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2.1. Consideratii generale asupra membranelor
biologice (biomembranelor)

2.1.1. Definitia notiunii de membrana celulara

Pentru ca o celula sa supravietuiasca si sa-si desfiasoare eficient activitatea
trebuie sa isi asigure o independenta relativd fatd de mediul inconjurdtor. Asta
inseamna ca trebuie atat sa-si protejeze structurile si echilibrele moleculare interne,
cat sa si fie capabila sa recepteze informatii despre ce se intampla in jurul sau, sa le
interpreteze si sa isi adapteze corespunzator comportamentul. Pentru rezolvarea
acestor nevoi ale celulei trebuie sa existe o componenta in organizarea celulei care sa
delimiteze si sa protejeze celula de variatiile necontrolabile din mediu. Aceasta
componentd, acceptata intuitiv de multd vreme, a fost la inceput denumita
membrana plasmatica. Notiunea isi are originea in lucrarile lui Wilhelm
Friedrich Benedikt Hofmeister (1824 — 1877) care, in 1867, a postulat ca fiecare
masa plasmatica este marginitd la suprafata exterioara de un strat subtire mai
translucid, cu indice de refractie a luminii mai mare si cu densitate si tenacitate
crescute. Hofmeister a numit aceasta structura de marginire ca “strat de piele” al
protoplasmei (Hautschicht). Notiunea de membrana plasmatica si caracterul sau
semipermeabil au inceput sd fie mentionate in manuale numai dupa studiile de
osmolaritate ale botanistului, chimistului si farmacistului german Wilhelm
Friedrich Phillip Pfeffer (1845 — 1920), respectiv de permeabilitate ale
botanistului si geneticianului olandez Hugo Marie de Vries (1848 — 1935). O alta
denumire sinonimd, sub care poate fi intalnitd ceea ce acum se denumeste
membrana celulara este aceea de plasmalema.

Am putea defini lapidar membrana celulara ca acea ultrastructura,
formata in principal din lipide polare si proteine, care separa, dar si uneste
celula cu mediul. Se va vedea ca pe masura ce vom inainta in prezentarea
organizarii moleculare si a functionarii membranei celulare definitia se va incarca de
semnificatii. Este aici momentul s mentionam o conventie: vom numi ultrastructura
in cursul acestui manual orice componenta supramoleculara din structurile vii, in
acest context din celule, care nu poate fi observata la microscopul optic (a carui
putere de rezolutie este de 0,2um), ci doar la microscopul electronic. Asadar,
conventional, in contextul biologiei celulare, numim ultrastructura orice element de
organizare a celulelor, tesuturilor sau organelor care nu se poate observa decat la
microscopul electronic, iar structura ceea ce se poate observa la microscopul optic.
Membrana celulard si, in general, biomembranele, unde includem si
endomembranele, au o grosime de 7-10nm (0,007-0,01um), adica sunt de ~20 de ori
mai subtiri decat o structura observabila la microscopul optic.

O scurta incursiune in istoria evolutiei cunostintelor despre organizarea
moleculara a membranei celulare poate fi utila formarii gandirii stiintifice a tinerilor
interesati sd se indrepte catre cercetarea biomedicala.

2.1.2. Repere istorice in cunoasterea organizarii membranei

celulare

Prezenta unei ultrastructuri care sa inveleasca celula, pentru a o separa de
mediu si a mentine homeostazia interna, a fost intuita, asa cum am amintit mai sus,
dinainte de a se cunoaste din ce este formata la nivel biochimic si cum este
organizata pentru a indeplini functiile de baza: separarea mediului intracelular de cel
extracelular si permiterea interactiunilor celulei cu mediul, fara de care nu ar fi
posibila supravietuirea. Aceasta intuire a reprezentat totodatd o provocare pentru
oamenii de stiinta din domeniu. Dupa studiile de pionierat mentionate mai sus,
primul care a contribuit la obtinerea unor informatii utile in dezvoltarea
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cunostintelor despre natura (bio)chimica a membranei celulare a fost Charles
Ernest Overton, care in 1899 [1] a raportat o serie de rezultate ce au aratat ca
permeabilitatea prin membrand a unor compusi chimici este cu atat mai ridicata cu
cat solubilitatea lor in lipide este mai ridicata. Aceste rezultate au dus la ideea ca
lipidele sunt componente majore ale membranelor celulare. Experimentele au fost
efectuate atat pe celule vegetale, cat si pe eritrocite, dovedindu-se ca lipidele
structureaza membranele celulare indiferent de regnul carora acestea apartin.
Acestei informatii i s-au adaugat rezultatele studierii tipurilor de molecule din
diverse organisme, care au dovedit ca lipidele sunt de departe cele mai abundente
molecule hidrofobe din sistemele celulare. Investigatiile asupra proprietatilor fizice
ale membranelor celulare au aratat ca rezistenta lor electrica sau capacitanta sunt in
domeniile celor obtinute in sisteme create prin folosirea lipidelor izolate.

Evidentierea de catre Irving Langmuir! a faptului ca lipidele amfifile intinse
intr-un film pe o suprafata apoasa se orienteaza cu capul polar catre apa si cu partile
hidrofobe cédtre aer, a reprezentat premiza unor experimente care au dus la
aprofundarea cunoasterii modului de organizare a membranelor celulare. Aceasta
pentru ca, in 1925, medicul olandez Evert Gorter (1881 — 1954) si asistentul sau
Frank Grendel, folosind tehnica lui Langmuir au descoperit ca lipidele extrase din
membrana eritrocitara acopera o suprafatd dubld de monofilm, fatd de suprafata
populatiei eritrocitare din care lipidele au fost extrase [2]. Ei au propus ca lipidele
sunt organizate in membranele celulare sub forma unui bistrat si pot fi considerati
parintii actualului model de organizare a membranei celulare, pe care il vom dezvolta
si analiza detaliat ceva mai jos.

Urmatorul moment in intelegerea organizarii moleculare a membranei
celulare a fost in 1935, cand James Frederic Danielli (1911 — 1984) si Hugh
Davson (1909 — 1996), ambii de la University College din Londra au stipulat ca la
nivelul membranelor trebuie sa existe si proteine intrucat tensiunile superficiale de la
suprafata unui bistrat lipidic sunt mult mai ridicate decat cele de la suprafata
membranelor celulare. Addugarea de proteine in mediul de formare a unui bistrat
lipidic duce la scdderea tensiunilor superficiale. Pe baza acestor rezultate
experimentale Danielli si Davson au propus modelul ,sandwich” de organizare a
membranei celulare conform caruia aceasta este formata dintr-un bistrat lipidic
plasat intre doua straturi de proteine globulare.

Modelul Danielli-Davson a parut sa fie confirmat de aspectul trilaminat
evidentiat electrono-microscopic pentru membranele celulare (Fig. 2.1). Examinarea
electrono-microscopicd a membranelor intr-o diversitate de celule si observatia ca
toate arata la fel, 1-a determinat pe J. David Robertson (1923 — 1995) sa lanseze,
in 1957, modelul ,unit membrane’. Toate membranele se evidentiau ca doua
straturi (lamine) electrono-opace ce delimitau unul electrono-transparent. Modelul
mentinea ideea cd membranele sunt alcdtuite dintr-un bistrat lipidic plasat intre
doua straturi proteice, iar observarea atenta sugera ca proteinele din exterior sunt
diferite de cele din interior [3].

Anii ’60 — ’70 ai secolului XX au reprezentat perioada unor dezvoltari care au
dus 1n 1972 la elaborarea de catre Seymour Jonathan Singer (n. 1924) si Garth
L. Nicolson (n. 1943) a modelului in mozaic fluid de organizare a membranei
celulare [4], model valabil si pentru endomembrane, adica pentru toate tipurile de
biomembrane. Articolul care a introdus denumirea modelului a fost anticipat de o
lucrare a celor doi, din noiembrie 1971, in care au definit principiile organizarii
moleculare a membranei celulare [5]. In conformitate cu acest model, formatiunea

! Trving Langmuir, chimist si fizician (1881 — 1957), a primit in 1932 Premiul Nobel in chimie pentru lucrarile sale
in chimia suprafetelor, asa cum a motivat juriul ("for his discoveries and investigations in surface chemistry").
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de bazd a unei membrane este un bistrat lipidic cu proprietdti fluide manifestate
bidimensional, mozaicat cu proteine care fie sunt atasate de o parte sau de cealalta a
bistratului, fie sunt cufundate in acesta strabatandu-l complet sau partial.

Fig. 2.1. Biomembranele (membranele celulare si endomembranele) se evidentiaza in imaginile
de microscopie electronica de transmisie ca ultrastructuri cu aspect trilaminat. Punctele negre
de pe suprafata celulei reprezinta markeri electronodensi (aur coloidal cu diametrul de 5nm) pregatiti
pentru evidentierea componentei glucidice a membranei. © Mircea Leabu, 2014.

Fig. 2.2. Imagine de microscopie electronica de transmisie pentru un preparat obtinut prin
tehnica de inghetare-fracturare. In jumétatea dreapté a imaginii, unde fractura a trecut printre foitele
bistratului lipidic al unei membrane celulare, se observa abundenta de particule proteice care
reprezinta proteine ce strabat complet structura lipidica de baza. (Imagine pusa cu amabilitate la
dispozitie de Dr. Florea Lupu, University of Oklahoma Health Sciences Center.) © Florea Lupu, 2014.
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Fig. 2.3. O reprezentare la nivel molecular a organizarii biomembranelor sub forma mozaicului
fluid. Desenul sugereaza diversitatea de componente (diferite lipide, variate proteine — in verde,
multiple structuri glucidice — hexagoane albastre) care argumenteaza eterogenitatea organizarii, ca si
distributia asimetrica a biomoleculelor la nivelul ultrastructurii. © Mircea Leabu, 2014.

Membranele, organizate in mozaic fluid (Fig. 2.3), se caracterizeaza prin
eterogenitate compozitionala (bazata pe o mare diversitate de tipuri de molecule ce
intra in alcatuirea lor) si prin aranjare asimetricd (ce este conferita chiar de
elementul de baza, bistratul lipidic, la nivelul caruia foita externa contine
preponderent anumite tipuri de lipide, iar foita interna altele). Asimetria este sporita
de proteinele ce completeaza organizarea membranelor, cele adsorbite pe fata
externa fiind diferite de cele prezente pe fata interna, in timp ce proteinele cufundate
in structura lipidica de baza expun portiuni diferite ale lantului polipeptidic de o
parte sau de cealalta a bistratului. Pe de alta parte, componenta glucidica a
membranelor se gaseste numai la suprafata acestora, crescand caracterul asimetric al
organizirii lor. In sfarsit, diversitatea de molecule care organizeazi membranele
prezintda o permanenta dinamicitate, ceea ce le confera un comportament fluid. Mai
mult, miscarea componentelor lipidice sau proteice se realizeaza aproape in
exclusivitate in planul membranei, fara rasturnari spontane ale moleculelor care sa
permita trecerea lipidelor dintr-o foitd a bistratului in cealalta, sau sa permita
proteinelor sa treaca portiunile expuse la exterior catre interior, sau invers. Aceasta
mobilitate restrictionata la miscarile in plan determina caracterul fluid manifestat
bidimensional al membranelor. Toate aceste caracteristici, datorate
comportamentului componentelor moleculare ale membranelor, se rasfrang, intr-un
mod fericit, asupra functionalitatii lor, asa cum se va vedea in detaliile de mai jos
asupra organizarii ultrastructurii care separa, dar si uneste celula cu mediul
inconjurator.
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In ceea ce urmeaza ne propunem sia aborddm organizarea moleculara si
functionarea membranei celulare parcurgand drumul de la molecule la o structura
functionala.

2.1.3. Compozitia chimica globala a membranei celulare

Pentru o abordare logica si angajarea in drumul pe care ni I-am propus, putem
pleca de la ceea ce contine sub aspect chimic membrana celulari. In compozitia
membranelor se afla apa intr-un procent de 20-30, restul de 70-80% fiind reziduu
uscat. Cat priveste compozitia acestui reziduu uscat, substantele minerale sunt slab
reprezentate (pana la 1%), restul de 99% fiind substante organice, adica lipide 40-
50%, proteine 50-60% si o componenta glucidica de pana la 10%2.

Comporzitia chimica globala mai sus mentionata poate parea contradictorie
cunostintelor noastre despre cantitatea de apa din sistemele biologice. Este corect, in
sistemele biologice apa reprezinta aproximativ 70-80%, iar substanta uscatd numai
20-30%. Care este logica acestei situatii rasturnate? O putem intelege plecand de la
insasi definitia membranei celulare: ultrastructura care separa, dar si uneste celula
cu mediul.

Sa dezvoltam rationamentul. Ce caracter fizico-chimic are interiorul celular?
Unul hidrofil. Apa este solventul biologic fara de care reactiile biochimice care stau la
baza proceselor celulare nu s-ar putea desfasura. Dar ce proprietati fizico-chimice are
mediul extracelular? Tot hidrofile. Asadar, membrana celulara trebuie sa separe
doud medii hidrofile. Este de asteptat, in conformitate cu legile fizicii, ca o bariera
eficienta intre doud medii hidrofile sa aiba caracter hidrofob. Asa stand lucrurile,
aceasta ultrastructura cu caracter hidrofob trebuie sa excludd masiv apa, de unde
procentul redus de apa aflat la nivelul structurii membranelor. Asadar, solutia
optima s-a dovedit a fi o ultrastructura bazata pe lipide. Care sunt modalitatile de
aranjare si rolurile lipidelor, proteinelor si componentei glucidice din organizarea
moleculara a membranelor vom dezvolta in cele ce urmeaza, abordand pe rand
aceste componente si avand in minte, in permanenta, modelul mozaicului fluid de
organizare a ultrastructurii denumita membrana celulara.

Ceea ce mai putem mentiona aici este faptul ca asa cum se sugera din definitia
notiunii de membrana celulard aceasta trebuie sa se comporte ca o bariera intre
mediile extracelular, respectiv intracelular, insa aceasta bariera nu trebuie sa fie una
absoluta ci selectiva, adica sa permita interactiunea celulei cu mediul. De aceea,
putem afirma ca membrana celulara trebuie sa indeplineasca doua mari categorii de
functii: () functie de bariera (adica sa nu permita trecerea intamplatoare prin ea)
si (i1) functie metabolica (adica sa asigure celulei schimburi de informatie si de
substantd cu mediul, in ambele sensuri: dinspre exterior spre interior si dinspre
interior spre exterior).
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2.2, Lipidele membranare

2.2.1. Aspecte generale

Lipidele reprezinta 40-50% din materialul organic al membranelor. Sub
aspect molecular ele constituie componenta biochimica de baza a membranelor
celulare (raportul molecular lipide/proteine fiind de ~50/1).

Asa cum stipuleazda modelul in mozaic fluid al organizarii
membranelor, lipidele sunt organizate in membrane sub forma de bistrat, cu
capetele hidrofile la exterior si cozile hidrofobe in interior, bistrat care prezinta
proprietiti fluide, manifestate bidimensional. In bistrat lipidele au o distributie
(dispunere) asimetrica si sunt de o mare eterogenitate. Asadar, membranele celulare
au la baza organizarii lor un bistrat lipidic cu comportament fluid manifestat
bidimensional, caracterizat prin asimetrie si eterogenitate.

In cele ce urmeazi vom ciuta si argumentim aceste afirmatii de ordin
general, detaliind aspectele legate de eterogenitatea lipidelor ce intra in componenta
membranelor, dispunerea lor asimetrica in cadrul bistratului si comportamentul lor
fluid, manifestat bidimensional, cu scopul de a intelege cum acestea asigura
functionarea membranelor. Informatiile se vor nuanta si ne vor ajuta sa intelegem
mai bine cum opereaza membranele celulare, prin abordarea ulterioara a aspectelor
legate de proteinele membranare ca si prin discutarea componentei glucidice a
membranelor. De punctat ca tot ce vom prezenta aici, in principiu, pentru
organizarea si functionalitatea membranei celulare se aplica si membranelor din
interiorul celulelor, asa-numitele endomembrane, cele care structureaza organitele
delimitate de membrane.

2.2.2, Definitia lipidelor membranare

In problema definirii lipidelor membranare, nu ne propunem un enunt cu
valabilitate absoluta. Intentia este de a formula o definitie operationald, pentru
interesul nostru, astfel incat sa avem aceeasi perceptie a notiunii. Vom structura
aceasta definitie dupa modelul logic al definirii prin gen proxim si diferenta(e)
specifica(e)s3.

3 Logica, stiinta care ne invatid cum si gandim corect pe baza unor structurari rationale ale cunostintelor,
stabileste patru modalititi de constructie a definitiilor pentru notiuni (fiinte, obiecte, fenomene). Aceste patru
modalitati conduc la patru tipuri de definitii care sunt: (i) definitiile genetice (constructive) prin care se
indicd modul in care a luat fiinta notiunea; (i) definitiile ostensive (demonstrative sau prin indicare) prin
care se enumera cativa dintre membrii (preferabil reprezentativi) clasei din care face parte notiunea de definit;
(iii) definitiile enumerative prin care se enumera toti membrii clasei; (iv) definitiile prin gen proxim si
diferenta(e) specifica(e) prin care, mai intai se stabileste o categorie mai larga de notiuni careia ii apartine si
cea pe care dorim sa o definim (genul proxim), dupa care se identifica si se enumera atatea caracteristici, specifice
notiunii pe care urmarim sa o definim, cate sunt necesare pentru o extragere fara ambiguitati din genul proxim si
pentru definirea clara.

Pentru extinderea demersului intelectual al acestei note de subsol, sa exemplificim cu definitii pentru fiecare tip
din cele patru.

in privinta definitiilor genetice am putea propune una pentru ce este Romania si vom spune: Romania este o tari
europeana formata printr-un proces indelungat de unire a unor tari medievale mici, mai intai a Moldovei cu Tara
Romaneasca, in a doua jumitate a secolului al XIX-lea, proces finalizat prin addugarea Ardealului si Basarabiei la
sfargitul primului razboi mondial.

Ca exemplu de definitie ostensiva sa incercim aplicarea la Oceania, spunand: Oceania este o regiune de insule din
Oceanul Pacific intre care se afla Papua Noua Guinee, Insulele Marshall, Samoa, Noua Zeelanda.

Definitia enumerativa o putem exemplifica pentru tarile scandinave si vom putea spune: Tarile scandinave sunt
Norvegia, Suedia, Finlanda si Danemarca.

Nu vom da exemplu de definitie prin gen proxim si diferenti(e) specifici(e), deoarece folosim metoda in text la
definirea lipidelor membranare, dar vom remarca faptul ca toate celelalte tipuri de definitii se adreseaza, de
regula, unor initiati (in istorie sau geografie pentru exemplele folosite), pe cand tipul de definitie ce face subiectul
acestei fraze este unul instructiv, care poate ajuta intelegerea si unora mai putin sau deloc initiati. Definitia cu gen
proxim si diferente specifice este cel mai des utilizata in stiinte, dacd nu in exclusivitate. Prin acest tip de definitie
se pot defini chiar si obisnuintele, despre care tot stiinta logicii ne spune ca sunt greu de definit. Conditia este ca
cel care defineste sa cunoasca foarte bine ceea ce trebuie si defineasca. Pentru cei care sunt instruiti, acest tip de
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Lipidele membranare reprezintd o categorie largd de substante organice
relativ insolubile in apa, solubile in cei mai multi solventi organici, cu caracter
amfifil, multe dintre ele fiind esteri ai unor alcooli polihidroxilici cu acizi grasi (acizi
carboxilici cu lant alifatic liniar, adica o catena liniara continand mai multi atomi de
carbon).

Se observa ca, din punct de vedere al structurii chimice, definitia este foarte
cuprinzatoare sub aspectul speciilor moleculare pe care le poate include. Sa nu
uitam, insa, ca interesul nostru este de natura biologica, asa ca, privind din aceasta
perspectiva, mai multe intrebari pot framanta dorinta de a patrunde logic domeniul.
Care ar fi acestea?

1. De ce lipide (in elementul de baza al organizarii biomembranelor care este
bistratul lipidic)?

2. Care dintre lipide (participa la organizarea membranelor)?

3. De ce (dispunere in) bistrat?

Sa ludm pe rand aceste intrebari si sd punctam aspecte care sa ne ajute in a
gdsi raspunsuri, cu rasfrangere asupra intelegerii functionalitatii membranelor.

2.2.3. Descrierea lipidelor membranare si caracterizarea
bistratului lipidic

2.2.3.1. Lipidele sunt componente ideale pentru structurarea
membranelor

Aceasta sectiune isi propune sa raspunda la prima intrebare din cele de mai
sus: de ce lipide? Caracterele fizico-chimice ale lipidelor le definesc drept molecule
ideale pentru structurarea de membrane, a caror principala menire este aceea de a
separa doua compartimente apoase (interiorul celulelor de mediul inconjurator). De
ce le definesc drept molecule ideale? Pentru ca structura chimica si caracterul lor
amfifil induce proprietati amfipate arhitecturii pe care o organizeaza, partea
hidrofoba putand crea o barierd, iar partea hidrofila conferind capacitatea de a
acomoda mediile apoase aflate de o parte si de cealalta, adica interiorul, respectiv
exteriorul celulei.

