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INTRODUCERE

Orice tip de celuld, indiferent de gradul ei de lerarhizare
in lumea vie (bacterii, plante sau organismele animale unicelulare pin¥
la om inclusiv) se caracterizeazd printr-o serie de particularitéyi mor-
fologice gi funcfionale. In lumea vie extrem de heterogens, nu se poate
descrie o celuld "tip", adicd o celuld care prin particularitdyile sale
88 fie comun#d tuturor celulelor. La aceasta se adaugd si faptul c# chiar
aceeagl celuld suferd in cursul dezvoltidrii sale o serie de modifiocdri,
consecinta unui proces de evoluf{ie gi cooperare intercelulard gi a ac-
tiunii factorilor de mediu.

Orice celuld se caracterizeazd printr-o anumit¥ organizare,
ce poate fi privitd sub aspect morfologic (structural sau ultrastructu-
ral), functional, molecular, in timp gi spastiu, sistematic, etoc. Pentru
a putea descifra ins#d organizarea morfo-funct{ionald a celulelor, tre-~
buie sd cunoagtem natura moleculelor care participd in formarea struc-
turilor, interrelatiile ce se stabilesc intre molecule in cadrul unei
structuri celulare date, dinamica organizirii componentelor de membran#,
organizarea receptorilor din membranele celulare, gi altele.

Dintre numerogii factori ce coopereazd in procesul foarte
complex al organizdrii structurilor de membran#, un rol deosebit il
joacd natura chimicd a membranelor. Orice celul# din lumea vie se ca=
racterizeazd prin prezenta unei membrane plasmatice celulare, care deli-
miteaz¥d celula gi 1i conferd anumite particularitdyl morfologice. Mem—
brana plasmatics a flecdrei celule este expresia interrelafiilor dintre
informatie (DNA) si metabolismul celular. In acelasi timp, membrana plas-
mati cd poate fi apreciatd ca fiind expresia fenotipicd a codului gene-
tic, prin care celulele realizeaz#d cooperarea cu mediul inconjurdtor.Cu
toate cd organizarea membranelor celulare apare specificd fiecdrui tip
de celuld, s-—au desceris numeroase caracteristici, comune tuturor celu-
lelor din lumea vie.
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In afara membranelor plasmatice gi In strins#d interdepen-
dentd ou ele, toate celulele prezintd membrane citoplasmatice, a cdror
organizare depinde de tipul celular. Membranele citoplasmatice formeazi
in celule diverse organite (mitocondrii, aparatul Golgi, lizozomi, pe-
roxizomi, etc.), care compartimentalizeaz# celula din punct de vedere
structural si funcfional. De asemenea, membranele citoplasmatice separd
in spafiu gi timp numeroasele procese metabolice intracelulare sl a-
sigurd reinoirea permanentd a membranelor plasmatice. Compartimentglize
rea in spaf{iu definegte separarea preferen{iald a unor cdi metabolice,
in anumite structuri intracelulare. Separararea diverselor procese bio-
chimice intracelulare (aproximativ 2000 de reactil enzimatice care se
pot desfégura simultan intr-o celuld) este realizatd prin distribuyias
deogebitd a enzimelor in organitele celulare si prin topografia asime-
tricd a unor molecule func{ionale, localizate pe structurile de membra-
nd. Ultimul aspeot favorizeazd desfégurarea vectorialdd a unor reachii
enzimatice, ceea ce permite separarea substratelor gl produgilor de me-
tabolism pe cele doud felte ale membranei.

Membranele celulare realizeaz8 de asemenea, gl o separare
in "timp" (temporald) a unor procese biochimice. Astfel, accesibilita-
tea unor produgl metabolici comunl pentru mai multe c#i metabolice, de-
pinde de capacitateas membranelor de a permite trecerea lor dintr-un com-
partiment intracelular in altul. De aceea, viteza unei reac{ii blochi-
mice intracelulare dintr-o cale metabolic#, depinde de viteza de difu-
zie (sau transport) a metabolitului prin membrand. Posibilitatea de
trecere a moleculelor prin membranele plasmatice gi citoplasmatice (de
la o structuri la alta) este condifionatd de compozitia chimicd si or=-
ganizareas moleculard a fiecdrel membrasne, este controlat¥d genetic si
influentatd de sistemul nervos, glandcle cu secrefie internd si numerogi

factori de mediu.
Structurile de mombrand coordoneasd prin mecanisme varlate

activitatea a numeroase enzime gi a altor molecule functionale. Propriew
tdfile enzimelor fixate de membrane, depind det natura chimicd a dublu-
lui strat lipidic, densitatea de suprafafi a sarcinilor electrice, inter-
relatiile enzimel cu alte componente din membran#d, starea de faz# a fos-
folipidelor din membran#, etc. Lipidele din structurile de membran# par-
ticipd in fixarea proteinelor in membrand, creaz# micromedii hidrofobe
pentru proteine, participd la orientarea proteinelor in membrane, for-
meazd cu proteinele complexe moleculare dinamice, controleazd funcfia
cataliticd a unor enzime din membrane, g.a. Trebuie sd precizdm de ase-
menea, c8 recepyionarea semnalelor din mediu de cdtre celule, coopera=-
rea intercelulard gi desfdgurarea unor procése imunitare, sint expresii
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functionale celulare complexe in care membranele plasmatice joacd un
rol important.

Toate aceste aspecte, si multe altele (care vor fi anallza-
te partial in paginile manualului), au creat premizele dezvoltdrii im-
petuoase a cercetérii membranelor celulare. In ultimii ani, conceptfi-
ile noastre asupra organizéril membranelor celulare au evoluat foarte
mult si asistim la o adevidratd "explozie" de informatie in acest domeniu,
As aminti in acest sens cd in ultimii lo ani au aplrut sute de céryi
si monografii despre membrane, in afara sutelor de mii de articole care
apar in publicatiile gtiintifice de specialitate. De aceea, manualul nu
a putut cuprinde toate aspctele legate de procesele morfo-functionale
ale membranelor celulare. Chiar gi problemele luate in discufie, au fost
tratate cit mal succint posibil. Pentru fiecare capitol existd cérf{l si
monografii gi mii de articole de specialitate. S-a urmirit o prezentare
analiticd gi selectivdl a datelor din literaturs, pe baza noilor concep-
%ii asupra membranei. ' '

Ini exprim speranf{a cd elementele introductive ocuprinse in
acest manual, adresat in primul rind studenf{ilor, vor contribul la fore
marea unor absolventi capabili sd ré&spundd sdecvat oerintelor dezvolti-
rii gtiintifice gi sociale din f{ara noastré.
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l. COMPOZITIA CHIMICA A MEMBRANELOR

Cunogtinfele noastre asupra organizdrii moleculare gi a
compozitiei chimice a membranelor celulare au evoluat in paralel cu po-
sibilitdyile de folosire a unor tehnici rafinate de cercetare gi anali-
zd a moleculelor componente. Degl compozitia chimicd a membranelor nu
este foarte bine ocunoscutd , si se referd numai la citeva categorii de
membrane de la principalele tipuri de celule, totugil putem discuta gi
-analiza particularitiyile constituentilor chimici gi rolul lor funofio-
nal.

Cu toate cd lumea vie prezintd o mare varietate de organi-
zare morfologici gi functionald, toate membranele celulare (plasmatice
si citoplasmatice) sint alcdtuite din doud clase majore de substante,gl
anume din proteine gi lipide. Acestea reprezintd "ocdr#émizile" de bazi
in formarea structurilor de membrani. In afara lor, in alcituirea mem=
branelor se descriu gi al%i compugl (glicoproteine, lipoproteine sl
glicolipide), a c#dror confinut in membrane este mult inferior lipidelor
gl proteinelor.

Pentru a avea o imagine generald asupra raporturilor procem-
tuale a principalilor compugi ce lau parte 18 alcituirea membranelor,
prezentdm citeva date comparative (Tabelul 1). Dupd cum se poate obser-
va, membranele diferitelor tipuri de celule pot fi grupate in mail multe
categoriis bogate in lipide (membrana mielinic#), bogate in proteine
(membran. plasmatici bacterians, membrana intern¥ a mitocondriilor) si
numeroase membrane cu compozif{ii variabile. Cantitatea de gluoide din
membrane este rel:iiv micd gi nu depégegte ld%. De fapt, glucidele in=-
trd in alcdtuirea uiiucr constituenyi deosebit de importanti in functiile
de receptie i imunitate (glicoproteine gi glicolipide).
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Tabelul 1 -~ Compozitia chimicd a unor membrane

Er St 2t b P e Bt S e - 3 )
Tip de membrand Proteine Lipide Glucide Raport
% % % P/L
" Mielina 18 79 3 0,23
Membrana plasmaticé
--a eritrocitului uman 49 43 8 1,10
- a hepatocitulul de goarece 46 S4 2-4 0,85
- a hepatocitului de sobolan 58 42 2-10 1,40
-~ a amoebeli 54 42 4 1,3%0
- a celulei retiniene de bou 51 49 4 1,00
Membrana externd mitocondrie 52 48 2=4 1,10
Membrana internd mitocondrie 76 24 1-2 3,20
Reticul endoplasmic 67 33 - 2,00
Bacterii Gram-pozitive 75 25 lo 3,00
Halobacterium 25 25 - 3,00
ittt t 2+ 2 3+ -t 2 2 3+ttt - 2+ 2 F - 2 P 2t P 2 2 2+ttt bt == =

Compozifia chimicd este heterogend gi reflectd particulari-
tdyile morfo-funcyionale ale flecdrul tip de membran#é. De exemplu, in
membranele plasmatice ale celulelor epiteliamle intestinale gi renale,
din cantitaten totald de liplide (46%), aproape jumdtate este formatd
din sfingolipide (Sacktor, 1977). Chiar gi in cadrul aceluiagi tip de
celuld, se descriu variatii extrem de mari de compozitie chimicd in func-
tie de specie, starea fiziologicd, influenya factorilor de mediu, g.a.
Astfel, continutul in lipide din membrana celulelor neuronale variazd
in limite largi, intre 24% gi 76%, pentru creierul de gobolan, lepurse,
porc si om (8Strichartz, 1977), Deosebiri mari de compozitie chimicd a-
par intre membranele plasmatioe ale nervilor mielinizati si ale celor
nemielinizati. Interrelatiile specifice gi selective dintre lipide si
prot:ine asigurd cadrul morfo-functional de exprimare a particulariti-
tilor fiecdrui tip de celuld,

l.1. Compozitin in lipide a membranelor celulare.

Lipidele reprezintd o clasd insemnatd de compusi, care in-
trd in structura membranelor celulare (plasmatice si citoplasmatice).
Ele stau la baza exprimarii unor functii biologice ale celulelor: asi-
gurd organizarea membranelor celulare, participd in mecanismele de re-
cunoagtere dintre celule, exprimd o serie de specificitdyi imunitare

ale celulelor, formeaz¥ compugi cu proteinele gi glucidele cu funcyil
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receptoare gi metabolice extrem de complexe gi variate.

Pentru a putea face analiza lipidelor din membranele celu=
lare, am adoptat clasificarea propusd de Lehninger (1975) bazatid pe
structura scheletului lor de oarbon. Astfel, se deosebesc lipide com-
plexe ce cuprind acilgliceroli (gliceride sau gr#simi neutre), fosfogli-
ceride, sfingolipide gi ceruri. Lipidele simple (nu conyin acizl gragi)
includ steroizii, prostaglandinele gi terpenele.

In structura membranelor celulare s-—au identificat numeroase
tipurl de fosfogliceride gi sfingolipide, care sint cunoscute gi sub de-
numirea de lipide polare. Dintre lipidele simple, cel mai r#spindit com-
pus al membranelor celulare este colesterolul, steroid important in com-
pozitia membranelor plasmatice animale.

l.l.1l. Fosfogliceridele. Fosfogliceridele sau glicerofosfa-
tidele sint o clasd de lipide complexe, ce au ca precursor acidul gli~
cerol-3-fosforic. Ele se mai numesc fosfolipide sau fosfatide, denumiri
improprii{ d.p.d.v. gtiintific, dar larg folosite de divergi autori.Fos-
fogliceridele prezintd o configurafle stericd, deoarece unul din atomii
de carbon (02) al glicerofosfatului este asimetric. De aceea s-a decis
precizarea stereochimicd a derivatilor fosfoglicerolului, printr-o nu-

O==p—0~ Cap

H polar
o II l?
Wi lhevices | —=CH,

—3—0—x

o

=0 ¢=0
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merotare stereospecific# a atomilor de carbon. La primul gi al doilea
atom de carbon (Cl si Ca), cele dou#d grupdri hidroxilice ale glicero-
fosfatulul sint esterificate cu doi acizi gragi (R1 si Ra), iar acidul
fosforic poate fi esterificat de cétre un slcool secundar (X-OH).Intr-—o
form¥ generald, structura chimicd a fosfogliceridelor este redatd in
figura 1.

_ Variafiile de structurd chimic#d ale fosfogliceridelor pri-
vesc compozifia in acizi grasgi (Rl si Ra) $i natura alcoolului secundar
de la C5 (X). Diferitele tipuri de fosfogliceride se deosebesc prin
forma lor, polaritatea, inc#rcarea electricd si compoziyia in acizil
gragi din regiunea hidrofob#. In membranele celulare (plasmatice gi
citoplasmatice), cele mail importante fosfogliceride sint:

- acidul fosfatidic, care la C;, are numal un rest de acid
fosforic. Este considerat cel mal simplu fosfoglicerid. S-a identificat
in cantitdfi mici in unele membrane plasmatice gi a fost apreciat ca
intermediar metabolic necesar biosintezel altor tipuri de fosfoglice-
ride.

- fosfatidilcolina, contine ca grupare X aminoalcoolul co-
lina. Denumirea veche a acestui fosfoglicerid era de lecitind. Fosfa-
tidilcolina prezintd regiunea hidréfild cu sarcini electrice pozitive
gl negative gi la pH 7,0 este electroneutrd (fig.2).

- fosfatidiletanolamina (etanolaminfosfoglicerid) are ca
grupare X aminoalcoolul etanolamina. Denumirea veche a acestul fosfogli-
cerid era de cefalind. Este un fosfoglicerid major al membranelor celu-
lare. Regiunea hidrofild prezintd sarcini electrice pozitive g$i negati-
ve gi la pH 7,0 este electroneutrd (fig.3).

« fosfatidilserina congyine ca grupare X aminoacidul serina,
ce conferd fosfogliceridului o incércare electricd electronegativd netéd
a rogiunii hidrofile (fig.4).

- fosfatidilinozitolul are ca grupare X hexa-alcoolul ciclic
1nozitolul sl prezintd o incércare electricd electronegativad determinati
de restul fosforil (fig.5).

~ cardiolipina (difosfatidilglicerolul) confine trei resturi
de glicerol, unite intre ele prin pun{i fosfodiester. Grupérile perife-
rice ale celor doud resturi de glicerol (hidroxilice) sint esterificate
cu acizi grasi. Cardiolipina este un fosfoglicerid cu regiunea hidrofild
puternic electronegativd (resturile fosforil) gl reprezintd un consti-
tuent al membranelor mitocondriale interne. Structura chimicd a cardio-
lipinei este redatd in figura 6, iar modelul molecular in figura 9 A.
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Fige.3. Structura chimicé& gi modelul molecular
al fosfatidiletanolamirei, gliceroli -
pid ce intrd in aslcdtuirea membranelor
celulare (plasmatice 31 citoplasmatice).
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In afara acestor fosfogliceride, in diverse tipuri de mem-
brane celulare s-au descris gi alte lipide: fosfatidilglicerolul, 1lizil-
fosfatidilglicerolul g1 glucofosfogliceride. Acestea din urm# apar in
membranele celulare ale plantelor gl bacteriilor.

Plasmalogenels sint compugi fosfoglicerici, care se deose-
besc prin natura regiunii hidrofobe. La acestes, unul din acizil gragi
este inloouit de un lant alifatio, fixat de glicerol prin leghturd es-
teric#d , p =nesaturatd. In regiunea polard s-au descris mal mul{i alcodi
deosebiti (cel mai frecvent etanolamina), Plasmalogenele se gésesc in
cantitdyi mari in membranele plasmatice ale celulelor nervoase gi mus-
culare. 5
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Consideratiil generale asupra fosfogliceridelor din membra-
nele celulare. In membranele plasmatice celulare s-au descris un num#r
restrins de fosfogliceride. Dupé cum se poate observa din tabelul 2,
fosfogliceridele din membranele celulare se caracterizeazd printr-o
mare diversitate de confinut gi raporturi procentuale intre componente.
In general, se considerd c# flecare tip de membrand prezint#d un confi-
nut caracteristic in fosfoglliceride. De obicel, membranele plasmatice
sint mai bogate in sfingomieline gi colesterol, in comparatie cu mem-
branele citoplasmatice (Nes, 1974; Zambrano gi col. 1975).

Pentru multe membrane plasmatice celulare, fosfatidilcolina
gl fosfatidiletanolamina sint considerate fosfogliceride majore ( pot
reprezsmata pind la 7d% din cantitatea totald de fosfogliceride).Aceasta
nu poate constitul o reguld generald. In cazul membranei eritrocitare
a lerbivorelor, fosfatidilcolina de obicei lipsegte si este ihlocultd
cu sfingomielina. De asemenea, raporturile procentuale dintre fosfati-
dilcolind gl sfingomielind sint deosebite in membranele eritrocitare de
la diverse specii de mamifere (Bretscher, 1973).

O serjie de fosfogliceride apar in cantitd{i mai mari in
unele membrane citoplasmatice. Astfel, fosfatidilglicerolul, difosfa-
tidilglicerolul gl cardiolipina se gésesc in cantitdti mari in mem-
branele ce efectueszél conversia energlel si asigurd transportul de elec~
troni.

Fosfogliceridele s.nt lipide polare ce prezintd o regiune
ce poartd sarcini electrice, denumitd cap polar ssu regiune hidrofiléi,
81 o porfiune ce nu are sarcini electrice, cunoscutd popular sub numele
de "coad¥" apolard (regiune lipofild sau hidrofobd). Amfipolaritatea
fosfogliceridelor este rezultatul juxtspunerii in aceeagi moleculd a
capului polar hidrofil gi a cozii apolare gi hidrofobe. Acest caracter
mixt confer#d lipidelor proprietdfi structurale partioulare prin dispere
sla lor in apd. Variafia structurald a regiunii hidrofile a moleculelor
de fosfogliceride este relativ micé. De aceea, numdrul vsriamtelor struc-
turale in membrane, prin combinarea diferitelor fosfogliceride este dese
tul de restrins. In schimb, regiunea hidrofob¥ a fosfogliceridelor pre-
zint# variafil structurale foarte mari, datoritd existentel unor acizi
gragi deosebifi. )

In membranele celulare, in afara acestor fosfogliceride,
s~au identificat gi lipide simple (mono-, di- si trigliceride), acizi
gragi liberi (pin# la lo%) si lisofosfogliceride. Cantitatea de lisode-
rivati este variabild in diverse tipuri de membrane, jar rolul lor putin
elucidat. Probabil cd& acegtia reprezintid intermediari metabolici al
sintezel fosfogliceridelor din membrane. In concentra{ii mari, lisode~
rivafii produc lizs membranelor celulare.
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Tabelul 2 - Continutul in fosfolipide al unor membrane plasmatice de la memifere (in %)

Tip de membrand Fosfatidil TPFosfatidil Fosfatidil - Fosfatidil Sfingo- Cardio- Liso Acid
colina etanolamina serina inozitol  mielina 1lipina FC fo:—
fati-
dic
Membrane plasmatice 12-63 6=35 =14 1-16 5=35-- 0-6 0-7 -
Membrane eritrocitare 18-48 20=37 0-22 0,2-8 8-28 - 0=5 0=5
Membrane mielinice 1743 2440 9=33 1-6 7=32 - - 1
Membrane nemielinice 3555 21-38 4-16 1-7 323 = - -
Membrana plasmaticd a
celulelor epiteliale 21 40 14 - 4 - 2 - N
renale .
Membrana plasmaticd a
celulelor fot:o:f.'et:crpt:oare3 -3 - .26-A8 7-16 1-? 1-6 > 0,2-3 >
Membrana reticulului
endoplasmic’ 34=71 16-27 7-15 1-5,6 1-17 < 3,6 =
Membrane nucleare 31-54 20-80 2-18 3=9 3-10 2=3 8 0,5-1

%) Liso FC = lisofosfatidilcolina
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Datele din tabelul 2 (o sintezd a peste 50 lucriri) ne dau o
imagine asupra heterogenité{ii compozitiei chimice in lipide polare a
membranelor celulare. Modelul cel mai adecvat de studiu l-a constitult
membrana plasmaticd a eritrocitului (Emmelot, 1977). Diferentele de
corpozifie chimicd in lipide polare au fost corelate c¢u deosebirile
funcfionale ale eritrocitelor. Eritrocitele de gobolan, a céror membra-
ne plasmatice contine 47% fosfatidilcolind i 12% sfingomielind, sint
foarte permeabile pentru glucozd gi prezint¥ un timp de hemolizd ex-
trem de scurt. La polul opus se afld eritrocitele de oale, ale cé#ror
membrane plasmatice prezintd 0-2% fosfatidilcolind si 5% sfingomielini.
Intre aceste doud extreme, se intercaleaz# eritrucitele altor specii
(porc, om, iepure), cu concentratil intermediare a celor doui fosfoli-
pide. De subliniat faptul cd toate membranele plasmatice eritrocitare
cercetate, con|in concentratii similare de colesterol (intre 26-30%).

Membranele plasmatice cu bordurd in perie a celulelor epite-
liale de la mamifere (intestinale gl renale), prezintd o compozifie par-
ticulard in lipide. Din cantitatea totald de lipide ale acestor membra-
ne, 2% sint lipide neutre, 3d% fosfolipide gi 50% sfingolipide (glico-
lipide). De asemenea, ele se caracterizeazd gi printr-un raport foarte
ridicat colesterol/fosfolipide (1,3) (Sacktor, 1977).

Importanta fosfatidilinozitolului. Degi cantitatea de fosfa~-
tidilinozitol in membranele plasmatice nu este prea mare in comparafie
cu alte fosfolipide, acestul glicerolipid i se atribuie un rol insemnat
in controlul unor func§ii de membrand., Fosfatidilinozitolul a fost iden-
tificat in membrane sub formd& de mono-, di- gi trifosfatidilinozitoli
(vezi figura 7). In membranele celulelor neuronale din creier s-su des-

K’-—L‘Oall,‘H?
R—C00CH p ‘l’H OH
i "
CHy=0—P—0 —o0—pa;
)
OH OH Fig.7. Structura chimici a
difosfatidilinozitolului(a)
A gi trifosfatidilinozitolu-
. lui (B).
R—6‘006|‘H, ‘
ank
R—COOCH W %
| o
o OH OH
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cris 27 forme moleculare de fosfatidilinozitoli, care se deosebesc prin
natura acizilor gragl din regiunea hidrofobd. De obicei, fosfatidilino-
ziltolii prezintd la c1 acid stearic si la 02 acid arahidonic.

Datoritd proprietdtilor anionice gi hidrofile, fosfatidili-
nozitolil se deosebese de celelalte fosfolipide din membrane. To}i de-
rivatii se caracterizeaz#d printr-o vitez¥ mare de schimb a grupirilor
ortofosfat, mal ales la nivelul celulelor neuronale (Michell, 1975).
Prin caracterul electronegativ al moleculei, fosfatidilinozitolul in-
fluenteazd incdrcarea electricd a membranel. De asemenea, el interacfio-
neaz8 cu substante inclrcate electropozitiv. Trifosfatidilinozitolul
fixeaz# ionii de Ca® fn membrane. In plus, trifosfatidilinozitolii for-
meazd complecsi insolubili in apd, cu sérurile cationilor bivalenti
(Hendrickson, 1969).

Fosfatidilinozitolil se giésesc in cantitdyi mari in membra-
nele plaamaticé ale celulelor neuronale, precum gi in membranele celu=
lei hepatice gl renale, putind reprezenta intre 6-lo% din totalul gli=-
cerolipidelor (Dittmer s$i Douglas, 1969). Hansen gi Eichberg (1973) au
stabilit c#d in cursul mieliniz#rii celulelor nervoase, 50% din fosfati-
dilinozitol gi 7o% din trifosfatidilinozitol este legat de mielind. O
cantitate mare de fosfatidilinozitol a fost constatatd in membranele
plasmatice ale celulelor neuronale mielinizate din creler, dar gi fn
alte membrane (Bukley, 1974).

Majoritatea enzimelor implicate in metabolismul fosfatidilino-
zitolilor sint legate de membrana plasmatic#é. Astfel, fosfatidilinozi-
tolfosfotransferaza gi difosfatidilinozitol-kinaza (catalizeazi sinteza
trifosfatidilinozitolului), au fost descrise in membrana plasmatici a
celulei neuronale gi pe fata citoplasmatic¥d a membranei eritrocitului
(Carrett si Redman, 1975).

Cercetédrile experimentale au evidenflat participarea fosfati-
dilinozitolilor in controlul permeabilitétll membranelor celulare, mal
ales al membranelor postsinaptice. S—-au sugerat mal multe models spe-
culative referitoare le activarea procesului de transport al cationilor
prin membrané, in cursul trecerii potenyialului de actiume (Torda, 1973,
1974).

S-a presupus de asemenea, cd fosfatidilinozitolii ar putea
participa in mecanismele de transformare a energiei in unele tipuri de
membrane, mai ales ale celulelor neuronale (Tou $i co0l.1972; Kiselev,
1977). Aceastd idee derivd din faptul c# trifosfatidilinozitolul pre-
zintd o legdturd macroergics, a cidrei energie liberd de hidrolizd este
de aproximativ 7 Kéal/mol. Desl nu s-au adus dovezi experimentale suges-
tive asupra rolului lor in controlul unor procese funcfionale legate de
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membrand, participarea lor in funct{iile de transport ale membranelor
nu este- exclusi.

l.1.2. Sfingolipide. Sint o clas¥ de lipide complexe, iden-
tificabe in numeroase membrane plasmatice de la animale si vegetale.
Toate sfingolipidele prezintd in structura lor o bazd sfingozinicd (sau
alte molecule analoage), o moleculd de acid gras ou catend lungd gi un
cap polar ou o alcdtuire foarte variabild. Cunogtinfele noastre asupra
distributiei sfingolipidelor in membrane sint inc# limitate, degi ele
indeplinesc funot{ii celulare importante.

In membrana plasmaticd a unor tipuri de celule de la mami-
fere scheletul carboric este reprezentat de sfingozind (4-sfingenind)
sau dihidrosfingozina (sfinganina); la sfingolipidele din membrana ce-
lulelor vegetale, baza sfingozinic# princlipald o constituie fitosfin-
gozina, lar la unele nevertebrate marine, 4,8-sfingedienul. Compusul
format intre sfingozind gi un acid gras cu catend lungd (18-26 atomi de
carbon) poartd denumirea de ceramid, care reprezintd structura de bazi
a sfingolipidelor (vezi figura 8).

Sfingolipidele din membranele celulare se pot grupa in sfin-
gomieline, glicosfingolipide neutre gi glicosfingolipide acide. Ultimele
dou#d grupe de sfingolipide au fost clasificate deosebit de c&tre diversi
autori. Ele se pot impédryi in patru clase principale de compugi sfingo-
lipidici:

1) cerebrozide sau ceramidmonohexozide.

2) sulfatide sau sulfocerebrozide.

3) ceramidoligohexozide, de obicel cu 2-5 oligohexozide.

4) gangliozide sau ceramidhexozide cu acid sialic (glico-
sfingolipide acide).

Sfingomielinele. Acestea formeazd o clasd de sfingolipide, ocu
un conginut mare in unele membrane plasmatice. Sfingolipidul cel mai

réspindit este cunoscut sub denumirea de sfingomielind (N-acil-#=gfin-
gozil~l-foasfocolina), identificat in cantltlvi apreciabile in membrama
plesmaticd a celulelor neuronale.

Regiunea hidrofob& a sfingomielinei este formatdi dintr-o
catend slifaticd saturatd (ce aparyine sfingozinei) gi un acid gras, de
obiceil aclidul oleic (vezi structura chimicd in figura 8). In regiunsa
polard, sfingomielinele prezintd fosforilcolina sau fosforiletanolamina.
La pH neutru, sfingomielinele poartd sarcini electrice negative si po-
zitive, adicd se afld sub formd de ioni electroneutri.

Cerebrozidele prezintd o structurd chimicid simpld, formatd
din trei componente: un acid gras cu catend lungd legat de baza sfin-
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gozinicd (ceramid) si o hexozd (glucozd sau galactoz¥) fixatd prin le-
giturd P-ozidicH, de hidroxilul liber al ceramidei. Acizii gragi din
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ramid gi a unui tip de sfingomisliné.

constitutia cerebrozidelor sint deosebit{li (intre 18-27 atomi de carbon).
Foarte adesea s-a identificat acidul lignoceric. Capul polar este al-
cdtuit din hexoze simple, fdrd sarcini electrice iar segmentul lipofil
din doi acizi gragi deosebifi. In membranele plasmatice ale celulslor
neuronale (din creier gl sistemul nervos periferic) s-—au identificat
galactocerebrozide gi glucocerebrozide. In cantitdyi mici se afld si
in alte membrane: ale leucocitelor, ale celulelor renale, pulmonare,

SeBa
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Bulfatidele formeazs un grup de cerebroside sulfatate (acid
sulfuric) sau ceramidoligohexozide sulfatate (vezi tabelul 3). Regiunea

ol ¢

Cc

Fig.9. Modelele moleculare ale difosfatidil-
glicerolului (A), afinfoniellmi (B)
81 a unui glicoafingolipid neutru,ga-
lactocerebrosid (0). Galactocerebro -
zidul are un polar f#rd sarcini
electrice, iar regiunea hidrofobid
prezint¥ un acid saturat ocu ca~
tend lung# (acidul lignoceric).

hidrofobl ouprinde acisi gragli ou catene lungl (intre 22-26 atomi de
carhon) , mal ales acidul lignocerioc gi cerebronic. In cantitdti mari
apar in membrens plasmaticd a celulelor neuronale. In cantitdyi mioi
s~au identificat gi in alte pesuturi (rinichi, inim¥, ficat).

Ceramidoligohexozidels confin 2-5 resturi de monossharide:
glucozli, galactozd, N-acetilgalactozemind gi N-acetilglucozamini. Ele
8se gisesc pe fata externd a numeroase membrane plasmatice din rinichi,
oreier, eritrocite, ete. Leucocitele conf{in o cantitate mare de ceramid-
oligozide (1% din cantitatea totald de lipide din membranid, mal ales
ceramidgalactozide si ceramidlactozide).
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Gangliozidele sint cele mal complexe glicosfingolipide.
Parten glucidic# (capul polar) cuprinde de obicei Deglucozd, D-galac~
tozd, hexozamine gl moid sialic. Acidul sialic este un derivat al aci-
dului neuraminic (produs de condensafiie al manozei gi acidulul piruvic)
gi foarte frecvent este reprezentat de acidul N-acetilneuraminic (pres-
curtat dupd terminologia internafionald NANA). Natura acizilor gragi din
regiunea hidrofobd este heterogend, fiind formetf din lanfuri hidrocer-
bonate de lungimi variabile.

Una din particularititile rangliozidelor o constitulie capa-
cltatea lor crescutd de solubilizare in apd. Sfingolipidele ce confin
o grupare alifaticd sint slab solubile in apd. Sclubilitatea lor mare
este datd de prezenfa acidului sialic. Pentru o intelegere mai bund a
naturii gangliozidelor, s-a adoptat clasificarea Svennerholm (1964). In
tabelul 3 sint cuprinse principalele gangli:zide descrise in membrane.
Dupd cum se poate observa din tabel, litera G definegte gangliozidul,
iar litera M, D, si T, numdrul acizilor sialici din moleculd (monow,
di-, si tri-), Indexul 1 arati c# reglunea oligozaharidici este formatd
din patru monozaharide; indexul 2 descrie un gangliozid ce a pierdut un
monozaharid, etc. Initialele "a" gi "b", definesc locul de fixare a
celei de a doua molecule de acid sialic. Prima moleculid se leagd intot-
deauna de galactozia.

Compozifia chimicd a gangliozidelor din diverse membrane este
putin cunoscutéd. O cantitate mare de gangliozide a fost descrisd in mem-
branele plasmatice ale celulelor neuronale. In cantité{i variabile apar
si in alte tesuturi: ficat, rinichi, mugechi, celule eplteliale, eritro-
cite, leucocite, fibroblaste.

Structura chimicd a unul gangliozid este prezentatd in fi-
gura lo. Se remarcd natura complexd a capului polar, care in membrani
este orlentat spre fata externd. '

Importanta glicolipidelor in exprimarea morfologic# gi func-
tionald a celulelor apare dln'ce in ce mal evidentd. Degi nu dispunem
de date comparative prea multe, totugi este certificatd importanta lor
ca molecule informetionale (receptori) pe suprafata membranelor plasma-—
tice (vezi capitolul receptori glicoproteici si glicolipidici).

S-a constatat ci compozifia in glicoliplde a celulelor in
culturd prezintd o mare diversitate, in concordantd cu conditiile mediu-
lui de culturd gi numdrul de pasasje. De asemenea, natura glicolipidelor

de membrand este controlatd de numerogi hormoni, de metabolismul
celular, genetic (enzimele implicate in sinteza lor), si se modific¥ la
animale purt#dtoare de tumori (Cole 51 col.1970, Adams si Gray, 1967).
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Prezenta gangliozidelor in cantitdfi mari in membranele plas-
matice ale celulelor nervoase, a dus la presupunerea participdrii lor

N-Acetil-d-galactosamina p-Galactosa HOH H H OH
HyOH _é_?l_ W o T
OH |
H NH H
-0 %u
" H él“n IHA
CH,—&—O Hy I”a
CH, Z“,
Hy H
" iu,
j“n Ha
Hy i”l
Hy é'“‘
Ha CH,
CHy —C—NH 1
I Hy Hy
(o} % 1
Hy Hs
Acid  N-Acetilneuraminic |
?Hn C'“n
Cap polacr ?Nn tn,
CH,
i
7y
CHy
e e
Coads nepolara

Fig.lo. Structura chimicd a unui gangliozid
din structurs membranelor plasmatice
celulare (glicosfingolipid acid Gll).

in mecaniamele de tranaport. Mecaniemele moleoculare de eontrol gi re-
élaa a gangliozidelor sint putin cunoscute. S8e apreciazi od ele ar fa-
cilita fprmerea unor canale ionoforice in membrane. Gangliozidele din
membranele neuronale sufdr o serie de transformiiri reversibile (in mono-,
di-, tri-, gl tetraesialogangliozide), prin care se reeslizeazd un con-
trol al capacitiéifii dé fixare al ionilor gi implicit in reglarea trans-
portului de electrolifi prin membrane.

Gangllozidele din unele tipuri de membrane pot forma complecsi
cu adrenalina si serotonina (Gielen, 1966). Swa demonstrat cid receptorul
pentru serotoninéi contine acid N-acetilneuraminic. Probabil, structura
gengliozidelor din membranele plasmatice este specializatd pentru recep-
tionarea unui mediator determinat, astfel cd afinitatea mono-, di-. tri-
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Tabelul 3 - Structura sfingolipidelor din membranele celulare

BRSSP e =S==ST=sS==== E S sS==

Sfingolipidul Structura

Glicosfingolipide neutre

Cerebrozide: galactocerebrozid Gal = Cer
glucocerebrozid Glu = Cer
Ceramidoligo- Gal 1l=»4 Glu=—Cer
bexoside : Gal 1=t GalesCor

Gal 1=»4 Gal l=—p-4 Glu=—s-Cer
NAcGal == Gal 1l=s~4 Gal l==b4 Glu==Cor
NAcGal == NAcGal#®Gal l=s-4 Gal l=e=4 Glu-s=Cer
SBulfatide HS()}—P} Gal = Cor
H503—>5 Gal l=s4 Glu=s Cer
Gangliozide (glicosfingolipide acide)

GMy ' Gal =-NACGAl ==t Galew=prGlu === Cor
NANA
GM2 NAcGal === Ggl == Glu == Cor
NANA
GM) Gal w=ip-Glu === Cor
NANA
6D, Gal==t-NACGale==t- Gal ems-Glu = Cor
NANA NANA
Gle Gal=—t-NACGAl ==t Gal ==t GlU wps Cor
NANA — NANA
GD2 _ NAcGal ==s-Gal ==~Glu = Cor
NANA — NANA
GDB 8] w- Gl =2~ Cor
ANA — NANA
GTl (;:al wp-NACGA]L ==-Galw=ipr GlUu === Cor
NANA NANA — NANA
2+t 2 i3 E 1 1t 2 2t 2 2 1 22+t E 2 2 P 2 2 P 2 2 2 2t A i 2 2 T E 3 ¥ X T3 £ - 3 31 3 23 %+

Cer —ceramid; Gal -galactozd; Glu -glucozdi; NANA -acidul N-acetilne-
uraminioc; NAcGal -N-acetilgalactozamina.
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gl tetragangliozidelor sé fle deosebltd pentru mediatori diferiti. Un
lucru apare evident, gi anume c¥ flrd existenya unel anumite compozitiil
specifice de ganglioside a membranelor celulelor nervoase, activitatea
functionald a orelerulul este modificat#, lucru constatat intr-o serie
de boli nervoase. Dacdi in membrana celulei nervoase apare in cantitate.
mare un singur tip de monosialogangliozid, membrana celulard este lip-
sitd de functiile sale receptoare gi se distrug contactele intercelula-
re din cadrul ansamblelor neuronals (Okada si col. 1971; Tumanova, 1976).
Sugestiv in acest sens este descrierea unei boli genetice la om, deter-.
minatd de incapacitatea de sintezd a unor sfingolipide. In urma imbol-
nivirii, in unele tesuturi se acumuleazd preponderent un tip de gangli-
ozid (ficat, creiler). Astfel, acumularea gangliozidului G"B se datoreg-
te lipsel N-acetilgalactoziltransferazel, care catalizeaszd transforma-
rea GM5 in GM,. Boala determind modific#ri ale organizérii sistemuluil
nervos $i moartea rapidd a noului n#scut (Fishman i ¢0l.1975). S-au
descris gi alte tipuri de gangliozidoze, ce duc la acumularea in mem-
brana a altor sfingolipide. In boala Tay-Sachs (gangliozidoza GM2),
cregte cantitatea de GH2 sl GD2, gi a unul globozid in organsele exbra-
craniene (GalNAcPl —» 3 Galetl —> 4 Galpl —» 4 Glcpgl > 1' Cer).
Boala poate fi de naturd ereditard sau datoritd lipsei unor activatori
intracelulari, pentru activitatea enzimel de degradare specificd
( P -N-acetilglucozaminidaza; denumirea gtiin{ificd 2-acetamid-2-deoxi-
p-D-glucozid acetamid deoxiglucohidroleza) (Conzelman gi ocol. 1978).
Foarte importantd apare gi capacitatea gangliozidelor de a
fixa reversibil ionii de Caa+. Tonii de calciu fixati de gangliozidele
din membrane, pot fi schimbati cu cationii monovalenti (k* seu Fa') pro=-
ces insotit de o modificare a conformatisl gangliezidelor in membrand
gl facilitarea permesbilitdtii membranel pentru cationii monovalenfi.
Glicoproteinele. Acestea reprezintd o altd clasi de substante

complexe, care intrd in alcdtuirea membranelor plasmatice gi cltoplas-
matice, cu func§lii multiple pentru celule. Ele vor rl descrise gl discu~

tate ulterior.
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Tabelul 4 - Continutul in lipide a unor tipuri de membrane
de la mamifere (dup¥ Ribalcenco $i Kurski, 1977).

T_TTDTITS=T=JI=I=IN == S=ZzZ==m==T oSS SENSISSEIITIEEESTIEI SRR

Lipide Fosfo- Lipide neutre Glicolipide
totale lipide in % din 1lipi- 1in % din li-

Tip de mem- % % din de totale pide totale

beank lipide

2 totale Total Colest.
Membrane plasmatice 15-65 39-81 18-39 4,2-36 1-42
gzggrane eritroci- 30-50 5067 2429 24-29 5,3=23,5
Membrane mielinice 60-80 54 24 24 i 22
Membrane celule
epiteliale - 30 20 1 50
Membrane mitocon-
arii 15-50 61-91 5-10 1-5 -
Membrana internd
a mitocondriilor 22-32 90 10 0,4=3 -
Membrana extern#
a mitocondriilor 40-50 45-80 e 1-5 "
Reticul endoplas- )
mie £22=-71 70-80 8 8 =
Membrane fotore-
ceptoare 39-60 31-53 i 2=3 4-10
it 1+t 2ttt t 1t ¢+ttt -1t ¢t st st 2 2 it 2 22t A s b 2 2 2 2 22 R 4+ 3 223 2 -2 )

l.1.3. Colesferolu;. Este un lipid neutru, component obliga-
toriu al membranelor plasmatice din toate tipurile de celule animals.
Colesterolul prezintd un nucleu steroidic ce contine o grupare hidro-
xilicd la 05 gi un lant hidrocarbonic din 8 astomi de carbon la Cl
(figura 11). Un continut mare in colesterol se afld in membrana mieli-
nicd(pind la 24%) i in cantitdfl mici In membranele citoplasmatioce
(intre 0,4-8%) (vezi tabelul 4). In membrana plasmaticd colesterolul

CHy

HO
g b

Fig.1ll. Structura chimicid a colesterolulul (a) si
reprezentarea modelului molecular (b).
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se afld numai sub form# liberd; in unele membrane citoplasmatice se gi-
sesc 51'ester1 ai colesterolului.

B8-au desoris numerogil factori ce influenf{eazd metabolismul
i biosinteza colesterolului (hormoni, vitamine, hrand, factori emofio=-
nali, etc). Stratul lipidic extern este mali bogat in colesterol decit
cel intern (Emmelot, 1977). In cazul membranei mielinice, s-a descris
un raport echimolar colesterol/fosfolipide pentru stratul extern gi un
raport de 3:7 pentru stratul lipidic citoplasmatic (Caspar gi Kirschner
1971) . Rolul sdu in membrane se va trata ulterior .

1.2. Compozitia in acizi grasi a lipidelor din membranele
celulare.

Dupd cum am ardtat in capitolul anterior, lipidele polare
prezintd in structura lor grupdri hidrofobe reprezentate de acizi grasi
ca catene lungl. Aclzii gragi descrigi in lipidele membranelor celula=
re sint prezentafi in tabelul 5., Deosebirile structurale gi funciionale
pe care le induc aceste grupéri asupra lipidelor sint extrem de variate.
Este de ajuns s# amintim c# in lipidele naturale s-au identificat a-
proape 200 tipuri de acizi gragl. Discu{ia noastrd va fi canalizatd a-
supra naturii acizilor gragi din fosfolipide, a cdror atructurd gi rol
in membranele celulare este relativ bine cunoscuti.

S-a stabilit c& un singur tip de grupare hidrofild din fos=-
folipide poate conf{ine citeva zeci de radicall de acizi gragi. De exem-
plu, lecitina (fosfatidilcolina) reprezintd un amestec de lecitine, care
se deosebesc dupd caracterul acizilor gragi ce intrd in alcdtuirea lor.
S~a ardtat anterior c¢& in structura fosfatidilcolinei se deosebesc doud
catene hidrocarbonate de acizi grasi (la C1 gsi Cz), a cdror pozitie de-
termind o serie de particularitéti ale moleculei fosfolipidului. Dac#d
lecitina contine doi acizl gragi deosebiti (A si B), ea poate prezenta
# variante struotural moleculare (AA, BB, AB gi BA). Teoretic, o fos-
fatidilcolind ce contine 20 de acizi gragi diferif{i, poate prezenta 4oo
variante moleculare. Cu alte cuvinte, natura grup#rilor hidrofobe din
structura lipidelor polare asigurd formarea unor structuri de membrani
extrem de variabile. De asemenea, se pot realiza interrelatii i coope-
rdrl multiple ou proteinele din membrane.

In general, la majoritatea fosfolipidelor cercetate (fosfati:
dilcolind, fosfatidiletanolamind gi fosfatidilinozitol), la C1 s-a iden
tificat un acid gras saturat, de obicei acidul palmitic sau stearic (in
proportie de 70-90%). Restul de lo-30%, poate f1 ocupat de acizi gragi
nesaturati: acidul olelc sau linoleic.
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Tabelul 5 - Cei mal comuni acizi gragi din lipidele de membrani.

S EmE=SESsEEEsS==sET == 3t 2t 22t 2t -+t 2 2 22 s 3+ 2t P2 2+ 21t 2+ 5+ 3
Nume Nume Punct de
comun sistematic 8truotura chimicd topire
Acizi grasi saturafl
Miristic n-Tetradecanoic CH5(CH2)12000H 53,9
Palmitic n-Hexadecanoic CH5(CH,) 1 ,COOH 63,1
Stearic n-Octadecanoic CH5(CH2)16000H 69,6
Arahidic n-Eicosanoic CH5(CH2)18000H 76,5
Lignoceric n-Tetracosanoic 083(CH2)22000H . 86,0
Cerotic n-Hexacosanoic CH5(CHZ)24000H -
Acizi gragl nesa-
turafi
Palmitoleié l-Hexadecanoic CH3(0H2)50H=CH(032)7COOH -0,5
Oleic 9-0Octadecanoic CHB(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH 13,4
Linolcic 9,12-0ctadecanoic
CH;( CHz) QCH=CHCH20H=CH( CHZ) 7COOH -5,0
Linolenic 9,12,15~0ctadecatrienoic
CH;CHZCH=CHCH2CH:CHCH20H=CH(CH2)7COOH =11
Arshidonic 5,8,11,14=Eicosatetraenoic
CH (CHZ) (CH:CHCHZ) CH=CH(CH2) COCH 49,5
Nervonic cis-15-Tetracosanoic CH (CHZ) H:CH(CHQ)IBCOOH

Sigur cd aceastd generalizare este aparentd, mal ales datoritd cunocag-
terii limitate a acizilor gragi din lipidele membranelor celulare. In
membranele mielinice s-au identificat acizi gragl cu catene de 24 atomi
de carbon (cu nesaturare limitat#d), in timp ce in membranele mitocon-
driale existd o cantitate mare de aclzi gragi polinesatura{i, dar cu
catene mai scurte (18 atomi de carbon) (O'Brien, 1965). Din membrana
plasmaticd a celulei grase de la scrumble, s-a izolat o fosfatidilco-
1lind ce avea la Cl acizi grasi cu 20-22 atomi de carbon gi 5=6 duble
legituri (Renkonen, 1968). Fosfolipidele din membranele unor celule ex—
citabile (din retins sau creier), se caracterizeazi prin prezenga in
cantitdti relativ mari a unor acizi grasi cu cateni lungd polinesatu-
rati (022,6) (Gombos gi Morgan, 1971).

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



34

S-a sugerat c# existd o anumit¥ legitate care favorizeaszi
pozitia preferenfial¥ a acizilor gragl in moleculele glicerofosfatide-
lor. Astfel, in membranele celulare ale unor tipuri de celule (renale,
cerdieee), acizli gragl monoenoici se combin¥ adesea ocu acidul palmitic
(Collins si col. 1971). Cu o serie de acizi polienoici se asociazd a-
cidul stearic. Asocierea preferenfiald a acizlilor gragi in fosfollpide a
fost verificatd experimental (Moore gi ¢0l.1965). S-su hr#nit iepuri ou
cantitdyi varisbile de acid linoleic, cunoscindu-se faptul c¥ acesta
nu se sintetizeazd in organism. Fosfatidilecoline izolatd de la animale
hrénite cu cantitdtl micl de acid linoleie, prezenta la Cl acid palmi-
tie 4 la C, acld oleic. Prin cregterea acidului linoleio in hrend,s-a
observat prezenta lui la C2 din lecitine, In paralel, s-a constatat o
acest acid atréigea dupd sine fixarea preferenyialid la cl a acidului
stearie. Cu alte cuvinte, inlocuirea acidulul monoenoic de la ca\. a fos-
folipidului, cu un acid dienoic, induce schimbarea naturii acidului
gras de la cl.

Trebuie ins#é subliniat c# asoclerea acizilor gragi in gtruc-
tura lipidelor polare depinde de tipul de celul#, structura capului po-
lar, condifiile de mediu, factorii metabolici, g.s. De aceea se presu-
pune cd in celule existd mecanisme reglatorii speciale, care asigurd
gelectia acidulul gras din rezervele intracelulare pentru sinteza unuil
anumit tip de fosfolipid. Acest lucru se realizeazé atit pe calea sin-
tezel de novo a fosfolipidelor prin intermediul acldului fosfatidic,
oit gi pe calea reacildrii lisofoesfatidelor.

Datele experimentale au scos in evidentd faptul e#t part!.ci-
parea sistemelor enzimatice in metabolismul fosfolipidelor gi mai ales
gpecificitatea lor de sintezd, apare in special in conditiile péstrarii
integritdtili structurilor biologice. Astfel, Hill si cecol. (196B) au cér-
cetat mecanismul fix#érii selective a acizilor wi in glicerolipide, '
po seofiuni de fioat de gobolan. Tn prezenta linoleil-Cod gi stearoils-
CoA, se formeazd fosfatidilcoline cu o dispozifie obignuitd a acizilor
grasl. In condifii experimentale identice, microzomii hepetici sinteti-
zeazl glicerclipide, la care pezitla acizilor gragl este extrem de varia-
bilé&.

Datele din literaturd sugereazdé c& specificitatea celulard
(Bsau tisulard), joac# un rol deosebit in determinarea caracterului i
pozitiel acizilor grasi in glicerolipide. Van Deemen (1971) s ardtat
of membrana plasmaticd a celulelor pulmonare fixeazd preferenyial la C,
acidul palmitic, in prezenfa l-acillisofoasfatidileolinei, S<a conchis
c# in eelulele pulmonare, procesul de reacilare al lisofosfotidilcoli-
nelor duce la formarea unor glicerolipide specifice. De altfel,se gtie
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cd membranele celulelor pulmonare prezintd in structura fosfatidilco=-
linei doi acizi gragi saturatl (dipslmitoilfosfatidilcolina).

Variatiile moleculare ale glicerolipidelor. Heterogenitatea
moleculard a lipidelor din membranele celulare este relativ micd, fat{d
de posibilitdfile teoretice. Probabil o serie de variante moleculare
nu sint permise din cauza restrictiilor sterecelectronice. In plus, me-
todele existente nu permit o cercetare fin¥ a tuturor lipideler din
structura membranelor. Analizele actuale descriu capacitatea celulelor
de a utiliza aproximativ 15% din posibilitétile teoretice de fixare a
acizilor gragi in structura lipidelor.

Dintre glicerolipidele membranelor plasmatice, cele mai cer-
cetate au fost fosfatidilcolinele. Studiul comparativ din membranele
diverselor tipuri de celule gi de la mai multe organisme, a dus la cons-
tatarea existentei unei specificitéyi in funcfie de t{esut gl specie
(Montfoort gi col. 1971). Astfel, fosfatidilcolinele din membranele ce-
lulelor pulmonare de la toate speciile studiate (gobolan, lepure, vaci,
porc), confin in proporfyie mare dipalmitoilfosfetidilcolina (30%).Acest
glicerolipid s—-a identificat in proporf{ie mal mic#d in membranele eri-
trocitelor ( ~ 1lo%) si lipsegte din membranele celulelor renale, cardi-
ace gi hepatice. Celula nervoasd este bogatd in fosfatidilcoline, ce
au in structura lor acid oleic (#0-60%), in doud variante moleculare:
l-palmitoil-2-olenoilfosfatidilcolina si l-olenoil-2-palmitoilfosfati-
dilcolina. Membranele celulelor hepatice gi epiteliale (renale si in-
testinale) se caracterizeazd printr-o mare heterogenitate, determinat#
de influentele marcemnte ale factorilor de mediu asupra conf{inutului si
structurii glicerolipidelor. Probabil cé& aceste celule au gl posibili-
tiyi adaptative mari, care se exteriorizeazd deosebit in funcyie de spe=
cie.

Toate aceste modificérli ale confinutuluil acizilor gragi din
lipidele membranelor plasmatice, sugereazd variabilitatea structurall
gl de organizare moleculard a membranelor.

2. ORGANIZAREA LIPIDELOR IN STRUCTURI DE MEMBRANA.

Dacd ne punem intrebarea, cine favorizeaz# asamblarea lipi-
delor in agregate moleculare, r#éspunsul va fi deosebit in functie de
unghiul sub care analiz@m acest aspect. De fapt, in organizarea lipide~
lor in membrane coopereazd numerogi factori, gi anume: a) natura solven-
tului; b) structura anflpolar& a lipidelor; ¢) interrelafiile lipidelor
cu ionii metalici i alte componente; d) temperaturd; e) presiune; f)
pH mediuvlui gi altii. 4
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2.1. Natura solventului. Apa, solventul universal al materiei
vii, joac# un rol fundamental in organizarea lipidelor in membrane. Mo-
leculele apei se leagd ugor intre ele formind o retea. In afara acestel
particularitéiti, in apd se afld i molecule libere cu o dispozifie ba-
otic#. In jurul regiunilor apolare ale lipidelor, moleculele de ap#
se dispun sub form# de "rejea". De aceea, pentru formarea agregatelor
lipidice nu sint necesare forte particulare de asamblare a cozilor apo-
lare intre ele.

Majoritatea lipidelor se dizolvd slab in apd. Numai la di-
lutii foarte mari, plutesc in apd sub formd de molecule independente,
Dac# are loc¢c o cregtere a concentrafiei lipidelor in apl, ele se adund
sub form# de vezicule inchise, numite micelii. Concentratia eriticH de
formare a miceliilor pentru majoritatea lipldelor membranare este de
aproximativ 1%. '

, Miceliile lipidice se gésesc intr-o stare dinamic8. O parte
din moleculele lipidice pé#r#sesc miceliul in apd, iar altele intrd in
miceliu. Prin cresterea concentrafiei lipidelor in mediul apos gi scide-
rea temperaturii, se formeaz# micelii mai mari, S-au descris micelil
sferice, cilindrice, etc.

Cregterea concentrafiei lipidelor peste un anumit prag este
insotitd de modificdri de organizare a lor sub form¥ de structuri cris-
talin-lichide. Astfel, s-au observat structuri lamelare formate din
straturli bimoleculare lipidice alternative separate de apd gi structuri
cilindrice .« O structurd poate trece dintr-o form# in alta prin modifi-
carea concentrafiei apel, temperaturii, ionilor, ete. Foarte adesea, li-
pldele formeazd concomitent mai multe tipuri de agregate, fenomen denumit
mezomorfism. Dacl trecerea unul agregat in altul depinde de scontinutul
in apd, avem de-a face cu un mezomorfism lipotrop. Cind structuralitatea
lor depinde de temperaturd, se descrie un mezomorfism termotrop
(Lugsati, 1968).

s Unele fosfolipide eint oampabile sé formeze atit structuri
lamelare cit gi hexagonale. In schimb, fosfatidilcolina formeazi numai
structuri lamelars, la concentratii varisbile in apd. Alte fosfolipide,
cum sint fosfatidliletanolamina gi unele lipide din membranele neuronale,
prezintd organizéri hexagonale sau lamelare in functie de concentratia
in apd.

Dispersia lipidelor in apd cregte foarte mult deasupra tempe~
raturii lor de tranzitie de fazéi. Numai fosfolipidele ce au teamperaturi
de tranzitie de fazd la temperatura camerei sau sub aceastd temperaturi
pot forma figuri mielinice spontan. Fosfolipidele saturate nu sint ca-
pabile si formeze figuri mielinice la temperatura camerei. Trahzitia de
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temperaturd endotermicd pentru un fosfolipid scade prin cregterea can-
titayii de apd. Acest lucru se explic# prin efectul apei, care are la
inceput o influent# de labilizare a structurii cristalului fosfolipidic
gl duce (in anumite limite) la o dispersie a fortelor dintre lanturile
hidrocarbonate., Cantitifl mari de energie sint necesare pentru a con-
tracsra dispersia forjelor dintre lanfurile de aclzi gragi, adicd este
nevoie de o temperaturi mare pentru a determina “topirea" lor.

