ORGANIZAREA MEMBRANELOR CELULARE
DE LA MOLECULE LA O STUCTURA FUNCTIONALA

LIPIDELE MEMBRANARE

Aspecte generale

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

Asa cum stipuleazd modelul In mozaic fluid al organizdrii membranelor, lipidele sunt
structurate in membrane sub formd de bistrat, cu capetele hidrofile la exterior si cozile
hidrofobe in interior, bistrat care prezintd proprietdti fluide, manifestate bidimensional. in
bistrat lipidele au o distributie (dispunere) asimetricd si sunt de o mare eterogenitate. Asadar,
membranele celulare sunt structurate pe un bistrat lipidic bidimensional, asimetric si eterogen.

In cele ce urmeazi vom ciuta si argumentim aceste afirmatii de ordin general,
detaliind aspectele legate de eterogenitatea componentei lipidelor membranare, dispunerea lor
asimetrici 1n cadrul bistratului si comportamentul lor fluid, manifestat bidimensional, cu
scopul de a intelege cum acestea asigurd functionarea membranelor. Informatiile se vor
nuanta si ne vor ajuta sd Tintelegem mai bine cum opereazi membranele celulare, prin
abordarea ulterioard a aspectelor legate de proteinele membranare ca si prin discutarea
componentei glucidice a membranelor. De punctat cd tot ce vom prezenta aici, in principiu,
pentru structura si functionalitatea membranei celulare se aplicd si membranelor din interiorul
celulelor, asanumitele endomembrane, cele care structureazd organitele citoplasmatice
delimitate de membrane.

Definitia lipidelor membranare

In problema definirii lipidelor membranare, nu ne propunem un enunt cu valabilitate
absolutd. Intentia este de a formula o definitie operationald pentru interesul nostru, astfel
incit sd avem aceiasi perceptie a notiunii. Vom structura aceastd definitie dupd modelul logic
al definirii prin gen proxim si diferentd(e) specifici(e).

Lipidele membranare reprezintd o categorie largd de substante organice relativ
insolubile in apd, 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, adicd o catend liniard continidnd mai multi atomi de carbon).

Se observa ca definitia este foarte cuprinzatoare sub aspectul speciilor moleculare pe
care le poate include, din punct de vedere al structurii chimice. S3 nu uitim finsd ca
interesul nostru este de naturd biologicd, asa ca, privind din aceastd perspectivd, mai multe
intrebdri pot framanta dorinta noastrd de a patrunde logic domeniul. Care ar fi acestea?

1. De ce lipide?
2. Care dintre lipide?
3. De ce dispunere in bistrat?

Sa le ludm pe rind si sd punctim aspecte care sd ne ajute in a gisi raspunsuri
acestor Intrebdri, cu rasfringere asupra intelegerii functionalitdtii membranelor.

Descrierea lipidelor membranare si_caracterizarea bistratului lipidic
Lipidele componente ideale pentru structurarea membranelor (De ce lipide?)

Caracterele fizico-chimice ale lipidelor le definesc drept molecule ideale pentru
structurarea de membrane, a caror principald menire este aceea de a separa doua
compartimente apoase (interiorul celulelor de mediul inconjurator). De ce le definesc
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drept molecule ideale? Pentru ca structura si caracterul lor amfipat induce proprietdti
amfifile arhitecturii pe care o organizeazd, partea hidrofobd putind crea o barierd, iar
partea hidrofila conferind capacitatea de a acomoda mediile apoase aflate de o parte si
de cealaltd, adicd interiorul, respectiv exteriorul celulei.

Lipidele sunt molecule mici cu posibilititi mari de mobilitate, astfel 1ncat
structurile pe care le pot asambla nu sunt rigide. Sunt molecule relative insolubile in
medii apoase, prezentind tendintd de asociere spontand, ceea ce conferd structurilor pe
care le formeazd tenacitatea de a-si pastra integritatea, sau de a se reface rapid, atunci
cand sunt agresate mecanic. Tendinta spontand de asociere implicd un consum energetic
minim, ceea ce reprezintd un avantaj In economia celulard. Desi sunt molecule mici,
structura lor este deosebit de complexd (chiar numai rememorand definitia, dar si cum se
va vedea in cele ce urmeazd, cand vom raspunde intrebdrii “Care dintre lipide?”).
Aceastd complexitate chimicd vom realiza cd este exploatata fericit de celuld (vezi la
“Rolul lipidelor membranare”). Dacd ar fi sd punctdm pentru inceput avantajele ce rezultd
in privinta structurdrii membranelor, notim ca defectele ce ar putea aparea in structura
lor cat si in structurarea bistratului sunt usor de acceptat si, ulterior, de corectat, fird a
induce efecte biologice catastrofale (caracterul amfifil nu se pierde). Mai mult, modelarea
lor structurald, dupd cum va reiesi mai jos (vezi la “Rolul lipidelor membranare”) care
se face printr-un bagaj enzimatic adecvat, consistent si bine elaborat, foloseste integrarii
celulei in contextul biologic 1n care se afld si functioneaza.

Clasificarea lipidelor membranare (Care dintre lipide?)

Prin ceea ce vom include in rdspunsul la Intrebarea: “care dintre lipide?” vom
substantia caracterul eterogen al structurii membranelor celulare.

Biochimia descrie o mare diversitate de clase de lipide. Ne putem intreba, pe
bund dreptate, dacd toate aceste clase de lipide pot fi iIntdlnite 1n structura membranelor
celulare. Ei bine, rispunsul este: nu! In membranele celulare intalnim numai trei tipuri de
lipide pe care le putem clasifica, in functie de structura lor chimicd globald (enumerarea
este In functie de abundenta In care apar) in:

1. fosfolipide;

2. colesterol;

3. glicolipide.

Fosfolipidele reprezintd 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 cd ele sunt din clasa sfingolipidelor (vezi despre sfingolipide
mai jos la clasificarea in functie de poliolul din structurd). Iatd In aceasta prima
clasificare a lipidelor membranare o prima dovada a eterogenitatii lipidelor membranare.

Ideea de eterogenitate a lipidelor membranare sporeste insd, dacd ne-am propune
sa aborddm 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) — dacd poliolul este glicerina;

(i) fosfostingozide (stingofosfatide) — daca poliolul este sfingozind (de fapt un
aminodiol cu un lan{ alifatic (aceasta Inlocuieste unul ditre acizii grasi din
coada hidrofobd a fosfolipidelor rezultate, cel de al doilea fiind inserat printr-o
legdatura amidica la gruparea amino a sfingozinei)

Dar eterogenitatea fosfolipidelor membranare nu se termind aici. Ea se nuanteaza
prin analiza detaliilor referitoare la structura lor chimica.



Structura de principiu a unui fosfoglicerid este reprezentatd grafic, in mod intuitiv,
in Fig. 1. Se observda cd pe scheletul polialcoolului se afla grefate pe de o parte doud
lanturi alifatice (acestea formand coada hidrofoba a lipidului membranar), iar pe de altd
parte o moleculd (notatd cu X) prin intermediul unei grupdri fosfat (formand impreund
partea esentiald a capului hidrofil).
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o
1

Fig. 1. Structura schematicd, de principiu a unui fosfoglicerid. in
verde este reprezentat miezul glicerolului; in galben sunt reprezentate
lanturile alifatice ale acizilor grasi; cu X, 1n albastru, este
reprezentatd partea variabild din capul hidrofil.

In functie de restul X din capul hidrofil, fosfogliceridele se impart in:

(i) fosfatidilcoline (prescurtare PC), cand X este colind;

(i) 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 hydrogen.

Echivalentul  fosfatidilcolinelor  pentru  sfingofosfolipidele = membranare  sunt
sfingomielinele (SM). De amintit aici si un fosfolipid in care doua molecule de acid
fosfatidic sunt condensate la hidroxilii laterali ai unei a treia molecule de glicerina,
structurand cardiolipine, fosfolipide specifice membranei mitocondriale interne. Cat
priveste abundenta sub care tipurile de fosfolipide apar in structura bistratului, PC, SM,
PE si PS sunt majoritare, reprezentad fiecare intre 20 si 25%. PI si PA reprezintd pana
la 1% fiecare; Tn ciuda acestui fapt (sau poate tocmai de aceea) aceste doud fosfolipide
sunt implicate Tn procese celulare deosebit de importante (vezi la “Rolul lipidelor
membranare”).

Ne aflim acum 1in situatia de a putea argumenta si aspecte legate de dispunerea
asimetrici a fosfolipidelor in membrane. Experimental s-a dovedirt cd PC si SM sunt
preponderant distribuite in foita externd a bistratului, In timp ce PE, PS si PI sunt, dupa
datele existente panda In prezent, exclusiv in foita internd. Mai mult, aparitia PS in foita
externa a bistratului reprezintd o dovadd a intrarii celulei Intr-un proces apoptotic.
Colesterolul este in general egal distribuit intre ambele foite ale bistratului. Glicolipidele
se afld numai in foita externa a bistratului lipidic.

Ideea eterogenitdtii fosfolipidelor membranare este substantiatd si de diversitatea
tipurilor de acizi grasi care intrd in structura lor. Acestia au un numadr par de atomi de
carbon cuprins intre 12 si 24 (C,,-C,,). La cei cu mai putin de 12 atomi de carbon
solubilitatea 1n apa a lipidelor pe care le formeazd creste prea mult, ceea ce poate afecta
integritatea bistratului si rolul de barierd al acestuia. Acizii grasi cu mai mult de 24 de
atomi de carbon in moleculd sporesc prea mult hidrofobicitatea lipidelor, ingroasa
bistratul reducand eficienta sub aspectul proprietdtilor de permeabilitate selectivd si fi
reduce fluiditatea prin cresterea interactiunilor la nivelul cozilor hidrofobe. Asadar din
motive de eficientd In functionare acizii grasi evidentiati a structura lipidele membranare
contin intre 12 si 24 de atomi de carbon. Ei pot fi acizi grasi saturati sau nesaturati. In
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ceea ce priveste pozitionarea lor in structura glicerofosfatidelor putem face urmaitoarele
afirmatii:

1. In pozitia 1 a glicerinei, de reguli, se afli esterificat un acid gras saturat. Cei
mai des intdlniti sunt (7) C,,, acidul miristic, (77) C,s, acidul palmitic si (i) Ci,
acidul stearic. O ordine a frecventei sub care apar ar fi: C,; > C; > C,,.

