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ABSTRACT

An important step in the development of biology was the invention of
microscopy. So, using the AFM (Atomic Force Microscopy) si TEM
(Transmission Electron Microscopy), along with the discovery of the SNARE
proteins (Soluble NSF Attachment Protein Receptor) the scientific word was
able to discover a new structure in the cellular membrane, named ,porosome”.
It was discovered that this structure helps the secretory vesicle to dock into the
membrane and expel the content outside the cell. Along with the SNARE
proteins participate also the Aquaporinele 1 (AQ1) and the calcium channel.
Cellular secretion is a mechanism within the cell can communicate with the
extracellular medium, send signal molecules, is involved in neurotransmission,
the release of hormones and many other metabolic procedures. Researchers
in the last 3 decades have opened a new way of understanding and treatment
of the diseases responsible for insufficient or excessive secretion, as an
example cystic fibrosis. In my paperwork, | would like to evidence the
ultrastructure of the porosomes as well as the differences between the
porosomes from the different type of cells: neuronal, pancreatic, or Calu-3
cells.
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Secretfia celulara este o functie esentiala pentru organismele vii,
contribuind la metabolismul normal al acestuia (lanovici, 2010). Comunicarea
intercelulara serveste la homeostazie (prin eliberarea de hormoni),
transmiterea impulsului nervos, digestie (prin eliberarea de enzime digestive)
imunitate (prin eliberarea de histamine). Secrefia celulara presupune
eliberarea cu ajutorul unor vezicule secretoare, a unor substante, produsi de
metabolism la exteriorul celulei (Craciun, 2012; Craciun, 2013; Jena, 2007;
Naik et al., 2016; Xia Hou, 2014).

Porosomii s-au dovedit a fi masini secretoare universale in celule
(Anderson, 2006). Descoperirea porosomilor a demonstrat ca veziculele
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secretoare nu isi incorporeaza membrana proprie in membrana celulara, ci se
leaga temporar de aceasta, urmand ca, prin porul de fuziune, sa isi expulzeze
continutul in afara celulei (Craciun, 2012; Craciun, 2013; Jena, 2007; Jena
2014; Naik et al., 2016; Xia Hou, 2014).

De aproximativ 3 decenii, a fost descoperitd prezenta unor structuri
permanente pe membrana celularda, structuri la care se leaga veziculele
secretoare si cu ajutorul acestora, isi elimina confinutul in exteriorul celulei.
Acest por de fuziune a fost numit porosom si astazi este universal cunoscut
faptul ca este responsabil pentru secretia celulara (Naik et al., 2016).

Exista trei pasi prin care secretia celulara se desfasoara: legare
(ancorarea veziculei secretoare de membrana celulara), fuziune (fuziunea
veziculei cu membrana) eliberare (eliminarea continutului la exteriorul celulei
cu ajutorul porosomilor) (Jena, 2007).

Proteinele SNARE sunt impartite in doua categorii principale: V-
SNAREs (VAMP)- proteine legate de vezicula secretoare si T-SNAREs
(SNAP-25 si syntaxin)- proteine incorporate in membrana plasmatica (proteine
tinta situate la baza porosomului). Formarea complexului SNARE are loc in
prezenta Ca** (Jena, 2007).

1. Compozitia chimica a porosomilor

Prin metoda spectrofotometrica au fost evidentiate circa 40 de proteine
diferite in porosomii din neuroni. Pe langa acestea au fost descoperite o serie
de proteine asociate: canal de Ca de tip P / Q, actina, vimentina, factorul
sensibil la N-etiimaleimida (NSF), SNAP-25, sintaxina-1, synaptotagmin-1,
subunitatea alfa a GaO care leagad GTP heterotrimeric si CLC-3. Diverse studii
au corelat aceste tipuri de proteine asociate cu secretia celulara (Naik et al.,
2016).

2. Comparatie intre structura porosomilor neuronali, ai pancreasului
exocrin, ai mucoasei respiratorii

Porosomii sunt formatiuni de natura lipoproteica au forma generala de
cupa/ cos de baschet, si cu diametre diferite (in functie de celulele in care sunt
prezenti).

