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Cuvant inainte

Fenomenul de disparitie a unor celule prin moarte naturald in cursul
dezvoltarii organismelor a fost observat inca din a doua jumatate a secolului al
XIX-lea, dar a fost neglijat o lunga perioada de timp. Confirmarea lui a venit de
abia in intervalul 1965-1972, in urma unor experiente efectuate de Kerr si
colaboratorii sai pe ficatul de sobolan, in care s-a observat ca prin intreruperea
fluxului de sange in unii lobi hepatici unele celule dispareau printr-un proces
morfologic diferit de necroza celulara tipica. Acest tip de moarte celulara,
observat de autor si in celulele bazale de carcinom si in alte forme de tumori
maligne netratate, a fost confirmat apoi de numerosi alti autori si a primit
numele de apoptozd. Fenomenul de apoptoza a fost recunoscut si acceptat ca
modalitate distincta si importantd de moarte celulara programata la animale
dupa publicarea rezultatelor obtinute de Horvitz (1999) in studiile sale de acest
gen intreprinse la nematodul Caenorhabditis elegans.

Necroza celulara este un proces pasiv, o forma patologicd de moarte
celulara cauzata de agenti nocivi de natura fizica, chimica etc, in care are loc
distrugerea integritatii membranei plasmatice, pierderea continutului celular si
aparitia unui proces inflamator, iar eliminarea celulelor afectate se realizeaza
prin fagocitoza sistemului mononuclear. Apoptoza este un fenomen fiziologic
normal, activ, este o moarte celulara programata, nedestructiva, care se produce
cu consum de energie, in care celulele animale isi pastreaza integritatea
membranel plasmatice, dar se micsoreaza, iar nucleul lor se condenseaza, apoi
continutul acestora se separa in fragmente delimitate de membrane (corpi
apoptotici), a caror eliminare de catre macrofage se face fara urme, nefiind
insotita de un proces inflamator. Prin apoptoza un organism pluricelular elimina
unele celule nedorite, realizandu-si astfel homeostazia celulara. In timp ce
modificarile celulare provocate de apoptoza sunt coordonate si programate
genetic, cele specifice necrozei au un nivel ridicat de autonomie, sunt mai mult
procese de natura reactiva fata de actiunea nociva a unor factori fizici si chimici
diversi.

Prin apoptoza se modeleaza forma unui organism pluricelular sau a unor
organe ale acestuia, sunt eliminate celule aflate in exces, nefunctionale sau
gresit plasate, celule care se dezvolta anormal (care au material genetic grav
lezat si nereparabil), celule potential periculoase (celule canceroase, celule
autoreactive ale sistemului imun, celule infectate de virusuri etc), sunt produse
celule diferentiate lipsite de organite celulare etc. Se considera ca in corpul uman
sunt produse prin mitoza cca 100.000 de celule in fiecare secunda si cam tot
atatea mor prin apoptoza. Apoptoza este un fenomen complex, multifazic, in care
intervin semnale (din interiorul si din exteriorul celulei), precum si unii receptori
specifici. Arsenalul proteinelor si enzimelor care participa la initierea si
desfagsurarea apoptozei este impresionant. Principalii ,actori” ai apoptozei sunt
insa caspazele, enzime care au capacitatea de a scinda legaturile peptidice ale
substratului dupa un rest de acid aspartic. Caspazele apoptotice sunt de doua
categorii: caspaze initiatoare (apicale) si caspaze de executie (efectoare sau din
aval). Ele au o organizare in cascada, cele initiatoare fiind situate in amonte, iar
cele de executie in aval. Substratul caspazelor poate fi constituit din proteine
citoplasmatice si nucleare, proteine ce iau parte la metabolismul si reparatia
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ADN-ului, protein-kinaze, proteine implicate in transductia semnalului si in
exprimarea genelor, in reglarea ciclului celular si a proliferarii celulare etc.
Activarea caspazelor se poate produce fie pe calea apoptoticdi mediata de
receptorii mortii (in care receptorii din familia TNF activeaza caspaza-8 din
amonte), fie pe calea mitocondriala (in care, prin eliberarea cyt. ¢ din mitocondrii,
este activata caspaza-9 din amonte). Ambele cai duc in final la activarea unei
caspaze efectoare majore din aval (in principal a caspazei-3), iar prin actiunea
caspazelor de executie apar modificarile morfologice specifice celulelor animale
intrate 1n apoptoza, dezasamblarea celulara, fragmentarea nucleului si a
citoscheletului, formarea corpilor apoptotici si fagocitarea lor de catre macrofage,
disparitia fara urme a celulei in cauza si fara consecinte pentru celulele din jur.

Apoptoza este un proces controlat, dereglarea acesteia — fie in sensul
intensificarii, fie in sensul reducerii ei — ducand la stari patologice. O apoptoza
deficitara poate conduce la cancer, autoimunitate (incapacitatea de a elimina
limfocitele autoreactive), infectii persistente (incapacitatea de a eradica celulele
infectate) etc, In timp ce o apoptoza excesiva poate contribui la boli neuro-
degenerative (bolile Alzheimer, Parkinson, Huntington, scleroza laterala
amiotroficd), la autoimunitate (inducerea apoptozei necontrolate in organe
specifice), la SIDA (depletia limfocitelor T) si ischemie (atac de cord, infarct
miocardic) etc.

Moartea celulara programata (MCP) nu este un fenomen specific doar
animalelor. Ea insoteste si cresterea si dezvoltarea plantelor din momentul
germinarii semintelor, pana la maturarea si senescenta plantelor. Desi MCP la
plante are unele asemanari cu apoptoza la animale, ea prezinta totusi diferente
importante, intrucat plantele nu au un sistem imun, nu contin fagocite, iar
peretele celular specific plantelor impiedica formarea corpilor apoptotici. MCP la
plante este implicata intr-o serie de procese specifice acestora, cum ar fi:
formarea embrionului, degenerarea stratului de aleurona in timpul germinarii
semintelor la monocotiledonate, formarea elementelor traheale ale xilemului,
formarea aerenchimului in radacini si a unor tipuri de trichomi epidermali,
ablatia organelor florale, eliminarea celulelor primordiilor de stamine la florile
femele ale speciilor monoice, degenerarea celulelor tapet ale anterei, auto-
incompatibilitatea polenului, formarea lobilor si perforatiilor foliare, dehiscenta
fructelor sau spargerea pastailor etc. La plante, factori de stres cum ar fi hipoxia,
deficitul hidric, radiatiile UV, salinitatea, temperaturile extreme, poluantii,
toxinele, metalele grele etc, pot induce un stres oxidativ ce poate fi urmat de
moartea celulara. MCP poate interveni la plante si ca raspuns la agentii
patogeni.

In ciuda progreselor inregistrate in ultimul timp in domeniul MCP, la
plante nu s-au gasit omologi strans inruditi cu caspazele, dar s-a identificat o
familie de proteaze ancestrale implicate in MCP — metacaspazele. Aceste enzime
sunt specifice doar eucariotelor lipsite de caspaze si executa activitati caspase-
like, fiind implicate in moartea celularda, desi nu pot cliva substraturile
caspazelor. S-ar putea insa ca pe viitor sa asistam la unele surprize, pentru ca
recent Sundstrom et al. (2009) de la Universitatea de Stiinte Agricole din Upsala
(Suedia) au constatat ca o proteina cu functie anti-apoptotica bine conservata
evolutiv, TSN (Tudor Staphylococcal Nuclease), este degradata in timpul MCP de
proteaze specifice: de caspaze in cazul celulelor animale si de metacaspaze in
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cazul celulelor plantelor (fapt ce anuleaza functia ei anti-apoptotica). Celulele
carora le lipseste proteina TSN, sufera frecvent MCP prematura. La plante s-a
1dentificat si o alta familie de proteaze — enzimele de procesare vacuolara (VPE)
care executa activitati de tip caspaza. VPE sunt cistein-proteaze si desi nu sunt
inrudite cu caspazele si metacaspazele, au unele proprietati enzimatice comune
cu ale caspazei-1. Metacaspazele si VPE par sa fie primii candidati cu
responsabilitati de activitati caspase-like la plante.

Desi in ultimele doua decenii s-au inregistrat progrese insemnate in
cunoasterea cailor si mecanismelor mortii celulare programate la animale si la
plante, domeniul acesta are inca destule incertitudini. Daca la animale lucrurile
sunt ceva mai clare, in sensul existentei unui program unic al MCP (cu doua cai
principale de realizare), la plante par sa existe mai multe programe operationale
ale MCP. Este evident insa ca sistemele MCP la animale si la plante nu sunt
similare, pentru ca nici unul din sistemele de moarte celulara descrise la plante
nu pare sa aiba toate trasaturile specifice apoptozei de la animale,
(Krishnamurthy et al., 2000). Impartasim opinia unor autori care considera ca
MCP ar fi la fel de veche ca si celula primordiala, fiind prezenta nu numai la
eucariotele pluricelulare, ci si la unele procariote si eucariote unicelulare. Pe
parcursul evolutiei organismelor pluricelulare, MCP ar fi fost ,fin acordata”
pentru a indeplini unele roluri, cum ar fi controlul social al membrilor celulari
intr-un organism.

Mi-am dorit de ceva vreme sa ma apropii de subiectul abordat in aceasta
carte, intrucat el imi aparea a fi unul extrem de incitant si voiam sa-i cunosc
unele detalii si taine, dar am avut mereu alte prioritati. Ocazia s-a ivit in urma
cu 5 ani, cand mi s-a oferit sa prezint un curs despre apoptoza studentilor de la
scoala doctorala. Imi procurasem mai demult un volum cu lucrari pe aceasta
tema, aparut in 1999 chiar sub coordonarea celui care a fondat domeniul -
profesorul F. R. J. Kerr, volum pe care nu avusesem insa ragazul sa-l deschid
pana atunci. Mi-au fost de mare folos la inceput si informatiile ample continute
in doua lucrari monografice aparute in Roméania in acelasi an, semnate de
specialisti in acest domeniu, una de catre profesorul Danaila si colaboratorii sai,
1ar cealalta de catre Moldoveanu si Popescu (autori citati frecvent in aceasta
carte). Aveam sa constat curand ca in domeniul apoptozei s-a lucrat si s-a scris
enorm, astfel incat sarcina oricui de a face o sinteza a cunostintelor acumulate in
acest domeniu nu este defel una usoara Nici nu mi-am propus de altfel acest
lucru, ci mai degraba am vrut sa scriu o carte care sa se constituie intr-un fel de
abecedar al domeniului, o incercare de a face cat de cat accesibil tuturor celor
interesati, indiferent de domeniul lor de competenta, un subiect suficient de
complex si de complicat, pe langa care nu poti trece indiferent, fara oarecare
emotie si chiar sfiald. In ce masura am reusit in tentativa mea, numai cititorul va
putea sa decida. As vrea sa cred totusi ca lucrarea de fata va starni interes si
prin faptul ca ea trateaza nu doar moartea celulara programata in regnul animal,
ci s1 modalitatile si mecanismele acestui proces in regnul vegetal, fiind din acest
punct de vedere inedita in peisajul stiintific romanesc.

Publicarea acestei lucrari a fost posibila i datorita sprijinului acordat de
domnul prof. univ. dr. Aurel Ardelean — rector fondator si presedinte al
Universitatii ,,Vasile Goldis” din Arad, un om pe care il respect si pretuiesc in
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mod deosebit pentru ca este un roman adevarat si pentru contributia sa la
dezvoltarea biologiei si a invatamantului superior in Romania.

