Capitolul 13

S

CiCLUL CELULAR

Organismele vii sunt compuse din celule, a caror crestere
si diviziune necesitd succesiunea programata a unor evenimente
si procese care formeaza ciclul celular. Unele din aceste procese
sunt continue, ca de exemplu sinteza proteinelor sau a lipidelor.
Altele, de exemplu sinteza ADN, din contra, sunt procese
discontinui si depind de procesul de diviziune celulara. Fiecare
ciclu celular cuprinde doud perioade dinamic si calitativ
distincte: interfaza si mitoza (fig.13.1). Se accentueaza ca
procesul multiplicarii celulare are la origine replicarea ADN-
ului cromozomial, replicare care are loc in perioada interfazica
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Fig. 13.1. Etapele ciclului celular
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Interfaza

Interfaza ocupd cea mai mare parte din durata ciclului

celular (90%), constituie perioada in care celula desfasoara o
sustinuta activitate biosintetica (sinteza de ADN, ARN,
proteine), asigurand conditiile necesare realizarii diviziunii
celulare. In cadrul acestei etape au fost descrise trei perioade
distincte:

Perioada G1 — perioada presinteticd sau postmitotica, se
caracterizeaza prin:
- intensificarea transcriptiei si a proteosintezei, procese
aproape blocate 1n perioada mitotica;
- decondensarea cromatinei — proces important pentru
activarea transcriptiei genelor;
- reorganizarea nucleolilor;
- cromozomii  sunt  monocromatidieni §i  se
caracterizeaza prin set diploid (2n = 2¢).
Perioada S — perioada sintetica, se caracterizeaza prin:
- replicarea semiconservativa asincrond a moleculelor
de ADN;
- dublarea cantitatatii de ADN ;
- cromozomi bicromatidieni (2n = 4c);
- sinteza simultand de proteine histone si nehistone
implicate in sinteza si compactizarea ADN;
- dublarea centriolilor (fig. 13.2).
Perioada G2 — perioada postsintetica sau premitotica — care
se caracterizeaza prin:
- transcriptia §i sinteza proteinelor cu aceeasi
intensitate ca si in GIl, asigurandu-se conditiile
necesare intrarii celulei in mitoza.
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Mitoza si citochineza

Diviziunea celulard debuteaza prin diviziunea nucleard
sau mitoza, se incheie cu diviziunea citoplasmei sau
citochineza.

Mitoza si citochineza ocupa o scurtd perioada de timp
(10%) din durata desfasurarii ciclului celular, numita perioada
mitoticd (M). Mitoza, odata declansata, este un proces continuu.
Dar pentru studiu si descriere, a fost Impartitd in patru etape:
profaza, metafaza, anafaza si telofaza.

Profaza. Se caracterizeaza prin prezenta in nucleu a
cromozomilor bicromatidieni (2n=4c). Aceste cromatide, unite
la nivelul centromerului, reprezintd imaginea citologica a
procesului chimic de replicare a ADN-ului. Cromozomii se
condenseaza puternic, se ingroasd si devin vizibili. Pe ambele
parti ale centromerilor se maturizeaza cate un Kkinetocor. La
sfargitul profazei nucleolul dispare iar membrana nucleara
disociaza. Concomitent se organizeazd aparatul de diviziune:
centriolii se deplaseaza spre polii opusi ai celulei, se formeaza
fusul de diviziune prin asamblarea microtubulilor.

Fig. 13.2. Ciclul centriolilor
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Metafaza. Firele fusului de diviziune unesc centriolii si
cromozomii prin intermediul kinetocorilor. Cromozomii sunt
dispusi in plan ecuatorial, formand placa ecuatoriala. La aceasta
fazd cromozomii sunt maximal condensati si prezintd forma
optima pentru studiul citologic.

Anafaza. Incepe prin clivarea longitudinali a
centromerului  fiecarui cromozom, separarea celor doua
cromatide surori i migrarea lor simultand spre polii opusi ai
celulei (fig. 13.3). La aceastd fazd cromozomii devin
monocromatidieni, iar celula are un set tetraploid de cromozomi
(4n = 4c).

