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ABSTRACT 

v 

Chronic infection with HBV (CHB) is the predominant risk factor for hepatocellular carcinoma 

(HCC). HCC is the most common type of liver cancer, associated with poor clinical outcome 

and a high mortality rate. Hence, it is important to understand host-virus interactions governing 

the role of HBV in hepatocarcinogenesis (detailed in section I) and HBV replication (detailed 

in section II), so as to identify novel biomarkers and develop better interventions to improve 

prognosis in HBV-related HCC.  

(I) The Hepatitis B small surface antigen (HBsAg) is an HBV-encoded secretory protein and a 

major structural component of the HBV proteolipid envelope. Clinical and in vivo studies 

strongly support the role of HBsAg in hepatocarcinogenesis, however the underlying 

mechanisms remain largely unknown. Here, we tested the ability of HBsAg to regulate long 

non-coding RNAs (lncRNAs) in hepatocytes, and further investigated the role of HBsAg-

mediated lncRNAs in HCC development. Publicly available microarray data from HepG2 cells 

overexpressing HBsAg identified LINC00665 as an HBsAg-regulated lncRNA. Furthermore, 

gene expression data from liver samples of HBV and HCC patients demonstrated that 

LINC00665 upregulated in HBV infection and HCC, specifically in HBV-related HCC. This 

was supported by our in vitro data which demonstrated that LINC00665 expression was 

upregulated in the presence of HBsAg in HepG2 and Huh7 cells, as well as in the presence of 

the HBV whole-genome in 3 different HBV cell culture models. Next, we evaluated the 

oncogenic potential of LINC00665 by its overexpression and CRISPRi-based knock-down in 

various cell-based assays. LINC00665 promoted cell proliferation, migration and colony 

formation, but inhibited cell apoptosis in vitro. Taken together, these results identified 

LINC00665 as a novel lncRNA through which HBV, specifically HBsAg can drive 

hepatocarcinogenesis in HBV-related HCC. 
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We wanted to further understand the mechanism by which HBsAg regulates oncogenic 

lncRNAs. The Nuclear Factor-kB (NF-kB) family of transcription factors (NF-kB1, NF-kB2, 

RelA, RelB, and c-Rel) are master regulators of inflammation, regeneration and 

immunomodulation in the liver. Previous studies suggest that LINC00665 is an NF-kB 

responsive lncRNA. Furthermore, HBsAg has been shown to activate NF-kB signaling in 

clinical studies, as well as in mouse models. Based on these findings, we hypothesized that 

HBsAg acts through the NF-kB pathway to regulate LINC00665 expression. We first 

confirmed that HBsAg activates NF-kB signaling in vitro, by demonstrating that HBsAg 

promoted the nuclear translocation of NF-kB factors. Next, we observed that supressing NF-

kB activity nullified HBsAg-induced LINC00665 transcription, as well as the HBsAg-

mediated activation of the LINC00665 promoter in luciferase assays. This suggests that HBsAg 

acts through the NF-kB pathway to regulate LINC00665. Furthermore, we identified multiple 

NF-kB binding sites in the LINC00665 promoter and demonstrated their functional relevance. 

We used reporter assays to show that disrupting kB sites abrogated the HBsAg-mediated 

activation of the LINC00665 promoter. Finally, we used ChIP to demonstrate HBsAg promotes 

enrichment of NF-kB factors at the LINC00665 promoter in the presence of HBsAg. Taken 

together, this data suggests that HBsAg positively regulates oncogenic LINC00665 through the 

NF-kB pathway, thereby identifying a novel mechanism by which HBsAg drives 

hepatocarcinogenesis. This work identifies HBsAg/NF-kB/LINC00665 axis as a novel viral-

host interaction driving hepatocarcinogenesis, thereby substantiating further studies on 

LINC00665 as a biomarker in HBV-related HCC. 

(II) In addition to HBV-host interactions in HCC, we wanted to investigate novel-virus host 

interactions regulating HBV replication. Numerous studies have shown that nuclear receptors 

are essential modulators of HBV transcription, translation and ultimately HBV replication. 
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However, not all members of this superfamily have been explored for their ability to regulate 

HBV activity. Clinical studies support the role of Vitamin D and its cognate nuclear receptor, 

Vitamin D receptor (VDR), in regulating HBV activity in CHB. This antiviral role of vitamin 

D is widely attributed to VDR/Retinoid X Receptor (RXR)-mediated regulation of host 

immunomodulatory genes through Vitamin D Response Elements (VDREs) in their promoters. 

Here, we investigated the ability of calcitriol (metabolically activated Vitamin D) to directly 

regulate HBV transcription, translation and replication through the VDR signaling pathway. 