Mi-au fost aproape in acest demers mai tinerii mei colegi biologi, dr.
Mihaela Hartan, dr. Diana Elena Maftei si dr. Daniel loan Maftei, carora le aduc
multumiri pentru sprijinul acordat in tehnoredactarea, ilustrarea si punerea in
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1. Apoptoza — definitie, istoric

In conditii normale de viatd o celuld (apartinAnd unui organism pluricelular, fie
reprezentand un organism monocelular) isi urmeaza ciclul specific de viata, care cel
mai adesea se sfarseste cu diviziunea ei si cu formarea a doua celule identice. S-a
constatat totusi ca In conditiile cultivarii in vitro celulele nu se divid la infinit, chiar
daca dispun de conditii optime de crestere (prin suplimentarea mediului nutritiv cu
factori de crestere). Astfel, in timp ce fibroblastele provenite de la un fetus uman se
divid in cultura de 80 de ori, cele provenite de la un adult Tn varsta de 40 de ani se
divid de numai 40 de ori, (Danaila et al., 1999). Celulele au deci o capacitate limitata
de prolifereare, dupa care isi Inceteazad functiile vitale, printr-un mecanism care nu
depinde de factorii favorabili sau nefavorabili in care triiesc. Intr-un organism
pluricelular adult, diviziunea si moartea celulard, doud procese contradictorii, asigura
mentfinerea unui numdr constant de celule intr-un anumit organ. Acest echilibru,
homeostazia (altii o numesc homeodinamie), se realizeaza atunci cand intr-un tesut
rata mitozei este compensatd de rata mortii celulare, iar Tn cazul cand acest echilibru
este perturbat, pot avea loc doud evenimente importante si nedorite: 1) fie celulele se
divid mai rapid decat ele mor si atunci se initiazd un proces de dezvoltare tumorald; 2)
fie celulele se divid mai Incet decat ele mor si atunci au loc pierderi de celule (cazul
unor boli neuro-degenerative).

La inceputul anilor 1960 se acorda un interes deosebit studiului lisosomilor
(organite celulare descoperite anterior de De Duve si colaboratorii sdi) si implicarii
acestora in producerea mortii celulare in urma actiunii unor agenti daunatori, care ar
determina eliberarea enzimelor digestive din lisosomi (ipoteza fiind cunoscuta sub
numele de “suicide bag” — sacul sinucigag). Un aport important la descoperirea mortii
celulare normale (programate) si la definirea termenului de apoptoza au avut
cercetirile efectuate de Kerr si colaboratorii sdi intre 1965 si 1972. In investigatii
efectuate pe ficatul de sobolan, autorii au intrerupt fluxul de singe prin ramurile venei
porte in unii lobi hepatici si au studiat consecintele acestei obstructii. Dupa céteva ore
de la operatie s-a instalat necroza celulelor situate in jurul venulelor terminale
hepatice. S-a observat insa, in parenchimul din jurul portei, cd unele celulele hepatice
erau suprimate progresiv printr-un proces, care morfologic, era diferit de necroza:
celulele respective se transformau in mase citoplasmatice mici — de forma rotunda sau
ovoidala, care contineau frecvent una sau mai multe particule de cromatina nucleara
condensata. Lizozomii prezenti aici se colorau discret prin anumite tehnici
histochimice, fapt ce ardta ca ei sunt intacti. In aceeasi situatie se aflau si ribozomii si
mitocondriile. Observatiile 1-au determinat pe autor sa considere inifial cd aceasta
condensare celulard ce ducea la formarea maselor amintite ar fi efectul digestiei
progresive a componentilor citoplasmatici de cétre lizozomii intacti, idee neconfirmata
insd de investigatiile de microscopie electronicd. Aceste observatii evidentiau in ficatul
de sobolan corpi rotunjiti dispusi 1n spatiul extracelular, corpi formati din fragmente de
citoplasma condensatd inconjurate de membrand, cu organite bine conservate, iar unii
dintre ei prezentau mase de cromatind condensata (care aparent erau lipsite de
membrand). Fenomenul a fost denumit de Kerr (1965) ‘“necroza condensata’,
(“shrinkage necrosis”), constatand ulterior ca ea este un tip de moarte celulara care se
produce si 1n tesuturile normale (nelezate). Acest tip de necroza, pus in evidenta in
lobii de ficat lipsiti de aportul de sange, a fost apoi observat de autor si in celulele
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bazale de carcinom, precum si in alte forme de tumori maligne netratate, (Kerr si
Searle, 1972), fiind confirmatd de numerosi alti autori. Era un tip special de moarte
celulara care sugera autodistrugerea celulard si nu degenerarea specificd din necroza
clasica. Ea are loc spontan 1n tesuturile adulte normale, 1n tesuturile endocrin-
dependente, 1in tumorile maligne, poate fi indusd de agenti care determina necroza
clasica si in multe cazuri este implicatd in reglarea dimensiunilor tesutului, avand un
rol opus mitozei.

Termenul de apoptoza pentru moartea celulara de acest tip a fost sugerat de J.
Cormack, profesor la Universitatea din Aberdeen, termen care in greaca veche descrie
caderea frunzelor din copaci sau a petalelor de la flori (apo = din, de pe; ptosis =
cadere), termen adoptat si consacrat de Kerr et al. (1972), care au diferentiat
modificarile morfologice celulare care apar in timpul mortii celulare programate
(MCP), de cele specifice necrozei celulare. Conform Wikipedia, termenul de apoptosis
a fost folosit de catre Hippocrate din Cos (460-377 1. Hr.) pentru descrierea ,,caderii
oaselor” in procesul descompunerii tesuturilor dupa moarte. Prin apoptoza se intelege
moartea programatd a celulelor, incetarea functiilor lor vitale, printr-un mecanism care
nu depinde de factorii (favorabili sau nocivi) din mediul extracelular.

Fenomenul a fost observat, se pare, de pe la jumatatea secolului al XIX-lea, dar
a fost neglijat. Dupa cum ardta Danaila et al. (1999), inca in 1842 (la scurt timp dupa
elaborarea teoriei celulare de organizare a organismelor vii), Vogt avansa ideea ca
unele celule mor in mod natural in cursul dezvoltarii lor. in 1864, Weismann descria
moartea celulara pe parcursul dezvoltarii la Dipterae, iar in 1872 Stieda se apropia de
intelesul actual al notiunii de apoptoza prin observatiile lui privitoare la moartea
condrocitelor in timpul osificarii. In 1879 se efectuau primele observatii microscopice
asupra mortii celulare, fiind introdusi si unii termeni de profil: cariorexie — care
insemna dezintegrarea nucleului si carioliza — care descria disparitia lui (Van Cruchten
si Van Den Broek, 2002). Mecinikov constata in 1883 ca in muschii mormolocilor de
broasca fagocitoza era asociatd cu moartea celulard, iar in 1889, Berd observa ca pe
parcursul dezvoltdrii embrionului de peste o serie de neuroni sunt supusi mortii
celulare. In 1885, Flemming descria un fenomen de regresie normald a foliculilor
ovarieni pe care l-a denumit cromatoliza, considerat de Gripper (1914) un mecanism
de contrabalansare a mitozei, (Kerr, 1999). In 1890, Arnheim a introdus termenii
picnoza st marginatia cromatinei (Van Cruchten si Van Den Broek, 2002). Intr-o serie
de lucrari aparute intre cele doud rdzboaie mondiale se sugera posibilitatea existentei
mortii celulare normale in timpul dezvoltdrii embrionare, dar nu se intuia Inca rolul
acestui fenomen si faptul ca el este implicat Tn numeroase procese biologice normale,
dar si intr-o serie de boli, inclusiv in cancer. Mai tarziu, Gluecksmann (1951) avansa
ideea ca, pe parcursul dezvoltdrii nevertebratelor si vertebratelor, apare fenomenul de
moarte celulard normali. Intr-o lucrare publicatdi in 1964, Lockshin si Williams
folosesc termenul de moarte celulard programata pentru a defini fenomenul de moarte
celulara care apare Tn zone si Tn momente precise pe parcursul dezvoltarii fluturelui de
matase. Doi ani mai tarziu, Tata (1966) ardta cd moartea celulard normald putea fi
contracarata prin interventia cu inhibitori ai sintezei ARN si a proteinelor, iar Saunders
(1966) evidentia un fapt deosebit de important si anume cd aceasta moarte celulard
normald putea fi prevenitd de substantele produse de alte celule si tesuturi, ca deci ea
putea fi influentatd prin semnale provenite de la alte celule, (Ddnaila et al., 1999).
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Apoptoza a fost in cele din urma recunoscutd si acceptatd ca modalitate distincta si
importantd de moarte celulard programata la animale dupa publicarea rezultatelor
obtinute de Horvitz (1999) in studiile sale de acest gen intreprinse la nematodul
Caenorhabditis elegans.

Neglijarea mult timp a apoptozei s-a datorat faptului ca ea “este un fenomen
criptic, iar dimensiunile mici ale multor corpi apoptotici, viteza cu care ei sunt dispugi
in celulele adiacente si absenta unor exudate inflamatorii au contribuit la ignorarea
procesului in tesuturile adulte normale, unde rata de producere a lui este redusa’”,
(Kerr, 1999).

In timp ce necroza celulard este o forma patologicd de moarte celulara, datorata
unor leziuni mecanice, hipoxiei, actiunii unor agenti fizici daundtori sau unor toxine
etc, care determind distrugerea integritdtii membranei plasmatice, pierderea
continutului celular si aparitia unui proces inflamator, iar eliminarea celulelor afectate
se realizeaza prin fagocitoza sistemului mononuclear, Tn apoptoza celulele 1si
pastreaza integritatea membranei plasmatice, celulele se zbarcesc, nucleul celulei se
condenseazd, continutul lor se separa in fragmente delimitate de membrane (corpi
apoptotici), care sunt fagocitate de macrofage, iar eliminarea lor nu este insotita de un
proces inflamator. Apoptoza este un proces fiziologic normal, care se produce cu
consum de energie, dupd un program genetic bine definit, Tnscris in genomul celulei,
nedestructiv, care se finalizeazd cu moartea celulei, prin care un organism pluricelular
elimind unele celule nedorite, realizandu-si astfel homeostazia celulara. Potrivit
definitiei propuse de Willie et al., (1980), ,.apoptoza este un proces fiziologic strict
reglat, caracterizat partial de condensarea nucleara si micsorarea volumului celular,
cu pastrarea intacta a membranei plasmatice, culmindnd cu distrugerea cromatinei
nucleare si digestia ADN-ului genomic, ca eveniment ireversibil”’, (Danaila et al.,
1999).

Desi unii specialisti fac distinctie Tntre moartea celulard programata (prin care
inteleg moartea celulard fiziologica normald, inscrisda In programul genetic) si
apoptoza (prin care inteleg moartea fiziologica asociatd cu fenomenele de condensare
a citoplasmei, fragmentarea ADN-ului si formarea corpilor apoptotici), in prezent se
considera ca ambele denumiri desemneaza unul si acelasi fenomen, admitandu-se
sintagma ,,moarte celulara programata prin apoptoza”. Termenul de moarte celulard
programatda (MCP) a fost folosit Tnaintea celui de apoptoza, fiind propus de catre
Lokshin si Williams (in 1964) in observatiile acestor autori asupra dezvoltarii
tesuturilor la insecte. Investigatiile in domeniul apoptozei s-au bucurat in ultimele
decenii de un interes cu totul deosebit si de eforturi de cercetare insemnate, rezultatele
unor specialisti in acest domeniu fiind onorate Tn anul 2002 cu Premiul Nobel pentru
Fiziologie si Medicind, acordat cercetdtorilor Sydney Brenner (Marea Britanie),
Robert Horvitz (SUA) si John Sulston (Marea Britanie).

