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Scopul studiului

La nivel mondial, 1,5 milioane de noi infectii cu virusul hepatitei B (VHB) sunt
raportate anual (Hsu et al., 2023) si este agentul cauzal al hepatitei B acuta sau cronica, care
poate conduce la ciroza hepatica sau carcinom hepatocelular (HCC). Tratamentele actuale
pentru pacientii cu infectii cronice cu VHB nu ofera o vindecare completd, insa cercetarea
interactiunilor dintre virus si celula gazdd poate conduce la dezvoltarea de noi tinte
terapeutice (Jiang et al., 2021). Genomul particulei virale este reprezentat de ADN circular
relaxat (ADNrc), impachetat in interiorul unei nucleocapside, care este inconjuratd de un
bistrat lipidic si glicoproteine de anvelopa (S, M, L). Acestea din urma, inainte sa fie
impachetate in particule virale, sunt translocate in reticulul endoplasmatic (RE), unde sufera
procese de N-glicozilare, pliere si oligomerizare (Tsukuda and Watashi, 2020).

Studii anterioare au demonstrat ca acumularea acestor proteine virale induce stres in
RE si activeaza Unfolded Protein Response (UPR), insotit de cresterea nivelului de expresie
a manozidazelor din familia Endoplasmic Reticulum (ER) Degradation Enhancing Alpha-
Mannosidase Like Protein (EDEM). Glicoproteinele gresit pliate sunt procesate de aceste
manozidaze care actioneazd asupra glicanilor N-legati, producand substrate pentru ER-
Associated Degradation (ERAD). Virusurile pot dobandi mecanisme pentru manipularea
UPR 1in beneficiul lor. In cazul VHB, s-a observat ci activarea proteinelor EDEM determini
degradarea proteinelor de suprafata (S, L) si cresterea secretiei proteinei M secretate (Lazar
etal., 2012, Lazar et al., 2017). Date anterioare din grupul nostru au aratat ca supraexpresia
proteinei EDEM3 determina cresterea replicarii virale si a nivelului particulelor subvirale
(SVPs) secretate (Teza de doctorat-Dr. Mihaela Uta).

Scopul acestui studiu a fost de a investiga mecanismele prin care ERAD, in principal
proteina EDEM3, intervine in ciclul de viatd al VHB. Astfel, au fost folosite linii celulare
susceptibile infectiei cu VHB, probe de tesut hepatic, dar si date transcriptomice si
proteomice din baze de date publice. Expresia genica a EDEM3 a fost masurata pe mai multe
tipuri de tesut hepatic infectate sau neinfectate cu VHB si confirmata prin analiza bazelor de
date publice. In plus, procesele moleculare de la nivelul RE, implicate in ciclul de viata al
VHB, au fost investigate in liniile celulare cu expresie modulata de EDEM3.

Aceste rezultate au condus la un alt scop al acestui studiu, si anume de a investiga
rolul ERAD in HCC, prin analiza bazelor de date transcriptomice. Genele asociate ERAD

identificate au fost corelate cu cei mai importanti factori implicati iIn managementul HCC.



Capitolul 1. Introducere

VHB este un virus hepatotrop, care apartine familiei Hepadnaviridae, descoperit de
catre Blumberg si colaboratorii ca ,,antigenul Australia” (Blumberg et al., 1967, Seeger and
Mason, 2000). Genomul viral are o structurd compacta, formata dintr-o moleculda de ADN
circular relaxat (ADNrc), cu o lungime de aproximativ 3,2 kb (kilobaze), compus dintr-o
catend sens incompletd (catena pozitiva) si o catena antisens completd (catena negativa).
Acesta este impachetat in interiorul unei nucleocapside, care este inconjurata de un bistrat
lipidic si proteine de suprafata (Tsukuda and Watashi, 2020).

Ciclul de viata al VHB cuprinde o serie de etape unice si complexe, fiecare critica
pentru replicarea si persistenta virusului. Aceste etape includ internalizarea particulelor
virale In hepatocitele gazda, transportul intracelular al nucleocapsidei virale directionate
catre nucleul celulei gazda, transformarea ADNrc intr-o forma circulara covalenta inchisa
(ADNccc), transcrierea si translatia proteinelor virale, transcrierea inversd a ARN
pregenomic in ADNrc, asamblarea si secretia particulelor virale (Seeger and Mason, 2015).

Molecula de ADNccc se asociazd cu proteine virale si factori ai celulei gazda si se
organizeaza in minicromozomi. Este mentinuta in nucleu si functioneaza ca matrita pentru
transcrierea virald, pe o perioada mai lunga de timp. Persistenta si localizarea acestei forme
intermediare de ADN viral in hepatocitele infectate este provocarea majora pentru terapiile
antivirale (Xia and Guo, 2020).

Conform celor mai recente statistici, peste 50% dintre cazurile de HCC din intreaga
lume sunt cauzate de infectia cu VHB. Acest agent patogen poate promova transformarea
maligna a celulelor hepatice prin activarea diferitelor mecanisme pro-tumorale, reglarea
instabilitatii genomului din celula gazda si remodelarea epigenetica (starea de metilare,
modificarea post-translationala a histonelor sau inducerea de onco-microARN) (Jiang et al.,
2021). Mai mult decat atat, integrarea ADN viral in genomul celulei gazda conduce la
activarea expresiei oncogenelor (TERT - Telomerase Reverse Transcriptase, TP53 - Tumor
Protein P53, MYC - MYC Proto-Oncogene, BHLH Transcription Factor (Peneau et al.,
2022). De asemenea, HBx activeaza transcrierea genelor implicate in mai multe céi de
semnalizare pro-tumorale, inclusiv JUN - Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor
Subunit, FOS - Fos Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor Subunit, MYC si TP53
(Jiang et al., 2021). Sistemul imun joaca un rol important in dezvoltarea HCC, astfel, efectul
inhibitor al VHB asupra secretiei de citokine si activitatii celulelor NK (natural killer) sau

T reglatoare, conduce la inflamatie cronica si dezvoltarea HCC (Jiang et al., 2021).