Lipidele sunt molecule mici cu posibilitdti mari de mobilitate, astfel incat
structurile pe care le pot asambla nu sunt rigide (acest lucru reprezentand un avantaj
pentru biomembrane). Sunt molecule relativ insolubile in medii apoase, prezentand
tendinta de asociere spontand, ceea ce confera structurilor pe care le formeaza
tenacitatea de a-si pastra integritatea sau de a se reface rapid, atunci cand sunt
agresate mecanic. Tendinta spontana de asociere implicd un consum energetic
minim in pastrarea integritatii bistratului, ceea ce reprezinta un avantaj in economia
celulara. Desi sunt molecule mici, structura lor este deosebit de complexa (chiar
numai rememorand definitia, dar si, cum se va vedea in cele ce urmeaza, cand vom
raspunde intrebarii “Care dintre lipide?”). Vom vedea ca aceastd complexitate
chimica este exploatata judicios de celula (vezi la sectiunea despre rolul lipidelor
membranare). Daca ar fi sa punctam, pentru inceput, avantajele ce rezulta in privinta
structurarii membranelor, notam ca defectele, ce ar putea aparea in structura
chimica a lipidelor membranare sau in organizarea bistratului, sunt usor de acceptat
si, ulterior, de corectat, fara a induce efecte biologice catastrofale (caracterul amfifil
nu se pierde). Mai mult, modelarea structurala a lipidelor, dupa cum va reiesi mai jos
(vezi la sectiunea despre rolul lipidelor membranare), care se face printr-un bagaj
enzimatic adecvat, consistent si bine elaborat, foloseste integrarii celulei in contextul
biologic in care se afla si functioneaza.

definitie este elocvent din punct de vedere formator, deoarece creeazd o imagine sugestivd pentru obiectul,
notiunea sau fenomenul care se defineste.
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2.2.3.2. Clasificarea lipidelor membranare

Prin ceea ce vom include in raspunsul la intrebarea: “care dintre lipide?” vom
argumenta caracterul eterogen al organizarii moleculare a membranelor celulare.

Biochimia descrie o mare diversitate de clase de lipide, grupate in doua mari
categorii: lipide complexe, caracterizate prin prezenta in structura lor a acizilor grasi
(acilgliceroli, fosfogliceride, sfingolipide, ceruri) si lipide simple (steroizi,
prostaglandine si terpene). Ne putem intreba, pe buna dreptate, daca toate aceste
clase de lipide pot fi intalnite in structura membranelor celulare. Ei bine, raspunsul
este: NU! In membranele celulare intdlnim numai trei tipuri de lipide pe care le
putem clasifica, in functie de structura lor chimica globala, in: (1) fosfolipide, (2)
colesterol si (3) glicolipide.

Enumerarea este in functie de abundenta in care apar. Fosfolipidele reprezinta
70-75% dintre lipidele membrane, colesterolul 20-25%, iar glicolipidele 1-10%. O
mentiune de facut, in legatura cu glicolipidele din membranele celulelor animale,
este aceea ca ele sunt din clasa sfingolipidelor (vezi despre sfingolipide mai jos, la
clasificarea in functie de poliolul din structura). Iata, in aceasta prima clasificare a
lipidelor membranare, o prima dovada a eterogenitatii lipidelor membranare.

Ideea de eterogenitate a lipidelor membranare sporeste, insa, daca ne-am
propune sa abordam chiar si numai complexitatea tipurilor de lipide din clasa
fosfolipidelor, cele mai bine reprezentate lipide din membranele celulare, sub
aspectul abundentei. Acestea se pot clasifica, in functie de poliolul din structura in:

(i)  fosfogliceride (glicerofosfatide) — daca poliolul este glicerina (un
triol);

(i) fosfosfingozide (sfingofosfatide, sau simplu sfingozide) — daca
poliolul este sfingozind, de fapt un aminodiol cu un lant alifatic (acesta
constituie unul din lanturile alifatice ale cozii hidrofobe, cel de al doilea
fiind un acid gras inserat printr-o legatura amidica la gruparea amino a
sfingozinei).

Dar eterogenitatea fosfolipidelor membranare nu se termind aici. Ea se
nuanteazi prin analiza detaliilor referitoare la structura lor chimici. In cele ce
urmeaza, vom discuta despre eterogenitatea structurala a fosfogliceridelor, dar
mentionam ca unele aspecte se extind si asupra sfingozidelor.

Structura de principiu a unui fosfoglicerid este reprezentata grafic, in mod
intuitiv, in Fig. 2.4. Se observa ca pe scheletul polialcoolului (glicerina) se afla grefate
pe de o parte (la hidroxilii din pozitiile 1 si 2) doua lanturi alifatice provenind de la
acizii grasi esterificati cu gruparile hidroxil (acestea formand coada hidrofoba a
lipidului membranar), iar, pe de alta parte (la hidroxilul din pozitia 3), o molecula,
notata simbolic cu X (variabild), atasata prin intermediul unei grupari fosfat,
impreuna formand partea esentiald a capului hidrofil al fosfolipidului.

In functie de compusul hidrofil, variabil X, fosfogliceridele se impart in:

(i) fosfatidilcoline (prescurtare internationala PC, denumire uzuala
lecitina), cand X este colina (Fig. 2.5);

(1) fosfatidiletanolamine (PE), X fiind etanolamina;

(iii) fosfatidilserine (PS), la care X este serina;

(iv) fosfatidilinozitoli (PI), in care X este inozitol;

(v) acid fosfatidic (PA), cu X-ul fiind, simplu, un atom de hidrogen.

Fosfolipidele enumerate mai sus se afla in diferite proportii in membranele
diverselor celule, desi exista date care le clasifica in anumite intervale de abundenta,
cum se va mentiona putin mai jos. Celula controleaza aceste rapoarte intre cantitatea
de diferite fosfolipide in membrane in functie de nevoile ei, in diferitele situatii
concrete in care se poate afla.
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Fig. 2.4. Structura schematica, de principiu, a unui fosfoglicerid. in
verde este reprezentat miezul glicerolului; in cafeniu sunt reprezentate
lanfurile alifatice ale acizilor grasi; cu X, in albastru, este reprezentata
partea variabila din capul hidrofil.

Echivalentul fosfatidilcolinelor pentru sfingofosfolipidele membranare sunt
sfingomielinele (SM). De amintit aici (pentru sporirea ideii de eterogenitate a
fosfolipidelor membranare) si doua tipuri de fosfolipide “neuzuale”: 1) fosfolipidele
in care doua molecule de acid fosfatidic sunt condensate la hidroxilii laterali ai unei a
treia molecule de glicerina, formand cardiolipine (1,3-difosfatidil-gliceroli),
fosfolipide specifice membranei mitocondriale interne; 2) fosfolipidele echivalente
fosfatidilcolinelor sau fosfatidiletanolaminelor, care in pozitia 1 a glicerinei au
eterificat un alcool gras nesaturat cu dubla legatura intre Ci si C2, numite
plasmalogene si reprezentand ~10% dintre fosfolipide in creier, muschi, testicul,
rinichi. De remarcat ca in muschiul cardiac nivelul plasmalogenelor ajunge la 50%,
speculandu-se ca ar putea proteja miocardul fata de efectul speciilor reactive de
oxigen de tipul oxigenului singlet.

Cat priveste abundenta sub care tipurile de fosfolipide apar in organizarea
bistratului, PC, SM, PE si PS sunt majoritare, reprezentand fiecare, in medie, daca ar

fi sd calculam considerand toate membranele despre care

\ avem date, intre 20 si 25%. PI si PA sunt fosfolipide mai
’2 slab reprezentate, insemnand pana la 10-15% primul,

respectiv 1-2% cel de-al doilea; in ciuda acestui fapt (sau
poate tocmai de aceea) aceste doua fosfolipide sunt

implicate in procese celulare deosebit de importante (vezi
/—2 la rolul lipidelor membranare). Dincolo de aceste valori
medii, mai usor de retinut, abundenta fiecarui tip de
fosfolipid in diversele biomembrane variaza, insa, in limite
destul de largi [1].

Fig. 2.5. Structura unei fosfatidilcoline (1-stearil-2-oleil-fosfatidil-
colina). Lecitina, denumirea uzuala a acestui fosfoglicerid, vine de la

cuvantul Aéki0og (lekithos), care in limba greaca inseamna galbenus
de ou, intrucat acesta are un continut foarte bogat in lecitina.
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Fig. 2.6. Lipidele membranare in foitele bistratului. Este evidentiata diversitatea si distributia
dlferen’;lata intre cele doua foife ale bistratului, inducand membranelor caracterul eterogen si
asimetric.* Aceasta reprezentare simbolica a bistratului lipidic si tipurilor de lipide membranare va fi
utilizata n figurile din carte ori de cate ori este nevoie. © Mircea Leabu, 2014.

Dupa prime argumente referitoare la eterogenitatea lipidelor membranare,
aduse pana in acest moment, ne aflaim acum in situatia de a putea puncta aspecte
legate de dispunerea asimetricd a fosfolipidelor in biomembrane (Fig. 2.6).
Experimental s-a dovedit ca PC si SM sunt preponderent distribuite in foita externa a
bistratului, in timp ce PE este preponderent distribuita in foita interna, iar PS si PI
sunt, dupa datele existente pana in prezent, aproape exclusiv in foita internd, in
conditii normale [2]. Mai mult, aparitia PS in foita externa a bistratului reprezinta o
dovada timpurie a intrarii celulei intr-un proces apoptotic [3-5]. De asemenea,
activarea plachetelor sanguine este insotita de aparitia PS in foita externa a
bistratului lipidic membranar [6]. Colesterolul este, in general, egal distribuit intre
ambele foite ale bistratului, desi anumite situatii pot determina o redistribuire
asimetrica a sa. Glicolipidele se afla numai in foita externd a bistratului lipidic. De
curand, distributia asimetrica a fosfolipidelor bistratului lipidic membranar a inceput
sa fie investigata in contextul anumitor patologii [7, 8], afectarea ei fiind insotita de
defecte in functionarea normala a celulelor.

Ideea eterogenitatii fosfolipidelor membranare este argumentata si de
diversitatea tipurilor de acizi grasi care intra in structura lor. Acestia au un numar
par de atomi de carbon cuprins intre 12 si 24 (Cio-Ca4), desi limitele valorilor
mentionate sunt controversate, in sensul ca ar fi prea largi pentru cea inferioara si ca
ar fi mai precaut sd consideram cifra 14 ca adevarata. La acizii grasi cu mai putin de
12 atomi de carbon, solubilitatea in apa a lipidelor pe care acestia le formeaza creste
prea mult, ceea ce poate afecta integritatea bistratului si rolul de bariera al acestuia.
Acizii grasi cu mai mult de 24 de atomi de carbon in moleculd sporesc prea mult
hidrofobicitatea lipidelor si ingroasa bistratul reducand eficienta sub aspectul
proprietatilor de permeabilitate selectiva si 1i reduc fluiditatea, prin cresterea
interactiunilor la nivelul cozilor hidrofobe. Asadar, din motive de eficienta in
functionarea membranelor acizii grasi evidentiati a structura lipidele membranare
contin intre 12(14) si 24 de atomi de carbon. Ei pot fi acizi grasi saturati sau

4 Exista intre profesionistii domeniului o conventie ca atunci cand in desene, scheme sau imagini de microscopie
electronica se prezintd portiuni din membranele celulare spatiul extracelular sa se aseze sus (catre nord), iar
citosolul jos (cétre sud). Vom respecta in carte aceastd conventie.
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nesaturati, cu catena hidrocarbonata neramificatd. In ceea ce priveste pozitionarea
acizilor grasi in structura glicerofosfatidelor putem face urmatoarele afirmatii:

1. In pozitia 1 a glicerinei, de reguli, se afli esterificat un acid gras saturat. Cei
mai des intalniti sunt (i) Cy4, acidul miristic, (ii) Cs, acidul palmitic si (ii1)
Cis, acidul stearic. O ordine a frecventei sub care apar ar fi: Ci6 > Cig > Ciy4.

2. In pozitia 2 a glicerinei, de regula, este esterificat un acid gras nesaturat. Cei
mai des intalniti sunt (i) Cis1,” acidul oleic, (ii) Cis.», acidul linoleic si (i)
Cis:3, acidul linolenic. Trebuie sd amintim aici, pentru rolul sau deosebit de
important (vezi “Rolul lipidelor membranare”), acidul arahidonic sau
acidul eicosatetraenoic (Czo:4).

De mentionat, in incheierea acestui comentariu, cd acizii grasi din sfingolipide
sunt, de regula, saturati.

Inainte de a trece la aspecte mai detaliate asupra organizarii lipidelor la
nivelul membranelor si cum aceasta se rasfrange asupra comportamentului
bistratului lipidic si functionalitatii sale, meritd de punctat, pentru o ultima
argumentare a amplei eterogenitati a lipidelor membranare, faptul cd, luand in
considerare cele doua porzitii de esterificare si doar cei 20 de acizi grasi mai des
intalniti, numarul diverselor entitati moleculare din fiecare tip de fosfolipid (PC, PE,
PS, PI, SM) poate atinge valoarea de 400. Bineinteles ca aceste valori teoretice nu se
regasesc in realitate dintr-o multitudine de motive de constrangere specifice
sistemelor biologice.

2.2.3.3. Structura de bistrat rezolva dezideratul esential al organizarii
membranei

Vom incerca sa precizam aici cateva argumente logice pentru a raspunde
intrebarii ,De ce bistrat?”. Bistratul este cea mai simpld forma de organizare a
lipidelor care poate inchide un volum mare de mediu hidrofil, spre a-1 separa de un
altul, tot hidrofil (capetele hidrofile la exterior, putand acomoda cele doua medii
hidrofile; cozile hidrofobe in interior, in adancimea structurii, conferind rolul de
bariera). Asadar, bistratul este o forma de organizare a lipidelor amfifile care poate
corespunde dezideratelor celulelor de a fi separate de mediul inconjurator si de a-si
mentine intr-o maniera eficienta homeostazia interna.

Asamblarea in bistrat se poate face spontan, fiind deci favorizata energetic, iar
bistratul nu poate prezenta, din considerente termodinamice, capete libere. Acest
lucru confera membranelor tenacitate in pastrarea integritatii structurale si
capacitate de refacere rapida chiar in cazul unor distrugeri datorate agresiunilor
mecanice.

Organizarea sub forma de bistrat si dispunerea asimetrica a componentelor
acestuia confera proprietati fizico-chimice diferite celor doud fete ale membranei;
mai mult, asigura comportament independent celor doua fete ale membranei, dar si
solidar, atunci cand nevoile celulei o cer, aceasta avand caile de a controla
comportamentul (independent sau solidar) al componentelor membranare.

2.2.3.4. Starea fizica a bistratului lipidic
Discutia asupra starii fizice a bistratului lipidic isi propune sd ne dea o
imagine intuitiva privind efectele comportamentului bistratului asupra functionarii

5 in simbolistica notirilor abreviate ale acizilor grasi, prima cifri din indicele inferior reprezintd numirul de
atomi de carbon din moleculd, ,:” reprezintd simbolul pentru prezenta dublelor legaturi, iar cifra a doua
reprezintd numirul de duble legituri din moleculd. In biochimie notatiile pot fi mult mai detaliate pentru
indicarea suplimentara a pozitiei dublelor legaturi in lantul alifatic, insd, in economia discutiei noastre si in
intelegerea implicatiilor biologice, aceste detalii nu sunt semnificative. Totusi, variabilitatea pozitionarii dublelor
legdturi 1n acizii grasi nesaturati reprezintd un argument suplimentar al eterogenitatii lipidelor membranare (in
special pentru fosfolipide).
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membranelor. Bistratul lipidic este fluid, adica intr-o continua dinamica, aceasta
avand efect asupra interrelatiilor dintre moleculele care il compun, interrelatii care
sunt intr-o permanenta modificare. Fluiditatea bistratului lipidic este o rezultanta a
diverselor posibilititi de miscare a lipidelor ce il alcituiesc. In ce consti aceasti
diversitate? Lipidele membranare pot executa urmatoarele tipuri de migcari:

1. Miscari intramoleculare, pe care lipidele le realizeaza in raport cu propria
lor structura (in raport cu propria lor axa, in raport cu propria lor geometrie), spatiul
ocupat de ele putind fi aproximat cu un cilindru avand o bazi cu suprafata de ~60 Az
(razd de ~4.4 A) si o indltime de ~30 A. Aceste misciri intramoleculare pot fi:

e De rotatie, cu o frecventa de 109 rotatii/s; aceste miscari izvorasc din
capacitatea lanturilor acizilor grasi de a se roti in jurul legaturilor C-C, insotita
de vibratia atomilor de carbon angajati in legatura, iar aceste miscari se
rasfrang asupra comportamentului intregii molecule, prin cuplurile de forte pe
care le induc; rezultanta acestui ,zbucium” intern molecular este miscarea de
rotatie a moleculei lipidice in ansamblu.

e De flexie a cozilor hidrofobe, cu o frecventa de 108 flexii/s; aceste miscari
trebuie intelese tot ca rezultat al miscarilor din interiorul moleculelor de lipid,
la nivelul cozilor hidrofobe ale acizilor grasi nesaturati, care, din cauza
impiedicarilor datorate prezentei celuilalt acid gras din structurd, nu pot
executa, de regula, decat miscari asemanatoare stergatorului de parbriz, desi
mobilitatea celuilalt lant, saturat, poate permite chiar rotatii complete; efectul
la nivelul intregii molecule este acela al miscarii de flexie a cozii.

2. Miscari intermoleculare, care implica schimbarea pozitiei moleculelor de

lipid unele in raport cu altele. Acestea pot fi:

e Miscari de translatie (difuzie laterala), miscari ale lipidelor in planul
membranei, in aceeasi foita a bistratului, unele printre altele; dinamicitatea
acestei miscari este sugerata de frecventa schimbarilor de directie, care este de
107/s, distanta parcursa de un lipid in unitatea de timp neavand o semnificatie
biologici majora. Trebuie mentionat faptul ca prezenta colesterolului in
bistrat determina o diminuare a mobilitatii laterale.

e Miscari “flip-flop”, denumite astfel prin termenul importat din limba
engleza, adicd miscari de trecere a lipidelor dintr-o foita a bistratului in
cealaltd; aceste migcdri presupun o rasturnare a moleculei in planul
membranei, pentru a-si pastra capul hidrofil la exteriorul structurii, adica
trecerea capului hidrofil prin portiunea hidrofoba a membranei; frecventa
acestor miscari este foarte mica, practic nula (daca ar fi sa riscam o cifra, am
putea spune ca aceasta miscare ar putea avea loc o data pe luna pentru fiecare
moleculd individuald), ceea ce pare logic; exista totusi o endomembrana la
nivelul careia miscarea de “flip-flop” are loc frecvent si anume membrana
reticulului endoplasmic (aspecte ce vor fi detaliate in capitolul “Biogeneza si
traficul intracelular al membranelor” din volumul al II-lea al cartii).

Valorile pentru frecvente, mai sus mentionate, sunt rezultatul unor masuratori
fizice pe bistraturi artificiale. In membranele celulare si in biomembrane, in general,
miscarile lipidelor nu se supun legilor miscarii browniene, ci sunt mai reduse, fiind
limitate de organizarea moleculara complexa si de ultrastructurile proteice corticale,
aflate in spatiul citosolic de sub membrane [9].

Revenind la tema acestei sectiuni, sa punctam ca absenta practica a miscarilor
“flip-flop” explica bidimensionalitatea starii fluide a bistratului lipidic, elementul de
baza din organizarea membranelor celulare. Miscarile lipidelor se manifesta practic
numai in cadrul aceluiasi strat al bistratului. De asemenea, frecventa extrem de
redusa a miscarilor “flip-flop” are ca efect mentinerea distributiei asimetrice a
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moleculelor de lipide intre cele doua straturi, distributie construita de celuld cu mare
consum energetic odata cu biogeneza de novo a membranelor (vezi la “Biogeneza
membranelor” in volumul al II-lea). Manifestarea bidimensionald a fluiditatii
bistratului lipidic da2 membranei celulare caracterul de structura cu proprietati
mezomorfe, proprietati specifice cristalelor lichide. Acest comportament mezomorf
este accentuat de capacitatea lipidelor de a organiza microdomenii bogate in
sfingolipide (parte dintre ele glicolipide), colesterol si anumite proteine membranare.
Aceste microdomenii sunt denumite “plute lipidice” (in englezeste "lipid rafts”)
si au deosebita importanta atat structurala (organizeaza ultrastructuri specializate
ale membranei, cum ar fi caveolele), cat si metabolica tinand laolaltd molecule si
macromolecule destinate a functiona impreuna in complexe supramoleculare [10].
Pentru a intelege mai bine organizarea microdomeniilor de membrand, sa
mentionam ca lipidele, asa cum nu sunt echilibrat repartizate intre cele doua foite ale
bistratului, nu sunt omogen amestecate nici in cadrul fiecarei foite a bistratului, ci se
asociaza intr-un mod neomogen pe baza unor considerente fizico-chimice. Plutele
lipidice fie planare, fie invaginate sub forma caveolelor (numite vezicule
plasmalemale in celula endoteliald) se caracterizeaza printr-o fluiditate mai mica in
comparatie cu restul bistratului. Prezenta plutelor lipidice si eterogenitatea lor sustin
si nuanteaza ideea de organizare a membranelor ca un mozaic fluid. Plutele lipidice
pot fi asemuite unor sloiuri de forme, dimensiuni si compozitie biochimica variate, ce
plutesc in oceanul lipidic mai putin specific organizat. Caveolele reprezinta o forma
de plute lipidice, ce se dispun individual sau in ciorchini la nivelul membranei.