Se pare totusi cd apoptoza prezinta mai multe fatete, variante, in sensul ca in
unele cazuri pot fi Intilnite modificarile nucleare tipice apoptozei (apoptoza
Lhucleara), in timp ce in altele apar doar modificari in citoplasma (condensarea ei,
umflarea mitocondriilor §i ruperea ribozomilor), lipsind fenomenele de fragmentare a
ADN-ului si formarea de vezicule de cromatind dispuse in partea internd a membranei
nucleare (apoptoza ,citoplasmatica’). Avand in vedere multitudinea de manifestari ale
acestui fenomen, unii autori preferd termenul generic de moarte celulara programata
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(MCP), cel de apoptoza fiind folosit, cum notam anterior, doar atunci cand apar
modificari morfologice celulare. Acest tip de moarte celulara (MC) trebuie delimitat
totodatd de ,moartea celulara prin mitoza” (mitotic cell death), realizatd de catre
agentii mutageni cu actiune antimitoticd (cum ar fi radiatiile ionizante, unii agenti
alkylanti etc), Tn care moartea celulara se produce ca urmare a incapacitatii celulelor de
a se divide (datorita blocarii mitozei), (Danaila et al., 1999).
Intre timp au aparut si alte puncte de vedere in acest concept de moarte celulara,

dupa cum urmeaza:

1) apoptoza a fost definita ca fiind moartea celulard mediatd de caspaze - avand
trasaturile morfologice descrise anterior;

2) necroza reprezinta moartea celulara accidentald, necontrolatd, haotica;
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Fig. 1.1. - Tlustrarea oncozei, necrozei si apoptozei
(dupa Majno si Joris, 1995; modificata).

3) oncoza (de la ,,onkos” — umflare) este consideratd o stare pre-letala ce duce la
moartea celulara datoritd depletiei rezervelor energetice celulare §i perturbarii
pompelor ionice din membrana plasmatica si se caracterizeazd prin umflarea celulei,
umflarea organitelor celulare, cresterea permebilitdfii membranei. Este provocatd de
ischemie si posibil de agenti toxici care interfereazd cu generarea de ATP sau
determind cresterea permebilitatii membranei plasmatice. De reguld, este insotitd de
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carioliza, iar distrugerea ADN are loc intr-o maniera nespecifica, (Majno si Joris,
1995; Fink si Gookson, 2005). Se pare ca celulele ce intrd Tn oncozd sunt supuse
necrozei, avand ca element esential natura inflamatorie, (fig. 1.1.).

4) piroptoza — este consideratd o formd de moarte celulard determinatd de infectia
cu specii de Salmonella si Shigella, este inflamatorie si ar fi dependenta doar de
caspaza-1 (caspaza care nu este implicatd in moartea celulard apoptotica). Activarea
caspazei-1 in macrofagele infectate cu cele doud specii de bacterii determina
procesarea citokinelor IL-18 si IL-18 si moartea celulei gazdd. Se considera ca
piroptoza (de la pyro=foc, febra; ptosis=cadere) ar juca un rol important in MC din
sistemele imun, cardiovascular si nervos, unde a fost observatd activarea caspazei-1,
(Fink si Gookson, 2005).

Intr-o lucrare de sintezd dedicati apoptozei, Elmore (2007) arita ci au fost
descrise si alte forme de MC. Una din ele, denumitda de Formigli et al., (2000)
aponecroza, prezintd unele trasaturi morfologice specifice atit necrozei cat si
apoptozei. O forma distinctd de MCP, denumita de Sperandio et al. (2000) paraptoza,
nu raspunde la inhibitorii de caspaza sau la Bcl-X si ar fi coordonata de o forma
alternativa de activitate caspaza-9, independentd de Apaf-1.

Mai nou, sistemele de moarte celulara (MC) la animale au fost clasificate in 3
categorii (tipuri): apoptoza (MC de Tipul 1), autofagia (MC de Tipul II) si necroza
(MC de Tipul II), (Lockshin si Zakeri, 2004). Dupa altii, tipul III de MC ar fi moartea
celulari nelizozomala, (Iakimova et al., 2005). In tabelul 1.1 sunt prezentate tipurile de
moarte celulara asa cum au fost definite de Clarke, (1990).

Tabel nr. 1.1 — Tipuri de moarte celulara (dupd Clarke, citat de Van Cruchten si
Van Den Broek, 2002)

Tipul de moarte celulard | Starea nucleului Starea Starea citoplasmei Eliminarea
MO) membranei heterofaga
celulare
Tipul 1 Condensarea Cutata, Pierderea ribozomilor | Proeminenta si
nucleului, formeaza de pe RER si importanta
Apoptozi ingramadirea umflaturi polisomi; citoplasma
cromatinei care redusa ca volum si
conduce la care devine electron-
picnoza densa
Tipul 2 Picnoza in unele | Endocitoza, Vacuole autofagice Ocazionala si
cazuri; segmente | posibil abundente; RE si tarzie
MC autofagica nucleare se pot umflare mitocondriile uneori
umfla sau dilatate; aparatul Golgi
segrega adesea marit
Tipul 3A Vacuolizare Rupturi Dezintegrare generald; | Absentd
tarzie urmata de dilatarea organitelor,
MC ne-lisosomala dezintegrare care formeaza spatii
goale ce fuzioneaza
unul cu altul si cu
spatiul extracelular
Tipul 3B Cresterea tirzie a | Umflarea Vacuolizare provocata | Prezenta
granularitatii celulei de dilatarea RE, a
MC citoplasmaticd cromatinei membranei nucleare,
aparatului Golgi si
uneori a
mitocondriilor
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In apoptoza, celulele supuse MC se transforma in corpi apoptotici, care vor fi
inghititi si digerati de catre macrofage. Autofagia reprezintd un proces catabolic major
la eucariote, in care portiuni de citoplasma si organite celulare sunt sechestrate in
vezicule cu membrand dubld si sunt livrate lizozomilor (la animale) si vacuolei (la
plante si fungi), unde vor fi digerate de enzimele hidrolitice (www.slu.se/Bozhkov;
Elmore, 2007). Bozhkov considerd ca autofagia, in functie de magnitudinea ei poate
fie sd salveze, fie si ucida celula. In conditii de stres sau infometare, autofagia poate
asigura supraviefuirea celulard prin eliminarea organitelor sau proteinelor lezate,
aprovizionand celula cu produsii de degradare rezultati in procurarea energiei sau
pentru procesele de sintezd. Daca autofagia depaseste un anumit prag si, prin actiunea
ei elimina portiuni mari de citosol si organite, in final celulele afectate mor, ea fiind in
acest caz un executor al MCP. Termenul de autofagie (,,self-eating”) deriva din latina
si are intelesul de auto-distrugere, autoliza, proces in care componentii citoplasmatici
sunt degradati de catre masindria lisosomald a celulei (Reape et al., 2007). Acest
mecanism al MCP este bine reprezentat pe parcursul dezvoltdrii embrionare a
vertebratelor si constda in vacuolizarea celulei, degradarea citoplasmei, o usoara
condensare a cromatinei. Autofagia se caracterizeazd prin formarea vacuolelor
autofagice, dilatarea mitocondriilor si a reticulului endoplasmatic, o usoara largire a
aparatului Golgi (Bras et al., 2005). Autofagia incepe cu sechestrarea de material
citoplasmatic in vezicule cu membrana dubla — autofagosomi, proces care se produce
sub controlul GTP-azelor si a fosfatidil-inositol-kinazelor. Autofagosomii fuzioneaza
apoi cu lizozomii. In vivo, celulele supuse autofagiei pot fi fagocitate de celulele
invecinate, (Fink si Gookson, 2005). Procesul de autofagie a fost Tmpartit in etape
(trepte): 1) inductia; 2) formarea autofagosomului; 3) fuziunea cu lisosomul sau
vacuola; 4) degradarea corpului autofagic si reciclarea produsilor (Elmore, 2007). Al
treilea tip morfologic de MCP ar fi reprezentat de MCP nelizozomald, sau MCP
asemanatoare necrozei (necrosis-like PCD) si implicd umflarea organitelor si formarea
in citoplasma de ,,spatii goale” lizozom-independente, avind asemdnari cu necroza,
(Iakimova et al., 2005).

Moartea celulard programatd (MCP) apare ca fiind un proces activ, programat,
dependent de semnale celulare codificate genetic si de activitati specifice in celulele
care mor. Necroza, este privitd ca un proces opus MCP, deoarece reprezinta o
prabusire a celulei datoritd actiunii directe a unor stimuli externi (care poate fi
prevenitd doar de absenta acestora), proces care nu reclama activitate celulara
(coordonata). Unii considerd ca formele sub care se poate manifesta moartea celulara
programatda (MCP) sunt apoptoza, autofagia si piroptoza. Se constatd insa ca in ce
priveste cel de al Ill-lea tip de MCP opiniile specialistilor sunt impartite. Cert este
faptul ca majoritatea autorilor fac distinctie intre MCP prin apoptoza si alte tipuri de
MCP (prin autofagie, asemanatoare-apoptozei, sau asemanatoare-necrozei etc).

2. Necroza si apoptoza — doua forme diferite ale mortii celulare

La animale, exista doud tipuri majore de moarte celulard: apoptoza, proces inalt
reglat, programat, dependent de enegie si necroza, care rezultd in urma unor leziuni.
Apoptoza sau moartea celulara programatd (MCP) la animale, asa cum a descris-o
Kerr et al (1972) se caracterizeaza prin rotunjirea si micsorarea celulei, condensarea
cromatinei (picnoza), fragmentarea nucleului (cariorexie), formarea de vezicule
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(blebbing) la suprafata externda a membranei celulare, clivajul internucleosomal al
ADN-ului in fragmente caracteristice de 180 pb si formarea de corpi apoptotici.
Membrana plasmatica in celulele mamiferelor raimane intactd pana in stadiile tarzii ale
apoptozei, fapt ce previne instalarea unui raspuns inflamator, (Vercammen et al.,
2007). Necroza se caracterizeazd prin umflarea celulelor (oncozd), dilatarea
organitelor, care determind ruperea membranei plasmatice si a endo-membranelor,
avand drept consecintd eliberarea rapida a enzimelor hidrolitice. De altfel, una din
diferentele esentiale intre apoptozd si necrozd este aceea ca 1n apoptozd membrana
celulara 1si pastreaza integritatea pana la formarea si fagocitarea corpilor apoptotici.

MCP la animale este un proces fiziologic prin care are loc eliminarea unor
celule nedorite. latd cateva exemple de acest gen, asupra carora vom reveni in
capitolele ce urmeaza:

- disparitia unor celule care au avut functii temporare (cum e cazul resorbtiei
celulelor cozii mormolocului de broasca in cursul metamorfozei);

- celule care au fost produse in exces, cum sunt neuronii la vertebrate;

- celule prezente in pozitii neadecvate, cum sunt cele ale tesuturilor interdigitale,

a caror disparitie asigura formarea degetelor la mamifere;

- eliminarea celulelor musculare in metamorfoza insectelor;

- moartea a 131 de celule din cele 1090 de celule somatice initiale, pe parcursul
dezvoltarii nematodului Caenorhabdites elegans;

- moartea unor celule pe parcursul procesului de specializare celulara, cum este
cazul keratinocitelor de la suprafata pielii etc.

Perturbarea procesului de moarte celulara programata a anumitor tipuri celulare
poate determina stari de boald, cum ar fi: moartea celulelor T helper in cazul SIDA,
sau moartea in exces a neuronilor cerebrali care poate duce la boli neuro-degenerative
ca: maladia Alzheimer, boala Huntington, boala Parkinson, boala Lou Gehrig, (Pennell
si Lamb, 1997).

Desi apoptoza si necroza se soldeaza in final cu moartea unor celule, intre cele
doud procese sunt diferente notabile in privinta manifestdrii lor, a mecanismelor §i
consecintelor asupra celulelor i organismelor, unele deja prezentate in capitolul
anterior. In timp ce apoptoza este, cum spuneam, o forma normald de moarte celular,
necroza este o forma patologica de moarte celulara.

