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INTRODUCERE 
 

 
Diabetul zaharat de tip 2 (DZT2) este o boala metabolica cronica care apare ca rezultat 

al interactiei dintre factori genetici si factori de mediu [1].  DZT2 este caracterizat prin 

cresterea rezistentei la insulina si hiperglicemia cronica care conduce la deteriorarea funcțiilor 

celulelor beta pancreatice si reducerea masei celulelor β-panceratice [2]. 

Insulina este un hormon responsabil in mentinerea homeostaziei glucozei fiind secretat 

de celulele beta pancreatice din insulele Langerhans ale pancreasului. Proinsulina este 

sintetizata de ribozomii atasati reticulului endoplasmic (RE) ca precursor al insulinei [3]. In 

lumenului RE proinsulina este pliata prin formarea a trei punti disulfidice. Precursorul 

proinsulinei este alcatuit din lantul A (21 aminoacizi, lantul B (30 aminoacizi) si peptidul C, 

ca punte de legatura intre A si B. (fig. 1) [4]. 

 

 
Figura 1. Sinteza şi secretia insulinei în celule bata pancreatice. Preproinsulina este 
sintetizata de ribozomii atasati de reticulul endoplasmic rugos dupa care este translocata in 
lumenul reticulului endoplasmic unde este convertita in proinsulina prin indepartarea peptidei 
semnal. Aici, proinsulina este pliata prin formarea a trei punti disulfurice. Proinsulina corect 
pliata este apoi transportata la aparatul Golgi unde este impachetata in vezicule de secretie. In 
interiorul granulelor de secretie proinsulina este scindata in insulina matura si peptid-C si este 
stocata, sub forma hexamerului conectat prin zinc, pana in momentul eliberarii prin exocitoza 
indusa prin stimuli [5].  
 

Ulterior, proinsulina corect pliata este transportata din RE in aparatul Golgi unde este 

impachetata in vezicule. Procesarea proinsulinei in insulina si peptid C are loc in veziculele de 
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secretie sub actiunea endopeptidazelor (PC1/3 si PC2) si carboxipeptidazei E [6]. In aceste 

vezicule insulina matura este stocata, sub forma hexamerului, pana in momentul eliberari prin 

exocitoza indusa prin stimul. [7]. Glucoza este principalul stimul de secretie care moduleaza 

eliberarea insulinei din celulele beta. Glucoza este transportata in celulele beta prin 

intermediul transportorului de glucoza, GLUT-2 si dupa fosforilarea ei de catre glucokinaza 

este metabolizata pentru a genera ATP [8]. Un raport ATP/ADP crescut determina inchiderea 

canalelor de KATP ceea ce permite acumularea ionilor de potasiu in celula, depolarizarea 

ulterioara a membranei, deschiderea canalelor de Ca2+ dependente de voltaj, influxul de Ca2+ 

[9]. Concentratiile intracelulare mari de calciu stimuleaza la randul lor fuziunea veziculelor cu 

membrana plasmatica si eliberarea continutului lor prin exocitoza [10]. 

 Secretia insulinei ca urmare a stimularii prin glucoza este un proces bifazic in care 

prima faza de secretie implica eliberarea rezervei de insulina gata de secretie (readily 

releasable pools, RRP) de la nivelul membranei plasmatice si are loc in aprox. 5-10 minute 

dupa stimulare. Cea de-a doua faza de secretie implica transportata spre membrana plasmatica 

a rezervei de insulina (reserved pool) pentru a putea fi eliberata prin exocitoza [11]. 

In urma stimularii cu glucoza pana la 50% din totalul proteinelor sintetizate in aceste 

celule sunt reprezentate de insulina, indicand faptul ca celulele beta pancreatice prezinta un 

reticul endoplasmic extrem de versatil, iar sinteza si procesarea insulinei reprezinta principala 

activitate a celulelor beta pancreatice [12].  