A fost analizata ultrastructura porosomilor in celulele pancreasului
exocrin (Craciun, 2012), in celulele neuronale si in celulele mucoasei
respiratorii (Hou et al., 2014).

e Porosomii neuronali sunt numerosi si au rol in neurotransmiterea
impulsului nervos: au un diametru de 15nm, fiind compusi din lipoproteine.
In compozitia lipoproteinelor intra aprox. 40 proteine diferite, printre care a
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fost demonstrata prezenta actinei si a lantului a al tubulinei (Naik et al.,
2016; Jena, 2014).

e Porosomii celulelor Calu-3 din mucoasa respiratorie (Fig. 2.) au rol in
umectarea mucoasei respiratorii, facilitdnd procesul respiratoriu = si
protejand Tmpotriva infectiilor: au un diametru de 100 nm (Hou et al., 2014).

e Porosomii celulelor pancreasului exocrin (Fig. 3.) au rol in secretia de
enzime digestive: masoara in diametru intre 100 si 180nm. Contin doua
inele: un inel intern (cu diametrul de aprox. 60nm) si un inel extern (cu
diametrul de aprox. 176nm) (Craciun & Barbu-Tudoran, 2013).

3. Contributia cercetatorilor romani Constantin Craciun si Lucian Barbu-
Tudoran in descoperirea ultrastructurii porosomilor pancreatici.

Pancreasul exocrin este responsabil pentru secrefia de enzime
digestive. Cercetatorii romani Constantin Craciun si Lucian Barbu-Tudoran au
descris ultrastructura porosomilor din pancreasul exocrin. Porosomii celulelor
pancreasului exocrin masoara in diametru intre 100 si 180nm. in urma izol&rii
celulelor acinoase pancreatice si vizualizarea lor la TED a fost observata o
noua formatiune la baza porosomului- un cablu de ancorare avand
dimensiunea cuprinsa intre 15-20nm. Studiile acestora au demonstrat ca
exista posibilitatea ca o singura vezicula secretoare sa interactioneze cu unu
sau mai multe complexe porosomale. Tot acestia au descoperit o noua
structura: un cablu de ancorare, care ajuta vezicula secretoare sa se lege
temporar de porosom (Craciun & Barbu-Tudoran, 2013).
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FIG. 1. Diagrama schematica a porosomilor din membrana plasmatica. Veziculele
secretoare sunt ancorate la membrana plasmatica si prin intermediul porosomilor igi
elimina continutul in mediul extracelular (dupa Craciun. 2013)
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FIG. 2. Imagini de microscopie electronica a celulelor Calu-3.
P-porosom; Se observa cum porul de fuziuze se deschide la suprafata celulei(B); Mucusul este eliberat la
exteriorul celulei (C); (din Xia Hou, 2014)
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FIG. 3. Imagini de microscopie electronica a celulelor pancreasului exocrin.
Ac- cablu de ancorare; ZG- vezicula secretoare; Pm- membrana plasmatica; L- lumen;
P- porozom; r-inele; sp- spite; Mv- microvili (dupa Craciun, 2013)
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Comparativ cu celulele neuronale, care pot avea sute de porosomi cu
diametrul cuprins intre 12 si 15 nm, celulele pancreasului exocrin au porosomi
de ordinal zecilor, de diametrul cuprins intre 100 si 180nm (Craciun & Barbu-
Tudoran, 2013).

Studiile din ultimii 30 de ani au demonstrat existenta acestor structuri
permanente in membrana plasmatica, cu rol in secretie. Au fost folosite diferite
metode: vizualizarea la ME, AFM a microscopului cu imunofluorescenta pentru
demonstrarea interactiunilor fintre vezicule secretoare si porosomi,
spectrometria de masa pentru demonstrarea prezentei diferitelor tipuri de
proteine (Hou et al., 2014).

FIG.4. Microfotografii care confirma prezenta porosomllor de 8-10 nm (P) cu ve2|cule secretoare
(SV) de 40-50 nm la membrana plasmatica a astrocitelor (din Lee et al, 2009).

Cunoasterea functionarii exocitozei poate avea aplicatii practice:
intelegerea si tratarea unor boli precum cele neurologice, endocrine, de natura
imunitara (stari hiperalergice datorate hipersecretiei de histamina), a fibrozei
cistice (sinteza excesiva de mucus a celulelor mucoasei respiratorii) si multe
altele. Cercetarile continua pentru a avea o mai buna strategie in tratamentul
bolilor provocate de secretia excesiva, respectiv a celei insuficiente (Naik et
al., 2016; Hou et al., 2014).
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