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MODELAREA PRIN INTEGRINE
A SENSIBILITATII CELULARE
LA APOPTOZA

Adelina Curaj, Alexandra Popescu
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UMF “Carol Davila”

Laborator Biologie Celulard

Institutul National de Patologie “Victor Babeg”

APOPTOZA

Moarte celulara programata

Controleaza homeostazia celulara a tesutu-
rilor in toate etapele de dezvoltare a unui
organism
Initierea

mecanism extrinsec

mecanism intrinsec

efector comun: caspazele
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MECANISMELE APOPTOZEI
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Preluat din: www.researchapoptosis.com/apoptosis/pathways

INTEGRINELE $S1
APOPTOZA

Integrinele — receptori la componente ale matricei
extracelulare

Apoptoza dependenta de pierderea functiei
integrinelor — anoikis

Ipoteza: tipul de interactiune celula-substrat
influenteaza sensibilitatea celulelor la apoptoza
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NE-AM PROPUS:

Investigarea efectului semnalizarii prin
integrine asupra sensibilitatii celulare la
declansarea apoptozei pentru:

linii celulare stabilizate;

culturi celulare primare obtinute in
conditiile laboratorului nostru (pentru
pasajele timpurii ale acestora).

MATERIALE SI METODE

Linii celulare stabilizate: DOK, Hep2, HS27,
HelLa, 3T3, SMC
Culturi celulare primare: miometru, trompa uterina,
placenta la termen, piele
Suprafata de cultura a fost acoperita cu proteina de matrice
(colagen — Col, fibronectina — Fn, laminina — Lam) sau
albumina serica bovina — BSA, respectiv poli-L-lizina — PLL
pentru control.
Apoptoza a fost indusa prin privare de ser sau prin
staurosporina.
Western-blotting si test de proliferare celulara MTS.
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REZULTATE

EXPRIMAREA INTEGRINELOR PE
DIVERSE TIPURI CELULARE IN CULTURA
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EXPRIMAREA INTEGRINELOR PE DIVERSE
TIPURI CELULARE IN CULTURA PRIMARA SAU
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PASAJE MICI
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integrind a3

megrina a5 K eratinocite pasaj 2

o pozitiile 1, 3 - reprezinta
keratinocite pasaj 1
o pozitiile 2, 4 - reprezinta

o pozitiile 5-8 reprezinta
nivelul de exprimare a
integrinelor in celule
musculare netede de
trompa uterina la pasajele
2 (pozitia 5), 4 (pozitia 6), 6
(pozitia 7) si 8 (pozitia 8). .
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EXPRIMAREA INTEGRINELOR PE DIVERSE
TIPURI CELULARE IN CULTURA PRIMARA SAU

integrina u3

integrina w5 o

integrina p3 ©

p-actind

1 —uter

2 — CMN pasaj 2

3 — CMN pasaj 4

4 — CMN pasaj 5

5 - CMN pasaj 6

6 — CMN pasaj 7

7 — CMN pasaj 8
8 — CMN pasaj 10,
9 — uter (alt preparat).

o poz.
o poz.
o poz.
poz.
o poz.
poz.
o poz.
o poz.

o poz.
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INTERACTIUNEA INTEGRINA-MATRICE 5
INFLUENTEAZA SENSIBILITATEA CELULARA

Colagen Fibronectina

HelLa SF BSA 1uM Stp 5uM Stp SF BSA 1uM Stp | 5uM Stp
Valoare medie 3.9 10.8 20.2 223 9.3 6.3 71 28.9
Eroare standard 0.7 3.8 10.0 10.7 2.7 2.8 11 71
Hep2
Valoare medie

1.6 9.1 56.6 71.8 1.3 1.3 33.8 95.8
Eroare standard

0.6 6.1 17.7 12.7 0.9 1.0 12.2 1.3
DOK
Valoare medie 16.6 18.3 29.6 411 9.8 15.0 29.6 45.8
Eroare standard 71 4.7 9.9 14.9 5.2 3.3 8.8 8.1
HS 27
Valoare medie 1.8 46.6 59.2 85.0 1.8 6.0 15.6 36.8
Eroare standard 0.4 17.0 8.5 8.5 1.6 1.4 7.0 12.4

SENSIBILITATEA CELULARAY LA APOPTOZA
INDUSA DE STAUROSPORINA DEPINDE DE
INTERACTIUNEA INTEGRINA-MATRICE
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EVOLUTIA RATIONAMENTULUI
NOSTRU

Mecanismul inducerii apoptozei la celulele Hel a;

Celulele atagate pe suprafete acoperite cu colagen
tip | (substrat pentru integrina a2p1)

Inducerea apoptozei cu staurosporina
Western-blotting
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CONCLUZII

Mecanismele apoptotice sunt dependente de
integrina implicata in interactiunile celula-substrat.

Pentru liniile celulare stabilizate, aderarea pe
colagen determina o sensibilitate crescuta la
apoptoza fata de aderarea pe fibronectina

Pentru culturile celulare primare sensibilitatea cea
mai ridicata la apoptoza este indusa de atasarea pe
colagen

Aderarea pe fibronectina sau laminina protejaza
celulele fata de apoptoza indusa prin staurosporina,
efectul fiind bifazic

CONCLUZII

Staurosporina induce modificari in exprimarea
factorului pro-apoptotic Bax la celulele HelLa atasate
pe colagen tip |, intr-o maniera dependenta atat de
concentratia de colagen utilizata la acoperirea
suprafetelor de cultura céat si de concentratia de
staurosporina

Concentratiile ridicate de colagen, determina
comportament celular bifazic in privinta nivelului de
exprimare a Bax

Nivelul de exprimare a caspazei 10 nu se modifica
Apoptoza indusa de staurosporina la celule HelLa
atasate pe colagen urmeaza un mecanism intrinsec
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