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Résumé

Le virus de I'hépatite B (VHB) reste un probleme de santé majeur dans le monde malgré la
disponibilité du vaccin. Le VHB n’est pas éradiqué par les thérapies actuelles et 240 millions
de personnes infectées chroniguement restent a risque de développer une cirrhose du foie et
un carcinome hépatocellulaire (CHC).

Le VHB est un petit virus hépatotrope doté d'un génome a ADN double brin partiel (ADNrc).
Apreés infection I'ADNrc est converti en ADN épisomal (ADNccc) qui est ensuite organisé en
minichromosome viral, qui est le modéle pour la transcription et qui initie la réplication. La
protéine de I'hépatite B x (HBx) est recrutée sur I'ADNccc pour initier et maintenir la
transcription de I'ADN ccc. HBx cible aussi directement des genes cellulaires impliqué dans le
développement du CHC.

Nous avons utilisé une approche ChIP-Seq pour identifier toutes les cibles génomiques de HBx
dans les cellules qui répliquent le VHB. Les cibles HBx sont a la fois des genes codant les
protéines et des ARNnc (75 miARN et 34 IncRNA). Nous avons montré que HBx réprimait un
sous-ensemble de miARNs qui réguleraient négativement la réplication virale (ex : miR-24) et
des miARNs impliqués dans le développement du CHC (ex : miR-21). Parmi les IncARNSs ciblés
pour HBXx, nous avons étudié DLEU2, qui est fortement surexprimé dans l'infection par le VHB
et le CHC. Nous avons en outre montré que DLEU2 lie a la fois HBx et I|’histone
méthyltransférase Ezh2, la sous-unité catalytique du complexe répressif PRC2. L'interaction
avec DLEU2 et HBx relie les fonctions Ezh2/PRC2 conduisant a l'activation constitutive d'un
sous-ensemble de genes cibles d'Ezh2 qui sont normalement conservés dans un état réprimé.
Nous avons également montré que l'interaction de HBx avec DLEU2 se produisait sur le
minichromosome de I’ADNccc ou elle stimulait la transcription/réplication du virus. Enfin,
nous avons caractérisé par ATAC-Seq les changements d'accessibilité de la chromatine
imposés par HBV dans les hépatocytes humains primaires.

Mots clefs : Virus de I'Hépatite B, HBx, long non-coding RNA.






Abstract

Hepatitis B virus (HBV) remains a major health problem worldwide despite the availability of
the vaccine. No cure is available for the 240 million peoples chronically infected with HBV that
are at risk to develop liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma (HCC). Viral suppression,
achieved by long term treatment with nucleotides analogues (NUCs), impacts on liver fibrosis
and prevents liver decompensation but HCC risk is not reduced in the first 5 years of
treatment.

HBV is a small hepatotropic virus with a partially double strand DNA (rcDNA) genome. After
hepatocyte infection the rcDNA is converted into the cccDNA episome that is then organized
into a viral minichromosome that is the template for all viral transcripts and initiates
replication. The hepatitis B x protein (HBXx) is recruited on the cccDNA and is required to launch
and maintain cccDNA transcription. HBx has also been shown to directly target cellular genes
and this has been related to HCC development.

We used a ChlIP-Seq approach to determine the full repertoire of HBx genomic targets in
HBV replicating cells. HBx targets include both protein coding genes and ncRNA (75 miRNAs
and 34 IncRNAs). We showed that HBx represses a subset of miRNAs that would negatively
regulate viral replication (i.e. miR-24) and miRNAs involved in HCC development (i.e. miR-
21). Among the HBx targeted IncRNAs we focused DLEU2, which is strongly upregulated in
HBYV infection and HCC. We further showed that DLEU2 binds both HBx the Ezh2 histone
methyltransferase, the catalytic subunit of the repressive PRC2 complex. The interaction
with DLEU2 and HBx re-wires Ezh2/PRC2 functions leading to the constitutive activation of a
subset of Ezh2 target genes that are normally kept in a repressed state. We also showed that
HBx interaction with DLEU2 occurs on the cccDNA minichromosome where it boosts HBV
transcription/replication. Finally, we characterized by ATAC-Seq HBV imposed changes of
chromatin accessibility in primary human hepatocytes.

Keywords: Hepatitis B virus, HBx, long non-coding RNA.
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Partie 1 : Introduction

Chapitre 1 Le virus de I'hépatite B

I.  Lastructure et les protéines du virus de I’hépatite B

1.  Virions et particules subvirales

Les particules virales du virus de I’hépatite B (HBV) sont nommées « particules de Dane » en
référence au nom du chercheur qui a été le premier a I'identifier visuellement par microscopie
électronique (Dane et al., 1970).