Jumitate de fus de diviziune
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Fig. 13.3. Mecanismul miscdrii filamentelor fusului de diviziune

Telofaza. In telofazi se incheie migrarea cromozomilor
fii catre polii celulei, fiecare pol continand 2n cromozomi
monocromatidieni  (set  diploid). Incepe decondensarea
progresivd a cromozomilor §i revenirea la starea cromatinei
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interfazice a materialului ereditar. Fibrele fusului acromatic
disociaza. Se reasambleazd membrana nucleard in jurul fiecarui
grup de cromozomi. Reapar nucleolii.

Citochineza defineste fenomenul de diviziune, in care
are loc separarea masei citoplasmatice In doud jumatati si a
organitelor citoplasmatice in cele doud celule. La celulele
animale diviziunea citoplasmatica se realizeaza prin clivare.

Fiecare celula fiicd mosteneste in urma citochinezei un
set de componente celulare. Deoarece, cu exceptia nucleului,
organitele celulare nu se pot duplica in absenta unei copii
preexistente, In celula parentala are loc dublarea constituentilor
celulari Tnaintea declansarii citochinezei. Duplicarea organitelor
celulare se realizeaza prin mecanisme diferite. Mitocondriile
cresc si se divid prin fisiune semiautonom. Aparatul Golgi si RE
se fragmenteazd in vezicule din care vor fi constituite noile
organite celulare, in timp ce ribozomii se multiplicd prin
asamblarea elementelor constituente (ARNr si  proteine
ribozomale). Se apreciaza ca celula nu dispune de un mecanism
specializat de distribuire a organitelor celulare, astfel incat
celulele fiice nu sunt identice dupa continutul citoplasmatic.
Totodata replicarea ADN in interfaza si mitoza asigura formarea
celulelor identice genetic atat intre ele cat si cu celula mama.

Diviziunea mitotica std la baza inmultirii celulelor
somatice, asigura cresterea organismului pluricelular, determina
biomasa organismului §i regenerarea tesuturilor.

Reglarea ciclului celular

Durata_ciclului_celular este variabila in functie de
specie si tip celular, ba chiar i pentru celulelr aceluiasi tesut.
Existd celule in organism care se divid foarte rapid, parcurgand
intregul ciclu celular in 8 ore, pe cand altele se divid rar, cu
ciclul celular de 100 zile sau chiar mai mult. La eucariotele
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superioare ciclul celular dureaza 10-25 ore, din care diviziunea
celulard dureaza o ora. Perioada G1 are durata cea mai variabila,
in timp ce perioada S este cea mai constantd pentru un anumit
tip celular.

Dupa ce au depasit perioada G1, timpul necesar pentru
perioada S si G2, deci pana la inceputul diviziunii este foarte
constant pentru diferite celule. De acea s-a introdus notiunea de
punct de restrictie (punct R) pentru momentul imediat, urmat
de sfarsitul perioadei G1, care trebuie depasit pentru ca celula sa
poata parcurge etapele urmatoare ale ciclului celular (fig. 13.4).

Un alt punct de restrictie se afla spre sfarsitul perioadei
G2. Inhibarea sintezei proteinelor in aceastd fazd impiedica
intrarea celulei iIn mitoza. Se considerd cd o proteinkinaza
solubild (o enzima ce catalizeaza fosforilarea proteinelor) este
activatd spre sfarsitul perioadei G2 si actioneaza asupra
proteinelor din lamina nuclearda si asupra histonelor HI.
Fosforilarea  proteinelor din lamina nucleara induce
dezasamblarea 1invelisului nuclear, pe cand fosforilarea
histonelor H1 produce condensarea cromozomilor, fenomen
caracteristic mitozei.

Reglarea succesiunii evenimentelor ciclului celular

Acuratetea proceselor de replicare si segregare a ADN
depinde de succesiunea evenimentelor ciclului celular intr-o0
ordine strictd, astfel incat, declansarea unui nou eveniment sa
survind doar in urma incheierii complete a evenimentului
precedent.

