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Scopul studiului 

La nivel mondial, 1,5 milioane de noi infecții cu virusul hepatitei B (VHB) sunt 

raportate anual (Hsu et al., 2023) și este agentul cauzal al hepatitei B acută sau cronică, care 

poate conduce la ciroză hepatică sau carcinom hepatocelular (HCC). Tratamentele actuale 

pentru pacienții cu infecții cronice cu VHB nu oferă o vindecare completă, însă cercetarea 

interacțiunilor dintre virus și celula gazdă poate conduce la dezvoltarea de noi ținte 

terapeutice (Jiang et al., 2021). Genomul particulei virale este reprezentat de ADN circular 

relaxat (ADNrc), împachetat în interiorul unei nucleocapside, care este înconjurată de un 

bistrat lipidic și glicoproteine de anvelopă (S, M, L). Acestea din urmă, înainte să fie 

împachetate în particule virale, sunt translocate în reticulul endoplasmatic (RE), unde suferă 

procese de N-glicozilare, pliere și oligomerizare (Tsukuda and Watashi, 2020). 

Studii anterioare au demonstrat că acumularea acestor proteine virale induce stres în 

RE și activează Unfolded Protein Response (UPR), însoțit de creșterea nivelului de expresie 

a manozidazelor din familia Endoplasmic Reticulum (ER) Degradation Enhancing Alpha-

Mannosidase Like Protein (EDEM). Glicoproteinele greșit pliate sunt procesate de aceste 

manozidaze care acționează asupra glicanilor N-legați, producând substrate pentru ER-

Associated Degradation (ERAD). Virusurile pot dobândi mecanisme pentru manipularea 

UPR în beneficiul lor. În cazul VHB, s-a observat că activarea proteinelor EDEM determină 

degradarea proteinelor de suprafață (S, L) și creșterea secreției proteinei M secretate (Lazar 

et al., 2012, Lazar et al., 2017). Date anterioare din grupul nostru au arătat că supraexpresia 

proteinei EDEM3 determină creșterea replicării virale și a nivelului particulelor subvirale 

(SVPs) secretate (Teză de doctorat-Dr. Mihaela Uță). 

Scopul acestui studiu a fost de a investiga mecanismele prin care ERAD, în principal 

proteina EDEM3, intervine în ciclul de viață al VHB. Astfel, au fost folosite linii celulare 

susceptibile infecției cu VHB, probe de țesut hepatic, dar și date transcriptomice și 

proteomice din baze de date publice. Expresia genică a EDEM3 a fost măsurată pe mai multe 

tipuri de țesut hepatic infectate sau neinfectate cu VHB și confirmată prin analiza bazelor de 

date publice. În plus, procesele moleculare de la nivelul RE, implicate în ciclul de viață al 

VHB, au fost investigate  în liniile celulare cu expresie modulată de EDEM3.  

Aceste rezultate au condus la un alt scop al acestui studiu, și anume de a investiga 

rolul ERAD în HCC, prin analiza bazelor de date transcriptomice. Genele asociate ERAD 

identificate au fost corelate cu cei mai importanți factori implicați în managementul HCC. 
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Capitolul 1. Introducere 

VHB este un virus hepatotrop, care aparține familiei Hepadnaviridae, descoperit de 

către Blumberg și colaboratorii ca „antigenul Australia” (Blumberg et al., 1967, Seeger and 

Mason, 2000). Genomul viral are o structură compactă, formată dintr-o moleculă de ADN 

circular relaxat (ADNrc), cu o lungime de aproximativ 3,2 kb (kilobaze), compus dintr-o 

catenă sens incompletă (catena pozitivă) și o catenă antisens completă (catena negativă). 

Acesta este împachetat în interiorul unei nucleocapside, care este înconjurată de un bistrat 

lipidic și proteine de suprafață (Tsukuda and Watashi, 2020). 

Ciclul de viață al VHB cuprinde o serie de etape unice și complexe, fiecare critică 

pentru replicarea și persistența virusului. Aceste etape includ internalizarea particulelor 

virale în hepatocitele gazdă, transportul intracelular al nucleocapsidei virale direcționate 

către nucleul celulei gazdă, transformarea ADNrc într-o formă circulară covalentă închisă 

(ADNccc), transcrierea și translația proteinelor virale, transcrierea inversă a ARN 

pregenomic în ADNrc, asamblarea și secreția particulelor virale (Seeger and Mason, 2015). 

Molecula de ADNccc se asociază cu proteine virale și factori ai celulei gazdă și se 

organizează în minicromozomi. Este menținută în nucleu și funcționează ca matriță pentru 

transcrierea virală, pe o perioadă mai lungă de timp. Persistența și localizarea acestei forme 

intermediare de ADN viral în hepatocitele infectate este provocarea majoră pentru terapiile 

antivirale  (Xia and Guo, 2020). 