Cum s-a ardtat deja, necroza poate fi provocatd de o multitudine de factori de
natura fizica, chimica si biologica (radiatiile, hipo- sau hipertermia, hipoxia, toxinele si
alti agenti chimici, infectiile virotice sau cu alti agenti patogeni etc), fiind insotita de
un proces inflamator. Pand la un anumit nivel modificarile induse de necroza in celule
sunt reversibile:desfacerea proteinelor care formeaza citoscheletul, alterarea integritatii
si permeabilitdtii membranelor, perturbarea activitdtii pompei ionice din membrane
etc, dupa care ele devin ireversibile. Modificarile morfologice provocate de necroza
sunt precedate de reducerea nivelului de ATP, ceea ce priveazd celula de suportul
energetic pentru refacerea schimbirilor induse. In timp ce in apoptoza cantitatea de
calciu ionic 1n citosol creste, in necroza are loc reducerea gradientului de calciu
datoritd perturbarii pompei de calciu, dar si pierderii integritatii membranelor. In
citosol sunt activate fosfolipazele si proteazele, sinteza proteinelor se reduce, iar
ulterior inceteaza. Cantitatea de apd in celuld creste, avand loc si redistribuirea apei in
interiorul ei. Schimbarea gradientilor cationici determind largirea reticulului
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endoplasmatic, celula isi modificd forma si dimensiunile, iar cromatina nucleara ia
aspect floculos. In necroza nucleul celulei nu se fragmenteaza in portiuni delimitate de
membrana ca n apoptoza, cromatina are tendinta de condensare, dar nu se redistribuie,
iar aglomerarile de cromatini sunt neregulate si slab conturate. Intr-o fazi ulterioara,
schimbarile declansate de necroza devin ireversibile. Lezarea structurii si functiilor
membranei plasmatice $i a membranelor endoplasmatice se accentueaza, mitocondriile
se hidrateaza puternic si se dilatd, iar 1n interiorul lor apar granule dense (bogate 1n
lipide), cromatina se disperseazd sub forma unor particule libere — iar la sfarsitul
necrozei cromatina dispare (se degradeazd odatd cu organitele celulare, degradarea
ADN-ului nuclear si a histonelor produciandu-se la intamplare), are loc distrugerea
progresiva si digestia enzimaticd a organitelor celulare, citoplasma se vacuolizeaza,
celulele devin eozinofile, lizozomii se umfla si in final elibereaza enzimele litice,
celulele se umfla si ele si In cele din urma se dezintegreaza. Mecanismele prin care se
produc modificarile ireversibile celulare specifice necrozei ar fi: reducerea nivelului
ATP sub cel critic, aparitia radicalilor toxici ai oxigenului, eliberarea enzimelor litice
in celula, activarea fosfolipazelor dependente de calciu legate de membranele interne.
Modificarile celulare provocate de necroza au un nivel ridicat de autonomie, nu sunt
coordonate si programate genetic precum sunt cele din apoptoza, ci sunt mai mult
procese de naturd reactiva fatd de actiunea nociva a unor factori fizici §i chimici
diversi, (Danaila et al., 1999; Moldoveanu si Popescu, 1999; Krishnamurthy et al.,
2000; Ricci, 2002; Elmore, 2007).

Tabel nr. 2.1 — Comportarea unor parametri celulari si tisulari In cazul necrozei si
apoptozei (Hetts, citat dupa Danaila et al., 1999)

Parametri analizati Necroza Apoptoza
Factori iductori Toxine, hipoxie, lezdri masive, Conditii fiziologice sau patologice;
depletia ATP depletia ATP nealterata
Energia necesara Se desfasoara fara consum de ATP- dependenta

energie

Balonizarea celulara,
distrugerea organitelor, moartea
mai multor celule

Condensarea celulei, a cromatinei,
formarea corpilor apoptotici,
moartea unei singure celule

Aspecte histologice

Modul de degradare a
cromatinei (ADN-ului)

Intdmplator, rezultand
fragmente de diverse
dimensiuni

Clivarea internucleosomala a
cromatinei In fragmente de 180 pb
sau multipli de 180 pb

Starea membranelor
plasmatice

Lizate

Intacte (cu suprafata crenelatd sau
veziculata, zbarcite)

Fagocitoza celulelor
moarte

Fagocite care migreazd in zona
de necrorza

Fagocite si celule Tnvecinate

Reactia tisulara

Inflamatie

Reactie inflamatorie absenta

Spre deosebire de apoptozd, unde celula ,,se pregiteste” pentru eliminarea ei
prin fagocitozd, in necrozd acest fenomen nu are loc, ci dimpotriva, datoritd lezarii
sistemului de membrane celulare, sunt eliberate in celuld enzimele de degradare, care
duc 1n cele din urmd la dezintegrarea ei, fenomenul fiind Tnsofit de un proces
inflamator. Fata de apoptoza, necroza este un proces ne-fiziologic, care nu este asociat
in mod normal cu dezvoltarea, nu apare in urma unui semnal de transductie controlat
genetic, nu necesita activitatea proteazelor si nucleazelor pentru o degradare controlata
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a celulei, nu reclamd Ca”" sau schimbari in fosforilarea proteinelor, (Pennell si Lamb,

1997).
Tabel nr. 2.2. — Modificari induse de necroza si apoptoza la nivel celular
(prelucrare dupa Danaila et al., 1999; Ricci, 2002)
Parametri Necroza Apoptoza
analizati
Trasaturi morfologice
Aparitie. Afecteaza grupuri mari de celule; Afecteaza o singura celuld. Reducerea
Inceputul alterare tisulard masiva. Cresterea volumului celular (condensarea
procesului volumului celular (umflarea citoplasmei si a nucleului)
citoplasmei si a mitocondriilor)
Membranele Distruse in fazele timpurii Persista integral pana In ultimele stadii;
nucleare si suprafata zbarcitd (crenelata), cu
plasmatice circumvolutiuni
Cromatina Mase mici de cromatind slab Cromatina se condenseaza in mase
delimitate, dispersate Intamplator, adiacente membranei nucleare §i ulterior
ulterior lizate se fragmenteaza
Organitele Umflarea si dezintegrarea lor in Mitocondriile capatd pori prin implicarea
celulare fazele timpurii proteinelor din familia Bcl-2
Vezicule Nu se formeaza vezicule, se Se formeaza vezicule marginite de

produce liza completa

membrand (corpi apoptotici)

Faza terminala

Are loc liza celulara totala

Celula se fragmenteaza in corpi mai mici

Trasaturi biochimice

Reglare

Se pierde reglarea  homeostaziei

ionilor

Proces strict reglat, care implicd activare
§i parcurge trepte enzimatice

Input energetic

Procesul nu reclama energie (se
produce pasiv si are loc si la 4°C)

Proces activ, dependent de energia ATP
(nu se produce la 40C)

ADN Fragmentare si degradare Fragmentare internucleozomala
intdmplatoare (inclusiv a histonelor) | nerandomizata Activarea endonucleazelor
Timing Fragmentare ADN postlitica Fragmentare ADN prelitica
(eveniment tardiv in moartea
celulara)
Evenimente - Eliberarea de factori diversi (cit. ¢, AIF)
biochimice in citoplasma de cétre mitocondrii;
- Activarea cascadei de caspaze;
- Alterari ale asimetriei membranei
(translocarea fosfatidil-serinei din
citoplasma spre partea externa a
membranei)
Impact fiziologic
Proportii Afecteaza grupuri de celule Efecte localizate care distrug celule
invecinate individuale
Inductie Determinata de factori ne- Indusa de stimuli fiziologici (lipsa
fiziologici (atacul complememtului, | factorilor de crestere, schimbari in mediul
virusuri litice, hipotermie, hipoxie, hormonal)
ischemie, toxine metabolice)
Fagocitoza Fagocitoza realizatd de macrofage Fagocitoza realizata de catre celule

adiacente sau de macrofage

Sistemul imun

Raspuns inflamator semnificativ

Raspuns inflamator absent
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In cazul necrozei, fragmentele rezultate in urma dezintegrarii aleatorii a celulei
moarte sunt fagocitate de macrofage intocmai ca particulele strdine pdtrunse in
organism, de unde si aparitia reactiei inflamatorii (Ddnaild et al., 1999). Unele din
trasaturile morfo-fiziologice si biochimice celulare care Tnsotesc necroza si apoptoza
sunt sintetizate in tabelele 2.1 si 2.2.

Spre deosebire de necrozd, apoptoza este un proces activ, afecteaza celule
izolate, decurge rapid dupa inifiere, se desfasoara cu consum de energie, dupd un
program genetic prestabilit, Tn care membranele plasmatice raman intacte, chiar daca
ele se cuteaza (zbarcesc) si capatd aspect vezicular. Citoplasma si nucleul celulei se
condenseazd, volumul celular scade aproape la jumatate (datoritd, se pare, pierderii de
apa st de ioni), celulele capdtd formd alungitd sau neregulatd, dar organitele
citoplasmatice  nu prezintd modificari specifice (se mentin aparent normale).
Condensarea si rotunjirea celulei se datoreazad distrugerii citoscheletului proteic de
citre caspaze. In faza incipientd a apoptozei concentratia calciului ionizat din citosol
ar creste, fapt ce activeaza trans-glutaminazele, enzime care contribuie la reducerea
volumului celular (ele leagd incrucisat proteine citoplasmatice prin formarea de
legaturi transversale de tipul ¢-lizil-y-glutamil). Mentinerea integritatii membranelor
celulare permite desfasurarea activitdfii enzimatice, evita pierderea de proteine,
contribuie la pastrarea echilibrului osmotic celular si la realizarea proceselor
biochimice ,,specifice” apoptozei, (Dandila et al., 1999; Moldoveanu si Popescu, 1999;
Ricci, 2002; Fink si Gookson, 2005; Elmore, 2007).

Fig. 2.1 - Celula secretoare din glanda mamara in ziua a 3-a de involutie, aflata
In stadiul timpuriu de apoptoza (dupd Vallan et al., 1998); se observa
codensarea cromatinei la marginea membranei nucleare interne)

Un efect vizibil 1n apoptoza, inca de la declansarea ei, este condensarea treptata
a cromatinei nucleare, cu formarea de mase compacte, de forma emisfericd sau
concava, care se dispun la periferia nucleului (adera la suprafata interna a membranei
nucleare - picnoza), iar membrana nucleara devine discontinua (fig. 2.1). Fatd de
condensarea normald a cromatinei specifici mitozei, Tn apoptoza se produce o
condensare rapida a cromatinei, urmata de interventia imediatd a endonucleazelor, care
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o degradeaza 1n fragmente specifice de ADN de cca 180-200 pb (la nivelul zonelor
internucleosomale, proces considerat a fi un marker important al apoptozei), fenomen
denumit cariorexie (karyorrhexis).

S-a stabilit de altfel ca primele modificari morfologice ale celulelor apoptotice
coincid cu fragmentarea genomului Tn zona de unire a doi nucleosomi invecinati
(Moldoveanu si Popescu, 1999), ceea ce sugereaza ca moartea celulara s-ar datora
clivariit. ADN-ului. $i nucleolul suferd modificari, formand mase granulare, rotunde
sau ovale, osmiofile, care se dispun in centrul acestuia, mase care se pot dezintegra in
fragmente mai mici, mai slab osmiofile (mai bogate se pare in proteine). La
microscopul optic, o celuld intratd in apoptoza este mai mica, ratatinatad (zbarcitd), mai
densa, nucleul este picnotic si prezintda mase dense de cromatina, eozinofile. Se pare ca
pierderea apei, a electrolitilor si blocarea sistemului de transport al ionilor (Na*, CI,
K™) contribuie la ratatinarea celulelor, proces usor de observat in culturile celulare prin
pierderea contactului celulei apoptotice cu celulele invecinate (a desmozomilor) si a
structurilor specializate de la suprafata ei (a pseudopodelor, microvililor etc). Spre
sfarsitul apoptozei, nucleul celulei se dezintegreazd in fragmente mai mici de
cromatind condensata, fragmente invaluite de o membrana dubla.

Un rol important in integrarea i propagarea semnalelor mortii determinate de
leziunile ADN, stresul oxidativ, chimioterapice etc il joacd mitocondriile. Factorii
amintiti pot duce la perturbarea potentialului transmembranar intern al mitocondriei
(Dy) si asa-numitei permeabilitati de tranzitie (P7). S-a observat in acelasi timp o
umflare a mitocondriilor, datoritd influxului apei Tn matrix, care poate duce la ruperea
membranei externe a mitocondriei si la eliberarea proteinelor pro-apoptotice din
spatiul inter-membranar in citoplasmd. Printre proteinele cu acest rol se numard
citocromul ¢ - care activeaza apoptozomul, dar si alti factori cum ar fi factorul de
inducere a apoptozei (AIF), endonucleaza endoG, proteina Smac/Diablo etc,
(GEWIES, 2003). Perturbarile produse Dy si PT determind pierderea homeostaziei
biochimice a celulei: sinteza ATP este sistatd, moleculele redox (NADH, NADPH si
glutationul) sunt oxidate, speciile reactive ale oxigenului (ROS) cresc cantitativ
(provocand oxidarea lipidelor, proteinelor si acizilor nucleici).