2. In pozitia 2 a glicerinei, de reguli, este esterificat un acid gras nesaturat. Cei mai
des intalniti sunt (7) C,, acidul oleic, (i) C,;.,, acidul linoleic si (iii) C,g5, acidul
linolenic. Trebuie sd amintim aici, pentru rolul sdu deosebit de important (vezi
“Rolul lipidelor membranare”), acidul arahidonic, sau acidul eicosatetraenoic (C,,,).
De mentionat, in Incheierea acestui comentariu, cd acizii grasi din sfingolipide

sunt, de reguld saturati.

Structura de bistrat rezolvd dezideratul esential al organizarii membranei (De ce bistrat?)

Vom 1incerca sd precizdam aici cateva argumente logice pentru a rdspunde acestei
intrebari. Bistratul este cea mai simpld structurare a lipidelor care poate inchide un
volum mare de mediu hidrofil, spre a-1 separa de un altul tot hidrofil (capetele hidrofile
la exterior, putdnd acomoda structura celor doud medii hidrofile; cozile hidrofobe 1in
interior, in adancimea structurii, conferind rolul de barierd). Asadar este o structurd care
poate corespunde dezideratelor celulelor de a fi separate de mediul inconjuritor si de a-si
mentine Intr-o manierd eficientd homeostazia internd.

Asamblarea in bistrat se poate face spontan, fiind deci favorizatd energetic, iar
bistratul nu poate prezenta, din considerente termodinamice, capete libere. Acest lucru
conferd membranelor tenacitate in pdstrarea integritdtii structurale si refacerea rapidd a
acesteia chiar in cazul unor distrugeri datorate agresiunilor mecanice.

Structurarea sub formd de bistrat si dispunerea asimetrici a componentelor acestuia
conferd proprietdti fizico-chimice diferite celor doud fete ale membranei. Mai mult,
asigura comportament independent celor doud fete ale membranei, dar si solidar, atunci
cand nevoile celulei o cer, aceasta avand cdile de a controla comportamentul
(independent, sau solidar) al componentelor membranare.

Starea fizica a bistratului lipidic

Discutia asupra stdrii fizice a bistratului lipidic isi propune sd ne dea o imagine
intuitivd asupra efectelor structurii bistratului asupra functionarii membranelor. Bistratul
lipidic este fluid, 1Intr-o continud dinamicd cu efect asupra inter-relatiilor dintre
moleculele care il compun, inter-relatii care sunt Intr-o permanentd modificare. Fluiditatea
bistratului lipidic este o rezultanta a diverselor posibilititi de miscare a lipidelor ce 1l
alcituiesc. In ce constd aceasti diversitate? Lipidele membranare pot executa urmitoarele
tipuri de miscdri:
1. Miscdri intramoleculare, pe care lipidele le executa in raport cu propria lor structurd
(in raport cu propria lor axa), volumul ocupat de ele putind fi aproximat cu un cilindru
al carei baze are o suprafatd de ~60 A? (razi de ~44 A) si cu inaltimea de ~30 A.
Aceste miscari pot fi:

e De rotatie, cu o frecventi de 10° rotatii/s; aceste misciri izvorisc din capacitatea
lanturilor acizilor grasi de a se roti n jurul legdturilor C-C, capacitate care se
rasfrange 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 frecventd de 10® flexii/s; aceste miscari trebuie
intelese tot ca rezultat al miscdrilor din interiorul moleculelor de lipid, la nivelul
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cozilor hidrofobe ale acizilor grasi nesaturafi, care, datoritd impiedicdrilor datorate
prezentei celuilalt acid gras din structurd, nu pot executa decat miscari
asemdndtoare stergdtorului de parbriz; efectul la nivelul intregii molecule este acela
al miscarii de flexie a cozii.
2. Miscari intermoleculare, care implicd schimbarea pozitiei moleculelor de lipid unele in
raport cu altele. Acestea pot fi:

e Miscari de translatie, miscdri ale lipidelor in planul membranei, in aceiasi foitd a
bistratului, unele printre altele; frecventa acestei misciri este de 107 schimbdri de
directie/s;

e Miscari “flip-flop”, adicd miscdri de trecere a lipidelor dintr-o foitd a bistratului in
cealaltd; aceste migcdri presupun o rasturnare a moleculei in planul membranei,
pentru a-si pastra capul hidrofil la exteriorul structurii, adicd trecerea capului
hidrofil prin portiunea hidrofoba a membranei; frecventa acestor miscari este foarte
mica, practic nuld, ceea ce pare logic; exista totusi o endomembrana la nivelul
careia miscarea de “flip-flop” are loc frecvent si anume membrana reticulului
endoplasmic (vezi la “Reticulul endoplasmic™).

Revenind la tema acestel sectiuni, sa punctim cd absenta practicA a migcarilor
“flip-flop” explica bidimensionalitatea starii fluide a bistratului lipidic, structura de baza a
membranelor celulare. Miscdrile lipidelor se manifesta practic numai in cadrul aceluiasi
strat al bistratului. Deasemenea, frecventa extrem de redusa a miscarilor “flip-flop” are ca
efect mentinerea distributiei asimetrice a moleculelor de lipide in cele doua straturi,
distributie construitd de celuld cu mare consum energetic odatd cu biosinteza de novo a
membranelor (vezi la “Reticulul endoplasmic”). Manifestarea bidimensionald a fluiditdtii
bistratului lipidic dd membranei celulare caracterul de structurd cu proprietdti mezomorfe,
proprietdti specifice cristalelor lichide. Acest comportament mezomorf este accentuat de
capacitatea lipidelor de a structura microdomenii bogate In sfingolipide, parte dintre ele
glicolipide, colesterol si anumite proteine membranare. Aceste microdomenii sunt
denumite “plute lipidice” (lipid rafts) si au deosebitd importanta atat structurald
(organizeaza structuri specializate ale membranei, cum ar fi caveolele), cat si metabolicd
tinand laolaltd molecule si macromolecule destinate a functiona impreund in complexe
supramoleculare. Pentru a intelege mai bine structurarea microdomeniilor de membrand, sa
mentiondm cd lipidele nu sunt omogen amestecate nici in cadrul fiecdrei foite a
bistratului ci se asociaza pe baza unor considerente fizice. Plutele lipidice fie planare, fie
invaginate sub forma caveolelor (numite vezicule plasmalemale in celula endoteliald) se
caracterizeazd printr-o fluiditate mai micad Tn comparatie cu restul bistratului. Prezenta
plutelor lipidice si eterogenitatea lor sustin si nuanteaza ideea de mosaic fluid a
organizdrii membranelor. Plutele lipidice pot fi asemuite unor sloiuri de forme,
dimensiuni i organizdri variate ce plutesc In oceanul lipidic mai putin specific organizat.
Caveolele reprezintd 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:

- diferiti detergenti neionici;
- sonicarea preparatelor de membrane si analizarea fractiunii usoare;
- analize imunocitochimice.

Desi rezultatele experimentale sunt, Tn anumite limite, variate, sugerand diversitatea
compozitionald a plutelor lipidice, se pot totusi extrage citeva caracteristici generale:

- colesterolul este de 3-5 ori mai abundent decat in restul membranei si
reprezintd 33-50% din totalul lipidelor la acest nivel;
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- sfingolipidele (SM si glicolipidele) sunt Tmbogdtite si reprezintd 30-35%
dintre lipidele din plute;

- glicerofosfolipidele sunt sdrac reprezentate (in comparatie cu restul
membranei); <30% pentru PC + PE, fatd de ~50% 1n restul membranei;

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

- 1in foita internd de la nivelul plutelor, lipidele contin preferential acizi
grasi saturati (asta ar putea realiza necesarul de rigiditate corespunzator
celei a foifei externe, unde sfingolipidele sunt bogat reprezentate).

Anticipand, vom mentiona aici cad plutele lipidice se caracterizeazd si prin
capacitatea de a aglomera anumite tipuri de proteine membranare.

In ciuda acestor organiziri eterogene, capacitatea lipidelor de a se misca in cadrul
bistratului este doar nuantatd pe intinsul suprafetei membranei si nu anulatd. Aceastd
capacitate de miscare a lipidelor in cadrul membranei determind proprietatea membranelor
numitd fluiditate. Fluiditatea membranelor poate fi modulatd (modificatd, reglatd) de mai
multi factori. Acesti factori pot fi de naturd fizica, sau chimicd. Ca factori fizici amintim
temperatura si presiunea. Fluiditatea membranelor este direct proportionald cu temperatura
si invers proportionald cu presiunea. Efectivitatea acestor factori fizici in modularea
fluiditdfii membranare este Insd limitatd, dupa cum usor ne putem da seama. Mult mai
pregnant este efectul factorilor chimici In modularea fluiditdtii membranei. Acestia, in
functie de provenientd, se pot clasifica in (i) factori chimici intrinseci, sau (7i) factori
chimici extrinseci.