Eterogenitatea plutelor lipidice a fost evidentiatd prin interpretarea
rezultatelor diferitelor metode de obtinere sau de studiu:

- diversi detergenti neionici utilizati (duc la fractiuni cu compozitie diferita);

- sonicarea preparatelor de membrane si analizarea fractiunii usoare (alte
rezultate);

- analize imunocitochimice (diferite incarcaturi proteice la nivelul diverselor
microdomenii reprezentate de plutele lipidice).

Desi rezultatele experimentale sunt, in anumite limite, variate, sugerand
diversitatea compozitionala a plutelor lipidice, se pot extrage, totusi, cateva
caracteristici generale [10]:

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

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

- glicerofosfolipidele sunt sarac reprezentate (in comparatie cu restul membranei);
<30% pentru PC + PE, fata de ~50% in restul membranei;

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

- in foita interna de la nivelul plutelor, lipidele contin preferential acizi grasi
saturati (prin aceasta, s-ar putea realiza necesarul de rigiditate corespunzator
celui al foitei externe, unde sfingolipidele, continand acizi grasi saturati, sunt
bogat reprezentate).

Anticipand, vom mentiona aici ca plutele lipidice se caracterizeaza si prin
capacitatea de a aglomera anumite tipuri de proteine membranare. Asadar, repetam
pentru retinerea mai atentd, organizarea lipidelor membranare in microdomenii
accentueaza aspectul de mozaic fluid al membranelor (ca niste sloiuri plutind in
bistrat). Conceptul de pluta lipidica este intr-o continua dezvoltare [11].

In ciuda acestor organiziri eterogene, capacitatea lipidelor de a se misca in
cadrul bistratului este doar nuantata pe intinsul suprafetei membranei si nu anulata.
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Aceastd capacitate de miscare a lipidelor in cadrul membranei determina
proprietatea numita fluiditate. Fluiditatea membranelor poate fi modulata
(modificata, reglata) de mai multi factori. Acesti factori pot fi de natura fizica, sau
chimica. Ca factori fizici amintim temperatura si presiunea. Fluiditatea membranelor
este direct proportionala cu temperatura si invers proportionala cu presiunea.
Efectivitatea acestor factori fizici in modularea fluiditatii membranare este insa
limitata, dupa cum usor ne putem da seama. Nici presiunea si nici temperatura nu
pot varia in limite largi (ba dimpotriva) in conditii fiziologice. Mult mai pregnant este
efectul factorilor chimici in modularea fluiditatii membranei. Acestia, in functie de
provenienta, se pot clasifica in (i) factori chimici intrinseci sau (it1) factori
chimici extrinseci.

Factorii chimici intrinseci, pe care celula 1i foloseste in modularea fluiditatii
membranei in functie de necesitati, sunt cantitatea de acizi grasi nesaturati din
structura fosfolipidelor sau a glicolipidelor si/sau cantitatea de colesterol din bistrat.
Fluiditatea membranei este direct proportionald cu procentul de acizi grasi
nesaturati din structura chimica a lipidelor bistratului (creste cantitatea de acizi grasi
nesaturati, creste si fluiditatea), in timp ce cresterea procentului de colesterol duce la
rigidizarea membranei (micsorarea fluiditatii). Asadar, fluiditatea membranei este
invers proportionald cu cantitatea de colesterol din bistrat (Fig. 2.7). Cum trebuie
intelese sugestiv motivele acestor efecte ale colesterolului si acizilor grasi nesaturati
asupra fluiditatii membranei celulare? Descriptiv, geometria angulara a cozilor
acizilor grasi nesaturati are ca efect departarea spatiala a lipidelor si micsorarea
interactiunilor intre acestea atat la nivelul portiunii hidrofobe, cat si al capetelor
hidrofile. In ceea ce priveste efectul colesterolului, din motive structurale (datoriti
geometriei spatiale), acesta sporeste tdria interactiunilor atat la nivelul cozilor
hidrofobe, cat si al capetelor hidrofile, anuland efectul acizilor grasi nesaturati

Factorii chimici extrinseci se clasifica la randul lor in (a) fiziologici
(hormoni sau mediatori chimici liposolubili), (b) patologici (metaboliti liposolubili
ai unor agenti patogeni, substante chimice toxice, liposolubile) sau (¢) terapeutici
(medicamente liposolubile). Multe analgezice, ca si unele anestezice, fiind compusi
liposolubili, actioneaza si prin modificarea fluiditdtii membranelor neuronale. Dovezi
experimentale recente dovedesc faptul ca, alaturi de efectele datorate modificarii
fluiditatii membranare, anestezicele si/sau analgezicele actioneaza si prin
modificarile conformationale induse la nivelul unor proteine transmembranare,
afectandu-le functia.

fosfolipide

Fig. 2.7. Efectul rigidizant al colesterolului la nivelul bistratului. Datorita geometriei moleculare,
colesterolul are abilitatea de a se insera in spatiile dintre fosfolipide sporind interactiunile moleculare
atat la nivelul capetelor hidrofile, cét si la nivelul cozilor hidrofobe. © Mircea Leabu, 2014.
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Dupd cum vom vedea, fluiditatea membranelor este modulatd si nuantata si
de catre celelalte componente ale membranelor: proteinele si structurile glucidice.
Practic, dinamicitatea componentelor membranare, care asigura buna functionare a
lor si, prin aceasta, a intregii ultrastructuri, difera de la un moment la altul in functie
de starea in care (macro)moleculele se afla: independente sau in interrelatie cu alte
componente din membrana insdsi sau din spatiile apropiate (citosolul cortical sau
elemente din exterior).

2.2.4. Rolul lipidelor membranare

Dupd cum am aratat pana acum, rezultd ca fara bistrat lipidic nu pot exista
membrane celulare. Bistratul lipidic reprezinta componenta de baza a organizarii
membranelor, functia structurala a lipidelor membranare organizate in bistrat
fiind esentiala. Dincolo de functia structurala prin care ofera membranei cel mai bun
element pentru organizare si functionare, bistratul lipidic confera membranei
celulare rolul de bariera, aceasta menire a lipidelor membranare fiind enuntata inca
de la dovedirea prezentei lor in membrane. Dar lipidele nu se afld, nici pe departe, in
membrane numai din considerente structurale. Ele sunt implicate in importante
functii metabolice, acele functii care unesc celula cu mediul inconjurator, o
integreaza pe aceasta in “ambianta biosociald”. Mai mult, echilibrul dintre diferitele
tipuri de lipide din membrane influenteaza comportamentul normal al celulei, iar
modificarea lui poate atrage deviatii patologice. De aceea, lipidele membranare pot
reprezenta tinte terapeutice [12].

Glicolipidele sunt implicate in fenomene de recunoastere si semnalizare
intercelulara (vezi la “Componenta glucidica a membranei”).

Detalii referitoare la rolurile metabolice ale lipidelor sunt cunoscute pentru
fosfolipide. Acestea pot fi modificate de enzime specifice numite fosfolipaze. De
regula, aceste modificari se petrec ca urmare a unor procese de semnalizare, parte
dintre metabolitii rezultati actionind ca mesageri secunzi (vezi semnificatia
sintagmei la ,Semnalizarea celulara”) si faciliteazd numeroase procese prin care
celulele raspund semnalelor receptate.

Exista mai multe tipuri de fosfolipaze, care au proprietatea de a elibera diverse
molecule din complexa structura biochimica a fosfolipidelor (Fig. 2.8). Acestea sunt:®

(i) fosfolipaza A1 (prescurtare internationala PLA1, cu PL de la termenul
englezesc PhosphoLipase), care elibereaza acidul gras din pozitia 1 a
glicerinei;

(i) fosfolipaza A2 (prescurtare internationald PLA2), care detaseaza acidul
gras din pozitia 2 a glicerinei, cu formare de lizofosfatide;

(i) fosfolipaza B (prescurtare internationala PLB), care poate scoate acizi grasi
din ambele pozitii ale glicerolului din structura fosfolipidelor, completand de
regula activitatea PLA1 sau PLA2; actioneaza in general asupra lizofosfatidelor
eliminand din bistrat fosfolipidul afectat;

(iv) fosfolipaza C, care desface legatura dintre glicerina si fosfat, cu eliberarea
diacilglicerolilor (DAG), care raman in bistrat si a unui compus hidrofil ce
difuzeaza in citosol;

(v) fosfolipaza D, care elimina restul hidrofil X, cu formarea PA la nivelul
bistratului.

 Recomandim o modalitate mnemotehnici de a retine legitura dintre tipurile de fosfolipaze si rolul lor. Este
usor de remarcat cd, plecand de la acizii grasi legati la hidroxilii din pozitiile 1 si 2 ale glicerinei si mergand cétre
compusul variabil din capul hidrofil al fosfolipidelor, fosfolipazele se denumesc succesiv de la A la D in functie de
partea din molecula pe care o taie: A1 pentru cele care scot acizii grasi din pozitia 1 (A de la acid si 1 pozitia), A2
elibereaza acidul gras din pozitia 2, apoi B contribuie la eliminarea ambilor acizi grasi, C taie legatura esterica
dintre glicerina si fosfat, iar D desface numai partea variabila din capul hidrofil.
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Pentru exemplificarea efectelor celulare, datorate actiunii fosfolipazelor,
punctam urmatoarele (vezi si subcapitolul “Semnalizarea celulara”):

a) Fosfolipaza A2 poate elibera acidul arahidonic, care este precursor pentru patru
clase de substante cu roluri dintre cele mai diverse: 1. prostaglandine; 2.
tromboxani; 3. prostacicline; 4. leucotriene. Acesti compusi sunt obtinuti
prin complexe procese de metabolizare a acidului arahidonic (cu bagaje
enzimatice adecvate), dupa eliberarea sa din fosfolipidele care il contin. Primele
trei tipuri rezulta pe calea ciclo-oxigenazei, cea de-a patra clasa pe calea lipo-
oxigenazei. Toate aceste tipuri de metaboliti ai acidului arahidonic sunt
eliberate din celulele care 1i produc si au rol de molecule mesager in diferite
procese de semnalizare celulara.

b) Fosfatidilinozitolii sunt implicati in mecanisme de transmitere transmem-
branara si intracelulara a semnalelor. Cand unele molecule semnal (liganzi) se
leaga de receptorii specifici din membranele celulare, PI intra intr-o secventa de
reactii denumita cascada fosfoinozitidelor (Fig. 2.9).

In aceasti cascada PI sunt, pas cu pas, fosforilati initial la fosfoinozitolfosfati
(PIP), sub actiunea fosfatidilinozitol kinazei7 (PI kinaza), cu consum de ATP, apoi la
fosfatidilinozitol-bis-fosfati8 (PIP2), sub actiunea PIP kinazei, de asemenea cu
consum de ATP. Asupra fosfatidilinozitol-4,5-bis-fosfatului format actioneaza
Josfolipaza C (izoforme B si y ale fosfolipazei C, specifice pentru fosfatidilinozitoli)
cu eliberarea de IP; (inozitol-1,4,5-tris-fosfat9) si DAG. IP; actioneaza ca mesager
secund inducand cresterea Ca2+ in citosol si conducand la raspunsuri celulare rapide
si de scurta durata (exemplu, contractia musculara). La randul sau, DAG este
implicat in declansarea unor raspunsuri celulare mai lente si de lunga durata
(exemplu, semnalizarea prin cdile protein-kinazei C).

X
|

a b
0=PX
c— & D

Fig. 2.8. Locurile specifice de actiune pentru diferitele tipuri
de fosfolipaze, la nivelul moleculelor de fosfolipide. A1 —
fosfolipaza A1; A2 — fosfolipaza A2; B — fosfolipaza B; C —
fosfolipaza C; D — fosfolipaza D.

7 Prin kinaze desemnam acele enzime a caror activitate se soldeaza cu grefarea de fosfat pe diferite substrate.

8 Atentie! In denumirea acestor metaboliti se folosesc particulele ,bis”, respectiv ,tris” si nu di sau tri, deoarece
fiecare reziduu fosfat este inserat pe un alt hidroxil al inozitolului. Formele bi/di, respectiv tri se folosesc in
denumirea compusilor in care fosfatul se leagd unul de altul (exemple: adenozin-difosfat, adenozin-trifosfat).

9 Vezi nota de subsol numarul 7.
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fosfatidilinozitol (PI)

ATP
Pl kinaza < ADP

fosfatidilinozitol-4-fosfat (PIP) Fig. 2.9. Cascada fosfoinozitide-
ATP lor. Actiunea secventiala a fosfati-

PIP kinaza <ADP dilinozitol-kinazelor duce la formarea

o _ _ PIP,. Ulterior fosfolipaza C-f, cea
fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat (PIP,) din exemplul figurii, cu specificitate

pentru fosfatidil-inozitoli, elibereaza
IP3 si DAG, care sunt mesageri
secunzi in anumite procese de sem-

fosfolipaza C

diacilglicerol (DAG) + inozitol-1,4 5-trisfosfat (IP;) nalizare transmembranara.

Desi rolul colesterolului in procesele metabolice de la nivelul membranei a

fost mai putin investigat, studii recente au dovedit ca el este implicat in interactiuni
cu proteine platforma/proteine adaptoare care au rol in formarea de complexe de
semnalizare [13]. In felul acesta colesterolul contribuie la recrutarea acestor proteine
platforma, ca endoproteine pe fata citosolicA a membranei celulare, cu facilitarea
functiei acestora de a pune in buna situatie de actiune proteine implicate in diferite
procese de semnalizare si eficientizarea fenomenelor la care trebuie sa participe
partenerii asociati la nivelul platformei de semnalizare astfel formate.

1.

Ca sa rezumam cele prezentate despre lipidele membranare punctam:

Lipidele membranare organizeaza componenta de baza a biomembranelor,
bistratul lipidic, element cu proprietati fluide, manifestate bidimensional si
caracterizat atat prin eterogenitate compozitionald, cat si prin asimetrie;
Structura de bistrat lipidic este ideala pentru separarea eficientd, selectiva a
doua medii hidrofile (interiorul celular de mediul extern);

Prin componenta sa hidrofoba, marginita pe ambele parti de suprafete hidrofile
care il compatibilizeaza cu mediile apoase separate, bistratul lipidic asigura
functia de bariera a membranelor, fara a-i conferi caracter de bariera absoluta,
adica fara a impiedica selectivitatea acestei structuri in interactiunea celulei cu
mediul (schimbul de substanta si de informatie);

Departe de a avea numai un rol structural, lipidele membranare participa la
functia metabolica a membranei celulare in procese de semnalizare, dar si prin
posibilitatile de control a conformatiei proteinelor cufundate in bistrat,
putandu-le modula functia.
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2.3. Proteinele membranare

2.3.1. Consideratii generale asupra prezentei proteinelor in
membrane

Modelul mozaicului fluid de organizare a membranelor biologice ne arata ca,
alaturi de lipidele asezate sub forma de bistrat, la constructia acestor componente
celulare participa si proteinele. Raportul molecular intre lipidele si proteinele ce
alcatuiesc membranele celulare este in medie de aproximativ 50/1. Acest raport este
usor de inteles tinand cont de faptul ca, de regula, compozitia sub aspectul masei de
material organic la nivelul membranelor este de ~40% lipide si ~50% proteine, iar
lipidele sunt molecule cu greutate moleculara mica, in timp ce proteinele sunt
macromolecule.

Realitatea biologica este insa diversa, existand si exceptii de la aceste
procente. De exemplu, la nivelul tecii de mielind, unde functia de bariera este
esentiala rolului membranei celulelor Schwann care formeaza invelisul din jurul
axonului, procentul de masa pentru lipide este de ~80, iar cel al proteinelor de
numai ~20. De evidentiat, pentru situatia diametral opusa, compozitia de la nivelul
membranei mitocondriale interne unde lipidele reprezinta ~20%, iar proteinele
~80%. Functia metabolicd a acestei membrane este deosebit de accentuatd (vezi in
capitolul volumului al II-lea, destinat membranei mitocondriale interne), chiar daca
ar fi s mentionam doar activitatea complexelor proteice implicate in transportul
electronilor (lantul transportor de electroni, numit si lantul respirator), respectiv
activitatea ATP-sintazei, complexul proteic care produce ATP. La nivelul membranei
mitocondriale interne insa, este la fel de importanta si functia de bariera. Poate de
aceea aici se afla cardiolipinele, fosfolipide deosebite, cu patru lanturi alifatice in
coada hidrofoba (patru acizi grasi in moleculd), deci cu proprietati amfifile a caror
componentd hidrofoba este amplificata.

Comentariile de mai sus, asupra complexitatii realitdtii biologice in privinta
raportului lipide/proteine in membrane, ne permit sa enuntam reguli de principiu
care sugereaza corespondenta intre acest raport si functionalitatea membranei.
Aceste reguli sunt:

(1) cu cat functiile metabolice ale unei membrane (sau portiuni — ceea ce se
definesc drept microdomenii sau domenii — dintr-o membrana) sunt mai
accentuate, cu atat continutul de proteine al acelei membrane sau portiuni de
membrana este mai ridicat;

(it) cu cat rolul de bariera al unei membrane trebuie sa se manifeste mai pregnant,
cu atat continutul in lipide este mai crescut.

In abordarea studiului proteinelor membranare plecim de la ceea ce stim deja
despre organizarea membranei, cu cele mentionate despre caracteristicile fizico-
chimice si comportamentul membranei, asa cum am vazut ca sunt induse de insasi
prezenta lipidelor in elementul de baza, bistratul lipidic. Completarea cu proteine a
organizarii moleculare a membranelor celulare nu anuleaza, ci amplifica si/sau
nuanteaza eterogenitatea, asimetria si comportamentul de fluid bidimensional al
structurii. Vom cduta sa argumentam, prin prezentarea aspectelor legate de prezenta
proteinelor in membrane, afirmatia din fraza anterioara. Proteinele completeaza
bistratul lipidic pentru definitivarea organizarii biomembranelor, in toata grosimea,
ca si pentru asigurarea functionalitatii ultrastructurii.

Pentru argumentarea ideii de eterogenitate, vom utiliza aceeasi strategie
folosita la prezentarea eterogenitatii lipidelor membranare: discutarea diversitatii de
tipuri de proteine din membrane prin clasificarea lor pe diverse criterii.
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2.3.2. Clasificari ale proteinelor membranare
O prima clasificare a proteinelor membranare se face in functie de pozitia lor
fatd de bistratul lipidic, care permite impartirea acestora in doud mari categorii:

1. Proteine periferice sau extrinseci: acele proteine care se afla atasate de o
parte sau de alta a bistratului lipidic, interactionand cu capetele hidrofile ale
lipidelor (dar nu numai, dupa cum se va vedea din unele aspecte prezentate mai
jos);

2. Proteine integrale sau intrinseci: acele proteine care sunt cufundate in
bistratul lipidic strabatandu-1 complet sau partial.

Evidentierea, descrierea si denumirea acestor doua categorii de proteine
membranare au fost facute in deceniul opt al secolului XX de catre Theodore L. Steck
si colaboratorii sdi [1] (lIa numai doi ani dupa introducerea modelului in mozaic fluid
privind organizarea membranelor). Diversitatea de tipuri de proteine membranare
este accentuata si de alte aspecte (Fig. 2.10).

Proteinele periferice reprezinta, in general, ~25% din polipeptidele unei
membrane, se extrag cu solutii saline sau agenti chelatori, au caracter hidrofil (dupa
extragere nu sunt asociate cu lipide) si isi pastreazi solubilitatea in api. In functie de
foita bistratului lipidic careia ii sunt asociate, proteinele extrinseci se clasifica in (1)
ectoproteine (proteine periferice asociate foitei externe a bistratului, asadar expuse
la exteriorul membranei celulare sau pe fata luminala a membranelor organitelor) si
(i) endoproteine (proteine periferice asociate foitei interne a bistratului, asadar
expuse pe fata citoplasmaticd a membranelor si endomembranelor).

Au fost evidentiate atasari mai ferme ale proteinelor periferice la bistratul
lipidic, prin conjugari (stabilirea de legaturi covalente) cu componente lipidice.

Fig. 2.10. Diversitatea de proteine membranare si exemplificarea clasificarilor acestora. 1 —
proteina periferica, ectoproteind; 2 — ectoproteina ancorata prin glicofosfatidil-inozitol; 3 — proteina
periferica, endoproteina; 4 — endoproteina acilata; 5 — proteina integrala, transmembranara unipas
(prezinta si acilare); 6 — proteina transmembranard multipas; 7 — proteina integrala, partial imersata in
bistratul lipidic; fosfolipidele din foita interna, cu sarcina negativa reprezinta fosfatidilserine. © Mircea
Leabu, 2014.
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Pe de o parte, pentru unele ectoproteine a fost evidentiata o cuplare prin
carboxilul terminal la gruparea amino a etanolaminei din capatul liber al structurii
glucidice a unor glicofosfatidilinozitoli (Fig. 2.10, exemplul 2). Fenomenul se
numeste glipiare [2-4]. Partea lipidica ramane in foita externa a bistratului si
poarta numele de ancora glicofosfatidilinozitolica. Functiile acestor proteine
modificate prin glipiare sunt intens studiate. Existd dovezi experimentale care
confirma rolul acestor modificari intr-o multitudine de procese care se petrec la
suprafata celulei, dar si intracelular. De exemplu, unele din moleculele de adeziune
celulara sunt glipiate, unele proteine glipiate sunt implicate in procese imune, exista
ectoproteine cu rol enzimatic ancorate prin glipiare, proteine glipiate retin la nivelul
lor molecule din spatiul extracelular si contribuie la endocitoza lor si a fost
evidentiatd directionarea ectoproteinelor ancorate la bistrat prin glipiare catre
domeniul apical al membranelor din celulele polarizate (celule ale epiteliilor
monostratificate).