Conform celor mai recente statistici, peste 50% dintre cazurile de HCC din întreaga 

lume sunt cauzate de infecția cu VHB.  Acest agent patogen poate promova transformarea 

malignă a celulelor hepatice prin activarea diferitelor mecanisme pro-tumorale, reglarea 

instabilității genomului din celula gazdă și remodelarea epigenetică (starea de metilare, 

modificarea post-translațională a histonelor sau inducerea de onco-microARN) (Jiang et al., 

2021). Mai mult decât atât, integrarea ADN viral în genomul celulei gazdă 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 activează transcrierea genelor implicate în mai multe căi de 

semnalizare pro-tumorale, inclusiv JUN - Jun Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor 

Subunit, FOS - Fos Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor Subunit, MYC și TP53 

(Jiang et al., 2021). Sistemul imun joacă un rol important în dezvoltarea HCC, astfel, efectul 

inhibitor al VHB  asupra secreției de citokine și activității celulelor NK (natural killer) sau 

T reglatoare, conduce la inflamație cronică și dezvoltarea HCC (Jiang et al., 2021).  
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Celulele hepatice sintetizează o cantitate crescută de proteine secretorii (aproximativ 

13 milioane de proteine secretorii pe minut), având în vedere activitatea metabolică ridicată 

a ficatului. Astfel, acesta prezintă o susceptibilitate ridicată la pertrurbarea mecanismelor de 

la nivelul RE (Duwaerts and Maiers, 2021). Conform mai multor studii, stresul la acest nivel 

provoacă o serie de reacții în cascadă care afectează ficatul (Maiers and Malhi, 2019, Zhang 

et al., 2022). Pe de altă parte, în timpul regenerării acestui organ, hepatocitele se află  într-o 

stare activă de proliferare, care este asociată cu o creștere a sintezei proteice, ce conduce la 

stresul RE și UPR, pentru a susține supraviețuirea celulelor (Rutkowski and Kaufman, 2007).  

Glicozilarea reprezintă cea mai întâlnită modificare post-translațională (50% dintre 

proteinele sintetizate sunt glicozilate) și se bazează pe atașarea covalentă a lanțurilor 

polizaharidice (glicani) la proteine, modulându-le structura și funcția (Dwek, 1996, Lin and 

Lubman, 2024). Cele mai cunoscute forme de glicozilare implică legarea N-glicanilor la 

resturi de asparagină sau legarea O-glicanilor la resturi de serină sau treonină. N-glicozilarea 

presupune 3 etape: sinteza glicanului pe un schelet lipidic (Dol-PP), transferul pe lanțul 

polipeptidic nascent și procesarea la nivelul RE - Aparat Golgi (Lin and Lubman, 2024).  

În urma translocării proteinei nou sintetizate la nivelul lumenului RE, complexul 

oligozaharil-transferazei recunoaște Asn-X-Ser/Thr (X reprezintă orice aminoacid cu 

excepția Pro) și atașează covalent lanțul Glc3Man9GlcNAc2 (Zhang and Kaufman, 2006). 

Ulterior, glicanul este remodelat de o serie de enzime (Guay et al., 2023). Mai precis, este 

tăiat rapid și secvenţial de glucozidazele I și II (GI și GII) pentru a genera o formă 

monoglucozilată (GlcMan9GlcNAc2), care reprezintă substrat pentru lectinele chaperon, 

calnexină (CNX) și calreticulină (CRT), ce contribuie la plierea proteinei. Reducerea restului 

de glucoză terminal de către GII determină disocierea de CNX/CRT. Astfel, dacă 

glicoproteina eliberată este corect pliată, în urma interacției cu manozidaza I a RE 

(ERManI/ManIB1), se îndepărtează manoza terminală, rezultând forma Man8GlcNAc2 

(M8B)  și va fi transportată către aparatul Golgi. În caz contrar, este recunoscută de către 

UDP-glucoză glicoprotein-glicozil transferaze (UGGT1 și UGGT2), reglicozilată și reintră 

în ciclul CNX/CRT (Adams et al., 2019). 

După îndepărtarea resturilor de glucoză, EDEM2 poate catalizeaza îndepărtarea 

primului rest de manoză din structura N-glicanilor, în timp ce EDEM1 și EDEM3 procesează 

fragmentul oligozaharidic până la Man5-7GlcNAc2. De asemenea, aceste manozidaze se 

asociază cu oxidoreductaze cu scopul de a-și îndeplini funcția. Astfel, toate manozidazele 

EDEM se asociază cu thioredoxin domain containing 11 (TXNDC11); EDEM1 și EDEM2 

cu Protein disulfide isomerase (PDI); EDEM3 cu thioredoxin domain containing 5 
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(ERp46/TXNDC5), în timp ce EDEM1 cu DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member 

C10 (DNAJC10/ERdj5). În continuare, asupra formei Man5-7GlcNAc2 acționează 

osteosarcoma amplified 9, ER lectin (OS-9) și endoplasmic reticulum lectin 1 (XTP3-

B/ERLEC1), care interacționează cu proteina suppressor of Lin-12-like (Sel1L) și ulterior 

cu synoviolin (Hrd1/ SYVN1), o proteină esențială a canalului de retrotranslocare (dislocon) 

(Christianson et al., 2008, Carvalho et al., 2010, Tax et al., 2019). 

Procesul de retrotranslocare a substratului în citosol are loc cu ajutorul mai multor 

proteine: Derlin 1, Derlin 2, Derlin 3, Sec61, 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 asociază cu AAA-ATPaza 

citosolică (VCP/p97), care mediază transportul către citosol (Radhakrishnan et al., 2014). 