Factorii chimici intrinseci, pe care celula 1i foloseste Tn modularea fluiditatii
membranei In finctie de necesitdti, sunt cantitatea de acizi grasi nesaturati din structura
fosfolipidelor, sau a glicolipidelor, si/sau cantitatea de colesterol din structura bistratului.
Fluiditatea membranei este direct proportionald cu procentul de acizi grasi nesaturati din
structura lipidelor bistratului (creste cantitatea de acizi grasi nesaturafi, creste si
fluiditatea), in timp ce cresterea procentului de colesterol duce la rigidizarea membranei
(micsorarea fluiditdtii). Asadar fluiditatea membranei este invers proportionald cu
cantitatea de colesterol din bistrat. Cum trebuie Intelese sugestiv motivele acestor efecte
ale colesterolului si acizilor grasi nesaturati asupra fluiditdfii membranei celulare?
Descriptiv, geometria angulara a cozilor acizilor grasi nesaturati are ca efect depdrtarea
spatiald 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 (datoritd geometriei spatiale) acesta sporeste tdria interactiunilor atit la
nivelul cozilor hidrofobe, cat si al capetelor hidrofile, anuland efectul acizilor grasi
nesaturati.

Factorii chimici extrinseci se clasificd la randul lor in (a) fiziologici (hormoni sau
mediatori chimici liposolubili), (b) patologici (metaboliti liposolubili ai unor agenti
patogeni, substante chimice toxice liposolubile), sau (¢) ferapeutici (medicamente
liposolubile). Multe analgezice, ca si unele anestezice, fiind compusi liposolubili,
actioneazad si prin modificarea fluiditdtii membranelor neuronale.

Dupd cum vom vedea, fluiditatea membranelor este modulatd si nuantatd si de
celelalte componente ale membranelor proteinele si structurile glucidice.

Rolul lipidelor membranare

Dupd cum am ardatat pana acum, rezultd ca fard bistrat lipidic nu pot exista
membrane celulare. Acesta reprezintd componenta structurald de bazd a lor, functia
structurald a lipidelor membranare organizate in bistrat fiind esentiald. Bistratul lipidic
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confera membranei celulare rolul de barierd, aceastdi menire a lipidelor membranare fiind
enuntatd inca de la dovedirea prezentei lor in structura membranei.

Dar lipidele membranare nu se afla acolo, nici pe departe, numai din considerente
structurale. Ele sunt implicate Tn importante functii metabolice, acele functii care unesc
celula cu mediul Tnconjurdtor, o integreazd pe aceasta in “ambianta biosocialad”.

Glicolipidele sunt implicate in fenomene de recunoastere si semnalizare
intercelulard (vezi la “Componenta glucidici 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 modificdri se petrec ca urmare a unor procese de semnalizare, metabolitii rezultati
actionind ca mesageri secunzi si declansand numeroase procese prin care celulele rdspund
semnalelor receptate. Existd mai multe tipuri de fosfolipaze, care au proprietatea de a
elibera diverse molecule din structura complexd a fosfolipidelor. Acestea sunt:

(@) fosfolipaza Al, elibereaza acidul gras din pozitia 1 a glicerinei;

(ii) fosfolipaza A2, detasaza acidul gras din pozitia 2 a glicerinei;

(iii) fosfolipaza B, scoate ambii acizi grasi din structura fosfolipidelor;

(iv) fosfolipaza C, desface legatura dintre glicerind si fosfat;

(v) fosfolipaza D, elimind restul hidrofil X cu eliberarea PA.

Pentru exemplificarea efectelor punctdim urmdtoarele (detalii la subcapitolul
“Semnalizarea transmembranard”):

(a) Fosfolipaza A2 poate elibera acidul arahidonic, care este precursor pentru patru clase
de substante cu roluri dintre cele mai diverse, obtinute prin complexe procese de
metabolizare cu bagaje enzimatice adecvate: 1. prostaglandine; 2. tromboxani; 3.
prostacicline; 4. leucotriene. Primele trei rezultd pe calea ciclooxigenazei, cea de-a treia
clasa pe calea lipooxigenazei.

(b) Fosfatidilinozitolii sunt implicati In mecanisme de transmitere transmembranard si
intracelularda a semnalelor. Cand unele molecule semnal (liganzi) se leagd de receptorii
specifici din membranele celulare PI intrd intr-o secventd de reactii denumitd cascada
fosfoinozitidelor. In aceasti cascadi PI sunt initial fosforilate pas cu pas la
fosfoinozitolfosfati (PIP), sub actiunea posfatidilinozitol kinazei (PI kinaza), cu consum de
ATP, apoi la dis-fosfoinozitolfosfati (PIP2), sub actiunea PIP kinazei, deasemenea cu
consum de ATP. Asupra posfatidilinozitol-4,5-dis-fosfatului format actioneaza fosfolipaza
C-B (o fosfolipazd C specifica pentru fosfatidilinozitoli) cu eliberarea de IP; (inozitol-
1.4 ,5-tris-fosfat) si diacilglicerol (DAG). IP; actioneazd ca mesager secund inducand
cresterea Ca’ in citosol si conducind la rdspunsuri celulare rapide si de scurtd duratd
(exemplu, contractia musculard). La randul siu DAG este implicat In declansarea unor
raspunsuri celulare mai lente si de lungd duratd (exemplu, semnalizarea prin caile
proteinkinazei C).

Ca sd rezumdm punctdm:

1. Lipidele membranare organizeaza structura de bazd a biomembranelor, bistratul
lipidic, structurd cu proprietdti fluide, manifestate bidimensional si caracterizat atat
prin eterogenitate compozitionald, cit si prin asimetrie;

2. Bistratul lipidic asigurd functia de barierda a membranelor, fard a-i conferi caracter
de barierda absolutd, adicd fard a impiedica selectivitatea acestei structuri 1in
interactiunea celulei cu mediul;

3. Departe de a avea numai un rol structural, lipidele membranare participd la
functia metabolicd a membranei celulare in procese de semnalizare.



PROTEINELE MEMBRANARE

Aspecte generale

Modelul mozaic fluid de organizare a membranelor biologice ne aratd ca, aldturi
de lipidele structurate sub formd de bistrat, la constructia acestor componente celulare
participd si proteinele. Raportul molecular intre lipidele si proteinele ce alcdtuiesc
membranele celulare este In medie de aproximativ 50/1. Acest raport este usor de inteles
tinand cont de faptul ca, de reguld, compozitia, sub aspectul masei de material organic la
nivelul membranelor, este de ~40% lipide si ~50% proteine, iar lipidele sunt molecule cu
greutate moleculard micd Tn timp ce proteinele sunt macromolecule. Realitatea biologicd
este insd diversd existdnd si exceptii de la aceste valori. De exemplu la nivelul tecii de
mielind procentul de masa pentru lipide este de ~80, iar cel al proteinelor de numai ~20.
De evidentiat, pentru situatia diametral opusd, compozitia de la nivelul membranei
mitocondriale interne unde lipidele reprezintda ~20%, iar proteinele ~80%. Putem enunta o
reguld de principiu, care sugereazd corespondenta intre raportul lipide/proteine dintr-o
membrand si importanta functionald a acesteia: (7) cu cat functiile metabolice ale unei
membrane (sau portiuni — ceea ce se defineste ca microdomeniu, sau domeniu — dintr-o
membrand) sunt mai accentuate, cu atit continutul de proteine al acelei membrane este
mai ridicat si (77) cu cat rolul de barierda al unei membrane trebuie sa se manifeste mai
pregnant, cu atit continutul In lipide este mai crescut.

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 doud mari categorii:

1. Proteine periferice, sau extrinseci: acele proteine care se afld atasate de o parte
si de alta a bistratului lipidic, interactionand in principal cu capetele hidrofile ale
lipidelor;

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

Evidentierea, descrierea si denumirea acestor doud categorii de proteine
membranare au fost fiacute in deceniul opt al secolului XX, la numai doi ani dupa
introducerea modelului mozaic fluid privind organizarea membranelor.

Proteinele periferice reprezintd, in general, ~25% din proteinele unei membrane,
sunt extractibile cu solutii saline, sau agenti chelatori, au caracter hidrofil (dupd extragere
nu sunt asociate cu lipide si isi pistreazd solubilitatea in apid). In functie de versantul
(foita) bistratului lipidic cdruia (cdreia) ii sunt asociate se clasifici in (7) ectoproteine
(proteine periferice asociate foitei externe a bistratului, asadar expuse la exteriorul
membranei celulare sau pe fata luminald a membranelor organitelor) si (77) endoproteine
(proteine periferice asociate foitei interne a bistratului, asadar expuse pe versantul
citoplasmatic al membranelor si endomembranelor).

Au fost evidentiate atagdri mai ferme ale proteinelor periferice la bistratul lipidic,
prin conjugdri (stabilirea de legdturi covalente) cu componente lipidice. Pentru unele
ectoproteine a fost evidentiatd o cuplare prin carboxilul terminal la gruparea amino a
etanolaminei din capatul liber al structurii glucidice al glicofosfatidilinozitolilor.
Fenomenul se numeste glipiare. Partea lipidicd rdméne In foita externd a bistratului si
poartd numele de ancord glicofostatidilinozitolica. Nu sunt, deocamdatd, clar elucidate
functiile acestor proteine modificate prin glipiare.

Unele dintre endoproteine se pot asocia tranzitoriu si reversibil bistratului lipidic
prin reactii de acilare (miristilare, palmitilare, farnesilare, geranil-geranilare etc.), radicalul
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acil fiind cufundat in foita internd a bistratului, sau in toatd grosimea bistratului. Aceste
modificari reversibile sunt importante pentru exprimarea functiilor acestor proteine. Mai
mult, unele dintre ele, cum ar fi proteinele G mici pot tranzita din starea de proteind
citosolici, 1n starea de proteind perifericdi pentru exercitarea functiilor (vezi la
semnalizarea celulard).

De mentionat cd atit proteinele membranare acilate, cit si cele glipiate au tendinta
de a se acumula in caveole, sau plute lipidice (microdomenii de membrand amintite mai
sus, la lipidele membranare).