Pe de alta parte, unele dintre endoproteine se pot asocia tranzitoriu si
reversibil bistratului lipidic prin reactii de acilare, cum ar fi miristilare, palmitilare,
farnezilare, geranil-geranilare (Fig. 2.10, exemplul 4), radicalul acil fiind cufundat in
foita interna a bistratului [2] (vezi CASETA 2.1). Aceste modificari reversibile sunt
importante pentru exprimarea functiilor acestor proteine. Mai mult, unele dintre ele,
cum ar fi proteinele G mici, numite gi proteine G monomerice (vezi ce sunt acestea la
»Semnalizarea celulara”) pot tranzita, pe baza acestor modificari, din starea de
proteina citosolica in starea de proteina periferica pentru exercitarea functiilor (vezi,
de asemenea, detalii la ,Semnalizarea celulara”). Au fost evidentiate modificari prin
acilare si pentru proteine transmembranare (Fig. 2.10, exemplul 5).

De mentionat cd atat proteinele membranare acilate, cat si cele glipiate au
tendinta de a se acumula in caveole sau la nivelul plutelor lipidice (microdomenii de
membrana definite si discutate partial, mai sus la sectiunea despre lipidele
membranare). Acolo a fost anticipata informatia cad asemenea modificari ale
proteinelor le fac candidate la acumularea in microdomenii de membrana de tipul
plutelor lipidice.

CASETA 2.1. Ancorarea proteinelor membranare prin intermediul conjugarilor cu
elemente lipidice (acilare)

Proteinele care isi exercita functia biologica exclusiv pe una din cele doua fete ale bistratului lipidic
sunt adesea asociate mai ferm bistratului prin interactiuni cu lipide din foita expusa fie mediului
extracelular, fie celui intracelular. O serie de proteine intracelulare (endoproteine) cu rol in
procese de semnalizare celulard se ataseaza, prin modificari covalente, la stratul lipidic dinspre
fata citoplasmaticd a membranei. Aceasta asociere mai ferma se datoreaza legarii covalente a unor
functiuni chimice din proteine fie la catene ale acizilor grasi, fie la grupari prenil (farnezil sau
geranil-geranil). Astfel, au fost evidentiate urmétoarele modalitéti de atasare la bistratul lipidic a
unor proteine hidrosolubile (dupa biosinteza lor in citosol), pe baza unor modificiri covalente,
post-traducere: (i) miristilarea, prin formarea unei legaturi amidice intre gruparea amino-
terminala apartinand unui rest de glicina de la capatul catenei polipeptidice si gruparea carboxil a
acidului miristic; (i7) palmitilare, formarea unei legaturi tip tioester intre un rest de cisteina din
interiorul catenei polipeptidice si gruparea carboxil a acidului palmitic; (iii) prenilare, constand
in formarea unei legaturi tioeter intre un rest de cisteina (pozitionat initial in pozitia a patra de la
capatul carboxi-terminal si ulterior in pozitie terminald, dupa fixarea de gruparea lipidica si
clivarea celor trei aminocizi de la extremitatea catenei polipeptidice) si o grupare prenil (3-metil-2-
buten-1-il). Deseori atasarea proteinei printr-o singura ancora lipidica nu este suficient de ferma,
fiind necesara fixarea suplimentara de o ancora lipidica secundara. De exemplu, membrii familiei
de proteine Ras (proteine G mici cu functie GTP-azica, avand rol in semnalizare) sunt recrutate la
nivelul membranei plasmatice prin fixarea cu o grupare prenil combinata cu fixarea prin acidul
palmitic. Prenilarea proteinelor este mediata de trei tipuri de enzime, respectiv farneziltransferaza
si geranilgeraniltransferazele de tip I si II. In ultimii ani inhibitorii farneziltransferazei s-au
dovedit candidati terapeutici importanti pentru tratamentul unor forme de cancer si al unor
infectii cu paraziti apartinind genului Plasmodium, agentul infectios al malariei, si genului
Trypanosoma (specia T. brucei), agentul infectios al ,,bolii somnului”.
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Proteinele integrale (Fig. 2.10, exemplele 5-7) reprezintd, de reguld, ~75%
din proteinele unei membrane, se pot extrage din structura bistratului lipidic prin
folosirea de detergenti (adica dupa distrugerea integritatii bistratului lipidic), dupa
extragere raman asociate cu lipide, sunt insolubile in apa (dializarea detergentului
duce la precipitarea lor prin floculare) si au caracter amfifil (portiunea hidrofoba
fiind reprezentatd de zona imersatd in bistratul lipidic, portiunea/portiunile
hidrofila/hidrofile reprezentand domeniile lantului polipeptidic expuse in afara
bistratului lipidic). Proteinele integrale care traverseaza complet bistratul lipidic sunt
denumite proteine transmembranare (Fig. 1.10, exemplele 5 si 6) si reprezinta cea
mai mare parte a proteinelor intrinseci. Cele care sunt partial cufundate in bistratul
lipidic (Fig. 2.10, exemplul 7) nu au primit o denumire specifica. Mai mult, acestea
din urma au fost considerate pana prin ultimul deceniu al secolului XX a fi practic
inexistente. Se specula in favoarea acestei idei pe considerente structurale si
termodinamice. Explicatia era ca nu putea fi adoptata de catre aceste proteine o
conformatie care sd asigure hidrofobicitate in portiunea de pliere a lantului
polipeptidic in interiorul bistratului lipidic. In momentul de fati sunt cel putin dou:
proteine integrale candidate la imersare partiala in bistratul lipidic al membranelor
carora le apartin: citocromul b; din membrana reticulului endoplasmic si
caveolina, la nivelul membranelor celulelor ce pot structura caveole ca formatiuni
specializate de membrana (de exemplu, celule musculare netede, celule endoteliale,
enterocite etc.). Schimbarea atitudinii comunitatii stiintifice in privinta acestei
situatii, dupa raportarea dovezilor experimentale legate de aranjamentul celor doua
proteine in membrane, este un exemplu al dinamicii cunoasterii in biologia celulara
si al modului rapid in care conceptele pot evolua in acest domeniu.

Revenind la proteinele transmembranare, acestora li se definesc trei domenii
structurale: (1) un ectodomeniu, numit si domeniu extern (portiunea expusa pe
fata externd a membranei), (ii)) un endodomeniu, numit si domeniu citosolic
(portiunea expusda pe fata interna a membranei) si (iti1) un domeniu
transmembranar (portiunea ce stribate bistratul lipidic). In ceea ce priveste
modul de organizare structurala a ecto- si endo-domeniilor, lanturile proteice se pot
impacheta combinat in aceste zone atat ca a-helixuri, cat si ca B-pliuri, asa cum se
intampla cu toate proteinele. Situatia este oarecum diferita pentru domeniul
transmembranar. Pentru acesta, pana prin deceniul 9 al secolului XX, a existat
acceptiunea ca nu poate fi structurat decat sub forma de a-helix, astfel incat sa poata
fi mascate catre axul acestuia portiunile hidrofile ale lantului polipeptidic, iar la
exteriorul sau sa fie expuse partile hidrofobe, acomodabile cu hidrofobicitatea din
profunzimea bistratului lipidic. Se justifica si in acest caz prin considerente de ordin
structural si termodinamic. Intre timp insd, au fost identificate proteine
transmembranare care, la nivelul domeniului transmembranar, prezintd [-pliuri
orientate in contrasens care se organizeaza asemenea doagelor unui butoias. In acest
fel fiecare doaga (portiune organizata in B-pliuri) expune catre zonele hidrofobe ale
bistratului suprafata hidrofoba si ascunde catre interiorul butoiasului componentele
hidrofile din structura lantului polipeptidic. Asemenea proteine se intalnesc, de
exemplu, in membrana mitocondriald externd formand porine. Descifrarea structurii
porinelor a reprezentat un alt exemplu de schimbare de atitudine pe care evolutia
cunoasterii realitatii biologice a impus-o comunitatii stiintifice.

Proteinele transmembranare se pot clasifica si pe baza altor criterii. Astfel, in
functie de numarul de treceri ale lantului polipeptidic prin planul membranei ele se
impart in (i) unipas (o singura trecere; exemplul 5 in Fig. 2.10) si (i) multipas
(mai multe treceri; exemplul 6 in Fig. 2.10). Este lesne de inteles ca proteinele
structurate ca B-pliuri la nivelul domeniului transmembranar (porinele) nu pot fi
unipas.
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In functie de pozitia fati de bistrat a capitului amino al lantului polipeptidic,
proteinele transmembranare se clasifica in (1) proteine transmembranare de tipul I
(cand capatul amino se afla in ectodomeniu) si (ii) proteine transmembranare de
tipul II (cand capatul amino se afla in endodomeniu).

Toate aceste clasificiri ne sugereazd marea diversitate de proteine
membranare, astfel incat este clar cd prezenta proteinelor in structura membranelor
respecti caracterul eterogen al organizirii acestora, nuantindu-l. In acelasi timp,
existenta ecto- si endoproteinelor (firesc entitati moleculare diferite, rezultat al unor
fenomene diferite de biosinteza si asamblare; vezi la sectiunea ,Biogeneza
membranelor” din volumul al II-lea) sporeste asimetria organizarii moleculare a
membranelor. Mai mult, asimetria membranelor este accentuatd si de prezenta
proteinelor transmembranare cu ectodomeniul diferit de endodomeniu, ca si prin
caracterul asimetric al organizarii lantului polipeptidic caruia 1i putem asocia
caracteristici vectoriale (origine, directie, sens), chiar daca similitudinea nu trebuie
inteleasd in sensul strict algebric. Originea unei proteine poate fi conventional
atribuitd capatului amino-terminal (cu acesta incepe biosinteza proteinelor la nivelul
ribozomilor), directia nu este deloc una rectilinie, iar sensul este dinspre capatul
amino-terminal spre capatul carboxi-terminal.

Vom comenta ceva mai jos efectul si importanta proprietatilor eterogenitate si
asimetrie (care sunt amplificate de prezenta proteinelor), asupra functionalitatii
membranelor. De fapt, insistenta noastra in prezentarea acestor caracteristici de
organizare a biomembranelor (eterogenitate, asimetrie si comportament dinamic de
fluid bidimensional) nu s-ar justifica dacad nu ar fi deosebit de importanta
semnificatia biologica a lor.

2.3.3. Exemple de proteine membranare

Primele si cele mai detaliate informatii asupra proteinelor membranare au
fost obtinute din studiul membranelor eritrocitare [5]. Motivatia este simpla si se
bazeaza pe urmatoarele aspecte:

(i) materialul biologic este usor de obtinut in cantitate suficienta (eritrocitele
reprezinta populatia celulara majoritara din sange);

(ij) omogenitatea populatiei celulare este usor de asigurat (celelalte tipuri celulare
reprezinta o masa mica, sunt mai usoare, sedimentand deasupra eritrocitelor
la centrifugare, sau doar in cAmp gravitational, iar eliminarea lor se poate face
chiar cu pierderi de eritrocite, pentru sigurantd in eliminarea impurificarii
preparatului final);

(iij) membranele se obtin fara dificultate printr-un simplu soc hipoton urmat de
centrifugare; membranele obtinute (numite si fantome eritrocitare) nu sunt
impurificate cu endomembrane (membrane ale organitelor celulare),
inexistente in hematii.

Proteinele membranelor astfel purificate au fost rezolvate prin electroforeza in
gel de poliacrilamida in prezenta de dodecilsulfat de sodiu (SDS-PAGE). Avantajele
acestui tip de electroforeza constau in faptul ca detergentul (dodecilsulfatul de sodiu,
numit si laurilsulfat de sodiu) pe de o parte elibereaza toate proteinele (atat pe cele
periferice, cat si pe cele integrale) din arhitectura membranei, solubilizandu-le dupa
dezorganizarea bistratului lipidic [6], iar pe de altd parte se adsoarbe unitar pe
lanturile polipeptidice, conferindu-le o densitate de sarcind negativa unitara. In
aceste conditii migrarea proteinelor in camp electric, prin mediul vascos de
poliacrilamida, se face numai in functie de greutatea lor moleculara.

Rezultatele unei asemenea abordari pentru descrierea proteinelor membranei
eritrocitare se infatiseaza sub forma unui spectru de benzi proteice distribuite intre
20 si 250 kDa, care initial au primit denumiri sub forma de cifre (banda 1, banda 2,
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etc.), nuantandu-se cu, spre exemplu, banda 4.1, banda 4.2, acolo unde benzile
apareau ca dublete. Ulterior, unele dintre proteine au primit denumiri specifice. In
momentul de fatd organizarea si functionarea membranei eritrocitare poate fi
discutatd pe baza informatiilor disponibile referitoare la proteinele ei. Comentariile
asupra proteinelor membranei eritrocitare ne vor ajuta sa intelegem mai aprofundat
organizarea acestor macromolecule in arhitectura biomembranelor, care este in
stransa legatura cu functionalitatea lor.

Vom incepe cu o proteina, de fapt o glicoproteina (60% din masa moleculara a
glicoconjugatului este reprezentat de incarcatura glucidica), numita glicoforina
(etimologic insemnand purtatoare de glucide), prezenta din abundentd in membrana
eritrocitului, care migreaza atipic (se dispune electroforetic undeva pe la 9okDa, desi
masa ei moleculara este de numai ~30kDa). Exista mai multe izoforme de glicoforina
[7] identificate pana in prezent: A, B, C, D si E. Izoforma glicoforina A a fost prima
proteind a membranei eritrocitare cunoscuta detaliat [8], sub aspectul structurii
biochimice. Are 131 aminoacizi, cunoscandu-i-se integral secventa; este proteina
transmembranara unipas, tip I (capatul amino in ectodomeniu); domeniul expus la
suprafata membranei este mare (70 de aminoacizi) si poarta 16 lanturi glucidice (15
O-glicozidice si unul N-glicozidic), acestea dubland practic gabaritul acestei molecule
(aceasta organizare biochimica a glicoproteinei reprezinta o explicatie pentru
migrarea electroforetica atipica; practic densitatea de sarcina negativa pe unitatea de
masa este mai micd decat in mod normal, detergentul SDS adsorbindu-se unitar
numai pe lantul polipeptidic, nu si pe structurile glucidice); endodomeniul este mic
(39 de aminoacizi), purtand capatul carboxil al lantului polipeptidic; domeniul
transmembranar este structurat in a-helix si contine 22 de aminoacizi, care sunt
identificati.

Paradoxul este ca, desi structural glicoforina si-a dezvaluit repede secretele,
functia nu i se cunoaste inca exact. Totusi, pentru izoforma glicoforina C a fost
dovedita o functie structurala [9] (vezi mai jos la citoscheletul asociat membranei),
iar pentru izoforma glicoforina A un rol de restabilire a functiei unei forme mutante a
proteinei banda 3, prin interactiunea dintre cele doua [10]. Ciuddtenia este cu atat
mai mare cu cat exista eritrocite (Ena-) din a caror membrana glicoforina lipseste,
fara ca functionalitatea sa le fie afectatd. Populatiile cu asemenea defecte de
exprimare a glicoforinei sunt in zonele cu malarie endemicd, iar exprimarea
deficitara in glicoforina A reprezintd un mecanism de adaptare, parazitul
Plasmodium falciparum invadand eritrocitele gazda prin legarea la o structura
glucidica purtata de aceasta proteina transmembranara [11].

O situatie diametral opusa o reprezinta proteina banda 3, cunoscuta si ca
AE1 (de la numele in engleza, ,Anion Exchanger 1”) [10], despre care informatia
asupra detaliilor structurale a evoluat mai anevoios, dar a carei functie a fost repede
si clar stabilita: este proteina care structureaza canalul anionic de schimb intre
bicarbonat (HCOs") si clorura (Cl-). Banda 3 este proteina transmembranara, are 911
aminoacizi in lantul polipeptidic si o masa moleculara de ~100kDa. Partea N-
terminala a proteinei (aminoacizii 1-359) intra in structurarea endodomeniului,
asigurand interactiuni cu alte proteine membranare. Domeniul transmembranar, la
nivelul caruia se formeaza canalul de schimb anionic, are 12-14 treceri in a-helix prin
bistratul lipidic (~50kDa din masa moleculard). La endodomeniul mare format in
principal din capatul N-terminal se adauga capatul C-terminal scurt (format din 33
aminoacizi) aflat tot spre citosol. Asadar, endodomeniul contine ~400 din
aminoacizii care formeaza proteina, adicd ~40kDa si poarta atat capatul N-terminal
(proteina transmembranara de tip II), cat si capatul C-terminal. Ectodomeniul este
mic, incarcatura glucidica este redusa (se pare ca doar un lant, cu o structura extrem
de eterogeni [12]) si este reprezentat de bucle dintre portiunile transmembranare. In
portiunea C-terminala banda 3 leaga anhidraza carbonica II, importanta pentru
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functia transportorului prin furnizarea anionului bicarbonat [13]. Au fost identificate
forme mutante pentru proteina banda 3 care induc o serie de patologii specifice
eritrocitelor [10], iar glicoforina A pare a fi de ajutor acestor forme mutante in
restabilirea functiei de transport.

Cea de-a treia proteina pe care o amintim este spectrina, care, impreuna cu
celelalte doua amintite mai sus, reprezinta peste 60% (procente de masa) din
proteinele membranei eritrocitare. Spectrina este o proteina periferica situata pe fata
interna a membranei (asadar o endoproteina) si reprezinta componenta de baza a
ceea ce numim citoschelet asociat membranei sau simplu citoschelet
membranar ori citoscheletul membranei.©

Citoscheletul membranei este o retea de endoproteine cu ochiuri si
noduri, solidara membranei prin atasarea la endodomeniul unor proteine
transmembranare. Grosimea acestei ultrastructuri membranare este de 5-10nm.
Citoscheletul membranei este solidar si cu organitul denumit -citoschelet.
Citoscheletul ca organit este reprezentat de filamente sau microtubuli distribuite in
intreg volumul citosolic si este responsabil, intre altele, de mentinerea si/sau
modificarea formei celulelor, ca si de geometria membranei. La unele tipuri celulare
citoscheletul este implicat in organizarea specializarilor de membrana cum ar fi
microvilii, stereocilii, cilii, flagelii. De mentionat ca la eritrocit forma biconcava si
maleabilitatea acesteia se datoreaza in exclusivitate citoscheletului membranar.

Spuneam ca spectrina este componenta de bazad a citoscheletului asociat
membranei. Ea este un heterodimer (Fig. 2.11, A) format dintr-o subunitate a (a-
spectrina, 280kDa) si o subunitate  (-spectrina, 246kDa). Ambele subunitati
sunt formate predominant din multiple unitati repetitive de 106 aminoacizi: 22
pentru o-spectrina si 17 pentru B-spectrina [14]. Cele doua subunitati cu geometrie
fibrilara se rasucesc usor una in jurul alteia intr-o structura elicoidala, formand
bastonase flexibile cu lungimea de ~100nm. Ré&sucirea este in contrasens
(antiparalel), fiecare bastonas avand la capete gruparea amino-terminala a unei
subunitati si gruparea carboxi-terminala a celeilalte. Capatul continand gruparea
amino-terminald a subunitatii a si gruparea carboxi-terminala a subunitatii  este
numit capul bastonasului, iar celdlalt capat este coada acestuia. Bastonasele au
capacitatea de a interactiona cate doud, cap la cap, formand tetrameri lungi de
~200nm (Fig. 2.11, B). Acesti tetrameri formeaza laturile retelei citoscheletului
membranar. Capetele tetramerilor, ce reprezinta cozile bastonaselor de spectrina, au
capacitatea de a se asocia, de regula cate 5 sau 6, prin interactiuni cu oligomeri de
actind, formand nodurile retelei, la nivelul carora se gésesc si alte proteine care
controleaza dinamica interactiunilor si, prin aceasta, dinamica citoscheletului
membranar.

Asadar actina este o alta proteina ce participa la organizarea citoscheletului
membranei, asigurand solidarizarea componentelor acestuia la nivelul nodurilor. In
forma sa monomerica actina este o proteind globulara cu masa de ~43kDa si un
diametru de ~5nm. La nivelul citoscheletului membranar formeaza fragmente mici,
de 8-12 monomeri cu rolul de a asigura asocierea cozilor tetramerilor de spectrind in
nodurilor retelei.