2,2, Structura amfipolard a lipidelor. Dupd cum se stie, la
interfafa apéd-aer lipidele formeazi o peliculd monomolecular#. Cantita-
tea de lipide necesard pentru formarea filmului este foarte mic#: o,00lg
lipide sint suficiente pentru a acoperi o suprafa{d de 1 n2. Dacd -
ceastd suprafatd se "stringe" iIn conditii adecvate, suprafata ocupatéd
de lipide scade treptat. In condifiile unei comprimdri, lanturile hidro-
carbonate asle acizilor gragi se apropile. In acest caz, moleculele lie
pidice sint foarte strinse iar filmul molecular este definit ca fiind
in stare "golid&" (cristalind, gel). Dacd comprimarea este intermediari,
acizii gragl din moleculele lipidice devin mal liberi, iar membrana for-
meazd o structurd lichid-cristalind (lichidd fluid¥). Pentru un strat
bimolecular lipidic, cele doud organizdri structurale deosebite ale
lipidelor sint prezentate schematic in figura 12.

fi);

Fig.12. Starea cristalind (A) gi lichid-
cristalind (B) a unul dublu sgrst
lipidic, cu o compozifie uni -
formd in acizi gragi.

Rolul regiunilor hi fobe ale lipidelor. Membranele celmlare
prezintd lipide cu o mare varietate de compozit{ie in acizi gragi (lun-
gimea lanfului, gradul de nesaturare, variante moleculare). Modul in
care acizii grasi fnfluenteazl organizarea lipidelor in structuri de
membrand a fost ilustrat pe diverse cdi.
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- membrane artificilsle

= lipozomi preparaf§i din lipide cu structuri chimice va-
riate, care se deosebeau prin natura lanturilor de acizi grasgi.

- cercetarea permeabilitdtii acestora pentru diferite mole-
cule.

Demel gi col. (1972) au ardtat cd filmele monomoleculare
(sau bimoleculare) preparate din fosfolipide ce contineau 2 acizi grasi
identici, ccupau o suprafajd mali mic¥ decit lipidele ce aveau 2 acizi
gragl deosebifi. Introducerea in molecula lor a unor acizi gragi cu
catene scurte sau acizi grasi nesaturati, mérea semnificativ suprafata
membranei. Cu cit cregte numdrul dublelor legdturli din catena hidrocar-
bonat¥ a fosfolipidelor, cu atit se méregte suprafata membranei si
structura devine mai "lax#". Nesaturarea determind o sc#dere a forfelor
van der Waals dintre lanturile hidrocarbonate gi are ca rezultat o
"desfacere" a organizérii structurale. Dubla legiturd din lanfurile
hidrocarbonate creazd regiuni cu flexibilitate scézutd gi méregte su-
prafafa regiunii hidrofobe (figura 13.)

T
» 0
3614 11 3,01,4.
»
D

L
c

Fig.1l3. Structura moleculard a unul acid gras saturat
(A) gi a unul acid gras nesaturat (B). Repre~
zentarea schematicd a dispozitfiei lanfului
hidrogarbonat la un acid gras saturat (C) si
un acid gras cu o dubld legdturd (D). La ma-
joritatea acizilor gragi dublele legidturi au
o pozitie cis.
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Posibilitatea modificdril permeabilitétii membranelor arti-
ficiale pe calea schimbdril continutulul in acizi gragi din fosfolipide,
sugereuzd modificdri ale structurii membranelor biologice. Permeabili-
tatea lipozomilor forma{l din fosfatidilcoline ce contin 2 acizi poli-
enoici este atit de mare, incit la 37°C glicerina poate trece liberd
prin aceste membrane. In schimb, lipozomii alc¥tuiti din fosfolipide
ce contin acid stearic, sint impermeabill pentru glicerind (la 37°C).

De Gier gi col. (1972) au studiat permeabilitatea fatd de
eritrol a lipozomilor cu compozitii diferite in acizi gragi. Observatii
experimentale ale autorilor dovedesc cid lipozomil formati din dilino-
leilfosfatidicolind (016‘2) sint permeabili pentru eritrol chiar 1la
temperaturi scédzute. Dimpotrivd, lipozomii formafi din dipalmitoilfos~
fatidilcolind sint permeabili pentru aceeagl substantd la temperaturi
de peste 40°C (vezi figura 14). Intre aceste doud situafii extreme, se

Pata de ymflare
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Fig.l4. Viteza ini{iald de umflare a lipozomilor al-
cidtul¢i din glicerolipide cu compozitii va-
riabile in acizi gragl, in functie de tempe =
raturd. Cu cit cregte gradul de nesaturare a
acizilor gragi, ou atit lipozomii devin mail
permeabilil la temperaturi Jjoase. In toate ca-
zurile, lipozomii au fost preparafi « in 80~
lutii izotonice de eritrol.

EPL = dilinoleilfosfatidilcolina; PC = fosfa-
tidilcolina.

plaseaz¥ toate variantele de organizare moleculard a lecitinelor cu com-
pozifiil deosebite in acizl gragl, reflectate prin'permeabillt&VL dife-
rite. Autorii au interpretat relatia dintre structur#d si permeabilitate
pe baze termodinamice (energia de activare variasz# direct proporf{ional
ou numirul grupdrilor oxidril a moleculei permeante).
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Observatii similare au fost ficute la organisme unicelulare.
Prin cultivarea celulelor de Mycoplasma laidlewil pe medii de culturd
sédrace in lipide gi suplimentate cu divergi acizi gragi, acegtia din
urmd se reg#sesc relativ rapid in lipidele structurale, ale membranei
celulare., In acest fel se pot obtine membrane plasmatice cu structuri
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Fig.15. Eliberarea ionilor de gt (in prezenta unul iono-
for) din celulele de Mycoplasme laidlawii, in
functie de natura acizilor gragi din membrana
plasmatioc,

moleculare variabile., Celulele de Mycoplasma prezintd o permeabilitate
mal mare pentru electrolifi ¢i neelectrolifl, pe misura cregterii gra-
dulul de nesaturare al aclsilor gragi din structura lipidelor de mem-
brand.

De Gier si col. (1972) au crescut Mycoplasme pe medii de
culturd cu acizi gragl deosebifi si au urmirit viteza de legire a loni-
lor de K% in prezenta valinomicinei. Datele experimentale aratd céd ell-
berarea ionilor de K* era direct proportionald cu gradul de nesaturare
a lanfului hidrocarbonat din structura membranei (figura 15).

Exemplele sint numerocase si pot fi extinse gi la eucariote.
Membranele plasmatice ale eritrocitelor prezint# acizi gragi cu grade
deosebite de nesaturare in functie de apecie. Dupd cum se observd din
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figura 16, membranele eritrocitelor de la ocapri gi oaie au cantitiyi
sofizute de acizi gragsi nesaturati, reflectate si printr-o permeabili-

160}t
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Fig.16. Raportul dintre compositia in acizi grasi
nesaturati (in %) din fontollgldelo mem-
branei eritrocitare gi permeabilitatea
membranelor plasmatice pentru glicerol,

litate scdzutd pentru glicerol; in schimb, eritrooitele de la ciine
contin cantitld{i mari de acizi gragi nesaturafi gi presintd o permea-
bilitate mere pentru glicerol.

Rolul capet are alsl elor r 28 bra=-
nelor. Regiunea polard a lipidelor prezintd sarcini eleotrice negative
sau electroneutre (negative si pozitive). In membranele celulare pre-
domin# lipidele cu sarcini electroneutre, deoarece ele se organizeazll
ugor in structuri,

Amestecul a dou#d lipide deosebite, dar ou compozifii iden-
tice in mcizi gragl (dimiristoilfosfatidiloolina gi dimiristollfosfati-
diletanolamina) prezint¥ proprietdiyi de topire deosebite. S-a constatat

Cda. 96/1979 Fasc. 3
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cd adausul de numal 5% de dimiristoilfosfatidiletanolaminid fntr-un
bistrat molecular de fosfatidilcolins, determind o midrire a tranzitiei
de faz# endotermice a lecitinelor. Acest lucru dovedegte c¢i prezenya
unei cantitdyl micl de material "sHriin" in regiunea polard, afecteaszd
modul de organizare al lipidelor fn membrane. Astfel de comportiri pot
avea semnificatii biologice deosebite, si uneori constituie un mijloc
de inftelegere a transmiteril unor semnale din mediu, de pe o fati a
membranei pe cealaltd (Ladbrook gi Chapman, 1969; Chapman, 1977).

Apare evident ci natura capului polar influenfjeazdi organiza-
rea membranelor fosfolipidice. Astfel, dimiristoilfosfatidiletanolamina
suspendatd in ap#, prezint& o temperaturd de tranzijle de fazd mal mare
decit dimiristoilfosfatidilcolina. Explicatia este dat¥ de faptul ol
gruparea hidrofild trimetilamoniu din structura lecitinei gi cantitatea
de apd fixatd la nivelul ei, impiedicd moleculele lipidice s¥ se adune
prea strins; dimpotrivd, fosfatidiletanolamina are un cap polar mai sim-
plu gi favorizeazd o apropiere mai mare intre moleculele de lipide.

Condensarea deosebitd a unui film monomolecular format din
lipide diferite dar cu continut identic in acizi gragi sub influenfa
modificérilor de pH, constituie un alt exemplu referitor la rolul capu-
lui polar asupra organizérii moleculelor lipidice in membrane (Chapman,
1976). De exemplu, compozifia in fosfolipide s membranei plasmatice de
la Staphyloccocus aureus depinde in bund misurd de pH-ul mediului, Ce-
lulele de S.aureus cultivate la un pH de 6,5, contin cantitédfi mari de
fosfatidilglicerol. Prin inocubarea celulelor 1la pH 5,0, scade composzi-
tia membranei in fosfolipide incércate negativ, proces insofit de o
cregtere a nivelului lizilfosfatidilglicerolului (purtétor al unei sar-
cini pozitive).

Cei doi factori, mirime si sarcini, influenteazl epreciabil
permeabilitatea membranei. Demonstratia s-a fédcut pe lipozomi. Lipozo-
mii alodtuifl din fosfolipide cu sarcini negative erau mai permeabili
decit cei forma{i din fosfolipide inciércate pozitiv. Valinomiocina sti-
muleaz¥ iegirea ionilor de K* gi Rb* din lipozomi formeti din foafatidil-
glicerol, dar nu afecteaz#i viteza procesului la lipozomi ce confin 1i~
zilfoafatidilglicerol (vezi figura 17).

Structurils polare ale fosfolipidelor de membrani, fndepli-
nesc multiple functii in organizarea gi stabilizsma membranelor. De exem-
plu, grupdirile polare ale fosfatidilcolinei gi sfingomielinei prezintd
efecte stabilizatoare in membrani. Grupirile polare ale acestor fosfo-
lipide sint capabile s# fixeze cite 1l molecule deepi fiecare. Ca mole-
cule amfipolare, a unei baze puternice (colina) si a unui acid (functia
fosfat a acidului fosforic), fosfolipidele rimin stabile in stratul bi-
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molecular lipidic, la o gamid largd a variatiilor de pH. Foafatidileta-
nolamina gi fosfatidilserina, de asemenea, fixeazi lo-ll molecule de
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Fig.l7. Capacitatea de inducere a cap=
tdrii rubidiului radiocactiv din
mediu (RbB6) de odtre celulele
de S.aureus, care oonilneau ra-
porturi variabue de lizil-foa-
fatidilglicerol gi fosfatidil -
glicerol. Studiul permeabilité-
11 a fost urmirit in prezenta
valinomicinei.

apd fiecare gi particip¥ in stabilizarea stratului molecular lipidic.
De aceea, aceste fosfolipide asu fost definite ca stabilizatori hidro-
filiei in membrane (Brockerhoff, 1977). Rolul capetelor polare apare
deosebit in stabilirea de legituri electrostatice cu componentele func-
tionale ale membranei (proteine gi glicoproteine).

2.3, Temperatura. Starea de viscozitate a bistratului mole-
cular 1lipidic este controlati de numerogi factori, dintre care compozi-
tia in acizi gragl ai fosfolipidelor gi temperatura joacd un rol deose-
bit. Temperatura influenyeazd in mod variat organizarea moleculard a
lipidelor din membrane, in funct{ie de numerogi factori. Migcérile mole-
culare ale acizilor gragi din fosfolipide cresc odatd ou ridicarea tem~
peraturii, pinéd la temperatura de tranzitie de fas¥ a lor. Cu alte ocu=
vinte , trecerea unei membrane lipidice din starea de gel (oristalin¥)
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in starea lichid-cristelind este un proces controlat de temperaturd gi
poartd denumirea de tranzitie termotropd (tranzifie endotermied sau
exotermicHd). Dac#d fosfolipidele din stratul bimolecular lipidio confin
lanfuri scurte de acizi gragi sau cu un grad mare de nesaturare, tran-
zitla termotrop#d de faz¥ are loc la temperaturi mici. Acest lucru dove-
degte cd tranzitia termotropd de fazd a lipidelor este in primul rind
o caracteristicd a acizilor gragi din structura fosfolipidelor.

' Tranzifia de fazd termotropid afecteaz¥ distribufla componen-
telor lipidice in planul membranei. Dacd compoziyia membraneil consti
dintr-un singur tip de fosfolipid cu lanturi hidrocarbonate deosebite,
trecerea membranei in stare cristalind nu afecteazid distributia compo-
nentelor in planul membrenei. Dimpotrivd, prezenta in membrana lipidiocH
a unor fosfolipide deosebite, determind comportiri termotrope variate
ale fosfolipidelor, insofite de separdri de fazd. Cu alte cuvinte, intr-
o membrand lipidic# heterogend ca compozitie, tranzitia termotropd
creazd in membrani regiuni distincte cu lipide ce posedd tranzifil de
temperatur# variate (McConnell gi col. 1972; Lee, 1975).

Tranzitia de faz¥# termotropd a lipidelor membranam din sta-

rea oristalind intr-una lichid-cristalind este inso$itd de o plerdere

a ordinel structurii gl o cregtere a flulditdtii membranei. La mi-
croorganisme, compozif{ia in liplde a membranei este reglati pe cale
biosintetiocd. Celulele igi ajusteazd compozitia chimicd a lipidelor in
aga fel ca ele sd aibe temperatura de tranzif{ie de faz¥, sub tempera-
tura la care organismul igi desfigoard cregterea (Rottem si col. 1973).
Membranele celulare de la Tetrahymena piriformis au compozifii caracte-
ristice in fosfolipide i acizl gragi, in funcf{ie de temperatura de
cregtere. De asemenea, capacitatea de agregare a particulelor intramem—
branare este deosebitd in func{ie de temperaturd gi natura membranei gi
se exteriorizeazl deocsebit in acord cu posibilitidfile adaptative ale
celulelor. Pentru unele celule, tranzifia termotropd gi trecersea mem-
branei in stare oristalini este insotitd de o inhibare a activitapii
enzimelor din membrand.

Datele cele mal numeroase ou privire la rolul temperaturii
asupra lipidelor din membrane, au fost obfinute pe organismele unicelu-
lare., Bevers gi col. {1978) au studiat capacitatea de hidroliz¥ a fos-
folipazei A, asupra fosfatidilglicerolului din mesmbrana de Acholeplasma
laidlewii, in functie de temperatura de cregtere. Faptul cd hidroliza
este dependentd de temperatura de cregtere gi nu de cantitatea de fos~
folipazdi, aratd cd procesul de-eliberare al fosfatidilglicerolului din
membrand depinde de starea de fazd a Lipidqlor; In cazul membranelor
imboglitite cu acid oleic, lipidele din membran# sint in stare lichid-
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oristalind, in limitele de temperaturi de o-40°C gi hidroliza fosfoli-
pidului nu maj depinde de temperatura de oregtere. Cu albe cuvinte, hi-
drolisza fosfatidilglicerolului are loc numai cind o parte din lipide

se afl¥ in stare fluidi.

Un amestec de douldi fosfatidilcoline, care se deosebeso pupin
prin lanturile hidroocarbonate, cooristalizeazd impreund la teamperatura
de transzitie de faz¥i, Dacd lanfurile acil din moleculele de fosfatidil-
colind sint deosebite (peste doull grupdiri CH, seu ca grad de neeatu-
rare), se oconstatd dould piocuri termotrope In membrand. De ememplu, pal-
mitoil-oleil fosfatidileolina gi dipelmitoil fosfatidilcoliné presintd
temperaturi de transitie de faz¥ la 3°C g1 respectiv 41,5°C in timp ce
palmitoil-elaidoil fosfatidilcolina gi diohidou fosfatidiloolina, au
tranzifii termotrope la 26°C i 9,5°C.

Christiansson gi Wieslander (1978) au cercetet capacitatea
de sintezd a lipidelor in functie de temperaturd pe celule de Acholepla-
ama.Bcidderea bruscd a temperaturil provoscd o cregtere rapidd a sinte-
zei unor lipide (fosfatidilglicerol, menoglucozildiglicerol). Tempere-

" tura so#zutd induce mal multe procese aproape simultany modificd turno-
verul unor lipide in membrend sau a wnor variante moleculare ale acelu-
iagl 1lipid, determin¥ modificédri enzimatice selsctive a lipidelor exis-
tente (scildéri sau deaciliri), etc. Sciderea temperaturii de cregtere
la 17°C, determini o stimulare a incorpordrii scidului oleic in fosfo-
lipidele de membran#i, dovedind c# membranele plasmatice de la
Acholeplasma Bint echipate cu sisteme enzimatice ce permit reglarea
gradului de nesaturare Al lipidelor,

Trebuie subliniat gi feptul cd tratarea membranelor de
Acholeplasma ou fosfolipazd A, la temperaturd scézutd (0=15%C), nu hi-
drolizeasd toatd cantitatea de fosfatidilglicerol (numai 708). S-~a St~
gerat ci acea cantitate de fosfatidilglicerol riémasd in memhrani este
protejatd de alte componente, in special 'pmtm.

Membranele plasmatice ale unor mamifere hibernante prezintd
capacitifi adaptative particulare. De exemplu functiile catalitice ale
Na*, k' -ATP-azei riémin nealterate chiar la temperaturi foarte scizute
(eproape de 0°C). Aloia (1977) a analizat compoziyis in fosfolipide a
unor membrane plasmatice din tesutul nerves, hepatic gi renal de la ve~
verifa hibernantd, S-au observat modificédri semmnificatiwe in compozifia
fosfolipidelor din membrane in cursul hibern#rii. Astfel, in creier
cregte continutul in fosfatidilcolind $i secade nivelul fosfatidiletano-
laminei; in riniehi cregte concentrafia fosfatidilcolinei si scade con~
centratia sfingomielinei. In membranele plasmatice ale hepatecitulyi

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



46

scade nivelul fosfatidilinozitolului, fosfatidilserinei si oregte fos-
fatidiletanolamina., S~a apreciat c# fosfatidiletanolemina activeaszd
glucozg~6 ~ fosfataza, enzimd implicatd in procesul de gluconeogenesH.
In cursul hibernidirii, activitatea acestel enzime cregte lodk. De ase-
menea, la Gemperaturdi sodizutd citidiltransferasza folosegte preferenfpial
acidul fosfatidioc pentru biosintesa fosfatidiletanolaminei din membram
nele plasmatice ale celulei hepatice.

2.4, Migodirile lipidelor in membrane. Stratul bimolesular
lipidic din membrane este o structurd dinemicd, apreciatd pe baza in-

terferentei a numerogi factori. lanjurile ucizilor gragi din structure
lipidelor prezinti migcliri de agitaplie continud, care favoriveesd rota-
tia lor in membrane. Flexibilitatea este mai msre la fosfolipidele ce
contin acizi gragl saturati si a fost dedusd termodinamioc.’
Decarece majoritatea lipidelor din stratul bimoleculsr nmu
se afl¥ intr-o organizare foarte strimsi, ele sint capebile s¥ se migte
sau s# se reorienteze in membran¥. In membranele plasmatice ale unor
tipuri de celule s-au descris migo#ri de interversiune a fosfolipideloer
(molecula din stratul extern se rotegte cu cepul polar spre interior
gl invers), procea cunoscut sub denumirea de migecdri "flip-flop". Cu
alte cuvinte, unele molecule fosfolipidice se pot deplasa dintr-un
strat lipidic £n celilalt, dar vitezele lor de migosare sint relativ
mici. In afara acestor posibilitdfi de migcare, lipidele se pot deplasa
in membrand fédrd sd pirdsesscd stretul din care faec parte. Aceste mis~-
clri se numesc difuzie laterald. M#surdtorile fizice au aréitat c# mole-
culele lipidice din membrane efectueaz¥ numeroase deplasiri de difusie
laterald in unitate de timp (la o temperaturd aormald). S-a caloulat
oy cd viteza de difuzie laterald a uneli moleocule
~10"s foafolipidice este de aproximativ S5-10 nw/sec.
’ Acest lucru inseamnsi c#f in structurs unei mem-
brane, fiecare moleculd rémine intr-o anusitd
pozifie, in medie 1077 sec (vezi figure 18).
Difuzia lipidelor din membrene poate f£i
apreciatd prin fixarea in stratul lipidie a unui
. markey fluorescent, de exemplu derivafi ai sci-
Ratice ~ @3S dului 9~antroilcarboxilic. Analize polarisiirii

~107%s

Fig.18. Principalele tipuri de mi
o ale 131&.1“ in 'tmtw\z;:‘;
membrand ale celulelor.

Inversie
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luminii emise de fluorocrom, dd informatii asupra orientérii, rotafiei
sl translaflei sale in stratul lipidic, ceea ce reflectd natura micro-
mediului din membrane. De asemenea, tehnica de rezonantd electroniocd de
spin si utilizarea unor markeri adecvayi (6-nitroxi-palmitat), poate
m¥sura energia ebsorbitd de oitre electronul de spin liber, pe baza ci-
reia se deduce orientarea fosfolipidelor fn membrane gi fluidistatea lor.

Observatiile asupra migcdrilor lipidelor au foet efectuate
pe filme monomoleculare, bimoleculare, membrane sau lipesomi (Vanderkoeli
gi Collis, 1974; Chapman, 1973). Trissie gl col. (1978) au studiat di-
fuzia antroilstearatulul in filme mono-gi bimoleculare de dipalmitoil-
fosfatidilcolind gi dipalmitoil-fosfatidilglicerind, Markerul segregi
in arii, in care migcdrile de rotajie gi translayie ale fosfolipidelor
rémin nemodificate. In prezenta unor condiyii ionice variabile impache~
tarea fosfatidilglicerolului in membrane este modificatd (Saoré gi
Tocannéd, 1977). Filmele mono- §i bimoleculare cele mal condensate se
obtin in ap¥ la pH 6,0, Ionii din faza apoasd influenfeazd difusia fos=-
folipidelor in membrane, §i pot juca un rol insemnat in modularea ecti-
vitéyii proteinelor funcyionale.

Pentru unele membrane plasmatice, fluiditatea este mal mare
in stratul lipidic citoplasmatic, in comparatie cu cel extern. De ase=-
menea, fluiditatea membranel este maji mare in zona centrald a bistratu-
lui lipidic, decit la periferie, unde grup#rile polare men{in un oare-
care grad de rigiditate al foafolipidelor (van Dijock gi ocol. 1975 ,
Teissie si col. 1976).

Capacitatea de deplasare variabili a fosfolipidelor din struc-
turile de membrand are multiple semnificatii pentru func{iile celulare.
Migodrile lipidelor pot fi modificate ca urmare a interrelagiilor ou
proteinele gi glicoproteinele din membrane. In acesat fel se asigurd o
mobilitate gi o adaptabilitate ronarocblll a proteinelor, lipoproteine-
lor gi glicoproteinelor din membrane, in nocaallnolc co.ploxo de recep~
tie i trans!ormero a semnalelor din mediu.

2 5.

Stratul bimolecular lipidic al membranelor plasmatice gi cito-
plasmatice este asimetric, adicd prezintd o distribuflie deoseditd a fos-
folipidelor pe cele dous fete (externd gi citoplasmaticd). Dispozitia
fosfolipidelor din stratul bimolecular al membranelor a fost studiatd
cu ajutorul enzimelor lipolitice. Fosfolipazele hidrolizeazd specific
anumite legituri din molecula fosfolipidului (vezi figura 19).
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Fosfolipaza A, are o acfiune liticH asupra unor membrane
eritrocitare, in funotie de compozifia lor in fosfolipide. Fosfolipaze-
le care actioneaz¥ numal asupra suprafefel externe a celulelor eritro-
citare (stratul molecular extern), mu produc hemoliza. Eliberarea seleo-

P

CHp — 0P 49 — x
L 0~

Fig.19., Mecanismul de acfiune al fosfolipa-
zelor asupra fosfogliceridelor.
1, fosfatidilacilhidrolaza (fosfo -
lipaza A, sau B).

2. fosfatidilacilhidrolaza (fosfo =
lipul Az).

3. fosfatidilacilfosfohidrolaza(fos-

folipaza C),

4, foafatidilacilfosfatid hidrolasza

(fosfolipaza D),
tivd a fosfatidilcolinel din membrana eritrocitului uman, demonstreaszi
od cel pubin 2/3 din acest fosfolipid este localimat pe fata externi
a membranei plasmatice; se elibereasé de asemenea, L o micd fraopie
de fosfatidiletanolamind. Res$ul fosfolipidelor care rimin in membrani,
nu mai sint accesibile degradirii in preszenta toctoupcui.Aa. Adausul
ulterior de sfingomielinaz# (sfingomielincolinfesfohidrolasa), deter-
mind o degradare suplimentari a unor foefolipide. Sub actiunea siner-
gic¥ a ambelor enzime, se elibereszd din membrand sproximativ 5o din
fosfolipide. Un exemplu elocvent este oferit in tabelul 6 (Reneoij gi
c0l.1976) . Cercetirile enzimatice su arditat cd bistratul molecular 1li-
pidic al membranei eritrocitare este asimetric. Stratul extern confpine
in cantitate mare fosfatidilcolind, sfingomielind si lisofosfatidilco-
1ind, in timp ce fosfatidiletanolamina gi fosfatidilserins se ghsesc
in cantitate mali mare in stratul intern (figura 2¢).
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Asimetria fosfolipidelor membranare este variabild, adiocd
in diverse membrane raporturile proocentuale ale fosfolipidelor pe cele

TFL
. "‘ EXTERN

)
-8

i1

(]

LFe FE
FS+Fi

Cantifatea o fosfolipice (% din Fota/
Y °

J INTERN

8

Fig.20. Déstributia principalelor tipuri
de fosfolipide din cele doull pi-
turi ale stratului bimoleo
lipidic al membrenel plasmatice
eritrocitare. TFL = fosfolipide
totale; LFC = 1lisofosfatidil-

colin¥; 8 = sfingomielini; FC =
‘fosfatidilcolind; PFE = foafati-
diletanolamin¥; FS + FI = fosfa-
tidilserind + fosfatidilinositol.

doudl fete ale membranoi plasmatice sint deosebite. Astfel, membranele
eritrooitare ale unor specii (oaie, bou) presintd in stratul lipidioc
extern cantitdyi mai mari de sfingomlielind gi putine fosfatidilcoline.
Se rourol in acest sens ci fosfolipaza Ay ¢i C nu produs hemolisa eri-
trocitelor de oale gi bou, in timp ce eritrocitele de ocobai sint lisate.
In concordan{¥ cu asimetria stratului bimolecular lipidie al
membranei existd gi o distributie preferentialld s proteinelor. Origines
asimetriel este rezultatul biogenezel luhmlor.' realigsati in oursul
dezvoltirii embrionare gi al proceselor metabolice specifice.
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Tabelul 6 - Degradarea nehemoliticd a fosfolipldelor membra-
nei plasmatice eritrocitare de sobolan, sub ac~
tiunea fosfolipazelor.

105 PR ey g 1 g
P Fosfolipaza A Sfingomieli-
2 nasd
Lisofosfatidilcolini 5 - -
Sfingomielind 12 - 100
Fosfatidilcolind 42 48 -
Fosfatidilserind + 5 &
fosfatidilinozitol
Fosfatidiletanolamini 25 8 -
" TOTAL = 100 22 12

2.6. Rolul golesterpolului. Cercetérile experimentale au apre-
ciat cld colesterolul controleaz¥ fluiditatea acizilor gragi dim fosfoli-
pide, prin inserf{ia sa intre lanfurile hidrocarbonate (Chapman, 1973,
1976) . Fucleul steroidic al colesterolului cu grupaerea hidroxilicd orien-
tatd in afard, fixeazd primii 9-lo atomi de carbon din lanturile hidro-
carbonate fosfolipidice, independent de starea fizicd a membramnei (li-
chid-cristalind sau cristalind). Ca urmare, lanfurile bidrocarbonice
prezintd un grad de libertate intermediar, la orice temperaturfi. Cu
alte cuvinte, colesterolul contracareazi influenfa temperaturii assupra
stiérii fizice a fosfolipidelor din membrand (trenzitia de fas#d a lor).
8«a demonatrat ol la conc ntratii marl in colesterol (report melar 1lil),
are loc o inhibitie a tranzitielde faz#d a fesfolipidelor din membrans.

Trebuie s# subliniem faptul cd colesterolul exercitéi asupra
fosfolipldelor din membrane un efect dublu: scade fluiditatea lanpuri-
lor hidrocarbonice deasupra tempereturii de tranzitie de fazd gl cregte
fluiditatea lor, sub temperaturs de trauzifie de fazi, Acest luoru a
fost stabilit prin cercetarea permeabilitéfii membranelor fosfolipidice
(lipozomi), preparate din fosfatidilcoline cu compoziyii variate in
acizi gragi. In aceate conditii, permeabilitatea membranelor este depen-
dentd de gradul de impachetare a lanfurilor hidrocarbonice.

Membranele plasmatice celulare care au cantitéfi mari de co-
lesterol (eritrocitard, mielinici), nu prezint¥ tranzifii de fez¥ (Rudy
$i Gitler, 1972). Stratul intern lipidic al membranei conyine cantitiyi
mici de colesterol, dar are fosfolipide ou acizi grasl polinesaturati.
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Explicatia este dat#d de faptul oc# colesterolul nu poate stabili inter-
actii ven der Waals ou lanturi hidrocarbonice polinesaturate, in limi-
tele fiziologice de temperaturd (Huang gi col. 1974). Deci, distribu-
fia preferentiald a colesterolului in membranele plasmatice este con-
secinta topografiel asimetrice a fosfolipidelor in dublul strat lipidic.

Degi colesterolul impune in membrana plasmaticd o permeabili-
tate intermediard, s-au constatat o serie de deosebiri legate de exis-
tenta unor interrelatii diferite intre colesterol-fosfatidilcolind si
colesterol - sfingomielind. Modificarea conf{inutului in colesterol din
membrana plasmaticd este insofitd de schimbarea gradului de saturare al
acizilor grasgi din fosfolipide, pentru a se péstra in limite normale
fluliditatea membranei. Aceasta se reflectd deosebit in functie de tipul
celular gi capacitdfile sale adaptetive (gi probabil interferenta altor
factori). De exemplu, lipsa colesterolului din membrana eritrocitului
uman este compensatd prin cregterea confinutului in acizi gragi satu-
rati,
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3. PROTEINELE DIN MEMBRANELE PLASMATICE CEILULARE

3.1l Nofiuni introductive. Cunogtinfele noastre asupra com-
pozitiel proteice gi naturii lor din membranele celulare s-au desvoltet
enorm in ultimii lo ani. In membrana plasmaticld a celulei hepatioce de
la mamifere s-au descris peste 25 proteine enzimatice gi numdrul lor
continud s# oreascid. Este cert od nu existd nioci o membranid plasmatiod
sau oitoplasmeticd, care sd nu aibe una sau mai multe proteine enzime-
tice. Proteinele din membranele celulare, in functie de rolul lor bio-
logic, pot fi imp¥ryite in trei grupet

a) proteine cu activitd{i enzimatice.

b) receptori proteici, care din punct de vedere chimic pot
fi proteine, glicoproteine sau lipoproteine.

¢) proteine inactive (structurale).

In general, membranele plasmatice ale celulelor animale pre-
zintd o compozif{ie proteics complexld i variatd., Nu putem vorbi de o
compozitie "tip" in proteine pentru membrane. Fiecare tip celular se
caracterizeazd prin prezenfa unor proteine proprii, ce individualizeazd
celula gi reflectd fenotipul ei. De asemenea, compozifia proteiold a
membranelor plasmatice se modificé in cursul deazvoltérii gi sub influ-
enta factorilor mediului extern sau ai metabolismului celular, Func{i-
ile membranelor plasmatice (extrem de numeroase gl variate) aint depen-—
dente de existenta proteinelor gi de cooperarea lor cu lipidele gl alte
componente ale membranei, cu care pot forma organiziri moleculare speci-
fice.

Pentru captarea informatiei din mediu, celulele gi~au dezwvoltat
in gi pe membrane un arsenal de structuri recepteare (multe de naturi
proteic#). Celulele diferenfiate funefional, se caracterizeazid printr-
un spectru particular de receptori, care confersi fiecdrui tip de celu-~
14 specializatd, o capacitate deosebitd de a recunocagte semnalels pro=-
prii.

Wallach si Winzler (1975) au exauinat pe baze imunologice
compozitia in proteine a unei celule ipeotetice, cu unm diametru de 5 nm.
Dacd fiecare proteind ocupd o suprafatd de aproximativ 2500 f, s-a cal~
culat céd pentru 20.000 proteine deosebite, suprafata totald agoperita
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de c#tre proteine este de 5 x 10’ 8. Aceastd suprafatl reprezintd doar
1% din suprafata totald a celulei ipotetice. Exemplul, ne oferd o ima-
gine asupra numirului extrem de mare de proteine din membrana plasmatic¥
a unel celule. Foarte sugestive sint datele experimentale ale lui Sato
gl col. (1978). Folosind o tehnicd de eleotroforezd bidimensional¥ pe
gel de acrilamidd si un préoedéu de solubilizare original, autorii au
identificat peste 120 proteine diferite in membrana internd gi aproape
60 de proteine in membrana externd de la E.coli. De subliniat c¥ teh=
nica nu permite vizualizarea proteinelor cu gr.mol. sub 20.000.

Experimental s-a dovedit c# intr-o serie de membrane plas-
matice existd doar o singuri proteind dominantd. Astfel, membranele plas-
matice ale celulelor fotoreceptoare din retin#, contin in proportie de
80-9¢% rodopsind (Dryer si col.l972). Marea majoritate a membranelor au
compozitii proteice heterogene. Analizele chimice efectuate pe fantome
eritrocitare de la diverse specii, au evidentiat existenta unor compo=
nente proteice deosebite (cu gr.mol. cuprinse intre 300.000 gi 5000 dal=-
toni). Studiul comparativ a dovedit ins# prezenta unor proteine ana-
“loage, in membranele plasmatice ale eritrocitelor de la diverse specii.
Dimpotrivéd, limfocitele se caracterizeazi printr-un spectru proteic
foarte deosebit de cel al eritrocitelor.

Organizarea proteinelor in membrane, c¢it gi distribufia lor,
poate fi explicatd pe mal multe oli.'Incr-o formulare generald, se poats
aprecia c#d proteinele din membranele plasmatice sint rezultatul coope-
ririi dintre informafia geneticd gi factorii mediului inconjuridtor.

3.2. Topop

Aqezafea proteinelor in i pe membrane a constituit subiec-
tul a numerocase disocufil controversate, care au dus la elaborarea mai
multor modele de membrand. Acest lucru s-a datorat insuficientei cunocag-
teri a diversitiéitii de organizare s membranelor gi componentelor din
diverse tipuri de celule, inaccesibilitdtii de identificare a multor
proteine, interpretirii eronaste a imaginilor de microscopie electro~
nicd (pe sectiuni fine), g.a. Nici In prezemnt nu dispunem de date ex-
perimentale suficiente pentru a avea © imagine reald asupra topografiei
proteinelor in membrane. Luind in considerafie conceptul dup#é care ma~
Jjoritatea membranelor celulare prezintd un strat lipidic bimolecular
asimetric, validitatea modelului in mozaic fluid a lui Singer gi
Nicolson (1972), cit gi numeroase argumente experimentale actuale,puten
aprecia aranjamentul unor proteine in membrana plasmatic# a unor tipuri
de celule.
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Pentru membrana plasmatic# s-au precizat mal multe posibili-
tédtl de fixare a proteinelor biologic active, gi anumes

a) proteine asociate preferential pe una din fetele membra-
nei. j
b) proteine ce stribat intreaga grosime a membranei (transe
membranare) .

¢) proteine asociate de membrand prin intermediul unor compo-
nente constitutive (proteine periferice).

Trebule sd precizém c& nu se cunocagte nicl o p;ototnl . en~-
zimaticd ce poate fi prezentd pe ambele fefte ale acelelagli membrane
plasmatice. De asemenea, in cadrul unui tip de celuld, membrana plas-
maticd poate prezenta specializiéri regionale, reflectate prin distri-
butii variate gi deosebite ale proteinelor. Sugestiv in acest sens sint
celulele epiteliale intestinale gi renale, care prin pozitia gi funoti-
ile lor in cadrul structurilor, gi-eu dezvoltat in diverse arii, orga-
nizdri morfo-funcf{ionale particulare ale membrsnei plasmatice (membrana
luminald, latero-bazald, seroasd), cu compozifiil proteice deosebite.

Pentru a avea o imagine sugestivd asupra topografiei protei-
nelor in membranele plasmatice, prezentdm o schemé de ansamblu privind
dispozifia unor proteine in membrana eritrocitului (figura 21).

FATA
EXTERNA

CITOPLASHATICA

Fig.2l. Reprezentarea schematicd a topografiei unor pro=-
teine gi glicoproteins, in membrana plasmaticl a
eritrocitulul uman. ;

1l - glicoproteind; 2 - sialoglicoproteini; 3 -
acetilcolinesteraza; 4 - Gliceraldehid =3 - fos=
fat dehi naza; 5 - Na*, K* —-ATP-aza;6~ Spoc-
trina; 7 - fucoziltransferazaj; 8 - proteinkinaza;
9 - protein# transportoare; lo - adenilatciclaza.

Aceastd reprezentare este foarte simpld si se referd numai
la proteinele i glicoproteinele, care au fost relativ bine caracteri-
zate. In membrana eritrocitard au fost identifiocate citochimic gi bio-
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chimic numeroase proteine. Din fantomele eritrocitare de la o serie de
specii, solubilizate ou ajuterul detergenyilor (deoxicolat de Na,
triton X-loo), au fost separate eleotroforetic 15-25 benzi proteice si
4-6 benzi glicoproteice. Citochimic, in membrana eritrocitului uman
s-au descris peste 30 enzime. Distribufia gi topografia acestor proteins
in membrani este greu de apreciat din multiple cauze. Astfel lu’, | 4d
-ATP-aza se identificd citochimic in multe membrane plasmatice pe fata
extern#d, degi datele biochimice gi izotopice au dovedit c# ortofosfa~-
tul se elibereaz# pe fata citoplasmaticd a membranei.

In studiul distribufiei proteinelor in membrane se folosesc
mai multe metode: solubilizare selectivd, studiu citochimic (fotoniec
g8l electrono-microscopic), marcdri ou izotopl sau lectine, cercetarea
particulelor membranare cu tehnica de inghet{are-fracturare, studii
imunochimice ,” marcaje cu fluorocromi. Fiecare tehnicd luat¥ separat
prezintd o serie de limite. De exemplu, prin solubilizare selectivd
nu se pot distinge cele dou# fef{e ale membranei, dar se poate sprecia
dacd enzima este asociatd¥ de periferia membranel sau face parte din
structura sa. Proteinele solubilizate cu solufii de forte ionice mari
sau prin digestie scurtd cu enzime proteolitice, sint considerate oa
fiind asociate de fata externd a membranei. Proteinecle ce se elibereazd
numal dup# tratament cu solvenfyi organici sau detergenti, apar strine
asociate de membrand., Proteinele enzimatice care necesitd lipide pentru
functionarea lor (Na*, K* -ATP-aza) sint puternic legate de bistratul
lipidic al membranei (Coleman, 1973; Hinton si Reid 1976).

Metodele imunochimice au permis descifrarea multor aspﬁgte
legate de distributia gi topografia proteinelor in membrane. Cu ajuto=
rul lor se poate aprecia distributia preferentiald a proteinei pe una
din cele dou# fete ale membranei. De asemenea, se poate urméri distri-
butia unei proteine pe suprafata celulei intacte, mai ales dacl anti-
corpii sint postcuplati cu el{i markeri (fluorocromi, substante radio-
actlve). Metodele imunochimice sint limitate insd de puritatea antige-
nului v ilizat pentru obyinerea de antiseruri (Gurd gi Evans, 1974;
Coleman, 1973; Hubbard gi Cohn, 1975).

Tratarea celulelor intregi cu enzime proteolitice sau subs-
tante ce nu pdtrund in celule, a permis identificarea pe fata externi
a membranei eritrocitare a trei polipeptide ' majore. Rezultate asemini-
toare s-au obtinut gi prin incubarea celulelor in medii cu agent{i chi-
mici, care reactioneaz#d cu grupdrile libere funcfionale ale proteinelor.
Astfel, sarea de diazoniu radiocactivd a acidului sulfanilic si formil-
metionilsulfon netilfosfatul, se fixeazd de grupdrile amino libere din
proteinele de membrani prin legdturi covalente, Solubilizarea lor din
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membrand gi electroforeza ulterioar# pe gel de poliacrilamiddi, a iden-
tificat numai 2 benzi proteice marcate. Rezultate deosebite s-au ob{i-
nut ¢ind s-au folosit fragmente de membrandi. Incubarea lor in conditii
tehnice identice, a permis marcarea a numerocase proteine din membrana
plasmaticd. S—-au emis mal multe p#reri asupra acestor rezultate deose~
bite: a) multe proteine sint accesibile numai pe faja intern# a membra-
neij b) liza osmoticd ar putea induoe modificéri in organizarea prote-
inelor din membran#; ¢) multe proteine din membrandi se afld puternic
inglnbate in structura lipidied si grupdrile lor functionale sint crip-
tice.

Cele mai multe cercetiiri asupra identificlirii si distribu-
tiel enzimelor in membranele plasmatice s—au realizat cu ajutorul teh-
nicilor de citochimie, care combinate cu metodele biochimice au adus
un real folos biologisi celulare. Revizuirea lor criticd nu este posi-
bild in acest cadru restrins.

Un aport deosebit la cunoagterea topografiei proteinelor in
membrane, l-a adus in ultimii ani, tehnica de inghefare-fracturare. Ce-
lule intregi sau fragmente de membrane (plasmatice sau citoplasmatiice)
sint rapid inghetate gi apoi fracturate, intr-o incintd vidaty gi la
temperaturi foarte scizute (intre =loo si -150°C). Fracturarea se pro-
duce in planul membranei, in regiunea mijloocie a dublului strat lipi-
dic. Suprafetele fracturate sint umbrite prin metalizare, gi apoi, aint
examinate la microscopul electronic. Tehnica permite vizualizarea 1in
paralel gi a uneia din suprafetele externe ale membranei (fata externi
sau fata citoplasmatic®), in functie de pozitia celulei fa{l de planul
fracturii.

Fracturarea membranei determind separarea celor doul jumd-
téigl ale bistratului lipidic gi vizualizarea regiunii hidrofobe. In ca~
zul a numeroase membrane plasmatice, suprafejele de fraotur¥ au identi-
ficat prezen{a unor mici proeminente, denumite particule intramembrana-
re. Ele sint structuri globulare cu un diametru aproximativ de 70-80 £,
reprezentate de proteine ce stribat stratul lipidic al membranei. S-a a-
preciat cd fiecare particuld intramembranard ar fi fprmatd dintr-un a-
gregat molecular, constituit din unirea mai multor proteine integrals
(Marchesi, 1975; Nicolson i ¢0l.1976). De exemplu, suprafata de frac-
turd a membranel plasmatice eritrocitars evidentiazd numeroase particule
intramembranare, cu o dispozifie uniform¥ in membrand (in conditii nor-
male) (vezi figura 22).

Dispozitia gi topografia acestor particule intramembranare
poate £i comparatd cu repartiiyia unor componente de pe suprafafa externd
a membranel. In acest caz este necesar si se utilizeze o serie de markeri
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specificl pentru situsuri receptoare de pe suprafaja membraneli. De exem-
plu, se folosesc lectine vegetale (fitohemaglutinina, aglutinina din

e |

ey

Fige.22. Imagine electrono-microscopici s membranei
plasmatice a eritrocitului uman, prin re-
giunea internd hidrofobd a bistratului fos-
folipidic. Tehnica de inghef{are~fracturare
evidentiazd numeroase proeminente globula-
re distribuite omogen pe intreaga suprafa-
td4 de fracturd, numite particule intramem-
branare; (dupd Branton, 1973).

germeni de griu) pentru localizarea moleculelor de glicoforin¥d pe su-
prafata celulel intacte, cunoscindu-se cd acegti liganzi se fixeaszd de
receptori specifici oligozasharidici de pe molecula glicoproteicd. Ima-
ginile electrono-microscopice a dispozitiei lectinelor vegetale conju-
gate ocu feritiné,'au vizualizat pe suprafata externd a membranei com =
ponente globulare, a clror distributie in membrana plasmaticd este a-~
seméndtoare cu cea a particulelor intramembranare.

Degi tehnica de inghetare-fracturare permite vizualizarea
unor macromolecule cu diametrul de 3o-5¢ % (puterea de rezolutie in-
ferioard microscopiei electronice conventionale), ea are avantajul exa~
min¥rii regiunilor (suprafetelor) hidrofobe ale membranelor si corela-
rea situsurilor receptoare de pe suprafata membranel ou structurile
proteice din interiorul membresnei. Distributia gi pieoﬁrilo particule~
lor intramembranare sub influenta unor factori externi sau intrinseci,
a permis elucidarea unor aspecte legate de topografia proteinelor in
membrane gi organizarea lor func{ionald,

Dispozifia particulelor intramembranare gi a receptorilor de
pe suprafafa membranei se modific# substanfial, sub actiunea variafl =
ilor de pH ale mediului, a concentratiei saline, tratament ou EDTA,sub
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acfiunea enzimelor proteolitice, a temperaturii, a modifiocdrii compozi-
tiei lipidelor din membrans, a naturii acizilor gragsi din fosfolipidele
de membrans, in cursul ciclului celular, g.a. Numeroase date experimen-
tale au sugerat od starea de flulditate a membranei gi factorii  care
modificd tranzitia de faz¥ a lipidelor sau a relatiilor dintre lipide
g1 proteine din membrane joacd un rol insemnat in distribufia componen-
telor din membranele plasmatice gi citoplasmatice.

Dovezl suplimentare asupra dispozifieil unor proteine in mem-
brane, s-au ob{inut prin studierea membranelor artificlale. Imaginile
electrono-microscopice ale fetelor de fracturd a unor membrane artifi-
clale sau lipozomi alcdtuite din lipide pure, vizualizeazi suprafete
netede. Acelagi lucru se bbservd gi in cazul in care lipidele sint aso-
ciate cu proteine periferice din membrane (de exemplu acetiloolineste-
raza din membrana eritrocitului). Prin asocierea lipidelor pure cu pro=-
teine constitutive se obtin imagini deosebite: suprafetele fracturate
ale reglunii hidrofobe sint acoperite de structuri globulare, asem#nd-
toare particulelor intramembranare din membranele biologice. Aceste
constatirli obfinute pe modele artificiale au permis sd se apreciesze ci
proteinele constitutive din membranele plasmatice, sint adinc infipte
in matricea hidrofobd a stratului bimolecular lipidic.

brana glgsmgt;cﬁ eg;trog;teg . Una din proeelnele 1uﬁrnsnci ale nonbra~

nel eritrocitare (denumitd banda 3), a constituit un model adeovat pen-
tru a cerceta topografia ei in membrane lipidice artificisle (lipozomi)
de cHtre grupul de cercetdtori olandezi (van Deenen si 001,1978)., Pen-
tru a permite inglobarea proteinei in membrane artificiale, lecitina de
ou a fost dispersatd intr-un mediu cu triton X-loo gi extract proteic.
Buspensia a fost tratatd ulterior ou Bio-Beds pentru indepirtarea deter-
gentulul, iar Blo-Beds a fost eliminat prin filtrare pe vatld de sti-
cld, Veziculele fosfolipidice au fost adunate in sediment prin centri-
fugare (150.000 g timp de 90 min). Prin acest procedeu, aproximativ 99%
din protein¥ s-a regisit incorporatd in veziculele fosfolipidice {(vezi
figura 23).

Cu ajutorul tehnicii de inghetare-~fracturare s-au visualizat
vézicule cu un diametru de 200 nm, in care se disting particule ocu dia-
‘metrul de 8 nm, pe ambele fete ale fracturii. Omisia din mediul de re-
combinare a proteinei, vizualizeazd electrono-microscopic vezicule lip-
site de particule. Prin inghet gi dezghe{ repetat are loc o fuziune g
veziculelor fosfolipidice permitind ohsarvnroa unel fete de fracturi
mai mari.
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Combinind aceste tehnicl ou metode de marcaj, s—-a putut de-
monstra ol proteina este o componentdi a particulelor intramembranare

T T T T

TV VT

. T h

RIW‘MI W ey R f ’ )” !-l'v‘u:x d.‘n’“

Fig.23. Imagine electrono-microscopicd a fefelor de
fracturd obfinute prin tehnioca de inghefare
fracturare.

4) fa{d de fracturd a unui lipozom format
din roeron ide pure.

B) taz racturd a unui lipozom in oare -

S-au nglobat proteine purificate din menm-

brana g asnat;to! a eritroocitulul (proteins

danunl (dup& Gerritsen u col,

.

din membrena eritrocitari, Studiile de digestie enzimaticdl au aridtat off
proteina "banda 3" nu este orientatd la intimplare in membran#, Dacd
distritafia inegald a particulelor intramembranare din membrana eritro-
oitului poate f£i disoutati pe baza asimetriei fosfolipidelor (Gunn gi
Kirk, 1976), absenta asimetriei lipidelor din membranele awtificiele

determind o distributie asenéindtoare a particulelor pe cele douldl fete
ale membranei.
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In membrana plasmaticd a numerosse tipuri de celule s-au
evidentiat citochimic gi bioohimic numeroase enzime (peste 200). Dis-
tribufia lor este foarte variatd in funcfie de tipul de celulld (fesut).
Sub acest aspect trebuie s# subliniem cd nu existd enzimd "marker" pen-
tru membranele plasmatice luate in general. Valabilitatea enzimelor
marker poate fi corect apreciatd numai pemtru un anumit tip de celuld
(sau gesut) si este variabild de la o specie la alta., Multd vreme s8-a
considerat cd adenilatciclaza este o enzimé marker pentru membrana plas-
matic#. Aceastd afirmatiie este pusd la indoiald pentru multe membrane
plasmatice, inclusiv ale celulei hepatice (Cheng gi Farquhar,1976). Mem-
brana plasmatic# cu bordurd in perie a celulelor epiteliale remale de
la multe mamifere (iepure, goarece, ciine, maimuté, om) confine treha-
laza, care este absentd in celulele renale de la pisicd gi gobolan
(Sacktor, 1977). O discufie exhaustivd asupra distributliel enzimelor
din membranele plasmatice depdgegte cadrul lucrdrii. Totusi, citeve
preciziri sint utile.

Enzime ce participd in sinteza unor componente de membrani.
Pe fata externd a membranei plasmatice limfocitare s-au desoris doud
fucoziltransferaze (GDP-fucoz#t galactozilfucoziltransferaza gi GDP-
fucozdtN=acetilglucosamidfucoziltransferaza), care transferd fucosa pe
acceptori membranan cu gr.mol. mici (glicolipide si glicoproteine) .Ex-
perimental s-a calculat cd o celull este capabild sd accepte pindl la
loo.000 resturi fucozil (Hoflack i co0l.1978). Datele cantitative sint
analoage cu cele cbfinute pentru alte enzime, gi anume: ectogalactozil-
transferaza gi ectosialiltransferaza (Verbert si c0l.1976 , Cacan si
001.1977). De subliniat cid aceste enzime nu sint capabile ad transfere
resturile fucozil pe acceptori externi macromoleculari (specific enzi-
melor intracelulare). Deosebirile func{ionasle sugereazid existenja unor
enzime diferite, sau enzime analoage, ce lucreazd deosebit pe membrana
plasmatici.

Lisolecitinaciltransferaza a fost descrisd in multe membrane
plasmatice (Perber gi ¢o0l.,1972). In membrana plasmaticd a celulei hepa-
tice mai exist¥d fosfolipazli, fosfatidfosfohidrolasa, glicerolfosforil-
colin fosfodiesteraza (Hinton gi Reid,1976).

Proteinkinaze de membrand. Cercetdrile din ultimii ani au
reliefat importanta fosforilérii unor proteine din structura membranei
plasmatice, in exercitarea unor func{ii celulare specifice. Ca reguld
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generali, proteinkinazele de membrand sint stimulate de concentrayii
mici de AMPO. Din punct de vedere topografic, atit componenta catali-
ticd cit gl cea regulatoare (fixatoarea AME,) a proteinkinezei din mem-
brana plasmatiod a eritrocitului uman, sint localizate pe fata intre-
celulars (Rubin si Rosen,1973).

Prin incubarea membranelor celulelor hipofizare in prezenta
32P-ATP’ ortofosfatul rediocactiv este regédsit in proteinele de membrand.
Electroforeza pe gel de poliacrilamidd a acestor proteine, solubilizate
din membrane evidentiazi 36 benzi proteice, din care 1l erau fosfori-
late. AMP  stimuleazd fosforilarea a 9 proteine din membrene (Lemay i
c0l.1974). Fosforilarea unor proteine din membrana plasmaticd, joacH
un rol insemnat in procesul de eliberare al proteinelor secretorii din
celulele adenohipofizei,

In membrana plasmaticd s eritrocitelor umane s-au identifi-
cat proteine, ce reprezintd substregte pentru proteinkinazele din mem-
brand. Fosforilarea a doud dintre ele cregte sub influenta AIP (Rubin
gi Rosen,1975).

In membrana plasmaticd a celulelor adipoase s-asu descris
doudl proteine ce pot fi fosforilate de proteinkinaze (Chang gi Cuatreca-
8as,1974) . Fosforilarea lor faciliteazd funcy{ia de tranaport a glucozei
prin membrand (proces sensibil la insulind). Controlul permeabilité&pii
celulare poate fi asigurat $i pe seama scdderii capacitétii de fosfori-
lare a unor proteine de membrand. Astfel, incubarea vezicii urinare de
broascéd in prezenta AMPc sau a hormonului antidiuretic, determind o
solidere a fosforildrii unei proteine specifice din membrana plasmaticd
a celulelor epiboliale, proces care precede modificarea vitezel de trans-
port & ionilor de Na* (De Lorenzo st Greengard,1973).

zime rtoare membrane. Mecanismele de
transport -le ostionilor monovalenti (Na é K’) sint facllitate de pre-
zenta unel ATP-aze specifice. Deosebiri meri existd in privinta numi-
ruluil pompelor ionice, in diverse membrane: loo-20o0 pompe in membrana
plasmatics eritrocitard i 300.000 pompe in membranele celulelor Hela.
In ultimul caz, enzima ocupd 3% din suprafata membranei (Ellory si
Keynes,1969; Baker si Willis,1969). S-su descris gi alte enzime cu func-
tii transportoare ce vor fi discutate ulterior. '

embrane. Adenilatciclaza
a fost descrisd in numeroase membrane plssnatice, dar si in unele mem~
brane citoplasmatice (vezi receptia hormonald de membrand).
Acetilcolinesteraza joac# un rol insemnat in transmiterea
impulsului nervos gi reglarea permeabilitédf{ii unor membrane plasmatice..
Enzima a fost localizatii in membrana plasmaticd eritrocitard, hepaticl,
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nervoas#, etc. In celula musculard enzima apare in reticulul endoplas-
mic, dar gi in membrana plasmatic&. Dup& plrerea lui Changeux (1966),
acetilcolinesteraza din membrana postsinapticd se afld in doud stiri
conformafionale deosebite, cu afinitdfi variate pentru substrat. Acetil-
colina poate avea rol de substrat gi modulator. Prin modificarea struc-
turii membranei, are loc eliberarea enzimei de sub influenf{a regulatoa-
re a substratului gi acetilcolinesteraza se stabilizeazd sub forma unui
conformer ou afinitete mare pentru acetilcolind (Kasai si Changeux,
1971) . Autorii presupun c& proprietdfile regulatorii ale enzimei legate
de membrand sint condifionate de organizarea sa in structur#d. Dupd alte
péreri, deosebirile cinetice ale enzimei fixate de membrand fatéd de cea
solubilizatd, se explicd ' prin modificarea structurii cuaternare a ace=-
tilcolinesterazei solubile (Robaire gi Kato, 1973).