Membrana plasmatica formeazad invagindri spre interiorul celulei care duc la
generarea de vezicule interne ce contin portiuni de citoplasma cu organite celulare
intacte si fragmente nucleare, structurile formate fiind denumite corpi apoptotici.
Unele modificari morfologice celulare care se produc in necroza si apoptozd sunt
ilustrate in figura 2.2.

Unii autori considera ca fTnaintea formadrii corpilor apoptotici, membrana
nucleard se dezintegreaza, iar fragmentele rezultate s-ar dispersa in citoplasmd, unde
impreund cu portiuni din citoplasma si organite celulare intacte ar genera acesti corpi,
altii apreciazd cd integritatea membranei nucleare se pastreaza si ca parti din ea
insotesc fragmentele nucleare Tn momentul constituirii corpilor apoptotici. De indata
ce se formeaza veziculele, se produc si modificari morfologice si biochimice specifice
ale membranelor, care permit recunoasterea celulelor apoptotice de catre macrofage
sau alte celule Tnvecinate. Corpii apoptotici se desprind din celula moartd printr-un
proces de ,,inmugurire”. Structura, marimea si numarul corpilor apoptotici depind de
dimensiunile celulelor si ale nucleilor.
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Fig. 2.2. — Schema care releva unele modificari morfologice celulare care
apar in necroza si apoptoza

Inducerea

apoptozei
Activarea
receptorului

Formarea complexului
Cit. C/Apaf1

Reducerea potentialului mitocondrial

Activarea caspazelor

Corpii apoptotici rezultati ajung 1n spatiul dintre celule, unde sunt recunoscuti si
rapid fagocitati de catre macrofage sau de catre alte celule din vecindtate (celule de
naturd epiteliald sau fibroblastica), fiind degradati de catre enzimele lizozomale, fara
ca procesul sd fie insotit de o reactie inflamatorie, (Danaila et. al.,
2006). Lipsa reactiei inflamatorii s-ar datora faptului ca: - celulele apoptotice nu
elibereaza continutul si constituientii lor in tesutul din jur; - fagocitoza lor are loc rapid
de catre celulele invecinate si astfel este prevenitd necroza secundard; - celulele
apoptotice inghitite (ingerate) nu produc citokine inflamatoare (Elmore, 2007).

Expunerea fosfatidil - serinei

Schimbiiri morfologice

Fragmentarea ADN

120 Timp (minute)

Fig. 2.3 - Cronologia fenomenelor apoptotice in celule HeLa

(inductia pe calea TNFa a apoptozei cu actinomicind Dj internet)
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Fenomenul de 1nlaturare a celulelor moarte de catre celulele fagocitare din vecindtate
este denumit eferocitoza (efferocytosis). Timpul scurs Intre declansarea procesului de
apoptoza si formarea corpilor apoptotici este scurt, de ordinul minutelor sau zecilor de
minute), iar digestia corpilor apoptotici dureaza Tn medie cateva ore (fig. 2.3).

Deoarece moartea celulard prin apoptoza decurge rapid si nu este insotita de
fenomene inflamatorii, apoptoza a fost mult timp neglijata, asa cum am aratat si in
capitolul anterior.

Celulele intrate Tn apoptozd au pe suprafata lor markeri moleculari, liganzi
pentru receptorii macrofagelor, care asigurd recunoasterea si captarea lor. Intre acestia
se numara fosfatidil-serina pentru receptorii fosfatidil-serinei, trombospondina pentru
receptorii tromobspondinei, lanfuri glucidice pentru lectine, sau (ca mecanism
alternativ) proteine din clasa integrinelor in cazul receptorilor pentru vitronectind,
(Moldoveanu si Popescu, 1999).

Apoptoza este, cum am ardtat deja, un proces relativ punctiform, care implica o
celuld sau un numar mic de celule. Ea poate cuprinde un numar mare de celule pe
parcursul dezvoltdrii embrionare a unor organisme si un numar mai mic de celule in
cazul organelor deja constituite.

Citand o serie de autori, Elmore (2007) aratda ca moartea unei celule prin
necroza sau apoptoza ar depinde de natura semnalului MC, de tipul de tesut si stadiul
lui de dezvoltare, de mediul fiziologic, cele doua procese putand avea loc simultan,
functie de intensitatea si durata stimulului, de marimea depletiei ATP si de
disponibilitatea caspazelor.

3. Modificari biochimice prezente in apoptoza

Evenimentele biochimice produse in apoptoza sunt complexe, se petrec dupa un
anume program $i au loc 1n cascada. Dintre acestea, degradarea nucleului si a
organitelor celulare, produsa de enzime specifice, reprezinta in fapt procesul biochimic
cel mai important.

Unul din componentii normali ai membranei plasmatice este fosfatidil-serina
(PS), proteina localizati pe suprafata internd a acesteia (spre citoplasma). in anumite
conditii, are loc translocarea acestei proteine de pe fata internd, pe cea externd a
membranei. Este un fenomen intalnit frecvent in procesul de transformare maligna a
celulelor, care a fost semnalat si in apoptoza (la Inceputul ei). S-au evidentiat si situatii
in care apoptoza s-a produs fara translocarea PS de fata internd pe cea externd a
membranei. Translocarea acestei proteine precede fragmentarea nucleard si degradarea
organitelor celulare. De altfel, inhibitorii apoptozei si a enzimelor care au rol esential
in acest proces (caspazele), inhiba si translocarea PS pe fata externd a membranei
plasmatice. Desi aceastd translocare a fost semnalatd si in alte procese fiziologice si
patologice, ea este consideratd ca un fenomen specific in apoptoza, care face ca celula
in cauza sa fie mai usor recunoscuta si apoi fagocitatd de catre macrofage, (Danaila et
al., 1999).

Un eveniment biochimic foarte important, ce se petrece dupa translocarea
fosfatidil-serinei este, cum ardtam, fragmentarea ADN-ului nuclear, care face ca
moartea celulard prin apoptozd sa devind inevitabila. Fragmentarea nucleului este
precedata, asa cum am precizat in capitolul anterior, de condensarea si marginalizarea
cromatinei. Initial se formeaza fragmente ale fibrei de cromatind de dimensiuni mai
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mari, de 300 kbp si 500 kbp si ulterior fragmente de 180 pb sau multipli ai acestui
numar. Fragmentarea fibrei de cromatind si ADN-ului la locurile de legatura dintre
nucleosomi se face prin interventia unor endonucleaze ca NUCI1, DN-aza I si DN-aza
Il prezente in nucleu, enzime activate de Ca®* si Mg, dar inhibate de Zn**, sau de
unele nucleaze activate de caspaze, cum ar fi CAD (caspase activated DN-ase) sau
factorul de fragmentare a ADN de 40 kDa (DFF40), (Jan et al., 2008). Fragmentele
ADN pot fi determinate prin metoda TUNEL a gruparilor 3’-OH. Daca in apoptoza
clivarea fibrei de cromatind are loc n fragmente cu un anumit numar de perechi de
baze si duce la pastrarea organizdrii ei nucleosomale, Tn necroza aceasta clivare este —
cum am aratat deja, intamplatoare si determina si degradarea histonelor. Se considera
totodata cd in cursul apoptozei are loc transferul activ din citoplasma Tn nucleu a unor
proteaze, care determini degradarea unora din proteinele nucleare. In cazul cénd
apoptoza este indusd prin medierea receptorului Fas, Tn prima faza procesele specifice
acestui fenomen se petrec in citoplasma, de unde se transmite semnalul tanatogen spre
nucleu, iar Intr-o faza ulterioara se produce un semnal tanatogen invers — din nucleu
spre citoplasmd (prin molecule semnal). Acest transport nuclear activ ce Insoteste
apoptoza se face cu consum de energie.

S-a observat ca in timpul apoptozei devin active unele enzime ca adenozin-
monofosfat-kinaza, creste cantitatea unor enzime ca: trans-glutaminaza, ribonucleaza,
gamma-glutamil-transpeptidaza, catepsina etc. Implicatiile acestor modificari
enzimatice in procesul de apoptozd sunt incd insuficient cunoscute. Ceea ce se stie
totusi, este faptul ca trans-glutaminaza ar avea un rol important la cutarea (incretirea)
membranei plasmatice §i mentinerea integritatii ei, la Tmpiedicarea dispersiei
constituentilor celulari in spatiul extracelular, la formarea corpilor apoptotici si
recuonoasterea lor de catre fagocite.

Un rol deosebit in apoptoza par sa aiba si unele protein-kinaze. Tirozin-kinaza,
de exemplu, s-ar asocia cu unele proteaze si ar contribui la inducerea semnalului
apoptotic. O altd kinaza — PKA (serin-treonin-kinaza), enzimd a carei activitate este
reglatda de GTP-azd (guanozin-trifosfatazd), este de asemenea implicatd Tn apoptoza,
fiind responsabila de modificdrile ce se produc la nivelul citoscheletului. Protein-
kinaza B (sau AKT) are si ea un rol in apoptozad. S-a observat cd prezenta ei in exces in
neuroni a crescut rezistenta acestora la apoptoza. Se pare cd aceasta kinazd manifesta
o actiune anti-apoptoticd certd. Se considerd, de altfel, cd In desfasurarea apoptozei
protein-kinazele si procesul de fosforilare a proteinelor efectoare au un rol deosebit,
ele asigurand totodatd §i activarea endonucleazelor. O altd enzimd implicatd in
apoptoza, al cdrei rol este insuficient clarificat, este poli-(ADP-ribozil)-polimeraza
(PARP). In multe tipuri de moarte celulard programati s-a semnalat fragmentarea
acestel enzime. S-a constatat insd ca intre fragmentarea PARP si fragmentarea ADN-
ului nu existd o legatura certa.

Printre alte modificari biochimice 1n celulele ce urmeaza calea apoptotica, s-a
observat cresterea cantitdtii de beta-tubulina citoplasmaticd, proteind necesard in
procesul de formare a corpilor apoptotici. Avand 1n vedere ca apoptoza se produce cu
consum de energie, cu sigurantd ea presupune si modificari ale metabolismului
glucidic celular, care sunt Tnsa putin studiate i cunoscute.

Si unii produsi lipidici au implicatii in apoptoza. Fosfolipidele sunt mesageri
secunzi care iau parte la reglarea activitatii enzimelor implicate in apoptoza:
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proteinkinaze, fosfataze, proteaze. In supravietuirea celulei sfingomielina are un rol
important. Sfingomielinele sunt fosfolipide prezente in membrana plasmaticd, iar
degradarea lor se face de catre sfingomielinaza. Prin interventia acestei enzime,
semnalul tanatogen din apoptoza determind transformarea sfingomielinei in ceramide
(N-acil sfingozine), mesageri pentru efectorii apoptozei. Sfingozina are capacitatea de
inhibare a activitatii proteinkinazei-C, enzima cheie in reglarea procesului de
proliferare si 1n diferenfierea apoptozei. Sfingozina influenteazd agregarea
trombocitelor, inhiba coagularea, are efect anticancerigen si antimicrobian, poate
induce apoptoza. Ea ar avea rol dublu: in citosol regleazd enzimele ce transmit
semnalul apoptozei (fosfokinaze si proteaze), iar In nucleu favorizeazd degradarea
ADN-ului. In figura 3.1. este redatd o schemi reprezentind interactiunile posibile intre
calea TNF si cea a sfingomielinei.

