarizarea locala a membranei, activarea unor canale de sodiu comandate
electric. In acest fel se extinde depolarizarea sarcolemei, ceea ce induce deschiderea unor canale de
calciu comandate electric, iar calciul extracelular intrat Tn citosolul celulei musculare, duce si la
afectarea canalelor de calciu de la nivelul reticulului sarcoplasmic, determinand eliberarea de calciu si
crescand concentratia de Ca®* in citosolul miocitului. Unele fenomene sunt mai complexe decat se
prezinta in aceasta figura. © Mircea Leabu, 2014.

Jonctiunea neuro-musculara, numita si sinapsa neuro-musculara, reprezinta
o apozitie dintre membrana butonului terminal al unui axon si un microdomeniu al
membranei celulei musculare. Intre cele doud membrane, aflate in apozitie la nivelul
sinapsei, in spatiul numit fanta sinapticd, se creeaza un microclimat favorabil
transmiterii de semnale intre celula nervoasa si celula musculara. Ce se intampla la
acest nivel, cand un semnal nervos ajunge la butonul terminal al axonului?
Propagarea semnalului nervos de-a lungul axonului se materializeazd prin
depolarizarea membranei axonale secvential, de-a lungul acestuia. Cand semnalul,
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deci depolarizarea membranei axonale, ajunge la butonul terminal, are loc
deschiderea unor canale de Ca2+ operate electric. Deschiderea acestor canale permite
ionilor de calciu din spatiul extracelular (unde concentratia este cu patru ordine de
marime mai ridicata, adica 10-3M) sa intre in citosolul de la nivelul butonului axonal
(unde concentratia este mica, de ordinul 107M). Cresterea concentratiei de Ca2* in
butonul axonal induce secretia de acetilcolina (depozitata in vezicule de secretie de la
nivelul butonului axonal) in fanta sinaptica. Acetilcolina secretata in fanta sinaptica
se leaga de canalele de sodiu controlate chimic prezente in membrana sinaptica a
celulei musculare pe care le deschide. Ionii Na* patrund in celula musculara
depolarizaind membrana acesteia la nivelul jonctiunii neuro-musculare.
Depolarizarea membranei la nivelul sinapsei duce la deschiderea unor alte canale de
Na* comandate electric, extinzand modificarea potentialului membranei celulei
musculare. Aceastd depolarizare extinsd duce la deschiderea la nivelul membranei
celulei musculare a unor canale de Ca2+ operate electric, ca si a unor canale de calciu
din membrana reticulului sarcoplasmic. Patrunderea Ca2+ (atat din exteriorul celulei,
cat si din reticulul sarcoplasmic) in citosolul celulei musculare determina contractia
celulei. Relaxarea celulei musculare presupune eliminarea ionilor de Ca2+ din citosol,
prin actiunea canalelor de schimb Na+*/Ca2* si a unor pompe de Ca2*. Dupa
transmiterea semnalului, la nivelul fantei sinaptice acetilcolina este fie metabolizata
la colina si acid acetic de o colinesteraza, fie reintrodusa in vezicule de secretie, in
butonul axonal prin endocitoza. Scaderea concentratiei de acetilcolina in fanta
sinaptica, alaturi de relaxarea celulei musculare prin scaderea concentratiei citosolice
de Ca2+ asigura pregatirea celulei pentru reluarea ciclului. Este evident, celulele fac
toate aceste lucruri mult, mult mai repede decat descriem noi in cuvinte. (Din
fericire!)

3.2.1.2. Transportul apei prin membrana celulara

Nu putem incheia aspectele legate de transportul pasiv prin membrane fara sa
vorbim despre transportul apei, solventul fiziologic. De acest transport depinde
echilibrarea presiunilor coloidosmotice si supravietuirea celulelor. Trecerea apei
printr-o membranda poartd denumirea de osmoza. Acesta este un termen util in
biofizicd, unde mecanismele care se ascund in spatele acestei treceri nu conteazi. In
biologia celulara, insa, unde vrem sa deslusim mecanismele care se petrec in celula
sau la nivelul diferitelor componente celulare (cum este acum membrana celularad) in
toata diversitatea si complexitatea lor, termenul osmoza (chiar daca nu trebuie
ignorat) nu este deosebit de util. Mai degraba poate crea confuzie, daca nu este corect
inteles. Multd vreme s-a considerat cd osmoza implicd numai trecerea apei printre
lipidele bistratului (intrarea apei in celuld sau parasirea celulei de catre moleculele
polare, mici ale apei). Ei bine, prin membrana celulard apa trece atat prin difuziune
simpla (adica printre lipidele bistratului), cat si prin difuziune facilitata, deoarece
multe celule si-au produs complexe proteice transmembranare destinate
transportului pasiv al apei. Aceste complexe proteice transmembranare, destinate
transportului facilitat al apei prin membranele celulare, poartd denumirea de
aquaporine.2 Termenul osmoza implica trecerea apei prin biomembrane prin
ambele mecanisme, cumulat. Rolul aquaporinelor este acela de a eficientiza trecerea
apei prin membrane, astfel incat, pe de o parte, fenomenele fiziologice sa se petreaca
dupa o dinamica adecvata si, pe de altd parte, la aparitia unor dezechilibre osmotice
accidentale homeostazia celulara sa nu sufere dramatic si si puna in pericol
supravietuirea.

2 Proteinele care structureaza aquaporine au fost pentru prima data identificate in membrana eritrocitara, iar
rolul lor a fost intuit de romanul Gheorghe Benga. Studii consecvente referitoare la acesti transportori ai apei prin
membrane au fost efectuate ulterior de grupul lui Peter Agree, acesta primind, in 2003, Premiul Nobel pentru
chimie cu urmatoarea motivatie a juriului: "for the discovery of water channels".
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Aquaporinele sunt proteine identificate in toate organismele (de la bacterii, la
mamifere si in plante) si sunt ubicuitare in organismele multicelulare, fiind
exprimate in diferite grade in toate tipurile de celule [23, 24]. La om au fost
identificati cel putin 13 membri ai familiei proteice a aquaporinelor [24], desemnate
abreviat prin AQPx (cu x incepand de la 0, AQPo fiind aquaporina din cristalin,
numitd initial proteina integrali majord, abreviat MIP, de la Major Integral

Protein, de unde si tendinta de a denumi astfel superfamilia de proteine cireia ii
apartin si aquaporinele). Identitatea moleculara a primei aquaporine (AQP1) a facut
obiectul articolului publicat de echipa lui Peter Agree in 1992. Agree si colaboratorii,
microinjectand ovocite de Xenopus laevis cu ARNm al proteinei CHIP28, abundent
exprimatd in membrana eritrocitara, au constatat o crestere semnificativa a
permeabilitatii osmotice a apei [25]. Aquaporinele (Fig. 3.6) sunt proteine
transmembranare cu masa molecularda de ~30kDa (masa moleculara predictibila a
monomerilor de aquaporine este intre 26 si 34kDa), au sase treceri in a-helix prin
bistratul lipidic (Fig. 3.6, notatiile TM1-TM6) si doua segmente scurte, tot
helicoidale, care strajuiesc vestibulele citoplasmatic (Fig. 3.6, notatia B1), respectiv
extracelular (Fig. 3.6, notatia B2) ale canalului organizat de cele sase domenii
transmembranare [25-27]. Capetele amino- si carboxi-terminale ale lantului
polipeptidic se afli pe fata citosolici. In membrane, monomerii astfel organizati
transmembranar se asociaza cate patru formand homotetrameri. Fiecare monomer al
complexului tetrameric reprezinta unitati functionale. Pentru AQP4 homotetramerii
se asociaza la un nivel superior in retele octogonale prin interactiuni ale unor motive
(secvente mici de aminoacizi) specifice din regiunea capetelor amino-terminale ale
monomerilor.

Apa poate trece prin canalele aquaporinelor in ambele sensuri, depinzand de
presiunile coloidosmotice existente de cele doua parti ale membranei. Reglarea
activitatii aquaporinelor si importanta acestora in controlul presiunilor
coloidosmotice reprezinti teme stiintifice de interes in momentul de fati [27, 28]. In
prezent, cunoastem ca reglarea activitatii se face prin protonare, dar si prin
fosforilare sau legare de alti cationi [27], fara ca mecanismele de control si reglare sa
fie deplin elucidate, alte modalitati de reglare sugerate fiind in studiu. Exprimarea
adecvata a aquaporinelor in celule este importanta pentru multe fenomene
fiziologice: absorbtia adecvata la nivelul cdilor urinare pentru formarea urinei,
semnalizare neuronald prin modularea transportului prin canale ionice, motilitate
celulara prin asigurarea dinamicii lamelipodiilor, hidratarea pielii, proliferarea
celulara, metabolismul lipidic (implicarea aquagliceroporinelor, aquaporine cu
transport dual pentru apa si glicerind) [24]. Mai mult, deficiente in exprimarea
aquaporinelor pot induce sau insoti diverse patologii: cataracta, diabet insipid, edem
cerebral, obezitate [23].

TM3 TM6

Fig. 3.6. Aranjarea lantului polipep-
tidic al aquaporinelor in bistratul
lipidic. Cele 6 domenii transmem-
branare (TM1-TM6) formeaza canalul
de trecere a apeilglicerinei, iar cele
doua bucle, citosolica (B1), respectiv
extracelulara (B2), asigura selectivita-
tea primara a complexului, strajuind
vestibulele intern, respectiv extern ale

TM1 TM2 TM5 TM4 caii de trecere. © Mircea Leabu, 2014.
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3.2.1.3. Transportul activ

Pana aici am detaliat aspecte legate de transportul in sensul diminuarii
concentratiei componentei/componentelor transportate, adica transportul pasiv sau
entropic. Celulele au insd nevoie de transport de molecule mici si/sau ioni si
impotriva gradientelor de concentratie existente la un moment dat sau existente
permanent la nivelul membranelor. Pentru rezolvarea acestor nevoi, in membrane
sunt organizate biostructuri proteice capabile sa transporte molecule mici si ioni
impotriva gradientului de concentratie al acestora, prin consum de energie provenita
din scindarea unor molecule macroergice (de regula ATP). Aceste structuri proteice
membranare poarta denumirea de pompe. Transportul efectuat de ele se numeste
transport activ, transport antientropic sau transport la deal.

Ca exemplu de transport activ vom aborda pompa de Na+/K+, numita si
Na+/K+-ATPazas3. Pompa este o structurd complexd din punct de vedere biochimic
[29], organizata ca un tetramer format din doua subunitéti o, mari (care reprezinta
unitatea catalitici si transportoare) si douda subunitati , mici (glicoproteice,
reglatoare, neimplicate direct in pomparea ionilor, dar necesare pentru impachetarea
conformationala corecta a subunitatilor o in reticulul endoplasmic, in momentul
biosintezei, asamblirii in membrani si maturirii). In unele organe, se aliturd un al
treilea tip de lant polipeptidic, subunitatea y (un polipeptid foarte mic, capabil sa
moduleze afinitatea pentru ionii transportati si pentru ATP). Toate cele trei tipuri de
subunitati sunt proteine transmembranare.

Subunitatile o (Fig. 3.7) sunt neglicozilate. Ele au o masa moleculara de
~110kDa (putand contine intre 1014 si 1028 de aminoacizi), au 10 treceri in a-helix
prin bistratul lipidic membranar (notate abreviat cu TM1 — TM10; in Fig. 3.7. sunt
numerotate in ordine, cu cifrele 1-10), iar ambele capete amino- si carboxi-terminale
ale lantului polipeptidic se afla in endodomeniu [29]. Exista patru izoforme de
subunitati a: a1, care are un lant polipeptidic format din 1024 aminoacizi, a2, cu
1021 aminoacizi, a3, cu doar 1014 aminoacizi si a4, cu cel mai lung lant polipeptidic,
continand 1028 de aminoacizi [29, 30]. Domeniul extracelular este minor si format
din doua bucle mici, prima intre domeniile transmembranare TM1 si TM2 (cam 12
aminoacizi, responsabila de interactiunea cu ouabaina, care inhiba activitatea
pompei) si 0 a doua intre TM7 si TM8 (in jur de 39 de aminoacizi). Celelalte bucle
extracelulare sunt nesemnificative (cate 3-4 aminoacizi) in privinta participarii la
organizarea domeniului extracelular al proteinei. Domeniul citosolic este abundent,
fiind format din: (?) portiunea N-terminala a subunitatii (primii 90-97 de aminoacizi
ai lantului polipeptidic), (i7) o bucla de lungime medie, intre domeniile
transmembranare TM2 si TM3 (formata din ~143 de aminoacizi), (iii) bucla mare
formata de lantul polipeptidic intre TM4 si TM5 (are in jur de 439 de aminoacizi si
contine atat acidul aspartic ce se fosforileaza in ciclul de activitate a pompei, cat si
situl de legare a ATP), (iv) alte doua bucle semnificativ mai mici intre TM6, TM7 (28
de aminoacizi) si intre TM8, TM9 (27 de aminoacizi) si (v) capatul C-terminal, mic
(format din ultimii 21 de aminoacizi ai lantului polipeptidic) [31]. La nivelul acestui
complex endodomeniu sunt prezente siturile de legare a sodiului (sunt legati
simultan 3 ioni), care au mare afinitate pentru cation. Siturile de legare a ionului de
sodiu sunt accesibile numai in starea in care pe endodomeniu, la nivelul buclei mari
se afla legat ATP. Starea in care subunitatea o prezinta legati concomitent ATP si cei
trei ioni de sodiu reprezinta initierea ciclului de pompare (vezi mai jos etapele
mecanismului de pompare).