Tot in noduri se localizeaza o alta proteina periferica, banda 4.1, cu masa de
~80kDa si conformatie globulara (diametrul ~6nm). Banda 4.1 interactioneaza
dinamic, pe de o parte cu spectrina si actina in nodurile retelei citoscheletale si, pe de
alta parte, cu endodomeniul glicoforinei C, contribuind la atasarea citoscheletului pe

10 Atragem atentia cd notiunea de citoschelet se utilizeaza si pentru organitul nedelimitat de endomembrane
format din filamente de actina, filamente intermediare si microtubuli. Asadar, facem apel la cititori sa disjunga
intre sintagma citoschelet asociat membranei sau citochelet membranar si organitul numit citoschelet.
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fata citosolica a membranei [10]. Rezulta de aici un rol structural pentru o izoforma a
paradoxalei glicoforine.

Atasarea citoscheletului asociat la membrana este insa datorata in principal
unei alte proteine globulare, ankirina (masa moleculara ~210kDa, diametrul
~gnm). Ankirina se leaga atat la subunitatea § a spectrinei, la cea de-a 15-a unitate
repetitiva [13] (in treimea dinspre cap a heterodimerului), cat si la endodomeniul
benzii 3, asigurand ancorarea retelei citoscheletului membranar, prin intermediul
laturilor ochiurilor acestuia.

Pe scurt, citoscheletul membranei (Fig. 2.12) este format din tetrameri de
spectrina ce organizeaza laturile ochiurilor retelei, unde prin intermediul ankirinei se
leaga de banda 3 (proteina transmembranard) si din mici filamente de actind care
leaga cozile tetramerilor de spectrina la nivelul nodurilor retelei, unde, prin
intermedierea benzii 4.1, reteaua se ataseaza suplimentar la endodomeniul benzii 3,
sau al glicoforinei. Interactiunile de afinitate dintre elementele citoscheletului asociat
membranei sunt intr-o dinamicd permanentd, astfel incat aceasta ultrastructura nu
este rigidi, ci intr-o continud modelare care si satisfaci nevoile celulei. In acest fel
eritrocitul isi modeleaza forma pentru a putea sa treacd prin cele mai subtiri capilare
(diametrul acestor capilare este de 5um, in timp ce diametrul unui eritrocit este de 7-
8um). In timpul stribaterii acestor capilare eritrocitul capiti o formd concav-
convexa (ca o meduzad) si astfel se strecoarda, cu membrana foarte aproape de cea a
celulei endoteliale din peretele vasului de sange, favorizandu-se schimbul de gaze.

Citoscheletul asociat membranei nu este doar o caracteristici a membranei
eritrocitare. El se gaseste in toate celulele si este structurat asemanator, chiar daca
unele dintre componente au fost denumite diferit (spre exemplu echivalenta
spectrinei in celulele nervoase este numita fodrina). Repetam, daca la eritrocit
aceasta ultrastructura este singura responsabilda de forma celulei, ca si de
maleabilitatea acesteia, deoarece este un element dinamic in permanenta
reconstructie, la celelalte celule pentru asigurarea formei, citoscheletul asociat
membranei este in interrelatie cu organitul denumit citoschelet.

domeniul de legare a ankirinei
lantul o (domeniul 15 al subunitatii [3)
. NH,
heterodimerul o.f3 o NHSOOH
lantul ot S -] -
punti flexibile domenii repetitive
intre domenii (106 aa)

tetramerul spectrinei
(eilementui structurai ce formeaza laturiie ochiuriior citoscheietuiui membranar)

Fig. 2.11. Structurarea si organizarea spectrinei. (A) Ambele subunitati o si B sunt formate din
domenii repetitive de cate 106 aminoacizi si se rasucesc, antiparalel una in jurul alteia, forméand un

bastonas de 100nm. (B) Heterodimerii o se leaga cap-cap formand tetrameri lungi de 200nm. ©
Mircea Leabu, 2014.
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glicoforina

AE1
(banda 3)

bistratul [ foita externa "
lipidic foita interna

ankirina
endodomeniu
glicoforina

banda 4.1
tetramerul de spectrina
(2 heterodimeri o.[3, uniti cap-cap)

actina

Fig. 2. 12. Organizarea citoscheletului membranar, ca o retea dinamica de endoproteine cu
ochiuri si noduri. Tetramerii spectrinei formeaza laturile ochiurilor, la nivelul carora ultrastructura se
ataseaza prin ankirind la banda 3 (canalul de schimb anionic), proteina transmembranard multipas,
prin aceste interactiuni reteaua solidarizandu-se membranei. Nodurile se formeaza prin atasarea

multipla a tetramerilor de spectrina la nivelul cozilor heterodimerilor a3, iar interactiunile acestora sunt
intarite prin participarea oligomerilor de actinad si a proteinei benzii 4.1. Banda 4.1 ataseaza
suplimentar citoscheletul membranar la ultrastructurd, interactiondnd cu domeniul citosolic al
glicoforinei (incarcatura glucidica bogata a glicoforinei este reprezentata prin norul albastru de
deasupra ectodomeniului proteinei). Traseele contorsionate ale tetramerilor de spectrina sugereaza

maleabilitatea ultrastructurii si se datoreaza puntilor flexibile pe care monomerii o, respectiv 3 le
organizeaza intre unitatile repetitive de tip spectrinic. © Mircea Leabu, 2014.

Revenind la metodologia electroforetici de studiere a proteinelor
membranare, aceasta a fost dezvoltata, prin combinare cu extragerea si atasarea
proteinelor — rezolvate prin SDS-PAGE - pe membrane adsorbante (din
nitroceluloza sau poli-difluorura de viniliden). Extragerea proteinelor din gelul de
electroforeza se realizeaza tot sub actiunea campului electric aplicat unui sandvis
format de gelul obtinut dupa migrarea si rezolvarea proteinelor pe baza greutitilor
lor moleculare si membrana adsorbanta, iar procesul este numit transfer
electroforetic. Tehnica se finalizeaza cu o etapa de imunodetectie a diferitelor specii
proteice prin folosirea de anticorpi, printr-o metoda indirectd (anticorpi primari,
directionati specific impotriva unei anumite proteine, urmati de anticorpi secundari,
anti-specia sursa a anticorpilor primari, cuplati, de regula, cu peroxidaza de hrean,
pentru reactia de vizualizare prin chemiluminiscenta amplificata). Prin aceasta
dezvoltare pot fi investigate proteine membranare fara a mai fi nevoie de izolarea
initiala a unor fractiuni pure de membrana. Singurul aspect ce trebuie cunoscut
anterior este localizarea membranara a proteinei investigate. Pentru exemplificarea
tehnicii (denumita in literatura de specialitate, fira o semnificatie semantica,
~western blot”) aratam variatia exprimarii unor integrine in culturi celulare
obtinute din celule musculare netede din peretele de trompa uterina (Fig. 2.13).
Tehnica este deosebit de utild in studiul efectelor anumitor conditii experimentale
asupra exprimarii proteinelor studiate, ca si in studii de activare a unor proteine in
diferite procese celulare, daca exista anticorpi specifici pentru domeniile proteinei
care sufera modificari ca urmare a activarii.
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Fig. 2.13. Investigare prin ,western blot” a
variatiei exprimarii unor diverse subunitati de
integrine in celule musculare netede din trompa
uterind, la diferite pasaje obtinute dupa initierea
unei culturi primare. 1 — pasajul 2; 2 — pasajul 4; 3
— pasajul 6; 4 — pasajul 8. Cifrele din partea stanga
a imaginii reprezinta masele moleculare ale
standardelor. Evidentierea f-actinei ne ajutd sa
dovedim fincarcarea proteica identica a probelor
supuse electroforezei. © Mircea Leabu, 2014.

Investigarile functionale si de distribuire/redistribuire ale proteinelor
membranare se pot realiza prin alte tehnici de studiere a celulelor. Microscopia de
fluorescenta reprezinta o asemenea modalitate de studiu intr-o multitudine de
modelari experimentale (Fig. 2. 14 si Fig. 2. 15).

Fig. 2.14. Proteine membranare identificate prin imunofluo-
rescenta. (A) Proteina CD31 (abreviatie de la Cluster of Differen-
tiation 31), cunoscuta si ca PECAM-1 (de la Platelet Endothelial Cell
Adhesion Molecule 1) este uniform distribuitd pe suprafata celulelor.
(B) Conexina, o proteina ce formeaza jonctiuni comunicante (acestea
organizandu-se ca microdomenii de membrana) are o distributie n
pete in membrana celulara. (Imagini puse la dispozitie, cu amabilitate
de Dr. Florea Lupu, University of Oklahoma Health Sciences Center.)
© Florea Lupu, 2014.
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(H)

Fig. 1.15. Evidentieri prin microscopie de fluorescentd a organizarii si reorganizarii unor
proteine membranare si a citoscheletului actinic la celule in repaus (A-G), respectiv dupa
stimulare cu factor de crestere epidermal, abreviat EGF, (H-N). in verde, este prezentatd
distributia integrinei a2f31 (care se leaga de colagen) inainte (A), respectiv dupa stimularea celulara
(H). Se observa ca pe celulele in repaus integrina este distribuitd uniform in pete mici, iar dupa
expunere la EGF exista o redistribuire cu aglomerarea semnificativa a proteinei la nivelul corpului
celular, in timp ce la nivelul lamelipodiilor, extinse datorita stimularii celulei, se pastreaza o distributie
in pete mici. In rosu, este reprezentatd situatia citoscheletului actinic. Acesta este distribuit
preponderent cortical in celulele aflate in metabolism bazal (B), in timp ce dupa stimulare, alaturi de o
mai accentuata organizare corticald, se formeaza fibre de stres si o retea de filamente de actina la
nivelul lamelipodiilor (I). Tn magenta, este evidentiat receptorul pentru EGF care se distribuie
respectand citoscheletul actinic in celulele aflate in repaus (C) si se expune amplu pe suprafata
membranaré a celulei stimulate (J). In imaginile D-G se prezint& suprapunerile organizarii la celula in
repaus a diferitelor componente investigate pentru identificarea eventualelor co-localizari: integrina si
actina (D), receptorul pentru EGF si integrina (E), receptorul pentru EGF si actina (F) sau pentru
toate proteinele evidentiate (G). Aceleasi posibile co-localizari pot fi urmarite pentru celulele stimulate
in imaginile K-N: integrina si actina (K), receptorul pentru EGF si integrina (L), receptorul pentru EGF
si actina (M) sau in cazul tuturor proteinelor studiate (N). Celulele supuse modelului experimental au
fost atasate pe suprafete de cultura acoperite cu colagen tip I. © Mircea Leabu, 2014.

Din cele discutate pana aici rezulta ca proteinele contribuie la caracteristicile
structurale conferite membranelor de bistratul lipidic, nuantindu-le. Astfel,
proteinele sporesc eterogenitatea compozitiei membranelor ca si asimetria
structurald a acesteia.
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Totusi, in ciuda complexitatii interactiunilor pe care proteinele membranare le
stabilesc intre ele, cu lipidele membranare, sau (dupa cum veti constata in
numeroase ocazii prin parcurgerea si insusirea informatiilor de biologie celulara a
biomembranelor) cu elemente moleculare complexe intracelulare, ori din afara
celulelor, aceste componente responsabile de functiile metabolice sunt mobile,
miscandu-se in planul membranei. Punctand aspecte legate de dinamica proteinelor
membranare, vom putea intelege posibilitatea redistributiei lor in functie de starea in
care celulele se afla (Fig. 2.16). Mai mult, reorganizarile si redistribuirea elementelor
biochimice la nivelul membranei permit celulei sa isi adapteze comportamentul la
nevoile impuse de conditiile de mediu sau de propriile necesitati.

2.3.4. Mobilitatea proteinelor membranare

Dinamicitatea proteinelor membranare se bazeaza pe doua tipuri de miscari:
miscari de rotatie si miscari de translatie.

Miscarea de rotatie a proteinelor membranare in jurul propriei axe, denumita
si difuzie rotationala, este de cel putin 1000 de ori mai lenta decat a lipidelor.
Este lesne de inteles acest lucru gandindu-ne la diferentele de gabarit intre lipide si
proteine.

Miscarea de translatie, denumita si difuzie laterala, este si ea mult mai
lenta decat a lipidelor, fiind in medie de 1um/s. Lentoarea difuziei laterale a
proteinelor nu trebuie inteleasa numai prin diferentele de marime intre acestea si
lipide, ci si prin interactiunile pe care proteinele le stabilesc in mod dinamic intre ele
sau cu alte structuri dinduntrul sau din afara celulei. Astfel aceeasi proteina, in
aceleasi conditii de fluiditate a bistratului lipidic, se poate misca mai repede sau mai
incet in dependenta de starea functionald, de moment a ei (interactioneaza sau nu cu
alte componente membranare, celulare sau extracelulare). Pe de alta parte, migrarea
laterald a proteinelor membranare poate fi limitatd, din considerente impuse de
nevoile functionale ale celulelor, numai la anumite domenii ale membranei. De
exemplu, celulele polarizate ale epiteliilor unistratificate isi creeaza si isi pastreaza o
compozitie proteica diferitd la nivelul membranei apicale, fatd de cea de la nivelul
membranei latero-bazale; asta deoarece cele doua domenii diferite ale membranei
celulare au functii diferite. Mai mult, miscarea proteinelor membranare este limitata
si din cauza ingradirilor pe care le impun organizarea citoscheletului membranar si a
filamentelor de actind din citoscheletul cortical. Au fost descrise trei niveluri
ierarhice de ingradire a mobilitatii proteinelor pe distante intre 2 si 300nm, numite
domenii de mezoscala: domeniul dinamicii complexelor proteice (3-1onm), domeniul
plutelor lipidice (2-20nm) si domeniul compartimentarii prin citoscheletul
membranar/actina organizata cortical [15]. Toate aceste aspecte nuanteaza dinamica
proteinelor membranare intr-un mod care se rasfrange asupra functiilor, iar lipidele
nu par a scapa de impiedicari similare de libertate, chiar daca rigoarea supunerii
acestora nivelelor de restrictii mentionate este mai putin rigida.

Dovezile experimentale asupra translatiei proteinelor (difuziei laterale a
proteinelor) in planul membranei au venit din observatii colaterale, nu neaparat din
experimente imaginate si conduse special pentru investigarea acesteia.

Prime dovezi au fost aduse in 1970 [16], cand se urmarea obtinerea de celule
hibride intre om si soarece (asa-numitii heterocarioni). Pentru a se monitoriza
fuziunea celulelor si obtinerea heterocarionilor, cele doua tipuri de celule au fost
marcate cu anticorpi specifici, ce purtau fluorescente de culori diferite. In celula
hibrida s-a observat ca fluorescentele initial localizate separat, s-au amestecat dupa
40 de minute, distribuindu-se uniform in membrana heterocarionului. Aceasta
observatie a fost explicatd prin capacitatea proteinelor membranare de a difuza in
planul membranelor carora le apartin.
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Alte dovezi au venit din observatiile asupra fenomenelor de “patching /
capping” pe care le-am putea denumi in romaneste patare (maculare) /
calotare, observate chiar la microscopul electronic in experimente corespunzator
conduse [17]. Iata in ce constau aceste observatii. Limfocitele, a caror suprafata era
marcata initial uniform cu anticorpi policlonali marcati cu feritina [17] sau cu
fluorocromi [18], prezentau in timp aglomerari in pete, iar in cele din urma feritina
sau fluorescenta se adunau in intregime polar, sub forma unei tichii (calote sferice).
Explicatia acestei realitdti experimentale nu putea fi datd decat acceptand ca
proteinele, distribuite initial uniform in planul membranei, pot difuza lateral liber,
iar ambivalenta si caracterul policlonal al anticorpilor folositi, prin legari incrucisate,
contribuiau la unirea partenerilor de reactie in complexe din ce in ce mai mari,
sfarsind prin formarea unui complex singular.

Al treilea tip de experimente, de aceasta datd destinate studiului difuziei
laterale a moleculelor individuale de rodopsina (cromoproteina cu fluorescenta
intrinsecd) din membranele discurilor celulelor cu bastonase din retind, sunt cele
care studiaza refacerea fluorescentei dupa foto-stingere denumita prescurtat FRAP
(de la “Fluorescence Recovery After Photobleaching”). Asemenea experimente au
permis si estimarea coeficientilor de difuziune, asadar aprecierea cantitativa a
miscarii proteinelor membranare [19]. Ele se pot realiza si pentru proteine care nu
sunt fluorescente de la sine, dupa ce acestea au fost marcate cu fluorocromi. Pe scurt,
aceste experimente constau in stingerea fluorescentei unei zone micronice din
membrand, prin actiunea unui fascicul de lumina intens si puternic focalizat (de
obicei raza laser) si in urmarirea refacerii fluorescentei in acea zona, datorita difuziei
moleculelor fluorescente din celelalte zone, neafectate (nestinse) ale membranei. In
acest fel se pot masura coeficienti de difuziune pentru proteine membranare din
orice tip de celula.

2.3.5. Rolul proteinelor membranare

Ca si in cazul lipidelor membranare, proteinele au atat rol structural, cat si
rol metabolic. Este evident ca atata timp cat proteinele integrale sunt cufundate in
bistratul lipidic rolul lor in organizarea membranei ca ultrastructura celulara (rolul
structural) este unul intrinsec. Prezenta proteinelor in bistrat nu trebuie sa afecteze
functia de bariera selectiva conferita de insusi elementul de baza din organizarea
membranelor. O bund exemplificare asupra rolului structural al proteinelor
membranare 1l constituie comentariul aferent citoscheletului membranar (vezi mai
sus). Se poate adauga rolul unor proteine transmembranare numite caderine in
stabilirea jonctiunilor dintre celule, la nivelul tesuturilor sau a celor numite
integrine (vezi CASETA 2.2) implicate, de regula, in interactiunea celulelor cu
componente ale matricei extracelulare (proteine si/sau glicoproteine ce structureaza
diverse componente tisulare intre celule). Rolul structural, al unor asemenea
proteine transmembranare, este acela de a mentine celulele intr-o ordonare coerenta
in organizarea tesuturilor, dar si de a permite acestora sa schimbe informatii pentru
o integrare eficientd, iar schimbul de informatii transcede functia structurald; asadar
atat caderinele, cat si integrinele au si functii metabolice (vezi in capitolul 3, la
subcapitolul “Semnalizarea celulara”). Asta inseamna ca nu se poate face o delimitare
intre cele doua tipuri de functii (lucru valabil si pentru lipide de altfel). Aceleasi
entitati moleculare pot avea atat rol structural, cat si rol metabolic (vezi mai sus, ca
exemplu, proteina banda 3 din membrana eritrocitard). Asa stau lucrurile si pentru
integrine, respectiv caderine care au atat un important rol structural (atasarea
celulelor la substrat sau unele de altele), cat si rol in culegerea de informatii legate de
ambianta in care celulele se gasesc, ceea ce le implica in declansarea de procese
celulare menite sa creeze raspunsuri specifice conditiilor concrete din mediu.
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CASETA 2.2. Integrinele si rolul lor. Integrinele sunt glicoproteine transmembranare,
structurate ca heterodimeri KX (fiecare subunitate — ¥ sau X — fiind o proteina unipas, de tipul 1),
cu rol in aderarea celulelor la matricea extracelulara si in transmiterea de informatii legate de
caracteristicile fizico-chimice ale structurilor macromoleculare din mediul extracelular. Existi,
identificate in momentul de fata, 18 subunititi K si 8 subunitati K, care, prin diverse combinatii,
formeaza (dupa informatiile de care dispunem in acest mement) 24 de tipuri distincte de integrine.
Acesti heterodimeri diferiti au specificitati diverse, atat sub aspectul partenerului de interactiune
din matricea extracelulard pe care il leaga, cat si sub aspectul afinitatilor fatd de acestia. Altfel
spus, chiar daca specificitatea integrinelor este un parametru degenerat (mai multe proteine de
matrice se pot lega de aceeasi integrind si mai multe integrine pot lega aceeasi proteina de
matrice), afinitatea acestor interactiuni este diferita, iar semnalele pe care celula le primeste dupa
angajarea integrinelor in interactiunile specifice sunt, de asemenea, diferite. Daca rolul structural
al integrinelor este relativ bine caracterizat, rolul metabolic al lor (procesele de semnalizare pe care
le declanseaza) este departe de a fi cu claritate elucidat, desi nu este contestat de nimeni in
comunitatea stiintifica. Integrinele sunt implicate in controlul unor procese celulare ca
diferentierea, moartea celulara programata, motilitatea. Toate aceste procese sunt importante atat
in organizarea normald a tesuturilor si organelor, cat si in patologii dintre cele mai diverse. In
aceste aspecte de biologie normald sau patologie celulara, integrinele coopereaza cel putin cu
receptorii pentru factori de crestere. Caile de semnalizare ce sunt initiate de integrine se
intersecteaza cu cele initiate de receptorii pentru factori de crestere [20], nuantand intr-o plaja
larga capacitatile celulelor de a raspunde factorilor externi si asigurand o multitudine de
posibilitati de adaptare.

In general, atat pentru caderine, cat si pentru integrine se poate afirma ci ele
determina celula sia se comporte diferentiat in functie de statusul lor: un anumit
comportament, atunci cand sunt angrenate in interactiuni cu alte celule, respectiv
componente ale matricei celulare si un alt fel de comportament, atunci cand sunt
detasate din astfel de interactiuni, iar gradele lor de libertate sporesc.