Celulele hepatice sintetizeaza o cantitate crescuta de proteine secretorii (aproximativ
13 milioane de proteine secretorii pe minut), avand in vedere activitatea metabolica ridicata
a ficatului. Astfel, acesta prezinta o susceptibilitate ridicata la pertrurbarea mecanismelor de
la nivelul RE (Duwaerts and Maiers, 2021). Conform mai multor studii, stresul la acest nivel
provoaca o serie de reactii in cascada care afecteaza ficatul (Maiers and Malhi, 2019, Zhang
et al., 2022). Pe de alta parte, in timpul regenerarii acestui organ, hepatocitele se afla intr-0
stare activa de proliferare, care este asociata cu o crestere a sintezei proteice, ce conduce la
stresul RE si UPR, pentru a sustine supravietuirea celulelor (Rutkowski and Kaufman, 2007).

Glicozilarea reprezintd cea mai intdlnitd modificare post-translationala (50% dintre
proteinele sintetizate sunt glicozilate) si se bazeazd pe atasarea covalentd a lanturilor
polizaharidice (glicani) la proteine, modulandu-le structura si functia (Dwek, 1996, Lin and
Lubman, 2024). Cele mai cunoscute forme de glicozilare implica legarea N-glicanilor la
resturi de asparagina sau legarea O-glicanilor la resturi de serina sau treonina. N-glicozilarea
presupune 3 etape: sinteza glicanului pe un schelet lipidic (Dol-PP), transferul pe lantul
polipeptidic nascent si procesarea la nivelul RE - Aparat Golgi (Lin and Lubman, 2024).

In urma translocarii proteinei nou sintetizate la nivelul lumenului RE, complexul
oligozaharil-transferazei recunoaste Asn-X-Ser/Thr (X reprezintd orice aminoacid cu
exceptia Pro) si atageaza covalent lantul Gle3Man9GIcNAc2 (Zhang and Kaufman, 2006).
Ulterior, glicanul este remodelat de o serie de enzime (Guay et al., 2023). Mai precis, este
taiat rapid si secvential de glucozidazele I si II (GI si GII) pentru a genera o forma
monoglucozilatd (GlcMan9GIcNAc2), care reprezintd substrat pentru lectinele chaperon,
calnexina (CNX) si calreticulind (CRT), ce contribuie la plierea proteinei. Reducerea restului
de glucoza terminal de catre GII determind disocierea de CNX/CRT. Astfel, daca
glicoproteina eliberatd este corect pliatd, in urma interactiei cu manozidaza I a RE
(ERManI/ManIB1), se indeparteazd manoza terminala, rezultaind forma Man8GIcNAc2
(MS8B) si va fi transportata citre aparatul Golgi. In caz contrar, este recunoscuti de citre
UDP-glucoza glicoprotein-glicozil transferaze (UGGT1 si UGGT2), reglicozilata si reintra
in ciclul CNX/CRT (Adams et al., 2019).

Dupa indepartarea resturilor de glucoza, EDEM2 poate catalizeaza indepartarea
primului rest de manoza din structura N-glicanilor, in timp ce EDEM1 si EDEM3 proceseaza
fragmentul oligozaharidic pana la Man5-7GIcNAc2. De asemenea, aceste manozidaze se
asociaza cu oxidoreductaze cu scopul de a-si indeplini functia. Astfel, toate manozidazele
EDEM se asociaza cu thioredoxin domain containing 11 (TXNDC11); EDEM1 si EDEM2

cu Protein disulfide isomerase (PDI); EDEM3 cu thioredoxin domain containing 5
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(ERp46/TXNDC5), in timp ce EDEM1 cu DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member
C10 (DNAJCI0/ERdj5). In continuare, asupra formei Man5-7GIcNAc2 actioneazi
osteosarcoma amplified 9, ER lectin (OS-9) si endoplasmic reticulum lectin 1 (XTP3-
B/ERLEC1), care interactioneaza cu proteina suppressor of Lin-12-like (SellL) si ulterior
cu synoviolin (Hrd1/ SYVNI), o proteina esentiala a canalului de retrotranslocare (dislocon)
(Christianson et al., 2008, Carvalho et al., 2010, Tax et al., 2019).

Procesul de retrotranslocare a substratului in citosol are loc cu ajutorul mai multor
proteine: Derlin 1, Derlin 2, Derlin 3, Sec6l, valosin-containing protein-interacting
membrane protein (VIMP), ancient ubiquitous protein 1 (AUP1), ubiquitin recognition
factor in ER associated degradation 1 (UFD1/Npl4) sau autocrine motility factor receptor
(AMFR/gp78) (Olzmann et al., 2013). Toate ramurile ERAD (ERAD-M pentru substraturile
din membrana RE sau ERAD-L pentru substraturile din lumen) se asociazid cu AAA-ATPaza
citosolica (VCP/p97), care mediaza transportul catre citosol (Radhakrishnan et al., 2014).