3 Pompa de sodiu a fost descoperita in 1950 de chimistul danez Jens Christian Skou, care 47 de ani mai tarziu, in
1997, a fost distins cu Premiul Nobel in chimie cu urméitoarea motivatie a juriului: "for the first discovery of an
ion-transporting enzyme, Na*,K+*+-ATPase". Denumirea de Na*/K*-ATPazd se datoreaza faptului ca scindeaza
enzimatic ATP pentru energia necesara transportului antientropic.
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Fig. 3.7. Elementele din organizarea in membrana a domeniilor subunitatii o (subunitatea

transportoare) a pompei de sodiu si potasiu. Cele 10 domenii transmembranare organizate in o-
helix (TM) sunt numerotate, in ordine, de la 1 la 10. Se observa ectodomeniul slab reprezentat, format
in principal de doua bucle mici: prima intre TM1 si TM2, iar a doua intre TM7 si TM8. Endodomeniul
este foarte bogat continand capatul N-terminal al subunitatii, pe lungimea primilor 97 de aminoacizi ai
proteinei, capatul C-terminal, relativ scurt (ultimii 21 de aminoacizi ai proteinei), doua bucle mici intre
TM6 si TM7, respectiv TM8 si TM9, o bucla de lungime medie intre TM2 si TM3 si bucla citosolica
majora, realizata de lantul polipeptidic intre TM4 si TM5, care contine situl de legarea a ATP si acidul
aspartic ce se fosforileaza in cursul ciclului de functionare a pompei. © Mircea Leabu, 2014.

Rolul celorlalte subunitati B (respectiv y, cand aceasta exista) este destul de
controversat, inca, deoarece si rezultatele experimentale sunt destul de diverse in
semnificatia lor.

Subunitatea B este glicoproteind transmembranara unipas, tip II cu un
endodomeniu mic format dintr-o portiune scurtda a capatului N-terminal si un
ectodomeniu mare format din mai mult de jumatate din intregul lant polipeptidic cu
capatul C-terminal. Exista trei izoforme de subunitati B: B1, care are 304 aminoacizi
si trei situri de posibild N-glicozilare, B2 cu 290 de aminoacizi in structura si 4 pana
la 9 situri de glicozilare, depinzand de specie (4 la pasare, 7 la sobolan, 8 la om, 9 la
soarece) si B3, avand 279 de aminoacizi [29]. Nu se cunoaste daca toate aceste
posibile situri de glicozilare sunt utilizate ca atare, dar toate izoformele sunt, cu
certitudine, mai puternic sau mai slab glicozilate. Desi inhibarea glicozilarii cu
tunicamicina nu blocheaza activitatea pompei si nici sensibilitatea acesteia la
ouabaind, este totusi dovediti, pentru subunititile B neglicozilate, afectarea
echilibrului de asamblare af. Aceste rezultate experimentale sugereaza rolul
subunitatii f in corecta impachetare a subunitatii o in timpul biosintezei, la nivelul
reticulului endoplasmic si formarea eficienta a complexelor proteice ale pompei [29].
O alta caracteristica structurald importanta a subunitatii B este capacitatea de a
forma trei punti disulfidice in ectodomeniu. La sobolan aceste punti, ce asigura
impachetarea corecta a subunitatii f1, se formeaza intre Cys!25-Cys48, Cyst58-Cys!74 si
Cys212-Cys275. Chiar daca pozitiile relative ale cisteinelor implicate in formarea
puntilor nu sunt conservate la izoformele f2 sau 3, puntile sunt prezente, ceea ce
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sugereaza importanta lor pentru o aranjare tridimensionala corecta, functionala.
Desfacerea celor trei punti disulfidice cu agenti reducatori duce la pierderea functiei
pompei, iar o singura mutatie punctiforma care elimina numai una dintre cisteinele
in discutie impiedica asamblarea corecta a heteromerilor o [32].

Referitor la asamblarea complexelor proteice ale Na+,K+-ATPazei se cunoaste
ca subunitatile B au domeniul transmembranar in apropierea domeniilor TM7 si
TM10 ale subunitatii o si cd mai interactioneaza cu bucla dintre TM7 si TM8 a
ectodomeniului subunitatii catalitice [33]. Cat priveste asamblarea subunitatii y (la
complexele de transport in care ea existda), domeniul transmembranar al acesteia se
localizeaza intr-un sant dintre TM2, TM6 si TMg al subunitatii o, dar interactioneaza
si cu subunitatea B la nivelul ectodomeniului, respectiv cu endodomeniul subunitatii
a la nivelul buclelor dintre domeniile transmembranare TM6/TM7 si TM8/TMg9 [33-
35]. Toate aceste interactiuni ce sunt nuantate prin asocierile diferite dintre cele 4
izoforme de subunitati o, trei izoforme de subunitati B si sapte izoforme de
subunitati y asigura modulari de mare finete ale functiei pompei in diverse tipuri
celulare [29, 33].

Cat priveste structura biochimica a subunitatii y, aceasta este o proteina
transmembranara unipas, tip I si au fost identificate 7 izoforme, cu mase moleculare
intre 8 si 14kDa [29, 33]. Toate aceste izoforme au fost dovedite a se asocia cu
pompele de Na+/K+ [33], moduland activitatea acestora. Subunitatea y se exprima in
special la nivelul rinichiului, avand rol si in adaptarea, respectiv supravietuirea
celulelor in conditii hipertone [36].

Ce se cunoaste despre mecanismul de actiune al Na+,K+-ATPazei? Ciclul de
pompare are 7 etape si duce la expulzarea a 3 ioni de Na+* si introducerea a 2 ioni de
K+ 1n celula, pe baza unor modificari de conformatie intre doua forme: E1 cu acidul
aspartic din situl catalitic nefosforilat si E2 cu acidul aspartic fosforilat [37]. Etapele
ciclului de pompare sunt (Fig. 3.8):

1. Legarea ATP pe endodomeniul subunitdtii o si expunerea siturilor de legare a
ionilor Na+;

2. Legarea a trei ioni Na* in portiunea citosolicd (endodomeniul) subunitdtii o a
pompei, pe situri de inalta afinitate;

3. Fosforilarea unui aspartat prin scindarea ATP la ADP (consumul energetic
necesar activitatii pompei), cu schimbarea conformatiei proteinei, ceea ce duce la
conducerea celor trei ioni Na* in ectodomeniul subunitatii o, pe situri de
interactiune de joasa afinitate;

4. Disocierea si expulzarea in exterior a ionilor Na* si legarea pe ectodomeniul
subunitatii o a doi ioni de K*, pe situri de mare afinitate expuse prin modificarile
de conformatie ce se petrec in etapele 2 si 3;

5. Hidrolizarea aspartilfosfatului si schimbarea conformatiei subunitatii o, ceea ce
atrage transferul ionilor K+ in endodomeniu pe situri de joasa afinitate;

6. Eliberarea ionilor K+ de pe endodomeniul subunitatii a, in citosol;

7. Incheierea ciclului prin refacerea sitului specific si legarea ATP, pentru refacerea
conformatiei cu expunerea siturilor de mare afinitate pentru ionii Na* si
pregatirea unui nou ciclu de pompare.

Pompa de Na*/K+* este electrogenica, adica prin eliminarea a 3 ioni de Na+* si
introducerea a numai 2 ioni K+, contribuie la realizarea si/sau mentinerea
potentialului membranar. Se intalneste in membranele tuturor celulelor animale.
Importanta prezentei si activitatii sale poate fi probata si de faptul ca adesea ea
consuma jumadatate din cantitatea celulard de ATP. Inhibarea activitatii ei prin
ouabaind duce la incapacitatea celulara de a mentine echilibrul Na+/K+, cu afectarea
potentialului membranar si din asta rezulta complicatii asupra fiziologiei celulare.
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Fig. 3.8. Etapele unui ciclu functional pentru subunitatea a a pompei de sodiu si potasiu. in
fazele 1, 2, 6 si 7 subunitatea o are conformatii corespunzatoare formei E1, in timp ce in fazele 3, 4 si
5 conformatiile sunt pentru forma E2. Ciclul incepe cu legarea celor trei ioni de sodiu pe siturile de
mare afinitate din endodomeniu (1), ceea ce atrage lizarea ATP cu fosforilarea restului aspartat si
eliberarea ADP (2); fosforilarea (P) acidului aspartic duce la modificari conformationale ale subunitatii
o, cu transferarea celor trei ioni de sodiu in ectodomeniul proteinei transmembranare, pe situri de
joasa afinitate (3), de unde sunt expulzati cu expunerea siturilor de mare afinitate pentru ionii de
potasiu (4); ectodomeniul leaga cei doi ioni de potasiu (5) ceea ce conduce la hidroliza aspartil-
fosfatului, cu eliberarea de acid fosforic si schimbarea conformatiei, care favorizeaza transferul ionilor
de potasiu pe situri de joasa afinitate din endodomeniu (6); eliberarea ionilor de potasiu in citosol
duce la refacerea sitului de legare a ATP (7), iar legarea compusului macroergic pe endodomeniu
reface siturile de mare afinitate pentru sodiu, ciclul putand reincepe. © Mircea Leabu, 2014.

Pompa discutatda mai sus face parte din tipul P de ATPaze (ATPaze de tip
plasmalemal), alaturi de pompa protonica (H+*-ATPaza), pompa H+/K+ (H*K+-
ATPaza) si de pompa de calciu (Ca2+-ATPaza). P-ATPazele au aceeasi structura
catalitica si mecanisme asemanatoare celui descris pentru pompa de Na+/K+.

La nivelul endomembranelor a fost evidentiat si tipul V de ATPaze (ATPaze
de tip vacuolar), care pompeaza protoni in endozomi sau lizozomi. Organizarea
acestora este mult mai elaborata, avand nevoie de cel putin 11 subunitati ca sa isi
indeplineasca functia, ceea ce duce la formarea unor complexe proteice de ~1000kDa
[38].

In sfarsit, mentiondm c# la nivelul celulelor eucariote mai existd tipul F de
ATPaze (cu F de la ,phosphorilation Factor”), care sintetizeaza ATP folosind
energia rezultata din disiparea unui gradient protonic existent la nivelul membranei
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in care sunt organizate si tipul E de ATPaze (cu E de la ,Extracellular ATP”), care
sunt enzime ale suprafetei celulare cu rol in hidroliza diversilor nucleozid-trifosfati
(inclusiv ATP) extracelulari, cu implicare in diferite fenomene de semnalizare si nu in
transportul activ. V-ATPazele si F-ATPazele au similitudini de organizare (complexe
proteice cu numar mare de subunitati) si reprezinta, pe baza mecanismului de
functionare, ceea ce numim motoare moleculare [38, 39].

Pentru argumentare suplimentara a imaginii cooperarilor dintre diversitatea
de componente ale membranei celulare prin functiile lor, la cele prezentate mai sus
(Fig. 3.5) adaugam prezentarea unor fenomene care se completeaza reciproc in
interesul bunei functionidri a celulei, exemplificind colaborarea dintre diversi
transportori la nivelul celulelor intestinale absorbante denumite enterocite (Fig. 3.9).

Enterocitele sunt celulele responsabile de preluarea din hrana digerata a
compusilor biochimici utili rezultati (intre altii glucoza). Aceste celule formeaza
epiteliul simplu columnar care delimiteaza lumenul intestinal. Enterocitele sunt
celule polarizate, adica celule ale ciror membrane au organizare moleculara (cel
putin ca tipuri de proteine) diferita la nivelul lumenului intestinal (pol apical, unde
suprafata membranei este mult sporita prin structurarea unor digitatii numite
microvili), fatda de zonele dinspre tesuturi (pol latero-bazal).

lumenul intestinal

Na*

Fig. 3.9. Cooperarea proceselor de transport
membrani activ (transport activ secundar, respectiv

\ apicala transport activ primar) si pasiv la nivelul
Lo enterocitului. La nivelul membranei apicale se

./ ‘GI:T

Jonctiunilor ocludente o . M .

