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Scopul studiului

Pana acum, aproximativ doua miliarde de persoane au fost infectate cu Virusul Hepatic B
(VHB), si se estimeazd ca mai mult de 350 de milioane sunt purtdtori cronici ai virusului.
Infectia cronicd este cauza unor patologii hepatice severe, care evolueaza de la inflamatie si
fibroza la ciroza si cancer hepatocelular (CHC), care duc la decesul a peste 1 milion de pacienti
in fiecare an (WHO, 2017).

Infectia cu VHB poate fi prevenita prin vaccinare si poate fi, intr-o anumitd masura, controlata
prin tratament antiviral direct, dar nu este curabila.

Infectia cu VHB stimuleaza sinteza acizilor grasi, si intervine in metabolismul colesterolului si al
picaturilor lipidice (“lipid droplets”, LD), in sensul cad infectia cu VHB scade nivelul de
colesterol si cantitatea de trigliceride din celule (Suliman et. al, 2019). Mecanismele prin care
VHB moduleaza metabolismul lipidic nu sunt incd pe deplin intelese, desi au fost investigate in
studii numeroase pe modele celulare si animale. Concluziile acestora aratd ca replicarea VHB
determind expresia unor proteine care stimuleaza lipogeneza si colesterologeneza (J Zhang et.
al., 2021).

Proteinei Sacl, o fosfatidilinozitol fosfataza de tipul II, codificatd de gena SACMIL, care
catalizeaza defosforilarea in special a PI4P si la PI, influentdnd semnificativ metabolismul
lipidic, in ciclul de viata al VHB.

Cercetari desfasurate in departamentul nostru au aratat ca topologia proteinei de anvelopa “large”
(L) a VHB depinde de nivelul intracelular de colesterol, astfel existd o legaturd directd intre
continutul de colesterol de la nivelul membranelor celulare si eficienta asamblarii virale
(Dorobantu C. et. al, 2011).

In ciuda conexiunilor existente evidente, pana la data acestui studiu, modul in care PI si
proteinele reglatoare ale acestor lipide afecteaza ciclul de viata al VHB nu a fost studiat.

In acest context, scopul acestei lucriri este de a investiga rolul Sacl in ciclul de viata al VHB,
folosind modele celulare care permit analiza moleculara detaliatd a replicarii, asamblarii si

secretiei de particule virale.



Capitolul I. Introducere

Genomul VHB matur este reprezentat de o moleculd de ADN relaxat circular (ADNrc) de
aproximativ 3.2 kilobaze (kb) lungime. VHB codificd sapte proteine virale pornind de la patru
cadre de citire: P codifica polimeraza virald (pol), C codifica proteina de capsidd (HBc) si
proteina HBe, sau HBeAg (o extensie a proteinei HBc la capétul N-terminal), X codificd proteina
HBx (X) si S cele trei proteine de suprafatd S (small), M (medium) si L (large). Acestea sunt
sintetizate de la trei codoni start S, M si L si au secventa corespunzdtoare proteinei S in comun,
la capatul C-terminal. Proteina M are in plus, spre capatul N-terminal domeniul preS2, iar
proteina L, domeniile preS1 si preS2 (Lambert si Prange, 2001 ; Tsukuda si Watashi, 2020).
(Figura 1)

Figura 1. VHB codifica sapte proteine virale pornind de la patru cadre de citire diferite : Primul
cadru codifica Polimeraza virala (Pol), al doilea cadru codifica proteina de capsida (C) si proteina HBe
(HBeAg), al treilea cadru codifica proteina HBx (X) si al patrulea cadru codifica trei proteine de suprafata
care sunt sintetizate de la trei codoni start : S, M (domeniile preS2 si S) si L (domeniile preS1, preS2 si

S). Figura adaptata dupa Graham Colm, 2020

Ciclul de viata al VHB

Interactia VHB cu HSPG, mai ales cu glypicanul 5, pe membrana celulara a hepatocitului,
contribuie la concentrarea particulelor virale la nivelul membranei plasmatice facilitind legarea
de receptorul NTCP si de co-receptorul recent identificat, anume, factorul epidermal de crestere

(EGFR), care mediaza internalizarea VHB prin endocitoza (Tian J. et., al., 2021). (Figura 2)



Acest complex de internalizare este asociat cu E-cadherina (o proteind dependenta de calciu
necesard pentru adeziunea dintre celule). Aceastd asociere permite relocalizarea NTCP pe
membrana celulara bazolaterald, unde are loc infectia (Hu, Q et. al., 2020).