În ultima etapă, enzima E1 activează ubicuitina printr-o reacție dependentă de ATP, 

cu formarea unui intermediar E1-ubicuitină activă; ubicuitina activă este transferată la 

enzima de conjugare E2, formând cu aceasta o legătură covalentă. De asemenea, substratul 

de degradat formează un complex cu ligaza E3, care prezintă o afinitate ridicată pentru E2. 

Ubicuitina activată este transferată la enzima E3, care catalizează atașarea covalentă la 

substratul țintă. Acesta este ubicuitinilat și recunoscut de proteazom pentru degradare. Pentru 

a menține un nivel suficient de ubicuitină liberă în celulă, lanțurile de poliubicuitină sunt 

îndepărtate prin acțiunea deubicuitinazelor (DUB)  (Glickman and Ciechanover, 2002, Gong 

et al., 2016). 

Numeroase componente ERAD sunt conservate la mamifere, în special, Hrd1 și 

Sel1L (Vembar and Brodsky, 2008). În hepatocite, Hrd1/Sel1L reglează răspunsurile de 

fasting și feeding prin factorul de transcripție CREBH care, la rândul său, activează 

transcripția factorului FGF21 - Fibroblast growth factor 21, un reglator cheie al căilor 

metabolice hepatice (Bhattacharya et al., 2018). Deleția completă a genelor Hrd1 sau Sel1L 

la șoareci conduce la letalitate embrionară, evidențiind rolul lor  în embriogeneză (Francisco 

et al., 2010). În 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 promovează  proliferarea 

celulelelor canceroase hepatice atât in vivo, cât și in vitro,  invazia vasculară, angiogeneaza 

și metastazarea (Ji et al., 2021). O altă componentă ERAD raportată în HCC este tripartite 
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motif-containing 25 (TRIM25), care activează ERAD (Zhang et al., 2020) și inhibă type I 

transmembrane protein inositol requiring 1 (IRE1α), promovând supraviețuirea și creșterea 

celulelor tumorale (Liu et al., 2020). 

De asemenea, supraexpresia de OS-9 a fost detectată în țesutul tumoral și adiacent al 

pacienților cu recurență comparativ cu cei fără recurență. În plus, prin teste in vitro, s-a 

demonstrat că modularea pozitivă a nivelului de expresie OS-9 promovează capacitatea de 

migrare si invazie a celulelor HCC (Wei et al., 2022).  În contrast, gp78, care funcționează 

upstream față de Hrd1 (Olzmann et al., 2013), atunci când este silențiată, inhibă ERAD, ceea 

ce conduce la stres cronic, promovând steatohepatita non-alcoolică (NASH) și HCC (Zhang 

et al., 2015). 

În plus, pentru asigurarea metabolismului rapid și eficient, celulele tumorale își 

reglează procesele de poliubicuitinilare sau monoubicuitinilare în timpul tumorigenezei, 

deoarece asamblarea lanțurilor de ubicuitină necesită o cantitate crescută de energie. Astfel, 

în celulele mestastatice a fost observată o creștere a procesului de monoubicuitinilare global, 

care este suficient pentru funcționarea celulei (Ji et al., 2021). 

Mai multe studii au arătat faptul că infecția cu virusul VHB declanșează creșterea 

nivelului de expresie a mai multor markeri ERAD. De asemenea, s-a observat că 

supraexpresia tranzitorie a proteinelor EDEM determină reducerea nivelurilor intracelulare 

ale proteinelor de anvelopă S și L, însoțită de o scădere a SVP secretate (Lazar et al., 2012, 

Lazar et al., 2017). Wang și colaboratorii au raportat rolul Sel1L, o altă componentă ERAD, 

în infecția cu VHB. Astfel, cantitățile de ARN, ADN și proteine virale au fost reduse 

semnificativ prin supraexpresia Sel1L în celulele Huh7 transfectate tranzient cu un plasmid 

ce conține genomul viral și în linia celulară HepG2.2.15. Modularea expresiei Sel1L prin 

silentiere tranzientă a condus la blocarea ERAD, la activarea mecanismului de control a RE 

- ERQC (ER quality control) și a procesului de autofagie (Wang et al., 2019).  

Datorită unei ratei de proliferare, celulele canceroase se confruntă adesea cu 

afectarea generării de ATP, hipoxie și mutații specifice care pot perturba homeostazia RE și 

pot declanșa activarea UPR, ERAD sau autofagie (Tsai and Weissman, 2010). Modularea 

componentelor din aceste căi reprezintă strategii terapeutice importante pentru activarea 

căilor apoptotice în celulele maligne (Clarke et al., 2014).  

Mai multe studii au arătat faptul că infecția cu VHB induce stres la nivelul RE și 

stimulează etapele timpurii ale autofagiei, care susțin replicarea și secreția virală. De 

asemenea, în infecție a fost observată activarea UPR, promovarea proliferării celulare și în 

final, inducerea proceselor de carcinogeneză. UPR activează căile 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, acționează prin diferite mecanisme pentru 

îndepărtarea proteinelor acumulate sau pliate greșit prin creșterea capacității de pliere sau 

reducerea translației proteinelor (Cao and Kaufman, 2012). 