Reglarea corecta a homeostaziei proteinelor in celula este critica pentru sanatatea 

intregului organism. Proteinele intracelulare si cele secretate trebuie sa fie sintetizate si 

mentinute in cantitati adecvate, pliate in conformatia corecta si modificate corespunzator post-

translational, pentru a fi directionate spre destinatia finala unde sa isi poata exercita functia 

biologica [13]. In cele mai multe cazuri, esecul reglarii corecte la orice punct de control din 

celula produce disfunctia la nivel celular, ducand la dezvoltarea unor boli, precum diabetul 

zaharat de tip 2 [14]. 

 Degradarea si indepartarea proteinelor incorect pliate din RE este cunoscuta sub 

denumirea de degradare asociata reticulului endoplasmic (ERAD) [15]. Polipeptidele nou 

sintetizate si incorect pliate sunt captate de chaperoane (calnexina/calreticulina) si enzimele 

de pliere Bip/PDI ca si proteinele de soc termic HSP47 pentru a fi ajutate sa se plieze. 

Polipetidele corect pliate sunt transportate in aparatul Golgi cu ajutorul masinariei de 

transport. Proteinele care nu au dobandit conformatia corect pliata sunt recunoscute specific si 

izolate de catre sistemul de recunoastere ERAD (proteinele EDEM, Erdj5, Bip, Sel1L, OS9 si 

XTP3B) si sunt transferate masinariei de dislocare (HRD1, Derlin, Herp si p97). Apoi, 
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proteinele incorect pliate sunt retrotranslocate in citosol prin dislocon si poli-ubiquitinilate,  

pentru a fi, in final, degradate prin proteazom [16]. Proteinele din familia EDEM (ER 

degradation-enhancing alpha-mannosidase-like protein 1) EDEM 1, EDEM2 si EDEM3 sunt 

manozidaze implicate in controlul calitatii plierii proteinelor si al degradarii substratelor 

ERAD [17]. Pana acum, cele mai multe studii au investigat mecanismul prin care substratele 

ERAD sunt recunoscute de catre proteinele EDEM si nu se cunosc multe lucruri despre alte 

functii ale acestor proteine [18].  

 

SCOPUL TEZEI 
 
 

Teza de doctorat îşi propune descifrarea rolului căii de degradare a proteinelor asociată 

reticulului endoplasmic, ERAD, în traficul proinsulinei şi elucidarea mecansimului celular 

prin care ERAD modulează secreţia insulinei. Acest lucru a fost posibil datorită suportului 

teoretic şi practic care mi-a fost oferit în cadru Departamentului de Biologie Moleculară a 

Celulei, din Institutul de Biochimie, unde există expertiză în investigarea mecanismelor 

moleculare ale procesului de biosinteză şi degradare a proteinelor secretorii. Cercetări recente 

în cadrul Departamentului au demonstrat un rol important în calea ERAD al proteinei 

EDEM1, în degradarea antigenelor tumorale a căror maturare ale loc în RE [19].  

La nivelul celulei beta pancreatice, homeostazia proteinelor în RE este un proces de care 

depinde în mare măsură secreţia insulinei, de aceea degradarea proteinelor prin calea  

ERAD poate fi esenţială pentru funcţionarea celulei. Pornind de la aceste rezultate, mi-

am propus să cercetez în cadrul acestei teze dacă proteinele EDEM şi calea ascociata ERAD 

sunt implicate în biosinteza proinsulinei şi în traficul intracelular al insulinei. De asemenea, 

un alt obiectiv a fost testarea rolului fiziologic al proteinelor implicate în ERAD în modele 

experimentale animale.  

 
REZULTATE 

 
 
Rolul proteinelor EDEM in traficul proinsulinei 
 

Pentru a evalua rolul proteinelor EDEM in traficul proinsulinei intr-o prima faza am 

obtinut linii celulare beta pancreatice INS-1E ce supraexprima proteinele EDEM1 (INS-1E-

EDEM1), EDEM2 (INS-1E-EDEM2) si respectiv EDEM3 (INS-1E-EDEM3) si am analizat 
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efectul acestor proteine asupra proinsulina in comparatie cu celulele INS-1E-Ctrl (ce exprima 

vectorul gol-pLPCX). 