In ultima etapa, enzima E1 activeaza ubicuitina printr-o reactie dependenta de ATP,
cu formarea unui intermediar El-ubicuitind activa; ubicuitina activa este transferata la
enzima de conjugare E2, formand cu aceasta o legatura covalentd. De asemenea, substratul
de degradat formeaza un complex cu ligaza E3, care prezinta o afinitate ridicata pentru E2.
Ubicuitina activata este transferatd la enzima E3, care catalizeazd atasarea covalenta la
substratul tinta. Acesta este ubicuitinilat si recunoscut de proteazom pentru degradare. Pentru
a mentine un nivel suficient de ubicuitina libera in celuld, lanturile de poliubicuitind sunt
indepartate prin actiunea deubicuitinazelor (DUB) (Glickman and Ciechanover, 2002, Gong
et al., 2016).

Numeroase componente ERAD sunt conservate la mamifere, in special, Hrdl si
SellL (Vembar and Brodsky, 2008). In hepatocite, Hrd1/SellL regleazi raspunsurile de
fasting si feeding prin factorul de transcriptic CREBH care, la randul sau, activeaza
transcriptia factorului FGF21 - Fibroblast growth factor 21, un reglator cheie al cailor
metabolice hepatice (Bhattacharya et al., 2018). Deletia completa a genelor Hrd1 sau SellL
la soareci conduce la letalitate embrionara, evidentiind rolul lor in embriogeneza (Francisco
etal., 2010). in celulele canceroase, supresoarele tumorale (PTEN - phosphatase and tensin,
FOXO- forkhead box protein O, WNT5A - Wingless-Type MMTV Integration Site Family,
Member 5A sau TP53) sunt substraturi de degradare ale Hrd1 (Yamasaki et al., 2007, Liu et
al., 2018, Bhattacharya et al., 2022), iar degradarea acestora promoveaza proliferarea
celulelelor canceroase hepatice atat in vivo, cat si in vitro, invazia vasculara, angiogeneaza

si metastazarea (Ji et al., 2021). O alta componentd ERAD raportata in HCC este tripartite
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motif-containing 25 (TRIM25), care activeaza ERAD (Zhang et al., 2020) si inhiba type |
transmembrane protein inositol requiring 1 (IRE1a), promovand supravietuirea si cresterea
celulelor tumorale (Liu et al., 2020).

De asemenea, supraexpresia de OS-9 a fost detectata in tesutul tumoral si adiacent al
pacientilor cu recurentd comparativ cu cei fara recurentd. In plus, prin teste in vitro, s-a
demonstrat cd modularea pozitiva a nivelului de expresie OS-9 promoveaza capacitatea de
migrare si invazie a celulelor HCC (Wei et al., 2022). In contrast, gp78, care functioneazi
upstream fata de Hrd1 (Olzmann et al., 2013), atunci cand este silentiata, inhiba ERAD, ceea
ce conduce la stres cronic, promovand steatohepatita non-alcoolica (NASH) si HCC (Zhang
et al., 2015).

In plus, pentru asigurarea metabolismului rapid si eficient, celulele tumorale isi
regleaza procesele de poliubicuitinilare sau monoubicuitinilare in timpul tumorigenezei,
deoarece asamblarea lanturilor de ubicuitind necesita o cantitate crescutd de energie. Astfel,
in celulele mestastatice a fost observata o crestere a procesului de monoubicuitinilare global,
care este suficient pentru functionarea celulei (Ji et al., 2021).

Mai multe studii au aratat faptul ca infectia cu virusul VHB declanseaza cresterea
nivelului de expresie a mai multor markeri ERAD. De asemenea, s-a observat cd
supraexpresia tranzitorie a proteinelor EDEM determind reducerea nivelurilor intracelulare
ale proteinelor de anvelopa S si L, insotita de o scadere a SVP secretate (Lazar et al., 2012,
Lazar et al., 2017). Wang si colaboratorii au raportat rolul SellL, o altd componenta ERAD,
in infectia cu VHB. Astfel, cantitatile de ARN, ADN si proteine virale au fost reduse
semnificativ prin supraexpresia SellL in celulele Huh7 transfectate tranzient cu un plasmid
ce contine genomul viral si in linia celulara HepG2.2.15. Modularea expresiei SellL prin
silentiere tranzienta a condus la blocareca ERAD, la activarea mecanismului de control a RE
- ERQC (ER quality control) si a procesului de autofagie (Wang et al., 2019).

Datorita unei ratei de proliferare, celulele canceroase se confrunta adesea cu
afectarea generarii de ATP, hipoxie si mutatii specifice care pot perturba homeostazia RE si
pot declansa activarea UPR, ERAD sau autofagie (Tsai and Weissman, 2010). Modularea
componentelor din aceste cai reprezinta strategii terapeutice importante pentru activarea
cailor apoptotice in celulele maligne (Clarke et al., 2014).

Mai multe studii au aratat faptul cd infectia cu VHB induce stres la nivelul RE si
stimuleazd etapele timpurii ale autofagiei, care sustin replicarea si secretia virald. De
asemenea, in infectie a fost observata activarea UPR, promovarea proliferarii celulare si in

final, inducerea proceselor de carcinogeneza. UPR activeaza caile de semnalizare asociate,
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inclusiv ERAD, pentru a restabili homeostazia celulei (Lin et al., 2020, Chen and Cubillos-
Ruiz, 2021, Wang et al., 2022). De asemenea, actioneaza prin diferite mecanisme pentru
indepartarea proteinelor acumulate sau pliate gresit prin cresterea capacitatii de pliere sau
reducerea translatiei proteinelor (Cao and Kaufman, 2012).