Alte enzime legate de membrana plasmatic#. In multe f{esuturi,
au fost localizate ca enzime de membrand multe fosfohidrolaze, si anume:
nucleozidtrifosfataze, nucleozlddifosfataze, nucleozidmonofosfataze
(5'-nucleotidaza), fosfataze alcaline, nucleotidpirofosfataze gi aminc=-
peptidaze. Rolul acestor enzime in reglarea funct{iilor membranei plas-
matice, din diversele tipuri de celule nu este clar definit (Sacktor,
1977).

S-nucleotidaza a fost identificatd in membrana plasmaticd a
numeroase tipuri de celule, fiind consideratd ca o enzimd marker. Enzi-
ma a fost purificatd gl caracterizatd din diverse surse; este o glico-
proteind cu gr.mol. de 130.000, cu proprietd{i asemdndtoare in numeroase
membrane (Nakamura,l976). Enzima din membranele unor celule (limfocit,
ficat, glanda mamard) este puternic inhibat¥ de concanavalina A (Dornand
81 c0l1l.1978). Deoarece enzima a fost inhibatd gi dup# purificarea sa
din membrane, s-a sugerat c# S5-nucleotidaza ar putea fi un receptor (sau
0 parte din receptor) pentru con A, Studiul enzimel purificate din mwowm=
brena limfocitului a permis desorierea unor psrametri cinetici, asemind-
tori enzimei fixate de membrand (specificitate pentru substrat, depen-
denta de temperaturd, influenfa ionilor). Totugi, enzima solubilizatd
prezintd proprietéd{i deosebite de fixare pentru o serie de lectine.Deo-
sebirile se referd la nivelul maxim al inhibitiei cu lectine (sciézut
pentru enzima purificatd), capacitatea de cooperare pozitivd fatd de
lectine (observat numai pentru enzima fixatd de membran#d) si tipul de
inhibitie. Aceste date sugereazd cd enzima prezintd o serie de interre-
latii cu receptorii lectinici din membrana plasmatici.
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4, RELATIILE DINTRE PROTEINE SI LIPIDE

4.1. Caracterizare.

Lipidele din membranele celulare reprezintd factori de con~
trol si reglaj aj funofiilor enzimelor fixate de membrandi. Indepirtarea
lipidelor, sau modificarea proprietditilor lor, se rdsfringe asupra a nu-
meroase caracteristici functionale ale proteinelor fixate in gi de mem-
brane, gi anume: modificarea parametrilor oinetici, modificarea stabili-
tdfii enzimelor ce poate fi insofitd de plerderes totald a activitilgii,
Se.8. Deocarece pierderea activitdtii enzimatice se poate datora unor mul-
tiple cauze, apare necesar s# se realizeze gi exper-ienfe de refacere a
activitéyil in prezenta unor lipide specifice. Trebuie sd subliniem de
la inceput c# nu toate enzimele prin solubilizere din membrane igi mo-
dific#d proprietidfile. .

In general, pentru refacerea activitédfii unei enzime solu~
bilizate, fosfolipidele sint mai eficace decit lipidele neutre. Canti=
tatea de lipide necesard restabilirii activitd{ii este asemiiniitoare ou
cea caloulatd din membrane, adicd 50-~150 moli de fosfolipide pentru
1 mol de proteinsi. Lipidele pot fi necesare proteinei fixate de membrane
pentru crearea unui micromediu apolar in centrul activ catalitioc, pen-
tru mentinerea unei conformaf{ii adecvate gi pentru asigurarea agpoesibi-
litdyil substratelor liposolubile. In unele cazuri, enzima prezintd o
specificitate restrinsd pentru un snumit fosfolipid. In aceste condifii,
fosfolipidul interferd cu proteina, atit prin regiunea hidrofob#, oft si
prin capul polar.

Nucleozidmonofosfataza din membrana plasmatiod a celulei he-
patice de la gobolan, are o specificitate mare fapd de sfingomielind,
in timp ce B hidroxiacid dehidrogenaza pentru fosfatidiloolinX
(Widnell i Unkelless, 1968). In ultimul caz, lipidul induce o activare
a enzimel prin intermediul regiunii apolare, deoarece numai lecitina ne-
saturatd activeazd complet enzima.

In membrana plasmatic# de la E.coli s-a desoris ¢ fosfoenol-
piruvatfosfotransferaz#, care este activatd numal de prezenta fosfati-
dilglicerinei (component lipidic minor al membranei bacteriene). T&atap'
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rea celulelor de E.coli cu foasfolipaz¥d D, duce la plerderea aotivitéyii
acestel -enzime.

Pentru unele enzime din membrene, mediul lipidioc asigur¥ de
agsemenea atit sensibilitatea fatl de acyiunea activatorilor ssu inhibi-
torilor, cit gi posibilitatea proteinel de a realiza interrelafii coope-
rative cu lanfuri omoloage (in cazul enzimelor polimerice). Solubiliza-
rea lor din membranele lipidice nu duce la inactivarea enzimei. Astfel,
capacitatea de r#éspuns a adenilatoiclazei fat# de hormoni, se restabi-
legte prin addugarea in mediu a unor lipide determinate. Fosfatidilse-
rina restabilegte sensibilitatea enzimeil pentru glucagon, in timp oce
fosfatidilinozitolul reface sensibilitatea asdenilateiclazei pentru nor-
adrenalindi. B8e apreciazd cd lipldele favorizeazd asoclerea subunitdf{ii
proteice regulatoare cu subunitatea cataliticd din complexul adenilatei--
clazic.

Cercetiéirile de difractie in raze X (Gulik,1975) asupra inter-
relatiilor dintre proteine, lipide gi apdd, au sugerat urmdtoarele parti-
cularitéyis

a) in cazul in care grosimea stratului lipidic apare iden-
tiocd in absenfa sau in prezenya proteinei, se presupune existenfa unor
interactii de naturd electrostaticd intre proteine gi lipide.

. b) dacH# grosimea stratului bimolecular lipidic apare mai
micd dup¥d fixarea proteinelor, se apreciazé e# in procesul de asoclere
partiocipd lanfurile acizilor grasi. Un exemplu edificator aste oferit
de relatiile hidrofobe ale rodopsinei cu stratul bimolecular lipidioc,
Asocierea rodopsinei ou lipidele membranare, duce la formaerea unor
structuri cu o grosime de 18 R. in timp ce grosimea stratulul bimolecu-
lar lipidic simplu (f&rd proteini) este de 45 K.

Foarte sugestive sint observatiile ofectuate asupra a doud
protoine oare oo givoec in membrana mielintol, si anume: proteina A,,
desorisd in membranele plasmatice ale celulelor din sistemul nervos cen-
tral gi proteina Pl’ identificatd in membranele celulelor neuromalse din
sistemul nervos periferic, 8-a urmdrit influenfa unor parametri asupra
modului de organizare al acestor proteinme cu lipidele: natura capului
polar, gradul de saturare al fosfolipidelor, prezent{a colesterolului,
forta ionic#, pH-ul, eto. (Shipley 1973). Prin esocierea acestor pro-
teine cu fosfolipide acide din mielind (sulfatide), se formeaz# doudl
tipuri de structuri lamelare bistratificate: unele ordonate la distantge
de 154 %, cind se folosegte proteina Ay, 81 elte structurl ordonate la
distante de 175 %, cind se utilizeazd proteina P,. 8-a apreclat cid cele
dou#d proteine bazice Al si Pl interactioneazd specific gi in maniere
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deosebite cu lipidele. Proteinu bazipl Al se afld localizat¥ topogra-
fic pe fata externd a membranel gi este asociatd In special ou cerebro-
zidsulfatil (mal putin cu fosfolipidele acide). Acest lucru sugereaszd
existenta uneli asimetrii a dublului strat lipidic a membranei mielinice
(Demel gi col.l974).

4,2, Rels * . K* ~ATP-agzei eu fosfo ipidele membrane
plasmatice. Prin incubarea Na*, K* -ATP-azei cu fosfolipaszd A, are
o trecere a majoritdyii fosfolipidelor in lisoderivati, iar activitatea
enzimatic¥ scade in proporfie de 75-9%. Adausul ulterior de fosfatidil-
gerind gi fosfatidilinozitol, restabileste aproape complet activitatea
enzimei. Fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina gi sfingomielina nu
produc nici o activare a enzimei.

Selectivitatea Na*, K* <ATP-azei pentru o serie de fosfolli-
plde, sugereazd o#d pentru asigurarea unel activit&{i normale a enzimel,
este necesard nu numai integritatea structural¥ a membranei, ci gi pre-
zenfa unor .fosfolipide determinate, care conferd o conformatle steriocd
adecvatd acestel enzime (Tenaka gi c0l.1971). Reuctivarea enzimei este
asiguratd de o anumitd centitate de fosfolipide, lar activarea optimi
se realizeazd cu un anumit raport lipide/proteind.

Activitatea Na*, K¥ -ATP-azei din membrana plasmaticd este
influentatd gi de natura aclzilor srésl, care intrd in structura fosfo-
lipidelor. Prin adaus de albumin& in mediul de incubatie, se obfine o
activare a preparatulul enzimatic. In prezenta acidului oleinic, acti-
vitatea ATP-azel scade semnificativ. Inhibitia la’, K* -ATP-azei sub
influenta acizilor gragl, ave un caracter de tip concurent fatd de ATP
gi de tip neconcurent fafd de ionii monovalen{li. Gradul de inhibifie
depinde atit de lungimea lantului acizilor grasi c¢it gl de numirul du~
blelor legéturi (Ahmed i Thomas,1971).

Studiile de microscopie electronicd au arétat cd la’, Kt
-ATP-aza are o dispozifie topograficl8 asimetric# in membrand, degi esate
o proteind constitutivd ce strdbate intreaga grosime a dublului strat
lipidic. Centrul activ al enzimei a fost localizat pe fafa citoplasma-
ticd a membranel (Marchesi gi Palade,1967). Aceastd asimetrie este sus-
finutd gi de faptul c# bistratul lipidic este de asemenea asimetrie.
Fosfatidilserina, fosfolipidul activator al enzimei, se giseste in canti-
tate mare in stratul intern lipidic.

4.5, Relatiile dintre lipide gi ferocitocromul c. Perocito-
cromul ¢ este o proteind ce face parte din lantul respirator. Prin com-
plexarea sa cu fosfolipidele, are loc o scidere a activitdtii enzima-
tice a ferocitocromului, se modific# potentialul sdu de oxldoroducefo.

b 7]

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



66

dar se miregte stablilitatea moleculel fat¥ de actiunea denaturantd a
unor agenti (Kimelberg gi Lee,19703 Ivanetich gi ¢0l,1973). De asemenea,
se produce o crestere a permeabilité{ii membranei pentru cationi sl
scade temperatura de tranzif{ie de faz# a fosfolipidelor (Kimelberg si
Papahodjopoulos,1971).

: Modificérile proprietéfilor, atit a moleculei proteice cit
gl a fosfolipidelor membranei, sint rezultatul interactiunilor coope~-
rative dintre aceste molecule, care au ca rezultat medificarea confor-
mafjiel moleculei proteice gi a organizdrii bistratulul fosfolipidic gi
formarea unul complex protein#-lipide.

Formarea unul complex intre ferocitocromul ¢ si o serie de
fosfolipide acide, a constituit obiectul a numeroase cercetidri, Astfel,
spectrele de RMN ale cardiolipinel se modific¥, prin ad¥ugarea feroci-
tocromului o. Chiar la concentratii mici ale moleculei protelice
(2 x lo'sl), s-a observat o scddere a intensit¥tii tuturor semnalelor,
sugerind o oarecare imobilizare a cardiolipinei, in urma formdrii com~
plexului proteiné-lipide. La concentratii mari de proteind (8 x lo'“l),
semnalele protonice ale grupdrilor polare se lérgesc. Datele experimen-
tale dovedesc cd au loc interac{il electrostatice intre grupdrile inciér-
cate pozitiv ale proteinei si grupdirile incércate negativ ale fosfolipi-
dului,

Rezultate similare s-au obfinut gi prin cercetarea interacfi-
ilor dintre ferocitocromul ¢ gi fosfatidilcolind. In acest caz, scide-
rea semnalelor protonice de la nivelul grup#rilor polare, poate fi ex-
plicatd in mal multe moduri, gi anumet

a) un contact direct al fosfolipidulul cu regiunile hidro~
fobe ale proteinei.

b) sc#éderea vitezel de difuzie laterald a fosfolipidelor, ca
urmare a formérii complexului proteind-lipid.

@) mc#derea migecirilor intramoleculare a fosfolipideler din
cauza spropierii moleculelor de fosfolipide, obfinute in urme neutrali-
zdrii sarcinilor polare ale 1ip1dului cu grupérile polare ale proteinei.
Dintre aceste posibilit#tl, cel mal sdesea a fost consideratd difuzia
laterald a fosfolipidelor. De exemplu, ferocitrocromul ¢, la un pH
neutru, prezintd 8 sarcini pozitive, prin intermediul oc#rore este capsa=-
bil 84 fixeze cel putin 4 molecule de cardiolipind (Jori gi col.l1974).
Acest lucru presupune c¥ in prezenfa proteinei difuzia laterald a fos-
folipidului scade de cel puyin 4 ori.

Cu toate c# datele experimentale sugereazd o modificare a
vigcozitétii bistratului fosfolipidic in urma fix&rii moleculei pro-
teice, ele nu ne dau informayii concréte asupra modificérilor structu-
rale ale fosfolipidelor. Datele biofizice descriu posibilitatea formérii
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unui complex protein#-fosfolipide, ceea ce are ca urmare o separare sl
reorganizare a membranei: o fazd "1lichidi" a moleculelor fosfolipidice
libere si o fazd mai "solid&" realizati de complex.

Interrelatiile dintre polipeptide memb:
artificiale. O altd modalitate de a urméri relafiile dintre lipide si
proteine s-a realizat cu sjutorul unor polipeptide sintetice, inglobate
in membrane artificiale (lipozomi). Polipeptidele bazice modific#d pro-
prietdfile membranelor lipidice, iar amploarea lor depinde de caracte-
rul hidrofobicitdyii polipeptidelor. Un studiu amplu a fost realizat
de cdtre Bach si col.(1975), care au dovedit ci polipeptidele bazice
sintetice cu compozitii chimice deosebite, prin fixare de membrane pot
lua conformafii variabile.

Una din polipeptidele sintetice studiate a fost (Liz-Phe)n,
care la pH neutru are o conformaf{ie "random coil", lar prin cregterea
pH igi schimbd conformafia (structurd beta)., La pH neutru, majoritatea
grupédrilor polare ale lizinei sint incédrcate pozitiv, in timp ce fos-
fatidilcolina apare electroneutrs, lar fosfatidilserina este electrone-
gativd. In prezenta fosfatidilcolinei, acest polipeptid igi intensificid
conformatia< helix., In schimb, polipeptidul (Liz-Tir)n suferd o tranzi-
fle cétre o conformatie ﬁ,, prin inglobare in fosfolipide. Aceastd mo-
dificare de conformafie, nu necesitd prezenta unor sarcini negative in
membrand, deoarece modificarea are loc, atit cu fosfatidilserina oit gi
cu fosfatidilcolina.

Al treilea polimer cercetat, si anume (le-JBer)n este cel
mai hidrofilic. In ciuda hidrofiliei sale, polipeptidul se absoarbe pu-
ternic pe filme de fosfatidilcolind gi fosfatidilserind. S-a sugerat cé
acest polipeptid nu suferd nici o modificare de conformatie prin inter-
actie cu membranele fosfolipidice.

4,5, Rodopsina. In afara faptului c¥ rodopsina intervine in
mecanisgul de fotoreceptle, ea ne oferd un model interesant de interre=-
lafie dintre proteine gi lipide. Pigmentul vizual se £1a in struoctura
unor membrane fotoreceptoare speciale, a cdror funcfie este de a.trans-
forma semnalele luminoase din mediu in activitate electrics. Rodopsina
prezintd interes gi din punct de vedere bioenergetic, decarece s-a de-
monstrat cd la unele microorganisme ea indeplinegte func{ig de transfor-
mare a energiei luminoase in energie chimicd.

Membranele plasmatice ale celulelor retiniene (ocelulele ou

'bastonage) sint special adaptate procesului de fotoreceptie. Rodopsina
este un component proteic major gi reprezintd 8o-9c% din cantitatea to-
tald de proteine a acestor membrane (Daemen gi col. 1972). Degi s-au '
intreprins studii ample asupra localizdriil sale in membrand distribufia
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sa in membrana plasmatiocd nu este complet elucidat#é. S-au propus mai
multe modele. Dupd unii autori, rodopsina este distribuitd pe ambele
fete ale membranei, in mod simetric (Vanderkooi, 1973). Dupi alfl au-
tori, rodopsina are o localizare asimetricd in membran#d (Blasie,1972),
, sau sub form#d elipsoidal¥ in toatd grosimea membranei (Raubach si col.
1974) » Modelul cel mai sugestiv sugereazi cd molecula rodopsinei are
forma unei haltere (Poo gi Cane,1974). Acest model apreciazi gi func-
Yia sa ca moleculd ionoforicé pentru ionii de Caa*, in actul de fotore-~
ceptie (Hogins gi Yashikami,1974).

Distributia rodopsineil in membrand gi asigurarea unei confor-
matil adecvate este datd de cooperarea moleculei cu fosfolipide gi o
serie de oligoglucide, ocu care formeazi un complex funcfional. Cu toate
acestea, rodopsina se poate migca in membrand, in mai multe directil.
Posibilitatea modific#érii pozitiei sale in membran# prin iluminare a
fost doveditd de Blasie (1972) . Datele experimentale @ sugereazid ca-
racterul fluid al mediului ce inconjoard rodopsina, ceea ce vine in a-
cord cu observayiile asupra predominantel acizilor grasi nesaturati in
fosfolipidele membranelor fotoreceptoare (Daemen,1973). S-a constatat
g1 o difuzie a pigmentului vizual, in plan lateral (Poo si Cane, 1974).

Rolul oligoglucidelor din molecula rodopsinei nu este clar.
Rodopsina confine 3 molecule de N-acetilglucozaminid gi 3 molecule de
manoz#d, legate de opsind prin intermediul acidului aspartic. Glucidele
ar menf{ine o anumitdé conformatie a moleculei in membrani. In ce privegte
rolul fosfolipidelor, s-a sugerat od ele sint necesare pentru crearea
unui micromediu hidrofob gi asigurarea unei conformat{ii functionale
adecvate (Daemen,1973). Cercetdrile pe membrane artificiale sustin im-
portanta fosfolipidelor, care au facllitat restaurarea proprietdgilor
sale de fotoreactivare (Chen gi Hubbel, 1973).

Fosfolipidele joac# un rol deosebit in transformarea foto-
gndusi a rodopsinei, determinind partial aparifia cu o anumitd vi-
tezd a produsilor el de hidrolizd. De asemenea, fosfolipidele participd
in procesul de resintezd al pigmentului vizual in membrand. Fosfatidil-
etanolamina intervine in transformarea transretinolului in izomerul
ll-cisg,
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5« GLICOPROTEINELE DIN MEMBRANELE PIASMATICE CELULARE

5.1. Caracterizare.

In structura membranelor plasmatice celulare s-au identifi~-
cabt numeroase glicoproteine. In afara acestora gi in strinsd interde -
pendentd cu membrana, se afl¥d glicozaminoglicanii, care confer# membra-
nei particularitifi functionale specifice.

Regiunea oligozaharidicd a glicoproteinelor de membrani con-
tine in raporturi variabile gi secvente specifice, urmdtoarele glucide:
manozd, glucozd, fucozd, N-acetilglucozamind, N-acetilgalactozamin¥ si
acid sialic (mai ales sub formd de acid N-acetilneuraminic). Secventele
oligozaharidice din molecula glicoproteicd, se leagl covalent de aspara-
gind prin intermediul N-acetilglucozaminei, sau prin intermediul N-ace=-
tilgalactozaminel, manozei, galactozél de serin#, treonind, hidroxili-
zind sau hidroxiprolind din lantul polipeptidic. Spre deosebire de gli-
cozaminoglicani, glicoproteinele nu confin unitdtl dizaharidice repeti-
tive. :

In general, acidul sialic din structura glicoproteinelor are
0 pozifie terminald. Pentru exemplificare, prezentém structura posibild
a regiunii oligozaharidice din cadrul unei glicoproteine caracteristice
membranei plasmatice (figura 24).

4o—1 N-Acelil blucezaming «—— Ualsctors «———— N-Aceti] Nevraouoic
gy 4orof" b+
kP hoe2
In—2

D Maneza

A \\3’_, 2+—2
1—4 } N-Acetil Gluceraming ~—— 631301078 «———— Y- Ace] Neuraminr

N-Aceti] 6lucazamina

ANV seareina

Fig.24, Structura oligozaharidicd probabild a unei gli-
coproteine din membrana plasmaticd.
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Glucidele din moleculele glicoproteinelor formeazd structuri
stereospecifice, in funcy{ie de natura glucidelor, pozifia gruplrilor
reactive gi interrelafiile cu alte molecule din membrand. In structura
glicoproteinelor s-au descris lo monozaharide, din cele peste loo glu~-
cide intilnite in naturd. Numdrul combinaf{iilor dintre monozsharide
este ins¥ foarte mare din cauza existentei mai multor tipuri de legituri
glicozidice (1—»1l, 1 —» 2, 1 =» 3, 1 = 4, 1->» 6), in conformafie
ol sl }3. De aceea, pentru 2 monozaharide, in principiu pot exista 11
izomeri deosebiti. Numidrul izomerilor posibili pentru un trizeharid
poate ajunge la lo56. Aga se ppate explica heterogenitatea si variashi-
litatea extrem de mare a glicoprotei-
nelor in exprimarea unor func{ii anti-
genice (sau de altd naturd) din membra-
nele celulare. Pentru exemplificare
prezentdm tipurile de relagii dintre
acidul N~acetilneuraminic terminal si

Neursminisees galactozd (figura 25).
In afara particularitiifilor de
Fig.25. Tipurile de legidturi structurd chimicd, caracterizarea gli-

:tg:gei3°;g:iy¥;°g:§;}::§§°' coproteinelor poate fi fHcutd prin com-

din structura oligozaharidicd portarea lor in cimpul electric. Prin
:oséfooprotoinelor §1 galac- electroforezd in gel de poliacrilamidi

in prezenta detergentulul (dodecilsul-
fat de sodiu) a membranelor plasmatice solubilizate din celulele papi-
lelor gustative de la mamifere, s-au separat 21 frac{ii proteice, din
care 14 erau de naturd glicoprotelicé, Studiul electroforetic comparativ
al proteinelor gi glicoproteinelor din membrana eritrocitard de la di-
verse mamifere, evidentiazd 9 benzi proteliee majore. Dintre ascestea, una
sau mai multe aint de naturd zlicoproteicd si specifice fiecdrui tip ce-
lular(prin mobilitate electroforetiocd sau alte criterii). In membranele
eritrocitului uman, s-au identificat electroforetic trei benzi glico -
proteice majore (gr.mol.230.000, 195.000 gi loe.000) gi alte 4 benzi
glicoproteice minore (Marten si Govin,1973).

Aproximativ lo% din gresutatea uscatd a membranei plasmatice
eritrocitare este format#d din glucide, legate covalent de lipide sau
proteine (Winzler,1970). Raporturile procentuale sint variabile in func-
tie de natura membranei (tipul celular) gi numerogi alji factori. In ma-
joritatea cazurilor, glicoproteinele (ca si glicolipidele) din membrane-
le plasmatice au o dispozitie asimetricZ, cu regiunea oligozaharidic#
orientatd spre mediul extracelular. Aceastd apreciere a fost datd de
faptul cd majoritatea glucidelor pot fi eliberate din membrane de citre
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enzime specifice, care actioneuzd numal pe fafa externd a celulelor.
Astfel, neuraminidaza adiugat® la & suspensie de celule eritrocitare
elibereazd in mediu intreaga cantitate de acid sialic din membrane.Nu-
meroase observafil au fost efectuate cu ajutorul tehnicilor de marcare
(antigene, lectine, fluoroeromi, trasori radioactivi) a compugilor gli-
coproteici.

5.2+ Glicoforina. O atentie deosebit¥ a fost acordatd unei
glicoproteine majore din membrana eritrocitului uman, care a fost izo~-
lat#, purificatd gi caracterizat® (Marchesi,1975). Este o sialoglicopro-
tein#d cunoscutd sub denumirea de glicoforinsi. Molecula contine 60% glu-

WNH,

2

(~16.000)  (~ gapp) (~11000) \' /.
~ 2 (/ST 7
(~ 2000) Membrana
s . plasmaticd
wg@A
g WGA W6A

FLy

Fig.26. Reprezentarea schematicd lineard a dispozifiel
glicoforinel in membrana plasmatici a eritro -
citului (dupd Marchesi,19g7). Se precizeazd mé-
rimea celor 4 segmente peptidice(d.l,.l?,.d,’ gl

B ), care se elibereazd in urma tratamentului

cu tripsind. De asemenea, se sugereazd 0zi=-

tia unor situsuri receptoare ale moleoulef ]

FHA = fitohemaglutinina; WGA = aglutinind din

germene de griu; FLU = situsul receptor al vi-

rusului gripei.
cide, din care 29 il formeazd acidul sialic., Glicoforina este formatd
dintr-un lany polipeptidic (aproximativ 200 aminoacizi), pe care se
fixeazd numeroase unititi oligozaharidice de lungimi variabile (20-30
unitdyi oligozaharidice), spre capstul N-terminal al moleculei. Un model
linear al glicoforinei din membrana eritrocitulul uman este redat in fi-
gura 26.

Glicoforina este purtétoare a numerogi determinanti antige-

nici, De asemenea, este consideratd ca moleculd receptoare pentru o se-
rie de lectine vegetale gi pentru virusul gripei. Studiile de hidrolizd

enzimaticd a glicoforinei (mai ales cu ajutorul tripsinei), au permis
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identificerea a patru glicopeptide solubile in api gi un fragment pro-
teio insolubil in ap¥, cu un conf{inut mare in aminoacizi apolari, Ana=-
liza complexd a acestel glico-
proteine a ugurat foarte mult in-

Lermmee——

; Regrunea yelegerea pozitiei sale in mem~
1 AR brand (Kornfeld gi Kornfeld,1971;

Segrest gi co0l.1973; Marchesi,

1975).
"3 a ﬂ ﬂ R Un model al topografiei

Regjunea glicoforinei in membrana plasma-

i :
gggg TNTRTAT™™  tiok 8 eritrositulul este redat
g in figura 27, care a fost susfi-

Inferior ] Regrunes nut de numeroase cercetéri. Incu~

00K, introcelulers barea celulelor intregi intr-un

i 2 Mk i ek & mediu de reactie iixa rezenfa lac-
ig.27. Mode dispozifiel topogra-

fice & glicoforinei in membrana pls- boPeroxidazei si I™"“-Nal (lac-
maticd a eritrocituluil (dupd Bretcher, toperoxidaza catalizeazd iodina=-

1973) . rea resturilor tirozinice ale
moleculei) gi analiza ulteriocard a peptidelor prin autoradiografie, a
identificat prezenta izotopulul numai in regiunes N-terminald a molecu-
lei (vezi figura 28). Prin folosirea fragmentelor de membrane, s-a mar-
cat gl caplitul C-terminal al mo- ot

2
leculei glicoprotelce (Hubbort si % Py A

Tr

Cohn,1972; Marchesi 1975), Orien- / ev Nz J-1"%
tarea asimetrici a moleculel )
fost doveditid gl ou ajutorul an-
ticorpilor, fatd de regiuni spe-

cifice ale glicoforinei. Astfel, o N
anticorpil preparati fatd de in-
treaga moleculd, determind o a- CgoH
glutinare a eritrocitelor. In
schimb, anticorpii objinufi pen-
tru caplitul C-terminal al mole -
culei, nu produc aglutinarea ce=- Fig.28. Reprezentarea aohenatig&
3 a procedeului de iodinare al gli-
lulelor. 8-a tras concluzia ci coforinei, din memb plasmati-
regiunea C-terminald a glicofo - g& a oritrgcltglo{ %:gagigs gu
actoperoxidaz - . n
rinel este expusd in interiorul cazul celulelor gntrogi, are loc
celulei. lodinarea restuiilgr %no:inige i
e spre capitul N-terminal a
Orientarea asimetricd moleculei (expus in mediul extra-

a glicoforinei din membrana plas-~ celular).
maticd a fost doveditd gi pe mem~
brane artificiale (van Zoellen $i ¢0l.1978). Glicoproteina purificatd
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a fost inglobatd in lipide. S-a calculat cd fiecare moleculd de glico~-
forind este fixatd de aproximativ loo molecule lipidice. Pentru a apre-
cia procentajul de molecule de glicoforine orientate cu eapitul N-termi-
nal spre exterior, s-a aplicat un tratament cu tripsinfi. Cantitatea de
acid sialic ce se elibereaz#d in solufie, Inainte gi dupd digestie en-
zimaticd, a constitult o bazd de apreciere a orientdrii moleculelor.
Aproximativ 8c% din acidul sialic poate fi scos prin digestie triptioci.
Utilizarea unor fosfoliride deosebite pentru inglobarea glicoforinei in
lipozomi a dat rezultate identice, sugerindu-se cd natura fosfolipide~
lor nu influenteazd orientarea proteinei.

5«3« Alte glicoproteine. Importanta glicoproteinelor din mem-
brane apare deosebitd, prin multiplele roluri pe care 'le indeplinesocs
antigene de suprafat#, receptori hormonali gi virali, receptori pentru
lectine, receptoride recunoagtere intercelulard (Cuatrecasas,l974). Unele
aspecte vor fi tratate ulterior (vezi capitolul despre receptori). Cunog-
tinfele noastre despre glicoproteinele din membranele plasmatice sint
foarte restrinse. Totugi, se apreciazd oX flecare tip de celuld prezin-
td o compozitie specific# in glicoproteine de membrand (tabelul 7).

Gahmerg gi col. (1976), prin utilizarea unei tehnici ocu ga-
lactozoxidaz8 cuplatd cu borohidrurd de sodiu marcatd, au identificat
existenta unor glicoproteine de membran#, caracteristice pentru fiecare
populatie limfocitard, Galactozoxidaza este o moleculd mare ce nu trece
prin membrana plasmatic8. Enzima atacd grupdrile galactozil gi N-acetile
galactozaminil ale glicoproteinelor gi prin oxidare duce la formarea
unor derivati aldehidici.

Gibbons gi col. (1976) au studiat o serie de glicoproteine
din membrana plasmatic# a hMepatocitului, cu proprietéifl antigenice de
suprafaté. Prin digestie enzimaticd, s-a reugit izolarea si identifica-
rea acestor glicoproteine gi s-a propus urmidtoarea secventd oligozaha-
ridiod (figura 29). .

Studiul comparativ al glicoproteinelor din membranele plasma-
tice a unor tipurli de celule de la mamifere, a reliefat citeva particu-
laritdfi. In membrana eritrocitului uman si a celulel adipoase bovine,
s-au ldentificat glicoproteine ce contineau centitiiti mari din dizaha—
ridul B D~galactozll=(1l=3)~N-acetil-D-galactozamind, componentd a gru-
pdrii antigendce sanguine MN gi al antigenului TF (antigenul Thomsen-
Friedenreich). Eritrocitele bovine prezintd in membrane cantitéi mari
dintr-un alt oligozaharid ce conf{ine N-acetilglucozamini. Membranele
celulelor adipoase de la om, au glicoproteine cu nivel scdzut al antige-
nului TF, dar expuﬁ receptori glicoproteici pentru diverse lectine: lec-
tine din Phaseolus vulgaris, con A, soia gi ricin. Datele comparative
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asupra glicoproteinelor din membranele limfooitelor smardtet od limfo-
citele bovine confin mal mult¥ galactozd gi mal putin ascid sielic, in

AGIDUL N-ACETIL

NEURAMINIG
2—6
> ACIDUL N- ACETIL
GALACTOIA NEURAMINIC
1~6 , 14 Y
GALACTOZA GALACTOZA FUCOZA
=6, 1+4 § et ot
SALACTOZA MANOZA
f+3 , 14 1+3 , 1+4 )
N-ACETILHEXOZAMINA NANOZA ]

I

CONH

PEPTID ASPARAGINA

Pig.29. Structura probabil¥ a unei glicopro-
teine din membrana plasmaticd a ce-
:]ig%o)l hepatice (dup#& Gibbons gi col.

6 -

comparatie ocu limfocitele umane (Neuman gi Uhlembruek 1977).

Glicoproteinele din membrana plasmaticd a eritroocitulul uman
cercetate de Winzler (1972), natura receptorilor pentru Phaseolus ca-
'raotorlutt de Kornfeld (1972) gi structura probabill a glicoproteinei
32, prezint¥d o serie de analogii cu secvenfa oligozasharidic# propusd de
Montreuil (1977).

Se#. Fibronegtina. In membrana plasmatic#f a fibroblastelor a
fost identificat¥ o glicoprotein#, denumitd fibronectind, proteind LETS
sau CSP (proteind de pe suprafata celulard). Proteina a fost purificatd
gl ou ajutorul ei s-au obyinut antiseruri monospecifice (Yamads,1978).
Anti-fibronectina a fost utilizat¥d pentru a localiza glicoproteina in
membrand. Fibronectina indeplinegte mai multe roluri: apare in cantité{l
sciizute dupd stabilirea contactelor intre celule (Yameda $i 001.1977),
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scade sau lipseste la celulele transformate neoplazic (Chen si col.
1976) . Fibronectina constituie un component major al membrsnei celule-
lor din tesutul conjunctiv $i el membranei bazale (Vaheri gi Mosher,
1978) . S-a apreciat cd fibronectina mediazid interactiile adezive ale
celulelor cu substratul, atit in vitro c¢it gl in vive (Pearlstein,1976).

Observafiile lui Yamada (1978) pe fibroblaste cultivate in
culturad au demonstrat cd fibronectina este dispusd pe fata externd a
membranelor, cu rol adeziv sl'da men{inere a morfologiei normale a ce-
lulelor. Tratarea fibroblastelor embrionare cu anti-fibronectini, de-
termind rotunjirea celulelor in decurs de 20 min. In paralel, fixarea
anti-fibronectinei de membrand induce o redistributie a glicoproteinei,
proces analog cu bonetarea antigenelor pentiu concansslind A din membra-
na limfocitelor. Agregarea lor are loc cu vitezd micd gi a fost obser-
vatd numai la celulele libere. Cu alte cuvinte, formarsa unor legéturi
intre celule, nu mal permite fixarea anti-fibronectineli de membrane.
Masurdtorile de mobilitate laterald a fibronectinei, au stabilit cid a~
ceastd glicoproteins este relativ imobil# in membran#, in comparafie cu
alte proteine (Schlessinger si co0l.1977). Nu s-a putut preciza ins# dacd
migcmrea fibronectinei in membrane (indus# de ligand), se datoregte unel
reorganiziri a membranei sau a elementelor microtubulare gi microfila-
mentare din citoplasmd.

5.5. Glicoziltransferazele. Biosinteza @licoproteinelor in-
cepe in reticulul endoplasmic, continud in aparatul Golgl gi foarte ade-
sea se termind pe membrana plasmaticd. Ultimul aspect este intretinut
de o serie de glicoziltransferaze specifice de pe fata externd a mem—
branelor plasmatice.

Glicoziltransferazele din membrana plasmatic# indeplinesc
numeroase func{ii celulare. Ele intervin in glicozilarea terminald a
glicoproteinelor gi glicolipidelor din cadrul aceleiasi membrane, sau a
unor molecule analoage de pe .celule invecinate. Procesul gliocozilérii
din membranele celulare este extrem de complex, pufin cunoscut gi £n
realize ea lul coopereazd numerogl factori. In calitate de donmori de
monozaharide particip¥ nucleozidfosfatmonozaharidele (GDP-fucozd, UDP=
galactozd , CMP-aecid sialic, etc.) si compugi lipidici poliizoprenoclici
(ficoprenol, dolichol, retinol). Retinolul are specificitate mare pentru
glucozé, manozd sl galactozd, in timp ce dolicholul pentru glucozd gi
N-acetilgalactozamind. Glicoziltransferazele spar specifice atit fatd
de transportorii de monozahavide, cit mai ales fa{¥ de acceptori cu sec-
vente ologozaharidice determinate (Roseman,1970). Cu alte cuvinte, en~
zimele recunosc secvente oligozaharidice gi mai pufin un monozaharid
din pozifie terminald. De exemplu, fucoziltransferaza II ce fixeaz¥ spe-
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Tabelul 7 - Continutul in monoczaharide i dizaharide din glicoproteinele unor membrane plasmatice

—— = = SSESE=EssSsTS=== ====

* Membrane plasmatice umane

Membrane plasmatice bovine

Compusul eritrocit celuld grasd limfocit eritrocit celuld grasi limfocit
moli/mg moli/mg
Fucozd 3,7 24 4 4.4 3,7 344 8,7
Manozd 5'3 15p6 7.9 101 = 20!8 9’9
Galactozd 28,9 55,6 9,6 1lo05,6 48,0 38,1
Glucozd 242 45,6 lo,1 13,9 26,0 lo,5
N-acetil-galactozamind 20,8 8,6 0,59 34,8 20,4 0,84
N-acetil-~glucozamind 12,7 3444 4,9 76,0 14,1 5,8
Acid sialic 48,7 5¢2 12,1 42,3 30,3 7,1
‘(;’_:i (l - 5)-]—800311—58180t0!a— 20’5 4,3 0,31 1'0 12.° urme
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cific fucoza pe restul galactozil legat de N-acetilgalactozamind din
molecula unei glicoproteine, nu poate cataliza fixarea fucozel pe res-
tul galactozll legat de N-acetilglucozaminsi, din molecula fetuinei
(molecul#d lipsitd de acidul sialie in pozitie terminald). O reprezen-
tare schematicd a acestul proces este redatd in figura 30.

6licoproteind

Potiveptide —s NNNANNAAN/

a1

Fetvina

Yo

Fig.30. Specificitatea fucoziltransferazelor
din celulele Hela. N=AcGlc = N-ace=-
tilglucozamina; N-AcGal = N-acetil -
galactozamina; Gal £ galactoza; NANA
= acidul N-acetilneuraminic; Fuc =
fucoza. :

Glicoziltransferazele de pe membranele plasmatice participd
in glicozilarea homocelular#d sau intercelulard gi recunocagterea dintre
celule. Au fost propuse mai multe modalité{i de stabilire a unor con-
tacte intre celule invecinate (vezi figura 31). Dup# p¥rerea luil
Roseman (1970, 1975), in stabilirea unul contact intre doud celule are
looc o cuplare intre transferaza unel celule si lanf{ul oligozaharidic
a celel de a douacelule, printr-un proces de transglicozilare. Gli-
cozilarea modificd structura suprafetel belulare, urmat¥d de o mérire
sau micgorare a Lnterrelatiiior dintre celulse.

Pe misura form#rii contactelor celulare, are loc o cregtere
a cantitdyii de ceremidtrihexozid, accelerarea sintezel unor gangliozi-
de (GM5) gl disialogengliozide (Gnla' GD3), precun si modificlri in
structura unor glicoproteine si glicozaminoglicani (Gahmberg gi col.
1974; Robbin si col. 1975). Prin stabilirea unor contacte intre fibro-
blaste cultivate in vitro, creste glicozilarea glicoproteinelor din
membrand (de aproximativ 2,5 ori/celuld), insotitd de o mirime a lan~
tului oligozaharidic (Nicolson si Lacorbiere, 197%; Post gi Nicolson,
1977). Acest proces reprezintd unul din factorii care opreste prolife-
rarea celulelor gi a fost denumit inhibitie de contact a cregterii ce-
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lulelor. De asemenea, modificdrile structurale ale glicoproteinelor
gi glicolipidelor din membranele plasmatice, reprezintd una din moda-
litétile cele mai clar exprimate de mascare a undr receptori sau dim-
potrivd de activare a altora. '

A B c D

. £ F ) H
T :

Fig.31l. Citeva tipuri de contacte (legituri) intre celule (dupd
Bell,1978§.
A) doi receptori legati de un ligand bivalent.
B recegtorul de pe celula 1, fixat de un ligand de pe
celula 2,
C) legdturd intercelulard prin intermediul unei enzime.
D) un contact ipotetic intre doi receptori identici.
E) punti intre doi anticorpl (sau glicoproteine) in
intgrx;:ediul a doli antigenl bivalenti (sau lectine biva-
ente ) .
F) punti intre doud glicoproteine prin intermediul unui
ligand multivalent.
G) glicoproteind fixatéd monovalent de antigen.
H icoproteind fixat# multivalent de antigen.
I egidturli multiple a gllooproteimlor similare din

;&n:rana a dould celule invecinate eu un ligand multiva~
env.

J) legituri complementare intre glicoproteine (glicoli~-
pilde) din membranele a doud celule invecinate.

In mombrana plasmatiodi a celuleleor transformate, apar gli-
coproteine cu gr.mol. mail micl, denumite antigene cancerospecifice
(Glick si c0l.1973). Aceste glicoproteine prezintd o difuzie mal mare
in membrandi. Celulele transformate sint incapabile sd realizeze inhi-
bitii de contact. Enzimele gi substratele din membrana acestor celule
sint apropiate, ceea ce favorizeazd procese de cis-glicozilare. In mem—
_ brana ocelulelor transformate activitatea unor glicoziltransferaze este
inhibat#.Astfel,atacul ou oncovirusuri a unor celule cultivate in vitro,
determing sciideres activitiétii sialiltransferazei (transformd GM, in
GDh) gl N-acetilgalactozaminiltrensferazel (formeaszd GM, din GI})' In
unele membrane transformate, cregte cantitatea de lactozilceramid. Re~
zultatele apar decsebite in functie de tipul celular gi de natura viru-
sului.
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S-a apreciat cd trans-glicozilarea glicoproteinelor sgi
glicolipidelor de la nivelul membranei plasmatice nu poate constitui
unica modalitate de control a biosintezel acestor molecule (Smith gi
Walborg,1976). Un mecanism alternativ a fost sugerat de Critchley si
Macpherson (1973), care au luat in considerafie densitatea oligozaha-
ridelor din membrana plasmatic#. Urmérindu-se continutul unor glico-
lipide pe celule cultivate in vitro (in monostraturi sau in suspensii),
s—-a constatat cd continutul in glicolipide cregte c¢ind celulele sint
la confluentd. Cantitatea acestor glicolipide de "contact", scade in
cazul celulelor transformate (Hakomori, 1971). Enzima ce catalizeazi
fixasrea restului galactozil la trihexozidceramid (UDP-galactozat lac-
tozilceramid galactoziltransferaza), cregte de 2-3 ori la celulele ce
prezintd inhibitie de contact.

La celulele transformate de la goarece cultivate in vitro
scade continutul disialo- s$i monosialogangliozidelor gi se acumuleazd
o cantitate mare de hematozide. Aceste modificdri sint cauzate de scd~
derea activité;ii enzimei UDP-N-acetilgalactozamint hematozid N-acetil-
galactozaminiltransferaza (Cumar gl col.l970). Secventele de reachii
catalizate de o serie de glicoziltransferaze din membranele celulare
sint redate in figura 32.

CER— 6L U— 6l
sl 4 SIALILTRANSFERAZ
o L ERAZA 1
6Ms CER— G1U— GAL— NANA
—NACEAL —
o i K- ACETHEALACTOZAMINIL -
vop TRANSFERAZA
M, CER— 6L U EAL(NANA)— NAc 6AL
UoP—GAL
s BALACTOZILTRANSFERAZA
M, CER — GLU ~— 6AL (NANA)— NAcGAL~ AL
SIALITRANSFERAZA Il
6044 CER — GLU~— GAL(NANA)—NAcGAL— NANA

Fig.%2. Reprezentarea schematicd a elaboririi

" principalelor tipuri de gangliozide ,

cu funot{ii receptoare in membranele
plasmatice celulare.
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Glicoziltransferazele specifice diferitelor categorii de
glicopreteine sint mal putin cunoscute, din cauza marii heterogenitifi
a lor in membrane gl a interferenfel cu structurile seeundare,mai ales
glicocalixul.

servafiile experimcntalo au reliefat faptul oi gllcoprovoinolo el gli-
colipidele din membrana plasmaticd a unor tipuri de celule, prezintd
organizdrl succesive de distribufie gi compozifie. In anumite faze ale
cicluluil celular, s-a descris existenfa unor molecule specifice.Astfel,
s-a dovedit c# acceslibilitetea in membrana plasmaticd a tri-, tetra-
sl pentahexozidoceramidelor este maximd in faza Gl g1 8 (Wolf gi Robbins
1976) . In aceste faze, atit moblilitatea acestor componente este mal
mare in membrand, cit gi interrelafiile dintre ele.

Studiindu-se sinteza glicoproteinelor pe o linie sinerond
de limfocite de goarece, s-a constatat cid formarea lor (mdsuratid prin
incorporarea fucozei gi glucozaminei radioactive), are loc in cursul
intregului ciclu celular, cu un maximum in faza S. De asemenea, acti~
vitatea unor glicozlltransferaze de membran#, apare cu un nivel cree-
cut in faza S (Bosmann,1971).

0 anglizd destul de ampld a fost oferitd de Brown (1972) si
Glick si Buck (1973). Examinarea glicoproteinelor din membrana celula-
rd in metafaz#d, cu cele din restul ciclului celular, a reliefat pre-~
zenta in primul caz a unor glicoproteine cu gr.mol.meri. Cu alte cuvine
te, prezenta unor glicoproteine in membrana plasmaticd are o expresie
temporard in functie de diviziune.

A fost urmiritd sl cspscitatea unor celule de a fixa lec-
tine vegetale in cursul clclului celular (Fox si col.l971; Noonan gi
col. 1973). In cazul celulelor normale, situsurile receptoare pentru
lectine vegetale sint accesibile mal ales in cursul mitezel. DimpoUrivi,
celulele transformate pdstreazd o capacltate crescutd de aglutinare in
prezenta lectinelor, in tot cursul ciclului celular. Comparind viteza
de incorporare a unor substante in membrana plasmaticd a timocitelor
de gobolan stimulate cu con A, s-a observat cd manoza gi glucozsamina
86 incorporeazd in compusl al membranei cu vitez& constantd, in timp
ce inglobarea galactozei si fucozel prezintd dou# maxime (van Eijk si
Muhlradt, 1978).
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5.7. Rolul glicoproteinelor in cooperarea intercelulari.

Dac# de la o serie de glicoprotélno circulante (fetuind, ceruloplasmi-
nd) se indep#rteazd acidul sialic, supravietuirea lor in singe scade de
la citeva zeci de ore la citeva minute (Morell gi col.1971). In aceste
conditii, asialoglicoproteinele ies rapid din circulatie fiind capta-
te de cdtre ficat. La inceput are loc fixarea lor de membrana plasma-
ticd a celulelor hepatice, gi apoi prin pinocitozd sint introduse in
celule unde sint atacate de glicozidaze gl proteaze lizozomale. Alte
tesuturi (rinichi, plémini, inim#), nu pot acumula asialoglicoprotei-
nele circulante (Ashwell si Morel, 1974). Daci# din molecula de asialo-
glicoproteind se indepdrteazd gi galactoza, nu mal are loc fixarea lor
de membrana’ celulei plasmatice.

- Natura situsurilor receptoare capabile sid fixeze asialogli-
coproteinele circulante este pufin cunoscuté, S-a sugerat prezenta unor
sialiltransferaze (sau galactoziltransferaze), care pot forma ou mole=
cula circulantd un complex (Hudgin gi c0l.1974; Aronson gi col.1973).

S-a constatat od acidul sialic in pozifle terminald din
glicoproteinele de membran#, determind gi timpul de viaf{d a unor celu-
le in special al eritrocitelor. Indepirtarea aciduluil sialic din mem-
brana eritrocitard duce la rapida lor eliminare din singe (Gattengo si
col. 1975). In acest proces, pot interfera gi alte monozaharide. Injec~
tind in 8inge  limfocite radloactive sint regésite dupd un timp in
splind. Dacd inainte de injectare, din membrana limfocitelor se inde=-
pérteazd fucoza, "drumul" lor se modific# decarece limfoocitele sint
regisite in ficat (Gesner gi Ginsberg, 1964).

Regoeczi gi Hatton (1974) au ardtat cd asialotransferina
umand marcatd cu 1125 gl injectatd la lepuri este prinsd de celula he-
paticid, lar supravietuirea ei in circulatie este direct proportionald
cu confinutul in acid sialic al transferinei umane.

Aceste observa{ii nu pot duce la generalizldiri, deocarece alte
glicoproteine cu diferenfe minore in structura oligozaharidicd (in com-
paratie ou fetuina) sint incapabile de a fi prinse de celula hepaticd,
degi posedd un rest galactozil terminal. Acest lucru sugereazd cd in
afara galactozei, modul de aranjare gi legare a glucidelor din lanful
oligozaharidic influenteazd de asemenea activitatea bioclogic¥ gi impli-
cit recunocagterea celulard.

Eritropoetina desializat¥d este activi in vitro (stimuleasd
incorporarea fierului in hemul porfirinic din celulele mdduveil osoase).
Totugl, eritropoetina desializatd nu apare efectivd in vivo. Se pare
cd acidul sialic este necesar pentru protectia hormonului inainte de
atingerea organului yintd. Goldwasser si col. (1974) au dovedit c& aci-~
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dul sialic este necesar pentru stabilitatea biologicld gi chimicd a
eritropoetinel gi nu pentru acfilunea sa asupra celulei Hinté.

5.8¢ Structuri secundare in corelatie cu membrana plasmatic.
Buprafata externd a membranelor plasmatice celulare prezintd relatii
strinse cu o serie de molecule, care nu fac parte componentd din orga-
nizares propriu ziséd a membranelor. Natura gi importanta acestor aso-
cieri este putin cunoscutd. Elementele constitutive cuprind glicopro-
teine, glicolipide, polizaharide, ce servesc la alcdtuirea unor struc-
turi celulare secundare. Aceste structuri formeaz¥ glicocalixul (la
numeroase tipuri de celule de la eucariote), peretii celulari de la
bacterii gi celulele vegetale, elementele de structurd din spatiile
intercelulare (a {esuturilor conjumtive) si menﬁrana bazald a epiteli-
ilor. In figura 33 este redat¥ schematic natura structurilor celulare

e

membrana membrana i
plasmaticd plasmaticd —___ |
celvloza p/?’r_op//-_a/.e/ e, 3
. . ) 1co/ipiae, 3
K, il polizaharide gwcapg/izahm\* o
o plasmatics Y e d
2 periplesma o R
mezozom plante animale
peptidoglican b
2 N membreng .
membrand plasmatica

"‘— lipopelizaharidics
g acid eiopoi

; : glucan
bram negative Erem pozitire

Y —— mannan- proteine

drojdii

Fige33. Reprezentarea schematicd a structurilor secun-

dare in raporturi de cooperare cu membrana plas-
maticd, la prinelpalele tipuri de celule din
lumea vie.

secundare, la principalele tipuri de celule din lumea ;19. In afara
acestora, molecule polizaharidice s-au identificat de asemenea, in prin-
cipalii compugl organici ai excesheletului nevertebratelor. De exemplu,
chitina este un polimer, format din N-acetilglucozamind fixat prin le-
giturli 8 (1 —> 4) de elemente organice majore ale exoscheletului insec-
telor gi crustaceilor.

Structurile secundare ale membranelor plasmatice servesc la
susfinerea celulelor, confin situsuri receptoare specifice de recunoag-
tere intre celule, receptori cu funct{ii antigenice, etc. SH incercidm
sd facem o scurtd prezentare a organizérii moleculare a acestor struc-
turi la bacterii si celulele eucariote.
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Peretii bacterieni sint descrisl ca structuri secundare ale
membranei plasmatice, de formd capsulard, riglid¥ gi poroasdi. Prin na-
tura lor, el impiediod umflarea sau ruperea membranelor plasmatice, in
conditiile unor variafii mari a faotorilor mediului exterior. Peretfii
celulari bacterieni contin gi antigeni specifici, a cliror identificare
permite diagnostioul unor maladii infecfiocase. Dupd ocum se poate obser-
va din figura 33, bacteriile Gram pozitive au perefii celulari s#raci
in compugi lipidiocis dimpotriv¥, bacteriile Bram negative au perefii
celulari bogati in lipopolizaharide. La ambele tipuri de bacterii, pe=
retii celulari posedd o organizare moleculard similard, adic# sint for-
matii din structuri ounoscute sub denumirea de peptidoglicani sau mureine.
Acegtia sint alodtuiyl din lanfurl paralele de oligozaharide legate
oovalent de lanfuri polipeptidice. Peptidoglicanii pot oonstitui pind
la 50% din compozitia peretelul celular. Pe aceastd structurd se fix-
eazl elemente chimice deosebite, in funofie de tipul de bacterie (Gram
pozitive sau Gram negative) (vezi figura 32). In general, bacteriile
Gram negative Qu pereti celulari mal complecsi decit bacteriile Gram
pozitive.

Natura gi organizarea peretelui celular a fost bine anali=-
zatd la Staphylocoocous aureus (Strominger,1976). Unitdyile polizahari-
dice repetitive (muropeptide) sint aloituite dintr-un dizaharid, gi
_anume N-acetilglucozamina unitd prin loglturl‘ﬁ (1 —> 4) de aocidul
N-acetilneuraminic. Gruparea carboxil a acidului acetilneuraminic se
unegte de un tetrapeptid format dint L-alanind, D-izoglutamat, L-1lizind
g1 D=alanindi, S-au observat variafii in structura peptidului in functie
de speoia bacteriand, Structura muropeptidului este redatd in figura
34, Fiecare peptidoglican se unegte de cél¥lalt prin pun{i interpepti-

N-acelilplvcoseming Acidul N-aceliimuramie
HgOH
)
AcNH
uc—jn-c-o Fige.34, Struoctura chimicl a
:!m unitdfilor de muropeptid re-
petitive, care intri in
LAlaning oom{osltla peretilor celu -
L—o larl baoterieni. Unitiyile
H de luropogtid se leagd intm
ele prin legdturi 1 —= 4,
( '—-CDON
Aeid
D-izeglutemie "e
(7)C=0
NH
L-lizina "#'“"ﬁ)"c"l“ NHp
- -o
. %
D-alanine H L_ CHy
00H

d
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dice. La B.aureus, punfile sint formate din lanjuri de pentagliocini,
care .86 intind de la gruparea carboxil a alaninei terminale a unui
tetrapeptid, la gruparea £-1m2 a celui de-al treilea aminocacid (I~li-
gzina) din tetrapeptidul invecinat. SBe formeaz¥ o structurd trispapiald,

prin punti orientate in diferite planuri (vezi figura 35%).

TA TA TA

f ? 1

[
Lot et B e R e T S T o S S v

X=Y=x
(a) r—é—n VXA V= x v~ x v —xFv—

K=Y ~x @y—x &y —xffv—x §Y— x§ v— Lt

-

Y~ XY~ x Yy —~x Fy—v§v— Yo

NHCOMe q Me

Fig.3%. Structura peptidoglicanului din peretele

celular de la Staphylococcus aureus(dup¥
Strominger, 1975).
a) modul de orientare gi legare a elemen-
telor in structurd. Cele doud unitagi
iluoidioo din structura pept&doglioanu -
ui, au fost simbolizate cu (acetllgh&
cosamina) i Y(acidul acetilmuramio).
ourile albe reprezintd aminoacizi din
tetrapeptidt I-alanil-D-izoglutaminilel-
lizil<~D-alanindi. Cercurile negre for=
meazd guntilo de pentafliolnl, care fi-
xeaz¥ intre ele lanfurile de ge{tldogll-
cani, TA-P reprezintd acidul telcholse ,
fixat de polizaharide prin legiturd fos-
fodiester.
b) structura unitiyii repetitive dizaha-
#ldice.

Lizgozimul (ensimd purifiocatdd din albugul de ou) poate dis-
truge peretii bacteriilor Gram pozitive, decarece hidrolizeazd legl-
turile gliocoszidioce p (1 —» 4) ale polizaharidului. In prezenta unei
concentratii mari in zaharozd (1,0 M), celula nu este supusd unui soc
osmotioc gi rémine oa atare sub formd de protoplast. Pe acegti peretfi
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celulari de naturd peptidoglicanicd, se gisesc gl alte molecule in
functie de species acid teichoic, oligozaharide, polipeptide. [a bae-
teriile Gram pozitive, acidul teicholc formeaz¥ pin¥ la 4d% din compo-
zifia chimic# a structurii secundare. Acidul teichoic este format din
lanfuri lungi de glicerol sau ribitol legate intre ele prin punyi fos-
fodiesterice. In figura 36, este redatd structura chimicé a unui acid

HaOH O=P—0H
0 |
g
CL] CHp

Ho 7.