Cand EDEM1 a fost supraexprimat stabil in celulele INS-1E s-a putut observa o 

crestere dependenta de concentratia glucozei a continutului de proinsulina. Supraexpresia 

EDEM2 a avut un efect opus si a determinat o scadere a continutul de insulina comparativ cu 

celulele control. Asemanator supraexpresiei proteinei EDEM1, supraexpresia proteinei 

EDEM3 a crescut moderat continutul de insulina. Aceste rezultate sugereaza faptul ca in 

liniile celulare beta pancreatice INS-1E proteinele EDEM sunt implicate in traficul 

proinsulinei. 

 

Efectul supraexpresiei proteinei EDEM1 asupra secretiei bifazice de 

insulina 
 

Dupa ce am demonstrat faptul ca supraexpresia proteinei EDEM1 creste sinteza si 

secretia de proinsulina am investigat efectul supraexpresiei sale asupra fazei I de secretie a 

insulinei ca raspuns la stimularea prin glucoza. Celulele INS-1E-EDEM1 stimulate cu trei 

concentratii diferite de glucoza au aratat o crestere semnificativa a continutului intracelular si 

secretiei de insulina in prima faza de secretie comparativ cu celulele control (transduse cu 

vectorul pLPCX). 

 In continuare, am investigat rolul EDEM1 in faza II de secretie a insulinei stimulata 

prin glucoza. Interesant, expresia si secretia proinsulinei au fost crescute in celulele INS-1E-

EDEM1. Cuantificarea intensitatii relative a benzilor de proinsulina din gel a aratat o crestere 

de expresie de proinsulina cu 5% la stimularea celulelor cu concentratie bazala de glucoza si 

20% la stimulare celulelor cu concentatie crescuta de glucoza in celule INS-1E-EDEM1 

comparativ cu celulele control (INS-1E-PLPCX). Prin Western Blotting atunci cand filmul a 

fost expus pentru o perioada mai indelungata de timp a putut fi detectata si insulina in celulele 

INS-1E-EDEM1 dar nu si in celulele control. 

Impreuna, toate aceste rezultate sugereaza faptul ca EDEM1 este implicat in ambele 

faze de secretiei ale insulinei crescand capacitatea celulelor beta de a raspunde la stimularea 

cu glucoza. 
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Efectele supraexpresiei EDEM1 asupra distributiei subcelulare a 

proinsulinei 
 

Efectul supraexpresiei proteinei EDEM1 asupra traficului proinsulinei a fost 

determinat prin imunofluorescenta si vizualizare la microscopul confocal. Pentru aceasta, au 

fost analizate prin microscopie confocala probe de imunofluorescenta folosind celulele INS-

1E-Ctrl si respectiv INS-1E-EDEM1 folosind anticorpi specifici fata de insulina sau PDI 

(marker pentru RE). 

 

 

  
 

Figura 2. Distributia subcelulara a proinsulinei este modulata de supraexpresia 
proteinei EDEM1 in linia celulara maligna de sobolan INS-1. Celulele INS-1E-Ctrl si 
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INS-1E-EDEM1 au fost mentinute in mediu fara glucoza dupa care au fost tratate cu 
concentratii diferite de glucoza. Ulterior, celulele au fost fixate si procesate pentru marcarea 
proinsulinei (verde), PDI (marker RE) (rosu) si respectiv a ADNului (albastru). Sunt aratate 
magini reprezentative pentru trei experimente individuale.  
 

Marcarea insulinei in celulele INS-1E_EDEM1 a fost mai crescuta decat in celulele 

control, sugerand prezenta unei cantitati mai mari de insulina in aceste celule. Mai mult, 

celulele stimulate cu o concentratie crescuta de glucoza au aratat o acumulare a proinsulinei in 

vecinatatea membranei plasmatice sugerand o pregatire a acesteia pentru secretie. 

 

Efectul supraexpresiei proteinei EDEM1 asupra timpului de injumatatire al 

proinsulinei 
 

Examinarea stabilitatii proinsulinei a fost realizata prin tratarea celulelor cu 

cicloheximida si masurarea fractiunilor de proinsulina la 20, 40 si 60 de minute. 