Detalii asupra rolurilor metabolice ale proteinelor membranare sunt
prezentate in subcapitolele privind transportul membranar si semnalizarea celulara.
Aici vom aminti, doar in linii generale, ca rolurile metabolice ale proteinelor
membranare se manifesta in ceea ce priveste schimburile de substanta si informatii
dintre celule sau dintre acestea si mediu. Astfel, proteinele membranare pot fi
receptori (pentru hormoni, factori de crestere, citokine, chemokine),
transportori prin membrana (canale ionice, pompe ionice, conexoni, porine)
sau transportori cu membrana (clatrina, caveolina: proteine ce structureaza
invelisuri ale unor microdomenii din membrana pentru a permite invaginarea
acestora si detasarea sub formd de vezicule, realizind procese denumite generic
endocitoza; alte proteine asigura fuzionarea unor vezicule cu membrana celulara,
facilitand fenomenul de secretie prin exocitoza; vezi amanunte la transportul
membranar).

Proteinele membranare mai pot functiona ca enzime (metaloproteinaze
pentru componente de matrice extracelulara, fosfolipaze — vezi diversitatea acestora,
mai sus, la sectiunea despre rolul lipidelor membranare, kinaze, fosfataze) sau ca
proteine implicate in semnalizare (de exemplu, proteine platforma/scheld, numite
si proteine adaptoare sau proteine G). Detalii asupra mecanismelor prin care aceste
proteine membranare isi realizeaza functiile veti gasi (si trebuie folosite intr-o
discutie profesionistd despre aceastd componentd moleculard a membranei) pe
parcursul insusirii tuturor celorlalte informatii despre celula.

In toate aceste functii asimetria structuririi membranei este deosebit de
importanta. Astfel, receptorii, dar si proteinele de adeziune (caderinele si integrinele)
prin asimetria lor structurald permit prin ectodomenii interactiunea cu liganzii
specifici, iar prin endodomenii asigura transmiterea informatiei catre interiorul
celulei si declansarea unor procese celulare care se constituie in raspuns celular la
semnalele receptate. De remarcat ca in transmiterea semnalelor prin receptori sau
integrine un rol important revine domeniului transmembranar al acestor proteine
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integrale. Domeniile transmembranare au capacitatea de a suferi rearanjari
conformationale, induse de legarea ligandului. Aceste rearanjari conformationale
asigura transmiterea, din afara celulei in citoplasma, a informatiei purtate de ligand
si predate prin interactiunea cu receptorul specific. Fenomenul de transmitere a
informatiei din afara celulei in citoplasma este denumit si transductie a semnalului.
Informatia, ajunsa la nivelul endodomeniului receptorului, este preluata, prelucrata
si, de regula, amplificatd de participantii la diversele procese de semnalizare
(mesageri secunzi si/sau efectori intracelulari, care vor fi definiti la sectiunea legata
de semnalizarea celulard). De mentionat aici ca efectele asupra conformatiei
domeniilor transmembranare sunt dependente si de aspectele legate de parametrul
fizic fluiditate a membranei, detaliat mai sus, in sectiunea privitoare la starea fizica a
bistratului lipidic.

In rezumat, proteinele membranare sporesc eterogenitatea compozitionala si
asimetria membranelor si moduleaza proprietatile fluide ale acestora, adica
accentueaza si modeleaza caracteristicile induse de bistratul lipidic. Altfel spus,
proteinele membranare coopereaza cu lipidele atat in structurarea membranei cat si
in perfectarea functionalitdtii acesteia, prin rolul lor metabolic, cel care asigura
integrarea celulei cu mediul. In exercitarea rolurilor lor metabolice, proteinele
membranare pot antrena atat lipidele membranare, cat si componente citosolice sau
extracelulare.
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2.4. Componenta glucidica a membranei

In afard de lipide si proteine, in organizarea moleculari a membranelor se
intalnesc si glucide. In ceea ce urmeazi vom folosi termenul de componenti glucidica
a membranelor si nu de glucide membranare, pentru a fi, prin exprimare, mai
aproape de realitatea biologica. Motivatia acestei preferinte este data de faptul ca, in
membranele celulare (ca si in endomembrane) glucidele nu se gasesc ca entitati
individuale, ci sunt grefate pe un purtator lipidic sau proteic, ca structuri in principal
oligozaharidice, dar si polizaharidice. Componentele biochimice complexe formate
din glucide si lipide sau din glucide si proteine poartd denumirea generica de
glicoconjugate. Partile glucidice ale glicoconjugatelor sunt dispuse intotdeauna pe
fata externi a membranelor celulare, formand ceea ce denumim glicocalix. Inci de
la inceput, in baza afirmatiei anterioare si rememorand faptul ca pe fata interna a
membranelor se afla citoscheletul asociat, putem puncta faptul ca prezenta acestor
doud (ultra)structuri sporeste asimetria membranelor. In cele ce urmeazi, abordand
aspecte generale referitoare la prezenta glucidelor in organizarea membranelor, vom
adanci argumentarea nu numai pentru caracterul asimetric al structurarii acestora,
dar si pentru eterogenitatea compozitionald a lor, respectiv pentru efectele asupra
comportamentului fluid manifestat bidimensional.

2.4.1. Definitia glicocalixului si organizarea lui moleculara

Glicocalixul reprezinta invelisul glucidic al celulelor, constituit din structuri
oligozaharidice sau polizaharidice inserate pe lipide ale foitei externe a bistratului
sau pe proteine (adica pe ectoproteine, respectiv pe ectodomeniile proteinelor
transmembranare). in privinta modului de organizare a componentei glucidice a
membranelor punctam ca glicolipidele poarta doar structuri oligozaharidice, in timp
ce proteinele pot purta atat structuri oligozaharidice, cat si polizaharidice.

Din punctul de vedere al structurii biochimice globale, trei sunt componentele
membranare ce participa la structurarea glicocalixului prin partile glucidice din
compozitia lor: glicolipidele, glicoproteinele si proteoglicanii. Toate cele trei
categorii de componente sunt denumite generic, repetam, glicoconjugate.
Grosimea glicocalixului este, in medie, intre 20 si 50nm, variind de la un tip de celula
la altul, dar si pentru aceeasi celula de la un domeniu membranar la altul (spre
exemplu la celulele epiteliilor unistratificate intre polul apical si cel latero-bazal).
Sunt insa raportari de grosimi ale glicocalixului ce pot ajunge pana la 200 si chiar
2000nm [1]. O regula pe care o aplicam in intelegerea grosimii glicocalixului este ca
acesta are o grosime cu atat mai mare, cu cat celulele sunt mai putin implicate in
interactiuni cu alte celule sau cu substrate din matricea extracelulara. Aplicand
aceasta regula vom intui ca glicocalixul cel mai gros il prezinta celulele sanguine. Pe
de alta parte, la celulele epiteliilor monostratificate, polul apical are un glicocalix mai
abundent, fatd de polul latero-bazal. La celulele epiteliilor in monostrat definim doua
domenii membranare!: domeniul apical, situat la polul orientat catre
cavitatile pe care aceste epitelii le ciptusesc (polul apical al celulei), respectiv
domeniul latero-bazal, situat catre spatiile dintre membranele a doua celule
invecinate ale epiteliului si, respectiv, citre membrana bazala, element al matricei
extracelulare prin care aceste epitelii se atagseaza de structurile tisulare (polul latero-
bazal al celulei). Mai mult, acolo unde mediul din cavitatea captusita de celulele
epiteliale monostratificate este puternic agresiv (de exemplu in stomac, sau in
intestin), glicocalixul este ingrosat de secretii glicoproteice de tip mucinic (vezi, mai

11 Atragem atentia a nu se face confuzie intre notiunea de domeniu membranar si cea de microdomeniu de
membrana.
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jos, prin ce se caracterizeaza glicoproteinele de tip mucinic, numite mai scurt
mucine, din mucusul diferitelor structuri).

In cele ce urmeazi vom discuta aspectele cu caracter general legate de
organizarea glicocalixului. In privinta argumentirii pentru participarea componentei
glucidice la sporirea eterogenitatii biochimice a membranei, nu vom proceda la
metoda clasificarii structurilor zaharidice din glicocalix. Ar fi o munca greu de dus la
bun sfarsit, intrucat complexitatea si diversitatea structurala a lanturilor
oligozaharidice de la nivelul acestui invelis glucidic al celulelor face abordarea
detaliilor dificila, dar si ineficienta si fara justificare in raport cu scopul nostru:
cunoasterea organizarii membranei la nivel molecular, pentru a intelege functionarea
ei ca un sistem integrat. Aceasta modificare a modalitatii de abordare nu va afecta cu
nimic intelegerea organizdrii acestei componente moleculare a membranelor si a
rolului ei, ci doar va simplifica transmiterea cunostintelor in toata diversitatea lor.

In structurarea glicocalixului nu participa toate monozaharidele existente in
natura. Numai sapte intra, de reguld, in alcatuirea lanturilor oligozaharidice ale
glicolipidelor si glicoproteinelor. Acestea sunt, intr-o ordine lipsitd de o anumita
semnificatie: glucoza (Glc), galactoza (Gal), manoza (Man), fucoza (Fuc), N-
acetil-glucozamina (GlcNAc), N-acetil-galactozamina (GalNAc) si acizii
sialici (SA). Spunem acizi sialici (la plural) si nu folosim singularul deoarece ne
referim la o clasa de glucide ce deriva din structura de baza a acidului neuraminic
(Fig. 2.16), un glucid cu 9 atomi de carbon in molecula, cel din pozitia 1 aflandu-se
intr-o grupare carboxil (de unde si numele de acid). De la acidul neuraminic deriva
primii reprezentanti a doua serii: acidul N-acetil-neuraminic (NANA), cel mai
raspandit si acidul N-glicolil-neuraminic. Dar diversitatea acizilor sialici nu se
opreste aici, deoarece reprezentantii de baza pot fi O-acetilati la hidroxilii de la
carbonii 4, 7, 8 si/sau 9. Tinand cont ca pot fi mono-, di- sau, mai rar, chiar tri-
acetilati ne facem o idee mai exacta asupra diversitatii entitatilor moleculare incluse
sub numele de clasa acizi sialici. Speciile tetra-acetilate nu se intalnesc in glicocalix si
este lesne sa rationam de ce: sunt componente deosebit de hidrofobe si nu pot fi
acomodate acolo, intr-o formatiune ultrastructurala prin excelenta hidrofila. Aceasta
diversitate enorma de tipuri de acizi sialici se constituie, iata, ca o prima
argumentare a eterogenitatii structurilor glucidice ale glicocalixului.

In afara de cele sapte monozaharide mentionate, in proteoglicani intalnim si
xiloza (monozaharidul prin care se poate lega structura glucidica de o serina din
partea proteica), precum si acizi uronici (acid glucuronic si acid iduronic).

Daca ar fi si ne referim la detalii fizico-chimice care caracterizeaza
monozaharidele mentionate, putem afirma ca numai Fuc este din seria L, toate
celelalte apartinand seriei D.

HoN < OH
HO OH
Acid neuraminic Acid N-acetil-neuraminic  Acid N-glicolil-neuraminic

Fig. 2.16. Structurile de baza ale seriilor de acizi sialici. Acidul neuraminic nu a fost identificat ca
atare in componenta glucidica a biomembranelor, ci doar derivatii N-acetil- si N-glicolil- ai sai.
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Prin enumerarea monozaharidelor ce participa la structurarea lanturilor
oligo- sau poli-zaharidice ce organizeaza glicocalixul accentudm ideea de
eterogenitate structurala a membranelor celulare si, in general, a biomembranelor.
Dar lucrurile nu se opresc doar la acest nivel. Pentru argumentarea caracterului
eterogen al structurarii membranelor (indus de lipide, apoi amplificat de proteine,
dar si de structurile glucidice) trebuie sa subliniem ca insiruirea glucidelor in
lanturile oligozaharidice nu este aceeasi, diferind intre glicolipide si glicoproteine,
diferind intre diversele glicolipide, diferind intre diversele glicoproteine. Mai mult,
legarea monozaharidelor intre ele se poate face in mai multe moduri, intrucat exista
mai multe grupari hidroxil disponibile. E drept ca nu toate din aceste posibilitati sunt
utilizate de celule. Diversitatea de posibilitati teoretice este limitata de tipurile de
glicoziltransferaze (numele generic pentru enzimele care biosintetizeaza structuri
glucidice in celule) pe care o anumita celula le are in reticulul endoplasmic si in
complexul Golgi, organitele unde structurile glucidice din glicolipide, glicoproteine,
sau proteoglicani sunt biosintetizate. Glicoziltransferazele sunt enzime cu
stereospecificitate foarte ridicata, astfel incat legarea, pas cu pas, a glucidelor unul de
altul in structurile oligozaharidice, din glicolipide si glicoproteine, nu este
intamplatoare.

Intre glicolipide, glicoproteine si proteoglicani existi insemnate diferente
structurale la nivelul componentei glucidice.

Glicolipidele, care constituie ~10% dintre lipidele membranare, contin un
singur lant oligozaharidic, de regula neramificat. Lanturile glucidice din glicolipide
contin, in general, mai putine monozaharide (rar peste 13-15). Pentru a avea o
imagine corecta a organizarii spatiale a lanturilor, vom mentiona ca acestea nu au
traiect liniar ci sunt “contorsionate”, tocmai datorita orientdrii gruparilor hidroxil
utilizate la lungirea oligomerului glucidic (rezultat al stereospecificitatii
glicoziltransferazelor).

Glicoproteinele contin uzual mai multe lanturi oligozaharidice grefate pe
lantul polipeptidic. Inserarea se poate face la azotul amidic al unei asparagine
aflate intotdeauna intr-o secventd consens (vezi la sectiunea despre biogeneza
membranelor, in volumul al II-lea) sau la hidroxilul dintr-o serina ori dintr-o
treonina. In primul caz structurile glucidice se numesc N-glicozidice, in cel de-al
doilea O-glicozidice. Structurile O-glicozidice (legate la serind sau treonina) sunt
abundente in glicoproteinele de tip mucinic. De aceea aceste tipuri de oligozaharide
din proteine sunt denumite si structuri mucinice. Structurile N-glicozidice contin
Man, cele O-glicozidice nu. Lanturile oligozaharidice ale glicoproteinelor sunt
ramificate. Ramificarea se face dupa principiul dihotomic (adica din fiecare punct de
ramificare pleaca numai doua ramuri). De regula, din cate se cunoaste pana in
prezent, exista unul sau doud puncte de ramificare, astfel incat fiecare structura
oligozaharidicd din glicoproteine poate fi biantenara sau triantenara. Structurile
oligozaharidice ale glicoproteinelor contin, de reguld, un numar semnificativ mai
mare de monozaharide, in comparatie cu cele ale glicolipidelor.

Privind succesiunea monozaharidelor in lanturile oligozaharidice din
glicolipide si glicoproteine, se pot face urmatoarele afirmatii cu caracter de regula: (i)
glucoza, atunci cand se afld, nu se gaseste niciodata in pozitie terminald a lantului;
(11) acizii sialici, atunci cand se afla (si de regula se afla), se gasesc intotdeauna in
pozitia terminald a lantului. Regula nu este incalcata nici atunci cand o molecula de
acid sialic se afla subterminal. Aceasta inseamna ca lanturile se pot termina cu acizi
sialici legati unul de altul. Un aspect cu semnificatie biologica (vezi mai jos la
sectiunea despre rolul glicocalixului) ce trebuie punctat aici este faptul ca, de regula,
structurile glucidice din glicolipide si glicoproteine se termind cu elemente
purtatoare de sarcina negativa (daca nu cu acid sialic, cum se intampla cel mai
adesea, atunci cu un glucid care sufera o sulfatare la unul dintre hidroxili).
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Desi proteoglicanii sunt mai slab reprezentati la nivelul membranelor celulare,
ceea ce a determinat si evidentierea mai tarzie a prezentei lor in glicocalix,
contributia acestora la structurarea componentei glucidice a membranelor nu poate
fi neglijata, din cel putin douii motive. In primul rind incircitura lor glucidici
depaseste cu mult componenta proteica (90-95% de masa glucide, 5-10% maxim
proteind in structura proteoglicanilor, in timp ce in glicoproteine raportul masic
glucide/proteine este subunitar) si, in al doilea rand, structurile glucidice
(polizaharidice) sunt cele mai lungi dintre toate cele intalnite la nivelul glicocalixului.
Diferentele de organizare la nivel chimic dintre glicoproteine si proteoglicani
indreptatesc biochimistii sd le considere doua tipuri diferite de glicoconjugate, desi
ambele au in structura lant polipeptidic si glucide. Lanturile polizaharidice ale
proteoglicanilor poarta denumirea de glicozaminoglicani. Glicozaminoglicanii
sunt structuri polizaharidice neramificate, formate din unitati dizaharidice repetitive
alcatuite dintr-un zahar sau aminozahar si un acid uronic (acid glucuronic sau
iduronic). Exceptia de la aceasta descriere de principiu a compozitiei moleculare o
prezintd keratan-sulfatii in care unitatile dizaharidice repetitive contin Gal (un zahar)
si GlcNAc (derivat de aminozahar). De subliniat si in acest context, puternica
incarcatura negativa a proteoglicanilor provenita atat de la acizii uronici continuti,
cat si de la sulfatarile pe care le pot contine zaharurile sau aminozaharurile prezente
in moleculele glicozaminoglicanilor. Aceasta puternica incarcatura negativa se
rasfrange asupra caracteristicilor fizice ale suprafetei celulare. Toate celulele din
organism poarta o sarcina negativa neta pe suprafata lor, iar aceasta se datoreaza, in
principal, structurilor glucidice din glicocalix.

2.4.2. Metodologia de studiu a glicocalixului

Prezenta glicocalixului la suprafata celulelor a fost evidentiata la microscopul
electronic prin metode de citochimie ultrastructurala atat nespecifice (adica
metode care evidentiaza structura, fara a aduce indicii referitoare la compozitia ei
biochimica), cat si specifice (metode care permit descrierea, cel putin partiala, a
biochimiei structurii).

Ca un prim exemplu de metoda nespecifica amintim folosirea rosului de
ruteniu (Fig. 2. 18, A). Acest compus interactioneaza cu sarcinile negative de la
nivelul glicocalixului impregnandu-i grosimea cu nucleii grei ai ruteniului si
conferind structurii electrono-opacitate. Putem caracteriza prin aceastd metoda
glicocalixul sub aspectul grosimii sale si al densitatii lanturilor glucidice care il
formeaza.

O altd modalitate nespecifica de a evidentia glicocalixul este aceea de a
vizualiza densitatea de sarcini negative de la suprafata celulelor, prin folosirea de
trasori electrono-densi purtatori de sarcini pozitive. Acest lucru se poate face cu
proteine cationizate (care la pH fiziologic poarta sarcina neta pozitiva) adsorbite pe
particule de aur coloidal (Fig. 2. 17, B si C). Caracterul particulat al trasorilor
electrono-opaci cu aur coloidal permite evidentierea mai multor aspecte legate de
organizarea invelisului exterior al membranelor, cum ar fi: abundenta de elemente
purtatoare de sarcini negative, distributia lor pe diverse microdomenii de membrana,
dar si grosimea ultrastructurii purtitoare a sarcinilor negative. In ciuda acestor
detalii, metodele cu rosu de ruteniu si cu trasori electrono-densi cationizati raman
nespecifice, deoarece nu se adreseaza tipurilor de elemente biochimice care
determina marcarile. Stim acum ca ele sunt componente glucidice purtatoare de
functiuni negative (grupari carboxil sau grupari sulfat esterificate pe hidroxili ai
glucidelor).

Ca metodd specifica pentru studiul glicocalixului prezentim ecitochimia
ultrastructurala cu lectine [2, 3].
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(A)

(B) (C)

Fig. 2. 17. Identificarea nespecifica a glicocalixului de la suprafata celulelor pe baza incarcarii
negative pe care o poarta multe din glucidele componente. A. Decorarea suprafetei celulare cu
rosu de ruteniu. B, C. Evidentierea incarcarii negative a suprafetei luminale a celulelor endoteliale din
capilarele creierului (B), respectiv pancreasului endocrin (C) cu ajutorul albuminei serice bovine
cationizate, adsorbitd pe aur coloidal de 10nm. Calitatea preparatelor ne permite sa evidentiem
limpede si aspectul trilaminat al membranelor in microscopia electronica de transmisie standard.
(Imagini puse la dispozitie, cu amabilitate, de Dr. Nicolae Ghinea, Département Recherche
Translationnelle, Institute Curie, Paris.) © Nicolae Ghinea si Mircea Leabu, 2014.

Lectinele2 sunt proteine sau glicoproteine ce leaga specific structuri
glucidice, au cel putin doua situri de legare identice si nu sunt de origine imuna
(adica nu sunt anticorpi impotriva unor epitopi ce contin glucide). Pentru fiecare
lectina exista un monozaharid determinant al specificitatii, dar ambianta moleculara
in care acesta se afla este, de asemenea importanta. Lectinele mai sunt cunoscute si
sub denumirea de aglutinine deoarece, multumita capacitatii lor de a interactiona cu
structurile glucidice, cat si datorita faptului ca prezinta cel putin doua situri identice
de legare, pot aglutina celulele sanguine. Lectinele au fost initial identificate in plante
si extrase din acestea (de regula din seminte). Ulterior, activitati de tip lectinic au fost
evidentiate si in organismele animale, fiind implicate intr-o multitudine de procese
celulare (vezi cateva exemplificari, mai jos, la sectiunea referitoare la rolul
glicocalixului).