Sunt pareri conform carora activarea cdii sfingomielinice s-ar realiza atat direct,
prin actiunea exercitatd de agenti externi, cat si prin intermediul receptorilor Fas si
TNF (tumor necrosis factor). In situatia din urma ar fi implicate domeniile tanatogene
(DD — death domain) ale acestor receptori, astfel incat celula este dirijatd spre
apoptoza.
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Fig. 3.1 - Mecanisme posibile de interactiune intre TNF si calea sfingomielinei (adaptatd de
Moldoveanu si Popescu, 1999 - dupa Haimovitz-Friedman, 1997).
(SM - sfingomielind; SMN - sfingomielinaza neutra; CAPK - kinaza activatd de ceramide; FAN —
proteina-adaptor la SMN; NSD — domeniul de legaturd cu SMN; DD — domeniul mortii; ASM —
sfingomielinazd acidd; TRADD - proteind asociatd domeniului mortii din receptorul 1 al TNF;
FADD/MORT1 - proteind cu domeniul mortii asociatd Fas; SEK1 — stress kinaza; RAC — subfamilie a
familiei RAS).
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In unele cercetari s-a evidentiat ca in transmiterea semnalului apoptotic ar fi
implicat si sistemul SAPK-JNK (SAPK desemneazd protein-kinazele activate de
factori de stres; JNK desemneaza protein-kinazele c-JUN cu NH-terminal).
Sfingomielinaza si ceramidele determind cresterea cantitatii de SAPK active, urmata
de hidroliza JNK - c-JUN, procese cu rol important Tn apoptoza. Unii factori de stres
ca radiatiile ionizante si UV, dar si TNF, proteinele socului termic, proteinele socului
oxidativ etc, au capacitatea de a genera ceramide si de a activa sistemul SAPK-JNK.
Pe langa rolul de mesager secundar al cdii sfingomielinice de declansare a apoptozei,
ceramidele pot avea si functia de efector direct, fiind implicate in fragmentarea ADN-
ului (prin activarea receptorului pentru TNF), modificare tipicd in apoptoza, (Danaila
et al., 1999).

Desi formarea complexului adaptor TRADD-FADD-FLICE (care primeste
semnale prin receptorii Fas/TNF) determind activarea caspazelor, independent de via
activarea ceramidelor, s-a constatat totusi ca eliminarea domeniului tanatogen (DD) al
celor doi receptori, precum si lipsa acestui domeniu la proteinele adaptor
FADD/MORTI, inhiba atat inducerea ceramidelor cat si a apoptozei. Unele cercetari
aratd ca ceramidele se pot constitui in semnale de activare a caspazelor (proteazele
ICE-Ced-3), efectorii apoptozei, (Friedman et al., 1997). In legiturd cu apoptoza
mediata de ceramide se apreciaza ca desi ele pot inifia procesul apoptotic, celulele pot
evita intrarea in apoptozd, intrucat de-a lungul acestei cdi de semnalizare ar exista o
serie de puncte de control in care procesul poate fi blocat. Astfel de puncte sunt cele
controlate, de exemplu, de PKC si Bcl-2. Proteina Bcl-2 exercita acest control in
apropierea punctului de ,orientare” (commitment) catre apoptozd, (Moldoveanu si
Popescu, 1999).

S-a observat de asemenea cd fractiunile oxidate ale lipidelor cu densitate
scazutd (LDL) determind productia in exces a ceramidelor si acumularea lor in celule.
Aceste fractiuni oxidate ale lipidelor ar avea capacitatea de a induce apoptoza, fie prin
intermediul ceramidelor, fie a caspazelor. Chiar si acizii grasi ar fi capabili sa induca
apoptoza, acest proces fiind mijlocit tot de ceramide.

Cresterea concentratiei de calciu intracelular determina activarea unor enzime
hidrolitice, intre care §i a proteazelor si endonucleazelor, despre ale caror implicatii in
apoptoza am discutat anterior. De altfel, se considerd ca ionul de calciu ar avea rol
important in primele faze ale apoptozei si cd de fapt cresterea cantitatii lui in citosol ar
putea declansa acest proces. Intr-o serie de experiente s-a evidentiat ca zincul ar juca
rol de moderator al apoptozei. In conditiile unor concentratii ridicate de zinc
extracelular (500-1000 uM) este blocatd apoptoza, iar la concentratii mici (80-200
uM) zincul ar putea induce apoptoza. Interventia s-ar realiza prin actiunea ionilor de
zinc asupra endonucleazelor, prin inhibifia sau activarea lor si implicit a blocarii sau
activarii fragmentarii ADN-ului nuclear, (Dandila et al., 1999).

4. De ce a fost ,,inventata’ apoptoza?

Celulele somatice prolifereazd folosind ca mecanism mitoza. Totodata,
apoptoza este un proces obisnuit Tn organismele multicelulare si serveste la eliminarea
celulelor nedorite sau lezate. Numeroase studii au aratat ca in tesuturile care
prolifereaza existd un numar mare de celule care dispar prin apoptoza. Acest proces
poate fi observat in diverse zone ale organismului precum celulele criptelor intestinale,
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in spermatogonii, Tn centrii nodulilor limfatici, pe parcursul dezvoltarii sistemului
nervos etc. Este atat de strinsa legdtura dintre ciclul celular si moartea celulara Tncat
unii 151 pun problema dacad apoptoza nu reprezintd o forma aberantd a mitozei, (Brady
st Gil-Gomez, 1999). King si Cidlowski (1995) au denumit incapacitatea celulei de a
progresa in ciclul celular, datoritd unei mitoze anormale ce poate duce la moartea
celulei — ,catastrofa mitotica”. Celulele in cauza manifesta o serie de schimbari
morfologice, despre care am discutat deja. Asa de exemplu, celulele cultivate de
mamifere, care sunt supuse catastrofei mitotice, devin ne-adezive, se rotunjesc,
volumul celular se reduce, iar cromatina lor se agrega.

Fiind un proces antagonist mitozei, apoptoza se constituie intr-un mecanism de
reglare a homeostaziei celulare, a raportului mitozd/apoptoza si implicit a numarului
specific de celule dintr-un tesut. Se considerd ca in corpul uman sunt produse prin
mitoza cca 100.000 de celule in fiecare secunda si cam tot attea mor prin apoptoza,
(Vaux si Korsmeyer, citati de Gewies, 2003). Apoptoza contribuie atat la eliminarea
celulelor in exces, cat si a celulelor care se dezvoltd anormal (care au, de exemplu,
material genetic grav alterat si nereparabil), a unor celule potential periculoase (cum ar
fi celulele canceroase, celulele autoreactive ale sistemului imun, celulele infectate cu
virusuri etc). Prin apoptoza se modeleaza forma unui organism pluricelular, sau a unor
organe ale acestuia. Am amintit anterior cd la vertebrate, de exemplu, pe parcursul
dezvoltarii membrelor apoptoza asigurd eliminarea tesutului mezenchimal interdigital
si contribuie la formarea degetelor (inhibarea mortii acestor celule Tmpiedicd si
formarea degetelor). Alte exemple de interventie a apoptozei pe parcursul dezvoltarii
organismelor pot fi: regresia cozii la mormolocul de broasca; disparitia la embrionul
de gaina a celulelor din partea posterioara a aripii, pentru modelarea ulterioard a
aripilor; moartea prin apoptozd a 131 din cele 1090 de celule somatice generate in
cursul dezvoltarii la viermele nematod hermafrodit Caenorhabditis elegans (al carui
adult numara 959 de celule), moartea celulard masiva care are loc pe parcursul
dezvoltarii timpurii a sistemului nervos (peste 50% din toti neuronii mor), dar si a
majoritatii celulelor B si T (peste 95%) ale sistemului imun pe parcursul maturarii lor
(Gewies, 2003) etc.

In cazul tesuturilor somatice adulte la om, apoptoza este implicatd in eliminarea
celulelor in cursul refacerii tesutului epitelial, in atrofia prostatei si a cortexului
adrenal datoritd insuficientei hormonului trofic, Tn atrofia glandei mamare dupa
lactatie, in eliminarea limfocitelor B sau T la sfarsitul reactiilor imunologice, in
echilibrarea mitozei in tesuturile epiteliale din sdn si endometru, in inldturarea
polimorfonuclearelor din tesuturile inflamate dupa terminarea raspunsului inflamator
etc, (Moldoveanu si Popescu, 1999). Prin apoptoza sunt eliminate si celulele care au
leziuni severe ale ADN-ului ce nu pot fi reparate, celulele autoreactive ale sistemului
imun, celulele infectate cu virusuri etc. Unele disfunctii sau dereglari ale procesului de
apoptoza pot conduce la cancer, la boli autoimune si la raspandirea infectiilor virale,
dupa cum apoptoza excesiva poate provoca tulburari neuro-degenerative, SIDA si boli
ischemice (Gewies, 2003).

In majoritatea tipurilor de tumori maligne cunoscute s-a semnalat prezenta
apoptozei spontane, fard a se putea efectua aprecieri de ordin cantitativ (in cancer
proliferarea celulard fiind un proces mult mai intens decat cel de apoptozd). S-a
constatat totusi ca genele supresoare de tumori si produsii acestora au capacitatea de a

33



induce apoptoza. Unele dintre aceste gene au atat capacitatea de a induce cancerul cat
s1 apoptoza, tipica in acest sens fiind oncogena c-myc. Sunt i situatii in care apoptoza
poate fi alteratd sau incetinitd, cum ar fi unele boli neuro-degenerative, hepatita,
cardiopatia ischemica sau degenerativa, infectia cu HIV etc, ceea ce duce la tulburari
functionale importante ale unor tesuturi. Prin urmare, dereglarea procesului de
apoptoza, fie in sensul intensificarii lui (bolile neuro-degenerative si hematologice), fie
a inhibarii acestuia (procesele tumorale), poate duce la stari patologice.

Cum se face cd o celula, care uneori apartine unui grup de celule foarte
asemanatoare cu ea, intrd Tn apoptozd? Se apreciazd cd In cazul mamiferelor
fenomenul s-ar datora:

- lipsei unor stimuli externi care asigurad supravietuirea;

- prezentei unor stimuli care determind apoptoza;

- deregldrii unor mecanisme prin care celula isi poate repara unele leziuni
aparute la nivelul organitelor celulare sau a materialului nuclear, (Raff, citat de
Danaila et al., 1999).

Potrivit unor cercetdri, pentru supravietuire, celulele au nevoie de factori de
crestere (substante cu rol de hormoni trofici), pentru care ar exista o competitie intre
celule si in lipsa carora celula poate intra Tn apoptoza. Ritmul de producere a acestor
factori trofici intr-un tesut influenteaza raportul mitozd/apoptoza si implicit numarul
optim de celule 1n tesutul respectiv. S-a constatat, de exemplu, cad in culturi de celule
endometriale de soarece sunt secretati in mod ciclic fie factori care controleaza
diviziunea celulara, fie factori ce controleaza apoptoza, raportul dintre ei determinind
oscilatii zilnice ale numarului de celule in jurul unei valori care este relativ constantd
pe termen lung, (Lynch, citat de Dandila et al., 1999). Homeostazia unor tesuturi si
celule, cum ar fi celulele tesutului hematopoietic, ale cortexului suprarenal, celulele
epiteliale ale prostatei, celulele neuronale in timpul dezvoltarii lor etc, ar fi asigurata
de semnalele transmise de factorii trofici sau de cei ce declanseaza apoptoza, nefiind
incd clar dacd acesti factori au specificitate de tesut sau ei sunt asemandtori in intregul
organism. Comunicarea dintre celule prin intermediul mesagerilor chimici
extracelulari, a unor stimuli mecanici proveniti din citoschelet etc, ar juca un rol foarte
important in decizia unei celule de a intra in apoptoza.

Apoptoza spontana este intilnitd si Tn tumorile maligne, in special in jurul
zonelor de necroza, factorii inductori fiind diversi si insuficient elucidati. Intrarea in
apoptoza a unor celule tumorale poate fi un proces intrinsec acestora (activarea unor
antioncogene), poate fi datorata factorului de necroza a tumorilor - TNF (citokina
secretatd de macrofagele activate), atacului limfocitelor T asupra acestor celule, poate
fi indusa prin tratamentele chimioterapice etc, (Danaild et al., 1999).