Mecanismul UPR promovează atât un răspuns adaptativ al celulei, care favorizează 

creșterea tumorii și chemorezistența, dar și moartea celulară în condiții de stres prelungit 

(Stefani et al., 2012). Acest fapt reprezintă provocarea majoră în utilizarea sa pentru terapia 

HCC, într-o manieră dependentă de caracteristicile micromediului tumoral. Așadar, în acest 

studiu am avut ca scop înțelegerea rolulului căii de degradare ERAD în infecția cu VHB și 

în dezvoltarea HCC. 

Capitolul 2. Materiale și metode 

Expresia genică a EDEM3 a fost măsurată pe mai multe tipuri de țesut 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, în liniile 

hepatice cu supraexpresie de EDEM3 au fost investigate mai multe mecanisme moleculare 

care afectează VHB, precum: UPR, ERAD și autofagie. Pentru validarea acestor rezultate a 

fost generată o linie cu knockout de EDEM3 prin tehnologia CRISPR/Cas9. Datorită 

modificării fenotipului acestor celule și datorită imposibilității de a menține această linie în 

cultură mai multe pasaje, a fost investigat procesul de apoptoză. În plus, pentru a investiga 

rolul ERAD în HCC, a fost analizată corelația dintre expresia genelor din această cale de 

semnalizare și datele clinico-patologice ale pacienților cu această patologie, în mai multe 

seturi de date transcriptomice publice. 

Capitolul 3. Rezultate 

Pentru a pune în evidență interacțiunile complexe dintre căile de semnalizare asociate 

RE în infecția cu VHB, am selectat și 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 genică obținute prin secvențierea întregului transcriptom. Setul de probe analizat, 

GSE183156 a cuprins 6 probe de hepatocite primare, dintre care trei infectate cu VHB și trei 

neinfectate, colectate la 28 de zile post-infecție. Analiza datelor prin metode de clustering 

folosind programul R, a arătat o creștere semnificativă a genelor asociate cu mecanismele 

UPR, ERAD și autofagie, în celulele infectate cu VHB față de celule neinfectate. În plus, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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expresia genică ridicată de EDEM3 a fost în concordanță cu rezultate obținute anterior în 

departamentul nostru (Lazar et al., 2012, Lazar et al., 2017). 

Pentru a valida rezultatele obținute in vitro, am cuantificat nivelul de expresie a genei 

EDEM3 prin RT-real-time qPCR, în probe de țesut hepatic: 10 N și 50 NAT, 25 infectate cu 

VHB (NAT +) și 25 neinfectate (NAT -). Prin analiza rezultatelor obținute s-a observat faptul 

o expresie ridicată a EDEM3 în probele NAT cu/fără VHB în comparație cu N și de 

asemenea, că transcriptul EDEM3 crește mai mult în țesuturile infectate cu VHB (Figura 

1.A). Acest fapt indică o posibilă implicare a acestei molecule în infecția cu VHB și în 

procesul de dezvoltare a patologiilor hepatice cronice. 

 

Figura 1. Analiza de markeri UPR și de autofagie în probe de țesut non-tumoral la 

pacienții HCC cu infecție VHB comparativ cu cei neinfectați. Expresia genelor (A) 

EDEM3, (B) ATF6, (C) ATG3 și (D) LC3 a fost cuantificată în următoarele tipuri de 

probe: țesut hepatic normal – N (n=10) și țesut hepatic non-tumoral adiacent tumorii – 

NAT de la pacienți cu HCC infectați cu VHB (n=25) și pacienți neinfectați (n=25), prin 
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RT-real-time qPCR și folosind formula de calcul 2−ΔCt. Expresia transcripților a fost 

normalizată la genele de referință GAPDH și TBP. Fiecare scatter plot ilustrează 

mediana și deviația standard a valorilor de expresie genică. Analiza statistică 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 neglicozilată (p S) și VHB-S 

-forma  glicozilată (gp S) prin Western blot. Probele de țesut hepatic N, NAT VHB (-) și 

NAT VHB (+) au fost lizate, procesate și detectate cu anticorpi specifici. GAPDH a fost 

folosit drept control de încărcare.  

De asemenea, în aceleași probe de țesut am cuantificat genele implicate în procesele 

UPR (ATF6), respectiv autofagie (LC3, ATG3). Spre deosebire de creșterea semnificativă a 

acestora în hepatocitele infectate pe termen scurt (28 de zile), în probele de țesut hepatic 

infectat cu VHB, nu a fost observată o modificare semnificativă din punct de vedere statistic 

a nivelurilor de transcripți comparativ cu probele de țesut neinfectate. Totuși, în cazul celor 

doi markeri de autofagie, expresiile genice au crescut în probele NAT, comparativ cu probele 

de N (Figura 1.B-D).  

Mai mult decât atât, nivelul relativ al proteinei EDEM3 a fost analizat prin Western 

blot pe probe de țesut hepatic (N, NAT-, NAT+) și a fost confirmat rezultatul obținut la nivel 

transcripțional (Figura 1.E). Aceste rezultate pun în evidență activarea diferită a 

mecanismului UPR în infecția cronică , spre deosebire de infecția acută și sugerează un rol 

potențial al moleculei EDEM3 în dezvoltarea patologiilor hepatice cronice. 