Testul la cicloheximida (CHX) a aratat ca insulina a fost mai stabila in celulele cu 

EDEM1 supraexprimat. Mai mult, a crescut atat continutul celular al proinsulinei cat si 

cantitatea de proinsulina secretata. Cuantificarile densitometrice ale benzilor de proinsulina 

din gel de tricina au aratat ca stabilitatea proinsulinei a fost crescuta prin supraexpresia lui 

EDEM1 si timpul sau de injumatatire a crescut de la aproximativ 20 min la 40 min. 

 

EDEM1 este functional in celulele INS-1E-EDEM1 
 

Se stie din literatura ca EDEM1 are rol in calea de degradare ERAD fiind implicat in 

identificarea si trimiterea spre degradare a proteinelor incorect pliate. Pentru a demonstra ca 

in celulele INS-1E-EDEM1, EDEM1 supraexprimat este functional am testat abilitatea 

acestuia de a accelera degradarea proteinei NHK (mutanta nula Hong Kong a α1-

antitripsinei). Datele din literatura au demostrat ca degradarea NHK este dependenta de 

EDEM1. Asa cum era de asteptat supraexpresia proteinei EDEM1 a accelerat degradarea 

proteinei NHK indicand faptul ca EDEM1 supraexprimat este functional in celulele beta 

pancreatice INS-1E-EDEM1. 

In timp ce supraexpresia proteinei EDEM1 a accelerat degradarea mutantei NHK, 

continutul de proinsulina a crescut, fapt care a fost in concordanta cu rezultatele anterioare.  

In continuare, a fost suprimata degradarea asociata RE prin inhibarea activitatii 

manozidazice cu kifunensina si urmarita expresia proinsulinei intracelularare si extracelulare 
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in linia care exprima stabil EDEM1 sau in linia control (pLPCX). In urma tratamentului cu 

kifunensina s-a observat o scadere a proinsulinei intracelulara cat si secretata atat in celule 

control cat si celule INS-1E-EDEM1. 

Presupunand ca inhibarea activitatii manozidazice impiedica legarea proteinei EDEM1 

de proteina SEL1L (un component important al complexului ERAD), putem presupune ca 

traficul proinsulinei este dependent de calea ERAD.  

 
Discutii 
 

In aceasta teza, am investigat rolul proteinelor EDEM1, EDEM2 si EDEM3 in 

modularea traficului proinsulinei. Rezultatele obtinute indica faptul ca in celulele beta 

pancreatice proteinele EDEM sunt implicate in traficul proinsulinei. 

Am gasit ca EDEM1 este implicat in ambele faze de secretie ale insulinei, crescand 

sinteza si secretia insulinei. De asemenea, am aratat ca timpul de injumatatire al proinsulinei a 

crescut in celule ce supraexprima EDEM1. Experimentele de imunofluorescenta au aratat atat 

o crestere semnificativa a expresiei proinsulinei, cat si un numar crescut de granule de secretie 

in vecinatatea membranei plasmatice pregatite pentru secretie in urma stimularii cu glucoza. 

 
ROLUL FIZIOLOGIC AL PROTEINEI EDEM1 IN MODEL DIABETIC 
ANIMAL 
 

Rolul EDEM1 asupra tolerantei la glucoza 
In diabet functia celulei beta este perturbata, aceasta nu mai produce suficienta 

insulina sau nu mai raspunde corespunzator la insulina, instalandu-se fenomenul de  rezistenta 

la insulina. O metoda de investigare a diabetului în clinica, este testul de toleranţa la glucoza. 

Metoda presupune administrarea unei cantităti destul de crescuta de glucoza şi monitorizarea 

răspunsului celulei beta pancreatice, care trebuie să declanşeze semnale de crestere a nivelului  

insulinei pentru a scadea nivelul glucozei din sange.  