5. Factori care induc si care inhiba apoptoza

5.1. Factori care induc apoptoza

Din cele prezentate anterior am retinut faptul ca apoptoza unor celule este un
fenomen fiziologic normal, care contribuie la homeostazia tesuturilor, la modelarea
acestora si a organismelor vii, potrivit unor instructiuni (semnale) provenite din
interiorul celulei, dar si din exteriorul ei (de la celulele nvecinate). Apoptoza Tnsa
poate fi declansatd si sub actiunea unor agenti externi de natura fizica si chimica, care
provoaca in special alterari ale materialului genetic si indirect modificari ale
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proceselor biochimice celulare (nu se stie daca apoptoza ar putea fi indusa de agentii
externi si prin actiunea lor directa asupra proceselor biochimice din celule). Se pare ca
si in aceastd situatie decizia intrdrii in apoptozd a unei celule se ia tot pe baza
semnalelor primite de la celulele invecinate, care au fost probabil ,avizate” de
leziunile provocate materialului genetic al celulei Tn cauza, (Danaild et al., 1999).
Gama factorilor fizici, chimici si biologici care pot induce apoptoza este variata:
radiatiile ionizante s$i neionizante, hipertermia, campurile electromagnetice de
frecventd joasa, hipoxia, substantele chimioterapice (metothrexatul, ciclosporina A,
vincristina, cisplatina, majoritatea citostaticelor), medicamentele citotoxice, hormonii,
interferonul, retinoizii, virusurile, unii anticorpi, limfocitele citotoxice etc. Se
considerd cd inductia apoptozei de catre unii din factorii amintiti depinde in mare
masurd de capacitatea lor de a influenta activitatea genelor p53 si bel-2. In continuare
vom discuta pe scurt actiunea apoptotica a unora dintre acesti factori.

Radiatiile ionizante si neionizante. S-a constatat ca radiatiile ionizante, In doze
mici §i moderate (care nu pericliteaza supravietuirea celulelor), se constituie intr-un fel
de trigeri (declansatori) efectori ai apoptozei prin schimbdrile induse la nivelul ADN-
ului celular. Se apreciaza ca produsii genelor p53 (care au rol de monitorizare a
integritatii genomului celular) determind (la concentratii ridicate) oprirea ciclului
celular in G;, procurdnd un timp mai indelungat de interventie a proceselor de
reparatie a ADN-ului lezat, iar in cazul 1n care aceste leziuni nu pot fi inlaturate,
produsii genelor p53 declanseazd apoptoza. Existenta unui astfel de mecanism a fost
demonstrat Tn unele experiente. Astfel, timocitele a caror gene p53 au fost blocate, au
rezistat la doze letale de iradiere, iar deblocarea acestor gene a determinat
redobandirea capacitatii de apoptozd sub influenta radiatiilor. S-a observat de
asemenea cd o concentratie sporitd de produsi ai genelor p53 a indus apoptoza in
tumorile derivate din timocite (Clarcke et al., 1993 si Yonish-Rouach et al., 1991 —
citati dupa Danaila et al., 1999). Intrarea in apoptoza n urma iradierii depinde si de
rata de proliferare specifica celulelor unui tesut, care creste odata cu aceasta ratd (cazul
celulelor din criptele intestinale, ale celor din tesutul spermatic sau al limfocitelor),
desi sunt situatii n care radiatiile induc o frecventa ridicata a apoptozei fard sa existe o
asemenea legiturd (cazul celulelor din glandele salivare sau lacrimale). In cazul
iradierii terapeutice, frecventa apoptozei diferd de la o tumord la alta si nu exista o
relatie directd intre radiosensibilitatea tumorii si nivelul apoptozei.

Si radiatiile neionizante (ultraviolete) au capacitatea de a induce apoptoza in
tesuturile sau celulele care vin in contact direct cu acest tip de radiatii. Potrivit unor
informatii prezentate de Danaila et al. (1999), prin iradierea UV a unei culturi de
polimorfonucleare timp de 15 minute s-a indus moartea prin apoptoza a cca 70-90%
din celule in interval de 4 ore de la iradiere. S-a constatat de asemenea ca iradierea UV
a unei culturi de celule leucemice a indus disparitia prin apoptoza a cca 50% din celule
datorita alterarii materialului nuclear, restul de celule afectate de acest fenomen avand
ca mecanism activarea caspazei-3. Asa cum se stie, radiatiile UV au capacitatea de a
produce dimeri pirimidinici la nivelul ADN, blocand transcriptia si translatia ADN si
probabil astfel se explica intrarea n apoptoza a celulelor afectate.

Hipertermia. S-a observat ca tratamentele hipertermice moderate au calitatea de
a induce apoptoza, desi mecanismul de actiune ramane obscur. Valoarea
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temperaturilor la care se inregistreaza un nivel ridicat al apoptozei depinde de la un
tesut la altul, frecventa apoptozei fiind mai inaltd in cazul tesuturilor cu proliferare
inaltd (tesuturile limfoide si tumorale, de exemplu). Tesuturile supuse actiunii unor
agenti fizici (inclusiv hipertermiei) prezinta un nivel crescut al proteinei Bax (pro-
apoptotica).

Hipoxia. Hipoxia este un factor care poate induce atat apoptoza cat si necroza
celulelor. Hipoxia Tnsoteste frecvent tumorile care depasesc dimensiunea de 1-2 mm.
Apoptoza apare ca fenomen cert in celulele tumorale hipoxice, dar hipoxia poate fi un
factor care induce apoptoza si in celulele normale. S-a observat ca inactivarea genei
p353 sau prezenta Tn exces a proteinei Bcl-2 reduce frecventa de intrare in apoptoza a
celulelor in caz de hipoxie. In zonele ischemice ale miocardului apoptoza indusi de
hipoxie apare ca un factor distructiv, Intrucét contribuie la eliminarea unor miocite, in
timp ce distrugerea prin apoptozd a unor celule tumorale datoritd hipoxiei in unele
forme de cancer solid apare ca un mecanism de actiune antitumorald al organismului,
(Danaila et al., 1999).

Radicalii liberi. Nivelul radicalilor liberi din celuld interfereaza cu apoptoza.
Potentialul redox din celuld influenteazd activitatea unor factori de transcriptie.
Investigatiile in vitro pe culturi de celule animale au ardtat cd speciile reactive de
oxigen (ROS) pot induce apoptoza, dupd cum unii antioxidanti pot bloca acest proces.
ROS pot provoca peroxidarea lipidelor, pot induce leziuni unor macromolecule
(inclusiv ADN-ului), pot inactiva unele enzime, cu toate consecintele ce decurg din
aceste reactii. Daca unele din aceste leziuni nu pot fi anulate prin interventia sistemelor
reparatorii din celuld, atunci celula poate urma calea apoptotica. Speciile reactive ale
oxigenului (radicalul superoxid, apa oxigenata, radicalul oxidril activ etc) au rol
important in controlul unor procese biologice (pot activa expresia unor gene, pot
influenta raspunsul la citokine si proliferarea celulelor etc), de unde ideea ca ele ar
putea exercita rolul de molecule semnal in anumite conditii fiziologice, (Moldoveanu
si Popescu, 1999).

Prezentam 1n continuare unele din sistemele reparatorii ale leziunilor oxidative
din celula, ale caror dereglare poate induce apoptoza:

- Tioredoxina (TRX). Tioredoxinele sunt proteine redox de dimensiuni mici (12
kDa) prezente in toate organismele vii (bacterii, plante, mamifere etc). TRX este o
oxido-reductaza cu functii antioxidante, care are in structura ei un motiv CXXC (cu
doud cisteine invecinate), cele doud resturi de cisteind conferindu-i capacitatea de a
reduce alte proteine. Enzima are numeroase substraturi, printre care si ribonucleaza,
factori de coagulare, corion-gonadotropine, receptorul gluco-corticoid si insulina.
Plantele dispun de un complex de sase tioredoxine, prezente in diverse compartimente
celulare. Impreuna cu metionin-sulfoxid-reductaza, TRX reactiveaza proteinele in
care au fost oxidate resturile de metionind. Inactivarea tioredoxinei (prin oxidarea
gruparilor —SH din molecula ei) poate duce la cresterea concentratiei calciului in celula
(ROS pot ataca unul din resturile de metionind de la capatul C-terminal al
calmodulinei si astfel si modifice pierderea capacititii de activare a ATP-azei Ca**
membranare). Or, dereglarea homeostaziei calciului in celula poate determina
activarea unor enzime (fosfolipaze, proteaze, transaminaze, endonucleaze etc), cu
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consecintele ce decurg de aici. TRX este implicata si 1n reglarea unor molecule redox-
sensibile, printre care NF-kB (factorul nuclear kappa-B), APl (activator protein-1) si
receptorul gluco-corticoid. Activarea NF-kB (asigurata prin fosforilarea subunitatii
IkB din componenta sa, la interventia unei tirozin-kinaze) determina migrarea lui in
nucleu, unde se leagd de o secventi (kappa-B) a ADN-ului. In realizarea acestei
legaturi (ADN-NF-kB) intervine TRX si proteina Ref-1 (factorul redox 1), care asigura
reducerea restului de cisteind din structura NF-kB. Translocarea in nucleu a NF-kB
este facilitatd de interventia agentilor oxidanti, iar legarea lui la ADN necesita agenti
antioxidanti. O serie de argumente aratd ca activarea factorului NF-kB se afla sub
controlul statutului redox: activarea lui directd de catre apa oxigenatd si peroxizii
organici; activarea lui ca raspuns la actiunea unor agenti citotoxici (care poate fi
blocatd de antioxidanti); inhibarea activarii acestuia de catre un numar mare de
antioxidanti etc. S-a constatat ca Tnsdsi functia proteinei p53 poate fi reglatd de catre
antioxidanti si ioni metalici, (Moldoveanu si Popescu, 1999). Faptul ca tioredoxinele
se pot deplasa dintr-o celuld 1n alta sugereaza ca ele ar putea fi implicate in fenomenul
de comunicare la plante;

- poli-(ADP-ribozil)-polimeraza (PARP) este o enzimd prezentd in nucleul
celulelor, cu rol in procesele de excizie si reparatie ale ADN-ului. Enzima prezinta mai
multe regiuni (domenii): un domeniu de legare la ADN, unul clivat de caspaza, un
altul de auto-modificare si un domeniu catalitic. Ea se activeaza ca raspuns la rupturi
monocatenare (RM) induse ADN-ului de factori metabolici, chimici sau fizici si le
semnaleaza sistemelor enzimatice implicate in reparatia lor. In prezenta unei astfel de
leziuni ADN, domeniul de legare ADN al PARP se leagd la ADN si determind sinteza
unui lant de poly-(ADP)-ribozd (PAR), actiune de care este responsabil domeniul
catalitic al enzimei. PAR reprezinta un semnal pentru interventia enzimelor de
reparatic a ADN-ului lezat. Domeniul de modificare al PARP asigura eliberarea
proteinei PARP de ADN dupa cataliza. Dupa reparatia ADN, are loc si degradarea
lanturilor PAR de cétre glicohidrolaza. Aceastd enzima poate fi activatd prin actiunea
ROS, care induc desfacerea helixului de ADN. Daca ADN-ul nu poate fi reparat,
intervine apopaina (caspaza-3) ce degradeaza PARP, iar degradarea PARP activeaza
la randu-i1 endonucleaze specifice care vor determina apoptoza celulei;

- prezenfa NO. S-a constatat ca NO, care poate avea fie efect cito-toxic, fie cito-
protector (functie, se pare, de tipul de celuld), poate induce in unele tesuturi apoptoza,
iar 1n altele s-o blocheze. NO poate inactiva unele enzime din mitocondrii, in special
cele care contin Fe, S si grupari tiolice Tn moleculd. Or, inactivarea enzimelor cu Fe si
S poate conduce la eliberarea Fe, care poate participa la reactia Fenton (care reprezinta
cataliza de catre Fe a peroxidului de hidrogen cu formarea de radicali liberi hidroxil; reactie folosita
practic in tratarea unor poluanti acvatici precum fenolii, formaldehida, unele pesticide etc), din care
rezulta radicali liberi oxidril. NO poate concura cu oxigenul in legarea la centrul activ
al citocrom-oxidazei, ceea ce conduce la reducerea energiei in mitocondrii §i la
eliberarea calciului (despre a carei consecintda am mai discutat). NO poate inhiba
glicoliza si metabolismul energetic din mitocondrii, ceea ce atrage moartea celulei
datorita depletiei ATP. NO poate inhiba si sinteza ADN-ului (prin inhibarea
ribonucleotid-reductazei) si in acest fel contribuie la moartea celulara. Proteina Bcl-2
are calitatea de a proteja celula de apoptoza indusd de NO. De altfel, unii considera ca
NO ar fi moleculd semnal pentru expresia proteinei Bcl-2. In investigatii efectuate pe
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culturi de hepatocite s-a ardtat ca NO ar bloca activarea caspazei-3 (si astfel ar preveni
apoptoza), fie prin S-nitrozilarea ei, fie prin intermediul guanozin-monofosfatului
ciclic (GMPc), (Moldoveanu si Popescu, 1999).