Complexul VHB-NTCP-EGFR este internalizat in celule, in principal prin endocitoza mediata de
clathrind, desi implicarea domeniilor bogate in caveolina, de tip “lipid rafts” nu este exclusa
(Macovei Alina et. al., 2010; Herrscher C. et. al., 2020). Interactia VHB cu clathrina este mediata
de domeniul preS1 al proteinei de anvelopa L, care interactioneaza si cu proteina adaptor 2 (AP-
2) in timpul internalizarii in hepatocite. (Figura 2)
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Figura 2. Ciclul de viata al VHB. Prima etapa este reprezentatd de interactia virionilor cu receptorii
celulari HSPG, EGFR Si NTCP de pe membrana celulara a hepatocitului. Virusul este internalizat prin
endocitozi, iar nucleocapsida este transportatd la nucleu. in nucleu, ADNrc este reparat si se formeazi
ADNccc, care constituie matrita pentru transcrierea a cinci tipuri de ARN. ARNpg si polimeraza virala
sunt incluse 1n capsida virald, in care are loc reverstranscrierea si formarea ADNrc viral. Nucleocapsidele
sunt anvelopate la nivelul MVB unde sunt transportate proteinele de suprafatd S, M si L, sintetizate la
nivelul RE. Particulele virale infectioase formate sunt transportate la membrana celulard pe calea
secretorie mediatd de MVB-ESCRT (“Endosomal Sorting Complex Required for Transport”- complexul
endosomal de sortare necesar pentru transport). In urma fuziunii MVB cu membrana plasmatici se
elibereaza exozomi care contin particulele virale. Imaginea a fost creatd de autoarea acestei teze cu

programul BioRender.com



Dupa internalizare, virusul anvelopat urmeazd calea endociticd fiind transportat la nivelul
endozomilor timpurii care se matureaza in endozomi tarzii si endolizozomi, unde se presupune
ca ar avea loc eliberarea in citoplasma a nucleocapsidei virale, mediate, cel mai probabil, printr-
un proces de fuziune membranara (Iwamoto M. et. al., 2020).

Dupa eliberarea din calea endosomald, nucleocapsida virald foloseste reteaua de microtubuli
pentru transportul spre nucleu. In nucleu, ADNrc al VHB este convertit in ADNcce.

ADNccc constituie matrita pentru transcrierea a 5 tipuri de ARN, proces mediat de catre ARN-
polimeraza II, controlata de 4 promotori si doi enhanceri (Enhancer I si Enhancer II). (Prange R.,
2012). Promotorul Precore/core determind sinteza ARN-ul pregenomic (ARNpg) de 3,5 kb
care serveste ca matritd pentru translatia proteinelor HBc si a polimerazei virale dar si a ARN
pre-core, care se suprapune aproape in intregime cu ARNpg si codifica pentru HBeAg.
Promotorii X, preS2 si preS1 determina sinteza ARN subgenomic de 0,7 kb, 2.1 kb si respectiv
2,4 kb care codifica pentru proteinele HBx, M, S si respectiv L (Rall L. B. et. al., 1983 ; Prange
R., 2012 ; Wand J. et. al., 2020). (Figura 2). Transcriptia ADNccc este reglatd de numerosi
factori celulari cu expresie fie ubicuitara, prezenti in toate tipurile de celule s1 implicati in diferite
procese, cum ar fi proliferarea si diferentierea celulara sau raspunsul imun, fie strict specifici

hepatocitelor (Turton K. L. et. al., 2020).

Metabolismul lipidic in infectia cu VHB

Mecanismele prin care infectia cu VHB afecteaza metabolismul lipidic din hepatocite au fost
analizate pe linii celulare sau pe modele de soareci transgenici. Astfel, s-a demonstrat ca
replicarea sau asamblarea VHB produc schimbari complexe in metabolismul lipidic al
hepatocitelor, activand expresia proteinelor implicate in lipogeneza si colesterolgeneza, pe de o
parte, si scazand oxidarea acizilor grasi si sinteza acizilor biliari, pe de altd parte (Yang F. et. al.,
2008; Zhang J. et. al.,, 2021). Schimbari semnificative in metabolismul fosfolipidelor si
sfingolipidelor au fost observate in hepatocite sau linii celulare derivate din tumori hepatice care
au fost infectate sau transfectate cu VHB (Hyrina A et. al., 2022). De asemenea, concentratia

sfingolipidelor din serul pacientilor cu carcinom hepatocelular si mai ales, cei cu insuficienta



hepatica acuta determinata de infectia cu VHB este semnificativ mai mare decat in cei sanatosi

(Schoeman J. C. et. al., 2016). (Figura 3)
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Figura 3. Virusul hepatitei B produce schimbéri majore in metabolismul lipidic al hepatocitelor

In timpul infectiei cu VHB scade sinteza de HDL, LDL si VLDL si internalizarea acizilor biliari.In
acelasi timp creste sinteza de fosfatidilcolind, sinteza de acizi grasi, colesterol si oxidarea acizilor
grasi.Aceste modificari sunt determinate de scaderea sau cresterea activitatii unor gene prezentate in

figura. Figura adaptata dupa Zhang J. et. al., 2021

Fosfatidilinositolfosfatii (PIP) sunt derivati ai PI care regleazd numeroase procese intracelulare,
cai de semnalizare, organizarea citoscheletului, endo- si exocitoza, precum si autofagia. Celulele
mamaliene produc 7 tipuri de PIP : fosfatidilinositol 3-fosfat (PI3P), fosfatidilinositol 4-fosfat
(P14P), fosfatidilinositol 5 fosfat (PISP), fosfatidilinositol 3,5-bifosfat (PI3,5P,),
fosfatidilinositol-4,5-bifosfat (P14,5P,,, fosfatidilinositol 3,4 bifosfat (P13,4P,), si fosfatidilinositol
3.,4,5-trifosfat (PI13,4,5P;), fiecare interactionand cu efectori specifici (Fruman D. Aet. al. 1998).
Reglarea nivelului fiecareia dintre aceste specii PI este esentiald pentru transportul vezicular,
apoptoza, metabolism, reorganizarea filamentelor de actina, proliferarea si semnalizarea celulara

(Martin T. F. J. et. al., 1998).