AcNH -i”'

o=s—on

N & Fig.36. Structura chimic# a unei seovente
* 2 din acidul teichoic. Scheletul
“ﬁ“”—E-O-CN principal este format din glice-~

CHp rind gi ribitol unite prin punfi
! diester. Struoturile laterale s
alcitulte din N-acetilglucozamin#
CHaOH 0'7'0" 8i alaninié.

[/}
OM JH'
0— JH
AcNMH JH'

s

|
0-7—014

[}
NHa JH.
CHy~CH— —0—du
g
O-T‘OH

teichoic, la care de grupirile libere hidroxilice ale lantului sint
fixate alanina gi N-acetilglucozamina. Lanturile oligozaharidice au o
alcdtuire deosebitd in functie de specie si contin glucozd, ramozi,
galactozd, galactozamin#, cu activitdyi antigenice.

Structurile peptidoglicanice ale batteriilor Gram negative
confin spre exterior molecule complexe gi heterogene, in special lipo-
polizaharide. Acestea din urmd formeazd un invelig extern gi prin ele-
mentele constitutive contribuie la exprimarea specific# antigenici.
Structura chimicd a lipopolizaharidelor este putin cunoscuté. Se apre-
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ciaz¥ c# este formatd dintr-o unitate trizaharidic¥ repetitivd (2 hep~
toze i un acid octulozinic), de care se unesc lanturi oligozaharidice
laterale gi aoidul B hidroximiristio.

Celulele animale. Multe tipuri de celule prezintd in strinsi
corelatie cu membrana plasmatiocdi, struocturi secundare mal laxe cunos—
oute sub denumirea de glicoealix.Dacl structura chimic¥ a glicocalixu-
lui este relativ bine cunoscutd, aranjamentul molecular al moleculelor
componente este foarte putin stabilit., Principalii compugi ce intri in
alcituirea glicocalixului sint: glicoproteine, glicolipide gi mucopoli-
zaharide. Din pdcate este greu de fdcut o distinoyie intre componentele
intercelulare gi moleculare care intrd in organizarea membranei plas~
matice.

Pe seofiuni fine la mioroscopul electronic, glicocalixul
apare sub forma uneil structuri fibroase de grosimi variabile, in funse
tie de tipul celular. Doull tipuri de glicocalix sint prezentate in fi-

gura 37.

Fig.37. Glicocalixul vdzut
la microscopul electronic.
A. Imagine electrono-micro-
scoplcéd a unei gortiuni
din membrana radiata a unei
ovocite de geqte pe su-
prafata membranei se 0b=
servéd prezenya unul glico-
calix dezvoltat.
B, Glicocalixul de pe su-
' : . ; prafata membranei g asma =
ice a celulel eritrocita-
! PO

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



87

Dintre componentele chimice ale glicocalixulul cel mal bine
studiate sint mucopolizaharidele. Ele reprezintd un grup de heseropo-
lizaharide. Dacld formeazs¥ complecsi cu proteinele se numesc muaopro-
teinet substante viscoase, gelatinoase ce asigurd contactele interce-
lulare; rol protector si rol de favorizare a alunecirii celulelor intre
ele. Cele mai importante mucopolizaharide sint redate in tabelul 8., A«
ceste substante sint formate din dizaharide repetitive, alodituite din
molecule variate, in funcfie de natura mucopolizabkaridului.

Tabelul 8 -.Btruotura principalelor mucopolizaharide

===m= T EESEESEIENEIEI SIS/ IE T IS ARSI ANN
Denumirea Dizaharidul repetitiv
Acidul hialuronic Acid glucuronic B E 1 *“g ~N-acetilglucoza~
mnini le3
Condroitina Aeid glucuronio, N-acetilgalaotozamina
Condroitin-4-sulfat Aoid glucuronic, N-acetilgalactomaminei-
sulfat
Dermatan sulfat Acid iduronioc, N-acetilgalactozamin-f-sul-
fat
Heparina Gluoosan%n;é-sulfat, acid gluouronic=2-sul-
a
Keratan sulfat Galaotozo-b-sulfat, acid gluouronic-2-sulfat
& == == =z==a SsSESDIsasaEzEInIaIIoSIsas

Substanta fundamentaldl intercelulard este oconsideratd ca o
form# particulari de glicoocalix. In tesuturile conjunctive ce formeazd
subhstanta fundamentald intercelulard, s-au desoris, izolat gi caracte-
rizat o serie de glicoproteine (denumite glicoproteine structurale).
Studiul compozitiei chimice in aminonoizi gl in glucide a diverselor
glicoproteine structurale de la nevertebrate gi vertebrate, a aritat
oiteva particularitidyi. Astfel, couposzitie in aminoaoisi apare destul
de similard din punct de vedere filogenetio: prezintd un continut mare
in aminoacizni dicarboxilioci gi alifatici. Glicoproteinele structurale
din cornee g§i de la spongleri, oontin ocantitét{i mari de triptofan.Dim-
potrivd, compozifia in glucido este extrem de variabild gi oconstd dina
glucozamin¥d, galactozaminéi, glucosld, galactozld, manosd, fucozd si acid
sialic (Robert gi 001.1976).

Glicoproteinele cercetate sint slab solubile in apd, au ten-
dintd de agregare gi punot isoelectric sodsut. De asemenea, au proprie-
téyi imunogenice mari (Robert gi 0o0l.1970). De exemplu, glicoproteinele
structurale de la spongieri prezint¥ un grud mare de specificitate de
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specie gi nu dau reac{ii de precipitare cu preparate analoage de la
alte specii de spongleri (Junqua i 001.1975).

Macromoleculele din substanfa fundamental¥ prezint¥ relatii
cu colagenul, elastina si proteoglicanii. Natura glicocalixului se
modificd in cursul morfogenezel. Activarea sintezel glicozaminogli-
canilor sulfatati in unele etape ale dezvoltérii émbrionare, a fost co-
relatd ocu migolrile morfogenetice (Karp gi Solursh,1974). De asemenesa,
cantitétl mari de acid hialuronic s-au constatat in condifiile unei
proliferéri mari a celulelor (Pratt gi c0l.1975). Studiul maturirii
neuronilor fn culturd in prezenta glucozam1n01-85 sl sulfat-sjs, a
ardtat cd maturarea celulei este insofit¥d de o oregtere a capaclitiitii
de inglobare in membrana plasmatic¥ a heparan sulfatului (Augusti-
Toocco i Chiarugi,1976). In aorta de la animalele b#trine gi fn cursul
instaldrii arteriosclerozei, proportia dintre glicoproteine structurale
gl elastin¥ oregte (Robert gi c0l.1976).

Substanta fundamentald din membrasnele bazale ale f{esutului
glomerular gi al capsulei cristalinului, prezintd colagen glicozilat
g1 glicoproteine asemdndtoare cu cele desorise in alte fesuturi. Viteza
de sintezd a colagenului gi a glicoproteinelor structurale din membra-
nele bazale se desf¥goar# independent, iar proporfiile lor relative
apar deosebite in functle de {esut gi dezvoltare. B8-a demonstrat ck
incorporarea prollnei-c14 in colagen gi a gluoou-i.nei-ﬂ3 in glicopro~
teine structurale din tesuturile bogate in membrane bazale, este deose~
bitd la animalele normale fat#d de cele diabetice (Robert,1976).
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6. ORGANIZAREA MEMBRANELOR PLASMATICE CELULARE

6.1. Conceptul actual al.organizlril membranei.

" Dupd ce am descris natura componentelor din membranele plas-
matice, s¥ incerodm sd fecem o prezentare a organizéirii lor in ansamblu,
ca sistem structural unitar. Membranele plasmatice celulare (la fel oca
gi membranele citoplasmatice) reprezintd sisteme dinamice, complexe gi
integrate, care prezintd tranzi{ii structurale permanente, descrise pe
baza a numerogi parametri (morfologici, chimici, fizici, fiziologici,
eto.)s Dinamica organizéirii membranei poate f£i discutatd pe multiple
planuri (particularitdtile lipidelor, proteinelor, glicoproteinelor,
etc.) 51 se manifestd extrem de variat. La rindul ei variabilitatea or-
ganiziirii membranelor poate fi analizatd in funofie de tipul celular,
natura informatiei, relatiile cu alte celule, g.a.).

‘ Intr-c descriere generald, putem aprecia o organizare dina-
mic¥ a membranei, temporard si reversibil¥, in func{ie de influentele
factorilor de mediu gi a celor metabolici. De asemenea, se poate des-
crie o organizare temporo-spatialdi, ontogeneticd a membranei, care este
rezultatul cooper#drilor pe multiple planuri dintre informafie, metabo-
lismul celular gi factorii mediului. Prin aceasta se asigurdd o stabili-
tate relativd a organizérii structurale a membranei in timp, ce poate
fi apreciatli pe baza conceptelor termodinamicei. Degi organizéirile tem—
porare gl reversibile ale structurilor de membrand nu sint determinate
genetic, ele se asambleaz¥ in limitele unor posibilitid{i condifionate
de structura proteinelor (si probabil a altor componente), care in ul=-
tim¥d instant¥ sint elaborate pe baza informatiel genetice celulare.

Membranele celulare (plasmatice gi citoplasmatice) reprezin-
t4 elemente majore ale structurii celulare. La unele tipuri de celule
sistemele de membran¥d formeazl peste 8d% din greutatea celulei, iar
functiile lor sint foarte variate.

Modifiocdrile de conformatie §i asamblare a proteinelor, gli-
coproteinelor, glicolipidelor si lipoproteinelor, interrelayiile coope-
rative dintre moleculele componente, precum gi relafiile lor ou bistra-
tul molecular lipidic, dau un nou sens concepf{iei noastre asupra orga-
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nizériil membranelor celulare. Prima ipotezd asupra organizirii membra-
nei a fost emis# de Davson gi Danielli (in anul 1935) gi dezvoltatd ul-
terior de Robertson (1950), care a sugerat conceptul "unitdfii de mem-
brand"., Ipoteza unitdtii de membran¥ s-a bazat pe faptul c¥ pe secti-
uni fine la microscopul electronic (in condi{ii tehnice standard).

se observl doud "straturi" fintunecate, care delimiteazd intre ele un
strat clar (vezi figura 38).

O.lp

TG s ‘fw“ R
i )\ it s \'\
JAMM.)J“ mu i L t,}\ ,

Fig.38. Membrana plasmaticid a eri-
trooitulul uman, vizutd la
microscopul electronic.

Dintre numeroasele modele de membran# propuse pentru a ex-
plica organizarea struotural¥d a membranei, cel mai acceptat este ocel
olaborat de ocdtre Binger gi Nicolson, oare au sugerat organizarea mem-
branei sub form# de mozaic fluid (1972). Aceastd ipotezd e fost dez~
voltatd gi perfectionatd pe baza noilor date gtiinf{ifice. In mod ana~-
log cu ipotezele anterioare, noul model sugereazli cd componentele li=
pidice sint organizate structural sub formd de bistrat molecular,oare
intretine proprietiile hidrofobe ale membranei. Lipidele dintr-o ast-
fel de structur¥ sint insi relativ libere gi pot executa multiple mig-
cdri (rotatie, translatie, difuzie). Modelul in mozaic fluid desorie
componentele proteice ale membramei sub formi de molecule globulare in-
fipte in grade deosebite in bistratul lipidic. Unele proteine strébat
bistratul lipidic si apar expuse pe ambele fef{e ale membranei. Cu alte
ocuvinte, proteinele din membran¥ formeaz¥ o structur# in mozalc, care
gpare mobild in membrane. Diversele componente proteice au grade de li-
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bertate variate gi migcarea lor in membran# favorizeaz# formarea unor
agregate proteice functionale (figura
39).

Fluiditatea membraneil trebuie in-
teleasd in sens larg, atit in cadrul
organizirii unei membrane date,cit gi
al diversititil de manifestare la di-
verse tipurli de celule. De asemenesa,
comportarea termotropd a lipidelor din
membrane este variabild, in functie de
compozitia in acizi gragi gi influenta
a numerogl factori, ceea ce favorizea-

Fige39+ Modelul in "mozaic-

fluid" al organizdrii mem- zd formarea unor regiuni cu organizirl
branelor celulare, sugerat
de citre Singer ei Wia0)s0me deosebite, in cadrul membranei. Intr-o

form# generald, se poate aprecia cHi

relatiile dintre organizarea structurald a membranel gi compozifia in
lipide, s—-au formulat in termenii fluidit#tii de membrand, exteriori-.
zatd prin interrelatiile variabile dintre lipide gi proteine, proteine
gl proteine. Aceste interrela{il sint guvernate 1la rindul lor de dis-
tributia diverselor tipuri de lipide pe cele dou# fete ale membranei
91 de partiocularitiéifile metabolice gi genetice nle celulel.

Modelul in mozaic fluid al membranel permite explicaren mnl
adecvatd a numeroaselor caracteristici gi proprietdyi funclionale a
.membranelor de la diverse tipuri de celule, mobllitatea unor proteinas
in planul membranei, asimetria functionald a membranelor, eto.

Trebuie sd subliniem gi faptul cd in organizarea structural#
a membranelor, moleculele componente se asambleazd numal pe baza unor
interactii polare gi hidrofobe, ceea ce ne permite s8d intelegem orguni-
zarea sa dinamicd gl reversibild. Majoritatea celulelor din lumea vie
men{in o compozifie adecvatd a lipidelor in membrane, care asigurd stn-
rea lor semifluidd. Starea semifluidi a membranelor celulare este nece-
sard in asigurarea transportului transmembranar, exocitozei, endocito-
zel, in procesele de biogenez& a membranelor, fuziunii membranelor,cap-
térili unor informatii din mediu, eta.

6.2. Ackiunea anestezicilor asupra orgenizirii membranelor.

Anesteziocll produc efecte foarte deosebite asupra membrane-
lor exprimate prin expansiuni (Ryem gi col.1974), alterdri de permeabi-
litate (Roth gi Seeman, 1971), modific#ri in topografia unor componente
din membrand (Poste gi Reeve,1972), midresc capacitatea de adeziune si
fuziune intre celule (Post gi Alison,1973). Numeroase observatil expe-
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rimentale au arditat c# anestezicii locali interferd cu lipidele din
structura membranelor celulare (Chen,1974; Paphadjopoulos, i c0l.1975),
in special cu fosfolipidele acide. Efectele lor se datoresc interacti-
unilor hidrofobe gi electrostatice ale anestezicilor ocu grupirile ani-
onice ale fosfolipidelor acide.

Anestezicii produc dezorganiziri moleculare in stratul bi-
molecular lipidic, insotite de o mérire a fluiditd{ii fosfolipidelor
din membrane. Aceste efecte au fost observate insid la concentrafii
mari. In cazul utilizdrii unor concentratii mici, aminele teryiare pro-
duc modificdri atit in aglutinabilitatea celulelor (Poste gi c0l.1975),
oit i in mobilitatea unor receptori de suprafaf#i. Se apreciazd c# re-
ceptorii se "decupleaz¥" de controlul citoplasmatioc, care corespunde
elementelor ocitoscheletice asociate de membrana plasmatici.

Altersrile ultrastructurale ale organizlrii microtubulilor
in celulele intacte, au fost constatate atit in cazul actiunii locale
cit gi generale a anestezicilor (Allison gi Davies, 1974). Astfel, 1li-~
docaina blocheaz¥ asamblarea microtubulilor, prin inhibarea polimeri-
zdrii subunitéfilor de tubulind (Haschke gi c0l.1974). Un alt aneste-
gic, halothanul, provoacd o desfacere a microfilamentelor din celulele
neuroblastice de goarece in cultur#é, inhibd motilitatea celulard gi
kariokineza, ca urmare a distrugerii microfilamentelor localizate in
aparatul mitotic al celulei in diviziune., De asemenea, produce modifi-
c#iri reversibile ale organiziérii proteinelor globulare din membrane
(Hinkley si Telser, 1974).

Mecanismul prin care anestezicii afecteazd elementele cito-
scheletice celulare nu este cunosocut. Refeaua de microfilamente din
unele tipuri de celule confyine elemente actomiozinice. Probabil c# ac=-
tiunea lor este asemiénitoare cu efectele pe care le produc asupra pro-
teinelor contractile actomioninice din celulele cardimce (Prioce gi ocol.
1975). Un alt aspect al actiunii anestezicilor se referd la afinitatea
acestor substante pentru ionii de calciu gi capacitatea lor de a scoate
Caz+ din membrane (‘Paphadjopoulos, 1972). Sub acest aspect se presu-
pune cé anestezicli produc modificéri in capacitatea de legare a calw’
ciului de membrane si de structurile asociate membranel.

Nicolson si col. (1976,1977) au ardtat cd sub influenfa a-
nestezicilor se produc rearanjdri a unor receptori in membrana plasma-
ticd determinate de acjiunea drogului asupra refelei citoscheletice.
Cu alte cuvinte, actiunea lor se poate explica prin capacitatea lor de
a desface "legidturile" dintre receptorii ancorati in membrani gi re-
feaua de filamente citoscheletice de pe fata internd a membranei. De
altfel actiunea anestezicilor localil, exteriorizatd prin modificarea
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rédspunsurilor celulei fa{d de leotine gi anticorpi, poate fi reprodusd
prin tratarea celulelor cu substanfe ce interferd cu amamblarea micro-
tubulilor (colchicin¥, alcaloizi, citochalasin¥ B). Ultimele dou# sub-
stante au efecte sinergice cu ale anestezicilor.

Una din proteinele ce exercitd un control al mobilit&fii
receptorilor din membrana eritrocitului, gi anume spectrina, este eli-
beratd de pe fafa cltoplasmaticid a membranei de agenti chelanyi ai io-
nilor de calciu (Nicolson, 1974). In afara acestul aspect, integrita-
tea microtubulilor este controlatd de concentratiile intracelulare ale
ionilor de Caz+. Dupd cum apreciaz# Nicolson (1977), anestezicii sint
inhibitori de tip competitiv fa{é de ilonil de Caz+. Multe argumente ex-
perimentale au, dus la presupunerea ci anestezicil eliberind calciul
din membrane, faciliteaz¥ acumularea ionului &m celuld (peste 1o'5H),
suficientd pentru a declanga depolimerizarea microtubulilor.

6.3, Receptorii din membranele plasmatice celulare.

Mesajele mediului extern sint captate gi apol traduse la ni-
velul unor organe senzoriale, intr-un limbdj comun sub form¥ de impuls
nervos. Sistemul nervos gi endocrin reprezintd doud modalitdyi de in-
tegrare si cooperare intercelulard. In ambele cazuri se elibereazd o
serie de substante chimice (hormoni gi substante neurotransmit{étoare),
a ciror actiune selectivd asupra diverselor tipuri de celule, se bazeasd
pe existenfa unor situsuri receptoare disoriminatorii.

Receptia gi traducerea semnalelor din mediu sint procese
specifice membranelor celulare, ce depind de prezenta in membrane a
unor molecule capabile 83 capteze informajla, denumite ou un termen ge-
neral receptori. Prin detectarea semnalelor din mediu, membrana plasma-
tiod celulard induce, regleaz# sau dimpotrivid, altereazi activitatea
metabolic¥ a celulei.

B-au descris numerogi receptori in membranele diverselor ti-
puri de celule (Nicolson gi Post,1978). In membrana plasmatics a ace=
leiasi celule coexistd receptori pentru diferite semnale. Pentru exem—
plificare, prezentém in figura 40 receptorii din membrana plasmatic¥
a limfocitului uman,

Degl compozif{ia chimicd a membranelor plasmatice apare ca=-
litativ similard pentru numeroase tipuri de celule, totugi sistemele
receptoare sint organizate deosebit. Fiecare tip de celuld specializa-
td prezintd in membrana plasmaticd un spectru caracteristic de recep=-
tie. In afara structurii chimice a receptorilor, specificitatea de re-
cepfie a unei celule este dotegninatl #1 de distributia receptorilor
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fn membrandi. De aceea, foarte adesea transformarea semnalelor din me-
diu este apreciati ca un proces cooperativ dintre sistemul receptor
(ce capteasd semnalul) i alte componente moleculare din membranii.

- Pece plori 9
"f":‘",’; ’f? ceploare| | jmunologici primart
infectros
£ | 1 Situsvri de /oyo/q
Receplori Receptor ge| | pentru:
Virvsuri antigenici hfq{gﬁ;t;»h L imfocite polichnak
ARN, 1ipC orirare |\ teetine
AD N, herpes i oo _|Mnticorp:
mixeviresvri Polizaharide
bacteriene
Xecepiors peniry
roxihe bgcreriréne /. Petcpfor/
Holerd . tetonus pentre hormont
slereiz/
Situsuri cecon-
fect intre celv/e
Receprori pen ;.
1 /rv limfokine |[romponente scepfors .
complemen icolin ergict
K’eteafar/ [ I
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ey antigens pentre
[ Mistamind
J
Receplorr
ev rol fitiolegic

Fig.40, Heterogenitatea proteinelor cu funojii receptoa-
re din membrana plasmatiocl a limfocitulul uman
(dupd Greaves, 1975).

Cunogtintele noastre aotuale asupra mijloacelor de ocaptare
81 transducere a semnalelor din mediul exterior sint limitate. Ele se
referd indeosebi la impulsul nervos (pentru celulele senzoriale) gi o
serie de substante ohimice (mal ales hormoni), pentru ocelelalte tipuri
de celule. Pentru a infelege mal bine func{ionarea receptorilor din
membranele celulare, s-a imaginat un model oconceptual (figura 41). Mo~
dul s¥u de organizare gi funotionare, poate fi deosebit pentru diver-
sele categorii de receptori. Modelul a fost elaborat pe basa a nume-
roase date experimentale referitoare la meocanismul de acfiune al hor-
monilor asupra celulelor.
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Modelul de alcdtuire a unul receptor descrie prezenfa unei
- componente de captare a informatliel, care functioneazd ca discrimina-
tor. E1 are rolul de a capta wemna-
lul specific din mediu, reprezentat
de un ligand solubil, o componentd
de pe suprafata unei celule inveci-
nate sau a unei celule indepi#rtate
(hormon) . Prin cuplarea dintre dis-
criminator gi molecula semnal se
initiazd réspunsul (sau r#spunsuri-
le) celular. Discriminatorul se
poate afla in strinsd cooperare cu
un alt component din membran¥, de-
numnit transductor, care este respon-
Fig.41., Reprezentarea schematicX sabil de traducerea semnalului din
a unui model de sistem receptor mediul exterior intr-un semnal se-
gizae::?rggssgfaematiol ( Qupd  ndar specific celulei. Transduo-

torul poate fi reprezentat de o

parte din molecula receptoare sau de ¢ moleculd deosebitd. Al treilea
element ce face parte din complexul receptor al membranei, asigurd
transferul informatiei prin membranX gi a fost definit ca "efector"
sau "transmitdtor". Aceste are rolul de a comunica in celuld mesajul.
‘Pentru mult{i receptori de membrans, mai ales hormoni de naturi pepti-
dic#, efeoctorul este reprezentat de citre o enzim¥ numitd adenilatci-
olaz¥d sau guanilatciclaz#. In acest caz, mesagerul secundar intracelu-
lar al actiunii hormonale asupra celulelor tint# este reprezentat de
cédtre adenozinmonofosfatul ciclic (Ach) sau guanozinmonofosfatul ci-
olic (GHPO).

6.4, Specificitatea receptorilor. Recepf{lia semnalelor din
mediu de odtre membranele celulare, se descrie ca un proces funct{lo-
nal ce trebuie s prezinte sensibilitate gi selectivitate., Aceasta se
expliod atit prin capacitatea receptorilor de a recunocagte in mod speci-
fic molecula sau semnalul, cit gi prin abilitates lor de a r#spunde la
concentratii foarte mici ale modulatorilor. Bpecificitatea unui recep-
tor de membrandi se apreciazd gi prin rapiditatea cu care poate capta
molecula semnal gi reversibilitatea procesului. Cu alte cuvinte, unirea
dintre molecula "semnal” gi receptorul de membrand trebuie s¥ fie de
naturd necovalentd gi cu afinitate mare. Dac¥ procesul de recunoagtere
nu ar fi reversibil , cooperarea celulelor intre ele si cu mediul ar fi
imposibil¥,.

SEMNALE DIN MEDIU

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



96

Afinitatea selectivd dintre ligand gi receptorul de membra-
nd a fost descrisd ca un proces de complementaritate sau stereospecifi-
citate, care se apreciaz¥ pe baza urmiitoarelor oriteriit a) structura
chimic¥ a moleculei cu funci{ie semnal; b) pozifia grupdrilor reactive
din moleculd gi distanta dintre elej o) capacitatea de modificare a
conformafiel moleculelor reactante.

Formarea unor interac{iuni intre molecula informaf{ionald gi
receptor poate favoriza modificarea conformatiei receptorului, modifi-
carea conformatiel ligandului sau modific#éri ale ambelor molecule. Cu-
plarea liganzilor sau moleculelor semnal cu receptorii din membrane,
nu poate fi apreclat¥d oca o simpld interacfie. Cinetioca de reactie (de
formare a complexului) desl prezintd unele analogii cu reactis enzimi-
subatrat, este deosebitd gi depinde de micromediul membranei, natura
fizicd a membranei, natura structurilor chimice de pe suprafafa membra-
nei. Toate aceste aspecte dau un nou sens blologloc evenimentului pri-
mar de recunoagtere celulard, in care membrana ca structurd specifio
organizatd joacd un rol deosebit de important.

6.5. Distributia si topografia receptorilor in membrane.

In capitolele anteriocare, am descris citeva aspecte legate
de orientarea proteinelor gi glicoproteinelor in membrana plasmatici.

0 discufie largéd asupra distribufiei receptorilor in membranele plas—
matice nu poate fi cuprinsid in acest cadru. Existd citeva lucrdri de
sintez¥ remarcabile (Post gi Nicolson,1977; Nicolson si ¢o0l.1976).
Citeva consideratii generale sint insd necesare.

Natura unui receptor din membrans a fost apreciatdi prin tehw=.
nici variate, si foarte adesea, exprimarea lor func{ionald este rezul-
tatul efdctelor cooperative ale mai multor factori. Organizarea recepto-
rilor in membrane me desorie mai ales pe.baza observafiilor experimen-
tale mai ample, obtinute pe citeva modele celulare, Multe informat{ii se
referd la receptorii imunologici si hormonali, degi gl in aceste ca-
zuri, generalizdrile gi concluziile sint premature. Utilizarea lectinem~
lor vegetale gi a unor markeri de suprafa$li, a permis descifrarea unor
aspecte legate de distributia gi topografia lor in membrane. Din punct
de vedere topografic, receptorii de pe fata externd a membranei pot fi:

a) cu topografie criptic#, adicd regiunea receptoare a mole-
culei se afl¥ mascatd in cripte sau adincituri ale membranei. Mascarea
receptorului poate fi directd (chimic#), sau indireot#d (figura 42).

b) cu topografie accesibili.

¢) cu topografie regionald si/sau polarizatd. Acest ultim
aspect poate fi apreciat in mal multe moduri. Distribufia proteinelor

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



97
receptoare poate fi difuzd, adiol omogend# pe suprafata membranél.Puton
deosebi gi o distributie discontinu¥i, desoris# prin organizarea prefe-

ren{iald a unor receptori in anumite arii ale membranei, sub forma unor
mici aglomerdri.

@@

?15.42. Mascarea directd sau indi-
rectd a receptorului din

membrana plasmatici, de
cdtre acidul neuramin.c
(NA).

In cadrul unui tip celular (de ekxemplu limfooitul), s-a cons-
tatat gi o distribufle in functie de densitatea receptorilor. De exem-
plu, receptorii Ig prezint¥d o distribufle continui pe limfocitele B si
T, dar au o densitate mal mare in membrana limfocitelor T. Densitatea
receptorilor este variabild in membrana aceleiagi celule , in funcfie
de numerogi factori (metabolici, structurali, de mediu).

Receptorii de deosebesc gi prin modul lor de agezare in du-
blul strat lipidic al membranei. Astfel, receptorii Ig fac parte din
proteinele periferice, in timp ce antigenul H2 este considerat o pro=-
teind oonstitutivi,.

In recepfionarea semnalului poate interfera, fie intreaga
moleculd receptoare, fie structurile terminale oligozaharidice. Molecu-
lele glucidice terminale mascheazd in unele situatii structurile chimi-
ce receptoare, care sé expun numal dupi indepdrtarea grup#érilor termi-
nale., Un exemplu sugestiv asupra complexit#yii de organizare a recepto-
rilor din membrane ne este oferit de glicoproteina major# cu funofii
receptoare multiple. Molecula are in regiunea terminald oligozaharidi-
c¥ acidul N-acetilneuraminic, care particips direct in specificitatea
structurald a receptorului gi indirect, in mentinerea unei conformatii
adecvate a oligozaharidelor.

Acidul sialic din lanfturile oligozaharidice ale glicoproteie
nelor cu func{ii receptoare, indeplinegte mai multe roluri (Lloyd,1975).
Indeplrtarea acidului sialic din moleculele glicoproteice de membran¥
determind modificarea activitdfii unor enzime asociate membranei, lip-
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seste celula de o anumit¥d incdrcare negativil. Ultimul aspect are reper-
cursiuni asupra conformatiel regiunii oligoszaharidice, privind interre-
latiile necovalente gi electrostatice cu moleculele invecinate. De ase-=
menea, indepirtarea acidului sialic din membran¥ determin¥ modifiocdri
ale organizidrii gi arhitecturii membranei, mlregte capacitatea de agre-
gare a receptorilor din membrani, etoc.

Studiile efectuate ocu ajutorul neuraminidazei au permis 1lé-
murirea unor aspecte funct{ionale ale glicoproteinelor receptoare. Ast-
fel, tratamentul cu neuraminidazi al limfocitelor a dus la urmdtoarele
constatiri:

a) se distrug receptorii pentru mixovirusuri, micoplasme gi
pentru aglutininele de melc (Cepaea nemoralis) si limulus (Limulus
polyphemus) .

b) pe celulele leucemice determin¥ o cregtere a receptori-
lor sanguini de grup A si H.

¢) inhibd capacitatea de agregare a celulelor gi le defor-
meazd. )

d) scade mobilitatea lor efectroforeticH.

e) creste viteza lor de distrugere la nivelul ficatului.

f) creste num3rul receptorilor pentru lectine vegetale gi
aglutinine serice.

g) oreste capacitatea de formare a rozetelor.

h) se exteriorizeazi receptori HL-A.

6.6, Mobilitatea receptorilor in membranele plasmatice.

Prin utilizarea unor tehnici extrem de variate RMN, RMS,
fluorocrpmi, anticorpi marcati, inghefare -fracturare, etc.), s-a do=
vedit o¥d receptorii sint capabili s¥ se deplaseze in planul membranei
(Bretscher,1976; Nicolson gi 001.,1976). Diversele proteine, glicopro-
teine gi glicolipide difuseazd in planul membranei cu viteze deosebi-
te, in functie de interferenta a numerogi factori. Totugi, celulele
posedd in acelagl timp, 0 serle de meocanisme co limiteazd migoarea lor
in membren#. Prin aceasta se asigurs, in cazul celulelor normale, o
anumit¥ dispozitie & moleculelor receptoare, sau dup¥ oum subliniazd
Nicolson (1976) o stabilitate topograficd relativi.

Stabilitatea topograficd a receptorilor are un sens biolo-
gic si functional in receptia semnalelor din mediu. Limitarea migodiri-
lor libere in membrand a moleculelor receptoare se realizeazd pe mal
multe cdi. Astfel, intre lanturile oligozaharidice ale glicoproteine-
lor alogenice sau heterogenice se pot forma complecgi polimerici
(Gitler, 1974). Glicoproteinele pot interactiona cu glicolipidele, li-
mitindu-se reciproc mobilitatea lor., In al treilea rind, glicoprotei-
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nele :gi glicolipidele pot interactiona prin legdturi ilonice gl de hi-~
drogen cu glicozaminoglicanii perifericil, care nu fac parte din struc-
tura membranei. De asemenea, 5licoiip1dele gl glicoproteinele formeaz#
complesgl cu fosfolipidele din membrani.

Numeroase date experimentale au dovedit cd constituent{ii din
membranele plasmatice sint controlati si de sistemele microtubulare din
citoplasmd (Berlin,1975; Poste si c0l.1977). Nicolson gi col. (1976),
utilizind inhibitori al organizérii microtubulilor si microfilamentelor
(colchicind, vinblastind, colcemidd), au constdat existenta unor inter-
dependente intre migcarea unor componente in membrand gi prezenta cito-
scheletulul intracelular. Trebuie ins# sd subliniem cd elementele cito-
scheletice reprezintd structuri dinamice, a cdror organizare este de-
pendentd de starea fiziologicd a celulei. Factoril ce controleaz¥ asam=-
blaréa, sau dimpotrivd dezorganizarea lor in celule sint departe de a
f1 cunoscuf{i. Majoritatea autorilor atribuie un rol deoseblit nucleoti-
delor ciclice (AMP° gi GMP°) 81 concentrafiei ionilor de calciu (Nicol-
son,1976; Marx,1976).

Noi nu putem s& analizdm tofi factorii care coopereazd in
controlul mobilit#fili receptorilor din membrane. Dovezile sint numeroa-
se gl au fost obtinute cu metode deosebite. Vom limita discuflia la ci-
teva aspecte generale. Un mijloc adecvat de urmérire a mobilitd{ii re-
ceptorilor, l-au format lectinele vegetale, care se fixeaz# de regiuni
specifice ale unor receptori glicoproteici sau glicolipidiei de pe
fata externd a membranei. Lectina din Ricinus communis (denumitd fito-
hemaglutinind, FHA), este specificd pentru resturile galactozi gi N-a-
cetilgalactozamind a lanturilor oligozaharidice; lectina din embrionii
de griu (WGA) este specific#d pentru N-acetilglucozamin¥ si acidul N-a=-
cetilneuraminic iar concanavalina A (con A), pentru manozd gi glucozi
(Hughes si Gardos,1976; Nilsson gi ©01l.1976).

Tehnica de inghetfare-fracturare evidentiazd la microscopul
electronic distributia conjugatilor de feritind-lectine de pe supra-
fafa membranel, care poate fi comparatd cu distribufis particulelor
intramembranare (de pe fatia de rupturd a aceleiasi membrane). Recepto-
rii pentru FHA gi WGA, apar cu o distribuf{ie uniformd pe suprafafa mem—
branei eritrocitare i asem#n#étoare cu cea a partioculelor intramembra-
nare. Incubarea celulelor in prezenf{a unor enzime proteolitice (trip-
8ind), provoacd o rearanjare a dispozifiei particulelor de membrani.
Dacid la astfel de preparate tratate cu tripsind, se adaugd conjugati de
feritind-~lectine, se constatd od receptorii de pe suprafata celulei se
reorganizeaz#, corespunzitor distribufiei particulelor intramembranare
(Marchesi,1976) . Dupd p#rerea autorului, fiecare particuls ar fi re-
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prezentatd de un agregat macromolecular, format din mai multe proteine,
sau monomeri analogl (vezi figurile 43 gi 44),

Rearanjarea distribu{ieil unor componente receptoare in struc-
tura membranei nu este un fenomen general. In primul rind trebule si
precizim cd dispozifia glicoproteinelor gi glicolipidelor in membrane,
apare deosebit¥ gl caracteristicd fiecidrui tip de celuld. Pentru unele
tipuri de celule, mobilitatea receptorilor din membran¥ este foarte
micd sau chiar inexistent¥.

Moleculele de pe suprafefa membranei, care nu interacfio-
neazd ou liganzii, rémin in membran¥ intr-o dispozif{ie omogenid. Doul
aspecte apar semnificative in experientele de marcare a receptorilor
din membrane, gi anumet 1) marcarea determind, de obicei, formarea unar
micl aglomer#ri a moleculelor marcate in membran¥; 2) markerii se fixea-
z¥ preferenfial pe anumite molecule de pe suprafata membranei. Primul
aspeot, si anume adunarea receptorilor este rezultatul modificdrii in-
terrelatiilor dintre situsurile receptoare, ca urmare a fix#rii mole-
culelor trasoare bivalente sau monovalente. S8-a considerat ci cuplarea
markerului cu receptorul determin¥ o modificare a conformafiei molecu=-
lei din membrani, sau a complexulul receptardigand, care in cooperare
cu membrana g1 alte componente func{ionale legate de membrans, favori-
zeaz# declangarea unui réspuns specific. Formarea agregatelor in mem-
brand (adunarea receptorilor sub form# de "insule" mai micl sau mai
mari) gi miscarea lor ulterioard sub forme de calotd la un pol al celu=-
‘lel, este un aspeot morfo-funcfional bine definit sl specific filecidrui
tip de membran#d. De exemplu, membrana plasmaticd a eritrocitului se
deosebegte de membrana plasmaticid a altor tipuri de celule (limfocits).
In ultimul caz, redistributia proteinelor de pe suprafafa membranei,
poate avea loc fidrd sd alterese deplasarea particulelor intramembranare
(Wofsy,1974) .

Interesul cooperdrii dintre liganzi gi situsurile receptoa-
re din membrane rezidd in faptul c# modificérile de organizare a recep-
torilor, declangeazé numeroase procese functionale in diverse celule.
Astfel, fixarea unui ligand de membrani gi agregarea unor receptori
poate stimula endocitoza, turnoverul membranei, captarea informatiel
hormonale, transformarea blastic#d a unor celule, activarea unor enzime
inhibarea altora, stimuleazd producerea de Ig pe limfocitele B, g.a.

Meoanismul de actiune. Degi in ultimii ani s-au acumulat nu-
meroase date experimentale, nu se poate aprecia un mecanism unitar de
actiune al lectinelor asupra receptorilor din membranele plasmatice.
Multe din leotinele vegetale sint extrem de toxice pentru numeroase ce-
lule de la animale gi om. Decarece existd o diversitate mare de expri-
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Fig.43, Distributia receptorilor in membrana
plasmaticd a eritrocitulul obfinuti prin teb-
nica de 1 etare~fracturare.

A) groincu area membranei cu fitohemagluti -
nind gi feritinid., Se evidentiazd prezenta
unor "unit#{i"” globulare (cu diamterul de a=-
proximativ 75 A), cu o distributie uniformé
go intreaga suprafatd a membranei,

) pretratarea membranei cu aglutinind din
germeni de griu(WEG)gl feritind conjugati.Ime-
ginea evidentiazi atit fata de fracturd (CF)
cit gl suprafata externd a celulei. Ségeata
indicHd delimitarea dintre cele douli supra -
fete. Dispozifia proteinelor cuplate cu WGA
sl feritind de pe suprafata externdl este ase-
mén¥toare cu cea a particulelor intramembra-
nare (dupid Marchesi, 1975).

Cda. 96/1979 TFasc. 6

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



lo2

r:u A R E 9\

i

Pig.s4, Representarea schomaticd a distribufieli gi mo-
bilis¥gii n«mrnor din sembrana plasmsticd s lim-
focitului, obtinute prin tehnics de gnshovmq'truh -
rare.

A) rafata externd a celulei presintl numercase gli-
coproteine, cu o dispositie uniformi in membrand. Or-
Q:niunn ior in structura membranei nu este modifica-

td.
B) Tratarea celulelor cu un ligand bivalent (FHA) 21
feritind, faciliteaz¥ migcarea glicoproteinelor n

membranii,
C) adunarea unor receptori la un pol al celulei.
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mare a situsurilor oligozaharidice in membrani, receptorii pot avea
afinitliyl deosebite pentru o lectinX dat¥ si induo £n celule efecte va-
riate. De exemplu, WGA gi con A determind efeote aseminitoare insuli-
nei, pe celula adipoas¥ gi limfooitele unor mamifere (Cuatrecasas,1974).
Con A gi WGA inhibd activitatea adenilatcioclazei din membrana celulei
adipoase; con A activeazi adenilasoiclaza din membrana limfooitelor,a
slaliltransferazel din membrana timocitelor gi a acil-CoA-lisoleciti-
naciltransferazel din limfocit (Korolev,1978). Capacitatea de agregare
a situsurilor receptoare sub influenta liganzilor, oreaz¥ in membrane
agregate temporar mai stabile gi reversibile (Yahara gi Edelman, 1975).
Pentru unele membrane, adunarea receptorilor in membrand, favorizeazi
cregterea. permeabllitétii membranei pentru ionii de Ca2+ (Priedman gi
001.1975). Acest luoru este susyinut gi de faptul o ionofori specifi-
e¢i pentru Cae*, 8int capabill s¥ mimeze efeotele unor lectine (Wang gi
©01.1975). Cregterea concentrajiei intracelulare a ionilor de calciu,
influenf{eazl activitatea adenilatciclazel gl guanilatcioclazei de pe
fata citoplasmaticd a membranei, si induc o depolimerizare a microtu-
bulilor, in functie de natura substantelor inductoare gi de tipul ce=
lular,

Mobilitatea receptorilor in membranele plasmatice depinde
gl de compozifia chimicd a bistratulul lipidic. Agregarea receptorilor
sub influenta inductorilor are loc intr-o membrand in care lipidele
8int in stare lichid-cristalind. Tratarea ocu liganzi bivalenti la o
temperaturd scdzutéi, nu permite redistributia receptorilor in unele mem-
branej prin oregsterea temperaturii viteza de formare a agregatelor in
membrend este mare. Dependenya de temperatur¥ a adundrii receptorilor
se exprim¥ deosebit, in funcfie de tipul celular gi natura ligandului
(Ryan gi 001.1974; Nicolson gi 001l.1976). Dupd unele péreri, agregarea
receptorilor este un proces pasiv, in timp ce formarea calotei (polari-
zarea lor) depinde de metabolismul celular gi este inhibatd de substan-
te ce interferd cu metabolismul energetic gi depolimerizarea microtu-
bulilor (Nicolson,1974, 1977).

6+6.1.Mobilitstea receptorilor in membrana eritrocitului.Par-

ticularitiyile morfo-functionale ale acestei membrane, au permis desci~
frarea unor aspecte legate de mobilitatea receptorilor in membrani. Mare
carea specificd a unor receptori de pe suprafata membranei, combinat¥
ocu tehnica de inghetare-fracturare, a facilitat studierea distributiel
lor sub influenta unor factori deosebifi.

Branton gi col. (1976,1978) au arétat cd o pretmtare a ce-
lulelor eritrocitare prin care spectrina se indepirteazd din membrane,
duce la o agregare rapidi a particulelor, sub influenta unor factori ai
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mediului (variatia pH-ului, modificarea fortei ionice sau adausul ca-
tionilor polivalenti). Gradul de agregare al particulelor intramembra~
nare este direct proportional cu gradul de precipitare al spectrinei.
In al doilea rind, s-a examinat daci eliberarea spectrinei induce a=-
gregarea tuturor proteinelor majore din membrana eritrocitard, sau dsol
unele proteine rémin libere in membran¥. Ultimul aspect derivd din ob-
servatiile anterioare, care au dovedit o# in membrana limfocitului,
unele proteine de suprafati (Lnunoglobulind) prezintd comportiri deo~
sebite. In membrana eritrocitului, receptorii specifici pentru FHA gi
ocon A, agregd impreund in urma unui tratament ou tripsind sau jrln | T3
dificarea pH-ului (Pinto da Silva gi Nicolson,1974).

Datele experimentale ale lui Branton gi col. (1978) ar.tl
cd distribufia unor proteine integrale din membrana eritrocitului (gli-
coforina, proteina banda 3), antigenele de grup sanguin A, receptorii
pentru virusul gripei, FHA, con A gi alte situsuri receptoare inclircate
negativ, se migcd in membrand analog particulelor intramembranare. De
asemenea, s-a ardtat cd numeroase proteine din membrandi, coagregi ou
particulele intramembranare. S—a sugerat existenfa unor interrelayii
intre proteine in membrana nativd, o strinsd dependentd a majoritiyii
proteinelor fat# de spectrind gi fatd de unele proteine periferice. A=
ceste particularitiifi presupun cd proteinele de pe ambele fete als mem—
branei interactioneazd intre ele in aga fel incit, imobilizarea unora
restringe mobilitatea laterald a altora.

Totugi, s-a constatat prezenta unor proteine care se pot de~
plasa in membrana eritrocitului. Astfel, proteina banda 3 este liberd sk
seé roteascd in planul membranei gi este imobilizatd numai cind majori-
tatea particulelor intramembranare sint agregate. De asemenea s—a Ob-
servat cd la temperatura camerei, o serie de proteine integrale din
membrand prezint¥ migcdri laterale, a cléror vitezd de deplasare depin-
de de temperaturd gi de starea metabolicd a celulei. De aceea s-a Su-
gerat of in membrana nativd, spectrina formeaszd o retea labil¥, care
e loag¥ slab gi reversibil de partioulele intramembranare (Cherry si
c01.1976; Fowler gi Branton, 1977).

Din ocauza naturii complexe a organizlirii structursle a mem~
brenelor plasmatice celulare, interactiile lectinelor, a antigenelor
g¢i a hormonilor peptidici cu receptorii celulari prezintd o serie de
partioularitiéiti, deosebite de interrelafiile bimoleculare simple, In
membrand existd multe clase de molecule relativ asemdnitoare, oapabile
sd serveascd ca receptori. Acestea au afinitdiyi variebile pentru un li-
gand dat. In plus, receptorii sint mobili gi pot fnteractiona in ma-
niere deosebite, afectind in acest fel afinitatea lor.
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In general, se consideri cd situsurile de legare pot si se
aglomereze, datorit¥ migoldirilor induse de ligand, in membrena semiflu-
1d¥4, fenomen ce poate oferi proprietiyi cooperative situsurilor. Se
presupune ol atit molecula receptoare oit gi ligandul pot si-gi modi-
fice conformatia, facilitind disocierea unor lectine marcate $i inlo-
cuirea lor cu lectine nemarcate. Acest lucru apare clar exprimat pen_
tru unii hormoni. Astfel, De Meyts si col. (1976) au conchis o viteza
orescutd de disociere a insulinei radioactive fixate de membran# in
prezenf{a insulinel neradioactive, se datoregte unei cooperiri negative
intre situsurile de fixare pentru acest hormon. Exist¥ gi cazuri 4n
care aceastd cooperare negativd este determinati de ligand. Astfel,
disocierea unor ligamzi de membrand, poate fi acceleratd de prezenta
altui ligand, Faptul c& o serie de liganzi (de exemplu hoFmonul soma=-
totrop) nu méreso viteza de disociere a ligandului marcat gi fixat
de receptor, poate fi explicatd prin aceea o# atit receptorul cit gi
ligandul sint inflexibili (Sandvig gi col.1l978).

6.62Mobilitatea unor receptori din membrana mastocitelor.
Am aridtat cd mobilitatea receptorilor in membrani are repercursiuni a-
supra func{iilor celulare. Un exemplu sugestiv aste oferit de masto-
cite, la care s-a observat o corelatie lineari intre migcarea reccpto=-
rilor pentru con A gi efectul citotoxic al acestor lectine in prezenta
colohicinei. Fixarea con A pe situsurile receptoare ale membranei mas-
tocitelor, induce agregarea receptorilor la un pol al membranei gi re-
prezint¥ o modificare structural¥ necesard manifestirii lizei (Lustig
81 001.1977). Inhibitori ai procesului de agregare al acestor receptori
(temperatura scizutl, NaNB)‘impiedlcE liza celulelor. Populatia de ce-
lule ce ri#spunde pozitiv la lectine, reprezintd 3d% din celulele in
interfazii. Se presupune c# sensibilitatea celulelor fatd fle colchicind
poate fi legatd de o anumitd faz# a ciclului celular. Tratarea celule-
lor numai cu con A nu produce liza.

Prin metode in fluorescent¥ gi microscopie in relief (scan-
ning), s-~a ardtat ci la celulele normale miorovilii sint uniform repar-
tizatl pe suprafata membransi. Ad¥ugerea de con A gl colchicinid dster-
mind o concentrare a microvililor la un pol al celulei. Rezultate simi-
lare au fost obtinute pe limfocite., Limfooitele purtdtoare de calote
(induse sub influenta con A), manifestd proprietdti amiboidale (Unanue
gi Karnovsky, 1974). Bonetarea nu este un proces sincron gl depinde de
influenta unor factori ai medimlui. De exemplu, dextranul protejeazd
celulele impotriva procesului de 1iz¥, la fel ca gi albumina seriocd
(in concentratie de 0,%%).
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6.6 SMobilitatea receptorilor antigenici. In membranele plas-

matice ale celulelor imunocompetente s-au descris numerosgi receptori
antigenici. In afara lor, in membrane existd gi alti receptori: recep-
tori pentru mitogene (FHA, con A), receptori pentru imunoglobuline,re=-
ceptori pentru complement, g.a. Receptorii antigenici pot fi ugor tes-
tati §i urmdriyl in membrane cu ajutorul unor metode de marcare speci-
ficd. Astfel, receptorii antigenici din membrana limfocitelor pot fi
evidentiafi cu anticorpl fluorescenti (izothiocianat de fluorescein¥,
rodamind), cu anticorpi anti-imunoglobulinici cuplati cu un fluorocrom
sau feritin¥, cu anticorpi marcatl cu I > in prezenta lactoperoxida-
zel, etc. g

Mobilitatea receptorilor antigenici din membrans este depen-
dentd de cooperarea a numerogi factori: valenta ligandului, densitatea
receptorilor, organizarea membranei, starea metabolicd a celulei, tipul
de celuld, g.a. (Ghet{ie,1977). Redistribut{ia receptorilor antigenici
in membrand, atit cu ajutorul unor antigene specifice cit gi sub influ-
enta unor liganzi (mitogene sau anticorpi), constituie un factor de
initiere al unor secvente de procese funct{ionale celulare. In majorita-
tea cazurilor are loc activarea limfocitelor.

De obicei, receptorii Ig au o distribuf{ie omogend in membra-
nd. Tratarea celulelor cu anticorpi monovalen{i fluorescent{i, eviden{i-
azd prezenta fluorocromului pe toatd suprafata membranei celulare. Daci
celulele sint tratate cu anticorpi bivalenti sau polivalen{i, recepto-
rii antigenici din membrani se redistribuie sub form# de mici agrega-
te (insule ), gi apoi, se concentreazd la un pol ale celulei. Procesul
poartd denumirea de adunare a receptorilor sub form# de bonetd sau ca=
lotd (vezi figura 45). Redistribufia receptorilor antigenici nu afec-
teaz¥ mobilitatea celorlalti receptori din membrana limfoocitului. Dacd
formarea insulelor ("peticelor") apare ca un proces independent de tem-
peraturd, redistributia receptorilor sub formd de calotd la un pol al
celulei depinde de metabolismul celular. Primul aspect este un proces
de interrelatie dintre receptor gi ligand (8tereospecific), in timp ce
bonetarea este un fenomen activ de cooperare al complexului format cu
membrana plasmaticd gi se deruleaz¥ in funcfie de particularitidtile spe-

gifice ale celulei.
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Fig.45. Principalele "faze" ale distri-
butiei si mobilitdtii recepto-
rilor in membrana plasmaticd ce-
lulard. a) distributie omogen¥
a receptorilor; b) adunarea re-
ceptorilor sub form# de mici a-
glomerdri; ¢) adunarea unor re-—
ceptori la un pol al celulei
(sub form# de bonetd sau calo=-
td); d) endocitarea receptori-
lor care s-au deplasat la un
pol al celulei.
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7. RECEPTORII IMUNOLOGICI DIN MEMBRANELE CELULARE

Sistemul imunitar se caracterizeaz¥ prin existenfa unor parti-
cularitidfl determinate de heterogenitatea oelularli, a unor receptori de
recunoagtere, a capacitdifii de colaborare a diferitelor tipuri de celule
imunocompetente, prezenta unor mecanisme variate de reglej si a unui oon-
trol genetio extrem de complex. Inten{ia noastrd nu este de a analiza
procesele imunitare, ol doar de a face o scurti prezentare a receptorilor
imunologiol din membranele plasmatice ale celulelor imunocompetente, in
ocare glicoproteinele gi glicolipidele reprezinti elementele structurale
de primd importanti.

Prezenf{a receptorilor imunoglobulinici asociafi de fata ex~
ternd a membranei celulare, a fost doveditd prin diverse metode. Acest
lucru este posibil, deocarece receptorii imunologici se pot cupla, atit
ou antigeni cit gi ou seruri anti-imunoglobulinice, ou specificitiiyi
deosebite pentru situsuri variate ale moleculei. Dintre tehniocile utili-
zate pentru identificarea receptorilor imunologiocl in membranele plasma-
tice ale celulelor imunocompetente amintim: tehnica de roszetare (fixarea
sau aglutinarea eritrocitelor de odtre celulele limfooitare); fixarea
albuminei serice radioactive (1125) pe celule splenice; anti-seruri anti-
imunoglobulinice marcate ocu I125 sau fluoresceindi; colorare ocu coloranti
imunofluorescenti; tehnica cu feritind conjugatd gi antiser anti-imuno-
globulinioc gi vizuslizare la microscopul electronic pe sectiuni fineg
iodinare cu lactoperoxidazd si 1125-115. ;

S-au descris mai multe structuri chimice implicate in recu-
noagterea imunologichd. Moleculele ce recunosc antigenele sint aseminidi-
toare cu anticorpii secretati in singe gi lichidele biologice. Acegsi
receptori sint considerati molecule glicoproteice de membran¥ sintetiza-
te intracelular (celulele limfocitare tip B), sau achizifionate secun-
dar, ca rezultat al cooperdirii intercelulare gi interactiunii ou com=
plechi antigen-anticorps

Receptoril imunoglobulinici prezint¥ 2 lanturi polipeptidice
grele si 2 lanturi polipeptidice ugoare, sau un multiplu al acestel
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structuri de bazd (figura 46). Deosebirile imunologice dintre diversele
clase de imunoglobuline (IgG, IgA, Ig, IgD pi IgE), se bazeazd pe de-

DULLIMINNNNNNNNNN A | S—_——_
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~e
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variabilé

——
Sitvs de fixare ol anhpenuioni

Fig.46. Structura imunoglobulinei IgG. Lanturile grele
(H) oit si cele ugoare (L) cuprind regiuni in-
variabile in aminoacizi (hagurate). Segmentele
variabile din ambele lanturi polipepticice sint
reprezentate in alb. Zonele hipervariabile ale
celor douX lanturi polipeptidice (in negru)de-
termind specificitatea de fixare a antigenulul.
Hidroliza cu papaind desface imunoglobulina si
elibereazi segmentele Fab, CHO r:grozintl U=
g&iile oligozaharidice din molecula imunoglo -

ulinei.
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terminan{ii entigenioci ai lanturilor ugoare. Unele limfocite poart¥
in membran¥ numal o singur¥ clasi de imunoglobuline, in timp ce alte
celule (celulele splenice de goarece) au in membrani mai multe clase
sau subclase de imunoglobuline (Lee gi co0l.1971).

Vitetta gi col. (1971), su ardtat c¥ receptorii imunoglobu-
linicil din membrana limfocitelor splenice de la goarece sint formati
indeosebi din molecule monomerice, sau subunitiyi ale IgM, in timp oce
in singe imunoglobulinele se afl¥ sub formi pentamerici. Numirul recep-
torilor imunoglobulinici din membranele celulelor limfocitare din di-
verse {esuturi limfolide este foarte variat. Proportia relativid a celu=-
lelor purtétoare de imunoglobuline in splind, m#duva osoas¥, singe pe-
riferic , noduli 1limfatici, exudat peritoneal gi timus, a fost de 49
47, 14, 7, lo 31 o,1 la sutd (Rabellino gi col.1971). Cantitatea foarte
mic# de celule purtdtoare de imunoglobuline din timus, sugereazi ol ce-
lulele timice poartd determinantl antigeniocl deosebifi (Raff, 1970).

Prezenta sau absenfya receptorilor imunologici in membrans
celulelor limfocitare tip T este controversatd (Vitetta si ¢0l.1972).

Limfocitele B au in membrane receptori antigenici elaborafi
endogen (Greaves gi ¢01l.1973). Totugi, gi alte . celule imunocompetente
pot prezenta situsuri receptoare antigenice, cépitate secundar oa anti-
corpi provenif{i de la celulele limfocitare B, sau in urma interactiilor
cu complecgi antigen-anticorp. Acest lucru se realizeaz# prin activita-
tea unor structuri din membrana celularid, care fixeaz# segmentul F¢c al
IgG, sau a altor receptori ce fixeazd componente ale complementului
din serul sanguin. In urma fix#rii antigenului sau a complecgilor anti-
gen-anticorp, celula se activeazd. De remarcat faptul c# celulele tip
B care igi elaboreazd receptorii antigenici, au de asemenea in membra-
nd gi receptori pentru complecgl antigen-anticorp gi situsuri pentru
complement.