We observed that calcitriol selectively inhibited only the HBV-core promoter without affecting 

the HBV-PreS1, HBV-PreS2/S, or HBx promoters. We then identified a VDRE-cluster in the 

HBV-core promoter that is highly conserved across most HBV genotypes. Disruption of this 

VDRE-cluster abrogated calcitriol-mediated suppression of the HBV-core promoter, 

demonstrating its functional relevance. Furthermore, we use binding assays to show that VDR 

interacts directly with the VDRE-cluster in the HBV-core promoter independent of RXR. This 

demonstrates that calcitriol inhibits HBV-core promoter activity through a non-canonical 

calcitriol-activated VDR-pathway. Finally, we observed that calcitriol suppressed expression 

of the canonical HBV-core promoter transcripts, pregenomic RNA (pgRNA) and precore RNA 

(pcRNA) in multiple HBV cell culture models. Additionally, calcitriol inhibited the secretion 

of HBeAg and HBsAg (HBV-encoded proteins linked to poor disease prognosis), without 

affecting virion secretion. These results were corroborated in an HBV drug-resistant mutant, 

where calcitriol inhabited pgRNA, pcRNA, HBeAg and HBsAg, but not virion secretion. The 

ability of vitamin D to reduce HBeAg and HBsAg levels suggests a potential role for this 

micronutrient as a supplement along with anti-viral therapies for HBV, especially in drug-

resistant mutants. Furthermore, this work identifies VDR as a novel nuclear receptor regulating 

HBV-core promoter activity and conceptually advances our understanding of the antiviral role 

of vitamin D from an immunomodulator to a direct regulator of viral activity.  
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हेपेटाइ'टस बी वायरस ./तकृ/त और हेपेटाइ'टस बी वायरस से संब5ंधत हेपेटोसेललुर का:स;नोमा के 
रोगजनन म@ उपBयास वायरल-होCट इंटरैEशन कG पहचान 

 
एचबीवी के साथ पुराना संKमण हेपेटोसेललुर का:स;नोमा (एचसीसी) के :लए .मुख जोNखम पैदा करन े
वाला  है। एचसीसी लQवर कR सर का सबसे आम .कार है, जो खराब नैदा/नक पTरणामU और उVच मWृयु 
दर से जुड़ा है। इस:लए, हेपेटोका:स;नोजेने:सस (खंड I म@ ZवCततृ) और HBV ./तकृ/त (खंड II म@ 
ZवCततृ) म@ HBV कG भू:मका को /नय]ं^त करने वाले होCट-वायरस इंटरैEशन को समझना महWवपूण; 
है, ता`क नए बायोमाक; र कG पहचान कG जा सके और HBV म@ रोग के /नदान  म@ सुधार के :लए बेहतर 
हCतaेप Zवक:सत `कया जा सके। संबं5धत एच.सी.सी. 
 
(I) हेपेटाइ'टस बी छोटा सतह ./तजन (HBsAg) एक HBV-एBकोडेड cावी .ोटQन है और HBV 
.ो'टयो:लZपड :लफाफे का एक .मुख संरचनाWमक घटक है। नैदा/नक और Zववो अgययन 
हेपेटोका:स;नोजेने:सस म@ HBsAg कG भू:मका का hढ़ता से समथ;न करते हR, हालां`क अंदर /छपे हुए  
तं^ काफG हद तक अjात हR। यहां, हमने हेपेटोसाइkस म@ लंबे गैर-कोlडगं आरएनए (lncRNAs) को 
Zव/नय:मत करन ेके :लए HBsAg कG aमता का परQaण `कया, और आग ेHCC Zवकास म@ HBsAg-
मgयCथता lncRNAs कG भू:मका कG जांच कG। HBsAg को ओवरएEस.ेस करते हुए HepG2 
को:शकाओं से साव;ज/नक nप से उपलoध माइKोएरे डेटा ने LINC00665 को HBsAg-Zव/नय:मत 
lncRNA के nप म@ पहचाना। इसके अलावा, HBV और HCC रो5गयU के िजगर के नमूनU से जीन 
अ:भqयिEत डेटा न े.द:श;त `कया `क LINC00665 HBV संKमण और HCC म@ अपrेड `कया गया 
है, Zवशेष nप से HBV- संबं5धत HCC म@। यह हमारे इन Zवtो डेटा uवारा सम5थ;त था िजसने 
'दखलाया `क LINC00665 अ:भqयिEत को HepG2 और Huh7 को:शकाओं म@ HBsAg कG 
उपिCथ/त के साथ-साथ 3 अलग-अलग HBV सले संCकृ/त मॉडल म@ HBV पूरे-जीनोम कG उपिCथ/त 
म@ अपrेड `कया गया था। इसके बाद, हमने LINC00665 कG ऑBकोजे/नक aमता का मूxयांकन 
इसके ओवरएE.ेशन और CRISPRi-आधाTरत नॉक-डाउन uवारा Zव:भBन सले-आधाTरत assays म@ 
`कया। LINC00665 न ेसले .सार, माइrेशन और कॉलोनी गठन को बढ़ावा 'दया, ले̀ कन इन Zवtो म@ 
सेल एपोzटो:सस को रोक 'दया। इन पTरणामU को एक साथ लेने पर LINC00665 को एक 