PI4P este precursorul fosfatidilinositol-4,5-bifosfat (P14,5P,) si al fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat
(PI3,4,5P;) si este o molecula cu rol esential in semnalizarea celulara (Fruman D. Aet. al. 1998).
Desi PI4P este localizat predominant in reteaua trans-Golgi (TGN), nivele ridicate de PI4P se
gasesc si la nivelul membranei plasmatice, iar o micd cantitate de PI4P se localizeaza in
membranele altor organite intracelulare. Mai multe studii au aratat ca Sacl reduce nivelul de
PI4P, realizand un gradient la nivelul caii secretorii care este folosit pentru transferul activ al
altor lipide intre diferite organite celulare, asigurand in acest fel homeostazia lipidelor in celuld
(Guo S. et., al., 1999 ; Hughes W. E.et. al., 2000 ; Xu J. si Huang X., 2020). In celulele cu deficit
de Sacl din drojdii, insecte sau mamifere, PI4P se acumuleaza nu numai in RE si in Aparatul
Golgi, dar si In compartimentele de la periferie, inclusiv veziculele secretorii, membrana
plasmatica si lizozomi (Faulhammer F. et. al., 2007).

Avand in vedere cd proteinele virale beneficiaza de aceleasi mecanisme de transport ca si
proteinele celulei gazda, este de anticipat ca depletia de Sacl, prin efectele pe care le determina
asupra nivelului PI4P, va avea consecinte majore asupra ciclului de viatda al VHB, ipoteza
centrald a acestei teze de doctorat, care va fi verificatd prin abordarea experimentala descrisd in

capitolele urmatoare.



CAPITOLUL II. Materiale si metode
In acest studiu am analizat modul in care modularea expresiei genei SACMIL tranzienti sau
stabila interfereaza cu asamblarea si secretia particulelor virale si subvirale de VHB, utilizand

modele celulare precum celulele Huh7, HEK293T, HepG2.2.15 si HepG2NTCP.

Silentierea gene1 SACMIL a fost obtinuta prin utilizarea de siARN sau prin utilizarea tehnicii de
editare a genomului CRISPR/Cas9. Silentierea a a fost confirmata in ambele cazuri prin western
blot. Cantitatea de particule virale si subvirale si HBsAg din supernatantul celular a fost apoi
analizatd prin ELISA si cantitatea de ADN viral si ARNm prin qPCR. Prin experimentul de
ultracentrifugare in gradient de zaharoza am determinat cantitatea de HBeAg. Prin experimente
de imunoprecipitare, prin utilizarea anticorpilor specifici pentru proteinele virale, am cuantificat

prin qPCR cantitatea de nucleocapside virale intracelulare si particule secretate.

In final, prin experimente de imunofluorescentd am co-localizat Sac1 si PI4P cu proteine virale si

markeri celulari pentru RE si MVB.
Capitolul I1I. Rezultate si discutii

Silentierea tranzienta a genei SACMIL in linia celulara Huh7

Pentru a analiza implicarea proteinei Sacl in productia particulelor virale si subvirale ale VHB,
celulele Huh7 au fost transfectate cu plasmidul pTriExXHBV1.1 pentru 3 zile pentru a se permite
o transfectie eficienta, in fiecare zi addugandu-se mediu proaspat, apoi au fost tratate cu siARN
SACMIL sau control siARN pentru 24 sau 48 de ore. Lizatele celulare au fost apoi analizate prin
western blot. Asa cum se arata In figura 4A, proteina Sacl a fost silentiata in linia celulard Huh?7
cu aproximativ 85% fata de linia control la 24 ore si 70% la 48 ore. In acest experiment, detectia
calnexinei a fost folositd drept control de iIncarcare echivalentd a probelor. Cuantificarea
particulelor subvirale prin ELISA (Fig. 4B) si a ADN viral continut din nucleocapside prin gPCR
(Fig. 4C) in supernatantul celulelor, indicd o reducere semnificativd a acestora, mai evident la
24h. Foarte probabil, acest lucru se datoreaza silentierii mai eficiente a Sacl 1n acest interval de
timp. Aceste rezultate initiale aratd ca proteina Sacl este implicata intr-una din etapele din ciclul