Mecanismul UPR promoveaza atat un raspuns adaptativ al celulei, care favorizeaza
cresterea tumorii $i chemorezistenta, dar si moartea celulard in conditii de stres prelungit
(Stefani et al., 2012). Acest fapt reprezinta provocarea majora in utilizarea sa pentru terapia
HCC, intr-o manierd dependenta de caracteristicile micromediului tumoral. Asadar, in acest
studiu am avut ca scop intelegerea rolulului caii de degradare ERAD in infectia cu VHB si
in dezvoltarea HCC.

Capitolul 2. Materiale si metode

Expresia genicd a EDEM3 a fost mdsuratd pe mai multe tipuri de tesut hepatic
infectate sau neinfectate cu VHB. Mai mult, rezultatele au fost confirmate prin analiza unei
baze de date transcriptomice ce a inclus hepatocite primare infectate. De asemenea, in liniile
hepatice cu supraexpresie de EDEM3 au fost investigate mai multe mecanisme moleculare
care afecteazd VHB, precum: UPR, ERAD si autofagie. Pentru validarea acestor rezultate a
fost generata o linie cu knockout de EDEM3 prin tehnologia CRISPR/Cas9. Datorita
cultura mai multe pasaje, a fost investigat procesul de apoptoza. In plus, pentru a investiga
rolul ERAD in HCC, a fost analizatéd corelatia dintre expresia genelor din aceastd cale de
semnalizare si datele clinico-patologice ale pacientilor cu aceastd patologie, in mai multe

seturi de date transcriptomice publice.

Capitolul 3. Rezultate

Pentru a pune in evidenta interactiunile complexe dintre cdile de semnalizare asociate
RE in infectia cu VHB, am selectat si analizat baze de date publice de pe platforma GEO

(Gene Expression Omnibus, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), ce au inclus date de

expresie genicd obtinute prin secventierea intregului transcriptom. Setul de probe analizat,
GSE183156 a cuprins 6 probe de hepatocite primare, dintre care trei infectate cu VHB si trei
neinfectate, colectate la 28 de zile post-infectie. Analiza datelor prin metode de clustering
folosind programul R, a aratat o crestere semnificativd a genelor asociate cu mecanismele

UPR, ERAD si autofagie, in celulele infectate cu VHB fata de celule neinfectate. In plus,
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expresia genica ridicata de EDEM3 a fost in concordantd cu rezultate obtinute anterior in
departamentul nostru (Lazar et al., 2012, Lazar et al., 2017).

Pentru a valida rezultatele obtinute in vitro, am cuantificat nivelul de expresie a genei
EDEM3 prin RT-real-time qPCR, in probe de tesut hepatic: 10 N si 50 NAT, 25 infectate cu
VHB (NAT +) si 25 neinfectate (NAT -). Prin analiza rezultatelor obtinute s-a observat faptul
o expresie ridicatd a EDEM3 in probele NAT cu/faira VHB in comparatie cu N si de
asemenea, ca transcriptul EDEM3 creste mai mult in tesuturile infectate cu VHB (Figura
1.A). Acest fapt indica o posibild implicare a acestei molecule in infectia cu VHB si in

procesul de dezvoltare a patologiilor hepatice cronice.
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Figura 1. Analiza de markeri UPR si de autofagie in probe de tesut non-tumoral la
pacientii HCC cu infectie VHB comparativ cu cei neinfectati. Expresia genelor (A)
EDEMS3, (B) ATF6, (C) ATG3 si (D) LC3 a fost cuantificata in urmatoarele tipuri de
probe: tesut hepatic normal — N (n=10) si tesut hepatic non-tumoral adiacent tumorii —

NAT de la pacienti cu HCC infectati cu VHB (n=25) si pacienti neinfectati (n=25), prin
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RT-real-time qPCR si folosind formula de calcul 272, Expresia transcriptilor a fost
normalizata la genele de referinta GAPDH si TBP. Fiecare scatter plot ilustreaza
mediana si deviatia standard a valorilor de expresie genica. Analiza statistica s-a realizat
folosind testul Student t unpaired (*, p<0.05; **, p<0.01; *** p<0.001; **** p <
0.0001). (E) Evaluarea proteinelor EDEM3, VHB-S -forma neglicozilata (p S) si VHB-S
-forma glicozilata (gp S) prin Western blot. Probele de tesut hepatic N, NAT VHB (-) si
NAT VHB (+) au fost lizate, procesate si detectate cu anticorpi specifici. GAPDH a fost

folosit drept control de incarcare.

De asemenea, in aceleasi probe de tesut am cuantificat genele implicate in procesele
UPR (ATF®6), respectiv autofagie (LC3, ATG3). Spre deosebire de cresterea semnificativa a
acestora in hepatocitele infectate pe termen scurt (28 de zile), in probele de tesut hepatic
infectat cu VHB, nu a fost observata o modificare semnificativa din punct de vedere statistic
a nivelurilor de transcripti comparativ cu probele de tesut neinfectate. Totusi, in cazul celor
doi markeri de autofagie, expresiile genice au crescut in probele NAT, comparativ cu probele
de N (Figura 1.B-D).