_ afla transportorul simport pentru glucoza si sodiu

mlg?;lglaéné (SGLT) care faciliteaza preluarea glucozei prin

/ \ transport activ secundar pe baza disiparii
lul gradientului ionilor de sodiu. Glucoza, astfel

\ celula introdusa in citosolul enterocitului, este eliminata in

commna.ré spatiul interstitial subepitelial, printr-un uniport de
(enterocit) i cozs (GLUT) aflat in membrana latero-bazals,
care efectueaza transport pasiv (concentratia de
glucoza absorbita din lumenul intestinal creeaza
un gradient al monozaharidului, care este mai
abundent in citosol, decét in spatiul bazal). Sodiul
preluat din lumenul intestinal, aparent din
considerente energetice impuse de activitatea
antiportului SGLT, este eliminat activ din enterocit
tot in spatiul subepitelial prin actiunea pompei de
membrana @ sodiu si potasiu. Asta inseamna ca fenomenele
bazala asigura preluarea concomitentd a glucozei si
sodiului din alimentatie. N.B. Sé&geata cu
traiectorie intoarsa, indreptata dinspre glucoza

Na+fK+“ catre zona jonctiunilor ocludente, semnifica faptul
GLUT Na* ATPaza cd pe acolo monozaharidul nu poate sa treaca (ca
de altfel nici alte substante, in afard de unii ioni,

spatiul intestitial subepitelial acestia cu mari restrictii). © Mircea Leabu, 2014.
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Asadar, membrana apicala contine, cel putin in parte, o serie de proteine care
nu sunt localizate in membranele laterala, respectiv bazala, ca de altfel si reciproc
(anumite proteine nu se gasesc decat in membranele latero-bazale). De mentionat ca
celula controleaza eficient aceasta polarizare, chiar din momentul biogenezei acestor
domenii de membrana (apical, respectiv latero-bazal) si este ajutata in mentinerea
acestui caracter polarizat prin jonctiunile ocludente pe care le organizeaza.

Care sunt procesele care coopereaza in asigurarea functiei enterocitului in
contextul exemplului nostru? La nivelul membranei apicale se afla transportorul
simport SGLT1, care introduce glucoza in citosolul enterocitului, alaturi de 2 ioni Na+
prin mecanismul de transport activ secundar, prezentat anterior la sectiunea 3.2.1.1.
Transportul pasiv. Acest proces de transport are o parte buna (preluarea glucozei
si sodiului din alimente), dar si una periculoasa (introducerea de Na+* in exces in
citosolul enterocitelor, ceea ce ar afecta potentialul membranar). Glucoza, preluata
prin activitatea SGLT1, este mai departe expulzata in spatiul subepitelial de
transportorul uniport GLUT2 aflat in membrana latero-bazala, pentru a fi predata
circulatiei sanguine si transportata acolo unde organismul are nevoie de ea. De
excesul de Na+ se ocupa pompa de Na+/K+ aflatd tot in membrana latero-bazala a
enterocitului, care eliminand 3 ioni de Na+* din enterocit si introducand 2 ioni K+ in
celula asigura mentinerea homeostaziei ionice intracelulare, ca si potentialul
membranar in limite normale. Prin aceste cooperari ale transportorilor din
membranele apicald, respectiv latero-bazala ale enterocitului se asigura preluarea
glucozei din intestin chiar impotriva gradientului de concentratie, ceea ce conduce la
cresterea concentratiei de glucoza in citosolul enterocitului, crestere care asigura
functionarea transportorului pasiv GLUT2, deoarece concentratia glucozei in
interstitiul peretelui intestinal este mai mica decat in enterocit, dar se asigura si
mentinerea homeostaziei Na* in enterocit, deoarece ceea ce introduce simportul
SGLT1 este compensat de expulzarea efectuata de pompa Na+/K+.

Incheiem discutiile referitoare la transportul activ prin membrani, amintind
de o clasa de transportori cu deosebita semnificatie fiziologica si, mai larg, medicala,
cunoscuti sub denumirea de transportori ABC (cu ABC de la ATP-Binding
Casette). Semnificatia fiziologica si medicala a acestor transportori activi rezida in
faptul ca induc rezistenta multipla la medicamente (,multidrug-resistance”), fiind
capabili sd elimine din celule o multitudine de compusi cu utilitate terapeutica,
indiferent de modul prin care acestia pot patrunde in celula tinta. Se gasesc atat la
procariote, cat si la eucariote. La procariote, transportorii ABC permit adaptare si
rezistenta la antibiotice. La eucariote, menirea lor principala este aceea de a elimina
substante inutile, toxice. De mentionat ca transportorii ABC sunt principalii
responsabili de inducerea rezistentei celulelor canceroase la chimioterapie [40, 31].

Transportorii ABC sunt de o mare diversitate si au capacitatea de a transporta
o mare varietate de substante plecand de la ioni, glucide, aminoacizi, vitamine,
lipide, antibiotice si medicamente (inclusiv xenobiotice) si ajungand pana la
oligozaharide, oligopeptide sau chiar proteine cu masi moleculard mare [40-44]. In
ciuda acestei mari diversitati de tipuri, se pastreaza cateva reguli in organizarea
structurilor proteice transmembranare care reprezinti transportorii ABC. In functie
de modul in care sunt respectate aceste reguli, transportorii ABC se pot imparti in: (i)
sisteme importatoare mici, la care fiecare element de organizare structurala este
asigurat de un alt polipeptid; (ii) sisteme importatoare mari, la care organizarea
implica doua subunitati proteice identice (homodimeri) sau diferite (heterodimeri);
(ii1) sisteme exportatoare organizate ca dimeri (numite si hemi-transportori, half-
transporter in engleza) sau ca monomeri (numite si transportori intregi, full-length
transporter) [38, 41]. La om sunt identificate aproape 50 de tipuri de transportori
ABC [44].
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Fig. 3. 10. Organizarea pe dome-
nii a transportorilor ABC. Este
prezentata organizarea unui sis-
tem importator mare, cu doua sub-
unitati. Cele 12 domenii trans-
membranare (cate 6 pentru fiecare
subunitate), notate TMD, asigura
structurarea V-ului care, prin ori-
entarea deschiderii catre citosol,
respectiv catre suprafata membra-
nei, asigura functionalitatea trans-
portorului. Orientarea deschiderii
in V este dependenta de legarea
ATP pe endodomeniile celor doua
subunitati notate cu NBD. In apo-
zitie cu ectodomeniile subunitatilor
transportoare este prezenta unita-
tea de legare a solutului (SBD).
Sagetile verzi, mediene din dese-
nul complexului proteic, arata
directia de miscare a moleculei
transportate. © Mircea Leabu,
2014.

In incercarea de a intelege cum functioneazi transportorii ABC si detaliem,
intr-o oarecare masuria, modul cum sunt ei structurati si organizati la nivelul
membranei (Fig. 3.10). Toate cele trei tipuri de sisteme de transportori ABC contin
domenii transmembranare (notate abreviat cu TMD, de la TransMembrane
Domains) care realizeaza canalul prin care trece compusul transportat si domenii
de legare a nucleotidelor (abreviat NBD, de la Nucleotide-Binding Domains),
pe fata citosolica a membranei, cu rol in legarea si hidrolizarea catalitici a ATP.
Alaturi de aceste domenii, sistemele importatoare mai contin domentii de legare a
solutilor transportati (abreviat SBD, de la Solute-Binding Domains), pe fata
externd a membranei, cu rol in preluarea si transferarea compusului transportat
catre TMD [38]. Complexele proteice functionale contin doud TMD miez, a caror
asociere sub forma unui V rasturnat (adica avand deschiderea catre -citosol)
determina formarea canalului de transport a solutului si doud NBD care leaga doua
molecule de ATP si le pozitioneaza in vecinatate, dar antiparalel [38, 41].

De regula, sistemele importatoare mici au fiecare dintre domeniile mentionate
formate din polipeptide independente ce se asociaza conducand la formarea
complexului functional [38, 41]. Sistemele importatoare mari si sistemele
exportatoare sunt formate fie din doua subunitati (formand complexe homo- sau
hetero-dimerice la hemi-transportori), fie dintr-o singura proteina (la transportorii
intregi). La hemi-transportori cele doud subunitati structureaza pe baza aceluiasi lant
polipeptidic atat un TMD, cat si un NBD, iar la transportorii intregi se structureaza in
prima jumatate a lantului polipeptidic un TMD si un NBD, iar in cea de-a doua
jumatate a lantului a doua pereche TMD, NBD. TMD miez respecta regula organizarii
cu 6 segmente transmembranare in o-helix, desi exista si sisteme care au TMD
format din numai 5 segmente transmembranare sau altele care au 10 segmente
transmembranare pentru fiecare TMD [38]. La transportorii cu mai mult de 6
segmente transmembranare pe TMD existd dovezi experimentale care sugereaza
rolul segmentelor suplimentare in reglarea si modularea functiei.

Cum functioneaza aceste complexe transmembranare in procesul de
transport? Mecanismul de actiune presupune modificari ciclice ale conformatiei si
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pozitiei relative a celor douda TMD datorate hidrolizei ATP legat la nivelul NBD [38,
41]. Etapele ciclului de transport pentru sistemele importatoare sunt:

1. Legarea si acostarea la nivelul complexului transportor a solutului, prin SBD;
2. Legarea ATP la NBD si adoptarea conformatiei acestor domenii care sa plaseze
in pozitie antiparalela cele doud molecule de nucleotid;

3. Modificarea pozitiei TMD si inversarea deschiderii V catre suprafata
membranei, datorita interactiunilor de la nivelul NBD ocupate de ATP;

. Avansarea solutului in profunzimea deschiderii V a celor doua TMD;

. Hidrolizarea ATP cu eliberarea de pe NBD a ADP rezultat si inversarea
deschiderii V a TMD cu eliberarea solutului in citosol, ceea ce readuce
conformatia complexului la cea initiala, capabila sa intre intr-un ciclu nou.

a1 b

Ciclul de actiune pentru sistemele exportatoare are un numar mai mic de etape:

=

Intrarea solutului in adancitura Va TMD;

2. Legarea ATP pe endodomenii si interactiunea dintre cele doua NBD pentru
asezarea antiparalela a moleculelor de nucleotid;

3. Modificarea pozitiei TMD cu inversarea deschiderii V si eliberarea solutului in
spatiul extracelular;

4. Hidrolizarea ATP si inversarea deschiderii V, cu formarea conformatiei initiale

a complexului transportor.

In cele mai bine de trei decenii de cand au fost identificati, transportorii ABC au
reprezentat biostructuri membranare pentru care interesul stiintific a fost in
permanenta crestere. Suntem departe de a cunoaste suficiente detalii legate de
functionarea acestora, care sa ne permitd sa 1i exploatam eficient in medicina.
Transportorii ABC raman mai departe structuri ale membranei celulare de mare si
acut interes pentru ceea ce numim medicina translationala, adica acele cercetari din
bio-medicina care sa duca la o cat mai eficienta aplicare a rezultatelor in clinica.

3.2.3. Transportul cu membrana

Transportul cu membrand este dependent fie de capacitatea unor
microdomenii membranare de a se invagina sub forma unor vezicule, urmata de
desprinderea (fisionarea) membranei lor de cea la nivelul cireia se formeaza si
introducerea in celuld a substantelor captate in volumul veziculei, fie de capacitatea
endomembranelor veziculelor/vacuolelor de secretie de a fuziona cu membrana
celulara si eliberarea in spatiul extracelular a substantelor din interior. Transportul
cu membrand permite celulelor sa facd schimb de substanta cu exteriorul, ca si
transportul prin membrana detaliat in subcapitolul anterior, dar folosind mecanisme
diferite, care implica nu doar proteinele membranare, ci microdomenii membranare
(adicd portiuni de membrand ce solidarizeaza structural si functional anumite
lipide/glicolipide si anumite proteine/glicoproteine cu scopul de a le facilita
functionarea impreuna).

In functie de sensul in care se efectueazi, transportul cu membrana se imparte
in trei tipuri:

1. Endocitoza, atunci cand componentele transportate sunt preluate din exterior
si introduse in celul;

2. Exocitoza, prin care se elimind componente din interiorul celulelor in afara
lor;

3. Transcitoza, care este specifica celulelor ce organizeaza epitelii unistratificate
si presupune preluarea de substante din exteriorul celulei pe una din fetele
epiteliului (la polul apical, adica din lumenul delimitat de epiteliu, sau la polul
latero-bazal, adica din spatiul interstitial subepitelial), transportarea lor dintr-o
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parte in cealalta a celulei epiteliale si eliminarea materialului transportat trans-
epitelial in exteriorul celulei, pe cealalta fata a epiteliului.

3.2.3.1. Endocitoza

Procesele de preluare de substanta de catre celuld din spatiul extracelular se
pot clasifica in functie de caracteristicile fizico-chimice ale materialelor endocitate
sau in functie de mecanismele prin care se desfasoara.

In functie de caracteristicile materialelor preluate de celuldi, endocitoza se
imparte in doua categorii:

1. Fagocitoza (de la termenii grecesti q@@ayw — a manca + Kkytog — vas,
recipient, celuld + wowg — sufix pentru proces, fenomen), atunci cand sunt
endocitate materiale particulate (de exemplu bacterii, fragmente celulare,
virusuri), adica celula mananca.