de viata al VHB, fiind necesare mai multe experimente pentru a elucida mecanismul de actiune.
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Figura 4. Efectul silentierii SACMI1L asupra productiei de SVP si ADN VHB. (A) Celulele Huh7 au
fost transfectate cu pTriEx HBV 1.1, apoi tratate cu 25nM siARN Sacl (-) sau siARN control la 3 zile
post-transfectie. La 24 sau 48 ore dupa tratamentul cu siARN, celulele si supernatantele au fost recoltate.
Cantitati egale de proteine au fost migrate si separate electroforetic apoi detectate prin western blot,
folosind calnexina drept control. Expresia de Sacl din celulele tratate cu siARN Sacl(-) este raportata la
celulele tratate cu siARN control si exprimata in procente. (B) Secretia de HBsAg a fost cuantificata prin
ELISA Ia 24 si 48 ore post-transfectie cu siARN Sac1(-) si siARN control. (C) Particulele virale secretate
sunt cuantificate prin real-time PCR la 24 si 48 ore post-transfectie cu siARN Sac1(-) si siARN control. p
<0,05 ( *) si p<0,0001 (****) . Figura adaptatd dupa Popescu M. et al., 2022

Silentierea tranzienta a genei SACMIL in linia celulara HepG2.2.15

Pentru a confirma rezultatele obtinute in linia celulara Huh7 si corelatia dintre nivelul de
expresie al proteinei Sacl si productia de particule virale si subvirale HBV, s-a realizat silentirea
tranzientd a proteinei Sacl in celulele HepG2.2.15. Aceasta linie celulara contine genomul VHB,
permitand astfel analiza etapelor de replicare si secretie ale ciclului de viata al virusului. Am ales
aceastd linie celulara pentru acest experiment deoarece nu mai era necesard transfectia cu

plasmida pTriEx HBV 1.1, ci doar transfectia cu siARN pentru a silentia gena SACMI1L. Astfel,
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celulele nu s-ar fi putut diviza prea mult astfel incat silentierea cu siARN sa nu fie eficienta.
Expresia Sacl a fost analizatd in celulele HepG2.2.15 dupa tratamentul cu siARN la 24 de ore
post-transfectie, prin western blot, cu anticorpi primari anti-Sacl (Fig. SA). Analiza Western blot
a proteinelor de anvelopd ale VHB (L, M, S) din aceleasi lizate celulare, folosind anticorpi care
se leagd la domeniul S comun, indicd o expresie similard in linia celulara de control si in celulele
HepG2.2.15 silentiate (Fig. SA).

Rezultatele obtinute aratd o usoard crestere a proteinelor de anvelopd S, M si L, care sunt
acumulate in celulele in care gena SACMIL a fost silentiatd (Fig. 5A), sugerand ca secretia
proteinelor anvelopei VHB poate fi afectatd in absenta proteinei Sacl, rezultdnd acumularea
intracelulara.

Modificarile nivelurilor de proteine virale in mediul celular pot fi consecinta mai multor procese:
a) perturbarea traficului celular b) inhibarea transcriptiet ARN viral si implicit a sintezei
proteinelor. Prin urmare, am decis sa analizez nivelul transcriptilor virali intracelulari. ARN-ul
intracelular a fost purificat in celulele control si in celulele cu gena SACMIL silentiatd tranzient,
si amplificat prin qPCR cu primeri specifici. Rezultatele obtinute arata niveluri similare de ARN
viral intracelular atat in probele control, cat si in probele cu gena SACMIL silentiatd tranzient
(Fig. 5B). Impreuni cu datele experimentale din Fig. 5A care arati ci sinteza proteinelor virale
nu este modificatd semnificativ intre celulele cu gena SACMIL silentiatd si celulele de control,
aceste rezultate demonstreaza ca transcriptia ARN si respectiv translatia proteinelor de anvelopd
nu sunt influentate de expresia proteinei Sacl.

Pentru a determina daca nivelul Sacl observat prin silentierea tranzienta (Fig. SA) are un impact
asupra productiei de particule virale si subvirale VHB (SVP), au fost analizate in continuare
probe din supernatantul celulelor HepG2.215. Pentru analiza particulelor virale, ADN viral a fost
purificat din nucleocapside, urmat de cuantificare qPCR. Particulele subvirale au fost
cuantificate prin ELISA care masoara nivelul de HBsAg, constituentul major al acestora. Datele
obtinute au aratat o inhibare atat a particulelor subvirale (Fig. 5C) cét si a particulelor virale (Fig.
5D) produse in celulele HepG2.2.15 silentiate, confirmand rezultatele obtinute in linia celulara
Huh?7.

Tehnica ELISA cuantificd secretia de particule subvirale HBV, o analiza prin care particulele de
interes interactioneaza cu anticorpi monoclonali care recunosc conformatia nativa a proteinei.