Având în vedere aceste observații, am generat o linie stabilă cu depleție de EDEM3 

(HepaRGEDEM3KO) prin tehnologia CRISPR/Cas9 pentru investigarea funcției acestei 

proteine în celulele hepatice HepaRG. Liniile celulare cu supraexpresie de EDEM3 

(HepaRGEDEM3), respectiv control (HepaRGC) au fost obținute anterior acestui studiu.  

Consecințele modulării EDEM3 asupra ciclului de viață al VHB, în celule hepatice, 

au fost examinate anterior de către Dr. Mihaela Uță în cadrul programului de doctorat. 

Cuantificarea nivelurilor de expresie a antigenului HBs și a moleculelor de ADN viral izolate 

din virionii anvelopați imunoprecipitați, a evidențiat o creștere a acestora în HepaRGEDEM3 

în infecția cu VHB, comparativ cu linia control. Pentru a verifica dacă efectele observate 

sunt datorate expresiei crescute a receptorului VHB (NTCP) în linia HepaRGEDEM3, 

comparativ cu HepaRGC, acesta a fost cuantificat prin analiza in-cell ELISA în cadrul 

studiului de față. Rezultatele nu au arătat o modificare a NTCP între cele două 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-infecție, care nu a indicat o diferență semnificativă între cele 

două linii HepaRG. Aceste rezultate sugerează faptul că EDEM3 nu este implicat în etapa 

de internalizare a ciclului viral, fiind în concordanță cu rezultatele obținute anterior în 

laboratorul nostru. 

În continuare, având în vedere aceste rezultate, am investigat efectul opus asupra 

VHB, și anume al depleției de EDEM3. După mai multe încercări de optimizare, linia 

celulară HepaRGEDEM3 KO nu a putut fi menținută într-o stare diferențiată o perioadă 

suficientă de timp pentru a finaliza procesul de diferențiere, timp de 14 zile, datorită apariției 

modificărilor fenotipice și a procesului de apoptoză. 

Mai multe studii au raportat faptul că VHB poate dobândi mecanisme pentru 

manipularea UPR în beneficiul său, astfel fiind observată o activare a căilor de semnalizare 

de la nivelul RE, atât în infecția cu VHB (Wang et al., 2022), cât și în tumorigeneză (Wei 

and Fang, 2021). Pentru înțelegerea mecanismului prin care EDEM3, intervine în ciclul de 

viață al VHB, au fost investigate consecințele supraexpresiei de EDEM3 asupra UPR. Astfel, 

căile de semnalizare IRE1α, ATF6 și PERK au fost analizate în celulele HepaRG prin 

Western blot. Rezultatele obținute arată faptul că, în timp ce nivelul de expresie a markerilor 

ATF6 și BiP a rămas nemodificat, expresiile GRP-94, PERK, eIF2α și IRE1α au fost 

atenuate în celulele HepaRGEDEM3, comparativ cu HepaRGC (Figura 2). 
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Figura 2. Expresia markerilor UPR în celulele HepaRG cu supraexpresie de 

EDEM3. Lizatele celulelor HepaRGC și HepaRGEDEM3 au fost investigate prin Western 

blot cu anticorpii corespunzători. α-tubulina, β-actina sau calnexina au fost utilizate 

drept control de încărcare. Benzile corespunzătoare proteinelor de interes au fost 

cuantificate utilizând programul ImageJ și normalizate la controalele interne 

corespunzătoare. Asteriscul indică o bandă nespecifică a anticorpului anti-p-eIF2α. În 

imaginea din dreapta sunt reprezentate cuantificările markerilor UPR, iar graficele 

reprezintă mediana și deviația standard a nivelurilor de expresie relativă din 3 

experimente independente. Analiza statistică s-a realizat folosind testul Student t 

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

În continuare, am investigat efectul supraexpresiei EDEM3 asupra căii de 

semnalizare ERAD prin Western blot. Nivelul de expresie al OS-9, XTP3-B și Sel1L a fost 

similar în cele două linii celulare, în timp ce Hrd1 a fost semnificativ crescut în linia cu 

supraexpresie de EDEM3 (Figura 3). Această proteină a fost asociată anterior cu degradarea 

Rheb, un activator al mTOR, iar creșterea expresiei acesteia în linia HepaRGEDEM3 indică o 

posibilă inhibare a căii de semnalizare mTOR.  

 

Figura 3. Expresia markerilor ERAD în celulele HepaRG cu supraexpresie de 

EDEM3. Nivelul proteic al markerilor ERAD (Sel1L, OS-9, XTP3-B și Hrd1) a fost 

analizat prin Western blot cu anticorpii specifici. α-tubulina sau calnexina au fost 

utilizate drept control de încărcare. Benzile corespunzătoare proteinelor de interes au fost 

cuantificate utilizând programul ImageJ și normalizate la controalele de încărcare 

corespunzătoare. În imaginea din dreapta sunt reprezentate cuantificările markerilor 

ERAD, iar graficele reprezintă mediana și deviația standard a nivelurilor de expresie 

relativă din 3 experimente independente. Analiza statistică s-a realizat folosind testul 

Student t unpaired. (*, p < 0.05).  
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Autofagia secretorie promovează asamblarea nucleocapsidelor, replicarea virală și 

secreția particulelor virale (Chu et al., 2022, Wang et al., 2022). Pentru a investiga dacă 

EDEM3 afectează procesul de autofagie, liniile celulare HepaRGC și HepaRGEDEM3 au fost 

transfectate cu plasmidul pEGFPC1-LC3, care codifică markerul de autofagie LC3. 