In citochima ultrastructurali lectinele pot fi folosite dupa cuplare cu trasori
electrono-opaci (feritina, peroxidaza de hrean, hempeptizi, aur coloidal),
in tehnici directe sau sub forma nativa, in tehnici indirecte (in sandvis), metode in
doi pasi. La primul pas, suprafata celulelor este incubata cu lectina aflata in exces in
solutia folositd, pentru saturarea interactiunilor de afinitate. Excesul de molecule de
lectina este apoi indepartat, ramanand numai cele atasate specific de componente
glucidice ale membranei (prin unul din siturile de legare), care sunt vizualizate, in
pasul al doilea al metodei, prin legarea de glicoproteine corespunzatoare, cuplate cu
trasori electrono-opaci. Tehnicile indirecte, in doi pasi, pentru citochimia
ultrastructurala cu lectine exploateaza existenta celor doua situri identice de legare

12 Atragem atentia a nu se confunda termenul lectina cu cel de lecitind (nume generic pentru fosfatidilcoline).
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ale uneltei de investigare. Glicoproteinele marcate cu trasorul electrono-opac se
fixeaza pe siturile de interactiune ale lectinelor ramase disponibile, dupa legarea cu
unul din situri la componentele glicocalixului. Avantajul acestor metode este ca
lectinele sunt folosite cu capacitatile de legare (afinitatea si specificitatea) nealterate.
Afinitatea si specificitatea acestor unelte de studiu pot fi afectate in cazul folosirii
unor conjugate lectina-trasor electrono-opac, din cauza reactiilor chimice petrecute
in timpul cuplarii sau posibilelor impiedicari sterice care pot aparea in conjugat.

A fost folosita o mare gama de lectine pentru caracterizarea partiala a
glicocalixului diverselor tipuri de celule (Fig. 2. 18). Amintim aici pe cele mai des
utilizate, cu glucidul determinant al specificitatii lor.

Concanavalina A (ConA), o lectina din Concanavalia ensiformis, care leaga a-
Man dintr-un miez trimanozidic al structurilor N-glicozidice sau a-Glc aflata in
pozitie terminala. Rezulta ca la nivelul glicocalixului ConA nu se leaga de Glc, aceasta
nefiind situata in pozitie terminala (Fig. 2.18, A si E).

Lectina I din Ulex europaeus (UEA 1),13 care recunoaste a-Fuc aflatd in pozitie
terminala a lantului oligozaharidic.

Lectina din Dolichos biflorus (DBA) interactioneaza cu structuri ce contin a-
GalNAc legata de o alta GalNAc.

O alta lectina ce leaga a-GalNAc, insa inserata pe o Gal, este cea din Helix
pomatia (HPA).

Pentru B-Gal sunt folosite lectina din arahide (PNA) si/sau lectina I din
(Fig. 2.18, D) se leaga exclusiv de Gal aflata in pozitie terminala, in timp ce RCA I
(Fig. 2.18, C si G) poate recunoaste si Gal aflatd in pozitie subterminald, daca acidul
sialic terminal este inserat la hidroxilul de la carbonul sase al acesteia. Mai mult,
ambianta in care galactoza terminala se afla in cadrul secventei glucidice este diferita
pentru ce leagd PNA, fata de ce leaga RCA 1. Asadar specificitatile celor doua lectine
sunt nuantate.

Au fost folosite doua lectine si pentru evidentierea citochimica a acizilor
sialici. Acestea sunt lectina din germeni de grau (WGA) si lectina din Limulus
polyphemus (LPA). WGA (Fig. 2.18, B si F) recunoaste acidul N-acetil-neuraminic-4-
O-acetilat, dar si B-GlcNAc. LPA se leaga de acizi sialici atat din categoria celor N-
acetilati, cat si din categoria celor N-glicolilati.
secventelor in care trebuie sa se afle glucidul determinant al specificitatii. Utilizarea
lor aduce astfel informatii nu numai asupra prezentei si abundentei tipurilor de
glucide din compozitia glicocalixului, dar si in ceea ce priveste caracterizarea partiala
a structurilor oligozaharidice, a secventelor acestora. Cu cat spectrul lectinelor
folosite este mai larg, cu atat imaginea asupra glicocalixului este mai detaliati. In
plus, combinarea acestor metode cu folosirea exo- sau endo-glicozidazelor,
pentru degradarea specifica secventiala sau globala a lanturilor glucidice,
completeaza fericit caracterizarea citochimicd a glicocalixului. Trebuie insa
mentionat cd informatiile complete asupra structurilor glucidice ale glicocalixului le
aduc tot metodele biochimice, prin care putem segrega intre glicolipide, glicoproteine
si proteoglicani, putem izola si caracteriza entitatile moleculare. Mai mult, subtilele
implicatii ale structurilor glucidice din glicocalix asupra functiondrii membranelor se
vor putea descifra numai prin folosirea metodelor de manipulare genetica asupra
enzimelor care elaboreaza lanturile glucidice ale suprafetelor membranare. Acestea
sunt provocari ale timpurilor (nu prea indepartate) ce vor sa vina in cercetarea de
biologie celulara si moleculara.

13 In toate abreviatiile care urmeazi pentru lectine, ”A” vine de la termenul aglutinini. Toate abreviatiile sunt cele
folosite international.
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Fig. 2.18. Caracterizarea glicoca-
lixului pentru celule endoteliale
(A-D), respectiv monocite sangu-
ine (E-G), prin citochimie ultra-
structurala cu lectine, utilizand
tehnici indirecte. Trasorii elec-
trono-opaci reprezinta aur coloidal
de 5nm, adsorbit cu glicoproteine
corespunzatoare specificitatii lecti-
nelor utilizate. Observam ca struc-
turile N-glicozidice, evidentiate cu
ConA sunt abundente si uniform
distribuite pe suprafata endote-
liului (A) si a monocitelor (E), dar in
numar mai mare pe celulele san-
guine. Acizii sialici identificati de
WGA sunt slab reprezentati pe su-
prafata luminala a celulelor endote-
liale (B), dar abundenti la suprafata
monocitelor (F). Structurile glucidi-
ce recunoscute de RCA | sunt
abundente atat pe suprafata endo-
teliului (C), cét si pe cea a mono-
citelor circulante (G). Comparand
legarea abundenta a RCA | pe su-
prafata luminala a celulelor endote-
liale (C), cu legarea relativ saraca a
PNA (D), deducem ca la suprafata
endoteliului avem abundentd de
galactoza ce poarta la hidroxilul
carbonului sase acid sialic si
saracie de structuri oligozaharidice
terminate in galactoza. © Mircea
Leabu, 2014.
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Asadar, speranta in ceea ce priveste rezolvarea problemei caracterizarii
glicocalixului si in general a biologiei glucidelor celulare, sub aspectul functiilor lor, o
reprezinta biologia moleculara prin capacitatea de a identifica si modela bagajul
enzimatic celular implicat.

Pentru a integra informatiile structurale prezentate mai sus, cu scopul de a
intelege organizarea spatiala a glicocalixului, putem rezuma ca acest invelis celular
trebuie perceput ca o liziera, ca un lastaris din ce in ce mai des pe masura ce
patrundem de la exteriorul structurii catre bistratul lipidic. El se caracterizeaza prin
eterogenitate compozitionala si de organizare, sporind asimetria membranelor,
deoarece este prezent numai pe versantul extern. Aceastd organizare a sugerat si
primele idei asupra functiilor glicocalixului.

2.4.3. Rolul glicocalixului

Prin asemanare cu rolul protector al partii glucidice din glicoproteine
impotriva actiunii proteazelor, se poate afirma ca glicocalixul protejeaza structura
membranei celulare impotriva agresiunilor fizico-(bio)chimice. Lucrul acesta nu este
departe de realitatea biologicd. Modul in care glicocalixul este organizat, confera
membranei rezistentd mecanicd, controland accesul oricaror factori de agresiune
catre straturile profunde ale ultrastructurii, deci catre bistratul lipidic si catre
componentele proteice ale acesteia. Rolul acesta este cu atat mai important cu cat
prezenta factorilor agresivi este mai mare. Aceasta este o motivatie pentru care
celulele sanguine sau polii apicali ai celulelor epiteliale dispuse in monostrat au
glicocalixul abundent. Mai mult, in anumite situatii in care agresiunile pot fi mai
accentuate, membranele sunt protejate de secretii glicoproteice abundente (de
exemplu in mucoasele gastrice si intestinale).

Dar glicocalixul nu este, nici pe departe, important numai pentru acest aspect.
Prin componentele acide din structura lor (acizii sialici, acizii uronici, gruparile
sulfat), lanturile oligo-/poli-zaharidice ale glicocalixului participa la asigurarea
sarcinii negative a suprafetei celulare. Incircitura negativda a suprafetei celulare, o
caracteristica general valabila tuturor celulelor, face ca interactiunile dintre acestea
sa nu se poata realiza decat sub control celular, in zone (microdomenii) ale
membranelor inalt specializate in realizarea acestei functii. In aceste zone, se
formeaza ceea ce numim jonctiuni celulare (vezi in volumul al II-lea, la subcapitolul
despre jonctiunile celulare), structuri specializate ale membranelor cu organizari si
functii diverse. Stabilirea jonctiunilor celulare are la baza fenomene de recunoastere
celulara in care sunt implicate si componente glucidice ale membranelor.
Participarea structurilor glucidice (de reguld prin glucidul terminal) in fenomenele
de recunoastere celulara reprezinta o explicatie pentru care glucoza nu se gaseste in
pozitie terminald; glucoza este glucidul aflat liber in umorile organismelor si ar
competitiona structurile glucidice ale glicocalixului in interactiunile pe care ar trebui
sa le stabileasca in diferitele procese de recunoastere, interferand cu functiile
acestora si impiedicand celula sa le controleze eficient.

Asadar, componentele structurale ale glicocalixului (componentele glucidice
ale membranelor) sunt implicate in fenomene de recunoastere celulard, cu rol in
organizarea de tesuturi si organe, atat prin interactiuni ale celulelor intre ele, cat si
prin aderarea acestora la substrate extracelulare (la componente ale matricei
extracelulare). Se formeaza astfel ultrastructuri cu caracter permanent sau cu
existentd de lungi durati. In ciuda caracterului lor permanent sau de lungi durati,
aceste elemente ultrastructurale de la nivelul membranelor nu trebuie intelese ca
rigide si imuabile. Ele sunt intr-o permanenta dinamicd, raspunzand nevoilor celulei
in ceea ce priveste amploarea lor, capacitatea de a se forma si desface in diferite zone
ale membranelor celulare sau capacitatea de a implica in momente diferite
componente moleculare diverse, pentru a-si nuanta functia. Caracterul permanent
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sau de lunga duratd al existentei lor trebuie inteles in sensul cd intotdeauna celulele
prezintd asemenea ultrastructuri necesare organizarii tesuturilor.

Aspectele mentionate mai sus ne pot da o semnificatie biologica a faptului ca
toate celulele din organism poarta la suprafatd o sarcina negativd neta. Aceasta
realitate face imposibila interactiunea si agregarea nespecifica (doar pe baza unor
posibile interactiuni electrostatice) a celulelor. Ca sa intelegem si mai pregnant
importanta acestei incarcaturi electrice a suprafetei celulelor, sa ne gandim ce s-ar
intampla daca in sange unele celule ar purta sarcina electrica de suprafata pozitiva,
iar altele negativa. Celulele ar agrega nespecific, iar circulatia sanguina ar fi blocata,
aparand fenomene de embolie; organismul nu ar putea supravietui.

Existda fenomene fiziologice care se desfasoara pe baza unor modificari ale
structurilor glucidice ale suprafetei celulare. De exemplu, eritrocitele de mamifer
dupa desialilarea structurilor din glicocalix sunt eliminate din circulatie la nivelul
ficatului si splinei [4]. Pierderea de acid sialic din pozitia terminala a structurilor
glucidice din glicocalix reprezinta semnal de imbdatranire a acestor celule. De
asemenea, plachetele sanguine desialilate isi micsoreaza timpul de viata in circulatie
si determina sporirea trombocitopoiezei [5]. Eliminarea din circulatie a celulelor cu
structurile glucidice desialilate implica receptori cu activitate lectinica indreptata
impotriva galactozei ajunsa in pozitie terminald, receptori aflati in membrana si
expusi la suprafata celulelor cu rol de macrofage din organele curatitoare.
Fenomenele de recunoastere celulara sunt implicate si in procese biologice in care
interactiunile dintre celulele participante sunt temporare si tranzitorii. Exemplificam
prin (i) ceea ce se intampla la extravazarea leucocitelor in zonele de inflamare
tisulara si (i) prin implicarea structurilor glucidice in procesul de fertilizare.

(1) Extravazarea celulelor sanguine (leucocitelor) are loc printr-un
proces al carui efect este trecerea lor printre celulele endoteliale, din fluxul sanguin
in tesuturi, fenomen denumit diapedeza. Diapedeza se produce sub actiunea unei
varietati de stimuli, care depind de si diferentiaza procesele biologice ce duc la
extravazarea diferitelor tipuri de celule sanguine [6-8]. Recrutarea leucocitelor aflate
marginal in fluxul sanguin din vasele de sange aflate la nivelul zonelor inflamatorii,
implica structurile glucidice ale glicocalixului acestora (Fig. 2.19, A). Este vorba de
interactiunea dintre o proteind membranara cu activitatea de tip lectina (proteina
care apare tranzitoriu la suprafata celulei endoteliale) si o structura glucidica din
glicocalixul leucocitelor antrenate de fluxul sanguin in capilarele din zonele
inflamatorii. Cum se petrec, in linii mari, fenomenele (Fig. 2.19) descriem in cele ce
urmeaza, incercand sa punctam elementele esentiale ale fenomenelor.

Fig. 2. 19. Fenomenele celulare si moleculare care se petrec in cursul extravazarii limfocitelor
in zonele inflamatorii. Procesul este initiat de interactiuni care implica glicocalixul limfocitului si
anume a unor structuri oligozaharidice numite antigene Lewis X (A), care sunt purtate atat de proteine
(glicoproteine), céat si de lipide (glicolipide). Aceste oligozaharide sunt legate de selectine expuse la
suprafata celulelor endoteliale activate din zonele inflamatorii (A si B-1). Aceste interactiuni, de joasa
afinitate, incetinesc limfocitele marginale si le determind o rostogolire la suprafata luminala a
endoteliului. Evenimentul faciliteazd interactiunea unui receptor specific cu factorul de activare
plachetara (PAF), care este produs de celulele endoteliale sub actiunea stimulilor eliberati de procesul
inflamator (B-2). Interactiunea receptorului cu PAF stimuleaza limfocitul, prin aceasta rezultand ac-
tivarea integrinei alLfB2, care se leaga de partenerul expus constitutiv la suprafata celulelor endo-
teliale si anume cu molecule de adeziune celulara din familia imunoglobulinelor (ICAM), determinand
o atasare mai ferma a limfocitului la endoteliu (B-2). Interactiunile integrind-ICAM, de inalta afinitate,
induc etalarea limfocitului la suprafata endoteliului si migrarea activa (sub control celular), catre zone
jonctionale dintre doua celule endoteliale (B-3), pe unde declanseaza procesul de diapedeza (B-4).
Dupa extravazare, limfocitul isi continua migrarea catre locul inflamatiei pentru a-si indeplini rolul (B-
5). © Mircea Leabu, 2014.

56



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

leucocit
(A) legatura la kﬁ%yﬂﬁ” ’

. - . v citosol
proteina (g::oprotelné) antigen Lewis X o )’”Zf 'ﬁ@ﬂﬁﬂ;W}MHMﬂ i
ceramid (glicolipid) domeniu lectinic —. -{

domeniu omolog EGF ——

domenii repetitive =
X

P-selectina

lumen

structura oligozaharidici ?Wﬁ%%@ﬁ%@&m % WWHSMW{

de tip antigen Lewis X R
citosol -
(B) celuld endoteliala
integrind L2 inactiva 1
/ receptor PAF proteine ICAM

__ legatura selectind-antigen Lewis X

—'ir——

strat celule endoteliale
(endoteliu vascular)

interactiune PAF-receptor integrina activata 2

legaté la ICAM

Y

—r
e

limfocit etalat
in proces de migrare 3

limfocit
in diapedeza 4

limfocit extravazat
in migrare chemotacticd —_
spre locul inflamatiei

57



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

Procesele inflamatorii duc la eliberarea de stimuli care actioneaza asupra unor
receptori din membranele celulelor endoteliale, conducand la expunerea pe suprafata
luminala a acestora (in ariile inflamate) a unor glicoproteine cu activitate lectinica,
denumite P-selectine. P-selectinele, care fac parte din familia selectinelor, nu se
afla permanent la suprafata endoteliului, in conditii de repaus ele fiind stocate in
membrana unor structuri veziculare din interiorul celulelor endoteliale. Expunerea
tranzitorie a P-selectinelor la suprafata membranelor apicale ale celulelor endoteliale
se face numai ca rezultat al stimulilor eliberati in procesele inflamatorii, stimuli care
activeaza celulele ce captusesc peretele vasului sanguin. P-selectinele au parteneri de
actiune expusi permanent pe suprafata limfocitelor si anume structuri glucidice din
glicocalixul acestora, numite antigene sialilate Lewis-X (Fig. 2.19, A).
Interactiunile dintre P-selectine si leucocite, care au loc in zonele inflamatorii, sunt
de joasa afinitate, facandu-se si desfacandu-se, asigurand dinamica unui proces de
rostogolire a leucocitelor pe suprafata endoteliului si incetinindu-le deplasarea.
Simultan cu expunerea P-selectinelor la suprafata endoteliului, celulele endoteliale,
activate de stimulii eliberati in procesele inflamatorii, expun factorul de activare
plachetara (PAF) 4, un compus de natura fosfolipidica, produs prin fenomene de
metabolizare a fosfatidilcolinelor.

Cele ce urmeaza descriu fenomenele ce se petrec in cazul particular al
extravazarii limfocitelor T (Fig. 2.19, B). Prin legarea de receptorii de pe suprafata
limfocitelor, PAF activeaza integrina alf32, prin mecanisme de semnalizare
dependente de RhoGTP-aze (din familia proteinelor G mici, vezi la semnalizarea
celulara). Integrinele sunt compusi glicoproteici transmembranari cu rol in
adeziunea celulara, au afinitate ridicata si sunt structurate ca heterodimeri aff. Au
specificitate pentru proteine ale matricei extracelulare sau pentru proteine
transmembranare expuse pe suprafata unor celule partenere. In starea inactivi,
domeniul extracelular al integrinelor este pliat (precum lama unui briceag in teaca),
iar dupa activare ectodomeniul se extinde la lungimi de 20nm (atingand zonele
superficiale ale glicocalixului si facand siturile de interactiune accesibile), putand
astfel interactiona cu partenerii specifici. Integrina aLp2 activatad se leaga la
molecule de adeziune celulara (CAM) din superfamilia imunoglobulinelor
ICAM-1 si ICAM-2, expuse constitutiv la suprafata celulelor endoteliale.
Interactiunile integrina aLB2-ICAM duc la atasarea ferma a limfocitelor la suprafata
endoteliului si la oprirea lor din miscarea in care fluxul sanguin le antreneaza.
Totodata are loc etalarea si migrarea activa a lor pe suprafata celulelor endoteliale
pana in zonele jonctionale dintre acestea. Ajunse aici, limfocitele se insinueaza
printre doua celule endoteliale parasind lumenul vasului si trecand in tesut pentru a-
si indeplini menirea in zona tisulara inflamata.

Fenomene similare se petrec si la extravazarea monocitelor (Fig. 2.20). In
acest caz integrina implicata este aMp2. Aceste fenomene de extravazare nu se petrec
numai in cazul afectiunilor inflamatorii, ci si in alte situatii patologice, cum ar fi in
procesul de aterogeneza, cand monocitele circulante patrund in intima arterelor
unde incearca sa curete peretele vaselor de depunerile lipidice nefiziologice,
devenind celule spumoase [2, 3].

In general, orice celuld sanguind imunocompetenti trece, prin asemenea
fenomene, din circulatia sangelui in tesuturi, pentru a se achita de sarcinile de
aparare a organismului, atunci cand este cazul. Asa se explica de ce studiul acestor
fenomene a reprezentat o provocare stiintifica, atat pentru fiziologia, cat si pentru
patologia celulara.

14 PAF rezulta din derivati alchilati ai fosfatidilcolinei (alcool gras in loc de acid gras la hidroxilul 1 al glicerinei),
dupa actiunea fosfolipazei A2 si acetilarea hidroxilului 2 astfel eliberat din legatura esterica initiala. Altfel spus,
PAF este 1-alchil-2-acetil-3-fosfocolino-glicerol.
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Fig. 2.20. Monocit circulant surprins la nivelul unei zone jonctionale dintre doua celule
endoteliale, pregatit sa initieze un proces de diapedeza. Suprafata ambelor tipuri celulare este
marcata pentru evidentierea structurilor glucidice N-glicozidice (manozele au legat ConA, care ulterior
a fost marcata cu o glicoproteina adecvata, adsorbita pe aur coloidal de 5nm). © Mircea Leabu, 2014.