Prin urmare, pentru a verifica daca scaderea nivelului de secretie a particulelor subvirale si virale
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observata anterior in linia celulara Huh7 cu proteina Sacl silentiatd, nu a fost cauzata de
modificarea structurii HBsAg (caz in care antigenul nu ar mai fi recunoscut de anticorpii
monoclonali pe care i-am folosit), am efectuat mai intdi un experiment de puls-chase, prin
marcarea proteinelor in starea lor nativd. Celulele HepG2.2.15 au fost tratate cu 35S
metionind/cisteind timp de 30 de minute pentru a radiomarca proteinele in timpul sintezei lor,
apoi au fost ldsate timp de 3 ore in mediu suplimentat cu 10 mM L-metionind (Fig. SE).
Rezultatele au indicat o reducere importanta a proteinelor S, M si L 1n supernatant, confirmand
efectul inhibitor observat anterior asupra SVP (Fig. 5C).

Pe langa HBsAg, celulele infectate cu VHB produc si HBeAg, un derivat al proteinei core care,
dupa extensia N-terminala, poate fi translocatd in RE. HBeAg este procesat de furind la nivel
trans-Golgi, care elimind o secventd de 34 de aminoacizi de la capatul C-terminal, dupa care
antigenul matur este secretat (Messageot F. et. al., 2003). Astfel, cele doua antigene VHB sunt
secretate Tn urma unor procese diferite. Cuantificarea antigenului HBeAg in supernatantul
celulelor Hep(G2.2.15 tratate cu siARN Sacl si siARN control, arata cantitati similare de proteina
produse in celulele cu proteina Sacl silentiatd si in linia celulard control (Fig. 5F). Deoarece cele
doua antigene virale sunt exportate din celuld prin calea secretorie comund, acest rezultat
sugereaza un efect specific al silentierii Sacl asupra HBsAg si nu o actiune generald, nespecifica

asupra traficului celular.
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Figura S. Efectul silentierii genei SACMIL in celulele HepG2.2.15. Celulele HepG2.2.15 au
fost tratate cu siARN 25 nM sau siARN de control timp de 24 de ore. La 24 de ore dupa tratamentul cu
siARN, celulele si supernatantele au fost recoltate. (A). Cantitdti egale de proteine au fost supuse analizei
Western blot, folosind calnexind ca control al incércarii probei. (B) Cuantificarea ARNm viral intracelular
a fost efectuatd prin qPCR, la 24 de ore dupa transfectie. (C) Secretia de particule subvirale a fost
analizatd prin cuantificarea HBsAg prin ELISA, la 24 de ore dupa transfectie (D). Particulele virale
secretate au fost cuantificate prin qPCR la 24 de ore post-transfectie cu siARN SACMIL si siARN
control. (E) Celulele au fost radiomarcate cu 35S metionind/cisteind, iar supernatantele au fost
imunoprecipitate cu un amestec de anticorpi anti-S si anti-preS1. (F) Cantitatea de HBeAg secretat a fost
cuantificatd la 24 de ore dupa transfectie cu ARNsi SACMIL (sau ARNsi de control). valoarea p<0,01
(**) (C) 51 p<0,05 (*) (D). Figura adaptata dupa Popescu M. et al., 2022

Secretia de SVP si ADN viral din celule Huh7 care au gena SACMIL silentiata stabil prin
editare genetica CRISPR/Cas9

Experimentele anterioare folosind siARN pentru silentierea genei SACMIL indica o perioada
scurtd de timp in care reducerea expresiei Sacl este semnificativd (24 sau 48 de ore
posttransfectie). Aceasta perioada scurta nu este suficienta pentru a putea analiza experimental
,recuperarea” fenotipului inigial prin supraexpresia Sacl in celulele cu proteina Sacl silentiatd
endogen si pentru a investiga in detaliu mecanismul de actiune care determina efectele observate
in secretia de particule virale si subvirale. Din acest motiv, am folosit o linie celulara Huh7 cu
gena SACMIL silentiatd stabil cu tehnica de editare a genomului CRISPR/Cas9, obtinuta in
departamentul nostru de colegul meu, David Patriche, intr-un alt proiect. Metoda de obtinere,
secventiere si caracterizare a acestor linii fac obiectul unei alte teze de doctorat.

Trei linii clonale, denumite Sacl(-) c1-3, au fost analizate initial prin qPCR (Fig. 6A) si western
blot (Fig. 6B) pentru a determina expresia Sacl si eficienta silentierii genei la nivel de ARN si
proteine virale. Una dintre liniile clonale numite Sacl(-)cl, care are o ratd de crestere similarad cu
linia parentala Huh7, a fost selectata dintre cele 3 clone initiale pentru experimente ulterioare si

pentru a investiga mecanismul de actiune al silentierii Sacl asupra VHB.
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Dupa cum era de asteptat, expresia redusa a Sacl a fost observatd prin Western Blot in toate cele
trei clone selectate initial in raport cu controlul (Fig. 6B). Pentru a determina daca silentierea
stabild a genei SACMI1L produce aceleasi efecte observate asupra VHB si productiei de particule
subvirale ca silentierea stabila, celulele clonale Sacl(-)cl-c3 au fost transfectate cu plasmidul
pTriExHBV1.1 timp de 24 de ore si supernatantele au fost analizate prin ELISA la 5 zile post-
transfectie, pentru a permite acumularea de particule virale si subvirale. Rezultatele aratd o
reducere semnificativd a cantitdtii de particule subvirale (SVP) in supernatantele celulelor
clonale obtinute prin tehnica de editare a genomului CRISPR/Cas9, determinatd prin