Existd mecanisme §i factori reglatori, ce controleaza trei
evenimente cheie ale ciclului celular:
- initierea sintezei ADN  este controlatd de complexul

activator al perioadei S;
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genetic nuclear este

controlat de alt factor — semnal de intirziere a perioadei

mitotice;

- declansarea procesului mitotic, in care are loc segregarea
materialului genetic, este dirijata de factorul de activare a
mitozei (M-phase promoting factor: MPF).

S-au descris mitogene specifice ca:

Factorii de crestere
eritropoietina,

factorii de crestere ai unor celule (nervilor, fibroblastelor),
poliamine (putrescina), hormoni (in special estrogenii). Exista si

factori tisulari, care

inhiba diviziunile celulare cum sunt

chalonele (peptide sau glicoproteine) (tab. 13.1).

Tabelul 13.1.

Factorii de crestere si actiunea lor asupra
celulelor tinta

FACTORII DE CRESTERE

ACTIUNEA ASUPRA CELULELOR TINTA

Factorul de crestere
epidermal — EGF

Stimuleaza proliferarea mai multor tipuri
celulare

Factori de crestere de tip
insulinic — IGF1, IGF2

Stimuleaza proliferarea adipocitelor si a
celulelor din tesutul conjunctiv

Factorul de crestere a
fibroblastilor — FGF

Stimuleaza proliferarea: fibroblastilor,
celulelor endoteliale si mioblagtilor

Factorul de crestere neuronal
— NGF

Induce crestere axonala si viabilitatea
neuronilor simpatici $i senzori

INTERLEUKINA 2 —1L2

Stimuleaza proliferarea limfocitelor T

INTERLEUKINA 3 - IL3

Stimuleaza proliferarea celulelor Stem si a
majoritatii celulelor precursoare ale multor
celule diferentiate

ERITROPOIETINA

Stimuleaza proliferarea celulelor precursoare
ale eritrocitelor

Factori de stimulare a
coloniilor granulocitare — G-
CSF

Stimuleaza proliferarea: celulelor
precursoare ale macrofagelor si
granulocitelor, neutrofilelor

Factori de stimulare a
coloniilor de macrofage —
M-CSF

Stimuleaza proliferarea celulelor precursoare
ale macrofagelor si granulocitelor
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Competitia celulelor pentru factorii de crestere mentine
constantd densitatea populatiei celulare. In momentul in care
densitatea populatiei celulare depaseste o valoare prag,
concentratia factorilor de crestere scade si 1n consecinta
diviziunea celulara este oprita.

Ciclinele

Descoperirea  ciclinelor si a  protein-kinazelor
dependente de cicline (cdk) a permis interpretarea corecta a
mecanismelor ce regleaza ciclul celular.

Ciclinele reprezintd un grup restrans de proteine a caror
sintezd se realizeazd intr-un mod dependentd de perioadele
ciclului celular. Ele activeaza cdk, formand cu acestea complexe
ce prezintd activitate kinazicd. Pe parcursul formarii
complexelor, ciclinele induc modificari conformationale si de
locatie a cdk ceea ce conferd acestora specificitate in folosirea
diferitelor substraturi. Specificitatea activitatii catalitice a
complexelor ciclina /cdk sta la baza parcurgerii de citre celuld a
ciclului celular.

Evenimentele ce marcheaza intrarea celulei in perioada
mitotica sunt rezultatul fosforilarii directe sau indirecte a unor
proteine de catre MPF. Prin fosforilarea laminelor nucleare,
MPF  declanseaza  dezorganizarea membranei nucleare.
Fosforilarea histonei HI1, proces ce inifiazd condensarea
cromatinei, este catalizatd de proteinkinaza, enzima activata prin
fosforilare de catre MPF. Se considera ca un mecanism indirect
similar de fosforilare sta la baza asamblarii fusului de diviziune.
Ciclinele si protein-kinazele dependente de cicline constituie
componentele motorului ciclului celular (fig. 13.4).