नए  lncRNA के nप म@ पहचाना िजसके माgयम से HBV, Zवशेष nप से HBsAg, HBV से संबं5धत 
HCC म@ हेपेटोका:स;नोजेने:सस चला सकता है।
 
 हम उस तं^ को और समझना चाहते थे िजसके uवारा HBsAg ऑBकोजे/नक lncRNAs को /नयं]^त 
करता है। BयूिEलयर फैEटर-kB (NF-kB) tांस`Kzशन कारकU का पTरवार (NF-kB1, NF-kB2, 
RelA, RelB, और c-Rel) लQवर म@ सूजन, पुनज;नन और इ|युनोमो}यूलेशन के माCटर रेगुलेटर हR। 
Zपछले अgययनU से पता चलता है ̀ क LINC00665 एक NF-kB उ~रदायी lncRNA है। इसके अलावा, 
HBsAg को नैदा/नक अgययनU के साथ-साथ माउस मॉडल म@ NF-kB :स�न:लगं को स`Kय करने के 
:लए 'दखाया गया है। इन /नÄकषÅ के आधार पर, हमन ेअनुमान लगाया `क HBsAg LINC00665 
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अ:भqयिEत को Zव/नय:मत करन ेके :लए NF-pathB माग; के माgयम से काय; करता है। हमन ेपहलQ 
बार पुिÄट कG `क HBsAg इन Zवtो म@ NF-ingB :स�न:लगं को स`Kय करता है, यह .द:श;त करके 
`क HBsAg ने NF-kB कारकU के परमाणु अनुवाद को बढ़ावा 'दया है। इसके बाद, हमन ेदेखा `क NF-
kB ग/तZव5ध को दबाने स ेHBsAg- .ेTरत LINC00665 ./तलेखन, साथ हQ luciferase assays म@ 
LINC00665 .मोटर के HBsAg कG मgयCथता से एिEटवेट `कया । इसस ेपता चलता है `क HBsAg 
LINC00665 को Zव/नय:मत करन े के :लए NF-pathB माग; के माgयम से काय; करता है। इसके 
अलावा, हमने LINC00665 .मोटर म@ कई NF-kB बाइंlडगं साइटU कG पहचान कG और उनकG 
काया;Wमक .ासं5गकता का .दश;न `कया। हमन ेTरपोट;र assays का उपयोग यह 'दखान ेके :लए `कया 
`क B साइटU को बा5धत करन ेसे LINC00665 .मोटर के HBsAg-मgयCथता स`Kयण को /नरCत 
कर 'दया गया। अंत म@, हमने HBsAg को .द:श;त करने के :लए 5चप का उपयोग `कया, HBsAg कG 
उपिCथ/त म@ LINC00665 .मोटर पर NF-kB कारकU के संवध;न को बढ़ावा देता है। एक साथ :लया 
गया, यह डेटा बताता है `क HBsAg NF-pathB माग; के माgयम से ऑBकोजे/नक LINC00665 को 
सकाराWमक nप से /नयं]^त करता है, िजससे एक उपBयास तं^ कG पहचान होती है िजसके uवारा 
HBsAg हेपेटोका:स;नोजेने:सस को चलाता है। यह काय; HBsAg / NF-kB / LINC00665 अa को 
एक उपBयास वायरल-होCट इंटरैEशन ÉाइZवगं हेपेटोका:स;नोजेने:सस के nप म@ पहचानता है, िजसस े
HBV से संबं5धत HCC म@ बायोमाक; र के nप म@ LINC00665 पर आग ेके अgययन कG पुिÄट होती है। 
 