cuantificarea HBsAg (Fig. 6C).
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Figura 6. Efectul silentierii stabile a Sacl prin editarea genomicd CRISPR/Cas9 a fost investigat in
celulele Huh7. (A) Cuantificarea ARNm Sacl prin qPCR din clonele Huh7 Sacl(-) c1-c3 a fost efectuata
prin gPCR. (B) Cantitatea de proteind Sacl a fost cuantificatd prin western blot, folosind actina ca control
pentru incéarcarea egalda a probelor. (C) Celulele Huh7 Sacl(-) cl-c3 au fost transfectate cu plasmidul
pTriexHBV1.1 timp de 24 de ore si apoi mentinute In culturd pentru incad 5 zile. Secretia de HBsAg a fost
cuantificatd prin ELISA la 5 zile dupa transfectie. p<0,05 (*) (A), valoarea p<0,01 (**) si valoarea

p<0,001 (***) (C). Figura adaptatd dupa Popescu M. et al, 2022
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Recuperarea expresiei de Sacl si a fenotipului celular prin producerea exogena de Sacl-

GFP in celule cu depletie stabila de Sacl

Pentru a demonstra fara echivoc relatia dintre productia de particule virale si subvirale ale VHB
si nivelul de proteina Sacl din celuld, s-a realizat un experiment de « recuperare a fenotipului »
(« phenotype rescue »), in celule cu depletie de Sacl. Astfel, s-au adaugat cantitdti crescatoare de
plasmid Sacl-GFP 1in linia clonald Sacl(-)cl, 1nainte si dupa transfectia cu plasmidul
pTriExXHBV1.1 care asigura replicarea virala. Acest mod de lucrua avut ca scop asigurarea unor
nivele suficiente de Sacl in timpul replicarii VHB, care a fost analizata pe parcursul a 8 zile.
Expresia exogena a Sacl-GFP confirmata prin Western Blot, aratd o mobilitate electroforetica
corespunzatoare unei mase moleculare mai mare decat a proteinei endogene, asa cum era de
asteptat, datorita fuziunii cu GFP (Fig. 7A). Particulele virale si subvirale au fost analizate din
supernatantul celulelor transfectate prin ELISA (Fig. 7B) si qPCR (Fig. 7C). Datele
experimentale aratd cd atat nivelul de SVP (Fig. 7B) cat si de virioni (Fig. 7C) secretati din
celulele Sacl(-)cl 1n absenta supraexpresiei de Sacl-GFP este semnificativ redus in comparatie
cu linia parentala Huh7. Este important de mentionat cd aceste rezultate confirma efectul
inhibitor obtinut si in cazul experimentelor cu Sacl silentiata tranzient in liniile celulare Huh7,
HepG2.2.15.

Analiza secretiei de particule subvirale si virale in linia clonald Sacl(-)cl in prezentd de Sacl-
GFP, a aratat o normalizare a productiei lor (Fig. 7B si 7C). Mai mult, acest efect de recuperare
este mai accentuat la concentratii mai mari ale plasmidului Sac1-GFP. Concentratiile relativ mari
de plasmid Sacl-GFP necesare sa compenseze efectul depletiei Sacl endogen pot fi explicate
prin numarul mai mic de celule care exprimd simultan Sacl-GFP si genomul VHB post-

transfectie, comparativ cu cele in care doar unul dintre plasmide a fost transfectat cu succes.
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Figura 7. Recuperarea expresiei de Sacl si a fenotipului celular prin producerea exogena de Sacl-
GFP in celule cu depletie stabila de Sacl. Celulele Huh7 control si linia celulard Sacl(-)cl au fost
transfectate cu 2 pg plasmid pLNCX-GFP, drept control, sau cantitati crescatoare de plasmid pLNCX-
GFP-Sacl pentru 24 ore. La o zi post-transfectie celulele au fost transfectate cu 0.3 ug pTriEx-HBV 1.1
pentru 5 zile, apoi au fost transfectate cu 2 pg plasmid pLNCX-GFP, sau cu cantitdti crescatoare de
plasmid pLNCX-GFP-Sacl, prezentate in figura. Celulele si mediul au fost recoltate la 3 zile dupa ultima
transfectie. (A) Lizatele celulare au fost analizate prin western blot pentru analiza expresiei proteinei Sacl
endogen si exogen (fuzionat cu GFP). Detectia actinei a fost folosita drept control de incércare a probelor.
(B) Secretia HBsAg a fost analizatd in supernatantele celulelor prin ELISA, si exprimata ca procent din
linia control Huh7. (C) Nucleocapsidele virale au fost purificate din supernatantul celulelor si cantitatea
de ADN viral a fost cuantificataprin qPCR. Valoarea lui p<0,05 (*), 0,01(**), 0,001 (***) si 0,0001
(****), Figura adaptata dupa Popescu M. et al, 2022
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Analiza anveloparii particulelor virale in celule Huh7 care au gena SACMIL silentiata