(i) Fertilizarea este procesul prin care spermatozoidul fuzioneaza cu
ovocitul [9-11]. Pentru realizarea acestui proces, spermatozoizii trebuie sd ajunga in
tractul reproducator feminin, unde sufera un fenomen de capacitare, ce dureaza 5-
6 ore la om. Capacitarea consta in modificari ale compozitiei lipidice si glicoproteice
a suprafetei capului spermatozoidului, ca si in cresterea metabolismului si motilitatii
celulare a acestuia. Mecanismele acestor transformari structurale si functionale nu
sunt cunoscute incd in detaliu. Ele sunt declansate de patrunderea anionului
bicarbonat prin membrana spermatozoidului si activarea unei adenilatciclaze.
Spermatozoidul astfel capacitat poate traversa stratul celulelor foliculare ce
inconjoara ovocitul, pentru a ajunge la zona pellucida, un invelis glicoproteic al
ovocitului, format din trei glicoproteine denumite ZP1, ZP2 si ZP3. Ajuns aici, el se
leaga de structuri O-glicozidice ale ZP3, prin componente ale membranei zonei
acrozomale. Zona pellucida actioneaza ca o bariera ce confera specificitate de
specie fertilizarii, astfel incat aceasta nu se poate realiza intre celule ale unor specii
diferite. Acest lucru a fost evidentiat prin faptul ca eliminarea zonei pellucida a
ovocitului permite fertilizarea elementelor apartindand unor specii diferite. Zigotii
hibrizi astfel obtinuti nu sunt insa viabili. Interactiunea descrisd mai sus intre
spermatozoid si ZP3, declanseaza ceea ce se numeste reactie acrozomala. Aceasta
consta in eliberarea prin exocitoza a continutului vacuolei acrozomale, ca urmare a
unui complex proces de semnalizare, indus de legarea spermatozoidului la zona
pellucida si care are ca efect cresterea concentratiei Ca2* 1in citosolul
spermatozoidului. Enzimele eliberate ca urmare a reactiei acrozomale (proteaze si
hialuronidaze) degradeaza local zona pellucida permitand spermatozoidului sa o
penetreze ca sa ajunga la membrana ovocitului de care se leaga si cu care fuzioneaza.
Fuziunea are la baza activitatea unei proteine de fuziune din membrana
spermatozoidului expusa ca urmare a modificarilor induse de reactia acrozomala.
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Fertilizarea se sfarseste cu ceea ce se numeste reactia corticala a ovocitului, care
impiedica polispermia, adicd fuziunea mai multor spermatozoizi cu acelasi ovocit.
Aceasta reactie corticala confera protectia secundara (de lunga durata) impotriva
polispermiei. O blocare primara (de scurta durata) a polispermiei are loc pe baza
depolarizarii rapide a membranei ovocitului in momentul fuziunii cu
spermatozoidul. Reactia corticald consta in activarea, in momentul fuziunii ovocit-
spermatozoid, a unei cai de semnalizare prin fosfoinozitide (fosfatidilinozitoli) care
are ca efect cresterea concentratiei Ca2+ in citosolul ovocitului si exocitarea
continutului enzimatic al granulelor corticale ale acestuia. Enzimele eliberate prin
reactia corticald modifica biochimic structura zonei pellucida, prin clivarea ZP2 si
degradarea componentei glucidice a ZP3. Aceste modificari asigura rezistenta zonei
pellucida la legarea altor spermatozoizi. Asadar doua dintre evenimentele esentiale
ale procesului de fertilizare (reactia acrozomald a spermatozoidului si reactia
corticala a ovocitului) implica participarea directa a unor structuri glucidice.

Complexitatea celor doud fenomene prezentate mai sus ne indreptiteste sa
consideram cad suntem departe de a intrevedea diversitatea si subtilitatea
fenomenelor celulare dependente de structurile glucidice atat de atent si cu mare
efort elaborate de celula. Fara indoiala ca, odata cu dezvoltarea unor metode si
tehnici noi de investigatie a rolului structurilor glucidice, cunostintele noastre despre
celuld vor avea de castigat, cu rasfrangere in capacitatea utilizarii fenomenelor
celulare in activitatea medicala.

Pe fenomene de recunoastere celulara care implica structurile glucidice ale
glicocalixului se bazeaza si compatibilitatile de grup sanguin ale sistemului
ABO. Purtatoarele antigenelor de grup sanguin sunt structuri oligozaharidice cu
portiuni terminale identice purtate de glicolipide si glicoproteine din membranele
celulelor sanguine. Lanturile glucidice responsabile de compatibilititile de grup
sanguin au urmatoarele structuri:

Grupa O: Fucai—2Galf1—4GlcNAc—...

Grupa A: Fucai—2Galpf1—4GlcNAc—...

T(a1—3)
GalNAc

Grupa B: Fucai—2Galf1—4GlcNAc—...

T(a1—3)
Gal

Grupa AB poarta in amestec ambele antigene ale grupelor A si B. Bineinteles
ca apartenenta la una dintre grupe este dependenta de tipul de glicoziltransferaze
disponibile, ca urmare a exprimarii genelor corespunzatoare. Compatibilitdtile de
grup sanguin sunt determinate de prezenta in sange a anticorpilor anti-antigene de
grup. Indivizii din grupa A contin in plasma lor anticorpi anti-B care vor aglutina
celulele din grupele B si AB datorita legarii de structurile glucidice impotriva carora
sunt indreptati. Indivizii din grupa B contin anticorpi anti-A, care aglutineaza
celulele din grupele A si AB. Indivizii din grupa AB nu contin nici un fel de anticorpi
si sunt primitori universali, deoarece nu exista riscul de a aglutina celulele, indiferent
carui grup ar apartine. In sfarsit, indivizii din grupa O, neavand nici structurile
glucidice specifice grupei A, nici pe cele specifice grupei B sunt donatori universali,
celulele lor sanguine nefiind aglutinate indiferent de anticorpii anti-antigene prezenti
la primitor. Este de mentionat, odata in plus cat de importante pot fi mici variatii ale
structurarii componentelor glicocalixului. Pentru aspectele legate de riscurile
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medicale ale eventualelor ignorari a grupelor sanguine, responsabilitatea (pentru
dramaticele fenomene care se pot produce) o poarta doar cate un monozaharid (Gal,
respectiv GalNAc) legat in aceeasi pozitie a unei structuri de baza.

In incheierea prezentirii aspectelor legate de rolul componentei glucidice a
(bio)membranelor, nu putem sa nu facem cateva referiri si la receptorii celulari.
Structurile glucidice sunt necesare, dar nu neaparat suficiente functionarii
receptorilor din membranele celulare. Cea mai mare parte dintre receptorii
suprafetelor celulare, evidentiati pana in prezent, sunt glicoproteine. Pentru
unii dintre ei eliminarea componentei glucidice nu afecteaza esential capacitatea de
legare a liganzilor, pentru altii da. Pentru cei care isi pierd afinitatea fata de liganzi,
nu se poate afirma cu certitudine ca structura glucidica este implicata in formarea
locului de legare. Mai degrabd se speculeaza cda ar fi vorba de modificari
conformationale induse de pierderea componentei glucidice, modificari ce ar avea ca
efect distrugerea geometriei sitului de legare.

Componentele glucidice ale suprafetei celulare reprezintd interes deosebit
pentru intelegerea atat a fiziologiei, cat si a patologiei celulare. De exemplu, acizii
sialici terminali din glicocalixul limfocitelor T sunt implicati in aproape toate
fenomenele ce tin de destinul si functiile celulei. Supravietuirea celulara insotita de
fenomenele de maturare, diferentiere, motilitate si moartea celulara sunt dependente
de acizii sialici si de interactiunile acestora cu proteine cu activitati lectinice,
indreptate catre aceste glucide terminale [12]. Modificari in glicozilarea suprafetei
celulare insotesc diferite patologii, cum ar fi in cazul celulelor canceroase, cu
implicatii asupra progresiei tumorale si metastazarii [13].

Implicarea glicocalixului in fiziologia si patologia celulara a facut ca acesta sa
fie considerat tinta terapeuticd in tratamentele multor boli [1, 14-17], ca si in
modularea unor fenomene celulare dintre cele mai diverse [18, 19].

In concluzie, se poate spune despre componenta glucidici a membranelor ca
nuanteaza, uneori Iintr-o maniera de mare subtilitate, functionarea acestei
ultrastructuri care separa, dar si uneste celula cu mediul.
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2.5. Consideratii finale asupra organizarii mo-
leculare a membranelor celulare

2.5.1. Modelul in mozaic fluid este inca actual st adaptabil

Organizarea membranelor celulare (ca si a endomembranelor) are la baza un
bistrat lipidic eterogen, asimetric, cu proprietati fluide manifestate bidimensional.
Acestuia i se adauga proteine care 1i confera caracterul unui mozaic (proteine plutind
pe sau cufundate in marea lipidica ce formeaza bistratul). O asemenea organizare a
fost denumita in mozaic fluid, dupa modelul introdus in 1972, de Singer si Nicolson.

Modelul mozaicului fluid pentru organizarea biomembranelor a fost
completat prin evidentierea si descrierea unor structuri adiacente: citoscheletul
asociat membranei (ultrastructurd aflatd pe fata internd a membranelor) si
glicocalixul (ultrastructura expusd pe fata externd a membranelor, alcatuitd din
lanturi oligo-/poli-zaharidice din compozitia glicolipidelor, glicoproteinelor si
proteoglicanilor din membrana). Aceste elemente adiacente sustin asimetria
organizarii membranelor. Asadar, atat proteinele ce intra in organizarea lor, cat si
componenta glucidicd a membranelor nu diminueaza, ci accentueaza si nuanteaza
caracterul eterogen, asimetric si de fluid bidimensional al structurarii membranelor
celulare.

Tot in completarea modelului in mozaic fluid sub aspect ultrastructural, dar si
functional au fost definite notiunile de domenii si/sau microdomenii de membrana.
Acestea sunt regiuni mai extinse (domeniile) sau mai reduse (microdomeniile) din
suprafata membranelor a caror compozitie este diferita de a altor zone. Compozitiile
diferite ale domeniilor de membrana (apical versus latero-bazal) sunt riguros
controlate si pastrate de celuld. Compozitia si existenta microdomeniilor (caveole,
plute lipidice, structuri cu invelis de clatrina si altele pe care le veti intalni pe masura
ce vom avansa in cunoasterea celulei) au o dinamica mai accentuata, raspunzand
nevoilor in continua schimbare ale celulelor, nevoi impuse de considerente interne
ale celulei sau de stimuli externi la care celulele trebuie sa raspunda.

De fapt, tot ce a insemnat dezvoltarea cunoasterii legate de organizarea si
functionarea biomembranelor, dupa elaborarea modelului in mozaic fluid, nu a
contrazis, ci a dovedit valabilitatea celor stipulate de Singer si Nicolson, in 1972 [1-3].
Orice noua informatie, care a fost adaugata cunostintelor despre modul in care
biomembranele sunt organizate si despre cum se comporta biocomponentele la
nivelul acestora pe considerente fizice, chimice si biologice, a contribuit la rafinarea
modelului [4], desi uneori el este superficial prezentat in manuale [5]. Este insa
datoria celor care initiaza in cunoasterea biomembranelor pe noii veniti sa prezinte
modelul de asa maniera incat orice confuzie sa fie eliminata, iar mintea sa ramana
deschisa noutatilor. Modelul mozaicului fluid asupra organizarii biomembranelor are
o capacitate de adaptare nelimitata.

Componentele membranelor fie ele lipide, proteine, componente glucidice au
atat roluri structurale, cat si metabolice. Aceasta dualitate a rolurilor este valabild, pe
de o parte, pentru clasele de componente biochimice ale membranelor si, pe de alta
parte, pentru entitdti moleculare (aceeasi molecula poate indeplini atat functii
structurale cat si metabolice).

In ciuda acestei organiziri moleculare complexe (puternic eterogeni si
asimetrica), sau mai degraba tocmai datorita ei, biomembranele actioneaza/trebuie
sa actioneze ca sisteme integrative. Detalii asupra functionarii biomembranelor ca
atare se vor prezenta, in primul rand, la sectiunile legate de transportul membranar
si de semnalizarea celulara. Aspecte legate de comportamentul biomembranelor ca
sisteme integrative sunt valabile si in legatura cu alte biomembrane, cu precadere
cele care delimiteaza o serie de organite celulare, numite endomembrane.
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In sfarsit, nu putem termina prezentarea organizirii moleculare a
membranelor fara a puncta cateva lucruri legate de semnificatia biologica a
caracteristicilor fizico-chimice ale organizarii biomembranelor (eterogenitate,
asimetrie si fluiditate manifestata bidimensional) cu rasfrangere asupra
comportamentului lor.

2.5.2. Semnificatia biologica a modului de organizare
moleculara a membranelor

In toate informatiile utilizate pand acum pentru intelegerea modului de
organizare a membranelor am tinut permanent seama de modelul mozaicului fluid
introdus de Singer si Nicolson, in 1972. Am parcurs o multitudine de aspecte legate
de: a) diversitatea de componente moleculare de la nivelul membranelor (ceea ce
induce eterogenitate compozitionala), b) distributia inegald si/sau aranjamentul
diferentiat al componentelor intre cele doua fete ale membranei (ce confera asimetrie
ultrastructurii) si ¢) dinamicitatea componentelor la nivelul membranelor care, insa,
implicad numai miscari pe doud directii (definita ca fluiditate bidimensionald). Toate
aceste detalii nu le-am discutat nici de dragul (bio)chimiei, nici de dragul (bio)fizicii
la care am facut apel, ci pentru ca aceste caracteristici fizico-chimice de organizare si
de comportament al componentelor — eterogenitate, asimetrie, fluiditate manifestata
bidimensional — au semnificatii biologice, adica se rasfrang si sunt exploatate in mod
fericit in ceea ce membrana trebuie sa faca in interesul celulei, adica sa o separe de,
dar si o si uneasca cu mediul. Sa luam pe rand aceste caracteristici si sa incercam sa
extragem elementele esentiale referitoare la semnificatia biologica a realitatii lor,
altfel spus sa intelegem de ce este important ca (bio)membranele sunt organizate asa
cum sunt, sau, daca vreti, ce s-ar intampla daca nu ar fi asa, deoarece, din punct de
vedere logic, in acest fel trebuie sa operam pentru extragerea semnificatiei a ceva.

De ce este important faptul ca in membrana celulara avem o diversitate uriasa
(putem spune fara temere) de componente biochimice? Altfel spus, la ce foloseste
celulei aceasta compozitie eterogena? Sa nu ne sfiim aici sa facem o comparatie cu ce
putem percepe referitor la capacitatea unui grup de oameni de a realiza lucruri
complexe. Pentru aceasta este necesar ca in acel grup de oameni sa se afle persoane
cu capacitati, inclinatii, talente, abilitati diferite, corespunzatoare nevoilor impuse de
complexitatea problemelor ce trebuie rezolvate. Lucrurile nu stau altfel nici in
contextul membranei si al complexitatii de fenomene prin care aceasta isi realizeaza
menirea: separarea interiorului celular de mediu, dar si conectarea celulei cu ceea ce
se afla in afara ei cu scopul determinarii unui comportament adecvat, pentru
asigurarea supravietuirii sale si a ,angrenajului” (citeste tesutului) din care face
parte. Asadar: multitudinea de biocomponente asigura multitudinea de posibilitati
de actiune, adica diversitatea de functii. Existd o corelationare directd intre
complexitatea de functii pe care membrana unei celule trebuie sa o asigure si
diversitatea de biocomponente de la nivelul acesteia. Cu alte cuvinte, ca sa operam cu
termeni invatati la matematici, dependenta dintre complexitatea de functii a
membranei unei celule si diversitatea componentelor din organizarea acesteia (adica
gradul de eterogenitate biochimicd a acelei membrane) este una de proportionalitate
directd. Aceastd regulda odatd stabilitd si inteleasd in semnificatia ei biologicd ne
determind sa putem deduce ca organizarea la nivelul biocomponentelor
membranelor a doua celule diferite este diferita, chiar dacd se respecta principiul
organizarii in mozaic fluid, necesitatea prezentei lipidelor amfifile, aranjate sub
forma de bistrat, la care se adauga proteine si o0 componenta glucidica orientata spre
exterior. Dincolo de respectarea acestor aspecte generale, tipurile de lipide sau
proportiile dintre acestea difera, exista bagaje de entitati moleculare proteice diferite
(chiar daca unele dintre proteine se pot gasi intr-o mare diversitate de tipuri de
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membrane), iar structurile glucidice difera cel putin in anumite limite care fac
membranele sa difere sub aspectul biocomponentelor.

Cum se rasfrange aranjarea asimetrica a biocomponentelor membranei asupra
intereselor celulei? Adica, ce putem spune despre semnificatia biologica a asimetriei
membranelor? Faptul ca cele doua fete ale membranelor expun elemente biochimice
diferite, adica asigura proprietati fizico-chimice diferite celor doua suprafete (cea
expusa la exterior, respectiv cea expusa catre interiorul celulei) permite desfasurarea
de fenomene diferite de o parte sau de cealalta a acestei ultrastructuri. Mai mult,
celula are mecanisme prin care poate permite acestor fenomene diferite sa se
desfasoare independent sau sa se coreleze, in functie de nevoile ei de supravietuire si
functionare ,ireprosabilda”. Altfel spus, celula poate ramane mai mult sau mai putin
indiferenta la ce se petrece in exteriorul ei, dar poate sa si fie deosebit de sensibila la
ce se afla sau se petrece in afara ei pe baza informatiilor pe care le primeste, le
analizeaza si le ia in consideratie.

Pentru intelegerea semnificatiei biologice a fluiditdtii bidimensionale a
membranei revin la exemplul utilizat la inceputul acestei sectiuni (cel legat de
abilitatea unui grup de oameni de a rezolva probleme complexe), dar vom extinde
exemplul la ce se intampla intr-o institutie. De fapt incercam aici sa raspundem la
intrebarea: de ce este important cd in membrana biocomponentele sunt intr-o
permanentd miscare? Sa nu uitdm ca aceastd migcare permanentd a componentelor
individuale prezinta grade de libertate mai mari sau mai mici, in functie de conditiile
concrete in care celula se poate afla. Mai intai si punctam de ce este important ca
miscarile au loc in doar doua dimensiuni, adici in numai doua directii,
corespunzatoare miscarii planare (adica bidimensionale). Aceastd miscare
bidimensionala asigurd mentinerea asimetriei din organizarea membranei, iar
semnificatia biologica a acestui aranjament asimetric am punctat-o deja in paragraful
precedent. Dincolo de faptul ca aceasta miscare este bidimensionald, ea este
importanta pentru celuld chiar prin faptul ca existi. Ne intoarcem la exemplul
invocat, chiar daca poate parea banal; il consideram sugestiv. Pentru ca oamenii unui
grup sa realizeze activitati practice ei trebuie sa fie adusi in acelasi loc. Pentru asta
trebuie sa se deplaseze de acasa la institutia unde lucreaza si sa isi faca treaba cat
dureaza programul de lucru. Asta trebuie si se intample si cu biocomponentele
(molecule, macromolecule) dintr-o membrana. Ele trebuie sa se poata misca pentru a
se intalni ca sa isi facd, impreuna, treaba. Spunem ca ele organizeaza microdomenii
(echivalentul unor sectii sau departamente intr-o institutie). Numai ca pentru buna
functionare a institutiei sectiile sau departamentele nu sunt total independente, ele
trebuie sa interactioneze, deci trebuie sa existe persoane care sa se miste dintr-un loc
in altul, iar uneori este nevoie sa se creeze grupuri interdepartamentale pentru
rezolvarea unor probleme. Asta se intamplad si in membrana: microdomeniile sunt
dinamice; elementele din unele se pot misca si intra in componenta altor
microdomenii pentru a se implica in altceva in interesul bunei functionari a
intregului (membrana, respectiv, mai departe, celula). Asadar, semnificatia biologica
a faptului cd, in membrana, componentele biochimice sunt intr-o permanenta
miscare este aceea ca pemite acestora sa se asocieze intr-o diversitate de modalitati,
pentru a indeplini o multitudine de activititi. Mai mult, in membrane aceeasi
componenta poate induce efecte multiple prin rolul sau care se poate manifesta
diferentiat, in functie de partenerii de interactiune cu care se intalneste temporar, pe
perioade mai lungi sau mai scurte de timp.

Cred cd acum putem spune, in sfarsit, ca avem suficiente informatii care sa ne
permita sa credem ca am inteles principial membrana celulara (cum este organizata
si de ce este astfel organizata) si ne putem detasa ca sa o privim cu intelepciune si sa
putem aplica aceasta intelegere de principiu la orice situatie particulara am intalni.
Aceasta pozitie va fi utila in abordarea aspectelor care urmeaza, legate de
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aprofundarea cunostintelor despre membrane, adica aspectele ce ne vor ajuta sa
intelegem mai bine cum functioneaza membranele ca sisteme integrative. De fapt, se
vor aborda aspectele legate de mecanismele prin care membrana conecteaza celula la
mediu, nefiind o barierda absoluta. Fenomenele prin care membrana celulara
realizeaza aceasta conectare a celulei cu mediul sunt de doua tipuri: fenomene de
transport membranar si fenomene de semnalizare.
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