Proteinele integrale reprezintd, de reguld, ~75% din proteinele unei membrane, se
pot extrage din structura bistratului lipidic prin folosirea de detergenti, dupa extragere
raman asociate cu lipide, sunt insolubile in apd (dializarea detergentului duce la
precipitarea lor prin floculare) si au caracter amfifil (portiunea hidrofoba fiind
reprezentatd de zona imersatd 1n bistratul lipidic, portiunea/portiunile hidrofild/hidrofile
reprezentand structurile expuse inafara bistratului lipidic). Proteinele integrale care
traverseaza complet bistratul lipidic sunt denumite proteine transmembranare. Cele care
sunt partial cufundate in bistratul lipidic nu au primit o denumire specificd. Mai mult,
acestea din urma au fost considerate, pand nu de mult, a fi practic inexistente. Se
specula in favoarea acestei idei pe baza considerentelor structurale si termodinamice.
Explicatia era cd nu putea fi adoptatd de cdtre aceste proteine o conformatie care sa
asigure hidrofobicitate In portiunea de pliere a lantului polipeptidic In interiorul bistratului
lipidic. In momentul de fati sunt cel putin doud proteine integrale candidate la imersare
partiala in bistratul lipidic al membranelor carora le apartin: citocromul by, din membrana
reticulului endoplasmic si caveolina, la nivelul membranelor celulelor ce pot structura
caveole ca formatiuni specializate de membrane, sau microdomenii de genul plutelor
lipidice (lipid rafts). Schimbarea atitudinii comunitdtii stiintifice n privinta acestei situatii
este un exemplu al dinamicii cunoasterii in biologia celulard si al modului rapid In care
conceptele din acest domeniu pot evolua.

Revenind la proteinele transmembranare, acestora li se definesc trei domenii
structurale: (7) un ectodomeniu (portiunea expusd pe versantul extern al membranei), (77)
un endodomeniu (portiunea expusd pe versantul intern al membranei) si (7i7) un
domemniu transmembranar (portiunea ce stribate bistratul lipidic). In ceea ce priveste
modul de organizare structurald a ecto- si endodomeniilor lanturile proteice se pot
impacheta, in aceste zone, atdt In portiuni de o-helixuri cat si in B-pliuri, asa cum se
intampld cu toate proteinele. Situatia este oarecum diferitd pentru domeniul
transmembranar. Pentru acesta, pand acum vreo zece ani a existat acceptiunea cd nu
poate fi structurat decat sub forma de o-helix, astfel incat sd poatd 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 prin aceleasi considerente de ordin structural si termodinamic. Intre timp insi, au
fost identificate proteine transmembranare care, la nivelul domeniului transmembranar,
prezintd [-pliuri orientate 1n contrasens care se organizeazd asemenea doagelor unui
butoiag, astfel incat expun catre bistrat zonele hidrofobe si ascund catre interior
structurile  hidrofile. Asemenea proteine se intdlnesc, de exemplu, in membrana
mitocondriald externa formand porine. latd un alt exemplu de schimbare de atitutine, pe
care evolutia cunoasterii realitatii biologice a impus-o.

Proteinele transmembranare se pot clasifica si pe baza altor criterii. Astfel, in
functie de numdrul de treceri ale lantului polipeptidic prin planul membranei ele se
impart in (7) unipas (o singurd trecere) si (77) multipas (mai multe treceri). Este lesne
de 1inteles ca proteinele structurate ca B-pliuri la nivelul domeniului transmembranar
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(porinele) nu pot fi unipas. In functie de pozitia capitului amino al lantului polipeptidic
proteinele transmembranare se clasificd in (7) proteine transmembranare de tipul I (cand
capdtul amino se afla n ectodomeniu) si (77) proteine transmembranare de tipul IT (cind
capatul amino se afld in endodomeniu).

Toate aceste clasificari ne sugereazd marea diversitate de proteine membranare,
astfel incat este clar cd prezenta proteinelor 1n structura membranelor respectd caracterul
eterogen al structurdrii lor, nuantandu-l. In acelasi timp existenta ecto- si endoproteinelor
sporeste asimetria structurald a organizdrii moleculare a membranelor, accentuatd si de
prezenta proteinelor transmembranare cu ectodomeniul diferit de endodomeniu, ca si prin
caracterul asimetric al organizarii lantului polipeptidic cdruia 1i putem asocia caracteristici
vectoriale (origine, directie, sens). Vom comenta ceva mai jos efectul si impotanta
acestor aspecte asupra functionalitdtii membranelor.

Primele si cele mai detaliate informatii asupra proteinelor membranare au fost
obtinute din studiul membranelor eritrocitare. Motivatia este simpld: materialul biologic
este usor de obtinut, in cantitate suficientd; populatia celulard omogend este usor de
asigurat, membranele se obtin fiard dificultate printr-un simplu soc hipoton urmat de
centrifugare, iar membranele obtinute (numite si fantome eritrocitare) nu sunt impurificate
cu endomembrane (membrane ale organitelor celulare), inexistente in acest caz. Proteinele
membranelor astfel purificate au fost rezolvate prin electroforezda in gel de poliacrilamida
in prezentd de dodecilsulfat de sodiu (SDS-PAGE). Avantajele acestui tip de electroforeza
constau in faptul ca detergentul (dodecilsulfatul de sodium numit si laurilsulfat de sodiu)
pe de o parte elibereazd toate proteinele (atit pe cele periferice, cit si pe cele integrale)
din arhitectura membranei, solubilizdndu-le, iar pe de altd parte se adsoarbe unitar pe
lanturile polipeptidice, conferindu-le o densitate de sarcini negativd unitari. In aceste
conditii migrarea proteinelor se face numai in functie de greutatea lor moleculara.

Rezultatele unei asemenea aborddri pentru descrierea proteinelor membranei
eritrocitare se infdtisazd sub forma unui spectru de benzi proteice distribuite intre 20 si
250 kD, benzi care initial au primit denumiri sub formad de cifre (banda 1, banda 2,
etc.), nuantandu-se cu, spre exemplu, banda 4.1, banda 4.2, acolo unde benzile apireau
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 pe care le avem referitor la proteinele ei. Comentariile asupra proteinelor
membranei eritrocitare ne vor ajuta sd intelegem mai aprofundat organizarea acestor
macromolecule in arhitectura biomembranelor, care este 1n strinsd legaturd cu
functionalitatea lor.

Vom 1incepe cu o proteind, de fapt o glicoproteind, numitd glicoforina, prezentd
din abundentd in membrana eritrocitului, care migreazd atipic (se dispune electroforetic
undeva pe la 90kD, desi masa ei moleculard este de numai ~30kD). Este cea mai bine
cunoscutd proteind a membranei eritrocitare, sub aspectul structurii biochimice. Are 131
aminoacizi, cunoscandu-i-se integral secventa; este proteind transmembranard unipas, tip I
(capdtul amino in ectodomeniu); ectodomeniul este mare si poartd, din cate stim in
momentul de fatd, 16 lanturi glucidice care practic dubleazd gabaritul acestei molecule
(explicatie pentru migrarea electroforetica atipicd, densitatea de sarcind negativa pe
unitatea de masd este mai mica decat In mod normal); endodomeniul este mic purtand
capdtul carboxil al lantului polipeptidic; domeniul transmembranar este structurat in o-
helix si contine 26 de aminoacizi. Paradoxul este ca, desi structural glicoforina pare a nu
avea secrete, nu i se cunoaste functia. Ciuddfenia este cu atdt mai mare cu cat existd
eritrocite din a cdror membrand glicoforina lipseste fard ca functionalitatea sda le fie
afectatd.
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O situatie diametral opusd o reprezintd proteina banda 3, despre care avem mai
putine informatii structurale, dar a carei functie este clar stabilitd: este proteina care
structureazd canalul anionic de schimb 1intre bicarbonat (HCO;) si clorurd (CI). Este
proteind transmembranard, are masa moleculard de ~100kD (in jur de 930 aminoacizi) si
cel putin 13 treceri 1n o-helix prin bistratul lipidic (cam 50kD din masa moleculard);
endodomeniul este mare (~400 din aminoacizii care o formeazd, ~40kD) si poartd capatul
amino (proteind transmembranard de tip II); ectodomeniul, mic, ~20 aminoacizi, poartd o
mica Incdrcatura glucidicd (se pare ca doar 2 lanturi) si reprezintd capdtul carboxil al
proteinei.

Cea de-a treia proteind pe care O amintim este spectrina, care, impreund cu
celelalte doud amintite mai sus, reprezintd peste 60% (procente de masda) din proteinele
membranei eritrocitare. Spectrina este o proteind periferica situatd pe versantul intern al
membranei (asadar o endoproteind) si reprezintd componenta de bazd a ceea ce numim
citoschelet asociat membraneli.

Citoscheletul asociat membranei este o retea de endoproteine cu ochiuri si noduri,
solidard membranei prin atasarea la endodomeniul unor proteine transmembranare.
Grosimea acestei structuri membranare este de 5-10nm. Citoscheletul asociat membranei
este solidar si cu citoscheletul celular (vezi acolo, In cursul de “Matrice citoplasmaticd”)
fiind responsabil de mentinerea si/sau modificarea formei celulelor, ca si de geometria
membranei (de exemplu: forma biconcavd a eritrocitului, structurarea specializarilor de
membrand cum ar fi microvili, stereocili, cili, flageli).