2. Pinocitoza (de la termenii grecesti mvw — a bea + kytog — vas, recipient,
celula + wolg — sufix pentru proces, fenomen), cand sunt endocitate substante
solubilizate in fluidul extracelular, adica celula bea.

Diferenta intre cele doua tipuri de endocitoza nu consta numai in tipul de
material transportat in celuld, ci si in mecanismele prin care acestea se desfiasoara,
chiar daca nu mecanismele au reprezentat criteriul pentru clasificare.

Fagocitoza a fost descrisa cu mai bine de un secol in urma de Ilia Iliici
Mechinikov4 in 1882, iar denumirea ei a aparut pentru prima data intr-un articol al
acestuia din 1884. O scurtd istorie a evolutiei cunostintelor despre fagocitoza este
prezentata intr-un relativ recent articol de sinteza [45]. Subtilitatile fenomenului de
fagocitoza sunt departe de a fi pe deplin elucidate. Ceea ce se intampla de regula,
chiar daca exista variatii ale mecanismelor, pare a fi general valabil (Fig. 3. 11). Desi
fenomenele care se petrec in timpul proceselor de fagocitoza sunt complexe si
deosebit de bine controlate de celuld, ele se pot sistematiza prin cateva consideratii
de principiu. Procesul presupune capacitatea membranei celulei fagocitare de a
recunoaste particula de endocitat, prin proteine membranare destinate, ceea ce
declanseaza fenomene care implicd atat alte componente ale membranei, cat si
elemente din citosol. Fagocitoza presupune extinderea de pseudopode (prelungiri
citoplasmatice delimitate de domenii de membrana a cdror dinamica este controlata
de rearanjari ale citoscheletului de actind) de-a lungul particulei care urmeaza sa fie
endocitati. In acest proces rolul filamentelor de actinii este acela de a antrena, din
interiorul celulei, membrana pentru formarea prelungirilor care invaluie particula de
endocitat prin formarea a ceea ce se numeste cupa fagocitara sau cupa de
fagocitare.

La nivelul membranei sunt implicati receptorii de fagocitare care se ataseaza
de componente de pe suprafata particulei care urmeaza a fi endocitata, componente
care se numesc opsonine. De reguld aceste componente sunt anticorpi care
recunosc proteine ale suprafetei structurii fagocitate. Aceasta decorare a particulelor
fagocitate cu anticorpi poarti denumirea de opsonizare. In momentul in care
particula fagocitata este complet imbracata de prelungirile celulei care fagociteaza,
membrana fuzioneaza si particula este inclusa intr-o vacuold, in interiorul celulei
fagocitante. Vacuola poartd denumirea de endozom, in general, sau fagozom in cazul
particular al fagocitozei. Fagozomul fuzioneaza ulterior cu lizozomul, componenta
fagocitata este digerata, iar elementele biochimice rezultate sunt utilizate de celula
fagocitara. De mentionat ca organismul este dispus si la ,,pierderi”; in ciile aeriene,
macrofage tisulare migreaza in spatiile echivalente exteriorului organismului, curata
sacii alveolari si traiectele respiratorii de materialele insolubile si sunt expectorate.

4 Tlia Iliici Mecinikov este laureat al Premiului Nobel in fiziologie sau medicina in 1908, premiul fiind impartit cu
Paul Ehrlich. Motivatia juriului a fost: ,,in recognition of their work on immunity”.
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Fig. 3. 11. Evenimente celulare ce se petrec in fenomenul de fagocitare a unei bacterii. A.
Detalii moleculare asupra initierii fenomenului: 1 — Fenomenul de opsonizare se petrece prin legarea
de anticorpi (ac) de proteine expuse la suprafata bacteriei (ag), ducand la invelirea ei Th domenii Fc
cu receptori pe suprafata macrofagelor. 2 — Bacteria opsonizata este recunoscutd de macrofage, prin
receptorii pentru Fc (RFc), fiind fixatd pe suprafata celulelor destinate sa curete organismul de
invadatori. Dupa primele interactiuni, alti RFc sunt mobilizati catre locul de fixare a bacteriei pentru a
spori interactiunile. 3 — Prin interactiunile dintre RFc si opsoninele de la suprafata bacteriei, incepe
emiterea prelungirilor citoplasmatice (pseudopode) ale macrofagului cu initierea formarii cupei de
fagocitare, la care participa filamente de actina prin dinamicitatea lor. B. Continuarea procesului in
contextul intregii celule. 1 — Procesele initiate conform celor prezentate detaliat continua cu
definitivarea formarii cupei fagocitare in care este inglobatd bacteria. 2 — In final, prelungirile
citoplasmei ajung sa conflueze, iar bacteria este internalizata intr-o structura delimitata de membrana
numita fagozom, care este directionata catre lizozomi, unde are loc degradarea tuturor materialelor
care formeaza celula procariota, iar compusii de baza (aminoacizi, glucide, nucleotide etc.) eliberati
prin digestie sunt folositi de celula fagocitara pentru propriul metabolism. © Mircea Leabu, 2014.

Fenomenele prezentate mai sus succint, principial sunt in realitate mult mai
complexe. Ele implica pe de o parte fluidizarea membranelor pentru facilitarea
relocatiei receptorilor la opsonine (adicd la imunoglobuline, prin legarea la domeniile
Fc ale acestora), ca si depolarizdri ale membranelor prin activarea unor canale de
calciu care modificd tranzitoriu potentialul de membrand pentru receptori (canale
sensibile la o multitudine de stimuli [46]), alaturi de activari de kinaze pentru
fosfoinozitide [47, 48]. Toate aceste componente se implica in facilitarea formarii
cupei de fagocitoza si realizarea procesului de endocitare a bacteriilor. Fagocitoza
este un fenomen specific proceselor vitale de aparare/curatare a tesuturilor de
materiale insolubile periculoase (de exemplu in procese imune anti-bacteriene) sau
de prisos (in cazul curatarii corpilor apoptotici). Cum ceea ce este fagocitat ajunge sa
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fie degradat in lizozomi si refolosit de celuld, putem spune ca fagocitoza este o
exprimare in lumea vie a legii conservirii materiei: "In naturi nimic nu se pierde,
nimic nu se creeaza, totul se transforma”, invatata la chimie, in contextul legii
conservarii masei, lege datorata lui Antoine-Laurent de Lavoisier care a postulat-o in
cartea sa Traité élémentaire de chimie, publicata in 1789, dar anticipata de
Mihail Vasilievici Lomonosov care, intr-o scrisoare ciatre Leonhard Euler din 5 iulie
1748, a stipulat: ”Orice schimbare in natura are loc astfel incat atata cat se ia dintr-un
corp, atata se adauga altuia. Astfel, daca o cantitate de materie descreste intr-un loc,
ea creste altundeva.”

Fagocitoza este un fenomen specific unor anumite tipuri de celule din
organism cum sunt macrofagele, dar si polimorfonuclearelor, numite si microfage.
De mentionat ca pentru moartea celulara programata, corpii apoptotici care se
formeaza declanseaza procesul de fagocitoza la celulele din jur, fara ca acestea sa fie
neaparat macrofage profesioniste, ducand la o curatare a tesutului, fara a se produce
inflamatii [49, 50]. Desi fenomenele care se petrec sunt principial asemanatoare, la
nivel molecular exista diferente semnificative [51]. Atragerea macrofagelor, respectiv
activarea pentru fagocitoza a celulelor inconjuratoare (neprofesioniste in fagocitoza)
este determinata de factori chemotactici eliberati de celulele intrate in apoptoza (de
exemplu lizofosfatidilcolinele sau sfingozin 1-fosfatul, derivat al echivalentului
acidului fosfatidic din categoria sfingolipidelor, care ramane fara acidul gras amidat).
Fagocitoza propriu-zisa (formarea cupei fagocitare) este declansata de prezenta la
suprafata corpilor apoptotici a fosfatidilserinelor, "flopate”s din foita interna a
bistratului lipidic membranar in momentele de initiere a apoptozei si care actioneaza
ca semnale denumite sugestiv (chiar metaforic) "mananca-ma”. Aceasta in linii mari,
deoarece si in acest caz al fagocitarii corpilor apoptotici mecanismele sunt mai
complexe si implicad participarea si a altor componente membranare care sunt
exprimate de celula curatitoare in momentele esentiale.

Pinocitoza, adicd endocitoza de compusi macromoleculari solubilizati, pare
a fi mult mai diversa din punctul de vedere al mecanismelor prin care se realizeaza.
De aceea, se definesc mai multe tipuri de pinocitoza, pe baza mecanismelor prin care
se efectueaza.

O prima forma este pinocitoza constitutiva. Aceasta presupune preluarea
in vezicule de endocitoza a unor volume de lichid extracelular, cu tot ce contine
acesta solubilizat, printr-un proces ce se desfasoara de la sine, continuu, asemenea
unui act reflex, cum ar fi respiratia organismului. Evident, printr-un asemenea
proces, cantitatile de substante endocitate sunt proportionale cu concentratiile in
care acestea se afla in mediul extracelular. Referitor la intensitatea cu care se
desfasoara pinocitoza constitutiva, putem sa gandim ca aceasta poate fi modulata de
celuld in conformitate cu nevoile ei concrete, fara a exista in momentul de fata dovezi
experimentale in aceasta directie si fara sa se schimbe caracterul ei constitutiv, daca
aceastda modulare a frecventei s-ar intampla.

O a doua forma este pinocitoza mediata de receptori, numita mai uzual
endocitoza mediata de receptori, cum vom face si noi pe mai departe.
Termenul a fost introdus in 1976 de Joseph L. Goldstein si Michael S. Brown,®
preocupati de metabolizarea LDL (lipoproteinelor de densitate joasa; prescurtarea
vine de la termenul englezesc Low Density Lipoprotein) si rolul acestor lipoproteine
in controlul si modularea colesterolemiei si in ateroscleroza [52]. Ei au descris

5 Asa cum la rasturnarea fosfolipidelor in membrana, cu trecerea dintr-o foita a bistratului in cealalta, am preluat
termenul din limba engleza "flip-flop” fara ezitare, aici, numim “flopare” trecerea fosfatidil-serinelor din foita
internd (unde este localizata in conditii normale) in cea externd a bistratului. Nu exista nici o temere de confuzie,
deoarece aceste cuvinte nu exista in limba romana, dar nici alte cuvinte care sa defineasca succint si sugestiv
procesele nu avem in lexic. Asadar, consideram justificate aceste preluari de termeni.

6 Joseph L. Goldstein si Michael S. Brown sunt laureati ai Premiului Nobel pentru fiziologie sau medicina in 1985,
iar motivatia juriului a fost: ,for their discoveries concerning the regulation of cholesterol metabolism”.
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preluarea LDL prin endocitoza mediata de receptori de catre fibroblaste [53, 54].
Prin acest proces sunt internalizate de catre celuld proteine (liganzi) care mai intai
sunt recunoscute si legate de receptori specifici expusi la suprafata membranei (Fig.

3.12).
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Fig. 3. 12. Endocitoza medlata de receptori: mecanism si ultrastructura. A. Unitatea de clatrina
(un heterodimer) contine un lant greu (subunitatea mare), reprezentat in verde inchis si un lant usor
(subunitatea mica), in verde deschis. Heterodimerii clatrinei se asociaza in trischelioni care, prin
interactiuni reciproce, pot forma ochiuri hexagonale sau pentagonale, prin jocul dintre acestea
realizadndu-se cusca de clatrind a unei vezicule de endocitozé mediatéd de receptori. Asocierea
trischelionilor la endodomeniile receptorilor ce internalizeaza liganzii se face prin intermediul unor
proteine adaptoare (AP), in cazul prezentat AP2. B. Dinamica procesului de endocitoza mediata de
receptori. Dupa interactiunea cu liganzii, receptorii sunt adunati in structuri cu invelis de clatrina de la
nivelul membranei, avand loc un fenomen de nucleatie. Zona de nucleatie se constituie ca
microdomeniu care concentreaza receptorii purtatori de liganzi, conducand la sporirea ariei acoperite
cu clatrind si la adancirea portiunii de membrané din ce in ce mai puternic, datoritd organizarii custii
de clatrind. Tn final, portiunea de membrana capata o forma sferica, se desprinde de membrana si isi
pierde Tnvelisul de clatrind (aceasta si proteinele adaptoare reciclandu-se). Vezicula fara clatring se
transforma in endozom timpuriu. C. Imagini de microscopie electronica de transmisie, tehnica de
inghetare-fracturare-sublimare, asezate sugestiv in relatie cu evenimentele prezentate in B, prin care
se evidentiaza cresterea custii de clatrind. D. Imagini ale structurilor cu invelis de clatrind, asa cum se
pot vedea Tn microscopie electronica de transmisie, tehnica standard. © Mircea Leabu, 2014.
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Dupa ce receptorul interactioneaza cu ligandul, complexele receptor-ligand
sunt adunate in adancituri ale membranei tapetate pe fata interna cu un complex de
endoproteine a carui componentd de bazd este elatrina [55]. Clatrina este un
heterodimer cu un lant greu si un lant usor, fiind capabild sa se autoasocieze in
structuri ternare numite trischelioni (Fig. 3.12, A).