Anticorpil prezint¥ o mare diversitate structurald, desori-
sd prin situsuri antigenioce variate. Celulele limfocitare B au un fond
genetic descris de cel puyln 30 de gene structurale deceebite. Ele ae
exteriorizeaz¥ deosebit in cadrul celulelor B, adic# flecare celuld
sintetizeazd gi secretd anticorpi omogeni ca structurd sl specificitate.
S-a apreciat c# in elaborarea produsului f£init, participd 4 gene struc-
turale, fiecare din ele controlind secvenyele de aminoacizi sle unei re-
gluni antigenice determinate. DupX p&rerea lui Greaves (1975), fundamen-
tul rdspunsurilor specifice ale limfocitelor B, constd in elaboraresa
unui singur tip de receptor gi a unui tip de anticorp, in ciuda exis-
tentei unui repertoriu genetic aga de diversificat. Aceastd pidrere vine
in acord cu conceptul selectiei clonale elaborat de cdtre Burnet (1959).
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Datele experimentale apreciazi o# imunoglobulinele reprezin-
td moleculele care fixeaz¥ stereospecific gi cu afinitate mare antige~
nul de cdtre limfocitele B. Natura receptorilor antigenici din membra-
na limfocitelor T este disputatd.In anumite condiyii, celulele T accep-
td anticorpii elaborafi de limfocitele B, proces ce este considerat
discriminator. Ideia dupd care celulele T ar poseda receptori imunolo-
gloi nu a fost total abandonatd. Totugi, cel mal adesea se considerd
od celulele T prezintd in membranele lor structuri (situsuri) recep-
toare, prin care se poate realiza cooperarea cu celulele B gi cu macro-
fagele. Aceste situsuri sint reprezentate de glicoproteine de membrani,
codificate de gene strins asociate cu locugii de histocompatibilitate;
cei mal cunoscu$i sint complexul major de histocompatibilitate (Ha) de
la goarece, care codificd majoritatea variantelor serologice gisite
pe suprafata tuturor celulelor implicate in rejectiile de allogrefe gi
complexul de histocompatibilitate de la om (HL-A) (Bodmer,1972).

Celulele limfocitare tip T coopereazd cu numerogi antigeni
in formarea anticorpilor gi elaborarea unor rfspunsuri specifice. To~
tugi réspunsurile cele mal caracteristice ale acestor celule au fost
observate in urma interactiilor lor cu componente de membrand ale altor
tipuri de celule. Celulele T nu coopereazs ou toate structurile din
membrana celulelor, ci numai cu acelea care sint godificate de gene
ce 8int in strinsid legdturd cu antigenele de histocompatibilitate ale
speciel. De exemplu, celulele T rdspund mai bine fat# de celulele allo-
genice ale aceleiagi specil dar de origine deosebitd (sau de la indi-
vizi deosebiti in cazul omului). Celulele T sint capabile sé recunocas-
o8 toate aceste structuri ca‘antigene, dar numai unele sint foarte po-
tente in activarea 1lor. Acegti determinanti antigenici prezintd doud
caracteristici: 1) se afld in cantitate mare in membrana macrofagului
gl a celulelor B, dar sint slab reprezentate pe celulele T gi in mem=-
branele altor tipuri de celule din organismj 2) moleculele lor sint
codificate de gene dominante (aga numitele gene Ir sau gene pentru rés-
punsul imun), care determin¥ r#spunsul imun pozitiv sau negativ al ce-
lulelor T (Sachs si Dickler, 1975; Greaves 1975).

Toate aceste constatiri ne permit sd apreciem ci sistemul
imun prezintd doud componente de recunoagtere, gi anume:

a) anticorpii imunologici produgi de celulele limfocitare B
sl folositil ca receptori antigenici.

b) structuri polimorfe de pe suprafata membranelor celulare,
care sint implicate fn inifierea unei imunitdyi celulare mediate. In
ultimul caz, probabil cd regiunea I a complexului de histocompatibili-
tate Kz (81 regiuni analoage la alte specii), codificd structuri care
indeplinesc mai multe roluri:
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1) aprovizioneazX cu componente structurale membranele plai-
matioce ale celulelor T, sub form# de unitéyl receptoare sau oa recep=
tori.

2) asigur¥ interrelatiile dintre celulele limfoocitare T si-
nergice ou macrofagele gi celulele limfocitare B.

3) asigurd mijloacele de stimulare a celulelor T in prezen-
%a unor celule stridine (allogenice), sau a unor celule autoloage alte-
rate morfo-funct{ional (de exemplu macrofage invadate de vitusi).

Acest concept sugereazd ocd regiunea oromozomald a celulelor
T se dezvoltd gl se diversificd in aga fel incit s3d includid si si men-
tind structuri cognitive complementare.S-a sugerat ideia cd genele oce
codificd receptorii caracteristici interactiilor imunitare sint in ra-
porturi strinse cu alte gene,care sint implicate in primul rind in desval~-
tarea asocierii dintre celule homo- sau heterotipice. Acest luoru pre-
supune c¥ polimorfismul genetic are o funcyie biologicX mal generald,
din care sistemul imunitar s-a dezvoltat ca un proces specializat
(Bodmer, 1972; Greaves 1975).

Originea imunoglobulinelor. Datele experimentale au ardtat
existenta unor legituri intre locugili de histocompatibilitate ce codi-
ficd structurile din membrana celulari si anticorpii imunoglobulinici
(Moller, 1974). Studiile chimice gi cele de reorganizare a receptori-
lor din membrane indicd cd moleculele Hy gi HL-A sint formate din lan-
turi polipeptidice mici (ll.ooo daltoni), analoage oup microglobuli-
nele. Acestea din urm#, la fel ca si 32 §i HL-A, s-au descris in mem-
branele tuturor celulelor. Observafiile experimentale presupun c# di-
versitatea imunoglobulinelor caracteristic¥ vertebratelor, s-a dezvol-
tat din sistemele de recunoagtere intercelulare din membranele celule-
lor neimunitare.

Mecanismele de activare a sistemului imunitar. Aparatul de
recunoagtere a sistemului imun, cuprinde citeva tipuri de celule (lim-
focite B, macrofage, mastocite, bazofile) echipate pentru a recunoagte
antigenele prin intermediul Ig (elaborat direct sau captat lndirect).
In plus, celulele T sint echipate cu receptori ce pot recunocagte anti-
geni alterati de histocompatibilitate ssu antigeni diferemyliafl. Nu se
gtie cum acegti antigeni declangeazi actiuni in diverse tipuri de oce~
lule, deoarece mecanismul transducfiei de membran# este necunoscut.
Totugi, s-au descris citeva aspecte importante, obfinute prin studii
cu liganzi, care induc réspunsuri la limfocite, foarte asem&ndtoare ou
cele obfinute in cazul actiunii antigenelor. Liganzii sint spreciai,
in general, ca activatori policlonali sau mitogeni policlonali, deoa~
rece spre deosebire de antigene, el activeazd populatii mari de celule,
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independent de specifiocitatea clonald (Greaves, 1975). Au fost desori-
se numeroase substante proteice, polizaharide bacteriene, polianioni

§i ioni al unor metale grele, care posedd astfel de actiuni. De asemem
nea, anticorpii anti-imunoglobulinici prezint& capacitéyi stimulatorii
pe celulele B gi mastocite. Mecanismul similitudinii dintre acegti ac-
tivatorl gi antigeni este necunoscut. 8-a sugerat c# divergii liganzi
acfioneaz¥ asupra unor receptori deosebiti din membrane gi initiazi
producerea unui semnal intracelular comun (analog AMP° pentru hormoni).'

Degl existd multe date controversate, citeva aspecte comune
sint de remarcat (Greaves 1975). Activitatea initial¥ este un fenomen
al suprafetei celulare, ce poate fi indus cu liganzi insolubilizayi sau
cu antigene. In toate sistemele imunologice induse, valenta liganzilor
activatori apare deosebit de importantéd. Mul{i mitogeni policlonali si
antigeni sint polivalenti, in timp ce anticorpii mitogeni ai determi-
nantilor de membrand de la limfocite si mastocite trebule si fie cel
putin bivalenti, in inifyierea procesului activator. S-a sugerat od
aceasta reflectid necesitatea de legare incrucigatd a determinantilor
din membrand sau agregarea receptorilor. Ionii de calciu mimeazd efec-
tul liganzilor fiziologici, pe celulele limfocitare gi mastocite, pro-
babil printr-un efect activator al GMPQ(Freedman, 8i ¢01.1975).

7.1. Receptori entigenici de grup sanguin. In membrana plas-
matic8 a eritrocitelor umane s-au identificat receptori antigenici de
grup sanguin (sistemul ABO), ce cuprinde antigene specifice legate de
membrand $i anticorpii lor corespunzidtori in plasméd. Deoarece grupa O
se caracterizeazd prin prezenf{a antigenului H, sistemul a fost descris
sub denumirea de ABO(H) sau ABH. Aceste antigene au fost identificate

s1 in membranele plasmatice ale altor tipuri de celule (leucocite,
spermatozoizi, celule epiteliale) gi in lichidele biologice (salivi,
lapte, urin#) (Hakomori,l970). De asemenea, s-a constatat cid suge deo-
sebite de E.coli, posedd separat antigenul A, B sau H ori pe toate trei
fn aceeasi membrand (Renwrantz gi Uhlenbruch,1974).

Prin metode chimice, imunochimice gi enzimatice, s-a dovedit
c¥ specificitatea antigeniod a substanyelor de grup sanguin este datd
de prezenta unor monozaharide, dispuse spre capdtul terminal al glico-
lipidelor. Noleculele cu funcyii antigenice de grup sanguin, reprezintd
o familie de glicosfingolipide (poliglicozilceramide), ce pot confine
pind la 59 resturi glucidice per mol (Zdebska si Kosclielak, 1978) . Prin
studii de metilare, degradare cu trioxid cromic gi hidrolizi acidd s-a
stabilit prezenya unor tipuri de secvente oligozaharidice in poligli-
cozilveramidele de membrand.
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Dupd cum se observi din figura 47, la baza acestor reoop;
‘tori din membrand std un fragment oligozaharidic format din 4 monoza-
haride: galactozd, N-acetilglucozamina, fucozi 81 N-acetilgalactozaminil.
Specificitatea de grup sanguin este dati de prezenta unor monozaharide
specifice pe structura de bazd. Pentru antigenul de grup H, aceasta
eate reprezentatd de fucozd; pentru antigenul de grup B, de fucozd si
galactozd, lar pentru antigenul de grup A, de fucozi gl N-acetilgalaoc=-
tozamini,

Se apreciaz¥ cd o moleculd glicoproteic# din membrana eri-
trocitard poate avea numeroase oligozaharide. Pentru un glicolipid ou
22 oligozaharide, s-au desoris 2-3 ramificatil secundare du secvente
monozaharidice specifice (Zdebska gi Koscielak, 1978). Alfi autori au
apreciat o# pentru un glicolipid cu 22 monozaharide, structura este si-
metriocd gi este format¥d dintr-un lant oligozaharidic lung gi neramifi-
cat (Watkins, 19723 Gardos 1976).

Variabilitatea antigenelor de grup sanguin din membrana
plasmaticd eritrocitard este controlatd genetic lar biosinteza lor este
reglatd de prezenfa unor glicoziltransferaze specifice. Persoanele ce
apar{in grupei H prezintd o fucoziltransferazd specificd lar indivizii
din grupa B o galactoziltransferazs specific¥. De subliniat faptul oX
in lipsa antigenului H, sinteza celorlalf{i receptori antigenici de grup
nu are loc, degi enzimele specifice pot £i active (Goldstone gi Koenig,

1973).
7.2. Reoeptorij membranei plasmatice in cursul diferentierii.

Numeroase cercetiri au stabilit c& in cursul diferentierii
eritrocitului de mamifer, se produc modificdri in densitatea gi distri-
bufia unor situsuri receptoare din membrana plasmatic3. S-au descris
diferente in densitatea de suprafatd a sarcinilor negative, a antigeni-
tdtil celulare gi a receptorilor pentru concenavalind A. ¥u ajutorul
oxidului feric coloidal (fixeaz# resturile terminale de acid sialio),
s-a constatat c# densitatea grupdrilor anionice din membrana eritroci-
tulul de lepure scade treptaVt in oursul dezvolt¥rii gi oregte din now,
dup# expulzarea nucleului. Datele experimentale sugereazi od viteza de
sintez¥d gl inglobare a diverselor proteine in membrana celulei eritro-
oitare, variazd in paralel cu procesul de diferenfiere.

Skutelsky gi Farquhar (1976) au cercetat distribuyis recep-
torilor pentru concanavalini A gi densitatea grup#rilor anionice din
membranele plasmatice eritrocitare de gobolan. Frecventya receptorilor
pentru con A si C1 (charged ferric oxide), variazd in cursul stadillor
de dezvoltare ale eritrocitului gi la diverse tipuri de leucooite. Re-
ceptorii pentru con A aveau o densitate mare in membrana plasmaticd a
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H

Pig.47. Btructura oligozaharidiocd a receptorilor de
grup sanguin din membrana plasmaticd a eri -
troocitului. Gam = N-acetilgalactozaminaiGa =

galactoza; Gm = N-acetilglucozamina; F = fu-
coza.
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maorofagelor, densitate medie in membrana neutrofilelor 91 densitate
8labd la eozinofile pl bazofile. Distributia receptorilor pentru gru-
péri anionice apare inversf fayt¥d de con A. Datele experimentale suge-
reazd od concentratia asialoglicoproteinelor (ce fixeazi con A) este
in raport invers proportional ou distribupia sialogliocoproteinelor £n
cursul diferenfyierii. Dup¥ extruzia nucleard, are loo o segregare se-
lectivd a glicoproteinelor din membran#, caracteristicX membranei eri-
trocitului matur.

Mecanismele posibile ce insotesc aceste modificdri ale pro=
teinelor receptoare din membrand sint puyin cunoscute. Segregarea di-
verselor componente ar putea fi un proces evolutiv de cooperare intre
factorii intracelulari gl cei extracelulari. Cercetdrile luil Berlin gi
col. (1974, 1975) sugereazd c¥ anumite componente sint beyinute selec-
tiv de membrana plasmatiod, in timp ce altele (receptorii pentru con A)
sint eliminate gi segreg# in vacuole fagoocitare.

Incédrcarea deosebitd a membranelor plasmatice are consecin-
te asupra functiilor celulare gi cooperidirii dintre celule. De exemplu,
fata luminald a membranei celulelor endoteliale a vaselor de singe este
inciroaté negativ. Aceastd particularitate faociliteaz¥ repulsia dintre
celulele sanguine gi peretele endoteiiel, impiedicind agregarea lor
pe intimd. In urma modificérii sarcinilor din membrane se favorizeazd
formarea trombozelor (Skutelsky gi ©0l.1975). Skutelsky si Danon (1976)
au analizat abilitatea grupdrilor anionice de pe suprafata luminald a
vaselor de singe de a migra sub influenta unor liganzi. Interactiile
ou feritina cationic# determind o rapid¥ agregare a majoritdyii situsu-~
rilor anionice din membrana celulelor endoteliale, urmat# de o desprin-
dere a lor, sau transferul lor in stratul subendotelial. Probabil o#
roooptéru din membrana acestor celule sufemi fluctuatii de distributile,
paralel ou dezvoltarea organismului gi sub influenta numerogilor fac-
tori de mediu.
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8. RECEPTORII COLINERGICI SI ADRENERGICI

8.1. Caragterizare. Transmiterea informatiel intre celule-
le senzoriale sau intre celulele senzoriale gi alte tipuri de celule
86 realizeazd prin intermediul unor mediatori chimici (neuromediatori,
neurotransmitétori). Acestia se elibereazd la nivelul terminafiilor
nervoase gi determin¥ o oregtere selectivd gi tranzitorie a permeabili-
tiyli membranei postsinaptice (regiunea din membrana plaaiatlol a celu-
lei ce vine in ocontact ou terminatiile nervoase). Regiunile de contact
dintre celule se disting printr-o serie de particularitdti morfologice,
ultrastructurale, moleculare i mai ales func{ionale gi poartd denumi-
rea generaldl de sinapse. Ele se caracterizeazi prin existenta a doui
arii specializate, definite sub form# de membrand presinaptic¥ si post-
sinaptiod.

Mediatorii chimici implicati in transmiterea informatiei de
la o celuld la alta, se sintetizeazd de obicei in celula neuronald. In
regiunea presinapticld se disting numeroase mitocondrii gi vezicule
(uneori uniforme, alteori deosebite ca mdrime gi densitate). Prin frac-
tionarea terminatiilor nervoase in gradient de densitate, se pot izola
structuri de membrand, ce conf{in in cantitate mare mediatorul chimic
i echipamentul enzimatic de sintezd al acestula. Ele poartd denumirea
de sinaptozomi.

Excitarea prelungitd a neuronului determin¥ epuizarea se
in mediatorul chimic pe care il contine. Astfel, in terminatiile pre-
sinaptice ale unei sinapse neuro-musculare de la broascd s-au identifi-
cat aproximativ 600.000 vezicule. O excitare timp de 1 minut a unui
astfel de preparat, duce la scdderea confinutulul veziculelor presi-
naptice ou 5d%. Eliberarea veziculelor incdrcate cu mediator in spatiul
presinaptic are loc printr-un proces de exocitoz#. Se apreciazd cd o
parte din veziculele descircate, se pot intoarce in citoplasma termina-
tieil nervoase si formeazd noi vezicule sinaptice.

Membranele sinaptice sint regiuni specializate morfo-func-
tional , ale membranei plasmatice. Ele prezintd o compoziyie in lipide
relativ asemdnitoare cu a membranelor plasmatice. Totugi, la nivelul
sinapselor s-au identificat glicerofosfolipide cu compozifii deosebite
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in acisi gragi. Astfel, fosfatidiletanolamina contine in proportie de
33% un acid gras polienoioc (22:6), la fel oa gi fosfatidilserina (35%).
Foafatidilinozitolul contine 37% acid arahidonio. In schimb, sfingomie-
lina prezint¥ un confinut ridicat de acid stearic (87%). In membranele
sinaptice s-a identificat o cantitate mare de colesterol (19%) i gan-
gliozide (5-ld%) (Cotman gi Levy,1975).

Membranele sinaptice sint foarte deosebite din punct de vee
dere al organizirii ultrastructurale, probabil determinat de existen-
Ya unor receptori variatil. De aceea, gi efeotele lor sint diferite, in
funofie de specie gi cooperarea cu alfi factori pufin cunoscuyi (Iversen,
1970). In lumea vie s-au identificat un numir restrins de mediatori chie
miol (acetilcolina, adrenalina, noradrenalina, serotonina, dopamina) ou
efecte deosebite asupra receptorilor sinaptioci.

In regiunea membranei sinaptice se afld un numidr mare de
receptori. Astfel, ou ajutorul bungarotoxinei iodinate (1125) sau a
anticorpilor fluorescenfi obyinufl fatd de toxind, care se fixeasd de
receptorii sinaptici, s-a calculat o¥ aproximativ 5d% din proteinele
membranei plasmatice sint concentrate in aceastd regiune. De asemenea
prin tehnica de inghefare-fracturare, s-au identificat in membranele
sinaptice un num¥r mare de particule intramembranare (Robertson,1970).

Cunogtintele noastre asupra functiei sinapselor sint des-
tul de limitate gi au fost obtinute pe citeva modele: preparatele coli-
nergice neuro-musculare ale vertebratelor gi organul electric al unor
pesti (Eleotrophorus, Torpedo). Se ocunosc pufine luoruri despre transmi-
terea sinapticd in sistemul nervos central.

Date suplimentare asupra organizidrii receptorilor s-au ob-
tinut ou ajutorul unor molecule cu structuri sterice apropiate mediato-
rilor, ce potavea actiuni antagoniste (inhibitorii) sau agoniste (mi-
metice), fatld de efectele mediatorilor chimici identificafl la nivelul
sinapselor. Se apreciazd od fixarea cu afinitate mare de un receptor de
membhrand a mediatorului (sau analogilor), nu este suficientd in inifi-
erea transduceril semnalului. Existenta unor rédspunsuri extrem de ve-
riabile pentru diverse substante farmacologice (agoniste si antagoniste),
presupune ci in transmiterea informafyiel un rol insemnat il are capaci-
tatea sistemulul receptor de a-si modifica conformajia. De asemenea,di-
versitatea de manifestare din lumea vie, sugereazd existenfa unor orga-
nizdri specifice a receptorilor, in funct{ie de tipul celular gi specie.
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8.2. Regeptorii colinergici.

Receptorul colinergio face parte dintr-un sistem coliner-
gio in care principalul neurotransmiyitor il formeaz¥ acetilcolina.Dis-
ponibilitatea acetilcolinei in sistemul nervos central (SNC) gi siste-
mul nervos periferic (SNP) este extrem de variabild, si depinde de o
serie de faotori: capacitatea de sintezd a mediatorului intr-un tip de
celuld, capacitatea de depozitare a veziculelor sinaptice, viteza de
eliberare a mediatorului in spatiul sinaptic, modul de interactie cu
receptorul colinergic, maniera de eliberare a mediatorului din inter-
actia cu reoceptorul, posibilitatea de recaptare de citre membranele
presinaptice sau viteza de hegradaro a sa de cdtre enzimele din membra-
na postsinapticd. Toyi acegti factori coopereazd in transmiterea in-
fluxului nervos intre doui celule.

Acetilcolina este sintetizatd de cétre colinacetiltransfe-
razd, avind oa precursori acetil CoA si colina. Enzima este inhibasi
de analogi ai acetilcolinei (cloroacetilcolina, bromoacetilcolina) si
0 serie de molecule stiril-piridinice. Inhibitia eliberdrii acetilco=-
linei in spatiul sinaptic este determinatd de actiunea toxinei botuli-
nice, a unor substante anestezice cu actiune locald (procaina) si de
prezenta ionilor de lsz’.

Receptorili colinergicl au fost impirt{iyi iIn doudl categorii
g1 anumet receptori nicotinici, care au ca principal agonist nicotina
gi sint blocatl de d-tubocurarind; receptori muscarinici, care sint
sensibili la muscarinid gl prezintd ca principal antagonist, atropina
(vezi tabelul 9). Deosebirile dintre cele dou# categorii de receptori
colinergici constau in capacitdtile deosebite de interactie cu acetil-
colina gi afinitidtile discriminatorii diferite fatd de acfiunea agonig-
tilor gi antagonigtilor. Aceasta reflectd deosebirl atit in structura
liganzilor, oit gi a situsurilor de legare de la hivelul receptorului
(vezi figura 48),

Acetiloolina este o moleculd cu o structurd flexibild, ce
poate prezenta configuraf{ii sterice deosebite. Dup#d Pmuling gi col.
(1968), ecetilcolina are dou#i conformatii sterice active, si anume con=-
formayie muscarinic¥ gi nicotinicld. Confarmafia muscarinicé este deter-
minatd de poziyia grupidrilor metil in structura moleculei (profil meti-
1ic) in timp ce conformatia nicotinici evidentiazd gruparea carbonil
(prof4l carbonilic). In figura 49 este prezentatd structura chimicd a
acetilcolinei si cele dous conformatii sterice active. In general, ago-
nigtil cu functle nicotinicd au gruparea carbonil activd gi gruparea
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Fig.48. Reprezentarea schematicd a unel sinapse coliner-
gice.
A) Eliberarea granulelor de secrefie in spati&l
sinaptic este facilitatd de cdtre ionii de Ca<t
gi tetraetilamoniu gi este inhibatd de procaini,

fonii de Mg®' gi toxina botulinicd.

B) Recaptarea colinei de c#tre terminafia pre -
sinapticd este inhibatd de hemicolini.

C) Inhibiyia acetilcolinesterazei (ACE)de fizos-
tigmind, ezerind.

e
Het — N'—CHy Pootle!
| carbonilic
0 Profilv/

CIHQ I metilic
CHy —0— G — CHy

Fig.49. Structura chimicd a acetilcolinei gi cele dou#
conformatii ale moleculei, deosebite prin
gradul de rotafie; conformatia muscarinic¥ (pro-
£11 metilioc) 3i conformafia nicotinicd (pro-
f£11 carbonilic).
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metil activd si cea carbonil inhibat¥ sau inexistenti. Astfel, musca-
rina nu contine in structura sa gruparea carbonil (figura 50).

,“’3 oH
J I 2 CH3
CHs 0

]

Fige50. Btructura chimic¥ a muscarinel.

Fixarea acetilcolinei de receptorii colinergici determin&
activarea lor in decurs de citeva miliseounde. Dup¥ unii autori, acti-
varea receptorului se manifestd prin deschiderea unor canale ionice,
probabil reprezentate de complexul acetilcolinéi-receptor, care funcfio-
neazd ca lonofor. Changeux gi col. (1977) sustin ideias existentei mai
multor stéri funcfionale ale proteinei receptoare in membrana postsinap-
ticd. Una din stiri se caracterizeaz#d printr-o afinitate mic# pentru
agonist, in stare de repaus. In urma excltérii, proteina receptoare pre-
zintd o afinitate mare pentru agonigti.

De obicei, acfiunea acetilcolinei este insof{it¥ de o creg-
tere in grade variabile a permeabiliti{ii membranei postsinaptice pen—
tru cationii monovalenti (Na' si X*). Pentru unii neuroni de la molugte,
acetilcolina determind gl cregterea permeabilit&yii pentru Cl~. Creste-
rea permeabilitd¢il membranei postsinaptice provoacd o mirire rapidd si
tranzitorie a potentialului de membrand. In acest proces funcfional,
interacyia dintre receptorul colinergic i mediator constitule factorul
de initiere al unor secvente de procese celulare, la care coopereazi
gl alte componente (cei mai importanyi sint ionii de 052+ gl guanozin
monofosfatul ciclic). Astfel, addugarea la o serie de preparate ganglio-
nare a unor derivati ai GMPc, declangeaz8 depolarizarea membranei; de
asemenea, stimularea fibrelor nervoase presinaptice colinergice, induce
o crestere a nivelului GMPc la nivelul sinapselor.

Exist& mal multe ipoteze asupra mecanismului de actiune al
mediatorilor. De Robertis (1971), spreciazé mecanismul de activare sub
form& complexd (vezi figura 51). Grupul de cercetétori francezi condugi

Jda. 96/1979 Fasce. T
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de Changeux sustin ideia dup¥ care receptorul colinergic are o funo;
¥ie de ionofor. In ce priveste relatia dintre receptorul colinergic si

Modificari
metabolice

C-AMP,G-6NP, PI
-

”{l/'mtr

Receplor |«—

e | Modificare
de conformatie

Transport
de ron

Fig.51. Reprezentarea schematic# integrativi
a mecanismului de actiune al media =~
torilor in membrana postsinaptic#
(dup¥ De Robertis).

eanalele ionice din membrana postsinapticd, s—au emis mai multe pireri:
a) receptorul face parte integrant# din molecula lonoforicdj b) recep=-
torul constituie un regulator alosteric pentru ionofor; ¢) receptorul
afeoteazé indirect functia moleculei ionoforice.

8.3. Natura receptorului colinergic. Pentru caracterizarea

receptorilor colinergici, s—au utilizat procedee de purificare a lor
din membrane postsinaptice (bogate in receptori) si metode de cuplare
cu o serie de liganzi cu specificitédfi deosebite postcuplate cu substan-
te radioactive. Unele substanfe au acfiune inhibitorie reversibild a-
supra receptorilor (d-tubocurarina,curara, atropina, decametoniul, g.a.).
Veninurile unor gerpi contin o serie de neurotoxine, care se fixeazd
ireversibil de receptorii colinergicitalfa neurotoxinele din veninurile
de la cobre (Naja naja),cC bungarotoxina din veninurile de la Bungarus.
Ultima neurotoxind este un polipeptid cu gr.mol. micd (8o000), ce se
leagd ireversibil de receptor, dar nu interferd cu acetilcolinesteraza.
Pe baza proprietédfilor specifice si ireversibile ale unor toxine, s-au
deavoltat metode de ldentificvare gi purificare a receptorilor colinare
gici (Changeux si col. 1972, 1976; De Robertis i col. 1974). Prin tra-
tarea membranei postsinaptice cu tovin& marcatd (1151), in prezenta
unor detergenti (triton X-loo), s-a reugit purificarea complexului re-
ceptor-toxin& (vezi figura 52).

Purificarea receptorilor pentru acetilcolind a permis stu-
dierea capacitdfii de inglobare a lor in membrane lipicice artificiale,
care s# ducd la refacerea func{iilor specifice ale membranei., O astfel
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de anelizl poate fi privitd pe multiple planuri, gi anumet modul de in=-
teracfiune al proteinel receptoare purificate cu lipide de compozitii
cunoscute, tranzifiile conforma-
tionale ale proteinei receptoare,
analiza proprietdfilor de fixare
a agonigtilor, etoc,

Grupul de cercetidtori olan-
dezi condus de prof. van Deenen,

impreund ou prof. Changeux (Inst.
Pasteur), au abordat aceastd pro-

\ blemd folosind receptori purifi-
cafl din organul electric de la
Torpedo marmorata (Popot gi col.
1978) . Membranele plasmatice ale
electroplicii confin in cantitate
mare receptori proteici pentru
acetilcolind, intr-un mediu lipi-
dic pufin abundent. Ele apar sub
forma unor arii specializate, ce
confin un singur tip de proteini.
Una din particularitiifile acestor
membrane sinaptozomale o constituie
compozifia partioculard in lipide:

Fig.52. Reprezentarea schematiocld colesterol, serin- gi colinfosfo-
a unui procedeu de purificare a gliceride. O altd particularitate

g;:: cg:uéggng:%:ngﬁgtc digo;g:; este datd de abundenta acizilor
marcate radioactiv ( bungaro - gragl polinesaturafi, cu lanpuri

toxina, reprezentatd in negru)
care se fixeazd ireversibil de lungi, mai ales acidul docosahexa-

receptor. nolo (022:6)' care reprezinti peste
lo% din cantitatea totald de acizi

gragi din fosfogliceride.

Receptorii colinergici purificati din organul electric de
la T. marmorata gi Electrophorus electrious interactioneazd preferential
cu filme de colesterol. Preparatele nu disting fosfolipidele cu capete
polare deosebite, dar .se inglobeazd mai ugor in lipozomi, care confin
glicerolipide cu acizi grasi polinesaturati. Interactia receptorului nu
se limiteaz#d numai la lipide. In afara existentei posibile a unei faze
hidrofobe fluide in vecindtatea sistemului receptor pentru acetilcolind,
molecula receptoare apare puternic impbilizatd in membrana postsinapticd,
ceea ce sugereazd sl existenta unor interactii proteind-proteind
(Bourgeois si ¢0l.1978). Nu se cunosc incd elementele structurale ale
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moleculei receptoare, responsabile de interactia sa selectivi ocu lipi=
dele. Se presupune c& ar existas un segnent hidrofob ou o secvents par-
ticulard in aminoacizi.

Receptorul pentru acetilcolinX a fost reconstituit in vitroy
prin incorporarea sa in membrane lipidice ocu compozitii apropiate celor
din membranele sinaptice. Acesti receptori igi plstreazd functiile bio=~
logice. Prima incercare aparyine lui Changeux (1974), gi a fost ulterior
dezvoltatd in alte laboratoare. Schiebler gi Hucho (1978) au separat gi
purificat receptorul pentru acetilcolin¥ din membranele organului elec-
tric de la Torpedo californica, prin centrifugare in gradlént de densi-
tate. Receptorul apare sub forma unui complex polipeptidic format din
4 lanturi ( i, p, 4 %), care formeazd o moleculd tetramerick intr-o
stolchiometrie necunoscutd. Prin integrarea receptorului purificat in
membrane lipidice artificiale, complexul r#mine nemodificat, aga cum a
fost observat prin colorafie negativd la microscopul electronic, com-
portare pe gel de poliacrilamidd sl prin mdsurarea activitdyii specifi-
ce. Se presupune cd receptorul stribate membrana lipidic# bistratifi -
catd, deocarece sistemul de translocatie ionicl este sensibil la ocarba-
milcolind (agonist) si se blocheaz¥ in prezentas unui antagonist  toxima
din veninul de la Naja naja).

Utilizindu-se tehnica de inghef{are-fracturare, s-a permis
vizualizarea unor particule ordonate, cu diametrul de 8o0-~90 R, 8i cu
un mic canal central, la nivelul membranelor postsinaptice (Hazdai si
¢0l1l.,1978). Aceste particule au fost identificate ca fiind receptorii
pentru acetilcolind, deoarece densitatea lor corespunde cu cea calcula-
td din legarea cu liganzi specifici a situsurilor active ( o« neurotoxini
radioactivd). Receptorii pentru acetilcolinX au fost observati electro-
no-microscopic gi cu o tehnicd imunochimic#. Proteina a fost cuplatd cu
anticorpi specifici si apoi ocu conjugati de feritind (confin ionul
fier electrono-opac). Observatiile ultrastructurale sugereazd cd situsu-
rile antigenice ale proteinei receptoare sint accesibile pe ambele fete
ale membranei postsinaptice, in acord ou modelul propus de cétre
Changeux (1975). Modelul lul Changeux desorie proteina receptoare ca o
molecul¥ globulard, ce ocupd intresga grosime a membranei (vezi figura
53)

Existd un dezacord in ce privegte relatia dintre receptor
si imnofor, element de structur# legat de receptor, ce permite cationi-
lor sd stribatd membrana si sd initieze influxul nervos. Dup# pérerea
unor autori (Hazdai si col. 1978), existd o singurd moleculd cu funcfie
receptoare si ionoforic#. Dac# receptorul si ilonoforul sint doud enti-
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t8yl deosebite dar strins asociate, configuratia transmembranars a pro=-
teinei nu este obligatorie, desi r3mine posibili. Changeux aduce argu-

)

Figs.53. Reprezentarea schematicl a togografiel
receptoruluil colinergic (RC) in membm -
na plasmaticd postsinapticd.

mente pentru ultima ipotezd. Electroforeza proteinei purificate din mem-
brana postsinapticd a organului electric relevd prezenta a 2 polipepti-
de distincte: una cu gr.mol. de 40,000 cu func{ie receptoare gi alta ocu
gremol, de 43%,000.

8.4. Agetilcolinesteraza. Mediatia colinergic¥ este depen-
dent#d de prezenta gi activitatea acetllcolinesterazel, care hidrolizeasi
substratiil gi prin aceasta controleazd interrelatia dintre acetilocolinid
81l receptor. Prin metode histochimice gl ultrastructurale, enzima a fost
identificatd in membrana plasmatic# a numeroase tipuri de celule, gi
in mod special la nivelul sinapselor (Changeux si co0l.1968; Villegas gi
Ville gas, 1974). .

Studiul activitdtii enzimei din membrana plasmatiocdd de 1la
nivelul plécilor electrogene, a sugerat cd aocetiloolinesteraza este o
proteindi strins asociatd de membrand. Enzima participd in organiszarea
structurald a membranei postsinaptice gi in condifiil fiziologiece varia-
bile este capabild sd sufere modific#dri cooperative (Changeux gi col.
1972) . Enzima se afl¥d in vecinitatea receptorului colinergic.

Organizarea structurald a acetilcolinesterazel apare deose-~
bitd in funct{ie de numerosi factori (specie, organ, etc). Dupd Leuzinger
(1971), enzima se disociazd in prezenfa guanidinei gi mercaptoetanolu-
lui In 4 subunitdti cu o structurd hidrofobd dimericd. Studiul enzimei
in gradient de zaharozd a permis identificarea mai multor forme molecu-
lare, cu coeficienti de sedimentare deosebiti (Grafius si col. 1971).

S-a sugerat c#d enzima se afl# organizat#d in structura membranei sub for-
méd polimerica.
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Tabelul 5 - RKeceptorii colinergici si adrenergici

RECEPTORI COLINERGICI

RECEPTORI ADRENERGICI

NICOTINICI MUSCARINICI beta alfa
Agonisti Nicotina Muscarina Izoproterenol Fenilefrina
Antagonisgti d-tubocurarina Atropina Propanolon Fentolamina
fenoxibenzamina
Distribufie SNC, neuroni pregan- SNC, neuroni post- SNC, neuroni postganglionari simpa-
glionari, mugchi sche- ganglionari,mugcaiul tici, muschi netezi, glande exocri=-
latici cardiac. ne.
ig‘i;gzggl ACETILCOLINA EPINEFRINA NOREPINEFRINA
EPINEFRINA
Mecanism de Activarea Activarea

acfiune 1in
membrand

CANALE IONOFORICE

adenilatciclazei adenilatciclazei
sau guanilatci-
clazei
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Natura structurii terfiare a acetilcolinesterazei native
din wembrans, este controversatd. Dupd pirerea lui Changeux (1966) yen=
zima legat 4 de membrani se afld iu doud stiri conformafionale, cu afi-
nit#yi deosebite pentru substrat. In urma distrugerii struoturii mem-
branel, enzima se elibereaz& de sub influenta reglatoare gi se stabili-
zeazd intr~o conformayie cu afinitate mare pentru substrat (Kasal si
Changeux,1971). De subliniat faptul c& celulele musculare de la Ascidii
nu prezintd acetilcolinesterazd. Musculatura acestor organisme se con-
tractd rapid 31 se relaxeazd extrem de incet. Totusi formele larvare
ale acestor organisme prezintd o enzimd activd in musculatura cozii.

. Se poate conchide cd acetilcolinesteraza este o proteind
regulatoare din membrana postsinapticd, care contribuie la hidroliza
acetilcolinei. Inhibarea acetilcolinesterazei cu inhibitori specifioi
(ezerind, fizostigmin¥, diizopropilftorfosfat) determini o potentare
a acfiunii fiziologice a acetilcolinei. Pe de altd parte, se poate
bloca specific receptorul colinergic (eof bungarotoxini), fird sd fie
influentatd activitatea acetilcolinesterazei.

8.5. Receptorii adrenergici.

A doua grupd de medistori ai sistemului nervos o constituie
monoaminele formate din:

1) catecolaminet dopamina, noradrenalina gi adrenalina.

2) indolilalkilaminele: 5-oxitriptamina sau serotonina.

Receptorii adrenergici sint extrem de heberogeni,atit in
ce privegte specificitatea cit si organizarea lor in membranele diver-
selor tipuri de celule. De aceea, apar mari variafii functionale sub
influenta catecolaminelor, de la un f{esut la altul gi ig cadrul ace-
luiagi t{esut, de la o specie la alta. Adrenalina si noradrenalina pot
avea actiuni deosebite sau chiar opuse pe acelasi organ. In general,
noradrenalina produce vasoconstricyia fibrelor musculare, in timp ce
adrenalina poate avea efecte de vasoconstricfie sau vasodilatatie. In
functie de sensibilitatea la antagonigti gi de structura catecolaminelor
naturale, receptorii adrenergici au fost impdrtiti in doud categorii
(vezl tabelul 9).

Receptorii alfa adrenergici prezint& ca principal agonist
fenilefrina iar ca mediator primar noradrenalina (norepinefrina). Re-
ceptorii beta adrenergici au ca principal agonist izoproterenolul si
ca mediator primar adrenalina. Identificarea unor antagonigti cu ac=-
tluni selective asupra receptorilor alfa si beta, a constituit unul
din criteriile principale ale clasificdrii lor. Dacd la gruparea ami-
nicd a mediatorului se introduce un substituent metil, efectele alfa
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sint inhibate partial sau total. Dimpotrivd, catecolaminele cu un aus-
stituent mai mare la gruparea aminicd, potenteaz¥ efectele receptori-
lor beta (Ariens si c0l.1976; Pop si col.1977).

Biosinteza catecolaminelor pornegte de la tirozind, intr-o
secventd de reactii prezentate in figura 54.

cooH " cooH

[
CHy—CH— NH, CHy— CH— NH, CHy—CHy— NH,
Stuireytals —l—
TH Dne
HO . HO HO a
OH 0H
Tirozina Dopa Dopamina
fH OH
I
CH—CHy— NH, CH — CHy— NH—CH,
——— e ———— .
DBH FEMT
HO HO
0H 0H .
Noradrenalina Adrenalina

Fig.54. Etapele de biosintezd a catecolaminelor.
TH - tirozinhidroxilaza; DDC - DOPA decarboxilaza;
DBH - dopamin beta hidroxilaza; FEMT - fenileta-
nolamin N-metiltransferaza.

Receptorii beta adrenergici. Acegti receptori apar extrep
de diferiti in lumea vie, prezentind variatil de sensibilitate la a-
gonigti si antagonigti, in funcyie de specie si organ. Dupd pdrerea lui
Levitsky gi col.(1975), pentru unele tipuri de celule receptorii beta
adrenergici apar stereospecifici fati de catecolamine. Totusi, s-a su-
gerat existenta a doud subgrupe de receptori beta in membranele celu-
lare (Lefkowitz,1976): 1) receptorl p 1+ cu constante de afinitate
mari pentru catecolamine (10'8-10°9M), prezenyi mai ales in membranele
celulelor adipoase gi cardiace. Practololul a fost identificat ca an-
tagonist specific al acestor receptori. 2) receptori adrenergicijﬁa,
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cu constante de afinitate mal mici pentru catecolamine (10-7M), des=-
crigi in membranele celulelor musculare netede (uter, vasele sanguine).
Acegti receptori sint inhibati selectiv de citre butoxamind gi au o
afinitate de loo de ori mai mare pentru izoproterenol, comparativ ocu
catecolaminele.

Receptorii alfa adrenergici. Acegti receptori apar mai
putin specifici, in comparatie cu receptorii . De asemenea, prezintd
o capacitate discriminatorie destul de slabd. Specificitatea recepto-
rilor alfa este datd de gruparea aminicd din structura mediatorului.
Fixarea unei grupdri N-alchil scade eficacitatea substanfelor ca mole-
cule & adrenergice, dar ele devin‘p adrenergice. Substitufia unui OH
fenolie cu' o grupare metilsulfonamidic&, potenf{eazd actiunea lor ca
agonisti /L adrenergici si ca antagonisti ai receptorilorja o

Mecanismul de actiune al catecolaminelor asupra membranelor
celulare este controversat gi variabil pentru diversele tipuri de ce-
lule (Lefkowitz,1976). Ideia generald este aceea dupd care catecolami-
nele activeazd sistemele enzimatice de membrand (adenilatciclaza si
guanilatciclaza), care determind o cregtere a nivelului nucleotidelor
ciclice gponofosforilate.Cu alte cuvinte, mediatia adrenergicid este con-
trolatd de nucleotidele ciclice, care pot declanga o secventd de pro=-
cese implicate in modificarea permeabilit&yii membranei (fosforilarea
unor proteine de membrand prin intermediul proteinkinazelor dependente
de AMPO; deschiderea unor canale ionoforice selective pentru ionii de
Caa*, SeBe)e

Degl s-~au fHcut numeroase incercdri de izolare i purifica-
re a receptorilor adrenergici din membranele celulare, natura lor epce
departe de a fi cunoscutid (Cuatrecasas, 1975).

Neuromediatorii adrenergici se sintetizeazd in termina;iiya
presinaptice ale celulelor neuronale, de unde se pot elibera in singe
sau se acumuleaz¥ In vezicule presinaptice. Metabolizarea lor are loc
sub influenta monoaminoxidazelor sau a catecol-O-metil transferazei
din membrana postsinaptic#. Rezerpina blocheazd sinteza unor molecule
neurotransmif{dtoare. Substantele analoage rezerpinei, epuizeazd depo-
zitele de catecolamine din sinapsele centrale si determind la om mala-
dii depresive. Dimpotriv#, inhibitorii monoaminoxidazei cresc nivelul
catecolaminelor gi sint considerafi substante antidepresive.

Cunoasberea‘naturii si specificitédtii receptorilor adrener-
gici din membranele celulare are o deosebitd importantd medicald si
neurofarmacologicd. In multe cazuri, actiunea medicamentelor asupra
unor receptori de memhrand a fost descrisd pe baza analogiilor de struo-
turd chimicd cu a catecolaminelor naturale. In plus, o serie de medica-
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mente sint folosite in tratamentul uncr maladii nervoase: schizofre-
nie, psihoze depresive. Pentru a avea o imagine asupra interrelatiilor
dintre substantele medicamentoase active asupra celulelor neuronale din
SNC gi catecolamine, s-a ilustrat fntr-o formi simplificatd o sinapsid
adrenergicd (figura 55).

Hembran

pre .ugwmd / D

Sinapsa Pt / Molecule %%%},’@,.

Nembrepa :

poslsinaplica o £
———

Ebwphr

Potential de activne

Fig.55. Reprezentarea schematic# a unei si=-
napse adrenergice gl interrelatiile
catecolaminelor cu o serie de sub=
stanfe.

A) sinteza catecolaminelor; B) re=-

zerpina $i substanfele antidepresi-
ve inhibd sinteza serotoninei i
noradrenalinei si acumularea lor
in vezicule sinaptige; C) amfetami-
nele gi ionii de Ca<+ stimuleazd e~
liberarea catecolaminelor din cito-
plasma terminafiei axonale; D) sub=-
stantele antidepresive blocheazd re-
absorbfia mediatorilor adrenergicl;
E) locul de acfiune al moleculelor
analoage cu acflune antagonisti(meo«
calina, amfetaminele).

Catecolaminele sintetizate sint acumulate in vezicule de-
limitate de membrane, care se adund spre cap#dtul terminal al axonului
celulei neuronale. Prin stimularea celulei, veziculele sint descércate
in spatiul sinaptic printr-un proces de exocitoz#d, facilitat de pre-
zenta ionilor de Ca2+ g1 amfetamine. Eliberarea mediatorilor adrener=
gicl este oontrolatd de prostaglandina E, (are efect inhibitor prin
interferare cu ionii de Ca +) gl prezenta microtubulilor in axoplasma
terminatiel nervoase (Axelrod, 1973, 1977). Pretratares celulelor cu
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citochalasind B, colchicind sau vinblastind, inhibd eliberarea cateco-
laminelor din terminayiile nervoase presinaptice,

Distribufia receptorilor adrenergici este foarte hetero-
gend. Neuronil postganglionari simpatici de la mamifere au receptori
adrenerglici. Delimitarea neuronilor la nevertebrate este imposibili
(in sinapsd parasimpaticd colinergicd sl simpaticd adrenergici). Nora-
drenalina poate avea actiune inhibitoare pe unele celule efectoare si
actiune activatoare pe altele, probabil datoritd coexistentei ambelor
tipuri de receptori in aceeagi membran#é. De exemplu, membrana plasma-—
ticd a celulei hepatice prezintd atit receptori alfa, cit gi beta a=-
drenergici. De asemenea, noradrenalina determin contract{ia celulelor
musculare’a uterulul de iepure gi om, relaxarea uterului de gobolan,
iar pe uterul de pisicd are o acfiune mixt& in func{ie de sarcind
(Miller si co0l.1965). In SNC, distributia receptorilor adrenergici
este pufin cunoscutd,iar catecolaminele pot avea efecte activatorii
sau inhibitorii, in functie de natura receptorilor din membrane. In
plus, in multe membrane plasmatice neuronale de la mamifere gi never-
tebrate s-au descris si alti receptori (pentru dopamin3, serotonind),
care complicd natura cooperdrii intercelulare prin intermediul subs—
tantelor chimice neurotransmitatoare. '

8.6. Receptori pentru serotonind. In membranele plasmatice
ale unor tipuri de celule (musculare netede, membrane sinaptice, mem=-
brane ale celulelor ganglionare nervoase sl celule neuronale), s-au
identificat receptori specifici pentru serotonind. Incercarile de izo-
lare gi purificare a acestor receptori din membrane au dus la rezultate
contradictorii, probabil datoritd heterogenitdt{ii gi labilitatii struc-
turii lor in membranele diverselor tipuri de celule. Unii autori au a-
preciat cd& receptorul pentru serotonind este reprezentat de o glico-
proteind (Wesemania s$i col.1971); alyii l-au considerat de naturd lipo-
proteica (De Robertis,1975).

Functia serotoninei ca mediator chimic de comunicare intre
celule, apare mai clar exprimatd la unele specii de newertebrate, mail
ales molugte. Prin excitarea unor nervi extracardiaci ali molugtelor se
elibereazd serotonind. Serotonina a fost identificatd de asemenea, ca
mediator chimic in relaxarea mugchilor retractori ai bisusului de 1la
molugte. O serie de observafii experimentale efectuate pe celulele neu-
ronzle de la Aplysia (molusc) au ardtat cd, sub influenfa serotoninei

are loc excitarea unor celule (concentratie de 1o‘8m) i inhibitia
—lt)},)

altora (concentragie de lo
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Substante cu structuri chimice analoage serotoninei, preQ
zint#d aotiuni antagoniste fafd de acest mediamtor: mescalina, iohinbi-
na, bufotenina (N,N-dimetilserotonina), LDS (dietilamina acidului 1i-
sergic). Serotonina este inhibatd de c#tre monoaminoxidazé. Adminis -
trarea de rezerpind duce la epuizarea rezervelor de serotonini din ce-
lule, ca urmare a bloc#drii sintezei sale. Un conyinut mare in seroto-
nind a fost descris in celulele nervoase din talamus, hipotalamus,sis-
tem limbic. Inhibitia sintezei de serotonind din creier determinid in-
somnie. Adausul ulterior de S5-oxitriptofan (precursor in sinteza media-
torului) si in prezenta unei enzime specifice (triptofan decarboxilaza)
are loc restabilirea somnului.

8.7. Regeptori pentru acidul gama aminobutiric (GABA). A=

cidul gama aminobutiric (NHZCHZCchHZCOOH) provine din decarboxilarea
acidului glutamio, fiind apreciat ca mediator al SNC, ou acfiune inhi-
bitorie in sinaps#d. In celuld, GABA este degradat la nivelul mitocon-
driilor (4 aminobutirat: 2-oxoglutarat aminotransferaza). Importanta
acestor receptori derivéd din faptul cd GABA gi o serie de analogi ail
s8i,sint utilizati in vindecarea unor maladii nervoase gi pslhlce.
Receptorii pentru GABA din membranele postsinaptice au cone

stituit obiectul a numerocase cercetdri. Fixarea Clu-GABA de membrana
celulelor sarcoplasmatice are un caracter de saturafie (4=7 nmoll GABA/
mg protein¥). De Robertis (1975) a izolat receptorii pentru GABA din
membranele celulelor sarcoplasmatice i din membranele terminafiilor
nervoase. Din omogenatele mugchilor de crevetd (Artemisia longinois),
s-~a purificat o proteind hidrofob#, cu afinitate mare pentru GABA
(Kn = 8 M). De Robertis (1975) considerd c# proteina hidrofobd purifi-
catd din membrane, reprezint# receptorul specific pentru GABA.

' Warner gi Steward (1975) au cercetat capacitatea de fixare
a HB-GABA de membranele sinaptice, in prezenf{a sau absenta Nat. Fixarea
GABA de fractia sinaptozomald depinde de ionii de Na*, in timp ce lega=
rea de receptorii postsinaptici este independentd de prezenta ionilor.
Fixarea GABA de receptori saade prin pretratarea membranei cu proteazi,
sau in prezenta unor glicerolipide. Pe preparate de membrand de la
goareci, efectul inhibitor cel mai puternic l-a avub fosfatidiletano-
lamina (Gimbalvo gi Rosemberg, 1976). Poziyia sarcinilor pozltive ‘din
structura GABA, precum $i a grupdrilor polare ale glicerolipidului,
condifioneazd concurenf{a pentru fixarea de receptorii proteici din mem-
brand, prin intermediul unor legituri electrostatice gl forte van der
Waals. Capacitatea de fixare apare deosebitd gi in funcyie de tipul
celular (mare in hipotalamus gi micd in maduva spindrii).
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S-au descris o serie de inhibitori specifici ai GABA. Ast-
fel,bicuculina(alcaloid ce produce convulsii epileptice de origine cor-
ticald) este un antagonist specitic al GABA. In afara acestula, s-au
identificat si alti inhibitori ai fix#drii GABA de receptori, cu efecte
variabile in functie de tipul celular; p alanina, acidul 2-4 diamino-
butiric, aminozina, g.a. (De Robertis, 1975; Peck si c0l.1976).

S-gu sugerat citeva modele ale receptorului de membran#
pentru GABA. Van Gelder (1971) a sugerat modificarea conformagiei re-
ceptoruluil in funcyie de interactla sa cu grupdrile amino si carboxil
a mediatorului. Prin interact{ia grup#drilor aminate ale GABA cu situsu-
rile anionice a 2 receptorl grupati in agregate dimerice, se favori-
zeazd disovierea complexului fosfolipid-protein# din membrani (Olsen,
19763 Azanza gi Walker,1975). Faptul cd molecula de GABA poate avea
dousl conformatii deosebite, permite interpretarea acf§iunilor divergen-
te ale mediatofului. in diverse membrane. Se presupune cd molecula de
GABA se fixeazd de receptor, in functie de sarcinile Nt i 07 si/sau
distanta dintre ele. Fixarea de receptor a mediatorului, induce mo=-
dificarea conformafiei moleculei receptoare si formarea unui ionofor
(canal transmembranar). In cazul in care molecula mediatorului presin-
td o conformatie "intinsd", diametrul canalului ionoforic este mai mare
(5,4 R),fapt ce favorizeazd trecerea ionilor de Na* si implicit excitarea
neuronului. Dacd molecula de GABA are o conformatie "torsionati#", com-
plexul mediator-receptor formeazd in membran& un canal ionoforic mai
mic (cu diametrul de 4,4 2), care permite doar accesul ionilor de Cl™,
responsabili de procesul de inhibigie.

S-a sugerat cd, in afara conformatiei mediatorului (GABA),
determinatd de o serie de factori ai mediului, este poéibil sd existe
gl deosebiri in structura receptorului, la diverse tipuri de celule,
care conditioneazd efectele inhibitorii sau activatorii ale GABA in
membranele postsinaptice (Azanza i Walker,1975).
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9. RECEPTORII HORMONALI DIN MEMBRANELE PLASMATICE

9.1. Caracterizare. In descifrarea mecanismelor de reglaj
celular gi intercelular, un rol deosebit l-a avut descoperirea impor-
tantel adenozinmonofosfatului ciclic (AMPO) ca mediator intrascelular
al acfiunii hormonilor (Sutherland gi col.l957). Lucr#rile scolii lui
Sutherland au stabilit prezenta in membrana plasmatic# a majoritétii
celulelor eucariote a unui sistem de receptie hormonal, rdspunzdtor de
captarea informatiei. Acesta este reprezentat de adenilatciclazi (ATP:
AMP fosfotransferaza, EC 2.7.4.3), care sub actiunea unor factori al
mediuluil, mal ales hormédnali, catalizeazd transformarea ATP in AMF.
(Sutherland si Rall,1960). Sistemul adenilatciclazic a fost descris in
toatd lumea vie (plante, bacterii), si in afara captérii informatlel
participd gi in controlul a numeroase procese metsbolice intracelulare
(Robinson gi c¢0l.1971; Doman gi Fedenko,1976). De exemplu, la bacterii
81 unele celule de la eucariote, derepresia unor enzime inductibile
are loc de asemenea prin participarea AMPc (Macman gi Sutherland,l965;
Robinson gi ¢0l.1971).

Conform principiului elaborat de Sutherland si confirmat
de numeroase cercetdri experimentale ulterioare, hormonul actioneaz#
asupra celulel f{intd, prin intermediul unui sistem receptor adenilat-
ciclazic din membrana plasmaticd. Sistemul adenilatcilazic activat,
catalizeazd formarea AMPo din adenozintrifosfat (ATP), dupd o reachie
descrisd in figura 56, Nucleotidul ciclic este considerat un sfector
secundar intracelular al acfiunll divergilor hormoni. In funofie de
tipul celular, AMPc asigurd un rdspuns fiziologic specific de control
gl reglaj al proceselor metabolice celulare. Acfiunea nucleotidului
ciclic la nivel celular prezintd numeroase aspecte comune pentru toate
tipurile de celule din lumea vie, dar gi unele particularitéyi speci-
fice.