Spuneam ca spectrina este componenta de bazd a citoscheletului asociat
membranei. Ea este un heterodimer format dintr-o subunitate o (a-spectrind, ~240kD) si
o subunitate B (f-spectrind, ~220kD). Cele doud subunitdti cu geometrie fibrilard se
rdsucesc usor una in jurul alteia intr-o structurd elicoidald, formind bastonase flexibile,
cu lungimea de ~100nm. Rdsucirea este in contra-directie (antiparalel), fiecare bastonas
avand la capete gruparea amino-terminald a unei subunitdti si gruparea carboxi-terminald
a celeilalte. Capatul contindnd gruparea amino-terminalda a subunitdfii o s$i gruparea
carboxi-terminald a subunitdtii B este numit capul bastonasului, iar celdlalt capit este
coada acestuia. Bastonasele au capacitatea de a interactiona cate doud, cap la cap,
formand tetrameri lungi de ~200nm. Acesti tetrameri formeazd laturile retelei
citoscheletului asociat membranei. Capetele tetramerilor, ce reprezintd cozile bastonaselor
de spectrind, au capacitatea de a se asocia, de regula cite 5 sau 6, prin interactiuni cu
filamente scurte de actina, formand nodurile retelei.

Asadar actina este o altd proteind ce participd la structurarea citoscheletului asociat
membranei, asigurdnd solidarizarea componentelor acestuia la nivelul nodurilor. In forma
sa monomericd actina este o proteind globulard cu masa de ~43kD si un diametru de
~5nm. La nivelul citoscheletului asociat membranei formeaza fragmente mici, filamentare,
de 8-12 monomeri, cu rolul de a asigura asocierea cozilor tetramerilor de spectrind in
nodurilor retelei.

Tot in noduri se localizeaza o altd proteind periferica, banda 4.1, cu masa de
~80kD si conformatie globulara (diametrul ~6nm). Banda 4.1 interactioneazd dinamic, pe
de o parte cu spectrina si actina In nodurile retelei citoscheletale si, pe de altd parte, cu
endodomeniile benzii 3, sau glicoforinei, contribuind la atasarea citoscheletului pe
versantul intern al membranei. Rezultd de aici un rol structural pentru paradoxala
glicoforind, dar acesta nu este esential, neafectdnd functiile eritrocitelor care nu exprima
glicoforina.

Atasarea citoscheletului asociat membranei la aceasta este insd datoratd in principal
unei alte proteine globulare, ankirina (masa molecularda ~210kD, diametrul ~9nm), care se
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leagd atat la subunitatea B a spectrinei cit si la endodomeniul benzii 3, asigurand
ancorarea la membrana a citoscheletului asociat, la nivelul laturilor ochiurilor.

Pe scurt, citoscheletul asociat membranei este format din tetrameri de spectrind la
nivelul laturilor ochiurilor retelei, unde prin intermediul ankirinei se leagd de banda 3
(proteind transmembranard) si din mici filamente de actind, care leagd cozile tetramerilor
de spectrind la nivelul nodurilor retelei, unde, prin intermedierea benzii 4.1, reteaua se
atasazd suplimentar la endodomeniul benzii 3, sau al glicoforinei (o altd proteinad
transmembranard). Interactiunile afine dintre elementele citoscheletului asociat membranei
sunt intr-o dinamicd permanentd, astfel incat aceastd structurd nu este rigidd, ci Intr-o
continud modelare, care sa satisfaca nevoile celulei.

Citoscheletul asociat membranei nu este doar o caracteristicd a membranei
eritrocitare. El se gdseste in toate celulele si este structurat asemdndtor, chiar dacd unele
dintre componente au fost denumite diferit (spre exemplu echivalenta spectrinel 1in
celulele nervoase este numita fodrina).

Din cele discutate pand aici rezulti cd proteinele contribuie la caracteristicile
structurale conferite membranelor de bistratul lipidic, nuantdndu-le. Astfel proteinele
sporesc eterogenitatea compozitiei membranelor, ca si asimetria structurald a acesteia. Mai
mult, In ciuda complexitdtii interactiunilor pe care proteinele membranare le stabilesc
intre ele, sau (dupd cum veti constata In numeroase ocazii in parcurgerea cursurilor de
biologie celulard) cu structuri intracelulare, ori din afara celulelor, ele sunt mobile
miscandu-se in planul membranei.

Mobilitatea proteinelor membranare constd in miscari de rotatie si miscdri de
transiatie.

Miscarea de rotatie a proteinelor membranare, in jurul propriei axe, denumitd si
difuzie rotationald, este de cel putin 1000 de ori mai lentd decit a lipidelor. Este lesne
de inteles acest lucru gandindu-ne la diferentele de gabarit intre lipide s1 proteine.

Miscarea de translatie, denumitd si difuzie laterald, este si ea mult mai lentd decat
a lipidelor, fiind in medie de Ium/s. Lentoarea difuziei laterale a proteinelor nu trebuie
inteleasd numai prin diferentele de madrime intre acestea si lipide, dar si prin
interactiunile pe care proteinele le stabilesc Tn mod dinamic intre ele, sau cu alte
structuri dinduntrul, sau dinafara celulei. Astfel aceiasi proteind, in aceleasi conditii de
fluiditate a bistratului lipidic, se poate misca mai repede, sau mai incet in functie de
situatia ei functionald de moment. Pe de altd 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 1si creaza si isi pdstreazd o compozitie proteica diferitd la nivelul
membranei apicale, fatd de cea de la nivelul membranei latero-bazale. Astfel proeinele de
la nivelul membranei apicale (numitd si membrand luminald) sunt impiedicate, prin
structuri membranare speciale (vezi la jonctiunile membranare), sd difuzeze cétre
membrana latero-bazald si invers. Acest lucru contribuie la mentinerea compozitiei
proteice diferite intre cele doua domenii membranare, asigurand functiile diferite ale lor.

Dovezile experimentale asupra translatiei laterale a proteinelor in planul membranei
au venit din observatii colaterale, nu neapdrat din experimente imaginate si conduse
special pentru aceasta.

Prime dovezi au fost aduse in 1970, cind se urmdrea obtinerea de celule hibride
intre om si soarece (asa-numitii heterocarioni). Pentru a se monitoriza fuziunea celulelor
si obtinerea heterocarionilor, cele doud tipuri de celule au fost marcate cu anticorpi
specifici, ce purtau fluorescente de culori diferite. In celula hibridd s-a observat ci
fluorescentele, initial localizate separat, s-au amestecat dupd 40 de minute, distribuindu-se
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uniform Tn membrana heterocarionului. Aceastd observatie a fost explicatd prin capacitatea
proteinelor membranare de a difuza in planul membranelor cérora le apartin.

Alte dovezi au venit din observatiile asupra fenomenelor de “patching-capping” pe
care le-am putea denumi in roméaneste pdtare (maculare)-calotare. In ce constau aceste
observatii. Limfocitele a cdror suprafati era marcatd initial uniform cu anticorpi
policlonali fluorescenti, prezentau, in timp, aglomerari in pete a fluorescentei, iar in cele
din urmd, fluorescenta se aduna in intregime la un pol, sub forma unei tichii (calote
sferice). Explicatia acestei realitdti experimentale nu putea fi datd decat acceptind ca
proteinele, distribuite initial uniform in planul membranei, pot difuza lateral liber, iar
ambivalenta si caracterul policlonal al anticorpilor folositi, prin legdri Incricisate,
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 aceastd datd destinate studiului difuziei laterale a
moleculelor individuale de rodopsind (cromoproteind cu fluorescentd intrinsecd) 1In
membranele discurilor celulelor cu bastonase din retind, sunt cele care studiazd refacerea

fluorescentei dupi foto-stingere denumitd prescurtat FRAP (de la “Fluorescence Recovery

After Photobleaching’). Aceste experimente au permis si estimarea coeficientilor de
difuzie, asadar aprecierea cantitativd a miscdrii proteinelor membranare. Ele se pot realiza
si pentru proteine care nu sunt fluorescente de la sine, dupd 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 lumind intens si puternic
focalizat (de obicei razd laser) si in urmadrirea refacerii fluorescentei in acea zona,
datoriti difuziei moleculelor fluorescente din celelalte zone, neafectate ale membranei. In
acest fel se pot mdsura coeficienti de difuzie pentru proteine din orice tip de celula.

Rolul proteinelor membranare

Ca si in cazul lipidelor membranare, proteinele au atit rol structural, cit si rol
metabolic.

O bund exemplificare asupra rolului structural al proteinelor membranare 1l
constutuie comentariul aferent citoscheletului asociat membranei (vezi mai sus). Se poate
adduga rolul unor proteine transmembranare (aderine, integrine) 1n stabilirea jonctiunilor
dintre celule, la nivelul tesuturilor, cit si dintre acestea si matricea extracelulara (proteine
si/sau glicoproteine ce structureazd diverse componente tisulare intre celule). Rolul
acestora este de a mentine celulele intr-o ordonare coerentd in structurarea tesuturilor, dar
si de a permite acestora sa schimbe informatii pentru o integrare eficientd. Asta Tnseamna
cd nu se poate face o delimitare intre cele doud tipuri de functii (lucru valabil si pentru
lipide dealtfel). Aceleasi entitdti moleculare pot avea atat rol structural cat si metabolic
(vezi mai sus, ca exemplu, proteina banda 3 din membrana eritrocitard).

Detalii asupra rolurilor metabolice ale proteinelor membranare veti afla la cursurile
de transport membranar si semnalizare celulard. Aici vom aminti, in linii generale, ca
rolurile metabolice ale proteinelor membranare se manifestda 1n ceea ce priveste
schimburile de informatii si substante dintre celule, sau dintre acestea si mediu. Astfel
proteinele membranare pot fi recepfori, transportori prin membrana (canale ionice, pompe
ionice, conexoni), sau (fransporfori cu membrand (clatrind, caveolind: proteine ce
structureazd invelisuri ale unor microdomenii din membrand pentru a permite invaginarea
acestora si detasarea sub formad de vezicule, sau fuzionarea unor vezicule cu membrana
celulara pentru a realiza procese denumite endocitozd, respectiv exocitozd; vezi la
transport ~membranar). Proteinele membranare mai pot functiona ca enzime
(metaloproteinaze pentru componente de matrice extracelulard, fosfolipaze, kinaze,
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fosfataze), sau ca proteine implicate in semnalizare (proteine platforma, sau schela,
proteine G).