Microdomeniile adancite ale membranei invelite cu clatrina sunt denumite
structuri cu tnvelis (in engleza, ,coated pits”). Acestea se formeaza permanent,
aglomerand fie receptorii in asteptarea liganzilor, fie complexele ligand-receptor,
dupa formare. Pe masura ce receptorii expusi la suprafata celulelor sau complexele
receptor-ligand se aglomereaza in microdomeniul corespunzator al membranei, iar
invelisul de clatrina se formeaza, adancitura membranei creste pana la definitivarea
formei sale sferice si desprinderea de membrana la nivelul careia s-a format, sub
forma unei vezicule cu invelis. Rolul clatrinei este acela de a aglomera complexele
ligand-receptor in zona membranara destinata endocitarii (pentru unii dintre
receptori), de a controla adancirea microdomeniului membranar, care devine
structura cu invelis si de a definitiva formarea veziculei cu invelis. Acest rol are la
baza capacitatea clatrinei de a se asambla in trischelioni [56, 57], care mai departe
pot forma ochiuri hexagonale si pentagonale intr-o geometrie asemanatoare peticelor
mingii de fotbal, care duc la formarea veziculei. Formarea trischelionilor si
inretelarea acestora se realizeaza prin participarea unor molecule proteice ajutatoare,
numite proteine adaptoare, prescurtat AP (de la numele englezesc Adaptor
Protein). Proteinele adaptoare sunt complexe heterotetramerice formate din doua
subunitati mari (o si p de ~100kDa) si doud subunitati mai mici (p si o, de ~50kDa,
respectiv ~19kDa). Au fost identificate patru tipuri de AP, notate de la AP1 la AP4.
Subunitatile sunt notate la randul lor cu a1 — a4, 1 — B4, u1 — u4, respectiv o1 — 4.
Maleabilitatea complexelor AP este conferita de organizarea lor, avind un corp cu
doui urechi si elemente balama care le conexeazi (Fig. 3.12, A). Invelisul de clatrini
al veziculelor de endocitoza mediata de receptor se dezasambleaza imediat dupa
desprinderea veziculei de membrana celulara, iar structura membranara devine
endozom timpuriu. La nivelul endozomului au loc diverse fenomene de sortare a
ceea ce a fost internalizat pentru a fi directionat, diferentiat, mai departe. Una dintre
caile de directionare o reprezinta calea lizozomald, prin fuzionarea cu organitul
preexistent in celula.

Analizand dinamica procesului de endocitoza mediata de receptori, deducem
ca acest tip de transport cu membrana este unul care se caracterizeaza prin
concentrarea componentei endocitate, ceea ce o deosebeste de pinocitoza
constitutiva. Ligandul este introdus in celula la o concentratie mai mare decat cea in
care el se afla in mediu. Aceasta caracteristica se datoreaza faptului ca, inainte de a fi
endocitat, ligandul este acumulat si concentrat la nivelul structurii cu invelis prin
complexele receptor-ligand. Endocitoza mediata de receptori a fost descrisa pentru
unele lipoproteine plasmatice, pentru transferina sau pentru unii factori de crestere.
Destinatia materialului endocitat prin medierea receptorilor este diferita,
fenomenele de sortare de la nivelul endozomilor timpurii fiind esentiale in destinul
materialului endocitat. LDL se elibereaza in endozom, sub actiunea pH-ului acid si
este directionat catre lizozomi, in timp ce receptorul este reciclat la suprafata celulei
pentru un nou ciclu de endocitoza. Sub actiunea aceluiasi mediu acid din endozom,
transferina pierde fierul, iar eliberarea ionului metalic face proteina sa ramana
atasati de receptor, ca apotransferina. Intoarsi ca apotransferini la suprafata celulei,
unde gaseste un pH neutru, se desprinde de receptor pentru a reintra intr-un nou
ciclu de transport al fierului. Reciclarea receptorului la LDL si a complexului
receptor-transferind se face prin intrarea lor in apendice tubulare ale endozomilor
timpurii. Procesele de aglomerare si sortare din endocitoza mediata de receptori sunt
riguros reglate de celuli. In aceste fenomene de reglare particip si ubiquitina (vezi si
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CASETA 3.2) care conjuga receptorii prin ceea ce se numeste mono-ubiquitinilare
sau multi-ubiquitinilare (mai multe ubiquitine atasate in pozitii diferite ale lantului
polipeptidic), acestea fiind diferite de fenomenul de poli-ubiquitinilare a proteinelor
citosolice care urmeaza sa fie degradate in proteazomi (organite nedelimitate de
endomembrane specializate in degradarea proteinelor citosolice nefunctionale).
Merita retinute aceste functii diferite ale ubiquitinei in celulda bazate pe mecanisme
diferentiate sensibil.

Relativ recent a fost evidentiata si o a treia forma de pinocitoza, tot mediata de
receptori, dar pentru molecule mici. Acest proces de transport membranar a fost
denumit potocitoza (de la termenii grecesti moto — a bea + kytog — vas, recipient,
celula + wowg — sufix pentru proces, fenomen). Ca si pinocitoza constitutiva,
potocitoza se efectueaza prin intermediul caveolelor, invaginari ale membranei
organizate prin implicarea caveolinei (Fig. 3.13). Potocitoza a fost evidentiata prima
data pentru acidul folic si denumita astfel in 1992 de Richard G. W. Anderson [58,
59]. Procesul de potocitoza, dupa legarea moleculelor mici la receptori (ectoproteine
cu ancora glicofosfatidilinozitolicd [60]) si sechestrarea lor in caveole, pentru a fi
astfel transportate, permite trecerea liganzilor direct in citoplasma prin anumite
canale din membrana caveolara. Aceste canale se deschid in momentul in care
caveolele isi inchid comunicarea cu exteriorul. in momentul de fatii, Anderson si alti
cercetatori care studiaza functiile caveolelor incearca sa extindd procesul de
potocitoza la toate fenomenele de transport care sunt efectuate de caveole prin
evitarea caii catre lizozom [61].

Exista in prezent o preocupare sustinuta pentru intelegerea la nivel molecular
a diverselor forme de pinocitoza ceea ce a condus la o clasificare a lor in endocitoza
dependenta de clatrina si endocitoza independenta de clatrina (ceea ce
inseamnd o diferentiere la nivelul mecanismelor ce erau incluse in pinocitoza
constitutivd) [62, 63]. La randul ei endocitoza independentd de clatrind poate fi
endocitoza dependenta de caveolina sau endocitoza independenta de
caveolina, dar dependenta de alte tipuri de proteine care sa asigure invaginarea si
desprinderea veziculelor de membrana. Dacd majoritatea tipurilor de endocitoza
sunt efectuate de structuri veziculare, au fost evidentiate si procese de endocitoza ce
implica invagindri membranare sub forma de structuri tubulare [62, 63].

Departe de a fi doar o cale de a prelua materie din spatiul extracelular,
endocitoza este un fenomen care permite celulei sa controleze functiile membranei,
prin modularea componentelor acesteia [62, 64].

caveole

Fig. 3.13. Aspectul caveolelor in imagini de
microscopie electronica de transmisie. Fara
investigatii specifice nu se pot face diferentieri
intre caveolele implicate Tn pinocitoza con-
stitutiva, potocitoza sau transcitoza (exista do-
vezi experimentale cum ca procesele pot implica
aceleasi caveole, cu sortarea si directionarea
ulterioara, in endozomi). © Mircea Leabu, 2014.
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Prin endocitoza, celula poate ascunde componente ale organizarii membranei,
permitand reciclarea acestora in functie de nevoile celulei sau le poate elimina
temporar degradandu-le, pentru a le biosintetiza din nou si expune la suprafata
celulei atunci cand este cazul [65]. Asa se intampld cu o mare parte dintre
componentele implicate in semnalizarea celulara (vezi mai jos), iar aceasta realitate
este un alt exemplu de cooperare intre fenomenele ce definesc cele doua mari roluri
ale membranei: schimbul de substantd (transportul membranar) si schimbul de
informatie (semnalizarea celulara). Endozomii care se formeaza dupa desprinderea
de membrana a structurilor de endocitoza asigura sortari ale componentelor
endocitate si chiar sunt implicati in continuarea proceselor de semnalizare [66].

3.2.3.2. Exocitoza

Procesul prin care celula elimind substante produse in diverse procese celulare
(inclusiv biosinteze de compusi destinati secretiei) si acumulate temporar in structuri
delimitate de endomembrane numite vezicule sau vacuole de secretie poarta numele
de exocitoza. Exocitoza este ultimul pas al unui proces celular complex, care implica
in cascada mai multe organite (ribozomi, reticul endoplasmatic, aparat Golgi, sistem
endozomal), proces numit secretie celulara. (Despre procesul de secretie celulara
vom vorbi in volumul al II-lea, la capitolul "Biogeneza si traficul intracelular al
membranelor”). Din punctul de vedere al mecanismelor prin care este controlata,
exocitoza poate fi constitutiva sau semnalizata. Aceasta inseamna ca, pe de o parte,
unele produse destinate secretiei sunt eliminate din celuld pe masura ce se formeaza
veziculele secretorii si acestea ajung la membrana celulara unde are loc fuzionarea
membranelor si secretia, prin procese constitutive, care se desfasoara de la sine. Pe
de alta parte, anumite componente produse in celuld sunt acumulate si stocate in
zone juxtamembranare, pana cand celula primeste un semnal care comanda secretia
lor. Aceasta exocitoza semnalizata este dependenta de cresterea concentratiei de Ca2+
din citoplasma in zona de stocare a veziculelor de secretie [67]. Mecanismul
exocitozei (Fig. 3.14) presupune urmatoarele etape [68, 69]:

1. Transportul veziculelor (in engleza ,vesicle trafficking”) de secretie din
locul de formare in locul de stocare din apropierea membranei la nivelul careia
se face secretia. Acest transport este efectuat de asa-numitele motoare
moleculare (izoforme de miozina pentru transportul pe calea filamentelor de
actina, sau dyneina ori kinezina pentru transportul pe calea microtubulilor);

2. Ancorarea veziculelor (in engleza ,vesicle tethering”) prin factori de
ancorare de natura proteica la o distanta de ~25nm de membrana celulara;

3. Acostarea veziculelor (in engleza ,vesicle docking”) la membrana celulara,
adica aducerea acestora la o distanta de 5 — 10nm (cat grosimea unei
membrane) intre cele doud membrane (celulara, respectiv veziculara);

4. Capacitarea veziculelor (in engleza ,vesicle priming”) care presupune o
serie de evenimente legate de rearanjarile dependente de ATP si de Ca2+ ale
proteinelor si lipidelor membranei veziculare, rearanjari necesare efectuarii
ultimei etape. (In exocitoza constitutivd aceasti etapi se pare ci nu existi.);

5. Fuzionarea veziculelor cu membrana celulard si expulzarea produsilor de
secretie [70]. Fuzionarea este realizata de niste proteine numite abreviat
SNARE (de la “Soluble N-ethylmaleimide-sensitive Attachment protein
REceptor”) care sunt v-SNARE (in membrana veziculelor) si t-SNARE (in
membrana tinta, cu t de la englezescul target). Trebuie mentionat faptul ca
interactiunile bazate pe complementaritatea v-SNARE/t-SNARE sunt
importante si pentru fenomenele care se petrec in etapele anterioare.