Tratamentul celulelor cu clorochină (CQ), un inhibitor care blochează fuziunea 

autofagozomului cu lizozomul (Mauthe et al., 2018), a fost inclus drept control pozitiv în 

acest experiment. Prin microscopie confocală s-a pus în evidență apariția unui număr mare 

de autofagozomi marcați cu LC3 în linia celulară cu supraexpresie de EDEM3, în timp ce 

aceștia au fost slab detectabili în linia celulară control. Mai mult decât atât, EDEM3 nu a 

fost co-localizată cu LC3 (Figura 4). 

 

Figura 4. Nivelul de expresie a LC3 crește în celule cu supraexpresie de EDEM3. 

Celulele hepatice HepaRGC și HepaRGEDEM3 au fost transfectate cu plasmidul 

pEGFPC1-LC3. După 6 h de la transfecție, celulele au fost incubate cu 10 µM 

clorochină (CQ), pentru 24 h. Expresia proteinei EDEM3 (roșu) a fost pusă în evidență 

cu anticorpi specifici, iar nucleii au fost marcați cu DAPI. Bara de scalare este 10 µm.  

Acest rezultat a fost confirmat prin analiza Western Blot, unde s-a observat o creștere 

a conversiei LC3I la LC3-II în linia celulară HepaRGEDEM3 și în tratamentul cu TM, inclus 

în experiment drept control pozitiv (Wang et al., 2022) (Figura 5.A).  

Deoarece autofagia este puternic inhibată de mTOR (Rabanal-Ruiz et al., 2017, 

Saxton and Sabatini, 2017), a fost investigată expresia proteinei totale, dar și a formei 

fosforilate, în celulele HepaRGEDEM3. Așa cum era de așteptat, expresia fosfo-mTOR a fost 

scăzută în aceste celule, în timp ce proteina totală mTOR a rămas nemodificată (Figura 5.A). 

În plus, Rheb a prezentat o expresie scăzută în linia celulară HepaRGEDEM3 (Figura 5.B). 

Astfel, se poate presupune că expresia Hrd1 crescută determină o scădere a Rheb. Mai mult, 

nivelul proteomic al markerului de autofagie degradativă, ApoE, a fost ridicat înlinia  

HepaRGEDEM3 în comparație cu linia celulară HepaRGC (Figura 5.B). Aceste rezultate 
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sugerează că supraexpresia EDEM3 crește autofagia secretorie de către axa 

Hrd1/Rheb/mTOR. 

 

Figura 5. Expresia EDEM3 promovează autofagia secretorie în celulele hepatice 

HepaRG. Lizate de celule HepaRGC și HepaRGEDEM3 tratate/netratate cu 2.5 µg/mL TM 

pentru 6 h,  au fost investigat prin Western blot. Proteinele (A) LC3, mTOR și p-mTOR, 

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

normalizare, calnexina sau GAPDH au fost utilizate drept control intern. Benzile 

corespunzătoare proteinelor de interes au fost cuantificate folosind programul ImageJ. În 

imagine sunt reprezentate cuantificările markerilor din 3 experimente independente, sub 

formă de bar charts, ce reprezintă mediana și deviația standard. Analiza statistică s-a 

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

Pentru a confirma rolul EDEM3 asupra căilor de semnalizare de la nivelul RE, 

mecanismele de UPR și autofagie au fost investigate în celule HepaRGEDEM3 KO. În timpul 

amplificării celulelor HepaRGEDEM3KO, a fost observată o reducere notabilă a viabilității, 



16 

 

după pasajul 10. În consecință, experimentele au fost efectuate pe aceste celule la pasaje 

inferioare (4–5), fie în prezența, fie în absența TM, iar rezultatele au indicat activarea 

semnalizării IRE1α și PERK. 

 Li et al. au raportat faptul că stresul cronic de la nivelul RE conduce la activarea pro-

apoptozei (Li et al., 2019). Prin urmare, datorită expresiei crescute a markerilor UPR și a 

prezenței fenotipului modificat, a fost ivestigat procesul de apoptoză în HepaRGEDEM3KO. 

Prin analiza Western Blot am observat că proteinele pro-apoptotice, p53 și Bax (Stefani et 

al., 2012) au un nivel de expresie ridicat (Figura 6). De asemenea, experimentele de 

citometrie în flux au indicat un procent mai mare de celule apoptotice în linia  celulară 

HepaRGEDEM3KO. 

 

Figura 6. Depleția de EDEM3 activează molecule implicate în procesul de apoptoză 

în linia celulară HepaRG . 

Lizate de celule  HepaRG și HepaRGEDEM3 KO au fost investigate prin Western blot. 