In toate aceste functii asimetria structuririi membranei este deosebit de importanti.
Astfel, receptorii, dar si proteinele de adeziune (aderinele si integrinele) prin asimetria lor
structurald permit interactiunea prin ectodomenii cu liganzii specifici, iar prin
endodomenii asigurd transmiterea informatiei catre interiorul celulei si declansarea unor
procese celulare care se constituie in rdaspuns celular la semnalizdrile receptate. De
remarcat cd in transductia semnalelor (la receptori, sau integrine) un rol important revine
domeniului transmembranar, care, prin capacitatea de a suferi rearanjiri conformationale,
asigurd transmiterea informatiei purtate de ligand si transmise prin interactiunea cu
receptorul, dinafara celulei in citoplasmd, unde este preluatd, prelucratd si, de regula,
amplificatd de participantii la diversele procese de semnalizare.

In rezumat, proteinele membranare sporesc  eterogenitatea si  asimetria
compozitionald ale membranelor si moduleazd proprietdtile fluide ale acestora, adica
accentueazd si modeleazd caracterisaticile induse de bistratul lipidic. Altfel spus,
proteinele membranare coopereazd cu lipidele atit In structurarea membranei cat si in
perfectarea functionalitdtii acesteia, prin rolul lor metabolic, cel care asigurd integrarea
celulei cu mediul.

COMPONENTA GLUCIDICA A MEMBRANEI

In afari de lipide si proteine, in structurarea membranelor se intilnesc si glucide.
In ceea ce urmeazi vom folosi termenul de componenti glucidici a membranelor si nu
de glucide membranare, pentru a fi, prin exprimare, mai aproape de realitatea biologica.
Motivatia acestei preferinte este datd de faptul cd, in membranele celulare (ca si In
endomembrane) glucidele nu se gdsesc ca entitdti (macro)moleculare individuale, ci sunt
grefate pe un purtitor lipidic, sau proteic, ca structuri oligozaharidice, mai rar
polizaharidice. Ele sunt dispuse iIntotdeauna pe versantul extern al membranelor celulare
formand ceea ce denumim glicocalix.

Definitia glicocalixului
Glicocalixul reprezintd invelisul glucidic al celulelor, constituit din structuri

oligozaharidice inserate pe lipide, sau proteine.

Din punct de vedere al structurii biochimice globale, trei sunt componentele
membranare ce participd la structurarea glicocalixului: glicolipidele, glicoproteinele si
proteoglicanii. Grosimea glicocalixului este, in medie, intre 20 si 50nm, variind de la un
tip de celuld, la altul, dar si pentru aceiasi celuld de la un domeniu membranar, la altul
(spre exemplu la celulele epiteliilor unistratificate intre polul apical si cel latero-bazal). O
reguld pe care o aplicdm 1in 1intelegerea grosimii glicocalixului este cd 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 extracelulard. Aplicand aceastd reguld vom intui ca
glicocalixul cel mai gros il prezintd celulele sanguine. Pe de altd parte, la celulele
epiteliilor monostratificate, polul apical are un glicocalix mai abundent, fatd de polul
latero-bazal.

In cele ce urmeazi vom discuta aspectele cu caracter general legate de
organizarea glicocalixului, Intrucat complexitatea si diversitatea structurald a lanturilor
oligozaharidice de la nivelul acestui invelis glucidic al celulelor face abordarea detaliilor
ineficientd si fard justificare in raport cu scopul nostru. Aceastd modalitate de tratare nu
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va afecta cu nimic intelegerea organizdrii acestei componente structurale a membranelor
si a rolului ei.

In structura glicocalixului nu participi toate monozaharidele existente in naturi.
Numai noud intrd 1n alcdtuirea lanturilor oligozaharidice ale glicolipidelor si
glicoproteinelor, dintre care sapte mai abundent. Acestea sunt, intr-o ordine lipsitd de o
anumitd semnificatie: glucoza (Glc), galactoza (Gal), manoza (Man), fucoza (Fuc), M-
acetil-glucozamina (GlcNAc), MN-acetil-galactozamina (GalNAc) si acizii sialici (SA).
Spunem acizi sialici (la plural) si nu folosim singularul deoarece ne referim la o clasd
de glucide ce deriva din structura de baza a acidului neuraminic, un glucid cu 9 atomi
de carbon in moleculd, cel din pozitia 1 aflandu-se Intr-o grupare carboxil, de unde si
numele de acid. De la acesta derivd primii reprezentanti a doud serii: acidul N-acetil-
neuraminic (NANA), cel mai rdspandit si acidul AN-glicolil-neuraminic. Dar diversitatea
acizilor sialici nu se opreste aici, deoarece reprezentantii de bazd pot fi O-acetilati la
hidroxilii de la carbonii 4, 7, 8 si/sau 9. Tinand cont cd pot fi mono-, di-, sau chiar tri-
acetilati ne facem o idee mai exactd asupra diversitatii entitatilor moleculare incluse in
clasa acizilor sialici.

In afari de cele sapte tipuri de monozaharide amintite in proteoglicani intalnim si
xiloza (monozaharidul prin care se leagd structura glucidicd de o serind din partea
proteicd), ca si acizi uronici (acid glucuronic si acid iduronic).

Dintre monozaharidele mentionate numai Fuc este din seria L, toate celelalte
apartinand seriei D.

Din enumerarea monozaharidelor ce participd la structurarea lanturilor oligo- sau
polizaharidice ce organizeazd glicocalixul ne facem o primd idee asupra eterogenitatii
structurale a acestuia. Dar lucrurile nu se opresc doar la acest nivel. Pentru substantierea
caracterului eterogen al structurdrii membranelor (indus de lipide si amplificat de
proteine) trebuie sd subliniem ca insiruirea glucidelor in lanturile oligozaharidice nu este
aceiasi diferind intre glicolipide si glicoproteine, diferind intre divesele glicolipide,
diferind intre diversele glicoproteine. Mai mult legarea monozaharidelor intre ele se poate
face in mai multe moduri, Intrucat existd mai multe grupdri hidroxil disponibile. E drept
glicoziltransferaze (enzimele ce actioneaza in biosinteza structurilor glucidice) pe care o
anumitd celuld le are in reticulul endoplasmic si 1In complexul Golgi, organitele unde
oligo(poli)zaharidele din glicolipide, glicoproteine, sau proteoglicani sunt produse. Aceste
enzime sunt stereospecifice, astfel ca legarea pas cu pas a glucidelor unul de altul nu
este intamplatoare.

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

Glicolipidele, care constituie 10% (procente moleculare) 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 corectd a organizdrii spatiale a lanturilor, vom mentiona cd acestea nu au traiect
liniar ci sunt “contorsionate”, tocmai datoritd orientdrii grupdrilor 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 asparagines, aflate
intotdeauna intr-o secventa consens (vezi la “Reticulul endoplasmic”), sau la hidroxilul
dintr-o serini, ori dintr-o treonini. In primul caz structurile glucidice se numesc M
glicozidice, in cel de-al doilea O-glicozidice. Structurile O-glicozidice (legate la serina
sau treonind) sunt abundente in glicoproteinele de tip mucinic. Structurile MN-glicozidice
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contin Man, cele O-glicozidice nu. Lanturile oligozaharidice ale glicoproteinelor sunt
ramificate. Ramificarea se face dupa principiul dihotomic (adicd din fiecare punct de
ramificare pleacd numai doud ramuri). De reguld, din cite se cunoaste pand in prezent,
existd unul sau doud puncte de ramificare, astfel incat fiecare structurd oligozaharidica
din glicoproteine poate fi biantenard sau triantenard. Structurile oligozaharidice ale
glicoproteinelor contin un numar semnificativ mai mare de monozaharide, Tn comparatie
cu cele ale glicolipidelor.

Privind succesiunea monozaharidelor in lanturile oligozaharidice din glicolipide si
glicoproteine, se pot face urmatoarele afirmatii cu caracter de reguld: (7) glucoza, atunci
cand participd, nu se gdseste niciodatd In pozitie terminald a lantului; (77) acizii sialici,
atunci cand se afld (si de reguld se afld), se gdsesc intotdeauna in pozitia terminald a
lantului. Regula nu este incdlcatd nici atunci cadnd o moleculd de acid sialic se afla
subterminal. Aceasta Tnseamnd cd lanturile se pot termina cu acizi sialici legati unul de
altul.

Desi proteoglicanii sunt slab reprezentati la nivelul membranelor celulare,
contributia lor la structurarea glicocalixului nu poate fi neglijatd, din cel putin doud
motive. In primul rind incircitura lor glucidici depiseste cu mult componenta proteici
(90-95% de masa glucide, 5-10% maxim proteind in structura proteoglicanilor) si, in al
doilea rand, structurile glucidice sunt cele mai lungi dintre toate cele intalnite la nivelul
glicocalixului. Lanturile polizaharidice ale proteoglicanilor poartd 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 aceastd descriere de principiu a
compozitiei moleculare o prezintd keratan sulfatii in care unitdtile dizaharidice repetitive
contin Gal (un zahar) si GlcNAc (derivat de aminozahar). Trebuie sd sublinidm puternica
incarcdturd negativd a proteoglicanilor provenitd atdt de la acizii uronici continuti cat si
de la grupdrile sulfat (esterificate la diferiti hidroxili) pe care le pot contine zaharurile,
sau amino zaharurile prezente in moleculele glicozaminoglicanilor.