stabil

Numarul mai mic de particule VHB secretate din celulele clonale care au gena SACMIL
silentiata tranzient sau stabil pot ardta o producere redusa, sau un transport perturbat spre spatiul
intracelular de particule. De asemenea, particulele virale secretate pot fi complete (cu anvelopa)
sau incomplete (nucleocapside fara anvelopa), iar metoda de cuantificare prin PCR, deoarece
analizeaza strict genomul viral incapsidat, indiferent daca este sau nu anvelopat, nu ofera
informatii despre finalizarea procesului de morfogeneza cu preluarea proteinelor de invelis.
Aceasta diferentiere se poate face prin imunoprecipitarea lizatelor celulare si supernatantelor cu
anticorpi care recunosc specific forme diferite de asamblare a virusului, urmatd de cuantificarea
genomului viral precipitat in complexele anticorp-virus, prin qPCR. Celule control Huh7 si
Sacl(-)cl au fost mai intai transfectate cu genomul VHB pentru initierea replicarii virale. Atat
lizatele cat si supernatantele au fost apoi imunoprecipitate, fie cu anticorpi anti-core (care vor
reactiona cu particule fara anvelopa, deoarece aceasta protejeaza capsida si implicit accesul
anticorpilor), fie cu anti-pre-S1 care va reactiona exclusiv cu proteina L prezentd in anvelopa
virald, excluzandu-se astfel nuclocapsidele fard invelis. Dupa imunoprecipitare, complexele
rezultate au fost capturate pe matrice de Sefarozd conjugatd cu Proteina G si apoi eluate.
Nucleocapsidele virale au fost purificate din complexe, iar ADN-ul viral a fost purificat si
cuantificat prin qPCR. S—a observat o reducere modesta a numarului nucleocapsidelor, dar
semnificativa a virionilor anvelopati in supernatantul celulelor Sacl(-)cl in comparatie cu
celulele Huh7 control (Fig. 8A), ceea ce sugereaza ca efectul inhibitor al silentierii Sacl asupra
secretiei VHB este predominant in ceea ce priveste particulele anvelopate.

Analiza particulelor VHB la nivel intracelular a aratat o crestere semnificativd a particulelor
lipsite de anvelopd in celulele Sacl(-)cl (Fig. 8B), indicand cad pierderea expresiei Sacl nu
afecteaza sinteza (replicarea) ADN-ului viral si asamblarea capsidei, in timp ce anveloparea
particulelor virale este puternic perturbata, rezultdnd in acumularea acestora la nivel intracelular
(Fig. 8C). Normalizarea particuleleor anvelopate la cantitatea totalda de particule cu
nucleocapsida, atat in mediul intracelular (Fig. 8B) cat si extracelular (Fig. 8D), precum si lipsa

acumularii de particule anvelopate in celule depletate de Sacl (Fig. 8B) sustin aceastd ipoteza.
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Aceste rezultate demonstreaza ca efectul proteinei Sacl asupra secretiei de particule virale, se
datoreaza unei perturbdri semnificative a procesului de anvelopare. Acest lucru poate fi
consecinta unui transport perturbat al proteinelor de anvelopd catre corpii multiveziculari
(MVB), unde are loc preluarea proteinelor de anvelopa de catre nucleocapside sau a unei
asamblari defectuoase la nivelul MVB, in cazul in care proteinele virale sunt corect transportate.
Deoarece principalul substrat al Sacl este PI4P cu rol esential in traficul vezicular intracelular, in
capitolele urmatoare am investigat efectul depletiei de Sacl asupra nivelului si localizarii

intracelulare a PI4P, pentru a descifra mecanismul inhibitiei VHB.
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Figura 8. Analiza anveloparii particulelor viralein celule Huh7 care au gena SACMIL silentiata
stabil. (A-D) Celulele Huh7 si Sacl(-)cl au fost transfectate cu pGEM-4Z-HBV 1.3 WT sau plasmid P-
null (control). Supernatantele au fost colectate la 3 sau 6 zile post-transfectie, iar celulele au fost recoltate
la 6 zile post-transfectie. Mediul celular (A) si lizatele celulare (B) au fost supuse imunoprecipitarii,
folosind anticorpi anti-core sau anti-preS1. ADN-ul viral a fost purificat §i cuantificat prin qPCR.
Rezultatele obtinute pentru linia celulard Sacl(-) cl sunt raportate la linia Huh7. Raportul dintre
nucleocapside si particule VHB cu invelis a fost investigat in celule (C) si supernatante (D). Valoarea lui

p<0,005 (*) 51 p<0,01 (**). Figura adaptata dupa Popescu M. et al, 2022
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Transportul proteinelor de anvelopa in celulele Huh7 care au gena SAC1 silentiata