Markerii de apoptoză p53 și BAX au fost detectați cu anticorpi specifici. Pentru 

normalizare, calnexina a fost folosită drept control intern. Benzile corespunzătoare 

proteinelor de interes au fost cuantificate folosind programul ImageJ. În partea dreaptă a 

imaginii sunt reprezentate cuantificările markerilor sub formă de bar charts, ce ilustrează 

mediana și deviația standard din 3 experimente independente. Analiza statistică s-a 

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

Infecția cronică cu VHB este un factor de risc pentru HCC (Arbuthnot and Kew, 

2001). Nivelul de expresie genică crescut al EDEM3 în probele NAT, comparativ cu probele 

N (Figura 7.A) sugerează că această moleculă contribuie la dezvoltarea HCC. Pentru a 

investiga această ipoteză, profilul de expresie genică a EDEM3 a fost evaluat în 50 de probe 

tumorale HCC și în 50 de probe NAT, prin RT-real-time qPCR. Rezultatele obținute au 

indicat o expresie ridicată a transcriptului în probele T, comparativ cu NAT și o scădere 
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semnificativă a markerului de autofagie LC3 în probele T. În schimb, nivelurile de expresie 

a genelor ATG3 și ATF6 au rămas nemodificate (Figura 7.A). Expresia proteică a EDEM3 

a fost detectată în 12 probe de țesut hepatic (6 NAT și 6 T). Rezultatele au confirmat efectul 

observat la nivel transcriptomic (Figura 7.B). În continuare, a fost analizată semnificația 

clinică a profilului de expresie EDEM3 la pacienții cu HCC. Analiza bazelor de date publice 

a indicat că pacienții cu un nivel ridicat de EDEM3 prezintă o rată de supraviețuire scăzută, 

dar EDEM3 nu este un biomarker independent de prognostic. Ivestigarea corelației dintre 

profilul de expresie a EDEM3 și răspunsul celulelor hepatice la sorafenib a fost investigată 

în mai multe baze de date. Rezultatele au arătat o reducere semnificativă a nivelului de 

expresie EDEM3 după tratament, ceea ce confirmă observațiile obținute in vitro, conform 

cărora depleția de EDEM3 este corelată negativ cu procesul de apoptoză. 
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Figura 7. Nivelul de expresie a EDEM3 crește în probele de țesut tumoral la 

pacienții cu HCC. 

(A)  Nivelurile de expresie genică a LC3, ATG3, EDEM3 și ATF6 au fost analizate în 

țesuturi hepatice non-tumorale adiacente tumorii – NAT (n=50), respectiv țesuturi 

hepatice tumorale -T (n=50), prin RT-real-time qPCR și folosind formula de calcul 2−ΔCt. 

Normalizarea rezultatelor s-a realizat folosind 2 gene de referință, GAPDH și TBP. 

Analiza statistică s-a realizat folosind testul t paired (***, p < 0.001).  (B) Evaluarea 

expresiei proteice a EDEM3 prin Western blot în 6 probe pereche de țesut hepatic, NAT 

și T. Probele au fost lizate și detectate cu anticorpi specifici. GAPDH a fost folosit drept 

control de încărcare. În imaginea din dreapta este reprezentată cuantificarea expresiei 

proteice, în care, analiza statistică s-a realizat folosind testul Student t paired. (*, 

p < 0.05).  

Pentru a confirma aceste rezultate și în cazul pacienților cu HCC, a fost analizată 

baza de date GSE109211, care a inclus probe tumorale de la  21 de pacienți sensibili la 

sorafenib, respectiv 46 de pacienți rezistenți. Analiza datelor a indicat o creștere a 

transcriptului de EDEM3 la pacienții cu rezistenă la sorafenib. Acest rezultat este în 

conformitate cu un studiu recent, care a raportat, de asemenea, faptul că profilul 

transcriptomic crescut al EDEM3 este asociat cu radiorezistența, în cancerul de prostată 

(Scott et al., 2022). Aceste date indică faptul că EDEM3 ar putea fi un potențial biomarker 

al rezistenței la terapie, ipoteză care necesită investigații suplimentare prin analiza mai 

multor probe de țesut și prin testarea culturilor primare tumorale (modele 2D sau 3D) 

provenite de la pacienți cu HCC care prezintă sensibilitate/rezistență la tratament. 

Pentru a investiga rolul ERAD în HCC, am analizat genele exprimate diferențial 

(DEG) asociate cu ERAD, aparținând mai multor cohorte de secvențiere a întregului 

transcriptom. Datele obținute au sugerat implicarea a 10 gene (HSPA4, HSPA5, 

ERDJ3/DNAJB11, HYOU1, BAG2, CANX, SEC61A1, NEDD4, NPLOC4 și PSMD4), pe 

lângă EDEM3, în procesul de tumorigeneză. Nivelul de expresie a acestor gene asociate 

ERAD a fost semnificativ crescut în probele de țesut tumoral comparativ cu țesutul non-

tumoral adiacent. Mai mult decât atât, probele tumorale din lotul de pacienți din TCGA-

LIHC a putut fi împărțit în două clustere, pe baza expresiei celor 11 gene în: high-ERAD 

(toate genele supraexprimate) și low-ERAD (expresie scăzută a tuturor genelor). Analiza 

caracteristicilor clinico-patologice ale pacienților cu HCC pe baza acestei semnături a indicat 

faptul că grupul de pacienți din clusterul high-ERAD prezintă o rată de supraviețuire mai 
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mică, această semnătură fiind un factor de prognostic independent și de asemenea, rezistență 

la terapie. 