Metodologia de studiu a glicocalixului

Prezenta glicocalixului la suprafata celulelor a fost evidentiatd la microscopul
electronic prin metode de citochimie ultrastructurald atit nespecifice (adici metode care
evidentiaza structura, fird a aduce indicii referitoare la compozitia ei biochimicd), cat si
specifice (metode care permit descrierea, cel putin partiald, a biochimiei structurii).

Ca exemplu de metodd nespecifici amintim folosirea rosului de ruteniu. Acest
compus interactioneazd cu sarcinile negative de la nivelul glicocalixului impregnand
grosimea acestuia cu nucleii grei ai ruteniului si conferind structurii electrono-opacitate.
Putem caracteriza prin aceastd metodd glicocalixul sub aspectul grosimii sale si a
densitdtii lanturilor glucidice care 1l formeaza.

Ca metodad specificd prezentdm citochimia ultrastructurald cu lectine. Lectinele sunt
proteine, sau glicoproteine ce leagd specific structuri glucidice, au cel putin doud situri
de legare identice si nu sunt de origine imund (adicd nu sunt anticorpi impotriva unor
epitopi ce contin glucide). Lectinele mai sunt cunoscute si sub denumirea de aglutinine
deoarece, prin capacitatea lor de a interactiona cu structurile glucidice, cat si datoritd
faptului ca prezintd cel putin doua situri identice de legare, pot aglutina celulele
sanguine. Lectinele au fost initial identificate si extrase din plante; 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 “Rolul
glicocalixului™).
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In citochima ultrastructurald lectinele pot fi folosite sub formi nativd, sau cuplate
la trasori electrono-opaci (feritind, peroxidazd de hrean, hempeptizi — derivati de
proteolizd controlatd ai citocromului c, aur coloidal; vezi si informatiile de la lucrdrile
practice asupra membranei celulare). Folosirea Tn fromd nativd a lectinelor implica
utilizarea unor metode in doi pasi, numite metode in “sandwich”. La primul pas
suprafata celulelor este incubatd cu lectina aflatd Tn exces in solutia folositd. Excesul este
apoi 1indepartat, iar lectinele rdmase, atasate specific de componente glucidice ale
membranei prin unul din siturile de legare, sunt vizualizate, in pasul al doilea, prin
legarea de glicoproteine corespunzitoare, cuplate cu trasori electrono-opaci (prin legarea
la siturile de interactiune ramase disponibile). Avantajul acestor metode este cd lectinele
sunt folosite cu capacitdtile 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, datoritd reactiilor chimice petrecute in timpul cupldrii, sau
posibilelor impiedicari sterice care pot apare in conjugat.

A fost folositd o mare gamd de lectine pentru caracterizarea partiald a
glicocalixului diverselor tipuri de celule. Amintesc aici pe cele mai des utilizate, cu
glucidul determinant al specificitatii lor.

Concanavalina A (ConA), o lectind din Concanavalia ensiformis, care leagd o-Man
din structura de miez trimanozidic presentd in structurile N-glicozidice, sau a-Glc aflatd
in pozitie terminald. Rezultd cd la nivelul glicocalixului ConA nu se leagd de Glc
aceasta nefiind situatd in pozitie terminald.

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

Lectina din Dolichos biflorus (DBA) interactioneaza cu structuri ce contin o-
GalMNAc legatd de o altd GalMNAc.

O alta lectind ce leagd a-GalNAc, Insa inseratd pe o Gal este cea din Helix
pomatia (HPA).

Pentru B-Gal sunt folosite lectina din arahide (PNA) si/sau lectina I din Ricinus
communis (RCA I). Specificitdtile celor doud lectine sunt insd diferite. PNA se leaga
exclusive de Gal aflatd in pozitie terminald, In timp ce RCA I poate recunoaste (aldturi
de Gal din pozitie teminald) si Gal aflatd in pozitie subterminald, dacd acidul sialic
terminal este inserat la hidroxilul de la carbonul sase al acesteia. Mai mult ambianta in
care galactoza terminald se afla in cadrul secventei glucidice este diferitd. Asadar
specificitdtile celor doud lectine sunt nuantate.

Au fost folosite doud lectine si pentru evidentierea citochimicd a acizilor sialici.
Acestea sunt lectina din germeni de griu (WGA) si lectina din Limulus polyphemus
(LPA). Prima recunoaste acidul sialic N-4-O-diacetilat, dar si B-GlcNAc. Cea de a doua
se leagd de acizi sialici atdt din categoria celor MN-acetilati, cat si din categoria celor M-
glicolilati.

Nuantdrile din specificitdtile acestor lectine sunt bine cunoscute sub aspectul
secventelor Tn 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 partiald a structurilor
oligozaharidice, a secventelor acestora. Cu cat spectrul lectinelor folosite este mai larg,
cu atit imaginea asupra glicocalixului este mai detaliati. In plus combinarea acestor
metode cu folosirea exo-, sau endo-glicozidazelor, pentru degradarea specificd secventiala,
sau globala a lanturilor glucidice, completeaza fericit caracterizarea citochimica a
glicocalixului.
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Trebuie insd 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 entitdtile moleculare. Speranta in
ceea ce priveste rezolvarea problemei caracterizdrii glicocalixului si Tn general a biologiei
glucidelor celulare o reprezintd biologia moleculard 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 spatiald a glicocalixului, putem rezuma cd acest invelis celular
trebuie perceput ca o lizierd, ca un ldstdris din ce In ce mai des pe madasurd ce
patrundem de la exterior catre bistratul lipidic. El se carcaterizeaza prin eterogenitate
compozitionald si de organizare, sporind asimetria membranelor, deoarece este prezent
numai pe versantul extern. Aceastd organizare a sugerat si primele idei asupra functiilor
glicocalixului.

Rolul glicocalixului

Prin asemanare cu rolul protector al partii glucidice din glicoproteine impotriva
actiunii proteazelor, se poate afirma cd glicocalixul protejaza structura membranei celulare
impotriva agresiunilor fizico-(bio)chimice. Lucrul acesta nu este departe de realitatea
biologici. Modul in care el este structurat, confera membranei rezistentd mecanica,
controland accesul catre strtaturile profunde ale sale, deci cdtre bistratul lipidic si catre
componentele proteice ale acesteia. Rolul acesta este cu atdt mai important cu cat
accesibilitatea factorilor agresivi aste mai mare. Aceasta este o motivetie pentru care
celulele sanguine sau polii apicali ai celulelor epiteliale dispuse 1n monostrat au
glicocalixul abundent. Mai mult, in anumite situatii Tn care agresiunile pot fi mai
accentuate, membranele sunt protejate de secretii glicoproteice (mucinice) abundente, cum
se Intdmpld, 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 participd la sarcina negativd a
suprafetei celulare. Incircitura negativi a suprafetei celulare, o caracteristici general
valabild tuturor celulelor, face ca interactiunile dinte acestea sd nu se poatd realiza decat
sub control celular, in zone (microdomenii) ale membranelor Tnalt specializate in
realizarea acestei functii. In aceste zone se formeazi ceea ce numim jonctiuni celulare
(vezi acolo), structuri specializate ale membranelor cu organizdri si functii diverse.
Stabilirea jonctiunilor celulare are la bazd fenomene de recunoastere celulard in care sunt
implicate si componente glucidice ale membranelor. Participarea structurilor glucidice (de
reguld prin glucidul terminal) in fenomenele de recunoastere celulard reprezintd o
explicatie pentru care glucoza nu se gaseste in pozitie terminald; glucoza este glucidul
aflat liber 1n umorile organismelor si ar competitiona structurile glucidice ale
glicocalixului 1n interactiunile pe care ar trebui sa le stabileasca in diferitele procese de
recunoastere.

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 structuri cu caracter permanent, sau cu existenti de lungi durati. In ciuda
caracterului lor permanent sau de lungd duratd, aceste structuri nu trebuie intelese ca
rigide. Ele sunt intr-o permanentd dinamicd, rdspunzand nevoilor celulei in ceea ce
priveste amploarea lor, sau capacitatea de a se forma si desface in diferite zone ale
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membranelor celulare. Caracterul permanent sau de lungd duratd al existentei lor trebuie
astfel inteles 1n sensul cd 1Intotdeauna celulele prezintd asemenea structuri necesare
organizdrii tesuturilor.

Fenomenele de recunoastere celulara sunt implicate si in procese biologice in care
interactiunile dintre celulele participante sunt temporare si tranzitorii. Exemplificim prin
(i) ceea ce se intampld la extravazarea leucocitelor in zonele de inflamare tisulard si (77)
prin implicarea structurilor glucidice in procesul de fertilizare.