9.2, Adenilatciclaza. Desi adenilatciclaza a fost identificaté
in membrana plasmaticd a majoritdtii tipurilor de celule, activitatea
el este foarte deosebitd#. O activitate enzimatic# mare s-a descris in
celulele neuronale din scoarta emisferelor cerebrale (Sutherland si
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001.1962) . Adenilatciclaza a fost considerats mult# vreme, ca 0 enzimi
specifiol membranei plasmatice. La multe tipuri de celule, enzima

894 8¢

. '0\

CHy "
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0 \‘0 OH ' H OH
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Fig.56. Structura chimic¥ a AMP ociclic (3',5'-AMP) gi a
adenozinmonofosfatului (5'-AMP).
l.reactia catalizatd de adenilatciclazd (ATPiAMP
~fosfotransferaza. 2. reactia catalizatd de fos-
fodiesterazd (3',5'-AMP 5'-nucleotidhidrolasza).

a fost desorisi si la nivelul unor membrane citoplasmatice (membrana
nucleard, mitocondrii, membranele aparatului Golgi) (Cheng si Farquhar,
1976; Soifer gi Hechter,1971). De exemplu, la nivelul celulelor foli-
culare din ovarul pestilor, adenilatciclaza a fost identificatd ultra-
structural in mitocondrii, membranele aparatului Golgi, nucleu gi mem-
brana plasmaticd (vezi figura 57).

Studiindu-se interactia dintre hormon gi receptorii din
membrand, s-a constatat ci acestia din urmd sint alcdtuiyi din subuni-
tdyl receptoare si catalitice deosebite (Robinson gi c0l.1967). Centrul
regulator (agezat pe fata externi a membranel) servegte la captarea
informatiei hormonale din mediu, gi asigurd in cooperare cu alte ele-
mente din membrand, transmiterea informatiei pe fata citoplasmaticd a
celulei. Dupd pérerea lui Robinson gi col. (1971), componenta regula-
toare a sistemului adenilatciclazic ar fi similard cu receptprii o si
ﬁ adrenergici din membrane. De aceea s-a sugerat cd centrul regulator
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al adenilatoiclazei este format din douX regiuni: regiunea L » care
servegte ca modulator negativ al aotivitdgil centrului catalitic -3 8
B IR A

A Lores

e e a4

Fig.57. Repartitia intracelulari a a-
denilatoiclazei (precipitate
negre de pirofosfa¥ de plumb)
in celula foliculard din o-
varul pegtilor (crap). Adeni-
latciolaza apare citochimic la
nivelul mitocondriilor, nucle-
ului, cisternelor Golgl gl in
membrana plasmaticd (vezi s&-
getile).

regiunea B , care particip# la activarea funchiel catalitice a enzimsi
(figura 58 a).

Deoarece hormoni deosebifi activeaz8 acelagi sistem din di-
verse tipuri de celule, s-a presupus existenf{a unor receptori specifiol.
Pentru o serie de hormoni a fost posibild identificarea unor receptori
deosebiti. Astfel, pentru adrenalind gi glucagon s—au descris unitidgi
receptoare deosebite. De asemenea, in glanda suprarenald s-a constatat
prezenfa a doud adenilatciclaze deosebite, care sint sensibile la hor-
monul paratiroidian si respectiv catecoclamine (Kurokewa si Massry,193).
In membrana plasmatic¥d a celulelor din glanda tiroidd s-au constatat
receptori deosebifl pentru tirotropind si prostaglandine (Wolf gi Cook,
1973).

Receptorii adenilatciclazici au o structurd de naturdd pep-
tidioc#. Acest lucru a fost sugerat de faptul c#& tripsina inhib# capaci-
tatea de fixare a glucagonului gi ACTH. Observatil directe asupra mo-
dului de legare al hormonilor de receptorul de membrand s-au ohf{inut
cu preparate hormonale marcate cu izotopi. In acest fel, s-a dovedit
c3d hormonii se fixeazd direct de receptorul adenilatciclazic (Rodbell

si col.1971).
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Capacitatea unor nucleotide de a modifica interactiile
complexului hormon-receptor cu adenilatoiclaza a dus la presupunerea

HORMON

Fefa
externd

4
R
L
C

ATP A

Fig.58. Reprezentarea schematicd a siste-
mului adenilatcioclazic din membre-
na plasmaticH.

a) modelul lui Sutherland. C. re-
glunea cataliticd; B i« -~ regi-
unea receptoare.

b) modelul lui Birnbaumer. R. re-—
glunea receptoare; FL - fosfoll -
pide; C ~ regiunea catalitiocH.

rolului unor fosfolipide in transducerea semnalelor. De aceea, Birn-
baumer (1973) complecteaz#d modelul receptorului adenilatciclazic (fi-
gura 58 b). Ulterior s-a dovedit c¥ o serie de fosfolipide gi analogl
al purinei joac# un rol critic in controlul funct{iei adenilatciclazei
din membrane.

Adenilstciclaza a fost apreciatd ca o moleculd lipoproteicd.
Tratarea enzimei cu detergenyi ionici, digitonind si fosfolipazd A,
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duce la plerderea activitdyii enzimatice. In schimb, in prezenga unni
detergent neionic (lubrol) este facilitatd solubilizarea enzimei din
structura membranei. Un astfel de preparat enzimatic prezintd activi-
tate, dar nu interactioneaz¥ cu hormonii. Adausul ulterior la prepa-
ratele enzimatice solubilizate de fosfatidilserin¥, restabilegte oca-
pacitatea adenilatciclazei de a r#spunde la glucagon; adausul de fos~
fatidilinozitol restabileste sensibilitatea receptoruluil fat¥ de ac-
tlunea stimulatoare & catecolaminelor (Levy 1971). In afara acestor
observatii, s-a constatat cH activarea adenilatciclazei din membrana
celulelor adipoase de o¥tre noradrenalin#, depinde de confinutul in
acizi gragli al membranei (Counis, 1971). Toate aceste daté experimen=-
tale au dus la concluzia cd sistemul adenilatciclazic din membrand re-
prezintd un complex multimolecular, ce confine: receptorul hormonal,
transductorul gi regiunea cataliticd (pe fata citoplasmaticl a membra-
nei). Fosfolipidele participd in receptia selectivd a informatiei hor-
monale gl traducerea semnalului spre regiunea cataliticH# a adenilatci-
clazei.

Un deosebit interes este acordat fosfolipidelor ce posedd
afinitate mare pentru ionii de calciu. Se apreciazd ci ionii de Ca2+
particip¥ in reglarea funcyiei fosfolipidelor, ca factori de cuplare
ai receptorului. Nu totl receptorii au nevole de prezenta lonilor de
0-2* ca factori de activare. Calciul prezint# o actiune inhibitoare a-
supra adenilatoiclazei din unele tipuri de celule. Se presupune cé ac=-
tiunea inhibitoare a ionilor de Caz’ se datoreste concurenfei lor cu
ionii de I32+ pentru ocuparea aceluiagl situs pe molecula enzimaticH,
sau pentru stabilizarea unor fosfolipide din membran¥ (fosfatidilino-
zitolul). Astfel, actiunea stimulatoare a catecolaminelor asupra adeni-
latciclazei din membrana unor celule (adipoas#, neuronald) este mal
‘mick in prezenta Caa*. decit in lipsa lui. Ad3ugarea de EDTA in mediul
de incubatiie, determind o activare a actiunii hormonale (Birnbaumer,
1973; Sobel gi Mayer, 1973).

Activarea adenilatciclazei de o#tre ACTH necesitd prezenfa
ionilor de Caz’. Ionii de Caz* nu influenteazd fixarea hormonului de
receptor. Astfel, s-a constatat c# ACTH se poate fixa de receptorul
din membrana plasmatic# a celulelor glandei suprarenals, dar nu este
capabil sd activeze adenilatoiclaza (Lofkowit;, 1970) . Adenilatciclaza
dintr-o serie de membrane este activatd de Mg’ (celule neuronale din
scoarti) sau de ionii de flor (leucocite) (Bradham, 1972; Constanto-

poulos gi Najjar, 1973).
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In afara hormonilor peptidici, activitatea adenilatoicla-
zel din membrane este controlatd de numerogi alyi factori. Influenga
lor se manifestd deosebit, in functie de tipul celular. Aspfel, in
cazul celulelor adipoase noradrenalina stimuleazd formarea AWP in
timp ce pe trombocite determin¥ o inhibitie. Cofeina, inhibitor puter-
nic al fosfodiesterazei din numeroase f{esuturi, nu influenteazs acti-
vitatea enzimei de la bacterii (Escherichia coli).

9.3. Fosfodiesterazs. Degi nu face parte din receptorul hor-
monal al membranei, enzima controleaz#d nivelul AMP° din celule gi in
acest fel, potenteazd, sau dimpotrivd, reduce efectele hormonale. Fos=
_fodleaterala hidrolizeazd nucleotidul ciclic la 5-AMP., Enzima a fost
identificatéd atit pe fata cltoplasmatiocd a membranei, cit gi la nive-
lul unor membrane intracelulare (Russel gi Pastan, 1973).

In numeroase tipuri de celule, s-au descoris 2 forme mole-
culare fosfodiesterazice, cu afinitdyi deosebite fatd de substrat si
0 serie de inhibitori. Fosfodiesteraza din f{esutul pulmonar al oobai-
lor este inhibati de aminofilin¥l gi teofilind, dar ionii de 0-2* inhi-
b# numal una din formele moleculare (Hitochcock, 1973). De asemenea, a-
genfii adrenergici, inhibd forma moleculard enzimaticdd ou afinitate
mare pentru substrat (izoproterenol, adrenalin#); a doua form¥ molecu-
lar¥ a ensimel esse inhibat¥ numal de noradrenalini. Doul forme molecu-
lare fosfodiesterazice s-au identificat in limfoocite, celulele glandei
memare, pancreas, etc.

Activitatea fosfodiesterazel este influen{atd de numeroase
substanfe. Dintre activatorli remarcdm imidazolul, histamina, fenobar-
bitalul, acidul gama aminobutiriec, etc. Unele substante sint folosite
ca preparate farmacologice, im combaterea unor maladii fnsofite de o
acumulare excesivd de AHPO. &

Inhibitorii fosfpdiesterazei (ca si activatorii) prezintd
efecte deosebite, in functie de natura enzimei gl tipul celular. In
unele tipuri de celule (neuronald, hepatic#, renald), hidroliza AMP
este inhibatid neconcurent de cétre GIP° (Thompson gi Appelman, 1971).
B-au utilizat ca inhibitori analogi ai bazelor purinice gi pirimidini-
ce. In plus, ATP gi PPi inhib# puternic enzima din celulele nervoase
de gobolan. O inhibifie de 5d% a fost observatd cu concentrayii de 1lmM
gi respectiv 4 mM (Cheung, 1967). In cercetdrile curente de histochimie,
se folosesc ca inhibitori substante din grupul metilxantinelor: cofeina
(1,3,7=-trimetii-2,6-dioxipurina) i seofilina (1,3 dimetil-2,6-dioxi-
purina). Fosfodiesteraza prezintd grade deosebite de inhibifie fatd de
metilxantine, in func{ie de tipul celular. Teofilina determind o 1n2i-
bitie a fosfodiesterazei cardiace de 5d%, la o concentrajie de 2xlo M.
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. 9.4, Guanilatciclaza. Enzima catalizeazX formarea guanozin;
monofosfatului ciclic (GMPQ) din GTP. Guanilatciclaza a fost descrisi

in numeroase tipuri de celule animale 81 la bacterii. O activitate
mare a fost observatd in tesutul pulmonar, timus, limfocite.

Guanilatciclaza a fost considerats o enzim# ne legatd de
membrana plasmatic#, deoarece 9d% din activitate se regiseste in frac-
tia solubil#, prin omogenizarea celulelor in lipsa detergentilor. Se
apreciazd insd o# enzima este legatd de membran# prin forte ionice
(legdturi slabe), dar se elibereazy de pe structurd in cursul proce=-
sului de izolare. Guamilatciclaza este activat¥ in mod deosebit de
ionii de Ina+ (de lo ori mal mare decit in prezenta Mg2+); Ionii de
Caz+, in combinatie ocu cei de ln2+, miresc activitatea enzimel de
citeva ori. Acest lucru explic¥ in parte de ce substantele colinergice
care activeazs guanilatoiclaza necesitd prezenta ionilor de Ca* in
exprimarea unor funct{ii metabolice.

Majoritatea substantelor (FNa) gi hormonilor ce activeazX
adenilatoiclaza, sint inactive asupra sistemului guanilatciclazic. Cu
alte cuvinte, concentratia intracelulard a GMP, nu se modific¥ sub
influen{a hormonilor activatori ai adenilatciclazei. Chiar gi un ac=
tivator puternic al adenilatciclazei (toxina holericd), nu influenfeazi
nivelul concentratiei GMPO; Hardman si c0l.(1969) au demonstrat c¥ con-
finutul GIIP° sl AllP° din diverse tipuri de celule este controlat de
factori deosebifi.

Injectarea de glucagon, sau substantey adrenergice, deter-
mind o crestere a concentrafiel AMPc in unele celule. Substanf{ele cu
gotiune antagonistd acestora, vor stimula sistemul guanilatciclazic.

De exemplu, nivelul GIP° din celula cardiacd cregte in proporfie de
25d%, la lo sec. dupd perfuzis inimel ocu scetilcolind. O acumulare de
GIP° s-a observat in celulele epiteliale intestinale, prin injectarea
intravenoas# de acetilcolind sau prin excitarea electricd# a nervulul
vag (Eichorn sl co0l.1974). Datele nu pot fi generalizate, deoarece pe
unele tipuri de velule swau obfinut resultate variate. In celulele
glandel mamare de la gobolan, concentratia AMP° cregte in perioada de
sarcind si scade in lactatie; dimpotrivd, concentrafia GMP cregte nu-
mai in perioada de lactayie. Sub influenya histaminel, nivelul GMPO
din celulele neuronale ale scoartel cerebrale cregte de 2-4 orl, dar
s-a observat gi un confinut ridicat de AMPO. S-a sugerat cd in membra-
na plasmaticd a acestor celule existd dou# tipurl de receptori histami-
nici. '

Concentrafia intracelulard a GMPc este controlatd sl de
prezenta unor substante nehormonale, Astfel, substanfele mitogenice
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(concanavalina A,FHA) activeazd guanilatciclaza sl oresc nivelul GIP°
din limfocite (lo=50 ori) (Hadden gi c0l.1972).

9. Se Ade~
nosinmonofosfatul ciclic gi guanozinmonofosfatul ciclic reprezintd mo-
lecule biologic active, care participi in reglarea gl coordonarea a nu-
meroase procese func{ionale intracelulare (la bacterii, plante gi a-
niuh) .

La bacterii, AIP° favorizeaszd sinteza unor ensime inductis
bile specifice. Procesul se descrie prin prezenta unor proteine capa-
bile sd fixese nucleotidul ciclic. Complexul proteinl-Ach se fixeasd
de DNA in regiunea promotoare gl favorizeazd sinteza unor RNA specifi-
ce. Proteine cu afinitate mare pentru AIP° au fost purificate gi ca-
racterisate dip numerocase tipuri de bacterii (Emmer gi col.1970;
Pastan,1972).

In celulele animalelor, AIP° controleazd procesele metabo-
lice prin intermediul unor enzime specifice, denumite proteinkinasze.
Acestea din urmd, prezintd afinitd{i deosebite pentru AMP , prin care
se exprimd funcfia lor fosforilantdi. Proteinkinazele, prin capacitatea
lor deosebitd de a fosforila diverse substante, controleazd activita-
tea unor ensime din citoplasmdi, a unor proteine nucleare sau a protei-
nelor de membranii (vesi figura 59). Glucagonul i adrenalina stimuleaszd
activitatea guanidinacetat metil transferazei din celula hepaticli,prin
intermediul AMP . BEnsima cataliseazd formarea creatinei, necesard func-
tiilor energetice celulare (sinteza coreatinfosfatului). De asemenes,
sub influenta proteinkinazei dependente de AIP° are loc fosforilarea
fosforilaskinazei, care se transformd intr-o form# activid. La rindul
el, enzima favoriseaz¥ conversia fosforilasei b in fosforilasd a, im-
plicatd in hidroliza glicogenului.

Nucleotidul ciclic activeazd g1 o serie de proteinkinaze
nucleare, care duc la activarea unor gene, probabil, legat de fosfo-
rilarea unor fractii histonice gi a altor proteine cromatinice. Fosfo-
rilarea histonelor determini modificdri ale proprietitilor matriciale
a DFA din oromatind.

Nucleotjdele ciclice din spatiile extracelulare nu pot
trece prin membrana celulari. De aceea, in afara controlului regulator
intracelular, ele pot influenta activitateacelulard gi extracelular.
In concentra{ii aseminiitoare celor din plasmi, AIIP° extracelular atimu-
leazd proliferarea limfocitelor din timus (MacManus gi Whitfield, 1969),
gi a celulelor neuronale din m#duvd (Tisman gi Herbert, 1973). In con=-
centratii mioci (10'7-10'81). influenteaz¥ rdspunsul imun al limfocite-
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lor in vitro, iar in concentratii mari (lo~4l), inhib& producerea d;
anticorpi, ca rdspuns la ac{iunea antigenelor (Gericke gi col.1970),

PROTEINKINAZE

RIBOZOM! PROTEINE
CITOPLASNATICE

NUCLEY

Fig.59. Rolul mesagerilor intracelulari (nucleo-
tidele ciclice) in controlul unor func{ii celula-
58.- sistemul receptor guanilatciclazic din mem -
brana {1aematlo;; AC - sistemul receptor adenilat-
ciclazic din membrana plasmaticd. .
Concentra{ii extracelulare de AMP , de 10'3-10'“H. determi-
nd o inhibitie a fagocitozei gi eliberarea enzimelor lizozomiale din
leucocitele polimorfonuclears (Cox gi col.1973; Ignarro gi Colombo,
1973)« In concentratii de 5 mM, nucleotidul ciclic exogen activeazl
glicoliza gl utilizarea glucozei de cidtre eritrocitele umane si sti-
muleazd eritropoeza in vitro (Pord gi Omachi,1972), Aceste date deve-
desc c#d cel pufin pentru unele tipuri de celule, nucleotidul ciclic
mimeazd efectele hormonilor (Ignarro gi George, 1974).
Datele experimentale cu privire la rolul regulator al GMPc
sint mal reduse. Seau desoris proteinkinaze ce pot fi activate de con-
centratii mici de Gch. In celulele musculare netede s-—au descris doud
proteine, care sint fosforilate in prezenta GIIPc (Casnellie gi Green=-
gard,1974) . De asemenea, din mugchiul de homar s-a izolat o protein-
kinazd ce este mai sensibilid la Gch decit AIPO. Stimularea fosforiléd-
rii unor proteine din membrana plasmaticd a celulelor pancreatice sub
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influenfa pancreosimului este probabil legat¥ de prezenta proteinkina-
selor dependente de GIPO.

9+6. Regeptoril bormonului adrenocorticotrop. Hormenul adre-
nocorticotrop (ACTH) este un hormon polipeptidic sintetizat de clitre
adenohipofisli. Actiunee sa principald constd in reglarea sintesei sor-
ticosteroisilor din celulele cortexului glandei suprawenals.

AdBugarea de ACTH la o oculturd de celule din glanda supra-
renald, stimuleasd steroidogeneza. Procesul este iniyiat de fixarea
ACTH de membrana plasmaticdi a celulelor, lucru dovedit prin marcarea
hormonului ou iod radiocactiv (1151). ACTH interactioneasdi cu recepto-
rii din membrandi, determin¥ activarea adenilatoiclazei gi o aregtere
a nivelului AIPO.

Rucleotidul ciclic activeazd mai multe proteinkinaze din
celulele producditoare de steroizi. Una din ele, fosfeorileazd coleste-
rol. esterasza, enzimd ce gotiveasd conversia esterilor colesterelului
din picditurile de lipide celulare in colesterel liber. Acesta din ur-
ud poate proveni gi din plasma sanguind sau in urma sintesei sale in-
¢éelulele suprarenalei. Atit activarea proteinkinaszelor, cit gi acumu-~
larea de Al.Po este un proces ce precede steroidogenesza. Acest lucru
s-a oconstatat pe celule izolate, preparate prin tripsinizare. S-a ob-
servat od cregterea nivelului AIP° are 1loo la 1 min de la expunerea
celulelor in prezenta de lo.000 pg ACTH. Formarea de colestereol se de-
tecteazd dup¥ 3 min de la incubare in prezenfa hormonului. Hormonul
induce gi aotivarea unor proteinkinaze, care catalizeazld fosforilarea
unor proteine specifice ribozomale (Roos,1973). Acestea sint reprezen-
tate de proteine ou viatld socurtd, care partiocipd in procesul de trans-
formare al colesterolului in pregnenolon. SBinteza lor este stimulatd
de ciitre ACTH sau AIP° gl este inhibat¥ de cdtre puromicind sau ciclo-
heximind.

Modul in care hormonul se leagi gi epoi traduce semmalul
in oceluld pentru activarea adenilatciclasei, nu este cunoscut. B-au
propus mai multe modele ipotetice. Unul dintre ele a fost elaborat de
clitre Cuatrecassa (1971) si a fost sugerat de modul de interacfie &l
toxinei celerice cu receptorul din membrand. S-a presupus cid legarea
toxinei de receptorul din membrana plasmatiodi, modificli conformajia a-
cestuia, in aga fel inoit regiunea apolard a receptorului (N-acilsfin-
gozina) poate interactiona cu matricea hidrofobd a membranei. In aceas-
td regiune are loc transducerea semnalului gi probabil, activarea ade-
nilatoiclazei de pe fafa intracelular¥, Apare foarte posibil ca micro-
mediul lipidic s¥ serveascdd ca mijloc de cuplare intre regiunea recep-
toare gi cea catalitiocl a enzimei, in procesul de transducere a semna~-
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lelor din mediu. Aceastd presupunere este susyinutd de faptul o o
serie de molecule simple (de exemplu GTP), prezint¥ efecte activatorii
asupra unor enzime din membrane. Probabil o¥ GTP stabilizeazl o parte
din receptorii de membrand, lucru devedit experimental prin modific¥-
rile intrinseci ale fluorescenyei unor fluorocromi fixati de situsuri-
le receptoare din membrandi. Modificdrile de fluorescentl sugereasi
existenfa unor efecte cooperative dintre receptor gl o serie de protei-
ne ale membranei (Pastel-Vinay si co0l.1974).

9.7. Regeptoril pentru ingulind. Etaps primard a acfiunii

insulinei asupra divergelor tipuri de celule o constitule fixarea sa
de membrana plasmaticd. Narahara (1972) a demonstrat ¢d fixarea insuw
linei de celulele sarcoplasmatice, precede acfiunea sa fiziologiol a-
supra transportului glucozei prin membrana plasmaticil.

Date experimentale interesante au fost obfinute prin cer-
cetarea capacitiitfili de fixare a monoiod insulinei de receptori de mem-
branli. De exemplu, in membrana celulei adipoase s-au apreciat aproxima=
tiv 50.000~160,000 receptori insulinici (Eono gi Barham,1971). Cuatreca-
sas (1971) a estimat existenta a 11.000 receptori insulinici in mem-
brana celulei adipoase. Prin incubarea celulelor in concentrafii saline
oresoute sau in prezenta unor fosfolipaze are loc demascarea unor re=-
ceptori suplimentari (65.000).

Cercetirile efectuate pe membranele plasmatice ale celule-
lor hepatice, au identificat 2 tipurl 8e receptori insulinici, ce pre-
zint¥ constante de disociere deosebite. Datele experimentale sugereaszl
existenta unor receptori cu afinitate mare pentru hormon (in numir re-
lativ restrins), care sint responsabili de efectele fiziologice ale in-
sulinei. Tripsinizarea celulelor dude la pierderea capacitidyii de fixa-
re a hormonului de membrana plasmaticd. Rezultate similare s-au obf{i-
nut gi prin tratarea celulelor cu fosfolipaze. Demascarea unor situsum
receptoare suplimentare in membran¥ este insotitd in paralel de pier-
dorea capaclitidyil hormonulul de a stUlimula mevabollismul glucesel, pro-
babil, din cauza unor modificsri ale organizdrii structurale sl molecu-
lare a membranei celulare.

Cuatrecasas (1974) a solubilizat gi purificat receptori in-
sulinici din membrana plasmatic#, ou ajutorul unor detergenyi apolari
(triton X-1l00).

In general, se apreciaz¥ o¥ insulina fixatd de receptorii
de pe fata extern¥ a membranei, determin¥ transmiterea unui semnal in
celuls, prin intermediul membranei celulare. Numeroase studii de fixare
a insulinei de suporturi (dextran-200o, agarozd) au demonstrat capaci=
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tatea hormonului de a.stimula metabolismul glucoszel celulei adipoase
81 a altor tipuri de celule (Hause gi 00l.1972). De aceea s-a sugerat
ed intrarea insulinei in celuld nu este obligatorie pentru a realisza
efectele sale metabolice.

Datele experimentale au ardtat of hormonul coopereazd ecu
fosfodiesterasa din membrana celulei hepatice, produsind o oregtere a
aotivitdiyil ensimatice (Vaughan,1972; Illiano si Cuatrecasas, 1972).
De asemenea, insulina induce un efeet inhibitor asupra actiunii aecti-
vatoare a adenilatoiolasel, determinatd de catecolamine gi ACTH., To~-
tugl, aceste interferente nu pot explica multiplele gi wariatele ac~
tiuni ale hormonului la nivel celular.

9.8. Mecanismul de aotiune al hormonilor. Degi au treout

20 ani de la descoperirea ac{iunii hormonilor nesteroidici, mecanismul
de actiune a riémas la nivelul ipotezeler si modelelor speculative, A-
cest lucru se datoregte interferentei a numerogi factori asupra tradu-
cerii semnalelor hormonale de citre celule. O discutie asupra lor de-
pldgegte cadrul de fat{i. Rdspunsurils fiziologice ale celulelor la in-
fluentele hormonale sint dependents de starea funct{ionald a celulelor
81 de particularitidtile lor genetice.

Gindicelli gi Peoquery (1978) au studiat natura receptori-
lor adrenergici gi sensibilitatea adenilatciclazei pentru catecolamine
din membrana plasmaticd a celulei adipoase de gobolan, in cursul onto-
genezel. Autoril au folosit un ligand speocifiec, dihidroaloprenolonul -
H’ s pentru a identifica reooptoru‘B adrenergicl din diversele membra-
ne celulare. S-a constatat cd numirul receptorilor din membrane apare
variabil in ontogenezd. Numdrul receptorilor cregte in cursul dezvol-
térii gi atinge la maturitate o valoare de 40.800 per celuld, Pe mé-
sura imbitrinirii, numirul receptorilor din membrane scade treptat a=-
Jungind la o valoare aproximativd de 7200 receptori per celuld (la
gobolani de 30 luni). S-a sugerat od receptorii pentru catecolamine gi
subunititile adenilatoiclazel se dezvoltd independent. Evolufia onto-
geneticd nu este identicd in toate tesuturile. Distributia deosebitd
a receptorilor in membrane poate fi explicatd prin: degradarea recep-
torilor, modificarea organisirii structurale a membranei, desensibili-
sarea roceptorllor,'oto. Ipotezele asupra mecanismului de acfiune al
hormonilor nesteroidici sint:

1) Constantopoulos gl Najjar (1973) au apreciat o activi-
tatea adenilatciclazel depinde de capacitatea sa de fosforilare. Acti-
varea enzimei este rezultatul unei reactii de defosforilare al siste-
sului receptor din membrandi, in timp ce activitatea enzimaticl “de ba-
sE” este dati de o formd fosforilati a enzimei, O serie de date experi-

2
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mentale susfin aceastd pliirere. Tratarea membranelor plasmatice plnoho';
tare du prostaglandine in presenta ATP gi proteinkinasei, determind o
sclidere a activitiyii adenilatoiclazei.

2) Un alt mecamism de aotiume al hormonilor a fost propus
de Cuatresasas si col. (1975). Autorii iau fn consideratie natura
fluidd a dublului strat lipidic, in care receptorii hormenali si ade-
nilatciclasa sint considerati ca molecule proteimes independente, Re-
ceptorii se deplaseazli liberi in membrand gi independent de adenilat-
ciclasli. Aotivarea sistemulul de membrand sub influenya hormonrilor,
este desoris in doud etape principale, gi anume:t a) formarea cpmplexu-
lui hormon-recepter; b) ocuplarea complexulul hormon-receptor.cu unitii-
tile catalitice ale adenilatoiclasei de pe fata citoplasmatioddl (figura
60)'-

v v oy
RAAERAZERS  Ra TR
SUUBIBLBY T UMb Y

L
cifbplasmaticd |
Fig.60. Mecanismul de aofiune al hormonilor nesteroidioci
3 asupra sistemului adenilatoiclaszic din membrana
lasmaticd, dupd ipotesa lui Cuatrecasas.
o h°§!°ll R - receptor; E - ensima (adenilatci-
claza).

3) Altd ipotezd asupra mecanismului de acfiune al hormoni-

lor, sugereazldi existenta in sistemul adenilatoiclaszic de membrand a
unor eolemente de "Cfrinare™. Acestea au fost descrise ca fiind subuni-

titi ale receptorului hormenal sau matricea fosfolipidiocd a membranei.
Luind in considerare faptul o efectele F~ si Ilga’ asupra adenilatcicla=

zel din unele membrane sint persistente,s-a sugerat cd activarea indus¥
de ionul de P” s-ar datora eliberlrii unei subunitdi{i ocu rol inhibiter
din sistemul ademilatciclazic (Schramm gi Fami, 1970). In sprijinul
acestel pireri vin datele lui Levely si ool.(1974). Btudiindu-se ade-
nilatociclasa din membrana plasmaticX a celulelor cardiace gi acyiunea
activatoare a glucagonului, s-a oonstatat cd adenilatolclaza gi recep-
torul pentru glucegon, migreazd impreund prin cromatografiere pe
Sephadex G-loo. Totugi, cele doud componente migreazd separat decd me=
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terialul solubilizat este pretratat cu glucagon, inainte de cromato-
grafiere. S-a emis piéirerea od interact{ia glucagonului cu complexul so-
lubilizat duce la eliberarea uneil componente din complexul adenilatci-
clasioc.

4) In afara acestor modele, mai rimine valabild gi plrerea
clasicd emisd de Robison, Butcher gi Sutherland (1967), care au apre-
ciat ol sistemul adenilatoiclazic este format gin subunitatea regulae
toare gi subunitatea cataliticd. Prima componentd prezintd situsuri
aloasterice pentru nucleotide, hormoni gi cationi.

Nici una din ipotezele imaginate, nu a cipdtat o confir-
mare deplinid. Sistemul adenilatciclazic a fost apreciat gi pe baze ge-
netice. Dé exemplu, s-au constatat modificdri in ce privegte specifici-
tatea hormonald a adenilatciclazel din membranele celulare transforma-
te. Astfel, adenilatciclaza din celula adrenald purtétoare de carcinom,
nu prezint¥ specificitate fatd de hormoni gl réspunde pozitiv la ACTH,
catecolamine, LH, TSH gi FSH. Deoarece rdspunsurile nu au fost aditive,
s-a oonchis o la aceste celule s-a alterat natura receptorilor sau a
factorilor de cuplare din sistemul adenilatciclazic de membrand (Schorr

gl ocol. 1971),
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PERMEABILITATEA MEMBRANELOR CELULARE

Considerstll generale.

Intre diversele compartimente ale aceleiagi celule, oft
g1 intre celule gi mediul ambiant, exist¥ numeroase suprafefe de mem-
brandl prin intermediul cérora se asigurd o circulatie permanentd de
apl, eleotroliti si neelectrolifi. Procesul pornehbtlitltit de membra=
nll este extrem de complex, iar pirerile multor specialigti sint divere
gente in ceea ce privegte mecanismele intime (moleculare) ale diverse-
lor aspeote funcfionale.

Functiile membranei plasmatice sint extrem de deosebite si
variabile temporo-spatial, fn raport cu tipul celular gi cooperarea
interselulard, De aceea, analiza funcfiilor de permeabilitate a membras
nelor plasmatice poate fi privitd din diverse unghiuri, sau in legi-
turd ocu importanya fieoldirui factor care interferd in exprimarea parti-
oularitiyilor de permeabilitate. Astfel, permeabilitatea membranelor
plasmatice poate fi discutatd prins

a) modul de asamblare al lipidelor in membrane, compozifia
lor chimioc¥ gi raporturile dintre diversele tipuri de fosfolipide.

b) natura acizilor gragi si raporturile dintre acegtia din
structura moleculard a fosfolipidolor.

o) modul de interacfiune dintre lipide sgi protolnn,’pro-
teine gi proteine, precum gi natura moleculelor proteice gi glicopre-
telce caracteristice fiecdirui tip de membrani,

d) natura legiturilor electrostatlice dilnure oationi [} 8
fosfolipide.

e) mobilitatea receptorilor in membranele plasmatice.

£) tipul de metabolism celular.

g) natura informatiel genetice ce duce la sinteza anumitor
tipuri de proteine in fiecare membrand plasmaticd, cu repercursiuni
deosebite asupra organizirii moleoculare gi a permeabilitifii.

Unele aspecte au fost discutate in capitolele anterioare
unde s-a enalizat organizarea molecularid a membranelor celulare.
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Membrana plasmatic¥ prezint# 3 nivele principale de rezis-
tent{d fn procesul general de transport al moleculelor, Primul nivel se
referldl la trecerea moleculei solvite din mediul apos in mediul hidro-
fob lipidic. Al doilea nivel este represzemtat de transferul moleculei
prin mediul lipidio propriu zis (transmembranar). In etapa & 3-a are
loc trnn‘torul loloouhl din mediul 1ipidic sl membranei in mediul a-
pos. Cu alte ouvinte, viteza relativd de intrare gi plirlisire a membra-
nei de olitre o meleculd permeantd¥ depinde fn bund mésur¥ de coeficien-
tul de partiftie apd/lipid. Acest coeficient este o mi¥sur¥ a solubili-
tiyil relative a unei molecule in ap¥ gi in 1ipid gi depinde de capa-
citatea el de a forma legituri electrostatice. In plus, cele treipunc-
te de resistentd se caracterizeasdi prin existenya unor comstante dee-
sebite de stribatere a granitel solutie/membreni gi membrand/solupie,
apreciate prin constantele de afinitate pe situsuri receptoare (pe o
fatld a membranei) gi constantele de disociere (pe cealaltd fati a mem-
branei).

Bemaificafia fiziologicd a membranei plasmatice constd in
existenf{a unor fluxuri de deplasare a moleculelor prin dublul strat
lipidioc. Nu arareori, fluxurile prin membrand sint bidirectionale. In
cazul sistemelor de transpert activ, fluxurile sint deosebite pe cele
doull fefe ale membranei, adiol prezinti caracteristicl vectoriale. Un
sistem de transport é¢ deplaseasidi cu viteze egale amincacizii in qe-
luldl i in afara ei, nu este economic pentru viata celulard. In mod
similar, un sistem de transport ce scoate material toxic din celuld nu
eate considerat eficient dacd substanfele sint transportate ocu viteze
egale §i in sens invers (la interior).

Trebuie sd precisdm cd nu cunocagtem prea bine natura per-
meabilité{ii membranelor celulare, deoarece dificultéifile de ordin
experimental nu au permis studierea acestui proces deocit la unele tipu-
ri de celule. De asemenea, proprietldifile de permeabilitate observate
la aceste celule au fost putin corelate cu organizarea moleculardi a
membranelor gi ou natura proteinelor. Totugi, anumite particularitigil
de permeabilitate par a fi caracteristice lajorltltu membranelor ce-
lulare, i anume:

a) mares permeabilitate pentru multe substante liposclubile.

b) permeabilitatea deosebitdd pentru apé.

c) existente in membranele plasmatice celulare a unor me=
canisme speciele de transport.

Permeabilitatea membranelor celulere este selectivid, de-
terminatd de o serie de particulariti{i metabolice gi adaptéri morfo-
functionale proprii diverselor tipuri de celule (musculard, nervoasi
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epiteliald, glandulard, etc.). Permeabilitatea selectivd a membrane-
lor constd in modalitdiyile de dezvoltare a unor mecanisme specifice,
capabile sd introducd in celuld substantele necesare intrefinerii me-
tabolismului celular gi s¥ elimine produgii de catabolism. Permeabili-
__tatea nolbranolor celulare este in acelagli timp dinemicd gi reversi-
bild, aprool.tl in mod deosebit la fiecare tip de celuld in funojie de
schimbirile care au loc in mediul extracelular sau in metabolismul in-
tracelular.

Permeabilitatea celular# gi transportul prin membrane
poate fi desoris sub forma unor fluxuri unidirec{ionale sau bidirec-
tionale. De asemenea, transportul prin membrane se realizeasl homoce-
lular ( hematia), sau heterocelular ( _ ocelula epitelialX intes-
tinald). In ultimul cas, se desofiu mecanisme speciale de transport in
funofie de relatiile unor regiuni ale membranei ou miocromediul incon-
Jurlitor, bine delimitate pentru celula epitelial¥: transportul prin
membrana luminald, transportul prin membrana seroasd gi transportul
prin regiunea laterald a membranei (veszi capitolul referitor la trans-
portul prin celulele epiteliale).

Infelegerea proceselor complexe de permeabilitate a membra-
nelor celulare va permite descifrarea unor mecanisme biologice funda-
mentale privind organizarea materiei vii, precum gi numeroase aspecte
de interes practic (combaterea unor maladii, acjiunea substanyelor far-
macologice, comunicarea dintre celule, g.a.). Permeabilitatea celulard
este un fenomen universal al lumii vii, care se interferd pe numeroase
planuri cu majoritatea proceselor biologice celulare. Acfiunea factori-
lor de mediu precum gi dezvoltarea mecanismelor de cooperare gi regla]
intercelular (nervos, endoorin, chemotexic, imunologic, etc.), se des-
oriu pe basa unor mecanisme de permeabilitate selectivi ale membranelor
plasmatice celulare.

Permeabilitatea membranelor celulare se caracterizeasd prin
lipsa de uniformitate (mare variabilitate). Mecanismele prin care di-
versele tipuri de celule mentin o anumit¥ concentratie a ionilor pe
cele doull fete ale membranei (adicd in compartimentul extracelular si
intracelular), sau transportd substantele gi produgii de metabolism
sint deosebite atit calitativ oit si cantitativ. In lumea vie existd
numeroase exemple care atestd faptul c# unele tipuri de celule au in
membrana plasmatiocd sisteme de transport limitate, dar ou specifioltate
largd (nespecifice); alte celule dispun ins¥ de sisteme transportoare
variate, a odiror afinitate se limiteazd la una sau citeva molecule a-

naloage.
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Din punot de vedere al selectivitdyii ionice, membranele
plasmatice pot fi grupate in trei categorii distincte. Din prima gru=
pd fao parte celulele a clror membrand are o permeabilitate predomi-~
nantd pentru anionii hidrofili mici (de exemplu membranele eritroci-
tare). Din a doua categorie fac parte acele celule care prezintd o
permeabilitate preferenfiald pentru cationi (celulele neuronale sgi
membranele organismelor unicelulare). A treia grupd ouprinde celule,

a odiror membrand plasmaticd are o permeabilitate relativ asemin¥toare
atit pentru cationi cit gi pentru aniomi (celula sarcoplasmaticd).

Dacd nme referim la raporturile de concentratie ale ionilor
de Na* sl K* ain mediul extracelular §i intracelular, constat¥m exis-
tenta unor variatii foarte mari in functie de specie. Din tabelul le
86 observid ol concentrgiile intracelulare ale cationiler monovalenti
prezintl valori medii procentuale extrem de diferite im functie de spe-
cle, degi valorile concentratiiler aceloragi ioni in mediul extracelu~
lar sint foarte constente. Astfel, raportul concentrafiel ionilor de
K* ain oitoplesma eritrocitelor si mediul extracelular (KI/K: ) este
variabil, avind valorile de 27 (pentru eritrocitele de om) i 1,7 (pen=-
tru eritrocitele de la pisicd). In mod analog se oonstatd variafii pen-
tru ionii de Na'(Naj/Nag): 9,5 (la cal), i 1,1 (1la pisicd). Datele
comparative ale repartitiei cationilor monovalenfi din eritrocite su-
gereazd existenta unor mecanisme de transport deosebite in celulele
eritroocitare de la diverse specii.

Tabelul lo - Concentrafia unér ioni in mediul intracelular
gl extracelular al eritrocitelor de la citeva
specii de mamifere (dupd Lev, 1975).

Concentratia intracelu-~ Concentratia ex- Ki/lu
lard a ionilor (mM/1) tracelulard a i-

SFROIA onilor (mM/1
plasmi)
X, Na* (o) ¥ met 01"
om 136 19 78 5,0 155 112 7,1
Babuin Wws 24 978 4,9 157 115 6,0
Iepure w2 22 80 5,5 150 110 6,0
Cal 40 16 85 5,2 152 108 8,7
Oale 46 98 78 4,8 160 116 0,47
Bou 35 104 85 5,1 150 109 0,33
Ciine 10 135 87 4,8 155 112 0,07
Pisiod 8 142 84 4,6 158 112 0,05
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lo.2. Modalitkiile de Sransport prin membranele plassatise
selulare.

Permeabilitatea celulard este un proces complex, definitil
pe basa cooperiirii a numerogi facteri. In capitolul anterier s-a pre-
oisat importanfya unor factori im exprimarea permeabilitiiyii membranei
celulare. Caracterisarea generalldl a fest desigur foarte sucoimtl gi
nu a luat in discufjie toate aspectele.

Intr-o formulare generalll, permeabilititea membranei plas-
matice celulare este controlatl de forye pasive pi active. Fortele pa-
sive sint reprezentate in principal de organisarea ultrastruoturald
§i composif{ia ohimicll a membranei, gradientul osmotic gi gradientul de
concentrajie. Foryele aotive ce guvernmeasd permeabilitates membranelor
sint representate de mecanismele de difusie facilitatd, de presenfe
transportorilor de naturd proteicd din membrane i de existenjya uner
sisteme de transport active, oce func{ioneasld prin cuplarea lor ou reac-
%11 eliberatoare de energie (dependente de metabolismul celular).

Deplasarea transmembranari a electrolifilor gi neelectro~
litilor se realiseasd prin uraiitoarele modalitiiyi:

1) Transport pasiv (difusie simpld sau nemediatd), descris
pentru o serie de molecule mici (indecsebi oationl i enioni) si -olo-
cule mari lipofile (medicamentele).

2) Difuzie facilitatd (transport facilitat, sau transport
mediat fird aport de energie).

3)' Transport activ sau transport mediat cu necesar de. ener-
gle (tramsport cuplat emergetic). ‘

4) Sisteme de cotransport al moleculelor organice impreuni
ou ionii de Na'*,

5) Transportul prin endoocitosld gi alte prooono disoontinui
particulare membranelor plasmatice celulare.

lo.3Difusis prin membrans plasmatiol.

Observatiile mai vechi referitoare la capacitatea de tre-
cere a unor substanfe prin membranele celulare au dus la conclusia 5ol
moleculele cu grad mare de solubilitate in lipide traverseasd mal ugor.
regiunea hidrofobd a membranei. Totugi, aceastd generalisare (in parte
valabild) s-a oomplicat, deoarece s-a dovedit of o serie de compugi or-
ganiol hidrofili (glicerol, uree) ou o solubilitate mioc¥d in solvenyi
lipidioci, presintd o vitezd mare de plitrundere prin membrane. De ase-
menea, eleotrolifii anorganici care nu sint solubili in lipide, traver-
seasd bariera de membrand destul de ugor. Dimpotrivd, unele substanfe
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liposolubile (trietilcitratul) trec greu prin membrana plasmaticH.
Aceste observatii impreund cu multe altele, au dus la dezvoltarea con-
ceptului asupra existentei "porilor" in membranele plasmatice celulare.

In general, celulele sint mai putin permeabile pentru elec—
troliti decit pentru neelectrolifi, cu greutdfi moleculare similare.
De asemenea, membrana plasmaticd este mai pufin permeabil¥ pentru ca-
tionii bivalenti, in comparatie cu cel monovalenti. Viteza de difuzie
a cationilor monovalent{i prin membrane a fost corelat# cu diametrul
ionilor in stare hidratatd. Pe aceastd baz¥, cationii monovalenyi au
fost ordonafi intr-o scarf de permeabilitate, si anume: cs* >Rrot> k*
>»NH: N?b;t*oare este urmatd de cationii bivalenti > anionii organici
> F';>80; o Pentru diverse tipuri de celule aceastd ordine de permea-
bilitate nu se péstreazd. Astfel, eritrocitele sint mal permeabile
pentru anioni decit pentru cationi gi prezint#d grade deosebite de per-
meabilitate in functie de specie.

Un aspect deosebit al permeabilité{ii membranelor celulare
l-a constituit observatia referitoare la faptul c& in condifiile limi-
telor de pH din organism, electrolitil slabl trec mail ugor prin bariera
lipidicHd in stare neionizaté. Acest aspect are o importan}d deosebitid
practicd pentru sinteza unor medicamente cu un grad mare de solubili-
tate si vitez#d de trecere rapidd prin membranele celulare.

Substanfele solubile difuzeazd prin membranele celulare
sub influent{a mai multor factorl. Dintre acegtia, cel mai important
apare gradientul de concentrafie (sau potenfialul chimic) gi potenfia-
lul electric. In conditiile cele mai simple, viteza de deplasare a
moleculelor (J) prin difuzie, in sensul gradientului de concentratie
este apreciatd prin legea difuziei simple (legea Fick), descrisid de

relatiar
J=D%§

in care, D-reprezinti coeficientul difuziei simple iar dec/dx exprimi
gradientul de concentratie (sau gradientul chimic). Deocarece deplesa-
rea ionilor foarte adesea este influentatd si de gradientul electric,
viteza de migcare a moleculelor este desorisid mai corect de relafia

introdusd de Ussing (1949):

J = - AD(%& + ﬁg « C %%)

unde, A-simbolizeazd suprafata (cmz); D-coeficientul de difuzie3 z-nu-

mérul sarcinilor electrice ala moleculei; F-numdrul Faraday (96.500
cal/mol) ; R-constanta gazelor; T-temperatura absolutd; x-distanta (em)e.
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Relajia dR/dx exprimdi gradientul eleotrie (v/om).

Difusia substantelor prin membranele celulare i caracteri=
sarea selectivitétii ionice a mcestora s-a f¥out de obicei pe basa
misurdrii conductibilit¥fii membranelor, sprecierea mirimii fluxurilor
izotopice gi a diferentei de potential eleotric dintre citoplasmil gi
mediul extracelular. Existd numercase aprecieri asupra oriteriilor de
difusie, pe basa olirora s-au elsborat mai multe teorii gi interpretiiri
matematice, oe pot £i grupate astfel:

1) teorii care apreciasd procesele de membrend pe baza re-
latiei Nerst-Planck (Hodgkin,1951; Keynes,1951; Teorell, 19553 Kats,
1949) ., :

2) teorii ce desoriu fenomenele de membrand pe baza proce-
selor ireversibile din punct de vedere termodinamic (Hill; 1966;
Katchalsky, 1961; Keden;1972).

3) teorii ce apreciazd procesele de transport a ionilor
prin membrane pe baza vitezei absolute a reactiei (SBheuplein, 1968),

Toate aceste teorii au oreat premisele elucidirii unor as-
pecte fundamentale ale permeabilitét{ii membranelor. Totugi, ele nu
sint apreociate pozitiv, deoarece nu su {inut cont de organizarea mole-
culard, dinamicl i reversibild a membranei gi mai mles de rolul diver-
selor componente proteice.

Difuzia simpl& a membranelor plasmatice este un proces
funotional caracteristic fiecdrui tip de celull, care depinde de par-
ticularititile de cooperare dintre lipide gi proteine gi de natura in-
terrelatiilor dintre componentele de membrand gi factorii de mediu gi
cei intracelulari. In literaturd existd numeroase date oxporil.ntélo
care Justifiocd rolul unui component sau altul, in exprimarea permeabi-
1itdyii pasive a membranelor: tipurile de lipide din membrand, natura
acizilor gragi, factorii metabolici, temperaturd, eto.

Numeroase observatii privind permeabilitatea membranelor
plasmatice, au fost efectuate pe eritrooite. Naccache gi Bhaafi (1973)
au studiat permeabilitatea membranel eritrocitare pentru 90 substante.
S-au fécut aprecieri asupra permeabilitiitii moleculare in funcf{ie de
gradul lor de solubilitate in lipide sl de greutatea lor moleculard
(mai evident# pentru moleculele mari). Relayii similare s-au obfinut
gl pentru alte membrane plasmatice de la alte tipuri de ocelule. Permea
bilitatea unor molecule mari cu structurd ramificetd este micd pentru
membrans plasmatiocd eritrocitarid gi membranele celulelor epiteliale
din veszica urinard. Dimpotrivié, membranele plasmatice ale celulelor e-
piteliale intestinale, nu fac discrimindri pentru molecule ou struc-
turi ramificate. Aceste observatii au dus la concluzia o permeabili-
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tatea diferitelor membrane plasmatice depinde fn bun¥ m#suri de CompoO=-
zifia lor chimic#d gi modul lor de organizare.

Un factor important in exprimarea permeabilititii pasive
a multor molecule, l-a constituit relatia dintre energia de activare
g1 starea de hidratare a moleculelor permeante. Energia de activare a
transportului transmembranar a unei molecule, poate fi caloulat¥# pe
baza relafiei dintre viteza de permeabilitate gi temperaturd. De exem—
plu, valorile energiel de activare pentru etilenglicol, glicerin¥ si
eritrol sint urmdtoarele: 60, 77 si B? Kj/mol (1 Kj = 4,2 Kcal). Aceste
valori sint asem#indtoare cu energia de deshidratare a moleculelor. Pe
aceste considerente s-a sugerat of deshidratarea moleculelor permeante
reprezintsi o condifie preliminard pentru ca ele sd poatd intra in stra-
tul lipidic hidrofob. In schimb, deplasarea moleculelor prin zona hi-
drofobd propriu zisd este controlatd in primul rind de natura scizilor
gragl al fosfolipidelor. De aceea, transportul unor molecule prin mem-
‘branele plasmatice poate fi desoris si pe baza energiel potenfiale.
Aceastd prezentare scoate in evidentd importanta barierei energetice
in deplasarea moleculelor permeante prin membrane, in sensul gradien-
tului de concentrafie. Molecula permeantdi, pentru a intra in stratul
lipidic hidrofob, trebuie sd se elibereze de o parte din moleculele de
hidratare.

Permeabilitatea ocrescutd a membranelor pentru o serie de
molecule mici, a censtituit unul din argumentele care au stat la baza
sugerdrii prezenfei porilor in membrane. Noj{iunea de “poil“ apogi fIn
membranele plasmatice nu a fost precis conturatd, degi existenfa laor a
fost presupusi gi sugeratd experimental pentru unele tipuri de membrane
plasmaticet celula nervoas#, celulele epiteliale din vezica urinard de
la broascid, g.a. Au aplrut numeroase oblecotii asupra criteriilor func-
tionale de identificare a porilor in membrane. Astfel, Macey gl Marmer
(1970), au arditat cid permeabilitatea pentru uree, metiluree gi glice-
rol a membranei eritrocitare este inhibatd de floretini. Autorii au
apreciat o¥ aceste substanye sint transportate prin membrand prin me-
canisme de difuzie facilitat¥, gi ca urmare utilizarea lor experimen-
tald pentru a sugera existenta porilor nu apare corecté. Observafil a-
seméndtoare au fost vbfinute de Owen gi Solomon, pentru o serie de com-
pugi hidrofili gi hidrofobi.

Apare din ce in ce mal clar c#, permeabilitatea membranelor
poate f£i mai bine apreciatd prin existenf{a unor canale ionoforice Iin
membrane, in care proteinele indeplinesc un rol reglator deosebit.

Dacd ne referim la difuzia simpli prin membrane, ea se ex-
primi deosebit in functie de tipul celular. De exemplu, ionii de Nat
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81 K* aifuseaz prin membrana eritrocitului uman, in sensul grndlontﬁ-
lui de concentratie, cu viteze de aproximativ 1,8 gi respectiv 1,6

B moli/1 celule/or¥ (Glynn,1956). Aceste fluxuri sint extrem de slabe,
dar suficiente pentru a restabili echilibrul ionic in decurs de 1-2
sile. In casul celulei neuronale a axonilor giganyi de la calmar, di-
fuzie pasivd a ionilor de sodiu are o valoare de 60 n lolt/onzlsoo
(Bimpkins gi Hokin, 1973). In schimb, in cursul trecerii potentialului
de acfiune, fluxul ionilor de Na* cregte foarte mult gi are o valoare
aproximativd de lo.0c00 n moli/ 0-2/ sec, .

Toate cercetiirile anterioare, au ignorat prezenfa i rolul
proteineler din membranele plasmatice celulare, ca mediatori ai per-
meabilitdifii celulare. In etapa actuald, cunoagtem ceva mal bine orga-
niszarea moleculard a membranelor plasmatice iar preteimelor 1i se a-
tribuie un rol prinoipal in exprimarea permeabilit#{ii. De aceea, pare
mal corect sd apreciem membrana plasmaticd ca o structurd complexH, oce
posedd sisteme de transport gi transportori (de natur¥ proteick sau
sllooprotolcl)'pontru ioni gi molecule organice. Caragterigarea membra-
nei ca "barierd" de difuzie, nu corespunde realitiifii gi poate descrie
doar partioularitiifile bistratului lipidic. Dac¥ lulim in consideratie
importanta proteinelor in controlul permeabilit¥tii celulare, lucru ce
nu peate fi tiglduit, atunci trebuie sdi descriem permeabilitatea ca
fiind specifiocl fieolirul tip celular, determinat¥ genetic si dependen=
td de influenfja reglatoare a numerogilor factori ai mediului,

loA.Difuzia facilitati.

i Prin difuzie facilitatd se intelege transportul de subs-
tante prin membranele celulare, care se realizeaszd in sensul gradien-
tulul de ooncentrafie dar cu o vitezd mult mai mare decit cel desoris
pentru procesele de difuszie simpld, Foarte adesea este denumit si
transportul mediat, pentru c# s-a presupus od moleculele nu traverseazd
direet regiunmea hidrocarbonat¥ a lipideler de membrani, ci prin inter-
mediul wumor transporteri speciali de naturd proteicdi. Decarece trans-
portul mediat include i procesele de transport activ, s-a apreociat
mal corect definirea sub formd de difuzie facilitatd¥, pentru a carac-
terisa acele sisteme de transport ce nu necesitd un aport de energle.

Numeroase observa{ii experimentale au dovedit oc# transpor-
tul glucozei prin membrana plasmaticd a celulelor eritrocitare umane
are leo ou vitezd mult mal mare decit in eritrocitele altor mamifere.
S-a apreciat cd acest transport se realizeazd prin mecanisme speciale,
iar oinetica lui se deosebegte foarte mult de tramsportul pasiv. Trans-
portul glucozei prin aceste membrane se caracterizeazd printr-o energle

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



157

de aotivare sclzutd{, iar vitesa de transport nu depinde semnificativ
de temperaturd. Molecula de glucozX are 5 grupiri hidroxilice capabile
8l realizesze legituri de hidrogen. Teoretic, energia de activare a
transferului glucozei din faza apoasd in cea lipidic¥ are o valoare
de aproximativ 80 KJ/mol. Datele experimentale au calculat insi o ener—
gle de motivare de numai 16 KJ/mol. De asemenea, s-a apreciat of vi-
teza transportului glucozei prin membrana plasmatici a eritwocitului
uman este de 1l0.000 ori mai mare, in comparatie ou viteza presupusi
in conditiile unui transport pasiv.

Transportul substantelor prin membrane cu ajutorul trans-
portorilor prezintd o serle de particularitdyi, gi anume:

a) Difuzia faoilitat¥d prezintd caracteristicile unei cine-
tiocl de saturafie. La oconcentratii mari ale moleculslor permeante nu

8e constatd o cregtere a vitezel

[ 0 relative de intrare, ceea ce =&
------------------ Zzﬁésf dus la presupunerea ci sistemul
g se satureazdi. Reprezentarea gra-
§ fiocl a vitezel initiale de intra-
€ pr re in celuld a unei moleculs in
s raport cu concentrafia sa in me-
g diu, descrie o curbd hiperbolici
(figura 61). Dup¥ cum se poate ob-
Concentralia

serva din figura 61, la concen-
tratii mici ale moleculel perme-

Pig.6l. Relafia dintre concentra-
tia in substrat gi viteza de in-
trare in celuld, in cazul difuzi-
el simple gi a tramsportului fa-
cilitat,

ante, viteza de intrare in celuli
a moleculei este proporyionald cu
concentrafla sa din mediu. In ca-

gul unul proces de difuzie simpld
a moleculelor prin membrane, reprezentarea graficd a vitezel de trans-
port fn functid de concentratiie este lineard (direct proportionald),
independent de concentrafia moleculei in mediu gi férd tendintd de sa-~
turatie.