Ce se intampla cu membranele veziculelor de secretie pare a depinde de tipul
de exocitoza. La exocitoza constitutiva este acceptat cd membranele poarta, de
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reguld, componente noi pentru membrana celulara, astfel incat acestea migreaza in
planul membranei tinta [71]. La exocitoza semnalizata (mai in detaliu investigata),
veziculele reintra in citosol fiind reciclate.
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Fig. 3.14. Desfasurarea procesului de exocitoza. A. In prima faz&, dupa ce vezicula de secretie a
fost directionata catre membrana pe unde se face exocitoza, are loc ancorarea la microdomeniul
specific. Acest fenomen este facilitat de niste proteine numite factori de ancorare, care sunt controlate
de proteine G mici (sunt definite la sectiunea despre semnalizarea celulara). B. Etapa urmatoare
implica interactiunile dintre partenerii veziculari si cei ai membranei tintd (v-SNARE si t-SNARE),
realizadndu-se acostarea. C. Interactiunile dintre v-SNARE si t-SNARE induc capacitarea membranei
veziculare in vederea deschiderii la nivelul porozomului, proces complex ce implica ioni de calciu
dehidratati. D. Deschiderea veziculei este insotitd de expulzarea partiala a materialului de exocitat,
dupa care vezicula se reinchide revenind in citosol, proces care nu este prezentat in imagine.
Structurile albastre din interiorul veziculei de secretie reprezinta componenta care contribuie la o buna
compactare a materialului de secretie. In anumite celule, aceasta functie de compactare revine unor
proteoglicani intraveziculari. Saget,lle rosii indica avansarea procesului. © Mircea Leabu, 2014.
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Porosome

Fig. 3. 15. Porozomi
in celulele pancrea-
sului exocrin (A, C,
D) si in neuroni (E,
F). A. Imagine de
microscopie de forta
atomica (AFM) de la
polul apical al unei
celule acinare pan-
creatice vii, care evi-
dentiaza prezenta
adanciturii  (sageata
galbenda) cu poro-
zomi la nivelul ei
(sageata bleu-gri). B.
Desen schematic re-
prezentand adancituri
si cupe ale porozo-
milor, la care granule
de zimogen (ZG),
vezicule secretorii din
celulele pancreasului
exocrin, acosteaza si
fuzioneaza tranzitoriu
pentru a elibera en-
zime digestive din ce-
lula. C. Micrografie
AFM cu patru porozomi (unul indicat prin cap de sageata, bleu-gri). Porozomii din membranele
celulelor pancreasului exocrin variaza in dimensiuni (intre 100 si 180nm diametru). D. Aspectul in
microscopie electronica de transmisie al unui porozom din membrana apicala (PM) a unei celule
acinare pancreatice. Este indicatd membrana cu porozom (POM, cap de sageata, in galben) asociat
membranei unei vezicule secretorii (ZGM). in insert, structura inelara (capete de sdgeatd, albastru)
care formeaza gatul complexului porozomal. E. Imagine de microscopie electronica a unui porozom
neuronal (capetele de sageata, in rosu), asociate unei vezicule sinaptice (SV) din membrana
presinaptica (Pre-SM) dintr-o terminatie nervoasa; abreviatia Post-SM din imagine indicd membrana
postsinaptica. Este de observat o plomba centrald in complexul porozomal. F. O imagine
tridimensionalda AFM a unui porozom neuronal din membrana presinaptica intr-o celula viabila.
Plomba centrala este evidenta (cap de sageata, in rosu). Porozomul neuronal este cu un ordin de
marime mai mic (10-12nm diametru) fata de cel prezent in membrana celulelor pancreasului exocrin
(100-180nm diametru). (Imaginile au fost puse la dispozitie, cu generozitate, de Dr. Bahnu Jena,
George E. Palade University Professor, Department of Physiology, Wayne State University School of
Medicine and Director, NanoBioScience Institute, Detroit, Michigan, USA. Figura reprezinta imagini
compozite publicate anterior in: Proc Natl Acad Sci USA. 94: 316-321 (1997); Biophys J. 85: 2035-
2043 (2003); Cell Biol Int. 28: 699-708 (2004); J Microscopy. 232: 106-111 (2008). ©Bhanu Jena)
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In prezent existi un mare interes pentru intelegerea momentului final al
exocitozei, procesul de fuzionare a veziculelor secretorii cu membrana. Se pare ca
fuzionarea (cel putin in unele tipuri de celule) se face la nivelul unor structuri
preexistente in membrana tinta, structuri care favorizeaza deschiderea veziculelor si
care au fost denumite porozomi [72-76], de unii autori, in timp ce altii opteaza
pentru sintagma pori de fuziune [77], care se formeaza in momentul interactiunii
intime a celor doua membrane, cea a veziculei, cu cea tinta. Indiferent de cum ar fi
denumite structurile care favorizeaza si faciliteaza fuzionarea veziculelor cu
membrana celulara si expulzarea materialului de secretat, fenomenul de exocitoza se
petrece principial la fel, asa cum a fost prezentat mai sus (Fig. 3. 14).

Porozomii (Fig. 3.14 si Fig. 3.15) sunt complexe supramoleculare, lipido-
proteice, de la nivelul membranei, avand foma de cupa. La aceste complexe veziculele
de secretie acosteaza tranzitoriu pentru a fuziona cu membrana si a expulza o parte
din continut, proces ce poate fi asemanat cu o eruptie vulcanica. Vezicula se
reinchide si revine, partial golita, in citosol. Determinarea organizarii moleculare si a
dinamicii porozomilor la rezolutie nanometrica si in timp real (adica pe celule vii),
izolarea lor, stabilirea compozitiei (atat proteine, cat si lipide), ca si reconstituirea
functionala a lor in bistraturi lipidice artificiale sunt etape experimentale care au fost
realizate si acestea recomanda porozomii ca porti universale de secretie in celulele
specializate in acest fenomen.

Bhanu Jena, descoperitorul porozomului si cel care a propus denumirea, trece
dincolo de disputa porozom sau por de fuziune (disputa pe care pare a o considera
caduca) si propune un posibil mecanism de actiune a acestei nanostructuri prezente
in membrana celulelor specializate in secretie. Prin acest mecanism, la baza
porozomului, in momentul eliberarii materialului secretat, se formeaza porul de
fuziune intre membrana veziculei acostate si membrana celulei (vezi si legenda Fig.
3.15, d). Asadar, porozomii, care preexistd in membrana tintd actioneaza prin
deschiderea unui por de fuziune. Mecanismul propus, nu numai ca explica
fenomenele membranare care se petrec in procesul de exocitoza, dar este si o
pledoarie care ne arata ca biologicul foloseste la un nivel superior legile chimiei si
fizicii, exploatandu-le in interesul fenomenelor ce constituie viul. Ceea ce se intampla
la nivelul porozomului, de exemplu crearea acelei tensiuni mecanice care contribuie
la formarea porului de fuziune, vine s demonstreze odatda in plus cd membrana
integreaza participarea componentelor biochimice in fenomenele complexe pe care
trebuie sa le asigure celulei, folosind toate posibilitatile chimice si fizice cu scopul
gasirii celor mai bune solutii pentru a face bine ceea ce are de facut si pentru a
supravietui ea si angrenajul din care face parte. Aceasta capacitate integrativa este
valabild pentru celuld in ansamblul ei. Se vorbeste deja in biologia celulara despre
“ambianta sociald” a celulelor sau de integrare in contextul social al celulelor, iar
pentru toate acestea celulele au la suprafata lor biocomponente care le ajuta sa fie
“buni membri ai societatii”, prin organizare de elemente specializate in asemenea
functii (de exemplu jonctiuni celulare, pe care le vom aborda in volumul al II-lea al
cartii, domenii sau microdomenii specializate ale membranelor).

Dupa ce am prezentat fenomenele de transport cu membrana prin care
celulele preiau, pentru propriile nevoi, substante din exterior (endocitoza) sau
elimind in exterior substante pentru a se “comporta corect” fatd de structura
biologica in care sunt angrenate sau chiar fata de intreg organismul (exocitoza), este
timpul sa abordam si un comportament “altruist” al celulelor, care implica transport
cu membrana, adica procesul de transcitoza, prin care celulele muta dintr-o parte in
alta substante (intre spatii pe care trebuie sa le separe), pentru a le favoriza
ajungerea la locurile unde este nevoie de ele.
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Fig. 3.15. Vezicule de secretie acostate la complexele porozomului in membrana presinaptica a
unei terminatii nervoase. a. Imagine AFM a unei vezicule sinaptice (SV), obtinutd in suspensie,
acostata la complexul in forma de cupa al porozomului (P), pe fata citosolica a membranei
presinaptice. De observat diametrul de 35nm al SV acostate la complexul porozomului de 15nm. b.
Imagine de microscopie electronicd (EM) evidentiind asemanator o SV de 35nm acostata la
porozomul de 15nm din membrana presinaptica. De notat plomba centrala a porozomului, ce se
poate evidentia si prin EM. ¢. Confirmarea celor observate prin AFM si EM referitor la organizarea
porozomului, prin tehnica imprastierii la unghi mic a razelor X, in solutie (SAXS), care a permis
reconstructia tridimensionala a unei vezicule sinaptice (in violet) acostata la complexul porozomului
cu forma de cupa (in roz) din membrana presinaptica a unor sinaptozomi izolati. De remarcat ca toate
tehnicile (AFM, EM si SAXS) duc la rezultate similare referitor la acostarea si interactiunea veziculei
sinaptice cu complexul porozomului, in neuroni. d. Desen care sistematizeaza un posibil mecanism al
implicarii porozomului (P) in acostarea veziculelor sinaptice la membrana presinaptica (PSM) si
eliberarea neurotransmitatorului. Mecanismul implica cinci etape: 1. Vezicula acostata la complexul
porozomului. De notat bratul (A) al plombei centrale (CP) care permite miscarea verticala a acesteia,
pe directia indicata de sageata rosie cu doua capete. Cand baza plombei centrale (B) este impinsa
de diametrul bazei plombei (aproximativ 3-4nm diametru). in consecintd, membrana de la baza
porozomului, care formeaza ridicatura de 3-4nm, este supusa unei mari tensiuni conducand la o
strénsa apropiere si contact cu foita citosolica a membranei veziculare, ceea ce favorizeaza
interactiunile v-SNARE/t-SNARE dupa geometria unui inel sau rozete ducéand la fuzionarea
membranelor, cu formarea unui por de fuziune si eliberarea neurotransmitatorului (prezentat in etapa
notata cu 3 in figura). 4. Ulterior, prin retragerea plombei porozomale in pozitia de repaus, tensiunea
dispare si are loc reinchiderea porului format tranzitoriu. 5. Vezicula implicata in proces se desprinde
de porozom si este recirculata, fiind reincarcata prin intermediul transportorilor de neurotransmitator
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3.2.3.3. Transcitoza

Desi privita simplist ar parea o insumare a endocitozei si exocitozei, lucrurile
nu sunt asa. Transcitoza este un proces al carui mecanism, chiar daca neelucidat in
momentul de fata, este departe de a insemna o endocitoza urmata de o exocitoza.
Termenul a fost introdus de Nicolae Simionescu in 1979 [78] privitor la trecerea prin
celulele endoteliale de macromolecule dinspre plasma catre tesut si invers, prin
structuri delimitate de membrane, numite la inceput, pentru celulele endoteliale
vezicule plasmalemale, ulterior fiind numite caveole in cazul tuturor tipurilor
celulare.

HP

g h

Fig. 3.16. Modificarile in procesul fisiunii membranare atrag cresterea ultrastructurilor
neconventionale de endocitoza/transcitoza, in celulele endoteliale din plaméanul de soarece
care exprima un domeniu (SH3A) al intersectinei-1s. a1. Ultrastructura endoteliului este afectata
de modelarea experimentala a exprimarii domeniului intersectinei-1s, astfel incat alaturi de caveole,
componentele normale, apar unele elemente neconventionale de transport cu membrana: invaginari
cu structuri cu Tnvelis de clatrind (asterisc in caseta delimitata de linia punctata alba), sau structuri
tubulare (casetele punctate in negru), continand componenta de transportat (albumina serica marcata
cu aur coloidal). Elementele tubulare sunt mai bine evidentiate in inserturile a1.1 si a1.2. a2. Alte
forme de structuri neconventionale datorate aceleiasi moduldri a proteinei exprimate de celulele
endoteliale. Este vorba de ciorchini de caveole mari, nefiresti (sageata neagréa si caseta delimitata de
linie punctata alba, respectiv insertul a2.1), contindnd acelasi compus transportat marcat cu aur
coloidal. Bare dimensionale: 200 nm (a1.1); 100 nm (a1 si a2); 50 nm (a1.2). Imagini de microscopie
electronica de transmisie puse cu amabilitate la dispozitie de Dr. Sanda Predescu, Department of
Pharmacology/Pulmonary and Critical Care Medicine, Rush University Medical Center, Chicago,
linois. © 2012. Dan N. Predescu et al. [81], articol cu acces liber, sub licenta Creative Commons
Attribution.

(Continuare legenda Fig. 3.15)

(NTT) din membrana SV, pentru a fi gata in efectuarea unui nou ciclu de exocitozd (acostare,
fuzionare, expulzare de neurotransmitator). (Imaginile au fost realizate si puse la dispozitie, cu
generozitate, de Dr. Bahnu Jena, George E. Palade University Professor, Department of Physiology,
Wayne State University School of Medicine and Director, NanoBioScience Institute, Detroit, Michigan,
USA. Figura reprezinta imagini compozite publicate anterior in: Cell Biol Int. 28:699-708 (2004) si
Micron. 56:37-43 (2014). ©Bhanu Jena)
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Transcitoza este un proces specific celulelor ce formeaza epitelii simple
(monostratificate). Celulele endoteliale de la nivelul capilarelor sunt exemplul clasic
de celule care efectueaza transcitoza [79-81]. Studiul mecanismelor transcitozei la
nivelul endoteliului reprezinta un domeniu de mare interes atat pentru cunoasterea
fenomenului normal, cat si in vederea modularii sale, inclusiv pentru scopuri
terapeutice. Exista modalitati de afectare a procesului de transcitoza prin exprimarea
selectiva de proteine celulare care pot interfera cu fenomenele membranare care
insotesc transcitoza si contribuie la formarea unor structuri de transport nefiresti
(Fig. 3.16).