Mai mult decat atat, nivelul relativ al proteinei EDEM3 a fost analizat prin Western
blot pe probe de tesut hepatic (N, NAT-, NAT+) si a fost confirmat rezultatul obtinut la nivel
transcriptional (Figura 1.E). Aceste rezultate pun in evidentd activarea diferitd a
mecanismului UPR 1in infectia cronica , spre deosebire de infectia acuta si sugereaza un rol
potential al moleculei EDEM3 in dezvoltarea patologiilor hepatice cronice.

Avand in vedere aceste observatii, am generat o linie stabila cu depletie de EDEM3
(HepaRGEPEM3KO) prin tehnologia CRISPR/Cas9 pentru investigarea functiei acestei
proteine in celulele hepatice HepaRG. Liniile celulare cu supraexpresie de EDEM3
(HepaRGEPEM3) respectiv control (HepaRGC) au fost obtinute anterior acestui studiu.

Consecintele modularii EDEM3 asupra ciclului de viata al VHB, in celule hepatice,
au fost examinate anterior de cdtre Dr. Mihaela Uta in cadrul programului de doctorat.
Cuantificarea nivelurilor de expresie a antigenului HBs si a moleculelor de ADN viral izolate
din virionii anvelopati imunoprecipitati, a evidentiat o crestere a acestora in HepaRGEPEM3
in infectia cu VHB, comparativ cu linia control. Pentru a verifica daca efectele observate
sunt datorate expresiei crescute a receptorului VHB (NTCP) in linia HepaRGEPEMS
comparativ cu HepaRG®, acesta a fost cuantificat prin analiza in-cell ELISA in cadrul
studiului de fata. Rezultatele nu au aratat o modificare a NTCP intre cele doua linii celulare.

De asemenea, pentru a investiga nivelul de internalizare a VHB, am analizat nivelul de ADN
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viral intracelular la 24 h post-infectie, care nu a indicat o diferenta semnificativa intre cele
doua linii HepaRG. Aceste rezultate sugereaza faptul ca EDEM3 nu este implicat in etapa
de internalizare a ciclului viral, fiind In concordantd cu rezultatele obtinute anterior in
laboratorul nostru.

In continuare, avand in vedere aceste rezultate, am investigat efectul opus asupra
VHB, si anume al depletiei de EDEM3. Dupad mai multe incercari de optimizare, linia

celulara HepaRGEDEMS KO

nu a putut fi mentinutd intr-o stare diferentiatd o perioada
suficienta de timp pentru a finaliza procesul de diferentiere, timp de 14 zile, datorita aparitiei
modificarilor fenotipice si a procesului de apoptoza.

Mai multe studii au raportat faptul cd VHB poate dobandi mecanisme pentru
manipularea UPR in beneficiul sdu, astfel fiind observata o activare a cailor de semnalizare
de la nivelul RE, atat in infectia cu VHB (Wang et al., 2022), cat si in tumorigeneza (Wei
and Fang, 2021). Pentru intelegerea mecanismului prin care EDEM3, intervine in ciclul de
viatd al VHB, au fost investigate consecintele supraexpresiei de EDEM3 asupra UPR. Astfel,
caile de semnalizare IREla, ATF6 si PERK au fost analizate in celulele HepaRG prin
Western blot. Rezultatele obtinute arata faptul ca, in timp ce nivelul de expresie a markerilor

ATF6 si BiP a ramas nemodificat, expresiile GRP-94, PERK, elF2a si IREla au fost

atenuate in celulele HepaRGEPEM3, comparativ cu HepaRGC (Figura 2).
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Figura 2. Expresia markerilor UPR in celulele HepaRG cu supraexpresie de
EDEMS3. Lizatele celulelor HepaRG® si HepaRGEPEM? au fost investigate prin Western
blot cu anticorpii corespunzatori. a-tubulina, B-actina sau calnexina au fost utilizate
drept control de incarcare. Benzile corespunzatoare proteinelor de interes au fost
cuantificate utilizand programul ImagelJ si normalizate la controalele interne
corespunzitoare. Asteriscul indica o banda nespecifica a anticorpului anti-p-elF20. In
imaginea din dreapta sunt reprezentate cuantificarile markerilor UPR, iar graficele
reprezintd mediana si deviatia standard a nivelurilor de expresie relativa din 3
experimente independente. Analiza statistica s-a realizat folosind testul Student t

unpaired. (*, p<0.05; **, p<0.01).

In continuare, am investigat efectul supraexpresici EDEM3 asupra caii de
semnalizare ERAD prin Western blot. Nivelul de expresie al 0S-9, XTP3-B si SellL a fost
similar in cele doud linii celulare, in timp ce Hrdl a fost semnificativ crescut in linia cu
supraexpresie de EDEM3 (Figura 3). Aceasta proteina a fost asociata anterior cu degradarea
Rheb, un activator al mTOR, iar cresterea expresiei acesteia in linia HepaRGEPEM? indici o

posibild inhibare a caii de semnalizare mTOR.
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Figura 3. Expresia markerilor ERAD in celulele HepaRG cu supraexpresie de
EDEM3. Nivelul proteic al markerilor ERAD (SellL, OS-9, XTP3-B si Hrd1) a fost