Diabetul a fost indus in model animal de sobolan Wister prin injectarea acestora cu 

steptozotocina [20]. Actiunea streptozotocinei în celule beta pancreatice este însoţita de 

alterarea nivelului insulinei din ser şi cresterea concentraţie glucozei. Schimbarile care se 

produc, dezvoltarea hiperglicemiei şi scăderea nivelului insulinei din sange reflecta dereglarea 

funcţiei celulei beta pancreatice [21]. STZ deterioreaza oxidarea glucozei [22] şi scade 

biosinteza şi secreţia de insulină [23]. S-a observat ca STZ in primul rand anuleaza răspunsul 
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celulei beta la glucoza, care iniţial încerca să compenseze printr-o revenire temporara, dar 

care este urmata de deteriorarea şi pierderea permanenta a celulelor beta [24]  

Administrarea constructului retroviral si determinarea glicemiei din sange s-au 

efectuat zilnic in cele trei grupuri de animale (lotul 1-STZ, lotul 2, +STZ-pLPCX, lotul 3, 

+STZ-EDEM1) [25]. In acest studiu testul a fost realizat imediat dupa inducerea diabetului şi 

la sfarşitul experimentului, după tratament pentru a evalua rolul EDEM1 in răspunsul celulei 

beta pancreatice la glucoza.  

 
A)                                                                       B) 

Figure 3. Creşterea toleranţei la glucoză prin trasductia pLPCX-EDEM1 în model 
diabetic animal. Glucoza a fost administrata in cele trei loturi de animale. Toleranţa la 
glucoză a fost monitorizata imediat după administrarea glucozei inainte de tramentul cu 
pLPCX-EDEM1 (fig. 3A) şi după trament (fig 3B). Graficele sunt reprezentate ca medie ± 
SEM.  
 

Tratamentul cu streptozotocina a condus la scaderea tolerantei la glucoza in lotul 

(+STZ) comparativ cu lotul control (-STZ). In schimb, toleranta la glucoza a fost semnificativ 

îmbunătăţită in lotul STZ+EDEM1 (P< 0,001). Totodata, grupul de animale tratate +STZ-

pLPCX la sfârşitul tratamentului au prezentat toleranta scazuta la glucoza.   

            Aceste date sugerează că proteina EDEM1 are un rol important in cresterea tolerantei 

la glucoza, probabil prin îmbunataţirea funcţiei celulei beta pancreatice, creşterea capacitaţii 

de secretie a insulinei si de răspuns la concentraţii de glucoza crescute.  

 

 

Rolul proteinei EDEM1 in hiperglicemia indusa cu streptozotocina in 

model animal 
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Cu scopul de a elucida efectul transducerii EDEM1 asupra hiperglicemiei in model 

diabetic animal au fost determinate zilnic concentratiile de glucoza din sange. 

 

 
Figura 4. Scaderea concentratiei de glucoza din sange prin transductia EDEM1 in model 
diabetic animal. Cantitatea de glucoza din sange (mg/dl) a fost monitorizata zilnic, după 8h 
de la privarea de hrana. Valorile reprezinta media ±SD (Lot control (şobolani fara diabet) 
n=4, Lot STZ-pLPCX (lot cu diabet indus si injectati cu pLPCX, n=4), lot STZ-EDEM1 (lot 
cu diabet indus si injectatţi cu pLPCX-EDEM1, n=9). Asterix (*) prezinta diferenţa inalt 
semnificativa faţa de grupul control (pLPCX), (p<0,0014, ***). 
 

Analiza masuratorilor concentratiei de glucoza din sange a semnalat o scadere 

semnificativa in grupul +STZ-EDEM1, la sfarsitul experimentului valorile glucozei ajungand 

la nivelul glicemiilor determinate in lotul control (-STZ). In schimb, valorile glicemiilor 

determinate in lotul +STZ-pLPCX, au prezentat valori peste 300mg/dl, indicand prezenta 

diabetului (fig.4).   

 

Rolul EDEM1 asupra insulinei in model diabetic animal 
 

In urma tratamentului cu contructii retrovirali PLPCX and PLPCX-EDEM1 a fost 

determinata concentratia insulinei din serul si pancreasul celor trei grupuri prin ELISA si 

Western Blot.  