Silentierea Sacl determind o crestere semnificativd a PI4P in celulele de drojdie, insecte sau
mamifere, urmata de o redistribuire dezorganizatd a fosfolipidelor in aparatul Golgi, RE,
vezicule secretoare, endozomi tarzii si membrana celulara (Liu Y. et. al., 2008). Pentru a
determina consecintele silentierii Sacl asupra localizdrii intracelulare PI4P, am efectuat
experimente de microscopie de imunofluorescentd, folosind celule Huh7 control si celule cu
gena SACMIL silentiata stabil (linia celulara Sacl(-)cl). S-a observat ca PI4P este distribuit in
principal in RE in celulele Huh7 (Fig. 9, A si B, panelurile superioare). PI4P nu colocalizeaza
semnificativ cu GRASP65, o proteind de membrand miristoilatad localizata 1n cis-Golgi (Fig. 9A)
si se suprapune partial cu HBsAg (Fig. 9B), care este localizati predominant in RE si ERGIC. In
celulele Sacl(-)c1, au fost observate cantitdti crescute si distributia intracelulard predominanta a
PI4P in structurile veziculare, confirmand efectele silentierii Sacl (Fig. 9A si B, panelurile
inferioare). Deoarece secretia proteinelor de anvelopd ale VHB a fost redusda semnificativ in
celulele Sacl(-)cl, am investigat in continuare transportul proteinelor de anvelopd de la calea
secretorie la MVB, organite implicate in asamblarea si secretia virionilor maturi, prin co-

localizarea HBsAg cu CD63, o proteind din membranele MVB (Poles et al., 2009) (Fig. 9C)

Important, o parte din cantitatea totala de HBsAg a fost gasita in compartimentele CD63-pozitive
din celulele Huh7 (Fig. 9C, panelul superior), demonstrand transportul proteinelor de anvelopa
prin MVB. Aceastd fractiune scade in celulele cu proteina Sacl silentiata. (Fig. 9C, panelul
inferior). Pentru a confirma aceastad observatie, a fost efectuatd o analizd cantitativd a co-
localizariit HBsAg/CD63 prin determinarea coeficientului de co-localizare M1 al lui Mander.
Aceasta analiza a indicat o reducere semnificativa a colocalizarii celor doud proteine in celulele
Sacl(-)c1, comparativ cu controlul Huh7 (Fig. 9C, dreapta). Impreuna, aceste rezultate sugereaza
ca transportul proteinelor anvelopei HBV de la aparatul Golgi la MVB este afectat in celulele cu

gena SACMI1L silentiata.
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Figura 9. Microscopie de imunofluorescenta in celule Huh7 cu gena SACMIL silentiata
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stabil. (A-C) Celulele Huh7 si Sacl(-)cl au fost insamantate pe lamele de microscop. Celulele au fost
transfectate cu pTriExHBV1.1 timp de 48 de ore, apoi fixate si tratate cu anticorpi primari specifici,
urmata de incubare cu anticorpi secundari conjugati Alexa Fluor 488 (verde) sau Alexa Fluor 594 (rosu).
Nucleii au fost marcati cu DAPI (albastru). (A si B) Co-localizarea PI4P fie cu GRASP65 (A) fie cu
HBsAg (B) in celulele Huh7 (panelurile superioare) si celulele Sacl (-) c1 (panelurile inferioare). (C) Co-
localizarea HBsAg cu CD63 in celulele Huh7 (panel superior) si Sacl (-) cl (panel inferior) si analiza
coeficientului de co-localizare M1 al lui Mander (dreapta). Imaginile au fost obtinute cu obiectivul 40x al

microscopului Zeiss Axio Imager.M2. Figura adaptatd dupd Popescu M.A et. al., 2022
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Concluzii

Rezultatele publicate anterior au indicat un rol crucial pentru PIP4 in replicarea si morfogeneza
virusurilor ARN, care se bazeaza pe formarea retelelor membranare intracelulare. PI4P poate
contribui la transportul proteinelor virale si concentrarea acestora la nivelul retelelor
membranare pentru sinteza eficientd a ARN viral. Studiul realizat in aceastd teza de doctorat
demonstreaza pentru prima data ca, prin reglarea nivelurilor intracelulare de PI4P, proteina Sacl
este un factor implicat in morfogeneza VHB, care este un virus ADN. Rezultatele obtinute in
aceasta lucrare sugereaza ca Sacl si PI4P sunt factori celulari implicati In asamblarea si
transportul HBsAg si a particulelor virale si evidentiaza posibilitatea dezvoltarii de noi strategii
terapeutice care vizeaza aceastd lipida fosfatazd. Mecanismul de actiune propus pentru

contributia acestor factori in ciclul de viata al VHB este ilustrat schematic in Fig. 10.
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Figura 10. Mecanismul de actiune propus pentru rolul Sacl in ciclul de viatd al VHB. Distributia
intracelulard a Sacl si PI4P sunt in stransd legdtura si se exclud reciproc. Sacl localizat in RE
promoveaza transportul eficient al PI4P intre diferite compartimente celulare, in special la nivelul Golgi.
in celulele cu deficit de Sacl creste cantitatea intracelulard de PI4P care se redistribuie nespecific la
nivelul organitelor celulare. Transportul proteinelor VHB de anvelopd spre MVB este afectat, ceea ce

rezultd in acumularea intracelularad de nucleocapside imature, neanvelopate.
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