(1) Extravazarea celulelor sanguine 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 varietdti de stimuli, care depind de si
diferentiazda procesele biologice ce duc la extravazarea diferitelor tipuri de celule
sanguine. Recrutarea leucocitelor aflate marginal in fluxul sanguin din vasele de sange
ale zonelor inflamatorii, implica structurile glucidice ale glicocalixului acestora. Procesele
inflamatorii duc la eliberarea de stimuli care actioneaza asupra unor receptori din
membranele celulelor endoteliale, conducand la expunerea pe suprafata luminald a
acestora (In ariile inflamate) a unor glicoproteine cu actrivitate lectinicd, denumite P-
selectine. P-selectinele (care fac parte din familia selelctinelor) nu se afld permanent la
suprafata endoteliului, ele fiind stocate In membrana unor structuri veziculare din
interiorul celulelor endoteliale si expuse tranzitoriu numai ca rezultat al actiunii stimulilor
eliberati in procesele inflamatorii. P-selectinele au parteneri de actiune expusi permanent
pe suprafata limfocitelor si anume structuri glucidice din glicocalixul acestora, numite
antigene sialilate Lewis-x. Interactiunile dintre P-selectine si leucocite sunt de joasa
afinitate, facandu-se si desfacandu-se, asigurdnd dinamica unui process 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 1n
procesele inflamatorii exociteazd factorul de activare plachetara (PAF), un compus de
naturd fosfolipidica. Cele ce urmeazd descriu fenomenele ce se petrec in cazul particular
al extravazdrii limfocitelor T. Prin legarea de receptorii de pe suprafata limfocitelor, PAF
activeazd prin mecanisme de semnalizare dependente de RhoGTP-aze (vezi Ila
semnalizarea celulard) integrina oaLp2. Integrinele sunt proteine transmembranare cu rol
in adeziunea celulard, au afinitate ridicatd si sunt structurati ca heterodimeri aff. Au
specificitate pentru  proteine ale matricei  extracelulare, sau pentru  proteine
transmembranare expuse pe suprafata unor celule partenere. Integrina oLP2 activatd se
leagd la molecule de adeziune celulara (CAM) din superfamilia imunoglobulinelor
ICAM-1 si ICAM-2, expuse constitutiv (permanent) la suprafata celulelor endoteliale.
Interactiunile integrind oLB2-ICAM duc la atasarea ferma a limfocitelor la endoteliu, la
oprirea lor din miscarea de rostogolire in care fluxul sanguin le antreneazd, la etalarea si
migrarea lor pe suprafata celulelor endoteliale pand in zonele jonctionale dintre acestea.
Ajunse aici limfocitele se insinuiaza printre doud celule endoteliale pardsind lumenul
vasului si trecind in tesut pentru a-si face treaba in zona tisulard inflamatd. Cum
limfocitele desfac jonctiunile stranse dintre celulele endoteliale, fara a afecta integritatea
functionald a endoteliului (separarea strictd a spatiului luminal de cel tisular), este Tncd
un aspect in studiu.

Fenomene similare se petrec si la extravazarea monocitelor. In acest caz integrina
implicatd este aM[2.

(ii) Ferilizarea este procesul prin care spermatozoidul fuzioneazda cu ovocitul.
Pentru realizarea acestui proces, spermatozoizii trebuie sd ajungd in tractul reproducator
feminin, unde suferd un fenomen de capacitare ce dureazd, la om, 5-6 ore. Capacitarea
consta In modificari ale compozitiei lipidice si glicoproteice a suprafetei capului
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spermatozoidului, ca si In cresterea metabolismului si motilitatii acestuia. Mecanismele
acestor transformdri structurale si functionale nu sunt cunoscute incd in detaliu. Ele sunt
declansate de patrunderea anionului bicarbonat printr-un canal specific din membrana
spermatozoidului si activarea unei adenilat ciclaze. Spermatozoidul astfel capacitat poate
traversa stratul celulelor foliculare ce 1Inconjoard ovocitul, pentru a ajunge la zona
pelucida, un invelis glicoproteic al ovocitului, format din trei glicoproteine denumite
ZP1, ZP2 si ZP3. Ajuns aici, el se lega de structuri O-glicozidice ale ZP3, printr-o
componentd a membranei zonei acrozomale, care prezintd, dupd toate probabilititile,
activitate galactozil-transferazicd. Zona pelucida actioneazd ca o barierd ce conferd
specificitate de specie fertilizdrii, astfel Tncit aceasta nu se poate realiza intre elemente
ale unor specii diferite. Eliminarea zonei pelucida a ovocitului permite fertilizarea
elementelor apartinind unor specii diferite, insd zigotii hibrizi astfel obtinuti nu sunt
viabili, nu se dezvoltd. Interactiunea descrisd mai sus 1Intre spermatozoid si ZP3,
declansazd ceea ce se numeste reactie acrozomala. Aceasta constd in eliberarea prin
exocitoza a continutului vacuolei acrozomale, ca urmare a unui complex proces de
semnalizare indus de legarea spermatozoidului la zona pelucida si care are ca efect
cresterea concentratiei Ca®* 1n citosolul spermatozoidului. Enzimele eliberate, ca urmare a
reactiei acrozomale (proteaze si hialuronidaze), degradeazd local zona pelucida permitand
spermatozoidului sa o penetreze ca sd ajunga la membrana ovocitului de care se leaga si
cu care fuzioneazd. Fuziunea are la bazd activitatea unei proteine de fuziune din
membrana spermatozoidului expusd ca urmare a modificarilor induse de reactia
acrozomald. Fertilizarea se sfarseste cu ceea ce se numeste reactia corticala a ovocitului,
care impiedica polispermia, adicd fuziunea mai multor spermatozoizi cu ovocitul. Aceasta
conferd protectia secundard (de lungd duratd) Tmpotriva polispermiei. O blocare primard
(de scurtd duratd) a polispermiei are loc pe baza depolarizdrii rapide a membranei
ovocitului Tn momentul fuziunii cu spermatozoidul. Reactia corticald constd in activarea,
in momentul fuziunii ovocit-spermatozoid, a unei cdi de semnalizare prin fosfoinozitide
(fosfatidilinozitoli) care are ca efect cresterea concentratiei Ca® in citosolul ovocitului si
exocitarea continutului enzimatic al granulelor corticale ale acestuia. Enzimele eliberate
prin reactia corticald modificd biochimic structura zonei pelucida, prin clivarea ZP2 si
degradarea componentei glucidice a ZP3. Aceste modificari asigurd rezistenta zonei
pelucida la legarea altor spermatozoizi. Asadar doud dintre evenimentele esentiale ale
procesului de fertilizare (reactia acrozomald a spermatozoidului si reactia corticald a
ovocitului) implicd participarea directd a unor structuri glucidice.

Pe fenomene de recunoastere celulard care implicd structurile glucidice ale
glicocalixului se bazeaza si compatibilititile de grup sanguin ale sistemului ABO.
Purtdtoarele antigenelor de grup sanguin sunt glicolipidele aflate in membranele celulelor
sanguine. Lanturile glucidice responsabile au urmatoarele structuri:

Grupa O: Fucal—2Galp1—4Glc NAc—...
Grupa A: Fucal—2Galp1—4Glc NAc—...
Tal—3
GalNAc
Grupa B: Fucal—2Galf1—4Glc NAc—...

Tal—3
Gal
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Grupa AB poartd 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 corespunzitoare.

Structurile glucidice sunt necesare, dar nu neapdrat suficiente functionarii
receptorilor din membranele celulare. Cea mai mare parte a receptorilor suprafetelor
celulare, evidentiati pdnd In prezent, sunt glicoproteine. Pentru unii dintre ei eliminarea
componentei glucidice nu afecteazd esential capacitatea de legare a liganzilor, pentru altii
da. Pentru cei care isi pierd afinitatea fatd de liganzi, nu se poate, in momentul de fata,
afirma cu certitudine ca structura glucidicda este implicatd in structurarea locului de
legare. Mai degrabd se speculeazd ca ar fi vorba de modificiri conformationale induse de
pierderea componentei glucidice, modificari ce ar avea ca efect distrugerea geometriei
sitului de legare.

In concluzie se poate spune despre componenta glucidici a membranelor celulare
cd nuanteazd, uneori intr-o manierd de mare subtilitate, functionarea acestei structuri
celulare.

CONSIDERATII FINALE ASUPRA ORGANIZARII MOLECULARE A
MEMBRANELOR CELULARE

Organizarea membranelor celulare (ca si a endomembranelor) are la bazd un
bistrat lipidic eterogen, asimetric si cu proprietdti fluide manifestate bidimensional.
Acestuia 1 se adaugd proteine care ii conferd caracterul unui mosaic (proteine plutind pe,
sau cufundate Intr-o mare lipidicd).

Modelul mozaicului fluid pentru organizarea biomembranelor a fost completat prin
evidentierea $i1 descrierea unor structuri adiacente: citoscheletul asociat membranei
(structurd aflatd pe versantul intern al membranelor) si glicocalixul (structurd expusda pe
versantul extern al membranelor, alcdtuita din lanturi oligo-(poli-)zaharidice din
compozitia glicolipidelor, glicoproteinelor si proteoglicanilor din membrand).

Atat proteinele cat si componenta glucidici a membranelor nu diminueazd ci
accentueazd si nuanteazd caracterul eterogen, asimetric si de fluid bidimensional al
structurdrii membranelor celulare.

Tot In completarea modelului mozaic fluid sub aspect structural, dar si functional
au fost definite notiunile de domenii si/sau microdomenii de membrand. Acestea sunt
regiuni mai extinse (domeniile), sau mai reduse (microdomeniile) din suprafata
membranelor a cdror compozitie este diferitd de a altor zone. Compozitiile diferite ale
domeniilor de membrand (apical versus latero-bazal) sunt riguros controlate si pastrate de
celuld. Compozitia si existenta microdomeniilor (caveole, plute lipidice, structuri cu
invelis de clatrind) au o dinamicd mai accentuatd, rdspunzdnd nevoilor in continud
schimbare ale celulelor, nevoi impuse de considerente interne ale celulei, sau de stimuli
externi la care celulele trebuie sd rdspunda.

Componentele membranelor fie ele lipide, proteine, structuri glucidice au atat
roluri structurale cit si metabolice. Aceastd dualitate a rolurilor este valabild atit pentru
clasele de componente biochimice ale membranelor, cit si pentru entititi moleculare
(aceiasi moleculd poate indeplini atat functii structurale cat si metabolice).
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N.B. Pentru iconografia aferentd, prezentati-vd la curs si consultati manualele:

1. MOLECULAR BIOLOGY OF THE CELL, autori: B. Alberts, D. Bray, J.
Lewis, M. Raff, K. Roberts, J.D. Watson, Garland Publishing Inc., New York &
London, 1989 (editia a II-a), 1994 (editia a IlI-a), 2002 (editia a IV-a), si

2. MOLECULAR CELL BIOLOGY, autori: H. Lodish, A. Berk, S.L. Zipursky, P.
Matsudaira, D. Baltimore, J. Darnell, W.H. Freeman and Company, New York,
2000 (editia a IV-a)

22