Ciclinele se clasifica in trei grupe (fig. 13.5):

1. ciclinele perioadei G1 — ciclinele D si E;
2. ciclinele perioadei S — ciclina A,
3. ciclinele perioadei G2 — ciclina B.
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CiclinaB

Degradare

ciclina B
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Degradare O CcdK
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Fig. 13.4. Reglarea ciclului celular

cdlk2-ciclina E

cdld-ciclina D1, cdk2-ciclina A cdkl -ciclina A

D2, D3 cdkl-ciclina B
Punct de
restructie

Fig. 13.5. Activitatea ciclinelor in ciclul celular
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Gene implicate in controlul ciclului celular

Organismele multicelulare si-au dezvoltat sisteme
complexe de comunicare intre celulele care le alcatuiesc. Prin
intermediul acestor sisteme se asigurd reglarea dezvoltarii si
organizarii tesuturilor, controlul cresterii si proliferarii,
coordonarea activitatii celulelor, tesuturilor si organelor. Sunt
descrise doua clase principale de gene care codifica proteine
implicate in reglarea ciclului celular: protoncogenele si genele
supresoare de tumori (antioncogene).

Protooncogenele reprezinta o clasa eterogena de secvente de
ADN, aflate in celulele normale, ale caror functii se exercita in
cadrul proceselor de crestere, proliferare si diferentiere celulara.
Acestea codifica factori de crestere, receptori ai factorilor de
crestere, cicline si alti mitogeni. Protooncogenele sunt active in
celulele embrionare, iar la adult — doar in celulele tesuturilor
proliferative (celulele epiteliale, celulele hematopoezei). Prin
mutatii, eveniment accidental, protooncogenele se pot
transforma in oncogene (de ex., c-bcl, c-myc, c-ras, c-jun etc.).
Oncogena este, deci, forma anormald, activatd, a unei
protooncogene, care se caracterizeaza prin capacitatea de a
induce si/sau promova proliferarea anormalda (in exces) —
caracter specific celulelor canceroase.

Genele supresoare de tumori (GST) au roluri cruciale in
fiziologia celulelor. Produsii lor proteici alcatuiesc retele de
semnalizare intracelulare cu functii diametral opuse celor pe
care le indeplinesc retelele formate din proteinele codificate de
protooncogene. GST functioneazd inhiband proliferarea si
diferentierea celulard. Unele GST codifica factori proteici ce
controleaza replicarea si reparatia ADN si stopeaza intrarea
celulei Tn mitoza atat timp cat aceste procese nu iau sfarsit.
Pierderea sau inactivarea GST (de ex., prin hipermetilarea unor
secvente ADN reglatoare ale unor unitati transcriptionale)
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confera celulelor capacitatea proliferarii autonome (de ex., p53,
Rb).
Adeziunea celulara
La majoritatea celulelor organismelor vertebrate,
formarea adeziunilor intercelulare si celula-matrice este o
conditie importantd in depdsirea punctului de restrictie. Dupa
intrarea in perioada sintetica, pana la incheierea mitozei, celulele

pierd partial legaturile ce le stabilizeaza in tesut si se rotunjesc
(fig.13.6).
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Celulitn interfazi Celuldin diviziune

Fig. 13.6. Configuratia celulelor in diferite etape
ale ciclului celular

S-a constatat ca celulele cultivate in suspensie, supuse
unei agitdri permanente, devin sferice si isi pierd capacitatea
proliferativd, fenomen numit dependentd de ancorare a
diviziunii celulare.

Evolutia celulelor
dupa diviziune

In dependenta de perioada ontogenetica si tipul tesutului
dupa diviziune celulele pot avea o evolutie diferitd, controlata
genetic. Celulele tesuturilor proliferative se divid intens,
producand populatii noi de celule. Alte celule parasesc ciclul
celular pentru o diferentiere (specializare) terminald si raman
intr-o perioada de activitate metabolica de sustinere Go. Celulele
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care si-au epuizat programul de supravietuire sunt eliminate din
tesut prin apoptozd. Pe langd proliferare si diferentiere, in
organism, celulele a caror functie este epuizata, sunt inlaturate si
inlocuite de celule tinere. Procesul de inlaturare este un proces
fiziologic si a fost denumit apoptozd Ssau moarte celulara
programatd.