a0
1.5
0.0

analizat prin Western blot cu anticorpii specifici. a-tubulina sau calnexina au fost
utilizate drept control de Incarcare. Benzile corespunzatoare proteinelor de interes au fost
cuantificate utilizand programul ImageJ si normalizate la controalele de incarcare
corespunzitoare. In imaginea din dreapta sunt reprezentate cuantificarile markerilor
ERAD, iar graficele reprezinta mediana si deviatia standard a nivelurilor de expresie
relativa din 3 experimente independente. Analiza statistica s-a realizat folosind testul
Student t unpaired. (*, p<0.05).
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Autofagia secretorie promoveaza asamblarea nucleocapsidelor, replicarea virala si
secretia particulelor virale (Chu et al., 2022, Wang et al., 2022). Pentru a investiga daca
EDEM3 afecteazi procesul de autofagie, liniile celulare HepaRG® si HepaRGEPEM3 ay fost
transfectate cu plasmidul pEGFPC1-LC3, care codifica markerul de autofagic LC3.
Tratamentul celulelor cu clorochind (CQ), un inhibitor care blocheazd fuziunea
autofagozomului cu lizozomul (Mauthe et al., 2018), a fost inclus drept control pozitiv in
acest experiment. Prin microscopie confocald s-a pus in evidenta aparitia unui numar mare
de autofagozomi marcati cu LC3 in linia celulara cu supraexpresie de EDEM3, in timp ce
acestia au fost slab detectabili in linia celulard control. Mai mult decat atat, EDEM3 nu a

fost co-localizata cu LC3 (Figura 4).
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Figura 4. Nivelul de expresie a LC3 creste in celule cu supraexpresie de EDEM3.
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Celulele hepatice HepaRG® si HepaRGEPEM2 au fost transfectate cu plasmidul
PEGFPC1-LC3. Dupa 6 h de la transfectie, celulele au fost incubate cu 10 pM
clorochina (CQ), pentru 24 h. Expresia proteinet EDEM3 (rosu) a fost pusd in evidenta

cu anticorpi specifici, iar nucleii au fost marcati cu DAPI. Bara de scalare este 10 um.

Acest rezultat a fost confirmat prin analiza Western Blot, unde s-a observat o crestere
a conversiei LC3I la LC3-II in linia celulard HepaRGEPEM? i in tratamentul cu TM, inclus
in experiment drept control pozitiv (Wang et al., 2022) (Figura 5.A).

Deoarece autofagia este puternic inhibata de mTOR (Rabanal-Ruiz et al., 2017,
Saxton and Sabatini, 2017), a fost investigatd expresia proteinei totale, dar si a formei
fosforilate, in celulele HepaRGEPEM3, Asa cum era de asteptat, expresia fosfo-mTOR a fost
scazuta in aceste celule, in timp ce proteina totala mTOR a ramas nemodificata (Figura 5.A).
In plus, Rheb a prezentat o expresie scizuta in linia celularda HepaRGEPEM? (Figura 5.B).
Astfel, se poate presupune ca expresia Hrd1 crescuta determind o scadere a Rheb. Mai mult,
nivelul proteomic al markerului de autofagie degradativa, ApoE, a fost ridicat inlinia

HepaRGEPEM3 in comparatie cu linia celularda HepaRGC® (Figura 5.B). Aceste rezultate
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sugereaza ca supraexpresia EDEM3 creste autofagia secretorie de catre axa
Hrd1/Rheb/mTOR.
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Figura 5. Expresia EDEM3 promoveaza autofagia secretorie in celulele hepatice
HepaRG. Lizate de celule HepaRGC si HepaRGEPEM3 tratate/netratate cu 2.5 pg/mL TM
pentru 6 h, au fost investigat prin Western blot. Proteinele (A) LC3, mTOR si p-mTOR,

respectiv (B) Rheb si ApoE, au fost detectate folosind anticorpi specifici. Pentru

normalizare, calnexina sau GAPDH au fost utilizate drept control intern. Benzile
corespunzitoare proteinelor de interes au fost cuantificate folosind programul Image]. In
imagine sunt reprezentate cuantificarile markerilor din 3 experimente independente, sub

forma de bar charts, ce reprezinta mediana si deviatia standard. Analiza statistica s-a

realizat folosind testul Student t unpaired. (*, p<0.05; ** p<0.01).

Pentru a confirma rolul EDEM3 asupra cailor de semnalizare de la nivelul RE,
mecanismele de UPR si autofagie au fost investigate in celule HepaRGEPEME KO {n timpul

amplificirii celulelor HepaRGEPEM3KO 3 fost observati o reducere notabild a viabilititii,
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dupa pasajul 10. In consecinti, experimentele au fost efectuate pe aceste celule la pasaje
inferioare (4-5), fie in prezenta, fie in absenta TM, iar rezultatele au indicat activarea
semnalizarii IREla si PERK.

Li et al. au raportat faptul ca stresul cronic de la nivelul RE conduce la activarea pro-
apoptozei (Li et al., 2019). Prin urmare, datorita expresiei crescute a markerilor UPR si a
prezentei fenotipului modificat, a fost ivestigat procesul de apoptozi in HepaRGEPEM3KO,
Prin analiza Western Blot am observat ca proteinele pro-apoptotice, p53 si Bax (Stefani et
al., 2012) au un nivel de expresie ridicat (Figura 6). De asemenea, experimentele de
citometrie in flux au indicat un procent mai mare de celule apoptotice in linia celulara

HepaRGEDEM3KO.
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Figura 6. Depletia de EDEM3 activeaza molecule implicate in procesul de apoptozi
in linia celulara HepaRG .