Un exemplu sugestiv al unul transport facilitat ce se poate
satura il constituie transportul glucozei la nivelul membranelor ples-
matice a celulelor epiteliale renale. Celulele vor reabsorbi toat# can-
titatea de glucozd din filtrat dacd concentratia sa nu deplgegte nive-
lul de saturatie al sistemului de transport din membrana celular¥., Pra-
gul renal pentru glucoz# corespunde unei concentratii de glucozd in
singe de 180 mg/ml. Dac¥ concentrafia glucozei depdgeste aceastd va=
loare, excesul de glucoz#d ri#mine in filtrat gi se elimind prin urind
(glicozurie ).
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b) O altd particularitate a transportulul facilitat este
dat# de specificitatea relativ mare a sistemului pentru o serie de mo-
lecule. De exemplu, eritrocitele wnor vertebrate prezint¥ o specifici-
tate relativ mare pentru glucoz¥ gi alte ofteva monozaharide, dar au
o speoifioitate redusd fat¥d de fruotozd gi disaharide. Astfel, difuzia
facllitatd a unor glucide prin membrana plasmaticd a eritrocitelor
umane prezintd urmdtoarele constante: D-glucosi, K, = 6,2 nM; D-mamozi,
K, = 18,5 mM; D-fructozi, K_ > 2000 mM.

¢) Transportul facilitat apare si stereospecific, adicd
transportorii au o mare selectivitate fa{li de moleculele permeante.
Bistemele de transport pentru amincacizi din membranele oelulare ani-
male sint mult mal active fatl de izomerii L gi putin active fatd de
izomerii D. In cazul glucozei selectivitatea este mai mare pentru izo-
merii D. In unele situafii, transportorii pot transporta molecule ocu
structuri chimice analoage, descriindu-se o concurent¥ intre ele pentru
acelagl sistem de transport.

d) Sistemele de transport facilitat se caracterizeasd gi
prin aceea cd pot fi blocate cu ajutorul unor inhibitori speeifici.
Unele sisteme de difusie faollitatd din membrane sint inhibate speci-
fic gl competitiv, cu ajutorul analogilor de substrat; altele sint in-
hibate necompetitiv, prin blocarea unor grupiri functionale ale mole-
oulei proteice transportoare. De exemplu, N-etilmaleimida blocheazd
gruplirile sulfhidrilice, iar dinitrofluorobenzenul blocheazd grupidrile
amino libere.

H Specificitatea majoritiyii inhi-
CHpOH bitorilor este bine conturat¥ prin fap-
oM ¢ tul cd sint molecule impermeabile. Pe de
Ho 0 oH alt¥d parte, inhibitorii prezintd grade
OH
f=0

deosebite de actiune in functie de ti-

pul celular. Un inhibitor larg utilizat
CHp pentru blocarea transportului facilitat
' al glucozel prin membranele plasmatice

o este florizina (figura 62).

e) Sistemele de transport facili-
tat din membranele plasmatice sint pu-
ternic influenyate de pH-ul mediuhi gi de
prezenta ionilor metalelor grele (inhi-

FLORIZINA OH

bitori de tip neconcurent). Acegti fac-

Fig.62, Btructura chimicd a tori interferd prin mecanisme pubin elu=-

§}:rtiizgtﬁaéggtgigtrg;g::1: cidate cu molecula proteic# transportoa=-
sei prin membrana plasmaticd re. Astfel, transportul glicerolului

a celulei epiteliale intes -
tinale.
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prin membrana eritrocitului are loc cu o vitezk mare la un PH neutru
(in jur de 7,0). Bolderea pH-ului wediului sub valoare 6,0, sau tra-
tarea celulelor ou concentrafii micvi de Cus0, (< 0,1 mM), determind
©® puternicl inhibitie a transportului mediat.

Transportul moleculelor prin membranele celulare ocu ajuto-
rul transportorilor realizeas¥ doud categorii principale de process:

1) difuzie de schimb, care se realizeaszd prin transportul
transmembranar al moleculelor in ambele direof{ii. Cind sistemul se a-
£1% la echilibru, vitezele relative ale celor doull direotii de trans-
port tind oiditre sero. ‘

2) in unele tipuri de celule, sistemul de transport pentrh
© substant¥ depinde de presenta altel molecule £n mediu. Acest proces
eate definit sub denumirea de transport cuplat sau cotransport (simport
sau antiport). De exemplu, transportul facilitat al glucoszei si amine-
acizilor in celulele epiteliale intestinale i renale are loc fimpreunt
ou ionii de lu’; un transport cuplat este considerat gi transpowtul
adeninnucleotidelor (ATP gi ADP) prin membranele mitocondriale interne.

Difuzia facilitat® este controlatd de o serie de factori,
care se exteriorizeasdi deosebit in funcfie de tipul celular gi de na=-
tura transportorului din membran¥i. Principalul factor al intrérii (ssu
dimpotrivé iegirii) unei molecule in celuld¥, prin intermediul transpor-
torilor il constituie gradientul chimic de concentrafie. Func{ionarea
slstemului de transport trebuie sd ducd la echilibrarea gradientului
chimic gi stabilirea unui echilibru in sistem.

B4 facem o0 scurtd analiz¥ a unui model de transport faci=
litat, in care sistemul de ti-nlport pentru glucoz¥ este la saturafie,
iar transportorul de membrand nu apare specific., In condifiile unei sa-
turatii pentru glucozd nu se constatd un transport net al acestei mo-
lecule prin membrana celulard. Addugarea pe fafa externd a membranei
@ unui alt monossharid (manozX), va favoriza o activare a difuziei fa-
cilitate prin membran¥, pe baza gradientulul de concentrafie foarte
mare al manosei. Se va orea un flux spre interior al manozei, care va
£41 ouplat ou un eflux al glucoszei. Dac¥ ambele glucide au un transpor-
tor comun, la suprafata externd a membranei va avea loc o competifie
intre cele doui molecule. Ca urmare, manoza va inhiba influxul gluco-
gei, fird a 1nf1uenvu apreciabil efluxul. In conditiile experimentale
descrise, are loc o difuzie de schimb intre doud glucide. Totugi, un
astfel de transport facilitat sugereazd prezenta citérva particulari-
t&ti. In primul rind, influxul gi efluxul trebuiesc considerate oca dou¥
procese separate fizic.. In caz contrar, saturajias uneia din odi ( pe o
fat¥ a membranei) induce in paralel gi blocarea celeilalte cii.
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Interpretarea oinetiosi a datelor experimentale aratd oX
oinetica de saturatie nu reprezintd un oriteriu selectiv de diferen=
VYiere intre transportul prin difuzie simplié i transportul faocilitat.
Astfel, intr-un sistem de difuszie ce implic# o modificsre a volumului
osmotio, cinetica de translocatie se aseamin¥ ou cinetios prin inter-
mediul transportorului. De aceea Wilbrandt (1975) apreciasd ca orite-
riu gl transportului mediat, valoarea vltoset de scddere a transportu-
lui in sistemele de difuszie facilitati de sohimb, la concentrafii mari
in substrat.

Sistemele de difuzie facilitatd sint destul d§ rédspindite
in membranele plasmatice ale acestor tipuri de celule, la .care substan-
Yele transportate sint rapid utilizate in procesele metabolice. In a-
ceste celule, gradientul de concentratiie al acestor molecule se piés-
treazd permanent. Unele sisteme de transport din membrane se afl¥ sub
control nervos gi endocrin. De exemplu, difuzia facilitatdd a glucoszei
in celula ocardiacid gi sarcoplasmaticd este stimulatd de cidtre insu-
lin&. Deosebirile de reglaj, presupun grade deosebite de control pen-
tru intre{inerea proceselor metabolice, care se desfigoard ocu viteze
variate in diverse tesuturi.

10050 M (-] d £ tate.

Difuzia facilitatd (transportul facilitat) este conside-
rati un mecanism de transport prin membrane in sensul gradientului de
concentratie, mediat de proteine specifice, cu caracter hidrofob. Nume-
roase observatil au fost efectuate la bacterii. La aceste organisme
8-au descris mutanti deficitari in transportul unor molecule. De ase~-
menea, tot la bacterii, unele sisteme de transport din membrani pot fi
induse, dac# in mediul de culturd se adaugd un substrat adecvat. Dupd
o anumitdl perioadd de timp (perioadd lag), transportorul apare in mem-
brana plasmatic# bacterianid.

In ultimii ani, cercetdrile de caracterizare a transporto-
rilor din membrane s-au ilntensificat, mal ales dupll desvoltaroa uner
procedee experimentale de purificare parfiall a lor. Astfel,s-a reugit
izolarea gi purificarea transportorului pentru glucoz¥d din membrana
celulelor epiteliale intestinale, a tramsportorului pentru anioni din

membrana evitrocitari, g.a.
Mecanismele moleoulare de difuzie facilitatd a aubstanyelor

prin membranele celulare, descriu trei etape principales a) recunoagte=
rea specifiocd a moleculei permeante gi fixarea el pe transportor; b)
translocarea moleculei prin membrand; o) disocierea complexului mole-
culd-transportor pe una din fefele membranei.
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Din cele trei etape, procesul de translocatie este cel mai
pufin ocunoscut gi reprezintd objlectul unor pireri contréversate $i al
unor modele de transport variate. Ds fapt, argumentele experimentele
au dus la oreares a doud puncte de vedere majore. Unii cercetiiteri pre-
supun existenta unui transportor care se deplaseazdl in structura hidre-
fob# a membranei. Prin complexarea sa de o moleculd permeants, trans—
portorul capitd o mobilitate mai mere in membrandd gi deci, se poate de-~
plesa spre una din cele doud fet{e ale membranei, Cea de a doua pirere
presupune c# molecula proteick transportoare, prin complexarse cu mole-
cula permeant¥d igi modificd in aga fel conformatia incit faciliteasd
formarea unor "canale" imnoforioce in structura hidrofobd a membranei.

Posibilitatea purificirlii unor transportori din membranele
celulare a permis elucidarea unor aspecte funcfionale gi ocinetice ale
tranaportulul faclilitat. Astfel, constantele de ascciere (afinitate)
ale loleoulelor‘porneantc fatd de tranasportorul proteic, au valori a-
propiate de cele descrise pentru celulele intregi. Inglobasrea transpor-
torului purificat in membrana unel celule defective de aceat proces,
restabilegte functionalitatea celulel pentru sistemul de transport.Da=
tele experimentale destul de numerocase au ajuns la concluzia od in a=
fara celor trel etape principale a transportulul facilitat, mal parti-
oip¥ si alte elemente, a c#ror naturd nu a fost definiti.

In continuare vom prezenta particularitifile unor sisteme
de transport facilitat purificate din membranele celulare.

Transportul glucozel. Sistemele de difuzie facilitati pen-
tru D-glucozd au fost intens studiate pe celule eritrocitare intregi
gi pe fragmente de membrand (Juns, 1975) . Kasahara gi Hinkle (1976=
1977) au reugit s& purifice acest transportor proteic din membranele
eritrocitare, dupd care au reffcut funojionalitatea transportorului
prin inglobarea lui in lipozomi formati din fosfolipide de soia. In a-
ceste condifii, captarea D-glucozel marcate de cétre lipozomi, apare
specificd pentru aceastd moleculdy
s~-a obaservat gi o captare lentd a

Fa L-glucozei, similard si la lipozomi
%E 4e fird transportor. Ionul mercurie gi
£ z; . N””J citechalasina B, inhib& procesul de
~ - blucord

=G —”'///"’/ . transport al D-glucozei (figura 63).

", * o Purificarea transportorului s-a f&-
imp (vec.)
cut prin solubilizarea membranelor
ou detergent (triton X-loo,0,9%),

::g;sz'b Ziﬁ:::ein;flfig13:oi:f' urmatd de o trecere pe coloani de

- ’

de cidtre llpozo-ii care confin un DEAB~celuloz# echilibrat¥ cu ace=-
c

transportor purificat din membra- i jat cd o
na plasmaticé eritrocitard (dupd 1agl devexgsut, D-e Aprasis
Kasahara gi Hinkle, 1977).

Cdi. 96/1979 Fasc. 9
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celuld eritrocitard prezintd aproximativ 1,6 x 105 molecule transpor;
-toare, rezultat similar ou datele obtinute pe alte cii (Kahlenberg,
1976) .

Tran ] ani o embrane eritrocitar
uman¥, Membrana plasmaticd a eritrocitelor prezint# un sistem de trans-
port pentru anjoni, care mediazd o difuzie facilitatd de schimb intrs
celuld gi mediul extracelular a anionjlor C1~, Hco;, 80, "+ Identifi-
carea acestor componente in membrand s-a fHout cu ajutorul unor inhi-
bitori specifici, reversibili si ireversibili (Rothstein gi c0l.19764
Cabantchik gi col., 1975, 1976).

Arhitectura situsurilor anionice din membranid a fost cer-
cetatd cu o serie de analogi ai acidului stilben disulfonic (agenti
impermeabili). Studiile lui Rothstein gi col. (1976) au sugerat ol a-
cegti analogl se fixeazd electrostatic de grupdri incdrcate pozitiv
de pe molecula proteic# transportoare. Fixarea lor este inhibati com=
petitiv de anionii SOZ'. Astfel, 4,4'-diisothiociano 2,2'-stilben di-
sulfonat (DIDS) gi N-(4-azido-2-nitrofenil)-2-aminocetilsulfonat (NAP-
taurina) se leagd de o polipeptidd cu gr.mol. de 95.000 din membrana
celulelor intregl. Aceastd proteind a fost identificat# ou banda 3, in
conformitate cu pozifia sa in gel de poliacrilamid¥. Digestia blind#
cu pronaz¥ a permis separarea proteinei in 2 segmente polipeptidice
(65.000 31 35,000 daltoni). Polipeptida mai mare leagi# direct DIDS gi
inhib3d transportul de anioni prin membrane.

Cele doud polipeptide au fost izolate din membrana eritro-
citard prin solubilizare cu detergent neionic (triton X-loo), urmati
de reconstructia funocfiei anionice prin inglobarea lor in vezicule fos-
folipidice (lipozomi lecitinici). Tratarea acestor lipozomi cu DIDS
inhibd par{ial permeabilitatea pentru anioni. Cele doud polipeptide au
fost purificate, gi apol asociate cu lipide identice membranei eritroe

citare. Lipozomii cu transportori prezentau un transport facllitat pen-
tru anioni dependent de temperaturd, aseméndtor observayililor obfinute

pe celule intregi. Lipozomii erau capabili 88 transporte animni biva-
lenti gi monovalenti, sistemul fiind sensibil la ac{iunea inhibitori-
lor. Acest ultim aspect presupune c# pozif{ia proteinei transportoare
in lipozomi este asemdnitoare cu cea din membrana intactd, deoarece si-
tusurile de fixare pentru DIDS sint dispuse asimetric gi nu sint acce-
sibile pe fata citoplasmaticd (Zaki gi col. 1976).

Observatiile mal multor autori au dus la concluzia c# pro=-
teina cunoscutid sub denumirea banda 3 indeplinegte o funcfie transpor-
toare a anionilor in membranele plasmatice eritrocitare. Ea este o
protein# transmembranars, ce permite crearea unui canal hidric, prin
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care se realizeazh difuzia faclilitatd a anionilor prin bariera lipi-
dic#. Studiile cu inhibitori specifici sugereazi existenta unor situ-
suri anionice de fixare pe molecula proteic#. Pentru 1lustrare, pre-
zentdm modelul ipotetic al dispozitiei proteinei denumite "banda 3"
din membrana plasmatic® a eritr.citelor umane (dup# Rothatein gi col.
1977), (figura 64).

Situs

anionic - = . .~
3 - Weloglicoproteins

LU UL

O - A
Al = LA e~ —
—_—

\

Proteine

Fig. 64. Modelul gresupus al sistegului de
transport proteic pentru anioni,
din membrana plasmaticd a eritro-
i;;g}ul (dup#& Rothstein si col.,

Proprietdyile transportorului proteic al alaninei din mem=

brana plesmatic# bacteriand. Din membrana unei bacterii termofile, a
fost izolat gi purificat un transportor pentru alanind. Procedeul ex-
perimental a ocuprins urmdtoarele etape: solubilizarea membranelor izo-
late prin centrifugare diferentiald cu un amestec de detergen{i (colat
g1 deoxicolat de Na), purificarea proteinei pe DEAE-celulozs gi croma-
tografiere pe Sefaroz#d 6B, in prezenta unuil detergent neionic triton
X-loo (Hirata sl col., 1976, 1977).

Proteclipozomii refdcufi in vitro din fosfolipide gi pro-
teina purificats, se caracterizau printr-o vitez# mare de transport a
alaninei, la adausul in mediul de incubatie a unui ionofor (valinomi-
cina). Activitatea functionald a acestor lipozomi a fost blocatid de
inhibitori specifici (carbonilcianid- p-triflorometoxifenil hidrazona,
FCCP) (figura 65). Calcularea valorii cinetice (Km) a transportorului
pentru alanind pe proteolipozomi, a dat valori aseméniitoare cu cele
constabale pentru transportorul din membranele celulare intacte.
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Urmdrind importanya naturii foafolipidelor din care sint
alodtuiti lipozomii in stabilizarea 51 optimizarea funotyiei proteined
transportoare pentru alanind, s-a constatat o# transportorul presintd

-
<

FCCP

-— Vaf
>

Caplarea alaninei (n moli /) myg proteing)
o
[

<

W FCCP

L " n

Timp (min.)

Fig.65. Captarea alaninei de citre lipo=-

zomi reconstruiti in vitro, in
prezenta unul transportor speci-
fic purificat din membrana plas=-
maticd a bacteriilor.
Val, = valinomicind; FCCP = car-
bonilcianid p~trifluorometoxife-
nil hidrazona; 0 =~ 0 = proteo -
lipozomi activi; A — A = pro -
teolipozomii in prezenta FCCP.

o specifioitate mare pentru anumite fosfolipide. Fosfatidiletanolamina
81 fosfatidilglicerolul au constituit lipidele cu care proteina trans-
portoare realizeazd o vitezd mare de transport. a alaninei, comparabild
cu cea descrisd pe celule intregi. De subliniat faptul c# lipidele cele
mal eficace in refacerea functionaldd a proteolipozomilor au foat ob-
tinute din membrana bacteriilor, sugerind importanta naturii acizilor
gragl din fosfolipide. Cardiolipina nu a fost capabild sid formesze lipo~-
zomi funct{ionali cu proteina transportoare pentru alanind, iar in combi-
nafie cu alte fosfolipide (fosfatidilglicerolul) prezintd efascte inhi-
bitorii asupra procesului de transport facilitat al alaninei.
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1l. DIFUZIA FACILITATA IN PREZENTA PEPTIDELOR IONOFORE

Deplasarea ionilor prin membranele lipidice artificiale
(in special a cationilor)\are loc cu viteze pult mal mici, in compara-
tie cu vitezele lor de migcare prin membranele naturale. Permeabili-
tatea membranelor artificiale g1 a membranelor celulare pentru ioni
g1 unele substante organice cregte foarte mult in prezenfa unor mole-
cule, cunoscute sub denumirea generald de ionofori. Ionoforii (sau
complexonii) au capacitatea de a fixa lonii metalioci din solufie gi de
a-i transporta prin membrane artificiale sau naturale.

Ionoforii fac parte dintr-o0 clasi de substanfe organice,
naturale sau sintetice, ciclice sau lineare, care se deosebese prin
structura chimio# gi prezenta unor grup#ri funotionale. Ionoforii na-
turali sint sintetizati de ciuperci (Actinomycetes) gi o serie de mi=
oroorganisme (Bacillus brevis). In laborator s-au sintetizat numerosi
analogi, care au ugurat studiul mecanismelor lor moleculare (Ovchini-
cov gi co0l.1974, 1977). In functie de mecanismul lor de actiune in
membrane, ionoforii se grupeazd in douid clase principale gi anume:

1) Molecule transportoare mobile, care mediazi transportul
ionilor prin membrane pe baza mobilitdtii lor in membrane hidrofobd.
Din aceastd grupid fac parte valinomicina, eniantina, nonactina, nigeri-
¢ina, alameticina, g.a.

2) A doua grupd de substante ionofore formeazi in membrane
canale ionoforice, oferind ionilor un "drum" hidrofilic prin bariera
hidrofobd lipidic#. Reprezentantul cel mal de seam# il formeazd gra-
mioidina A sl numerosi analogl sintetici. Reprezentares schematicd a
celor douX modalitdyi de transport a ionilor prin membrane este ilus-
tratd in figura 66.

Unele molecule ionofore sint polipeptide neutre (nu contin
grupdri ionizabile). Din aceastd categorie fac parte gramicldina, va-
linomiocina, nonactina, eniantina gi numerogi analogi sintetici. Alyi
ionofori prezintd in structura lor chimic# grup#ri ionizabile (ionofori
oarboxilici). Astfel, nigericina prezint¥ o grupare carboxil terminald,
care se ionizeazd la pH neutru. Din aceastd grupd mal fac parte monen=
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sina, alameticina, X-537 A gi A~23187 (Pressman, 1973; Gomez-Puyou si
Gomez-Lojero, 1977). Acesgti com-

il Hembrana Aps pugi sint molecule neciclice, ocu
?0 / un numdr variabil de grup#ri de
®— D @) —o 4 oxigen (eter sau keto). Prin com=

plexare cu ionii, se formeazd con-
formayil ciclice cu selectivitiyi
® B variabile.

Ionoforii posedd o flexibi-
litate mare a structurii lor, ce
permite intrarea ionului in inte-

Fig.66, Reprezentarea schematic¥ rierul moleculei. Procesul are loc

e Sos A peer CMMAPOCTUILL 105 prin modificares conforsjlet fo-

ionofor mobil; B) canal ionofo - noforulul gi eliberarea unei péryi

rie. din moleculele de ap# ce inf¥goard
ionul metalic.

11.1. Yalinomicina. Valinomicina este un polipeptid ciclic ocu o
atructurd relativ simpld (figura 67). Numeroase cercetiri, mai ales als
lui Ovchinicov gi col. (1974,1975) au descris existenta mal multor con-
formatii ale valinomicinei. In medii apolare, valinomicina prezintd o

CHy /U-LC

M,J\{«o J

koo ™0
CH; i
% 0 ong
cH H
oo o=c CH3
I
CHy  C=0 .
CHy N dad :cn,
c=0 3
CHy~| = cus
! f
ey A o, CHy C(0-val L-Loc-L-val-n-Hylv)4)
T g
CH3 eT@ CH3 []
CHy cHy

Fig.67. Valinomicina. A) structura chi-
mic¥; B) reprezentarea schema =
tic# a complexului valinomicind
ion de K*; C) unitatea structu-
rald repetitivi,

structurd compactd si simetricd, in care grupdrile NH gi CO formeazi
punti intramoleculare, iar grupdrile alkil sint orientate la suprafata
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moleculei (figura 68, Al). In medii semipolare (suprafata membranei),
valinomicina formeaz¥ o structurd mai plati (figura 68, B).

Pig.68. gggror-avlllo valinomicinei (dupd Ovehinicov,

Al - conformatia valinomioinel in medii apo -~

lare.
A, = conformayia valinomicinei in prezenta lo-

nului de K*,
B = conformafia valinomicinei in lipsa ionulu.

Prin formarea unui complex cu ionul de K*, valinomicina
51 modificd conformatia in aga fel, incit grupirile carbonil ale mo-
leculel se ecraneazi spre interiorul structurii. Aceste grupidri for-
meazd 6 legituri dipol cu iomul, spre centrul structurii moleculare
(figura 68 A, 31 o prezentare simplificatd in figura 67,B). In acest
fel, cationul este izolat de influenta structurilor moleculare adia-
cente., Diametrul regiunii centrale a antibioticului sub formd de com-
plex valinomicinZ-K*, este de 2,8 f. Din causza structurii sale mal ri-
glde, valinomicina nu igi modificd diametrul regiunii centwzale, ceea
ce explioX in parte specificitatea actiunii sale. Astfel, valinomicina
fixeazd ionil de K* cu o afinitate de lo.000 ori mai maere, in compara=
tie cu afinitatea sa pentru lonii de Na*.

Un factor important ce asigurid cregteres vitezel de trans-
port a cationilor prin membrane in prezenta ionoforilor, il constitule
scliderea energiel de activare a ionulul, iIn cursul procesului de trece-
re prin graniya de separare de fazd (apd-1ipid ). Datele experimentale
au dovedit o¥ ionoforul capteazdd ionul la graniya de fazd apd-lipid,
proces ce este insotit de inlocuirea unor molecule de apd asociate io=-
nulul ocu atomil de oxigen din molecula peptidului. In paralel are loe
g1 o scidere a energiei libere, care favorizeaz¥ trecerea barieral 1li-
pldice cu vitezi mare.

Complexul ion-valinomieind trece prin dublul strat lipidic
al membranei sub forma unei unit¥yi independente. Viteza sa prin regiu-
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nea hidrofobd a membranei depinde de natura fosfolipidelor gi a acisi-
lor gragi. Degi comportarea valinomicinei in diverse membrane este
bine cunosoutd, exist¥ numeroase incertitudini asupra mecanismului de
fixare al ionoforului in membransi. Observat{ii interesante au fost rea-
lizate prin marcarea ionoforului cu substante fluorescente (dansilde-
rivati). Folosind un derivat fluorescent al valinomicinei, gi anume
Vm(Lis.Dns), Ovchinicov gi col. (1977) au atudiat comportarea lui prin
inglobare in lipozomil formati din fosfatidilcoline. Fluorescentya com-
pusului nu se modificd in urma complexirii ionului de K’, sugerind
neparticiparea regiunil polare in acest proces.

S8-au descris doud tipuri de complecsi valinoniclnl—&’,uta-
bilitil pe baza raporturiler stoichiometrice dintre molecule. In afara
complexului conventional de stoichiometrie 1ltl, s-au identifiocat gi
complecsi in raporturi 2:1 (dou¥ molecule de valinomicini pentru un
ion de K*. denumit sandwioch). Ambele forme pot participa in procesele
de transport facilitat al cationilor prin membrane celulare (Ivanov,
1975).

11.2, Gramicidinag. Gramicidina este o pentadecapeptidd lineard,
care a fost izolat¥ din Bacillus brevis. Se cunosc gi mulfi analogi
sintetici. Moleoula este formatd din aminoacizi hidrofobi, ou excepfia
glicinei din pozitia 2, Gramicidina este o moleculd neutrd deocarece
resturile terminale ale aminoacizilor sint blocate de gruparea formil,
respectiv etanolamin (vezi figura 69).

HaC CHy
HaC CH3 \'-'/" me  CH ".qC\ iN! HIC  CHa
\ ' H CHy lN( CHy \t‘{l oH \{4
HCO=~ NH = ln— c -m-("N-c-ﬂn-cu-c-m«-cﬂ-c-w— CH=C=NH=CH=C -NN-Ju-c -NH~ clw- C=NH

o o o 0 o o o 0

L L D L D L o

. * . n ¢ » ‘
0 0 0 o 4 o 0 Fig.69., Structura

..oc.,cn,w.Z.cm- 2— cn—:m-: <Gl Nb— € ~CH—NH = C=CH= NH=C=CH=NH= €= CH chimic¥ s gramiol-
dinei A. In partea

LI'NI ‘:‘”z f‘"fz

! de jos este redatd
A A 7X structura simpli -
s s Yoo Sty PGy ficatd a antibio =

cHy [ cHg ticului.

& L n L o L 2 L ] L o L o 15
HCO-Val!-0ly-Ala~-Leu-Alo-Val-Va I-Val ~Trp—Lleu—Trp-Leu=Trp-Leu=-Trp—NH(CH,) 04
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Daci gramicidina A este fixat¥ de o membran# celulars
(Podelski si Changeux, 1969; Johnstone,l975) sau intr-un strat bimole-
cular lipidic (Liberman gi Topala,1965; Kolb gi col. 1975), membrana
devine permeabild pentru cationi. Mecanismul de act{iune al gramicidinei
apare deosebit de cel al valinomicinei, sugerindu-se formarea unul ca-
nal ionoforic in bistratul lipidic al membranei. Un model a fost pro-
pus de Urry (1971), care a apreciat c# gramicidina formeazd in membra-
n¥ un dimer paralel spiralat, stabilizat prin legituri de hidrogen in-
tramoleculare gi intermoleculare. Lungimea dimerului este de 20-30 ﬂ,
ce corespunde cu limita inferioard a grosimii bistratului lipidic.
Cavitatea ce se formeazid in interiorul structurii favorizeazi intrarea
ionului, care interactioneazi cu grupdrile amidice ale carbonilului,
(vezi figura 70, A). Un alt model a fost sugerat de Veatch gi Blont
(1974), sub form¥ de dimer dublu helix antiparalel, in care toate le-
gldturile de hidrogen sint intermoleculare. La interiorul structurii se
formeazd un canal hidrofil, de-a lungul axulul de spiralare, cu un
diemetru de 3 & (figura 70, B).

Fig.70. Conformatiile gramicidinei in membranele
celulare. A) dimer paralel spiralat; B)
dimer dublu helix antiparalel ( dup#
Ovchinicov, si Ivanov, 1977).
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In ce priveste modul de fixare in membran#, s-a sugerat
cd gramicidina sub form# monomericX se absoarbe pe suprafafa membra-
nei. Deoarece constanta dielectricX a monomerilor este mal mare decit
a lanjului hidrocarbonat, el intrd in membran¥ gi apoil se unese in
dimeri funcyionali. Gramicidina méregte permeabilitatea membranelor
pentru protonil si cationi monovalenyl (a membranelor energizante).,
Antibioticul modific¥ gradientul electrochimic al protonilor gi al ca-
tionilor, fiind considerat un "decuplant" eficient al fosforilirii
oxidative,

11.3. Altl ionofori. Permeabilitatea membranelor celulare a fost
cercetatd in prezenta a numeroase peptide ionofore, dintre care unele
pot produce efecte biologice semnificative.

Nonactina este un polipeptid neutru, care faciliteazi
transportul selectiv al ionilor de Kt prin membrane. In prezenta io=
nulul, antibioticul formeazi un complex, in care grup#rile carbonil
aint orientate spre interior §i permit fixarea cationului in centrul
unel struocturi rigide (figura 71). Structurile apolare ale nonactinei
sint orientate spre exteriorul moleculei. Complexul nonactini-k*, tra-
verseazd regiunea hidrofobd a membranei.

cHy 0

e

o CHs

Fig.71l. Structura chimicd a nonactinei si
a complexului dintre nonactind gi
ionul de K .

Un grup mare de ionofori il formeazX antibioticele poli-
enice, care se fixeazd de membrane ce contin colesterol gi alyli deri-
vatl al acestula. Amfotericina B 5i nistatina determind in grade deose-
bite eliberarea unor trasori din lipozomi (glucozd, ioni). Prezenya
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colesterolului in membrane artificiale, mlregte selectivitatea de per-
mesbilitate a antibioticelor pentru anioni monovalenti; de asemenea
oregte permeabilitatea membranei pentru api gi o serie de neelectro-
11¢i (uree, etilenglicol). Datele experimentale sugereazd cd amfoteri-
¢ina B gi nistatina, in prezenta colesterolului, formeazi in membrane
canale ionoforice (Finkelstein i Holz, 1973; Kasumov 81 Liberman,
1973).

Levorine este un antibiotic ce contine doudd grupdri amino
in structura sa. Levorina oreaz¥ in membrane cu colests rol o permeabi-
litate seleotivid pentru cationi (Cass gi col.1970).

Filipina este un antibiotic ionofor electroneutru, care
permeabilizeazd membrana, dar cu o selectivitate mal redus¥, Astfel,
filipina permeabilizeazd membranele lipozomilor pentru ionii fosfat
$l glucoszd, lar viteza lor creste in membrane cu colesterol. Datele de
microscopie electronicd au aréitat o8 filipina determin# formarea unor
agregate macromoleculare de 150-250 £ in membrana plasmaticd a eri-
trocitululi de gobolan, in membrana de A.laidlawii ce contine coleste-
rol i in lipozomi cu colesterol (Verkleij gi co0l.1972).

Modificarea permeabilitd{ii membranelor naturale gi arti-
ficlale pentru ioni in prezen}{a ionoforilor, a dus la presupunerea oi
antibioticele polienice interactionind cu colesterolul, formeazd in
structura hidrofobd a membranei cenale ionoforice. Diametrul lor nu
apare foarte constant fiind influentat de numerogi factori (Andreoli,
1973) . Prezenta canalelor in membrane, induse de antibioticele polie-
nice, a fost confirmatd de numerocase cercetiéri de microscopie electro=
nic&, spectroscopie in UV 91'netodo in fluorescentd (Tillack gi Kinsky,
197%; Kasumov gi 00l.1974; Strom i 00l.1973).

Cercetdrile din ultimii ani c¢u sjutorul antibioticelor io=-
nofore au dus la presupunerea c¥ permeabilitatea pentru ioni a membra-
nelor celulare nu se bazeazd in mod deosebit pe proprietidfile de di-
fuzie, oi depinde in buni m¥suré de prezenya unor componsnte functio-
nale in structura membranelor.

11.4.Importanta biologic¥. Faptul od membranele artificiale

formate din lipide sint foarte pufin permeabile pentru ioni, oit gi mo=
dificarea destul de selectivd a permeabilitdtii membranelor artificiale
g1 naturale in prezenfya ionoforilor, a oreat o baz# seriocasd de elucie
dare a permeabilitdtii celulare, Majoritatea cercetérilor au fost con-
centrate asupra cloroplastelor, cromatoforilor gi mitocondriilor, in
legdturd cu procesul de transformare al energiel in lumea vie. Analiza
acestor procese se va face la mitocondrii. )
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Citeva propriet#yi ale moleculelor ionoforice sint redate
in tabelul 11. Dup#& cum se poate observa, ionoforii prezinti acyiuni
diferite In membrane, in fun:tie de polaritatea lor gi natura f£luxuri-
lor ionice. Astfel, in prezenta nigericinei ionii de K* intri in ce-
luld, iar ionii de hidrogen se elibereazd in mediu (produc o scédere
a gradientului chimic al protonilor $i al cationilor monovalenti).

Gramicidina este consideratX in primul rind un decuplant
al fosforildrii oxidative. Molecula miregte permeabilitatea membranei
pentru protoni si cationi monovalenti. De fapt gramicidina mimeazd no-
Yiunea decuplantilor clasici (DNF, FCCP), cu actiuni similare in mem=
brane (anularea forf{ei protonomotrice), dar exprimate prin mecanisme
deosebite.

S-au descris o serie de ionofori care transportd cu viteze
maril prin membrane cationi bivalenti, in special ionii de Caa+
lor chimic# nu este bine cunoscutd gi de aceea au fost denumifl astfel:
X-537 A gi A-23187. Si in acest caz, majoritatea cercetirilor s-au e-
fectuat pe memhranele mitocondriale. Numeroase cercetiri au ardtat o#
acegti lonofori pot declanga in diverse fesuturl o serie de procese me-
tabolice, prin controlul pe care il realizeaszd asupra permeabilititii
membranelor plasmatice pentru ionii de Ca2+ (tabelul 12). Datele din
tabel subliniazd capacitatea ionilor de calciu de a initia réspunsuri
variate, specifice tipului de celuld. Se observd de asemenea, cd ionii
de Ca2+ reprezintd un factor critic in modificarea metabolismului ce-
lular, care este controlat de permeabilitatea membranelor plasmatice
ale celulelor.

S—au f#cut numeroase incerciri de izolare a unor molecule
cu proprietiti lonoforice din membranele celulare de la eucariote. Suc~
cesele sint limitate dar foarte promitdtoare. Blondin (1974) a izolat
un compus cu gr.mol.micd, care inducea umflarea mitocondriilor in so=-
lujil eu KC1 i NaCl, Din membrana poatainaptiod a organuluil electric
g-a purificat un compus cu gr.mol.mic# (l400-~6000), care prin incorpo-
rare in membrane artificiale provoac# o cregtere a conductanfel
(Shamoo si Myers, 1974). S-a sugerat ¢& compusul formeazd porl in mem-
brane, gi/sau reprezint# o parte functionald din Na*, K¥-ATP-azi.

Cunogtingele noastre actuale asupra permeabilit#dyil mem-
branelor celulare (facilitate de studii cu ionofori) Justificd lmpor-
tanta unor proteine de membran#, care in anumite condifii gi sub in-
fluenta unor factori deosebif{i formeaz# canale hidrofile in dublul strat
lipidic al membranei. Argumente serioase in sprijinul acestel péreri
sint aduse de Changeux pentru receptorul colinergic din membrana poat-
sinapticd. De asemenea, Jilka gl Martonosi (1977), studiind un preparat

« Natura
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enzimatioc purificat (Caa*-ATP-azﬁ) in membrane lipidice artifiociale
cu compozitii chimice variabile, apreciazd proprietdyile ionoforice
(ssu de difuzie facilitats) a proteinei in transportul transmembranar
al ionilor de Caz’.
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Tabelul 11 - Citeva proprietdifi ale ionoforilor (dupd Gomez-Puyou si Gomez-Lojere, 1977).

Tip de

Natura fluxului

===

Actiune in

Mecanism de

bivalenti

®) la concentratii mici actioneaz3 ce ionofori de schimb, iar la concentragii

mari ca decuplsanfyi.

al cationilor

bivalenti

A s

ionofor ionic membrand actiune Exemplu Selectivitate
Ionofori Gradient electro- Modificarea Transportor Valinomicina Rb‘i»K+>Cs+>HHz>Na+
neutri chimic al catis - potenfialu- mobil elec-
nilor monovalenti  lui de mem= troforetic
brand

Ionofori Gradient chimie Scéderea Transportor Nigericina ESRbSNat>cet it

carboxi- gradientu = mobil de + + ot

lici pen- lui chimie  schimb o B SEORE>0RT

‘tru ca- al protoni- X-537 A Cs™ = Rb” = Na  =Li

tioni mo=- lor gi ca-

novalenti tionilor mo-

novalenti

Ionofori ca Gradient electro- Anularea for- Transportor Dinitrofenolul

agen{i decu- chimic al H* tei protonomo~ mobil elec- PC

planti trice. troforetic X-537 A (in concentratie mare)

Ionofori for- Gradient elgctrm- Anularea for- Canale hi- Alameticina B*>cs*=Rb*=k*=-Na*

matori de ca- chimic al H* gi tei protono- drofile +_~ot oo+ _ +

nale al cationilor motrice (apoase) Gramicidina B'=Cs"> Bb>K" = Ha
2+ 2%> 24 o

Ionofori car- Gradient chimic Scaderea gra- Transportor X-537 A Ba2 > Cg Mn“5 Sr° Mg

boxilici pen- dientului chi- mobil de + +

tru cationi mic al HY si schimb 4-23187 B
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Tabelul 12 - Efectul ionoforilor A-23187 gi X-537 A
asupra unor procese metabolice celulare.

s st -+ 2 1 2t 2 P P -ttt - - 2 2 2t F 2t 2t 2+ 2 2+ 1+ & ¢+ 1 Z====== "-
Tesut Ionofor Efz0t

Neurohipofizd X=537 A Determin# eliberarea vasopresinei

Retind X=537 A Induce curentul de intuneric

Diafragmi ; X-537 A Miregte contractia

Mugchl scheletioc X=537 A Scade poten{ialul de repaus gi am-
plitudinea sa.

Inimd X=537 A Cregte frecventa gi amplitudinea
bétdilor inimii.

Aorti }:ggzea #1  Tndue contractia

Suprarenald A-23187 Stimuleazd eliberarea catecolami-
nelor

Glanda salivard A-23187 Stimuleaz¥ secrefia proteinelor,
incorporarea Pz in proteine gi
catabolismul glicogenului.

Glanda parotidi A-23187 Induce eliberarea K*

Panoreasul endoorin A=23187 Stimuleazi eliberarea insulinei sgi
cregte nivelul AMP in absenta glu-
cozele.

Tiroidd A-23187 Inhibd actiunea hormonului tireo-
trop asupra guntului pentozofos-
fatio gl fixarea lodului pe pro-
teine

Pancreas exocrin A-23187 Induce secrefia amilazel.

Drojdii A-23187 Induce diviziunea celulari

Oud arici de mare A-23187 Induce partenogeneza

Celulele mastice ;:gg%az 1 Induc seoretia de histamink.

omaZEImoOzEISIINIaS = ==I==S=|= =-====3=8=8==2=B====8.=SB=’========
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12, TRANSPORTUL ~ ACTIV PRIN MEMBRANELE CELULARE

Caracte Q.

In capitolul anterior s-a precizat ol transportul facili-
tat prin membranele celulare este intrefinut mal ales de existenf{a unor
componente specifice in membrand (transportori proteici sau glicopro-
teiocl), cars fixeaz¥d relativ selectiv gi specific moleculele ce vor fi
transportate. Modelul general al unuil astfel de mecanism considerd cid
pe una din fefele membranei are loc unirea transportorului (T) ocu mole=
cula permeantd (S8), dup¥ care complexul TS este capabil s¥ traverseze
regiunea hidrofob# lipidic# a membranei (prin migcare liber#, rotatie,
modificare de conformatie, formare de canal ionofor). In ultima etapX,
transportorul elibereaz# molecula permeantdi pe cealaltd fat¥d a membraw=
nei., In sistemul de transpert facilitat, transportul este reversibil
dar separat fizic iar deplasarea moleculelor se poate realiza in ambele
sensuri in membranfi, in funct{ie de concentratia relativi a moleculelor
permeante in cele doud compartimente (mediul extracelular gi intracelu-

lar ) (figura 72).

Exterior  Membrana |nferior  Exferior Membrana /an/er/'or

s Tr\y S s
8§ ) 8

=~ - 8 N )
L)

s s § ]
s |7 ™

3 4\/ 5 s >

55@%’ s

Fig.72. Reprezentarea schematic¥ a transportului mediat prin meme

branele plasmatice.

A) transport mediat f&r¥ necesar de energie (difuzle facilitatd).
B) transport mediat cu aport de energle (transport activ).

T = proteind transportoare specificd, component al membranei.

8 = molecula transportatid (substrat).
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Transportul activ prezintd aceleagi caracteristici ca gl
sistemele de transport facilitat, dar se deosebegte de ele prin aceea
c# se realizeazi impotriva gradientului de concentrayie si este insoyit
de o cheltuiald de energie. Aceste sisteme au fost elabarate de citre
celule pentru a-gl procurs din mediu substante, care se gésesc intr-o
concentrafie mal micd deocit in celuld. Modelul schematizat al transpor—
tului aoctiv apreciazs o# transportul se energizeazi (E), ceea ce ugu-
reazd deplasarea complexului substrat-transportor (TS) prin regiunea
hidrofob¥d a membranei (figura 72). Si in aceat caz, etapa cea mal pufin
cunoscutd sub aspectele sale moleculare, o constitule translocatia prin
membrand. Deoarece pdrerile divergilor autori asupra acestel etape nu
aint unanime, au fost propuse numeroase modele de transport activ.

In majoritatea cazurilor, transportul activ este dependent
de accesibilitatea adenozintrifosfatulul (ATP), desi nu este exclusd gi
participarea altor compugi. Din punct de vedere termodinamic in gursul
transportului activ se realizeazd un cigtig de energie potentiald a mo-
leculei transportoare, pe seama unei pierderi de emergie intr-o alti
parte a sistemulul. Dovezile cele mal eloocvente ale dependenf{eil trans-
portului activ de sursele energetice celulare au fost obtinute cu ajuto-
rul inhibitorilor: florura gi ilodoacetatul (inhibitori ai glicolizei),
arseniatul gi clanura (inhibitori ai respiratiei celulare), oligomicina
gl dinitrofenolul (inhibitori ai fosforildrii oxidative). Astfel, trans-
portul activ spre exterior al ionilor de Na* de citre celula neuronald,
poate fi anulat prin adiugarea unui inhibitor, care blocheazd sinteza
ATP, Dacd la o astfel de celuld se injecteazd intracelular ATP, trans-
portul activ este reactivat. La unele tipuri de celule, transportul
activ este intref{inut mai ales de cdtre glicoliz& (celula sarcoplasma—
ticH, eritrocitul), in timp ce pentru alte celule aportul emergetic
reclami respiratia celulard (neuron, celula renald).

Intre celule gi mediu existd diferente relativ mari ale
gradientului de oconcentrajie, mai ales pentru ionl. Intref{inerea aces-
tor gradiente de concentratie permite celulelor s#-gi regleze anumite
procese metabolice. Astfel, transportul activ al cationilor monovalenyi
prin membranele plasmatice celulare mentine celulele intr-o stare de
excitabilitate gl oreazd fundamentul comuniocdrii ddntre celule (potenfia=-
lul electrie). Transportul activ mentine in celule un raport ridicat al
concentratiei cationilor monovalenyi (K*/Na*), desi in mediul extrace-
lular acest raport este scizut. Gradientele de concentrafie jonicd apar
deosebite in functie de tipul celular. De exemplu, celulele epiteliale

din mucoasa intestinald au o concentrafie intracelulard a protonilor de
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lo-7 M, in timp ce in mediul extracelular concentratia ionilor de H*
-1
este de lo M. Se poate observa ci gradientul de concentratie al io-

nilor de HY in cazul celulei epiteliale intestinale este de 106. Pég—
trarea unui gradient mare de concentratie pe cele doudl fefe ale membra-
nei plasmatice este sustinutd de procese deosebite. O celuls cheltuiesgte
0 mare cantitate de energie, care poate fi redus¥ dup# relatia:

A G = RT log gl
2

in care, AG, reprezinti energia liber& cheltuitd pentru transportul
unui mol de substrat impotriva gradientului de concentrayie; Cl gi 02
simbolizeaz¥ concentrafia moleculelor in cele dou¥ compartimente sepa-
rate de cltre membrani,

Pentru a avea o imagine sugestivd asupra cantitidtii de ener-
gle utilizatd de citre celule pentru intrefinerea unui proces activ, sd
analizém cazul fesutului renal. Rinichii filtreaz# pe zi loo-200 litri
de urind primar#d, degi prin urini se elimind numai 1-2 litri. La nive-
lul celulelor epiteliale renale are loc reabsorbfia unor séruri si a
majoritdfii glucidelor gi aminoacizilor. Prin administrarea unui inhi-
bitor specific al transportului activ al cationilor monovalenti (uabaina),
scade consumul de oxigen al fesutulul renal in proportie de 8d%. Se
poate deduce cd la acest nivel, cea mal mare parte a energlei metaboliwm
este folositd pentru intretinerea transportului activ prin membranele
celulelor epiteliale renale.

Transportul activ a fost in mod deosebit cercetat la acele
tipuri de celule, care intre{in functii metabolice de schimb ionic.
Transportul activ se referd in primul rind la transporturile de ioni
prin membranele celulare (plasmatic# si citoplasmatice), si foarte
adesea a fost denumit pompd de sodiu. In linii generale, conceplla de
pomp¥ activd deserie mecanismele prin care membrana asigurind transpor-
tul spre exterior al ionilor de la’, creazd suportul pentru transportul
in sens invers al altor molecule.

Acest proces de transport activ este apreciat prin doud ti-
puri de activitéyi, si anume:

1) pompa de sodiu electroneutrd, prin care eliminarea in me-
diul extracelular (extruzia) a lonilor de Na' este cuplatd cu intrarea
jonilor de K* (sau a altor cationi monovalenti).

2) pompa de sodiu electrogenicd, prin care transportul la
exterior al ionilor de Na' nu este inso{it de transportul la interior
al ionilor de K*. Acest tip de transport activ prin membrana plasmaticéd
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oreazd premizels aparifiei diferentei de potential transmembranar,
foarte bine individualizat in celula nervoasi 81 musculard (loo mV),

Rolul pompei de sodiu in diversele tipuri de celule din
lumea vie apere foarte diveraificat. Raportul concentrafiilor intrace-
lulare sl extracelulare alecationilor monovalenyi (K*/Nat) dependent
in bun¥ mésurd de intensitatea activitiyii pompei de sodiu, influenteazd
© serle de procese metabolice celulare: respiratia, glicoliza, sinteza
proteic#, g.a. Transportul activ al ionilor prin membranele electrogene
reprezintd fundamentul molecular al procesului de excitabilitate al ce-
lulelor nervoase gl musculare, al comunic#rii intre celule prin interme=-
diul potenyialului de actiune, al medierii actiunii unor hormoni, etc.
De asemeneas, transportul activ regleazd activitatea contractil¥ a fesu-
tului muscular, intervine in transportul neelectrolitilor prin membra-
nele celulelor epiteliale, s.a.

Dac# la organismele eucariote cationul expulzat din celuld
prih membrana plasmaticl este de obicel ionul de Na*, la microorganisme
cationul cel mal frecvent eliberat este ionul de H'. Transportul activ
al cationilor monovalentil este sustinut de activitatea Nn*, K*-ATP-azel.
In afara ei, se descriu gi alte sisteme enzimatice ce asigurd un trans-
port activ prin membrane, cum este Ca**-ATP~aza din membrana celulei
sarcoplasmatice.

12,2.Na’, K*—aggngz;gtggggs;ataza din membranele plasmatice.

In anul 1957, Skou identificd pentru prima datd la nivelul
membranelor plasmatice ale neuronilor de la crustacei o activitate adeno-
zintrifosfataziocd magneziu dependent#d, care era stimulatd in mod deose-
bit de prezenfta lonilor de Na* gi K*, Cercetdrile ulterioare au stabilit
cu certitudine rolul fundamental al adenozintrifosfatazei dependente de
ionii de Na* sl K* in transportul activ al cationilor monovalen{i prin
membranele plasmatice celulare. Aceastd enzimd, prin utilizarea energiei
de hidroliz¥ a ATP, realizeazi un transport activ vectorial al cationi-
lor monovalen{i prin membrane, fmpotriva gradientului de concentrafyle
(Bonting, 1973%; Skou, 1974; Dahl gi Hokin, 1974).

Prezenta Na*, K*=ATP-azei a fost demonstrat¥ in membranele
plasmatice de la majéritatea yesuturilor animale, vegetale gi la orga-
nismele unicelulare (Bonting, 1973). O activitate enzimaticd intensd s-a
desoris in membrana celulei nervoase, musculare, celulele organului
electric al unor pegti (Eleotrophorus), glanda rectald de la Squalus
acanthias (rechin), celulele epiteliale ale tubulilor proximall rensli,
ato. Activitatea ATP-azei purificate din diverse tipuri
de celule, s-a dovedit a fi identicd cu activitatea pompei de sodiu din
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membrane. Posibilitatea stabilirii unor corelafii intre sistemul ATP-
azic gl transportul cationilor monovalenti prin membranele celulare a
fost dovedit# cu ajutorul inhibitorilor specifici ai transportului io-
nilor prin membrane (glicozide cardiace), prin studierea specifiocltéyil
de substrat, a afinit¥d{ii sistemulul entimatic din membrani fatd de ocon-
centrafil deosebite ale ionilor de Na't ai K* ’ senslbilitatea fatd de
inhibitori, etc.

Izolare si purifjcare, Cercetarea activit¥tii Na*, K*-ATP=
azel s-a fécut pe preparate de membrand separate prin centrifugare di-
ferent{iald, sau pe preparate enzimatice purificate, dupi o prealabild
solubilizare a complexului lipo-proteic din structura membranei. In pri-
mul caz, fragmentele de membrand se veziculizeaz¥, iar centrul activ
devine inacoesibil pentru substrat gi activatori. Omogenizarea tesutu-
lui in medii hipotonice sau in prezenta unor detergen{i determini o
cregtere a activitd{il enzimatice de citeva ori.

In cazul in care se izoleaz¥d enzima din membran#, se folo-
sesc pentru solubilizare o serie de detergenti (deoxicolat de Na, tri-
ton X~loo, digitonind, lubrol, dodecilsulfat de Na). In concentrafii
mari unii detergent{i inactiveazd enzima, dar detergen{ii neionici afec=-
teazd putin activitatea ATP-azei. Prin utilizarea detergentilor, acti-
vitatea specificd a enzimel in extractele proteice totale cregte foarte
mult. Astfel, enzima din fesutul renal de la iepure prezintd o activi-
tate specificd de 12 oril mai mare prin solubilizare du detergent, in
ocomparatiie cu ATP-aza extrasd férd ajutorul detergentilor (Jorgensen
81 Bkou; 1971; Philippot gi Anthier, 1973).

Purificarea Na’, K*-ATP-azei din extractele proteice totale
ge face prin metode obignuiter crcmatografie sau gelfiltrare pe sefadex,
asaroz!; sefaroz¥, oarboximetilceluloz#d (Uesugi si c0l.1971). Un prepa-
rat foarte purificat de Na*, K*-ATP-az& a fost obyinut din glanda rec=-
tald de la rechin de célure Hokin i col. (1973). Obmervat la micresco-
pul electronic, acest preparat a identificat vezicule membranare cu un
diametru de 8o .

Spe citat t o In lipsa cationilor monovalenfl

Na*, E*~ATP-aza nu hidrolizeazi ATP, Ad#ugarea ionilor de K* fn mediul
de reacfie ce confine llg++ gi Na*, provoacd o cregtere deosebiti a ac-
tivitdtii enzimatice. Ionii de k* pot fi substituifi cu alfi cationi
monovalenti, dar capacitatea lor de activare a enzimel este deosebiti,
in functie de sursa enzimatici si natura ionului. In ultimul caz, 8-8
desoris o scard de eficacitate a ionilor, si anume: Rb* :>NH47705 >11*.
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Dependenta activitdtii ATP-azel de concentratia ionilor a
fost apreciat¥ prin cantitatea de Na' din mediul de incubatie. Cu oit
este mal mare concentratia ioni-

e lor de Na' in mediul de incubatie
;4‘ e cu atit este necesard o concentra-
3 tie mai mare de ioni de K* pentru
§ . e S a obtine valori catalitice maxi-
& male (figura 73).

, “i”:\Y\éfL‘A Wi Ionii de Na' activeazd
¢ 20 w0 60 & 100 120 Na", K*~ATP-aza numal de pe fata

(K*), mm
citoplasmaticd a membranei celu=—

lare i nu pot fi inlocuiti cu
...
Fige73. Dependenta activitd{ii Na nici un cation anorganic sau or-

K -ATP-azei di b =4
cd a oeizlel ngu::ﬁaisn;cpigggac%n ganic (Skou,1971; Rossi si col.
functie de concentrafia cationi = 1978) . Cregterea concentratiel

égiczgggzeigggiionllor de sodiur 1 Fa® in mediul extracelular nu ac-
~40 mM; 2 -~ 20 mM; 3 -~ lo mM; e tiveazd enzima legatd de membra~

0,3 mMy 5 ~ fird sodiu. nd gi nici nu favorizeazd elibe-
rarea ionului de K¥ de pe situsul de legare al moleculei. S-a ajuns la

concluzia cd situsul de gctivare al enzimei pentru ionii de Na* se afld
pe fafa internd a membranei, iar situsul pentru l*, pe fata externd a
membranei celulare.

Studiindu-se dependenfa activitd{ii enzimatice in functie de
concentratia ionilor de K*, s-a constatat c& in prezenta unor concentra-
il scézute a acestul ion, ATP-aza descrie o curbid cineticd sub formd
de hiperbold. Prin cregterea concentratiei ilonilor de K*. activitatea
enzimel descrie o curbd de tip sigmoidal. Rezultate similare s-au ob-
tinut si prin studierea dependentel activitigii Na*. K*-ATP-azei de con-
centratia ionilor de Na* (Robinson 1974) . Aceste observafii au consti-
tuit unul din argumentele sugerdrii naturii alosterice a moleculeil enzi=-
matice. O serie de factori desensibilizany§i (temperatura crescutd) sau
tratarea preparatelor enzimatice cu uree, duc la disparitia interacfl-
ilor cooperative ale cationilor monovalenf{i cu Na’, K*-ATP-aza .

Deoarece situsurile de fixare pentru lonii de Na* 38 K* se
afld pe fefe deoseblte ale membranei, gi datoritd faptului c§ ureea dis~
truge structura cuaternard a enzimei, s-a apreciat cid Na’, K'=ATP-aza
este o moleculd globular#d, ce ocupd intreaga grosime a membranel plas-

matice (Skou, 1975,.
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Importanta struoturii membranei. Activitatea Na*, K*-ATP=

azel din multe tipuri de celule este puternioc influentatd de tranzitia
de faz¥ a fosfolipidelor din membrane (Gache si 601.,1976)+ Cind lipi-
dele din membrand se afl¥ in stare fluidi, energia de activare a enzimei
este cu 50% mal micd, in comparatie cu ATP-aza dintr-o membrani in
stare cristalind. Starea liplidelor din membran# controleaz vi-
teza maximald de hidroliz¥ a substratului. Tranzitiile de fazi ale mem-
branei afecteazd propriet&tile de recunoagtere pentru substrate., .In
schimb, modific#érile de faz¥ ale membranei nu afecteazi situsurile de
legare pentru cationi. Starea lichid¥ a membranei facliliteazi mobilita-
tea ATP-azel in structur#d, ce asigurs o activitate mai mare enzimei
(Grisham i Barnett, 1973).