Procesul transcitozei se petrece si la nivelul altor epitelii cum ar fi epiteliul
absorbant intestinal. Hepatocitele efectueaza si ele transcitoza pentru
dimeri/polimeri de IgA de la polul sanguin la polul biliar, unde sunt eliberati cu o
componentd secretorie, ectodomeniul receptorului implicat in transcitoza [82].
Imunoglobulina A astfel eliminata ajunge in bild si mai departe in tubul digestiv
unde au loc prime activitati de aparare imuna legate de alimentatie. Exemplul
transportului trans-hepatocit al dimerilor de IgA reprezinta dupa toate dovezile o
transcitoza mediata de receptori [83]. De altfel, transportul prin transcitoza al
unor polimeri imunoglobulinici pare a fi o proprietate a tuturor epiteliilor simple ce
captusesc organe cavitare, cu rol in initierea apararii imune inca din aceste spatii,
echivalente topologic cu exteriorul organismului. Spre exemplu, acest tip de
transcitoza a fost dovedit si pentru epiteliul uterin [84].

Celor interesati de noutitile referitoare la transcitoza sub aspectul diversitatii
epiteliilor la nivelul carora se petrece si asupra mecanismelor prin care se produce, le
recomandam un relativ recent articol de sinteza scris de Pamela Tuma si Ann L.
Hubbard, de la Johns Hopkins University, Baltimore [85]. In acest articol se va vedea
ca, desi transcitoza a fost definita ca proces specific celulelor epiteliale simple, ea se
petrece si in sisteme neepiteliale. De interes este si articolul de sinteza redactat de
Aleksandr Treyer si Anne Miisch, de la Albert Einstein College of Medicine,
Department of Developmental and Molecular Biology, Bronx, New York, prezentand
detalii legate de anumite procese de transcitoza (unele surprinzatoare) in hepatocite
[86], cu referire la unele implicatii patologice.

3.2.4. Consideratii finale asupra transportului membranar

Celula nu poate supravietui daca nu schimba substante cu mediul: preluarea
de produsi utili metabolismului sau si eliminarea de compusi inutili, care ar putea
deveni toxici, sau de compusi destinati cooperirii cu alte celule din organism
(compusi destinati secretiei). Cum substantele care trebuie sd ajunga in celula, ca si
cele care trebuie sd o paraseasca, sunt de o mare diversitate (unele lipofile, altele
hidrofile, iar intre acestea din urma putem vorbi de substante purtdtoare de sarcina
sau nu, ca si de molecule mici sau macromolecule), este firesc sa intelegem ca la
nivelul membranei se petrec mecanisme specifice, pentru a facilita celulei preluarea
sau eliminarea acestei mari diversitati de compusi.

Asadar, o diversitate de tipuri de compusi de transportat (iar daca ar fi sa ne
gandim la diversitatea de entitati chimice de transportat, aceasta este si mai mare,
adica avem mai multe specii ionice, mai multe specii de molecule polare, mai multe
proteine etc.) atrage, fara doar si poate, o diversitate de fenomene responsabile de
transportul membranar. Cum avem de-a face cu o mare diversitate de fenomene de
apropiat, de inteles si, eventual, de insusit, cea mai comoda modalitate de a acoperi
realizarea telului este clasificarea lor pe diverse criterii. Acest lucru l-am si facut in
acest subcapitol legat de transportul membranar. Astfel, existd fenomene de
transport prin membrana, in care substantele transportate strabat planul membranei
si exista fenomene de transport cu membrana, prin care substantele transportate
sunt introduse in sau expulzate din celula prin structuri delimitate de membrane.

102



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

Fiecare dintre aceste doua mari tipuri de fenomene de transport membranar include,
la randul sdu, multiple variante in functie de caracteristicile fizico-chimice ale
substantelor transportate.

Intre substantele care pot realiza transport prin membrani, unele difuzeazi
relativ nestingherite prin bistrat (substantele liposolubile, dar si substante polare cu
mase moleculare sub 100Da), difuzand dinspre spatiul cu concentratie mare (fie el
citosol, fie exteriorul celular) catre spatiul cu concentratie mica, ceea ce se numeste
transport prin difuziune simpla.

Ionii si moleculele polare mai mari (pana in 8ooDa) au nevoie la trecerea prin
planul membranei de proteine ce organizeaza cai transmembranare de strabatere, iar
aceste elemente de transport sunt numite canale pentru ioni si transportori pentru
celelelate tipuri de molecule polare mici (adica glucide, aminoacizi, nucleotide etc).
Ca si la difuziunea simpld, si in acest caz, motorul transportului il reprezinta
diferentele de concentratie in care acesti compusi se afla de o parte, respectiv de
cealalti a membranei. Deoarece transportul necesita proteine organizate
transmembranar, aceste modalitati de transport prin membrana poartd denumirea
de difuziune facilitata. Termenul difuziune, ca si in fizicd, are semnificatia de miscare
de la concentratie mare la concentratie mica, iar asta se face fara consum de energie.
In aceste situatii vorbim de transport pasiv, forma de transport corespunzitoare unei
clasificari facute in functie de energetica procesului. Cand fenomenul de transport
necesita consum de energie, avem de-a face cu ceea ce numim transport activ. Nevoia
de consum de energie apare atunci cand prin membrana trebuie sa fie transportate
componente impotriva gradientului de concentratie. Daca energia necesara trecerii
substantei prin membranad se consuma concomitent cu realizarea transportului,
atunci acesta este denumit transport activ primar, iar daca energia a fost consumata
anterior transportarii compusului de interes pentru celula, vorbim de transport activ
secundar.

Fenomenele de transport prin membrana se pot clasifica si in functie de
numarul de tipuri de substante transportate intr-un ciclu al fenomenului. Daca se
transporta un singur compus odatd, atunci transportul este singular sau uniport.
Daca simultan sunt transportate cel putin doua tipuri de substante atunci vorbim de
transport cuplat sau co-transport. In sfarsit, fenomenele de co-transport se clasifici
la randul lor in functie de sensul in care se misca substantele ce trec simultan prin
membrana, prin aceeasi formatiune proteica transmembranara. Daca toate
substantele transportate in cadrul unui ciclu de activitate trec prin membrana in
acelasi sens, transportul este simport. Daca cel putin un compus transportat se misca
in sens opus celuilalt/celorlalti, atunci vorbim de transport antiport.

Toate fenomenele de transport prin membrana, identificate pana in prezent,
se pot asocia diferitelor categorii definite prin diversele tipuri de clasificari, menite sa
usureze cunoasterea si intelegerea.

Prin diversitatea de tipuri de transport cu membrana, celulele, pe de o parte,
isi completeaza nevoile de substante si/sau curdtd organismul si il apara de "intrusi”
(cum se intampla prin procesele imune) sau de materiale rezultate din procese
fiziologice (apoptozd) sau patologice (resturi de celule necrozate), dar contribuie, pe
de alta parte si la buna organizare si/sau functionare ale tesuturilor, respectiv
organismului in ansamblul sau. Pentru aceste scopuri, celulele si-au dezvoltat o
multitudine de tipuri de fenomene endocitotice prin care isi asigura capacitatea de a
prelua diverse componente macromoleculare (pinocitoza, potocitoza, endocitoza
mediata de receptori) sau materiale insolubile, cum ar fi bacterii, debriuri celulare
(fagocitoza). Mai mult, dincolo de grija pentru sine si responsabilitatea pentru
mentinerea curatd a organismului, implicarea unora dintre celule (cele care
organizeaza epitelii monostratificate ce cdptusesc organe cavitare) in mentinerea
bunei functionari a tesuturilor si a organismului in ansamblul sau a necesitat
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instituirea unor procese de transport de substanta dintr-o parte in alta a spatiilor pe
care le separa, transcelular. Aceste procese care pot fi dependente sau nu de unii
receptori poarta denumirea de transcitoza, care poate fi uneori transcitoza mediata
de receptori.

In sfarsit, desfasurarea normald a tuturor acestor procese de transport
membranar (prin membrana, respectiv cu membrana) contribuie la starea de
sanatate a organismului. Multe patologii pot fi insotite sau determinate de dereglari
in desfasurarea fenomenelor de transport membranar si, de aici, rezulta interesul si
justificarea acestuia pentru cunoasterea in detaliu a proceselor si pentru gasirea de
solutii in vederea utilizarii terapeutice a lor. De multa vreme sunt cunoscute
modalitati terapeutice care exploateaza modularea functiei canalelor ionice sau a
pompelor (de exemplu in cardiologie). Dar nici fenomenele de transport cu
membrand nu sunt de ignorat. Existd modelari experimentale din care rezulta ca
pinocitoza si transcitoza pot fi exploatate in interes terapeutic [87].

Bibliografie selectiva

1. Montel-Hagen A, Sitbon M, Taylor N. (2009) Erythroid glucose transporters. Curr Opin Hematol.
16: 165-172.

2. Uldry M, Thorens B. (2004) The SLC2 family of facilitated hexose and polyol transporters. Pflugers
Arch. 447: 480-4809.

3. Hou JC, Pessin JE. (2007) Ins (endocytosis) and outs (exocytosis) of GLUT4 trafficking. Curr Opin
Cell Biol. 19: 466-473.

4. Cheeseman C. (2008) GLUT7: a new intestinal facilitated hexose transporter. Am J Physiol
Endocrinol Metab. 295: E238-E241.

5. MavrosY, Simar D, Singh MA. (2009) Glucose Transporter-4 expression in monocytes: a systematic
review. Diabetes Res Clin Pract. 84: 123-131.

6. Wright EM, Turk E. (2004) The sodium/glucose cotransport family SLCs. Pflugers Arch. 447: 510-
518.

7. Wright EM, Hirayama BA, Loo DF. (2007) Active sugar transport in health and disease. J Intern
Med. 261: 32-43.
Williamson RC, Toye AM. (2008) Glycophorin A: Band 3 aid. Blood Cells Mol Dis. 41: 35-43.

Satchwell TJ, Shoemark DK, Sessions RB, Toye AM. (2009) Protein 4.2: a complex linker. Blood
Cells Mol Dis. 42: 201-210.

10. Alper SL. (1991) The band 3-related anion exchanger (AE) gene family. Annu Rev Physiol. 53: 549-
564.

11. Jay DG. (1996) Role of band 3 in homeostasis and cell shape. Cell. 86: 853-854.

12. Barzilai A, Rahamimoff H. (1987) Stoichiometry of the sodium-calcium exchanger in nerve
terminals. Biochemistry. 26: 6113-6118.

13. DiPolo R, Beaugé L. (2006) Sodium/calcium exchanger: influence of metabolic regulation on ion
carrier interactions. Physiol Rev. 86: 155-203.

14. Yang YC, Fann MJ, Chang WH, Tai LH, Jiang JH, Kao LS. (2010) Regulation of sodium-calcium
exchanger activity by creatine kinase under energy-compromised conditions. J Biol Chem. 285(36):
28275-28285. doi: 10.1074/jbc.M110.141424.

15. Ren X, Nicoll DA, Philipson KD. (2006) Helix packing of the cardiac Na+-Ca2+ exchanger:
proximity of transmembrane segments 1, 2, and 6. J Biol Chem. 281: 22808-22814.

16. Bers DM. (2000) Calcium fluxes involved in control of cardiac myocyte contraction. Circ Res. 87: 275-
281.

17. Engbers JD, Anderson D, Zamponi GW, Turner RW. (2013) Signal processing by T-type calcium
channel interactions in the cerebellum. Front Cell Neurosci. 77: 230. DOI: 10.3389/fncel.2013.00230.

18. Van Petegem F, Lobo PA, Ahern CA. (2012) Seeing the forest through the trees: towards a unified
view on physiological calcium regulation of voltage-gated sodium channels. Biophys J. 103(11): 2243-
2251. DOI: 10.1016/j.bpj.2012.10.020.

19. Catterall WA. (2012) Voltage-gated sodium channels at 60: structure, function and pathophysiology. J
Physiol. 590(Pt 11): 2577-2589. DOI: 10.1113/jphysiol.2011.224204.

20. Li WG, Xu TL. (2012) Emerging approaches to probing ion channel structure and function. Neurosci
Bull. 28(4): 351-374. DOI: 10.1007/s12264-012-1248-0.

104



21.

22,

23.

24.
25.

26.

27.

28.

29.
30.
31
32.
33-

34.

35.

36.

37.
38.

39.
40.
41.
42.
43.
44.
45.
46.
47.

48.

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

Findlay I. (2004) Physiological modulation of inactivation in L-type Ca2+ channels: one switch. J
Physiol. 554(Pt 2): 275-283.