Lizate de celule HepaRG si HepaRGEPEM3KO gy fost investigate prin Western blot.
Markerii de apoptozd p53 st BAX au fost detectati cu anticorpi specifici. Pentru
normalizare, calnexina a fost folositd drept control intern. Benzile corespunzatoare
proteinelor de interes au fost cuantificate folosind programul ImageJ. In partea dreapti a
imaginii sunt reprezentate cuantificarile markerilor sub forma de bar charts, ce ilustreaza
mediana si deviatia standard din 3 experimente independente. Analiza statistica s-a

realizat folosind testul Sudent t unpaired. (*, p <0.05).

Infectia cronica cu VHB este un factor de risc pentru HCC (Arbuthnot and Kew,
2001). Nivelul de expresie genica crescut al EDEM3 in probele NAT, comparativ cu probele
N (Figura 7.A) sugereaza ca aceasta molecula contribuie la dezvoltarea HCC. Pentru a
investiga aceastd ipoteza, profilul de expresie genicd a EDEM3 a fost evaluat in 50 de probe
tumorale HCC si in 50 de probe NAT, prin RT-real-time qPCR. Rezultatele obtinute au

indicat o expresie ridicata a transcriptului in probele T, comparativ cu NAT si o scadere
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semnificativa a markerului de autofagie LC3 in probele T. In schimb, nivelurile de expresie
a genelor ATG3 si ATF6 au ramas nemodificate (Figura 7.A). Expresia proteicd a EDEM3
a fost detectata in 12 probe de tesut hepatic (6 NAT si 6 T). Rezultatele au confirmat efectul
observat la nivel transcriptomic (Figura 7.B). In continuare, a fost analizati semnificatia
clinica a profilului de expresie EDEM3 la pacientii cu HCC. Analiza bazelor de date publice
a indicat ca pacientii cu un nivel ridicat de EDEM3 prezinta o ratd de supravietuire scazuta,
dar EDEM3 nu este un biomarker independent de prognostic. Ivestigarea corelatiei dintre
profilul de expresie a EDEMS si raspunsul celulelor hepatice la sorafenib a fost investigata
in mai multe baze de date. Rezultatele au aratat 0 reducere semnificativa a nivelului de
expresie EDEM3 dupa tratament, ceea ce confirma observatiile obtinute in vitro, conform

carora depletia de EDEM3 este corelata negativ cu procesul de apoptoza.
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Figura 7. Nivelul de expresie a EDEM3 creste in probele de tesut tumoral la
pacientii cu HCC.

(A) Nivelurile de expresie genicd a LC3, ATG3, EDEM3 si ATF6 au fost analizate in
tesuturi hepatice non-tumorale adiacente tumorii — NAT (n=50), respectiv tesuturi
hepatice tumorale -T (n=50), prin RT-real-time qPCR si folosind formula de calcul 274,
Normalizarea rezultatelor s-a realizat folosind 2 gene de referinta, GAPDH si TBP.
Analiza statistica s-a realizat folosind testul t paired (***, p<0.001). (B) Evaluarea
expresiei proteice a EDEM3 prin Western blot in 6 probe pereche de tesut hepatic, NAT
si T. Probele au fost lizate si detectate cu anticorpi specifici. GAPDH a fost folosit drept
control de incircare. In imaginea din dreapta este reprezentata cuantificarea expresiei
proteice, in care, analiza statistica s-a realizat folosind testul Student t paired. (*,

p <0.05).

Pentru a confirma aceste rezultate si in cazul pacientilor cu HCC, a fost analizata
baza de date GSE109211, care a inclus probe tumorale de la 21 de pacienti sensibili la
sorafenib, respectiv 46 de pacienti rezistenti. Analiza datelor a indicat o crestere a
transcriptului de EDEM3 la pacientii cu rezistend la sorafenib. Acest rezultat este in
conformitate cu un studiu recent, care a raportat, de asemenea, faptul cd profilul
transcriptomic crescut al EDEM3 este asociat cu radiorezistenta, in cancerul de prostata
(Scott et al., 2022). Aceste date indica faptul ca EDEM3 ar putea fi un potential biomarker
al rezistentei la terapie, ipotezd care necesita investigatii suplimentare prin analiza mai
multor probe de tesut si prin testarea culturilor primare tumorale (modele 2D sau 3D)
provenite de la pacienti cu HCC care prezintd sensibilitate/rezistenta la tratament.

Pentru a investiga rolul ERAD in HCC, am analizat genele exprimate diferential
(DEG) asociate cu ERAD, apartinand mai multor cohorte de secventiere a intregului
transcriptom. Datele obtinute au sugerat implicarea a 10 gene (HSPA4, HSPAS,
ERDJ3/DNAJB11, HYOU1, BAG2, CANX, SEC61A1, NEDD4, NPLOC4 si PSMD4), pe
langda EDEM3, in procesul de tumorigeneza. Nivelul de expresie a acestor gene asociate
ERAD a fost semnificativ crescut in probele de tesut tumoral comparativ cu tesutul non-
tumoral adiacent. Mai mult decat atat, probele tumorale din lotul de pacienti din TCGA-
LIHC a putut fi impartit in doua clustere, pe baza expresiei celor 11 gene in: high-ERAD
(toate genele supraexprimate) si low-ERAD (expresie scazutd a tuturor genelor). Analiza
caracteristicilor clinico-patologice ale pacientilor cu HCC pe baza acestei semnaturi a indicat

faptul ca grupul de pacienti din clusterul high-ERAD prezinta o ratd de supravietuire mai
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mica, aceastd semnatura fiind un factor de prognostic independent si de asemenea, rezistenta
la terapie.