Prin compararea unor parametri cinetici ai ATP-azei (Km)
in funotie de concentratia cationilor, temperaturd gi influenta glico-
zidelor, s-~a constatat céd enzima prezintd proprietdti similare, indepen~
dent de natura enzimei, solubild sau fixa$d de membrand (Hokin gi col,
1973; Skou,1974).

Pe de alti parte, natura lipidelor din membran# partiocip¥
in func{ionarea si organizarea Na*, K*-ATP-azei. Majoritatea autorilor
apreciazd c# efectul activator asupra enzimei 1l au fosfolipidele acide,
din care cel mai important este fosfatidilserina. Mecanismul molecular
al acestel dependente a enzimel de fosfolipide nu este cunoscut. Se
presupune c¥d fosfolipidele creazd in primul rind un micromediu hidrofob
necesar func{iei enzimatice. Studii pe preparate purificate au ardtat
céd enzima formeazd cu lipidele un strat bimolecular, constitufia stratue=
lui intern filind mai fluidd (8imkins gi Hokin, 1973).

Organizarea moleculard. Na*, K*-ATP-aza obyinut¥ din diverse
membrane celulare, prezintd greutdfl moleculare variabile. Probabil,
preparatele enzimatice aveau omogenitéyi wvariabile, degi nu este exclusd
nioi poaibilitatea existentei unor enzime deocaebite din punot de vedere
structural in diferite f{esuturi. Preparatele inalt purificate eviden =
tiazd pe gel de poliacrilamid¥ doud frac{il polipeptidice: o polipep-
tid4 mare, cu gr.mol. de aproximativ looc.coo i o polipeptidd cu gr.
mol. de aproximativ 35.000. Aceasta din urmd este de fapt o glicopro -
teind ce conyine 13% oligoglucide. Cele doud polipeptide au fost iden-
tificate in raporturi stoichiometrice variabile de 1l:l, 2:1 $i 112
(Kyte, 1972,1975; Jorgensen, 1974; Peronne gi col., 1975). Totusi, ob-
servatille experimentale de legare incrucigatd a celor doud peptide,
sugereazd cd ele se afld in strinsd asociere gi solubilizareacu triton
a membranei le elibereaz¥ impreund (Clarke, 1975).
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Polipeptidul mare este purtdtor al unul situs acceptor al
grupdril ortofosfat. Studii cu diciclohexilcarbodiimid i ATP marcat,
au stabilit in centrul acceptor un tripeptid (Tre-Asp-Liz); ortofosfa-
tul radioactiv se fixeazd de gruparsa carboxilicd a acidulul aspartic
(Post i Kume, 1973). Pe acelagl lany se afld sl situsurile pentru
uabaind gi ATP, Polipeptidul cu gr.mol.micd este o glicoproteind bogatd
in aminoacizi hidrofobi, iar ca oligoglucide cuprinde: glucozamini,ga-
lactozamind, glucozd, manozd, fructozd gi acid sialic (Hokin gi col.
1973; Jorgensen, 1977). Rolul acestul polipeptid in organizarea Na‘,
K*~ATP-azei nu este elucidat. Se presupune cid el arasigura hidrofobi-
citatea centrului catalitic al enzimei §i ar contribui la orientarea
moleculei in membrana plasmaticd. Datele experimentale sint unanime pri-
vind topografia enzimei, care ocupd intreg stratul bimolecular lipidic
al membranei. Deguchi gi col. (1977) folosind mal multe tehnici de mi-
croscople electronicd, demonstreazd existenfa enzimei purificate sub
formi de vezicule membranare cu o distribufie dimeric#d a particulelor.

Etapele catalizate de N§+, K*-ATP-azd. Transportul cationi-
lor monovalen{i prin membranele plasmatice a constituit obiectul a nu-
meroase discutii cu privire la organizarea moleculard a sistemului si
a etapelor catalizate de ~itre enzimi. Na*, KY-ATP-aza reprezintd un
sistem enzimatic de transport in care enzima se fosforileazd gi se de-
fosforileazd ciclic. O schemd simplificatd a acestui proces este redatd
in figura 74 (dupid BEpstein, 1975). In aceastid reprezentare, se presupune

Pl atp 2kt M ADP
4 £,47pL4 Ny E(~P
4 1 A A,

OLIGOMICINA

%{ | 52-p/?///

UABAINA

Fig.74. Principalele etape catalizate de citre Na*,
K*-ATP-~aza din membrana plasmaticd (expli=
cafia in text).
c& engima igi modificd conformafia in membrand. Pozitia deosebitd a in-
termediarilor sugereazd existenta unor schimbari in afinitatea pentru
substrat a enzimei, precum gi modificiri in accesibilitatea situsurilor

de fixare pentru cationi pe cele doud fete ale membranei.

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



184

In prima etap& are loc formarea fosfoenzimei (E ~}), inA
prezenta ionilor de Na* §1 pe seama ATP ca donor de grupare ortofosfat.
Aceastd etapd se desfdgoard pe fafta citoplasmaticd a membranei, este
reversibil¥ gi necesit# prezenta complexului ATP-Hg**. Reversibilita-
tea acestel etape a fost demonstrat¥ cu ajutorul unor inhibitori speci-
fiei. In acest caz, are loc numai un schimb de ATP-ADP, dependent de
ionii de Na*. _

In etapa a doua, fosfoenzima suferd o modificare de confor-
matie (de obicei ireversibild), ce duce la formarea unui alt interme-
diar simbolizat prin Ez-P. Aceastd etapd este inhibatid selectiv de o=
ligomicind gi N-etilmaleimid&. In prezenta ionilor de K+, fosfoenzima
elibereazd in mediu ionii de Na‘.

In etapa a 3-a, ionii de k* (sau alfi cationi monovalenti),
8e fixeaz# de complexul ATP-azic gi prin godificarea conformafjiel en-
zimatice, situsurile cationice se expun pe fata internd a membranei.
In paralel, are loc si eliberarea ortofosfatului, astfel cd enzima a~
pare sub forma complexului EZ'KZ‘ ATP functioneazd ca modulator pentru
eliberarea ionilor de K¥ din complexul enzimatic, formindu-se interme-
diarul El-ATP. Existd o serie de dovezi ce sugereaz# c# formarea com-
plexului E,-ATP are loc in lipsa lonilor de Na‘ (Post si col., 1972).
Glicozidele cardiace inhibd activitatea Na',K*-ATP-azei prin formarea
cu enzima a unui complex stabil (Skou, 1973). Experimental s-a dovedit
c¥ uabaina (strofantina G) se fixeaz# numai de complexul E2-P. Adausul
de uabainid pe fata externd a membranei determind o inhibitie a trans-
portului cationilor prin membrane, in timp ce prezenta sa in mediul
intracelular nu afecteazd procesul de transport activ al lonilor (fi-

gura 75).

Flge79e Structura chlmicHd a uabalnel
(simplificatd), inhibitor
specific al Nat, K*-ATP-azel
din membrana plasmabicé
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Dup¥ cum se poate comstata din schemli, prime etapdi (fosfo-
kinasiol) si ultima etapd (fosfataziocll) a sistemului Na®, K'-ATP-asei
se desfigoard pe fata citoplesmaticd a membramei celulare, lar orto-
fosfatul se elibereazd in interiorul celulei, Cele doul forme prinei-
pale ale enzimel (II-P sl l;_,n?). corespund cu doul conformaefii deocse-
bite ale proteinei, ce fiweazd pelectiv ionii de Na* ot X*,

Schema ilustreazd de asemenea, cd toate etapéele procesu-
lui de tramsport dintr-o celuld normsld sint reversibile, De aceea
apare loglie ci se considere posibilitatea reversibilitiigii fumefiet
enzimatice in enumite condifii, Intr-e serie de lucriri, s<a dovedit
experimental cspacitatea de funojionare In sens invers a pompei de Na',
Procesul se desfigoard in sensul gredientului de concentrajie gi este
insotit de sinteza ATP. Cercetiirile lui Post si col. (1974), Taniguchi
gl Post (1975) au arditat oc¥ in oondifiile unmel conmcentrajii meri de
Na* (pink la 1 M), enzima poste tramsporta ortofosfatul pe ADP, ou for-
mare de ATP, De asemenea, Rasker (1976) sduce 6 serie fe argumente in
favoarea reversibilitijii sistemelor ATP-szice, prin studii compara-
tive pe preparate purificate (Na®, K*~ATP-gsa gi Ca°'=ATPeasa), Auto-
rul a sugerst §i modelele moleculare a activitidjii enmszimelor fn mem-
brane. Existd insi unele indoliell asupra amcestul proces, mei ales in
o® privegte sursa de emergle i maniera de activere a ortofosfatului,

; In afara acestor etape principale, sistemul ATP-asic din

membranele plasmatioe prezintd umele aspecte particulare; care nu pot
constitui oblectul unmei discufii, dar trebulesc amintite. Astfel, 1la
eritrocite gi alte tipuri de celule, s-a descris un Sransport trans-
membranar intre lonii de Na' (Na*<Wa*), in medii In carve lipsesc iomii
de K*. Acest transport encimatiec este sensibil la oligomiovind ¢i ne-
cesitd prezenta ATP (degi nu are loc o plerdere netl de emergie)
(Glynn gi Hoffman, 1971). De asemensa, in unele membrame s<e identi-
ficat gi un transport transmembramar intre iomnil de K* (X*E") efma
nu existd ioni de Na® fn celull (Simems, 197%). Bi scest proces este
senaibil la oligomicind,

Ensima din membrane ¢it i preparatele purificate sint ce=-
pabile s hidrolizese §i o serie de esteri fosforilatl, proces oe este
aotivat de olitre ionii de K* (acetilfosfat, p-nitrofenilfeosfat, ocarba-
milfosfat, umbeliferonfosfat). Hidroliza acestor substrate duce le fos-
forilarea membranei. Cu alte ouvinte, existd o activitate fosfatasiecd
dependentd de ionii de K*, care probabil face parte din complexul Na',
K*-ATP-asei (Robinson, 1971). O serie de agenyi lipofili (dimetilsul-
foxid) exeroitd actiuni diferemyiate asupre aotivitijii foefatasel *
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dependente gi Na', K*-ATP-azei., Astfel, dimetilsulfoxidul inhib¥ ATP=
aza §i activeazdl foafataza. Pe baza unor date de cineticd enzimatiol
s-a gugerat ol dimetilsulfoxidul inhibd etapa de vrmloeayle a 8is~
temului ATP-azic din membrani.

Degi in literatura de specialitate se cunosc peste 3000 de
luerdri referitoare la Na', K*-ATP-azi, existd incd multe neclaritidiyi
in ce privegte selectivitatea ilonicd a centrilor activi gi mecanismul
molecular al aoctivitdfii sistemului enzimatic. Intr-o lucrare recentdl -
Repke (1977), enalizind datele din literaturd, sugereasd od sistemul
ATP-asic din membrana plasmaticd realizeas# o func{ie de transport a
ocationilor monovalen{i printr-un mecanism lonoforiec.

Particularitdatea transportului activ al cationilor prin
membranele plasmatice constd in stoichiometria procesului, ce apare
foarte similar la multe tipuri de celule. Acest raport este definit
prin urmiitoarea relatie (vezi figura 76)t

ATP ¢ Ra* 1+ k¥ =113 2

Fig.76. Stolchiometria pompel de
Na din mubnneg ples -
matice,

brame artificisle. Un mijloc ingenios de studiere a Na*, K*-ATP-azei
l-a constituit refaverea ustu'olar de traunsport activ al ocationilor
prin inglobarea preparetelor enzimatice purificate in membrane artifi-
ciale. Degl participarea enzimei in tramsportul cationilor monovalentl
este un fapt bine stabilit, au rdmas nerezolvate o serie de aspecte:

a) mecanismul moleculay al procesului de translocatie; b) dacd complemul
ATP-azic din membrand este o entitate sau reprezintd o parte dintr-un
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sistem mal complexj o) posibilitatea reversibilitéfii procesului, a-
dick in oe condifii sistemul ensimatic poate sintetiza ATP pe bazra unui
gradient ionicy d) dacld fosforilarea proteinei enzimatice este o etapll
realdl sau un artefact experimental.

Refacerea funcfiei enzimatice de transport activ a fost
obinutd cu numerocase prepaerate, purificate din diverse fesuburit din
glanda rectald a rechinului (Rhee si col.1974); din f{esutul renal
(8oo0d i 001.1972)3 din ereierul iepurilor (Chipperfild gi Whittam,
1973), eto. BSpayiul nu ne permite sd discutlim particularitiylle ensi-
melor din membransle artificiale. Intr-o formulare generald se poate
aprecia insd of Na', K*-ATP-aza inglobat¥ in membrane lipidice artifie
oiale presintd multe analogii ocu enzima din membranele native. O dis=-
oufie largl asupra acestul aspect este oferitéde Racker (1976). B=a a-
preciat od translocatia Na', este electrogenlicld pe vesioule reflcute.
Dintre lipidele folosite pentru alclituirea lipozomilor, fosfatidile-
tanolamina a constituit fosfolipidul care a determinat cel mai eficient
$ransport activ de Na*,

Reglej. Na*, K*-ATP-aza din membrana plesmaticd & unor ti-
puri de celule se supune unl reglaj complex. In mod deosebit a foat des=
orisd influenya regulatoare a acetilcolinei. Independent de nivelul ra-
porturilor oationice (Na* gi K%), acetilcolina inhibi enzima. B-a cons-
tatat od efectul inhibitor al acetilscolinei nu este total gl este va«
riabil fn funotie de tipul celular, Faptul ci Na®, K*-ATP-aza din mem=
branele celulelor neexcitabile (ficat, eritrooite) nu eate sensibill
la acetiloolinéi, susfine p!rorea speoitloitltli sale de acfiune
(Tkaoiuk gi 001.1975).

Be apreciazd ol 1nh1bi§1a ATP=-azei sub influenya acetiloo=
linei determind o modificare a pragului de excitabilitate a celulei
musculare gi stimuleasz¥d fluxurile ionice, in urme excitatiei. Denerva«
rea provoacl o oregtere a sensibilitdtii celulei musculare fatl de a=
tetilcolind, Dimpotrivd, in sinapsele inhibitorii, acetileolins miregte
hiperpolarizarea, gl probabil transportul activ electrogenic,.

Bartioularitdyile transportului prin celulele epiteliale.

Celulele epitelisle separd spafil ou compozifii icnice
deosebdite gi prin procese de transport transepiteliale, stabilese si
menfin o distribufie asimetricdl a concentrafiei ionilor. De asemenea,
oelulele epltelisle (intestinale gi a tubulilor renali proximali)sint
specializate in resbsorbfia a numercase substante, electroliyi gi ne=
eleotroliti., In membranele plasmatice ale acestor celule a-au desvolw
tat procese de transport deosebite gi diversificate pentru arii dife-
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rite ale membranei (membrana luminald sau mucoas#, membrsna contralu-
minald sau seroas# gl membranele laterale). In membrana plasmaticd a
celulelor epiteliale s—au descris mal multe sisteme de transport, 9l
anumet sisteme de cotransport (simport) a moleculelor organice impre=~
und ocu ionii de Na*, difuzie facilitat¥ de schimb intre ionii de Na*
gi H*, Na*, K*-ATP-aza, transportori proteicl specifici.

Observatiile asupra unel distributil polarizate a siste-=
melor de transport au fost sustinute de studiul proprietédtilor de trans-
port pe vezicule de membrane plasmatice, izolate de pe fafa luminaldll
(ou bordurd in perie), de pe fata contraluminald gi fata laterald a
celulelor epiteliale (Murer i c0l.1974; Kinne gi 00l.1975). Murer i
Kinne (1977) studiind transportul prin vezicule de membranid din intes-
tinul de gobolan, au constatat c#d transportul D=glucozei gi al I-valie
nel in vezicule preparate din membrana luminall este stimulat de um
gradient de Na*. Dimpotrivd, transportul aceloragi substmnte in vesziw
cule din membrana serocasd este insemsibll fatd de prezenfa ionilor de
Wa*. Cele doud tipurl de vezicule au specifioitdijl deocsebite pentru
substrat gi inhibitori. Astfel, transportul D-glucozel prin vezicule
din membrane contraluminald este inhibat de D-manoz¥ gi 2-deoxi «D=
glucozd, si este mal sensibil la citochalasind B (Hopfer si 001.1979%).

In schimb, transportul D-glucozei prin membrana luminald
este inhibat de florizind. In mod similar, transportul fosfatului prin
membranele luminale este stimulat mail puternic de odtre ionii de l-’,
decit la nivelul membranelor contraluminale.

Cotransportul Na® fmpreund ocu neeleotrolifi este un proe
ces glectrogenic, afardi de cazul in care este ocuplat stolchiometric ou
deplasarea unui anion fn aceeagl directie, sau a unul cation in sens
opus. Cotransportul ionilor de Na' impreundi ou anionii este elsotro=
neutru, deoarece sarcina pozitivd a ionilor de sodiu ocompenseasidl mare
cina negativd a anionului fosfat (figura 77).

Conform ecuatieit

aC
N opet . pr —J8_ , op &f
A C Na*

forta de conducere prin membranid ( AP Na*) se compuni! din doud compo=
nente; una se referd la diferenta de concentratie ahimiod a Na*

( 4xe*) impdrtit¥ la concentrafia medie a Na*( CNn*)s a doua compo-
nentd se referd la diferenta de potential electrio (c“f).
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Contribufia relativéd a celor doudé componente oe descriu
potentialul electrockimic, apare deosebitd in functie de incircarea
electrieldl a substantei cotransportate. Dacd are loc un transfer de

at ) int ext ; inf ext | mt
! A L-glanna D-glucose
xNg* Mt o'
A B

¢

Fig.77. Influenta potentialului de membran#
electrochimic asupra transpostului
unor substante, dependent de ionii
de Nat*, prin membrana plasmaticd a
celulelor epiteliale intestinale.
A) sinportul ionilor de Na* si al
ortofosfatului (PX=) din mediul ex-
tracelular in interiorul celulei -
grooon electroneutru, &
) sinportul ionilor de Na zi al
aminoacizilor in celula epiteliald
intestinald - proces electrogenisc.
C) sinportul ionilor de Na* gi al
gluoosol in celula epiteliald in-
estinald - proces electrogenic,
sarcini (simport glucosd + Na'), atit gradientul chimio cit gi poten—
tialul electric influenteazd viteza de transport prin membrand. Dacl
transportul este electroneutru, factorul principal al vitesei de trans-
port il represzintd numai gradientul de oconcentratie. Ca urmare, inter-
actia dintre procesul de cotransport electroneutru cu alte procese de
transport dependente de la*. localizate in aceeagi membrandi, va fi me-
diatd pe oalea modificdrii diferentei de concentratie a ionllor de Na*
pe sele doudl fete ale membranei, in timp ce interdependenfa dintre
procesele de tramsport electrogenice va fi mediatd de diferenta de
poten¥ial electrochimic luat in ansamblu.

Aceste interdependente sint clar exprimate de membrana plas-
matioll a celulelor epiteliale (segmentul luminsl). In condifiile In
care gradientul de concentratie chimic al ionilor de Na* pe cele doud
fete ale membranei este anulat, fluxurile transmembranare electrogenice
pentru alanind si glucozd interferdi., Acest lucru se explicid prin fap=-
tul c# alanina determind o intrare electrogenicd a ionilor de Na* in
celuld, induce un potenyial de membranid, care inhib& intrarea glucozei
prin sistemul propriu de transport. Dacd generarea acestui potenyial
de membrand este anulat (adaus de nonactind), are loc o rapidd reechi-
librare a Na' pe cele doud fefe ale membranei gi influen{a inhibitoare
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a alaninei asupra procesului de transport al glucozel dispare. 0 do=
vadd suplimentard s-a obtinut gi prin experiente cu valinomicind in
prezenta ionilor de K*. Deplasarea compensatorie de sarcini din ve-
zicule in afard prin intermediul complexului valinomicin¥-K*, neutra-
lizeaz¥ generarea potentialului de membrané determinat de deplsarea lo-
nului de Na* la interior.

La nivelul membranelor plasmatice a celulelor epiteliale
s-au descris gi interrelatil intre sistemele de ©COtrasport dependente
de Na* gl permeabilitatea membranelor pentrulionii de Na*.

Deplasarea ionilor de Nat prin membrana celulard luminall
este descrisica o difuzie de schimb prin intermediul protonului (schimb
@lectroneutru). Acest sistem a fost identificat in membranele luminale
ale celulelor epiteliale intestinale gi renale (Murer gi ¢0l.1976),
prin mésurarea acidifierii mediului de incubatie in cursul influxului
de Na*.

Toate aceste date experimentale au demonstrat cd in mem-
branele luminale ale celulelor epiteliale se gdsesc sisteme de cotrans=
port pentru glucoz¥, aminoacizi gi ortofosfat, in timp ce sistemele de
transport independente de Na’. sint concentrate in membranele contraw
luminale ale aceloragi celule. Sistemele de cotransport ce asigurld
acumularea intracelulars a unor substanfe sint controlate de prezenia
unor mecanisme de schimb electroneutre intre ionii de Na'/H* din aceagi
regiune de membran#. Nivelul concentratiel ionilor de Na* in celuld
este reglat de activitatea Na*, K*-ATP-azel localizate mai ales in mom=
brana laterald a celulei epiteliale, Enzima asigur¥ un nivel sclzut al
concentratiel lonilor de Na* in celuld, dependent de metabolismul ener-
getic celular, O prezentare schematic¥ a proceselor de transport prin
membranele celulei epiteliale intestinale este redatd in figura 78,

Moocaniomole de transport prin membraneole plasmatiloe ale
celulelor epiteliale (mai sles intestinale gi renals) nu sint prea
bine elucidate, din cauza particularitifilor structurale gi funcfio-
nale ale lor. O analiz¥ detailat¥d a fost fécutd de cHtre Sackbtor (1977).
Date suplimentare s-au obtinut cu o serie de anioni lipofili (N0; sl
SCN™). In prezenta acestor s¥ruri, viteza de transport a D-glucozel
este mai mare decit cu NaCl. Ambii anionl strdbat membranele plasmatice
sub formd incircatd la pH neutru gi stimuleaz# transportul Na* mai
mult decit ionii de Cl”. Daci sistemul de transport al D-glucozei de-
pendent de Na' este electrogenic, difuzia anionilor in celule va in=
fluenta viteza procesului de transport. In cazul celulelor epiteliale
ale tubulilor proximali de la iepure, ionii de C1” sint de % ori mal
permeabili decit cei de Na*, vor intra mai repede in oceluld si permit
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desvoltarea unui potential electrochimic (Schafer gi 60l.1974). In mod
shalog, anionii de l0; gl SCN~, care sint mai permeabili deci® C1” vor

dhcid Nt e P e 5
i 4 ® 'f

.t
! acke” Ache®

Pig.78. Represzentarea schematicd a ¢ ortu-
lul de electrolif{i gi neelectroliti ,
prin diverse regiunl ale membranei
lasmatice a celulei ogltollnlo intes-
inale (dupd Murer gi Kinne, 1977) .Ex-
plicatia in text.

facilite desvoltarea unui potential eleoctrochimic. De altfel Murer si
Hopger (1974) au dovedit experimental cidi transportul D-glucosei prin
membranele luminale inteatinale cregte mai mult {n presenta NeSCN in
comparatie ou NaCl.

Experimental s-a dovedit de asemenea, cd siirurile de Na a
ocliiror translocatie prin membrane este electroneutrd (escetat, bicarbo-
nat), sau cele care prinm intrare disociasli pentru a elibera protoni
(fosfat), nu intrefin un transport de D-glucosdd (Beck gl Sacktor,1975).
Acest luoru sugereaszli cd numai ionii care plitrund fn celuld gi generea-
sl un potential electrochimic negativ la interior sint capabili sd sus-
tind un transport facilitat al D-glucosei dependent de Na*. De alt-
fel, cercetiirile cu ajutorul ionoforilor sus{in aceastd pirere. Valino-
micina, ce mediassd un transport electrogenic al K’. sustine transpor-
tul faoilitet al D-glucosei dependent de Na*. Dimpotrivi, nigericina
ce mediasd un transport electroneutru de sohimd (Na*-X%) nu are nieci
o influen{di asupra procesului. De asemenea, captarea D-glucoszei depen-
dente de Na* este inhibatid de oditre ionoforii ce permit sodiului si
treacd prin alte canale, fie electrogenic (gramicidina), sau electro-
neutru (nigericina). De subliniat faptul c& ionoforii nu afecteazd pro-
prietitile nespecifice ale permeabilititii membranelor gi nici abilita-
tea lor de s disorimina D-glucosa de L-glucozd (Hopfer, 1975).
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Hopfer (1975) a aritat c# transportul D-glucozel dependent
de gredientul de Na' este mal mare in membranele luminale intestinale
de la gobolan cu diebet aloxanic, in comparafie cu animalele normale.
Autorul sugereazd o deosebirile me datoresc capacitlfii mai mari a
meubranelor animalelor cu diabet de a fntrefine un gradient electro-
chimic, flrd s afecteme natures transportorului glucozei.

W Sistemul de transport al D-glucozei de-
pendent de Na" din membranele celulelor epiteliale prezinti o mare
specificitate. Majoritatea glucidelor testate (L-glucozd, D-manozi,
D<fucos¥, g.a.), nu afecteazd transportul D-glucozei. Dimpotrivi, sis-
temul de traneport al D-glucozei independent de sodiu nu are specifi-
eitate gl este inhibat de glucide (excepfie L-glucozd). Pentru mem-
branele epiteliale, s-a constatat o competitie intre D~glucozld gi
D-gclntoﬂ, -c@ea ce presupune od transportorul prezintd situsuri re-
eeptoare allum pentru aceste glucide. Membranele luminale ale ce=
lulelor epiteliale intestinale prezintd un sistem de transport,dis -
tinot pentru D~fucosd. Acest sistem nu este afeotat de Na', florismini,
D«glucogd, D-galactozdi. Cu alte cuvinte, in membranele plasmatice ale
diverselor tipuri de celule gl in functie de specie se desoriu sisteme

de transport particulare.
Reglajul hormonal. Mecanismele de transport prin membranele

plasmatice sle celulelor epiteliale sint reglate de cdtre o serie de
hormoni. Mecenismele hormonale sint complexe, pufin elucidate gi deo~
gebite in funofie de numerogi factori. Sub aspect general se poate
preociza o, o serie de hormoni (ozlcitonina, vasopresina, catecolami-
nele), .e oliror achiune la nivelul celular interferd cu AMP , afecteasd
de ssemenea bYranaportul fosfatulul, caloliului, Na* s glueldolor g1l amino-
aclizilor. Membranele latero-basale prezintd receptori specificl pentru
hormoni gi sisteme adenilatciclazice sensibile la actiunea hormonilors
in cazul membranelor luminale, prezemfa receptorilor hormonali este

wali pujin evidentd, Totusi, sl la nivelul lor s-au descris situsuri de
fivare a ‘pc' presum gi proteinkinsze capabile sl fosforilese proteins-
1e din membrenme (Backtor, gi 601.1976). In plus, s-a dovedit ol vaso-
presina induoce modifiocldiri ale permeabilitdtii celulslor epiteliale ale
vesiclii de broased, prin modificarea capacitéfii de fosforilare a pro-
teinelor din membrane (Walton gi 001.1975). Probabil ci astfel de mesa~
nisme de sontrol sint operante gi pentru reglajul permeabilitdfili mem-
branelor plasmatice ale celulslor epiteliale (Sacktor, 1977).

Meganismele de control, Apare neindoelnic od mecenismele
funcfionale gi energetice implicate in transportul neelectrolifilor

prin membrane nu poate fi apreciat numai pe baza unui singur factor.
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Probabil c# in diversele tipurl de celule, modalit#dtile de susf{inere
ale proceselor de transport ale substantelor organice sint operante
in grade deosebite, in functie de mijloacele energetice disponibile gi
mecanismele de control pe care celula le are la dispozifie. In membra-
na plasmatic¥ a aceleiegi celule pot coexista mai multe sisteme de trans-
port, care coopereazd intre ele sau se exprimd separat gl variabil.
Totugi, nu arareori, s-au fdcut generalizlri ce au dus la enunfarea
unor teorii, a cdror succintd# prezentare nu este lipsitd de interes.
Una din teorii considerd cd energla necesard intrefinerii
activitiyii de transport a substantelor organice impotriva gradientului
de concentratie este obfinutd din energia gradientului ionic celular.
In acest caz, gradientul ionic este schimbat cu un gradient de neelec-
troliti, fér3d chletuiald directdd de energie chimicd. Cel mal adesea
acest transport a fost numit transport cuplat eu ionii de Na*. Iuind
in considerare faptul cd diferenf{a de concentratie a Na* este de lo
ori mai mare in mediul extracelular, cit i stoichiometria - procesului
se poate aprecia c# substratul poate fi concentrat in celuld de lo ori.
Omiterea sau inlocuirea ionului de Na* ocu alfi ioni, duce
la abolirea transportului glucozei prin membran#, De exemplu, Casaky
(1966) a demonstrat cd transportul transepitelial al 3-O-metilglucozei
este complet inhibat in intestinul de broascd, dacd Na' de pe fata
mucoasd este inlocuit ocu Ll’, lg**, Selle
S-a pus intrebarea, de ce se utilizeazd preferen{ial pompa
de Na* fn locul celei de H*, in membranele plasmatice ale celulelor
animale (Skulacev, 1972). Un aspect s-a referit la evolu{ia mecanisme-
lor de transport prin membrane. Membranele plasmatice ale eucariotelor
nu au componente respiratorii gi de aceea, gradientul de H* mu apare
necesar. In plus, sodiul este cel mai comun cation din mediu, capaci-
tatea de tamponare a Nat este 8labd, ceea ce a facilitat formarea gra-
dientului. Totusi, aprecierea gradientului de Na* ca unica sursi ener-
geticd a transportului de neelectroliti prin membrana plasmaticd nu
este unanim acceptatd din numercase motive: 1) O serie de inhibitori
reduc acumularea substratelor in celule, flrd sd afecteze apreciabil
gradientul de Na' (Eddy, 1968). 2) Inversarea gradientulul de Na* ce-
lular, nu este inso{it¥ de un eflux de substrat (Kimmich, 1970, 1973).
A doua ipotezd considerd od membrana plasmaticd transduce
energlia chmicd, Cu alte cuvinte, energia obtinutd prin hidroliza sub-
stratului macroergic este acumulatd sub forma unui intermediar energi-
zant (component al membranei), care in condi{ii adecvate fiziologice,
constituie forta de conducere a transportului neelectrolitilor in ce=
lule (Schultz gi Curran, 19703 Kimmich, 1973).

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



194

Kimmich (1973) considerd cd limitarea energlel celulare
poate reprezenta un factor important al transportulul de nmelectrolijt
prin membrana epiteliald, pufin dependent de midrimea gradientulul de
Na'. Pentru a lua in considerare relafiile dintre transportul de Na®
$l transportul unor molecule organice dependente de Na' s-a sugerab
¢d intermediarii energlzanfi (EI-P 3 Ba-P) descrigi pentru sistemul
ATP-asic, pot servi ca mijloc de cuplare a celor doud sisteme de trans-
port. Energia din cadrul intermediarului 32~P legat de membranid, este
transferatd unor componente de membranid (X, Y, Z), si apol utilisati
prefereng§ial pentru o serie de transporturl active speocifice. Proce-
sul de transport eate Na* dependent, deoarece intermediarul energisant
pentru activarea transportului nu este generat im absenta sodiului.
Ionii de K* canaliseasd energia poten§{iall accesibilll pentru transpor-
tul moleculelor organice (BZ-P), spre sistemul de transport al catie-
nilor monovalenti.

Atreia ipoteszsd susf{ine ¢cd gradientul ionic transmembranar
poate realisa un transport elecotrogenic, determinat de mirimea diferen-
tei de potential electric pe cele doud fef{e ale membranei plasmatioce.
Argumentele experimentale au fost presentate anterior. Voi face numai
o singurd preoisare experimeitaldl suplimentardi. Addugarea substratelor
transportabile la preparatele intestinale, provoaocd o socddere transi-
torie a diferentel de potential eleotric de pe faja muccasid a celulei
epiteliale. Acest lucru sugereasidi cdl transportul neelectrolifjilor este
in parte electrogenic si tinde sd descarce potentialul de membranidl.
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13, GENETICA TRANSPORTULUI PRIN MEMBRANELE PLASMATICE

0 discujlie asupra interrelafiilor dintre informatia celu-
lard i sistemele de transport ale membranelor este extrem de utili,
dar limitatd din causa complexit¥{ii fenomenului. Pentru celula euca-
riotd, datele experimentale sint restrinse gi pot fi ahalizate prin
prisma mecanismelor de control neuro-hormonal. In schimb, bacteriile
au oferit modele experimentale adecvate ce au permis descifrarea unor
aspecte funcyionale referitoare la controlul aparatulul genetic asupra
permeabilitdyii celulare. Discufia noastrd va fi concentratd assupra
studiilor efectuate la bacterii.

Membranele plasmatice ale bacteriilor prezintd sisteme de
transport specifice pentru glucide, aminoacizi, sulfat{i, fosfatl, es-
teri fosforiol, nucleotide, etc. Chiar gi pertru un singur aminoacid,
unele bacteril posedd in membrand cel pufin douldl sisteme de transport.
Capacitatea de a sintetiza un sistem specific de transport membranar
este redusd in condif{ii normale, dar poate fi activatiprin expunerea
celulelor in medii bogate in substratul respectiv. De exemplu, culti-
varea unor bacterii pe medii ou giucozdi, anuleaz¥ capacitatea lor de a
folosi citratul exogen, desi il pot metabolige in celuld, In cazul in
care bacteriile au oca uniocd surséd energeticd citratul, ele se adapteaszd
noilor condifii gi vor induce activitatea sistemului de transport mem-
branar pentru citrat.

Experimental s-au putut selecf{iona o serie de suge bacte-
riene, care au plerdut capacitatea de a sintetisa sistemul d3e trans-
port al citratului. Aceste bacterii sint cunoscute sub denumirea de mu-
tanti defectivi de transport (transport negative), degi din punct de
vedere metabolic sint normale sub toate aspectels.

Biosinteza sistemelor membranare de transport este condi-
tionatd genetic de prezenta (sau sinteza) enzimelor capabile sd degra-
deze substratele ce vor fi transportate sau precursorii lor. Un exemplu
clasic 1 formeaz# sistegpul galactozidasic de la E.coli. Monod si cola-
boratorii au dovedit c#d acest sistem de transport este condif{ionat gene-
tic de } galactoziltransferaza si B galactozidaza, doudl proteine ce
sint codificate de acelag operon.
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Transportul substanfelor prin membranele bacteriene este
dependent gi de natura chimicd gi organizarea moleculard a membranei
plasmatice. S—-au descris mutanti bacterieni, la care sinteza acizilor
alfa fosfatidici este modificatd, ou repercursiuni negative asupra unor
procese de transport prin membrane (Kay si Kornberg, 19703 Mindich,
1970; Hechemy gi Goldfine, 1971). Modificarea continutulul in fosfoli-
pide din membranele bacteriene se reflecti variabil in transportul a-
minoacizilor; scade viteza de transport a unora sl cregte vitesa de
transport a altora. Beebe (1972), studiind transportul aminoacizilor
la o mutantd de B.subtilis la care sinteza fosfatidiletanolaminei era
blocatd, a constatat c¥ transportul femilalaninei era de 5% iar al iso-
leucinei 88%, fatld de suga sdlbatiod luat¥d ca etalon. De asemenes,
transportul alaninel nu era modificat la cele doul suge, in timp oe
vitesa de transport a acidului aspartic prin membrand a crescut de 2
ori la mutanta defectivd in sinteza fosfatidiletanolaminei. Dupd oum
am viisut in capitolele anteriocare, fosfolipidele reprezintd adesea
cofactori structurall pentru proteinele transportoare ale membranei gi
realisarea unor migolri conformajionale adecvate.

Transportul eminoacizilor. Prima constatate asupra existen-
fei unui sistem de transport pentru o serie de aminocacizi in membrani
(alanin¥, glicink, serind), a fost féoutd in anul 1959 (Schwartsz si
00l.). Un studiu minuf{ios asupra acestul sistem de transport a fost e-
fectuat de cdtre Robbins gi Oxender (1973). Autorii au descris in mem-
brana plasmaticd de la E.coll, prezenta a doull sisteme de transport
pentru aminoacizi: un sistem ce transportd alanina (sistemul I) gi un
alt .sistem de transport ce transportdi concomitent trei aminoacisi
(sistemul II),

Datele cinetice determinate din curbele Lineweaver-Burk,

sugercasl existenfya unui prooces de transport bifasio pentru alanini,

ou l- =2 x 10‘61 sl 2,7 x lo'sl, 8l linear pentru glicin# (KII =1lx

lo"sl). La mutantele bacteriene defective in tramnsportul serinei, sis-

temul I este blocat gi a fost localizat la 85 min, pe harta geneticd

Taylor (figura 79). De remarcat faptul o¥ la aceste mutante tramspor-

tul alaninei are 1loc prin intermediul sistemului II. Transportul ala-

ninei prin membrana plasmaticl se pierde la baoteriile ce su suferit

un goc osmotic, sau la cele orescute pe medii ocu leucind (represie).
Transportul prolinei prin membrana plasmatic¥ bascteriand

a fost riguros analizat (Auraku,1971). Datele experimentale au scos

in evident¥ urmiditoarele particularitidtit 1) La E.coli s-a individuali-

zat un transport specific pentru prolind, dependent insi de o sursi
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energeticd. 2) Acest sistem intervine de asemenea gl in transferul
unor analogl al prolinei, cu structura chimicd modificatd in pozifia

Fig.79. Reprezentarea schematicd a determinanfi-
lor genetici de pe cromozomul de E.coli,
care intervin in transportul aminoacizi-
lor (dupd Gergooviel ., 1975),
broP gi brmQ - looueli ocare participd in
transportul aminoacizilor cu structuri
ramificate; aroP - transportorul camun al
aminoacizilor aromatici; trpP - transpor-
torul ¢triptofanului; agrP - transporto-
rul argininei; dct - transportorul as-
partatului si acizilor dioax‘boxllioi(ci);
gltR, gltC si glts - genole implicate iIn

ransportul glutamatulul (regulatoare,o-
peratoare gi structurale); uncA - I53+ ’

Caz+-ATP-aza; etc - gena llglioatl in
formarea unul component al lanfuluil res-

pirator; cyorl si cyor2 - loocugii impli-
catl in rezistenta fatdi de D-cicloserin
legat de transportul D-slaninei, glicimne
gl D-serinei.

4 a nucleului imidazolic. 3) S-au identificat mutanti defectivi in
transportul transmembranar al prolinei, care au pierdut specificitatea
de a fixa aminoacidul,

In membranele plasmatice ale unor bacterii s-au desecris gi
transportori pentru aminoacizi aromatici (Thorne si Corwin, 1970;
Brown, 197¢). La S.typhimurium s-a identificat un transportor de mem-
brand, care transportd triptofanul, fenilalanina gi tirozina, Cel trei
aminoacizi concureazd intre ei pentru fixarea de transportor. Astfel,
transportorul triptofanului (Km = 5 x lo"7n) este inhibat concurent de
cfitre fenilalanind gi tirozind (K1 = 7 X lo'7l sl respectiv 2 x lo-6l).
Locusul genetic ce determind sinteza acestul transportor a fost identi-
ficat gi localizat pe harta geneticd Maylor sub denumirea de aro P

(vezi figura 80).
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Prin studierea aceleiagi bacterii in culturd,s-a constatat in
afara sistemului de transport membranar comun,§i existenta unor sisteme
I

Fig.80. Reprezentarea schematici a determinanti-
lor genetici de pe cromozomul de S.typhi-
murium, care intervin in transportul a-
minoaclzilor (dngl Gergoovioei,1975),
met P1 - g1 met Pt transportoril meti-

oninei; aro P « tr ortorul aminoaci-
zilor aromatici; leu T gi trp - 1locugi
care intervin in transportul leucinei si
triptofanului; his P - transportorul his-
tidinei; his J -« proteina ce fixeazd his-
tidina; dhu A - locus ocu funcfie regla-
toare a genei his J; dld - soga lagtat-
dohldrogonaloic unc - gena Ca<*, I;g* -
ATP-agei.

specifice de transport. Derepresia lor se realismeaz¥ in prezenta unor
oconcentratii mari in aminoacizi. De exemplu, sistemul speaifio de trans-
port pentru fenilalanind se derepreseazd in prezenta unor concentragil
mari de tirozind (ce blocheazd transportorul comun). In aceste condi-
t¥ii, transportorul specific este capabil sd introduc# in celuld pind

la 79% din cantitatea extracelular¥ de fenilalanin#é. In mod analog,
tirozina blocind Uransportorul comun din membrand, derepreseazd un sis-
tem de transport specific din membrana celulari bacteriand.

Existenta mal multor sisteme de transport in membrana bac-
teriand are multiple semnificafii fiziologlce. Se apreciazd o¥ trans-
portul comun funcfioneaz¥ in condifiile existentei in mediu a unor con=-
centratii sc#izute in aminoacizi, in timp ce transportorii specifiol se
derepreseazd in culturi de cregtere intensive, legat de aportul selec-
tiv ale unor aminoacizi pentru procesele de hiosintezd a proteinelor.
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La o serie de bacterii (E.coli si S.typhimurium), s-au
descris sisteme membranare de transport constitutive, pentru lizini,
ornitind gi arginind (Rosen, 1973; Kusty si Ames, 1973). Studiul trans-
portului aminoacizilor bazicl prin membranele bacteriene a reliefat
citeva particularitdyi. Lizina gi arginina, inhibd intrarea in celuld
a ornitinei. Arginina si ornitina inhibd transportul lizinei, in gra-
de deosebite dar niclodatd lod®. Transportul argininei nu este inhibat
de lizin#. Aceste observatil presupun existenta in membranele plasma-
tice de la E.coli a unul transportor comun gi a unui sistem specifie
pentru lizind i arginind,

Trebule subliniat si faptul cd la mutan{i bacterieni culti-
vati in absenta argininei, s-a observat o derepresie a enzimelor impli-
cate in biosinteza acestul aminoacid (activitatea prnitintranscarbami-
lazel cregte de 25 ori fail de suga martor). Cu alte cuvinte arginina
exogend represeazd enzimele responsabile de proprie sa biosintezd. Ia
schimb, arginina sintetlizatd intracelular (in anumite limite de con-
centrafie), nu afecteazd mctivitatea enzimaticd.

fingele sdlbatice de E.coll nu au sisteme de transport pen-
tru glutamat. Din aceste suge s-au obf{inut ins¥ mutantl, care utili-
zeazd ca sursd exterioard energeticid glutamatul. Barash gi Halpern
(1971) au desoris prezenta unei proteine speciale in membrana celulard
de la E.coll, care participd iam transportul transmembranar sl glutama-
tulul, Proteina interactionsazd ocu o serie de analogl. Astfel, alfa
metilglutamatul a fost desoris ca inhibitor de tip conourent iar sla=
nina oca inhibitor de tip neconcurent al transportului glutamatului
in celuld. ‘

‘ La o mutantd de E.coll (K 12) s-au identificat 3 gene ae
controleszd sistemul de transport al glutamastulul din memdbranf. S-a
descris o gend structurald implicatd in sinteza transportorului (glt 8)
g1 doud gene regulatoare (glt R si glt C). Gema regulatoare glt R sin-
tetizeazd un represor al sintezei transportorului, in timp ce gena
glt C (operatoare) controleazd gena structurald fatd de produsul genmei
glt R. Genele glt C gi glt R sint strins asociate pe cromozomul de la
E.coli. Posibilitatea derepresiei sistemului de transport al glutama-
tului in prezenfa genei operatoare, demonstreszd o# mutatias ce lezeaszi
aceastd regiune aparfine segmentului operator (Marcus gi Halpern,l967).

Din succinta prezentare a unor sisteme de transport pentru
aminoacizi la bacteril se constatd marea diversitate a mecanismelor de
transport, probabil datoritd multiplelor func{ii pe care le indeplinesc
in celuld (sinteza proteicd, surse de energie, regulatori ai cdilor me-
tabolice). Mecanismele de transport a substrantelor organice prin mem-
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branele bacteriene sint putin elucidate. Probabil in membrane goexistd
sisteme variate (difuzie facilitatd, transporturi active), condiyionate
genetic, care se exprimd deosebit in functie de factorii de mediu sgi
capacitatea de reglaj genetic.

Interrelatiile dintre ionii de gg2+ gi membrana plasmaticd.

In general se apreciazd ¢# in organizarea structurald si
moleculard a membranelor plasmatice gi citoplasmatice iam parte sgi [}
serie de ioni anorganici. Dintre acegtia, ionii de calciu joac#d un rol
structural gi funcfional deosebit in membrane. Membranele plasmatice
de la unele tipuri de celule sint capabile sd fixeze cantitd{l apreclia-
bile de ioni de Caz*t celula miocardicd, sarcoplasmaticd, musculard
netedd, nervoasd, renali (Chambaut $i col.1974; Shami si col.l974).Ele
prezintd afinitdtl deosebite pentru ionli de Ca ’, descrise prin sie
tusuri receptoare specifice, cu constante de asociere sau disociere
deosebite. Astfel, celula cardiaci prezintd doud situsuri receptoare
de fixare a ionilor de ca2* (ambele cu afinitate mare), in timp ce in
membrana eritrocitard s-au descris 3 situsuri de fixare (doud ocu afi-
nitate mare gi unul cu afinitate micd). Numdrul situsurilor de fixare
al ionilor de Caa’ este variabil, in func{ie de starea func{ionald a
membranei gi conditiile de mediu.

Cercetidrile efectuate pe membrana eritrocitard au ardtat
cd ?79% din cantitatea totald de calciu fixat de membrand este legat de
proteine, 16% de lipide gi 5% se afld liber. Cregterea cantitdfil de
trifosfoinozitol in membrana eritrocitard easte insofitd de o cregtere
a situsurilor de fixare pentru 032* g1 o stimulare a activitad{ii Caa’-
ATP-agzei (Buckley si Hawthorne, 1972). Capacitatea de fixare a Ca2+ de
cdtre membrane depinde de prezenta in mediu a altor ioni, pH, tempera-

turd, etc.
In ce privegte grupdrile funcfionale ce pot participa in

procesul de fixare al ionilor de Caz+. pédrerile sint controversate.
Intreo formulare generald se poate preciza cd im acest proces parti-
cipd grupdrile fosfat din fosfolipide, grupdrile carboxilice, grupirile
anionice ale unor proteine, grupdrile ionizate ale acidulul
sialic, grupdrile hidroxilice ale serinei gi glucidelor. Fixarea Ca2+
de componentele de membrand determind modificdri de sonformajie ale mo-
leculelor im membrane.

0 parte din ionii de Ca“" sint fixa{i in membrane de cdtre
proteine (Ikemoto gi c0l.1974). Fosforilarea proteinelor din membrana
plasmaticd a celulei cardiace (cu ajutorul proteinkinazelor intracelu-
lare) este insotitd de o cregtere a capacitdtii de fixare a ionilor de

2+
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Caz+. De asemenea, capacitatea de fixare a ionilor de C32+ de membrane
depinde de activitatea adenilatciclazel, concentratia Ach. activita
tea proteinklnagzelor, influenta sistemului nervos, ete. In urma dener-
vajiei, membrana plasmaticd a celulei musculare striate este capabild
sd fixeze o cantitate mai mare de ioni de Ca2+, in comparafie ocu fe-
sutul inervat (Thorpe si Seeman, 1971). Fixarea Ca2+ de proteine pro-
voacd modific#ri de conformafie ale lor. Din celulele neuronale de la
pore s-au izolat 2 proteine acide, care sint ocapabile sd fixeze caleciu
(13,000 si 11.500). Prin gel filtrare in prezenfa ionilor de Ca2 sPro=
teinele agregd sub formd trimericd sau tetramericd (Ribalcenko, si
Kurski, 1977). De asemenea, din membranele celulelor epiteliale renale
gi intestinale B-a separat o proteind capabild sd t;kulo ionii de Caa*
(Dorrington qi col, 1974)
ulz 8 g4 mecar rangport. Concentrafia
fonilor de Ca + in linge este mare (2-!), ionii fiind in mare parte
fixati de proteine gi fosfafi. Concentrafia caleiului ionizat din plas-
md este de aproximativ 0,5 mwM. In schimb, concentraflia acestui iem in
celula musculard este redus#, si in rapert cu starea funcfionald a mug-
chiului, oscileazd intre lo™ 5 - 10~7 M. Aceste date d.-onstroasl exisg~
tenta unui gradient mare de coneentvrafie al ionilor de On » intre me-
diul extern gi mediul intraseluler. Ca ur-uro a grldxontulul de concen=
tratie are loc o difuzie a ienilor de Ca 2¢ in oelule, a ci¥rei vitesd
este variabillf in funcjie de ¥%ipul de membrand celulard (Tabelul 13)
(Bcldirev i Tkacluk, 1976). In oursul trecerii petenjialului de ac=-
$lune, fluxul 0-2’ in celule musculard sregte memnificativ, mal ales
in celula musculard netedd (prebabil prin mecanisme de difuzie facili-
tatd).

Tabelul 1% - Fluxurile pasive ale ilonilor de Ca

tipuri de fesuturi musculare.

B T T T T I I I NSNS EESSITIIERIZSRE

2+ prin diverse

24 2+
Concentrafia Ca Fluxul de Ca” in
Tesutul in mediu mM celule nmoli/g/sec
Mugchiul cardiac de broascd 1,0 18,0
Mugchiul drept ahdominal de
bréasec 1,0 48,0
Aortd de la iepure 1,0 430,0
i+ P+ 3 2 2 11 P P2 2 2 2 2 2 2t 2 2 S+ P 2 122 3 2 2 E 2 2 2 2 2 2 2t 2 £ 2 - 22 2 2 2 F 2 2 2 2 %} 1]

Se pune intrebarea, care sint mecanismele de eliminare a
ionilor de Ca2+ din celule., Cercetérile experimentals efectuate pe
citeva tipuri de celule de la mamifere au dus la descrierea unor sis-

teme enzlmatice active in membranele plasmatice. Ele au fost denumite
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deosebit (pompd de Ca>', Ca*-ATP-asza, Ca2*-Mg®*-ATP-aza). Astfel,
ATP-asa celeiu dependentd a fost izolatd, purificatd gi caracteriszatii
din membrana plasmaticl eritrocitardi, musculard, nervoasd gi a unor
eelule glandulare acinocase. Existd o serie de difiocultdyl de ordin ex-
perimental, ce au pus la indoialll presenta ensimel in membranele plas-
matice, §i anumet o mare parte din calciul intracelular este fixat subd
formd neionisatd (ATP,oitrat, fosfolipide, proteine), sau acumulat
intr-o serie de structuri intracelulare (mitocondrii, retisul endoplas-
mabio). In plus, metodele de cercetare aint foarte deosebite. Metoda
cea mal adeovatdl de determinare a activitidiyil 0.2’-A!P-clot se bazeasd
pe nisureres eflusului Ca“’, utiliserea unor agenyl chelanys (BGTA,
otilenglicol<bis ( Haminocetileber)<N, N'-tewaacetic acid) sl a umel
proteine isolate din lzduno (aequorina), care devine luminiscentd in
presenys ionilor de Ca°’ (Boldirev gi Tkaeiuk, 1976; Ribaloenko gi .
Kurski, 1977; Lambert gi Christophe, 1978; Schatsman, 1977).

In pancreasul exoerin de la gobolan, goarece i cobai,cale
oiul este necesar inijial pentru a favorisa exocitosa hidrolaszelor din
celulels asocinocase, ce réspuns la acfiunea unor agen{l (pancreoszimina,
subastante colinergice). In acest fel 0-2’ este eliberat din structurile
des reservi intracelulard gi se fixeazd de membrana plasmatiocd, ceea ce
Geternink o cregtere o oflusului Ce”* g1 a mivelulul GMP_ (Schreurs si
00141975 Puulsen §i Williams, 1977). In membranele plasmatice ale ce=
lulelor scincase swa identificat si carscterisat o Ca>'-Mg®*wATP-asi
destul de activi (Lembert gi Christophe, 19?8%. Ensima nu functioneasd
oa 0 CaP*ATPeasd stricto sensu, complexul Mg ’-ATP £iind substratul
ool mal eficient, Ensima mu este stimulati® de K* o1 Na* #1 nmu apare
sensibill la usbaind. Proprietdyile oinetice ale CaZ*, Mg2*-ATP-azei
din celulele acinoase pancreatice sint similare ou cele descrise pen-
tru ensisa din membrana limfocitelor (Psu si 001.1976) gi membranele
colulare din glands medulo suprarenald (Apps si Reld,1977).

Apare neindeielnio od Ce2*<ATP-aza din divorsele membrane
plasmatice presintd proprietidyi oinetice deosebite, ceea 0e face mai
dificllocarasterizarea sa fntr-o formé generald. 0 presembare succinti
a transporvilul activ al ionileor de 0-2’ prin unele membrene plasmatioce
celulare ¢ considerim foarte utili,

Galuls muscularf. In membrana plasmatiol a diferitelor ti-
puri de celule musculare (striatd, cardisocd, netedd), s-au identificat
sisteme de transport activ a ionilor de Oaa’. gi anume Caz’, lsz’-ATP-
age, Identitatea acestel ensime a fost adesea pusd la indoiald din
cauga contaminidrii preparatelor ou membranels retiocululul endoplasmio.
Bnsima a fost izolatd gi caracterizatdi de numerogi cercetidtori: din

membrana plasmaticd a celulelor musculare striate (Weber,1966);
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Ribagenco $i Kurski, 1977); din membrana plasmaticd a celulei cardiace
(Dietze si Hepp, 1972); din membranele plasmatice ale celulelor muscue
lare netede intestinale (Hurwitz gi ¢0l.1973); aortd (Preiss si col.

1978) .

0324" lsz’-ATP-asa din membrana plasmatic# a celulelor mus-
culare este relativ instabild gi activitatea sa este influentatid de
numerogi factori. Astfel, enzima din sarcolema celulei camrdiage este
inhibatd de prezenfa unor concentrafii mici de AMP (},}xlo'el). férd
sd afecteze pompa de sodiu (Dietse si Hepp,1972).

Membrana eritrogifigt. Intre celule si singe existd un

gradient de concentrafle al ionilor de Cng".‘ Raportul concentragiilor
Oas’/cni‘ este de aproximativ So (Schatzmamn, 1970), ceea ce sugereasd
cd membrana eritrocituluil este pufin permeabild pentru acest cation.
In membrana eritrocitard s-a evidentiat o caz’-A’l'P-u!, care transpor-
td ionii de Caa"' in mediul extraeslular impotriva gradientului de cone-
centrajie. S~a apreciat ci eliberarea a 2 ioni de Ca>' in mediu consumi
o moleculd de ATP (Quist si Roufogalis,1975).

Enzima are un optimum de activitate la o concentrapie in
Ca®* de 0,1 uM g1 mecesit¥ presenya ionilor de Mg>'. Activitatea enzi-
maticd nu este influentatdd de concentratiile normale ale cationilor
monovalenyi din mediu 9i nu este sensibildd la usbain¥. Din pHcate mu
s-a ildentificat un inhibitor specific al acestel enzime. S-a desoris
insd pésibilitatea de imhibifie a Caa*-ATP-not de cidtre o serie. de
substanye. Clorpromesina inhibd activitatea Ca2'-ATP-asel din membrana
plasmaticldl eritroeitarli, proces asemlinitor ou inhibif{ie ensimei din re~-
ticulul endoplssmic. De asemenea, rogu de ruteniu inhibd ensima din
membrana plasmaticd eritrocitard gi din membrana mitocondriilor, dar
nu influenteaszdl trapsportul caleiulul prin reticulul endoplasmio.

Prezenfa unui transport activ al caleiului in membrana eri-
trocitard ssigurd menfinerea unel concentratii intracelulare scizute a
ionului (sub 0,1 mM), prin care se permite desfigurarea uner procese
metabolice specifice.
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