Diferentierea celulara

Toate celulele unui organism pluricelular pornesc de la o
celuld zigot cu setul de gene capabil sa asigure cresterea si
dezvoltarea unui organism complex format din diferite tesuturi.
Replicarea ADN si mitoza asigura transmiterea aceleasi
informatii genetice tuturor celulelor care vor rezulta din
diviziunea zigotului. In diferite perioade ontogenetice celulele
isi modifica aspectul, compozitia si ca rezultat — functiile.
Diferite celule se deosebesc intre ele prin setul de proteine
necesare pentru activitatea celulei si setul specializat de proteine
necesare pentru Indeplinirea unor functii specifice tesutului dat.
De exemplu, in celulele dermului se sintetizeaza keratina, in
eritrocite — hemoglobina, in celulele intestinului — fermenti
digestivi, in celulele retinei — opsine etc. Continutul diferentiat
de proteine in diferite celule este determinat de expresia
diferentiatd a genelor In timp si spatiu. Astfel, diferentierea
celulard este determinatd de “conectarea” sau “deconectarea”
unor gene cu expresie diferentiata in timp si spatiu.

Apoptoza

Homeostazia tisulard necesitd un echilibru intre moartea
si proliferarea celulara. In general, sinuciderea celulari este
activatd pentru a elimina selectiv celulele devenite indezirabile
(“nedorite”). Acestea pot fi: celule lezate sau senescente
(polinucleare acumulate la nivelul situsului inflamator), celule
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recunoscute ca strdine sau preneoplazice (a caror apoptoza este
indusa de celule citotoxice) sau celule care au pierdut contactul
cu mediul lor inconjurdtor (de exemplu, celulele epidermice,
care au migrat, in urma unui traumatism in tesutul subcutanat),
sau celule in exces care intrd in competitie cu alte celule pentru
un semnal inhibitor.

S-a demonstrat ca apoptoza are loc in:

- cursul dezvoltarii normale a embrionului;

- regresia organelor la larve in timpul metamorfozei;

- pierderea celulelor din spatiul interdigital al manii la
embrionul uman;

- climinarea celulelor senescente sau lezate din tesuturi;

- eliminarea celulelor transformate (canceroase);

- in sistemul imun - prin apoptoza se realizeazd indepartarea
unor clone limfocitare si selectia altora.

Fiecare celuld primeste multiple semnale (hormoni,
citokine) prin intermediul receptorilor specifici. Aceste semnale
pot induce intrarea celulei in ciclul celular sau in apoptoza. De
exemplu, glucocorticoizii sau ionoforul de Ca?* induc apoptoza
in timocite. Acest proces este inhibat prin activarea protein-
kinazei C de catre un ester forbol sau de catre IL1. Alterarea
unui receptor specific ar putea determina aparitia unei clone
maligne, dezechilibrind aceastd relatie 1intre semnalele
inductoare si represoare ale apoptozei si ale proliferarii.

Caracteristica esentiald a apoptozei este reprezentatd de
clivajul  ADN  dublu-catenar la  nivelul linker-ilor
intranucleozomici (fig.13.7).

Modificarile din nucleu ce afecteazda in principal
moleculele de ADN, sunt produse in urma activarii sau inductiei
unei endonucleaze care este dependentid de ionii de Ca®* si
Mg?*. Aceastd enzimi este prezenti in mod constitutiv, in unele
tipuri de celule (timocitele din cortex), insa ea apare indusa in
alte tipuri de celule. Aceasta endonucleaza cliveaza ADN
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STIMTUILI

\ 4

ACTIVAREA ENDONUCLEAZELOR
STSAT
MODIFICARI ALE CROMATINEI

v

FRAGMENTAREA INTERNUCLEOSOMALA
AADN

v

FRAGMENTAREA NUCLEARA
(KARYORHEXIS)

FRAGMENTAREA CELULARA
(CORPI APOPTOTICI)

Fig. 13. 7. Schema evenimentelor din apoptoza
internucleozomal, dand nastere la o serie de fragmente formate
din 180-200 perechi de baze.