Reducerea infiltratului imun de la nivelul micromediului tumoral (TME) a fost
considerata una dintre principalele cauze ale chemorezistentei (Fu et al., 2019). Astfel,
reducerea sistemului imun in clusterul high-ERAD indica faptul ca acesti pacientii pot avea

un raspus redus la terapiile cu sorafenib si TACE.

CONCLUZII SI PERSPECTIVE

In studiul de fatd a fost investigati calea de semnalizare ERAD in afectiunile
hepatice. In principal, au fost identificate mecanismele asociate RE, prin care EDEM3
intervine in ciclul de viata al VHB si in tumorigeneza. Profilul de expresie transcriptomic al
EDEM3 este crescut in probele de tesut NAT infectate cu VHB, comparativ cu probele NAT
neinfectate. Cu toate acestea, o crestere importantd a fost observata in probele tumorale
comparativ cu cele non-tumorale. Aceaste rezultate au condus la ipoteza implicarii acestei
molecule in dezvoltarea patologiilor hepatice cronice.

Mai mult decat atat, prin modularea expresiei EDEM3 in linia celulard HepaRG, a
fost pus in evidenta un rol important al acestei molecule in procesele de supravietuire
celulara. Prin supraexpresia de EDEM3 s-a observat o reducere a stresului de la nivelul RE
si o reglare negativd a cdii de semnalizare UPR. Totusi, datele au ardtat o crestere
semnificativd a procesului de autofagie secretorie si inhibarea procesului de degradare
lizozomala. Aceasta modulare a fluxului autofagic de catre EDEM3 poate explica infectia
virala crescuta in linia HepaRG cu supraexpresie de EDEM3, rezultate obtinute anterior in
grupul nostru. La nivel molecular, aceste mecanisme sunt coordonate de axa de semnalizare
EDEM3-Hrd1-Rheb-mTOR, care a fost evidentiata in acest studiu. Rezultatele au fost
confimate pe linia celulara cu depletie de EDEM3 generatd, in care am observat prezenta
unui stres cronic la nivelul RE si inducerea mecanismului de apoptoza. Aceste rezultate
indica faptul cd EDEM3 are un rol protector asupra celulelor hepatice, astfel promovéand
probabil procesele pro-tumorale. Aceasta ipoteza va fi investigata in studii viitoare prin
modularea expresiei EDEM3 in celule hepatice tumorale si analiza proceselor de invazie,
migrare, metastazare sau EMT.

In acest studiu a fost evaluatd pentru prima dati, asocierea caracteristicile clinico-
patologice ale pacientilor cu HCC cu nivelul de expresie genica al EDEM3, in baze de date
transcriptomice. Astfel, rezultatele au ardtat faptul cd pacientii cu expresie crescutd de

EDEM3 prezinta o ratd de supravietuire scazutd si rezistentd la tratament cu sorafenib,
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propunand EDEM3 ca un posibil biomarker al raspunsului la terapie. Aceasta ipoteza va fi
investigata in continuare, pe un lot prospectiv de pacienti cu HCC, care vor fi selectati pe
baza mai multor aspecte clinico-patologice. In plus, o alta perspectiva a acestui studiu este
investigarea rolului EDEM3 in dezvoltarea tumorilor HCC in vivo, prin testarea capacitatii
celulelor tumorale cu expresie modulatd de EDEM3 de a dezvolta tumori in modele murine.
De asemenea, avand vedere rezultatele obtinute in vitro, tintirea directa a EDEM3 in celulele
infectate sau tumorale, ar putea induce procese necrotice la nivelul ficatului prin activarea
mecanismelor de stres la nivelul RE si de apoptoza. Asadar, abordarea unei reglari indirecte,
care sa restabileasca profilul de expresie al EDEM3 similar conditiilor normale, va fi
investigata.

Mai mult decat atat, in acest studiu, pe baza analizei transcriptomice a mai multor
loturi de pacienti din baze de date publice, am identificat o semnatura de 11 gene asociate
ERAD implicate in HCC. Aceste gene pot discrimina tesutul tumoral fatd de tesutul non-
tumoral pe baza profilului de expresie, avand un potential rol in diagnosticul HCC. Prin
metode de clusterizare nesupravegheata, cu ajutorul celor 11 gene, tumorile HCC au fost
clasificate in high-ERAD si low-ERAD. Aceste clustere au influentat caracteristicile clinico-
patologice ale pacientilor cu HCC, astfel clusterul high-ERAD a fost asociat semnificativ cu
un infiltrat imun scdzut, o crestere a markerilor EMT, a rezistentei la terapie si cu un
prognostic redus. Aceste observatii obtinute in silico vor fi validate initial la nivel proteomic
prin experimente in vitro pe linii celulare hepatice tumorale tratate cu diferiti agenti anti-
tumorali. In plus, vor fi investigate posibilitatea modulirii nivelului de expresie al acestor

In concluzie, studiile viitoare pot conduce la deslusirea rolului pe care il au aceste
molecule Tn HCC si la posibilitatea utilizarii lor drept biomarkeri sau tinte terapeutice.
Identificarea efectelor modularii expresiei genice a celor 11 gene sau a inhibitorilor specifici
in experimente pe culturi primare hepatice si modele murine, pot extinde intelegerea

mecanismului ERAD in patologia HCC.
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