Chimioterapicele. Este un fapt cert ca apoptoza poate fi indusd de unele
substante anticanceroase cum ar fi tamoxifenul si gluco-corticoizii, dupa cum este
posibil ca si alte substante precum metothrexatul, vinblastina, etopozida, cisplatina etc,
care determind apoptoza in vitro, sa aibd aceastd calitate si in vivo. Mecanismul prin
care induc apoptoza aceste substante este neclar, dar se considera ca ele si-ar exercita
acest efect prin influentarea genelor bcl-2 si p53. S-a observat ca stimularea sintezei de
produsi specifici genei p53 creste receptivitatea celulelor tumorale pentru substantele
citotoxice, dupa cum pierderea sau deficienta functiei acestei gene sporeste rezistenta
acestor celule la chimioterapice. Un rol asemanator ar avea si gena bcl-2 prin produsii
el specifici. Se pare cd genele care induc apoptoza sunt capabile pe de o parte sa
genereze cancerul, iar pe de altd parte sd induca rezistenta la terapia anticanceroasa.
Diminuarea in timp a eficientei unor substante in terapia cancerului pare sa fie legata
de activarea unor gene anti-apoptotice (cum ar de exemplu bcl-2), dupa cum mutatia
genel p53 poate de asemenea sd determine ineficienta sau eficienta partiala a unor
chimioterapice, (Danaild et al., 1999).

Hormonii. Modul cum influenteaza hormonii procesul de apoptoza este mai
putin cunoscut. S-a observat cd in cazul atrofiei unor glande precum prostata si
glandele suprarenale apoptoza are rolul ei. Gluco-corticoizii au capacitatea de a
induce apoptoza in timocite si in celulele limfoamelor maligne. Mecanismul de actiune
pare a fi legat tot de activitatea genei bcl-2.

Factorii de necroza a tumorilor (TNF) si de crestere a nervilor (NGF)

TNF este o citokina secretatd de macrofagele active, care-si exercitd actiunea
prin intermediul a doi receptori aflati pe suprafata celulelor, receptori care au greutate
moleculard diferitd (75 si respectiv 55 kDa). Legarea TNF de acesti receptori
declanseazd, in anumite conditii, o serie de procese celulare care se pot finaliza cu
intrarea in apoptozd a celulei. TNF are un rol important in distrugerea celulelor
tumorale si a altor tipuri de celule.

NGF este o citokind importantd pentru cresterea, mentinerea §i supravietuirea
unor neuroni {intd. Receptorii lui sunt situati pe suprafata unor celule, inclusiv a
celulelor nervoase. NGF este un factor critic pentru supravietuirea si intretinerea
neuronilor simpatici §i senzitivi, in lipsa acestui factor ei fiind supusi apoptozei. Se
considerd cd si NGF poate induce apoptoza, conditiile si mecanismul prin care
realizeaza acest proces fiind inca insuficient cunoscute. NGF ar juca un anume rol in
unele boli cardiovasculare (ateroscleroza, obezitate, diabetul de tip 2, sindromul
metabolic), dar si intr-o serie de tulburari psihiatrice (dementa, depresia, schizofrenia,
autismul, anorexia nervoasa etc).

Anticorpii anti-antigenului Fas. Receptorul Fas (APO-1 sau CD95) face parte
dintr-o mare familie de proteine (in care intrd si TNF, NGF, unii receptori limfocitari
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ca CD27, CD30, CD40), fiind o proteind trans-membranara receptor care poate induce
apoptoza.

Retinoizii. Retinoizii sunt derivafi ai vitaminei A, care au rol important in
cresterea, diferentierea si dezvoltarea unor tesuturi, care pot manifesta Tnsad activitate
anticancerigena si declansa apoptoza in diverse tipuri de celule canceroase, aceasta
actiune fiind legata se pare de activitatea caspazelor.

Limfocitele citotoxice. In cercetiri efectuate pe culturi celulare s-a constatat ci
unele celule ca limfocitele T citotoxice, celulele NK (Natural Killer) si celulele K
(Killer) pot induce apoptoza in celulele tinta. Un exemplu de acest gen il reprezinta
distrugerea de catre limfocitele T citotoxice a celulelor infectate cu virusuri. S-a
constatat de asemenea cd substantele care inhibd expresia genei bcl-2 nu inhiba
apoptoza provocatd de limfocitele T citotoxice.

Infectiile virale. S-a observat cd unele infectii virale (in special infectia cu HIV)
determind un nivel mai ridicat al apoptozei limfocitelor T neinfectate, reducerea
numarului limfocitelor activate si diminuarea reactiei imune.

Matrixul extracelular. Contactul (adeziunea) cu matrixul extracelular are un rol
foarte important pentru evolutia normald, pentru cresterea, supravietuirea §i
dezvoltarea a numeroase celule. Acest contact este asigurat de molecule speciale
denumite integrine, prezente la suprafata acestor celule (blocarea acestor molecule cu
ajutorul peptidelor determind pierderea aderentei celulelor si intrarea lor in apoptoza).
Aceste integrine ar transmite totodatd semnale specifice in interiorul celulei. Lipsa
contactului unor celule la matrixul extracelular, poate determina blocarea ciclului de
diviziune sau intrarea in apoptozad a celulelor in cauza. S-a constatat, de exemplu, ca
pierderea contactului cu matrixul extracelular face ca fibroblastele primare sa aiba o
sinteza redusd a proteinelor, iar ciclul lor celular sa se blocheze in G;, dupa cum
celulele endoteliale si epiteliale primare aflate in aceastd situatie sd intre rapid in
apoptoza (degradarea matrixului extracelular face, de exemplu, ca in cursul involutiei
glandei mamare celulele epiteliului mamar sa intre in apoptozd). O caracteristica a
celulelor tumorale este aceea ca ele nu intrda in apoptoza n urma detasarii lor de
matrixul extracelular. In acest caz, apoptoza s-ar realiza prin intermediul produsilor
genelor p53 sau bcl-2, (Danaila et al., 1999).

5.2. Factori care inhiba apoptoza

Potrivit datelor furnizate de Thompson (citat dupa Danaila et al., 1999) printre
inhibitorii apoptozei figureaza:

a) factori fiziologici: factori de crestere, matrixul extracelular, ligandul CD-40,
aminoacizi neutri, zincul, hormonii estrogeni si androgent;

b) factori farmacologici: inhibitori ai cistein-proteazelor, inhibitori ai calpainei,
promotori tumorali;

c) gene virale: EIB (de la adenovirusuri), p35 si IAP (de la baculovirusuri),
CrmA (de la virusul variolei), LMW5-HL (de la virusul febrei suine africane) etc.
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Un mecanism eficient de aparare a organismelor pluricelulare Tmpotriva
infectiilor virale 1l reprezintd apoptoza, proces care asigurda odatd cu moartea celulei si
moartea virusului, evitandu-se astfel propagarea infectiei. Cum se stie, virusurile au
capacitatea de a subordona procesele celulare pentru reproducerea lor, iar pentru
supravietuirea lor este necesard si supravietuirea celulelor infectate si deci evitarea
apoptozei de catre acestea. Virusurile au dezvoltat diverse strategii pentru inhibarea
mortii celulare si a eliberarii de citokine pro-inflamatorii de catre celulele infectate
inainte de a-si realiza ciclul de replicare si a fi astfel capabili de a infecta alte celule. In
acest scop, unele virusuri au capacitatea de a sintetiza proteine care pot inhiba
apoptoza celulelor infectate. Exemple de acest gen sunt reprezentate de: proteina virald
FLICE, care impiedica transmiterea semnalului de transductie catre enzimele efectoare
ale apoptozei; proteina EIBI9K (de la adenovirusuri) care, pentru a bloca semnalul
pro-apoptotic al proteinei celulare Bax, interactioneazd cu aceasta; baculovirusurile
(virusuri specifice insectelor) produc unele proteine cum sunt p35 si IAP, care inhiba
caspazele (enzime efectoare ale apoptozei). S-a observat de asemenea cd unele
polizaharide (LPS) produse de bacterii pot inhiba apoptoza (in culturile de monocite,
de exemplu), (Danaild et al., 1999).

Schimbdrile provocate unor factori de transcriptie necesari apoptozei, prin
mutatia genelor specifice (cum ar fi gena myc sau NUR77), pot inhiba apoptoza. Sunt
situatii in care, prin stimularea receptorului TNF, nu are loc activarea caspazelor, ci
activarea factorului de transcriptie Nf-kB. Existd de asemenea unele peptide care pot
bloca receptorii Fas si TNF si inhiba in acest fel apoptoza.

Proteinele p35 si crmA. Proteina p35 este cunoscutd pentru efectele ei anti-
apoptotice si antioxidante (SAHDEYV et al., 2010), fiind codificata de o gena specifica
baculovirusului, AcMNPv. Aceasta proteina este un inhibitor al MCP la diverse specii
de animale (insecte, nematode, mamifere), ceea ce sugereazd ca interactioneaza cu un
component conservat evolutiv al masinariei mortii celulare, (Hay et al., 1994; Beidler
et al., 1995; Xue si Horvitz, 1995). Proteina p35 are efect inhibitor asupra apoptozei
indusa prin Fas si TNF si blocheazd clivarea proteolitica (indusd pe calea Fas sau
TNF) a proteinei PARP (de la forma ei nativa de 116 kDa, la forma specifica
apoptozei de 85 kDa), (Beidler et al., 1995). Proteina este capabila sa se lege la
caspaze, sd le cliveze si inactiveze, fiind un inhibitor eficient al caspazelor -1 la -8
(FAN et al. 2005), dar nu are efect inhibitor asupra granzimei B. Exista preocupdri de a
utiliza capacitatea de reglare a apoptozei si pe cea antioxidanta a proteinei p35 in scop
terapeutic. In combinatie cu unele medicamente anticancer, ea ar putea si reduca
rezistenta celulelor tumorale si sd prelungeasca actiunea citotoxicd a acestora, (Sahdev
et al., 2010). Hisahara et al. (2000) au obtinut soareci transgenici care exprima
proteina p35 in oligodendrocite si au constatat ca acestea sunt rezistente la apoptoza
indusa prin TNFo, anticorpi anti-Fas si interferon gamma, iar soarecii respectivi s-au
dovedit rezistenti la encefalomielita autoimuna indusa experimental cu mielin-
glicoproteina.

Proteina crmA este o serpind (inhibitor de serin-proteaze), produs al virusului
cowpox (CPV). Poxvirusurile sunt virusuri mari cu ADN dublucatenar, care se replica
in citoplasma celulelor gazda si sintetizeaza proteine care deviaza raspunsul imun al
gazdei, (Nathaniel et al., 2004). Proteina crmA are efect inhibitor asupra inflamatiei si
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