एचसीसी म@ एचबीवी-होCट इंटरैEशन के अलावा, हम एचबीवी ./तकृ/त को Zव/नय:मत करने वाल े
उपBयास-वायरस होCट इंटरैEशन कG जांच करना चाहते थे। कई अgययनU से पता चला है `क परमाणु 
Tरसेzटस; HBV ./तलेखन, अनुवाद और अंततः HBV ./तकृ/त के आवÖयक Bयूना5धक हR। हालां`क, 
एचबीवी ग/तZव5ध को Zव/नय:मत करन ेकG उनकG aमता के :लए इस सुपरफ़ै:मलQ के सभी सदCयU 
का पता नहQं लगाया गया है। नैदा/नक अgययन सीएचबी म@ एचबीवी ग/तZव5ध को Zव/नय:मत करने 
म@ Zवटा:मन डी और इसके संjेय परमाणु Tरसेzटर, Zवटा:मन डी Tरसेzटर (वीडीआर) कG भ:ूमका का 
समथ;न करते हR। Zवटा:मन डी कG यह एंटQवायरल भ:ूमका qयापक nप से वीडीआर / रे'टनोइड एEस 
Tरसेzटर (आरएEसआर) के :लए िज|मेदार है, जो उनके .मोटरU म@ Zवटा:मन डी TरCपांस ए:लम@kस 
(वीडीआरई) के माgयम से मेजबान इ|युनोमोडायलेटरQ जीन के Zव/नय:मत Zव/नयमन है। यहां, हमने 
वीडीआर :स�न:लगं माग; के माgयम से एचबीवी ./तलेखन, अनुवाद और ./तकृ/त को सीधे 
Zव/नय:मत करन ेके :लए कैxसी'tयोल (चयापचय nप से स`Kय Zवटा:मन डी) कG aमता कG जांच 
कG। हमने देखा `क कैxसी'tयोल ने HBV-PreS1, HBV-PreS2/S, या HBx .मोटरU को .भाZवत 
`कए ]बना केवल HBV-कोर .मोटर को चु/नदंा nप से बा5धत `कया। `फर हमन ेएचबीवी-कोर .मोटर 
म@ एक वीडीआरई-EलCटर कG पहचान कG जो `क अ5धकांश एचबीवी जीनोटाइप म@ अWय5धक संरáaत 
है। इस वीडीआरई-EलCटर के Zवघटन ने एचबीवी-कोर .मोटर के कैxसी'tयोल-मgयCथता दमन को 
/नरCत कर 'दया, इसकG काया;Wमक .ास5ंगकता का .दश;न `कया। इसके अलावा, हम एक साथ जोड़ने 
वाला  assays का उपयोग यह 'दखान ेके :लए करते हR `क VDR RXR से Cवतं^ HBV-कोर .मोटर 
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म@ VDRE-EलCटर के साथ सीधे इंटरैEट करता है। यह दशा;ता है `क कैxसी'tयोल गैर-Zव'हत 
कैxसी'tयोल-स`Kय वीडीआर-माग; के माgयम स ेएचबीवी-कोर .मोटर ग/तZव5ध को रोकता है। अंत 
म@, हमने देखा `क कैxसी'tयोल ने कई एचबीवी सेल संCकृ/त मॉडल म@ कैनो/नकल एचबीवी-कोर 
.मोटर टेप, .ीजेनो:मक आरएनए (पीजीआरएनए) और .ीकोर आरएनए (पीसीआरएनए) कG 
अ:भqयिEत को दबा 'दया। इसके अ/तTरEत, कैxसी'tयोल ने Zवषाणु cाव को .भाZवत `कए ]बना 
HBeAg और HBsAg (HBV- एBकोडेड .ोटQन जो खराब रोग रोग से जुड़ा हुआ है) के cाव को रोक 
'दया। इन पTरणामU को एक HBV दवा-./तरोधी |यूट@ट म@ पुिÄट कG गई थी, जहां कैxसी'tयोल 
pgRNA, PCRNA, HBeAg और HBsAg म@ बसा हुआ था, ले`कन Zवषाणु cाव नहQं। एचबीईएजी 
और एचबीएसएजी CतरU को कम करन ेके :लए Zवटा:मन डी कG aमता एचबीवी के :लए एटंQ-वायरल 
उपचारU के साथ-साथ Zवशेष nप से दवा ./तरोधी |यूट@ट म@ पूरक के nप म@ इस सूàम पोषक तWव के 
:लए एक सभंाZवत भ:ूमका का सझुाव देती है। इसके अलावा, यह काय; वीडीआर को एचबीवी-कोर 
.मोटर ग/तZव5ध को Zव/नय:मत करन ेवाले एक उपBयास परमाणु Tरसेzटर के nप म@ पहचानता है 
और अवधारणाWमक nप से एक इ|युनोमो}यूलेटर से वायरल ग/तZव5ध के .Wयa /नयामक के :लए 
Zवटा:मन डी कG एंटQवायरल भ:ूमका कG हमारQ समझ को आग ेबढ़ाता है
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