Arnadéttir J, Chalfie M. (2010) Eukaryotic mechanosensitive channels. Annu Rev Biophys. 39: 111-
137.

Zeidel ML. (2012) Water homeostasis: evolutionary medicine. Trans Am Clin Climatol Assoc. 123: 93-
105.

Verkman AS. (2011) Aquaporins at a glance. J Cell Sci. 124: 2107-2112.

Preston GM, Carroll TP, Guggino WB, Agre P. (1992) Appearance of water channels in Xenopus
oocytes expressing red cell CHIP28 protein. Science. 256(5055): 385-387.

Verkman AS, Mitra AK. (2000) Structure and function of aquaporin water channels. Am J Physiol
Renal Physiol. 2778(1): F13-28.

Perez Di Giorgio J, Soto G, Alleva K, Jozefkowicz C, Amodeo G, Muschietti JP, Ayub ND.
(2014) Prediction of Aquaporin Function by Integrating Evolutionary and Functional Analyses. J Membr
Biol. 247(2): 107-25. DOI: 10.1007/s00232-013-9618-8.

Day RE, Kitchen P, Owen DS, Bland C, Marshall L, Conner AC, Bill RM, Conner MT.
Human aquaporins: Regulators of transcellular water flow. Biochim Biophys Acta. 2013 Sep 30. pii:
S0304-4165(13)00435-2. doi: 10.1016/j.bbagen.2013.09.033. [Epub ahead of print] Accesibil la:
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbagen.2013.09.033 (vizualizat in 21 decembrie 2013).

Blanco G, Mercer RW. (1998) Isozymes of the Na-K-ATPase: heterogeneity in structure, diversity in
function. Am J Physiol. 275(5 Pt 2): F633-F650.

Blanco G. (2005) Na,K-ATPase subunit heterogeneity as a mechanism for tissue-specific ion
regulation. Semin Nephrol. 25: 292-303.

Axelsen KB, Palmgren MG. (1998) Evolution of substrate specificities in the P-type ATPase
superfamily. J Mol Evol. 46: 84-101.

Beggah AT, Jaunin P, Geering K. (1997) Role of glycosylation and disulfide bond formation in the b
subunit in the folding and functional expression of Na,K-ATPase. J Biol Chem. 272: 10318—10326.
Geering K. (2008) Functional roles of Na,K-ATPase subunits. Curr Opin Nephrol Hypertens. 17: 526-
532.

Fiizesi M, Gottschalk KE, Lindzen M, Shainskaya A, Kiister B, Garty H, Karlish SJ. (2005)

Covalent cross-links between the gamma subunit (FXYD2) and alpha and beta subunits of Na,K-ATPase:
modeling the alpha-gamma interaction. J Biol Chem. 280: 18291-18301.

Lindzen M, Gottschalk KE, Fiizesi M, Garty H, Karlish SJ. (2006) Structural interactions
between FXYD proteins and Na+,K+-ATPase: alpha/beta/FXYD subunit stoichiometry and cross-
linking. J Biol Chem. 281: 5947-5955.

Berl T. (2009) How do kidney cells adapt to survive in hypertonic inner medulla? Trans Am Clin
Climatol Assoc. 120: 389-401.

Faller LD. (2008) Mechanistic studies of sodium pump. Arch Biochem Biophys. 476: 12-21.

Nelson N, Perzov N, Cohen A, Hagai K, Padler V, Nelson H. (2000) The cellular biology of
proton-motive force generation by V-ATPases. J Exp Biol. 203(Pt 1): 89-95.

Nakanishi-Matsui M, Sekiya M, Nakamoto RK, Futai M. (2010) The mechanism of rotating
proton pumping ATPases. Biochim Biophys Acta. 1797: 1343-1352.

Biemans-Oldehinkel E, Doeven MK, Poolman B. (2006) ABC transporter architecture and
regulatory roles of accessory domains. FEBS Lett. 580: 1023-1035.

Oldham ML, Davidson AL, Chen J. (2008) Structural insights into ABC transporter mechanism.
Curr Opin Struct Biol. 18: 726-733.

Huang Y, Sadée W. (2006) Membrane transporters and channels in chemoresistance and -sensitivity
of tumor cells. Cancer Lett. 239: 168-182.

Oostendorp RL, Beijnen JH, Schellens JH. (2009) The biological and clinical role of drug
transporters at the intestinal barrier. Cancer Treat Rev. 35: 137-147.

Nagao K, Kimura Y, Mastuo M, Ueda K. (2010) Lipid outward translocation by ABC proteins.
FEBS Lett. 584: 2717-2723.

Tissiéres P, Pugin J. (2009) The role of MD-2 in the opsonophagocytosis of Gram-negative bacteria.
Curr Opin Infect Dis. 22: 286-291.

Yin J, Kuebler WM. (2010) Mechanotransduction by TRP channels: general concepts and specific
role in the vasculature. Cell Biochem Biophys. 56(1): 1-18. doi: 10.1007/s12013-009-9067-2.

Koyasu S. (2010) Vanilloid flavor for a good appetite? Nat Immunol. 11(3): 187-189. doi:
10.1038/1ni0310-187.

Link TM, Park U, Vonakis BM, Raben DM, Soloski MJ, Caterina MJ. (2010) TRPV2 has a
pivotal role in macrophage particle binding and phagocytosis. Nat Immunol. 11(3): 232-239. doi:
10.1038/ni.1842.

105



49.

50.

51.

52.
53.

54.

55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.

62.
63.

64.
65.
66.
67.

68.
69.
70.

71.

72.

73-

74.

75-

76.
77-

78.

79-

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

de Almeida CJ, Linden R. (2005) Phagocytosis of apoptotic cells: a matter of balance. Cell Mol Life
Sci. 62: 1532-1546.

Elliott MR, Ravichandran KS. (2010) Clearance of apoptotic cells: implications in health and
disease. J Cell Biol. 189: 1059-1070.

Han CZ, Ravichandran KS. (2011) Metabolic connections during apoptotic cell engulfment. Cell.
147(7): 1442-1445. doi: 10.1016/j.cell.2011.12.006.

Goldstein JL, Basu SK, Brunschede GY, Brown MS. (1976) Release of low density lipoprotein
from its cell surface receptor by sulfated glycosaminoglycans. Cell. 7: 85-95.

Goldstein JL, Brown MS. (1976) The LDL pathway in human fibroblasts: a receptor-mediated
mechanism for the regulation of cholesterol metabolism. Curr Top Cell Regul. 11: 147-181.

Brown MS, Ho YK, Goldstein JL. (1976) The low-density lipoprotein pathway in human fibroblasts:
relation between cell surface receptor binding and endocytosis of low-density lipoprotein. Ann N 'Y Acad

Sci. 275: 244-257.

Pearse BM. (1976) Clathrin: a unique protein associated with intracellular transfer of membrane by
coated vesicles. Proc Natl Acad Sci U S A. 73: 1255-1259.

Ungewickell E. (1983) Biochemical and immunological studies on clathrin light chains and their
binding sites on clathrin triskelions. EMBO J. 2: 1401-1408.

Popova NV, Deyev IE, Petrenko AG. (2013) Clathrin-mediated endocytosis and adaptor proteins.
Acta Naturae. 5(3): 62-73.

Anderson RG, Kamen BA, Rothberg KG, Lacey SW. (1992) Potocytosis: sequestration and
transport of small molecules by caveolae. Science. 255: 410-411.

Matsue H, Rothberg KG, Takashima A, Kamen BA, Anderson RG, Lacey SW. (1992) Folate
receptor allows cells to grow in low concentrations of 5-methyltetrahydrofolate. Proc Natl Acad Sci U S
A. 89: 6006-6009.

Anderson RGW. (1998) The caveolae membrane system. Annu Rev Biochem. 67: 199-225.

Mineo C, Anderson RG. (2001) Potocytosis. Robert Feulgen Lecture. Histochem Cell Biol. 116: 109-
118.

Doherty GJ, McMahon HT. (2009) Mechanisms of endocytosis. Annu Rev Biochem. 78: 857-902.

Hansen CG, Nichols BJ. (2009) Molecular mechanisms of clathrin-independent endocytosis. J Cell
Sci. 122(Pt 11): 1713-1721.

Grant BD, Donaldson JG. (2009) Pathways and mechanisms of endocytic recycling. Nat Rev Mol
Cell Biol. 10: 597-608.

Masilamani M, Peruzzi G, Borrego F, Coligan JE. (2009) Endocytosis and intracellular
trafficking of human natural killer cell receptors. Traffic. 10: 1735-1744.

Murphy JE, Padilla BE, Hasdemir B, Cottrell GS, Bunnett NW. (2009) Endosomes: a
legitimate platform for the signaling train. Proc Natl Acad Sci U S A. 106: 17615-1722.

Barclay JW, Morgan A, Burgoyne RD. (2005) Calcium-dependent regulation of exocytosis. Cell
Calcium. 38: 343-353.

Mayer A. (2002) Membrane fusion in eukaryotic cells. Annu Rev Cell Dev Biol. 18: 289-314.

Verhage M, Serensen JB. (2008) Vesicle docking in regulated exocytosis. Traffic. 9: 1414-1424.

Leabu M. (2006) Membrane fusion in cells: molecular machinery and mechanisms. J Cell Mol Med.
10; 423-427.
Morgan A. (1995) Exocytosis. Essays Biochem. 30: 77-95.

Jena BP. (2012) Porosome: the secretory portal. Exp Biol Med (Maywood). 237(7): 748-57. DOI:
10.1258/ebm.2012.012110.

Jena BP. (2009) Functional organization of the porosome complex and associated structures
facilitating cellular secretion. Physiology (Bethesda). 24: 367-376. doi: 10.1152/physiol.00021.2009.

Jena BP. (2008) Porosome: the universal molecular machinery for cell secretion. Mol Cells. 26: 517-
529.

Jena BP. (2004) Discovery of the Porosome: revealing the molecular mechanism of secretion and
membrane fusion in cells. J Cell Mol Med. 8: 1-21.

Jena BP. (2003) Fusion pore or porosome: structure and dynamics. J Endocrinol. 176(2):169-174.

Vardjan N, Jorgacevski J, Zorec R. (2013) Fusion pores, SNAREs, and exocytosis. Neuroscientist.
19(2): 160-174. DOLI: 10.1177/1073858412461691.

Simionescu N. (1979) The microvascular endothelium. Segmental differentiation, transcytosis:
selective distribution of anionic sites. In ,Advances in Inflammation Research”. Editata de Gerald
Weissmann, Bengt Samuelsson si Rodolfo Paoletti. Raven Press, New York, 1979, vol. I, pp. 61-70.

Predescu SA, Predescu DN, Malik AB. (2007) Molecular determinants of endothelial transcytosis
and their role in endothelial permeability. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 293(4): 1.823-1842.

106



8o.

81.

82.

83.

84.

85.
86.

87.

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

Predescu SA, Predescu DN, Palade GE. (1997) Plasmalemmal vesicles function as transcytotic
carriers for small proteins in the continuous endothelium. Am J Physiol. 272(2 Pt 2): H937-H949.

Predescu DN, Neamu R, Bardita C, Wang M, Predescu SA. (2012) Impaired caveolae function
and upregulation of alternative endocytic pathways induced by experimental modulation of intersectin-
1s expression in mouse lung endothelium. Biochem Res Int. 2012:672705. DOI: 10.1155/2012/672705.

Solari R, Schaerer E, Tallichet C, Braiterman LT, Hubbard AL, Kraehenbuhl JP. (1989)

Cellular location of the cleavage event of the polymeric immunoglobulin receptor and fate of its
anchoring domain in the rat hepatocyte. Biochem J. 257(3): 759-768.

Geuze HJ, Slot JW, Strous GJ, Peppard J, von Figura K, Hasilik A, Schwartz AL. (1984)
Intracellular receptor sorting during endocytosis: comparative immunoelectron microscopy of multiple
receptors in rat liver. Cell. 37: 195-204.

Richardson JM, Kaushic C, Wira CR. (1995) Polymeric immunoglobin (Ig) receptor production
and IgA transcytosis in polarized primary cultures of mature rat uterine epithelial cells. Biol Reprod. 53:
488-498.

Tuma PL, Hubbard AL. (2003) Transcytosis: crossing cellular barriers. Physiol Rev. 83: 871-932.

Treyer A, Miisch A. (2013) Hepatocyte polarity. Compr Physiol. 3(1): 243-287. DOI:
10.1002/cphy.c120009.

In J, Lukyanenko V, Foulke-Abel J, Hubbard AL, Delannoy M, Hansen AM, Kaper JB,
Boisen N, Nataro JP, Zhu C, Boedeker EC, Giron JA, Kovbasnjuk O. (2013) Serine protease
EspP from enterohemorrhagic Escherichia Coli is sufficient to induce shiga toxin macropinocytosis in
intestinal epithelium. PLoS One. 8(7): €¢69196. DOI: 10.1371/journal.pone.0069196.

107