Dupa clivarea ADN urmeaza fragmentarea nucleului
urmata de fragmentarea celulei si formarea corpilor apoptotici.
Acestia sunt fagocitati de celulele vecine sau de limfocte.
Fagocitarea corpilor apoptotici se realizeaza in urma
recunoagterii de catre celulele fagocitare a noilor molecule, care
sunt expuse pe suprafata membranei corpilor apoptotici (de ex.,
glicani bogati in reziduuri de N-acetil- glucozamini). In
mecanismul declansarii acestui proces au fost identificate o serie
de gene. Din categoria acestor gene s-a demonstratrolul a doua
grupuri principale: oncogenele (myc, ras, bcl-2) si unele gene
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supresoare ale cresterii tumorale (p53) care pot fi implicate in
initierea sau blocarea apoptozei.

Unele proto-oncogene (c-bcl-2) blocheaza specific
moartea fiziologicd a celulei (apoptoza). Supraexpresia
oncogenelor mutante c-ras poate produce acelasi efect blocant,
chiar daca celulele au fost expuse la diferiti factori de crestere, la
care ele sunt sensibile si care in conditii normale ar fi condus la
moartea lor prin apoptoza. In schimb, gena supresoare a cresterii
tumorale, p53, are un efect opus, ea induce apoptoza in celulele
susceptibile.

APOPTOZA

Fig. 13.7. Reglarea apoptozei

Apoptoza si senescenta

In timpul imbatranirii (senescentei), s-a observat in
majoritatea organelor o scadere a numarului de celule, ca
rezultat al incetinirii ritmului de crestere a celulelor si al
elimindrii lor prin apoptoza. Acestea ar putea fi consecinte ale
unei deficiente de factori de crestere, a unor anomalii de
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transmitere a semnalelor inter- si intracelulare si a modificarii
ciclului celular. Apoptoza intervine in eliminarea celulelor
senescente alterate. Daca apoptoza este perturbata, poate fi
antrenatd eliminarea celulelor sdnatoase si pastrarea celulelor
anormale.

Deci, in cursul imbatranirii apoptoza ar permite
eliminarea celulelor cu functionare deficitara — apoptoza
normalad. Mecanismele reglatoare ale apoptozei ar fi activate de
catre o leziune celulara incompatibila cu supraviefuirea celulei.

In alt caz, activarea acelorasi mecanisme va avea drept
consecinga disparitia celulelor normale — apoptoza abuziva. De
exemplu, diminuarea progresivd a sintezei anumitor factori de
crestere si/sau de supravietuire o data cu varsta nu ar permite
mentinerea decat a unei populatii celulare din ce in ce mai
redusa numeric.

In alte cazuri, mecanismele de control ale apoptozei ar fi
ele insesi afectate de Tmbatranire si activarea lor ar putea
determina deletia neadecvata a celulelor normale — apoptoza
aberanta. Activarea inoportund si/sau disfunctia mecanismului
apoptotic ar contribui la moartea celularda in exces, fenomen
caracteristic senescentei.

Verificarea cunostintelor:

1. Definiti notiunile: ciclu celular, mitoza, interfaza, kinetocor,
punct de restrictie, cicline, factor de crestere, apoptoza.
Care sunt perioadele ciclului celular?

Ce procese au loc 1n interfaza?

Care este durata ciclului celular?

Ce factori controleaza evenimentele din interfaza?

Ce factori induc mitoza?

Care este rolul biologic al mitozei?

Care este soarta celulelor dupa diviziune?

In ce consta rolul biologic al apoptozei?
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