 Reducerea infiltratului imun de la nivelul micromediului tumoral (TME) a fost 

considerată una dintre principalele cauze ale chemorezistenței (Fu et al., 2019). Astfel, 

reducerea sistemului imun în clusterul high-ERAD indică faptul că acești pacienții pot avea 

un răspus redus la terapiile cu sorafenib și TACE. 

CONCLUZII ȘI PERSPECTIVE 

 În studiul de față a fost investigată calea de semnalizare ERAD în afecțiunile 

hepatice. În principal, au fost identificate mecanismele asociate RE, prin care EDEM3 

intervine în ciclul de viață al VHB și în tumorigeneză. Profilul de expresie transcriptomic al 

EDEM3 este crescut în probele de țesut NAT infectate cu VHB, comparativ cu probele NAT 

neinfectate. Cu toate acestea, o creștere importantă a fost observată în probele tumorale 

comparativ cu cele non-tumorale. Aceaste rezultate au condus la ipoteza implicării acestei 

molecule în dezvoltarea patologiilor hepatice cronice. 

Mai mult decât atât, prin modularea expresiei EDEM3 în linia celulară HepaRG, a 

fost pus în evidență un rol important al acestei molecule în procesele de supraviețuire 

celulară. Prin supraexpresia de EDEM3 s-a observat o reducere a stresului de la nivelul RE 

și o reglare negativă a căii de semnalizare UPR. Totuși, datele au arătat o creștere 

semnificativă a procesului de autofagie secretorie și inhibarea procesului de degradare 

lizozomală. Această modulare a fluxului autofagic de către EDEM3 poate explica infecția 

virală crescută în linia HepaRG cu supraexpresie de EDEM3, rezultate obținute anterior în 

grupul nostru. La nivel molecular, aceste mecanisme sunt coordonate de axa de semnalizare 

EDEM3-Hrd1-Rheb-mTOR, care a fost evidențiată în acest studiu. Rezultatele au fost 

confimate pe linia celulară cu depleție de EDEM3 generată, în care am observat prezența 

unui stres cronic la nivelul RE și inducerea mecanismului de apoptoză. Aceste rezultate 

indică faptul că EDEM3 are un rol protector asupra celulelor hepatice, astfel promovând 

probabil procesele pro-tumorale. Această ipoteză va fi investigată în studii viitoare prin 

modularea expresiei EDEM3 în celule hepatice tumorale și analiza proceselor de invazie, 

migrare, metastazare sau EMT. 

 În acest studiu a fost evaluată pentru prima dată, asocierea caracteristicile clinico-

patologice ale pacienților cu HCC cu nivelul de expresie genică al EDEM3, în baze de date 

transcriptomice. Astfel, rezultatele au arătat faptul că pacienții cu expresie crescută de 

EDEM3 prezintă o rată de supraviețuire scăzută și rezistență la tratament cu sorafenib, 
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propunând EDEM3 ca un posibil biomarker al răspunsului la terapie. Această ipoteză va fi 

investigată în continuare, pe un lot prospectiv de pacienți cu HCC, care vor fi selectați pe 

baza mai multor aspecte clinico-patologice. În plus, o altă perspectivă a acestui studiu este 

investigarea rolului EDEM3 în dezvoltarea tumorilor HCC in vivo, prin testarea capacității 

celulelor tumorale cu expresie modulată de EDEM3 de a dezvolta tumori în modele murine. 

De asemenea, având vedere rezultatele obținute in vitro, țintirea directă a EDEM3 în celulele 

infectate sau tumorale, ar putea induce procese necrotice la nivelul ficatului prin activarea 

mecanismelor de stres la nivelul RE și de apoptoză. Așadar, abordarea unei reglări indirecte, 

care să restabilească profilul de expresie al EDEM3 similar condițiilor normale, va fi 

investigată. 

 Mai mult decât atât, în acest studiu, pe baza analizei transcriptomice a mai multor 

loturi de pacienți din baze de date publice, am identificat o semnătură de 11 gene asociate 

ERAD implicate în HCC. Aceste gene pot discrimina țesutul tumoral față de țesutul non-

tumoral pe baza profilului de expresie, având un potențial rol în diagnosticul HCC. Prin 

metode de clusterizare nesupravegheată, cu ajutorul celor 11 gene, tumorile HCC au fost 

clasificate în high-ERAD și low-ERAD. Aceste clustere au influențat caracteristicile clinico-

patologice ale pacienților cu HCC, astfel clusterul high-ERAD a fost asociat semnificativ cu 

un infiltrat imun scăzut, o creștere a markerilor EMT, a rezistenței la terapie și cu un 

prognostic redus. Aceste observații obținute in silico vor fi validate inițial la nivel proteomic 

prin experimente in vitro pe linii celulare hepatice tumorale tratate cu diferiți agenți anti-

tumorali. În plus, vor fi investigate posibilitatea modulării nivelului de expresie al acestor 

molecule și efectul asupra sensibilității celulelor la tratament. 

În concluzie, studiile viitoare pot conduce la deslușirea rolului pe care îl au aceste 

molecule în HCC și la posibilitatea utilizării lor drept biomarkeri sau ținte terapeutice. 

Identificarea efectelor modulării expresiei genice a celor 11 gene sau a inhibitorilor specifici 

în experimente pe culturi primare hepatice și modele murine, pot extinde înțelegerea 

mecanismului ERAD în patologia HCC. 
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