 

A)                                          B)                                                       C) 
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Figure 5. Efectul tratamentului cu pLPCX-EDEM1 asupra insulinei din ser. Nivelul 
insulinei din ser imediat după inducerea diabetului cu STZ (2 zile), B) arată nivelul insulinei 
din ser după 7 zile de tratament. Concentraţia insulinei din ser s-a determinat prin metoda 
Elisa (kit Rat/Mouse Insulin). Toate valorile sunt exprimate că medie ± DS. **, P<0,0028.  
 

Concentratia de insulina determinata prin metoda ELISA a fost semnificat crescuta in 

grupul +STZ-EDEM1 comparativ cu grupul +STZ-PLPCX.  De asemenea, determinarea 

insulinei prin Western Blot a indicat faptul ca transductia proteinei EDEM1 a condus la 

detecţia proinsulinei sub forma monomerului, comparativ cu grupul +STZ-pLPCX, unde 

proinsulina a fost  detectata sub forma de oligomeri.  

Pentru validarea eficientei de transductie a constructului in modelul diabetic folosit a 

fost analizata expresia proteinei EDEM1 in ficat si pancreas prin Western Blot, detectand un  

nivel crescut de expresie a EDEM1 in grupul +STZ-EDEM1 (Fig.5).   

 

Discutii 
 

In capitolul precedent am aratat ca supraexpresia proteinei EDEM1 creste sinteza si 

secreţia proinsulinei. In studiul prezentat in acest capitol am investigat rolul fiziologic al 

proteinei EDEM1 in model diabetic animal.  

Testul de toleranta la glucoza a aratat ca animalele la care s-a administrat EDEM1, au 

prezentat o crestere a tolerantei la glucoza, sugerand ca pancreasul dispune de o rezerva de 

insulina si raspunde la stimulare cu glucoza. Concentratia insulinei eliberata in sange a fost 

semnificativ crescuta in grupul de animale tratate cu EDEM1, comparativ cu grupul control. 

Detectia insulinei prin Western blot in grupul +STZ-EDEM1 a sugerat faptul ca insulina este 

detectabila majoritar sub forma monomerului de insulina, in comparatie cu grupul +STZ-

PLPCX unde a fost detectata insulina sub forma de oligomeri si doar o cantitate mica in forma 

monomerului de insulina.  
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CONCLUZII GENERALE 
 
 

 Au fost obţinute linii celulare pancreatice ce exprimă un nivel crescut de expresie al 

proteinele EDEM1, EDEM2, EDEM3 si s-a demonstrat implicarea acestora in 

traficului proinsulinei in celule beta pancreatice  

 Supraexpresia proteinei EDEM1 creste atat proinsulina intracelulara cat si secreţia 

insulinei fiind implicata in ambele faze ale secreţie a insulinei.  

 Prin microscopie confocala s-a demonstrat ca in prezenta proteinei EDEM1 şi a unei 

concentratii crescute de glucoza (folosita ca stimul) localizarea subcelulara a 

proinsulinei fiind detectata in imediata apropiere a membranei plasmatice sugerand ca 

acesta este pregatita pentru a fi secretata. 

 Prin experimente de imunoprecipitare si urmarire in timp (pulse-chase) s-a aratat că 

supraexpresia EDEM1 creste atat rata de injumatatire a proinsulinei cat si rata de 

secreţie.  

 Supraexpresia EDEM1 a condus la cresterea nivelului de expresie al unor proteine 

implicate in ERAD. 

 EDEM1 acelereaza degradarea formei incorect pliate a proteinei α1-antitripsina 

(NHK), indicand faptul ca EDEM1 supraexprimat este functional în linia beta 

pancreatica INS-1E. 

 Administrarea constructului retroviral pLPCX-EDEM1 in modelul diabetic animal a 

condus la cresterea concentratiei de insulina, toleranta la glucoza si scaderea 

hiperglicemiei la valori normale.  

 Rezultatele prezentate sugereaza ca EDEM1 poate fi implicat si in alte procese 

celulare, in plus fata de calea ERAD, precum cresterea sintezei si secretiei de 

proinsulina si poate fi folosit cu succes in scop terapeutic in diabet.  
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