Les particules de Dane ont une taille de 42nm de diamétre (Marion and Robinson, 1983). Ce
virus fait partie des virus enveloppés, il possede donc une enveloppe qui contient la capside
renfermant le génome viral sous forme d’ADN. L’enveloppe est composée de lipides
appartenant a la cellule héte ainsi que de trois protéines de surface du virus nommeées L-, M-
et S-HBsAg (Valaydon and Locarnini, 2017). La capside fait 30-32nm de diameétre et posséde
une forme icosahédrique. Le détail de la composition de I'enveloppe ainsi que de la capside
sera décrit plus loin.

Il existe aussi des particules subvirales (Figure 1). Ces particules sont vides, elles ne possedent
ni capsides ni génome. On trouve principalement deux types de particules subvirales : les
particules sphériques et les particules en forme de filament (Hu and Liu, 2017). Le type de
particules formées est déterminé par le ratio entre les différentes protéines HBsAg du virus
(Patient et al., 2007).

Les particules en forme de filaments contiennent la grande forme de la protéine HBsAg que
I’'on nomme L-HBsAg (L pour « large ») ainsi que la petite forme de HBsAg, appelée S-HBsAg (S
pour « small ») (Patient et al., 2007). Elles font 22nm de diametre et peuvent étre de longueur
variable (Valaydon and Locarnini, 2017). Les particules sphériques que |'on retrouve chez les
patients (Blumberg et al., 1967) font 20-25nm de diametre et ne contiennent pas L-HBsAg.
Ces deux types de particules subvirales ne sont pas infectieuses mais possedent des propriétés
immunogeénes et ont été utilisées pour le développement des premiers vaccins non
recombinants.

La présence de virions contenant de ’ARN a également été démontrée dans le sérum des
patients (Rokuhara et al., 2006; Wang et al., 2016). La fonction dans le cycle viral de ces
particules n’est pas encore tres bien comprise.
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Particule de Dane Sphére

HBeAg

Filament

« Nouvelles » particules virales

Particules vides Particules ARN

Figure 1 Particules virale et sub-virales du virus de I'Hépatite B (adapté de (Revill et al., 2016; Urban et al.,
2014))

2. Structure et organisation du génome

Le HBV possede un génome ADN de 3,2kbp, qui est partiellement double brin et que I'on
nomme ADN relaxé circulaire (ADNrc ou rcDNA) (Landers et al., 1977; Summers et al., 1975).
Le brin complet est de polarité négative alors que le brin incomplet est de polarité positive.
Les deux brins sont complémentaires au niveau de I'extrémité 5’ et le brin positif possede un
« gap » au niveau de I'extrémité 3’ (Valaydon and Locarnini, 2017). Leur complémentarité est
possible grace au chevauchement des deux brins sur une longueur de 200 nucléotides. On
retrouve aussi au niveau de ce chevauchement deux séquences répétées (« direct repeat »
DR1 et DR2). Al’extrémité 5’ du brin (-) est attachée de maniere covalente la polymérase virale
et a I'extrémité 5’ du brin (+) est présente une amorce ARN coiffée d’'une longueur de 18
nucléotides (Hu and Seeger, 2015).

Le génome d’HBV possede 4 cadres de lecture ouverts (« open reading frame » - ORF)) se
chevauchant qui sont I’ORF PréC/C, 'ORF X, I'ORF P et I'ORF PréS1/PréS2/S. Ces 4 ORFs vont
étre transcrites a partir de 4 promoteurs distincts Core, X PréS1 et PréS2/S en ARNm afin de
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donner les 7 protéines virales. Le génome viral posseéde aussi deux séquences amplificatrices
« enhancer » (Enh | et Enh Il) identifiés fonctionnellement (Figure 2).

L’ORF PréC/C est transcrit en ARN prégénomique (ARNpg) et en ARNm PréCore/core de 3,5kb
chacun. 'ARNm PréCore/core code pour la protéine de capside Core (HBcAg) la protéine
PréCore. L'ARNpg est synthétisé de fagon plus abondante dans la cellule et il est également le
seul transcrit nécessaire pour déclencher la réplication du génome. Etant donné que
I'extrémité 5’ du gene P chevauche I'extrémité 3’ du géne core, la protéine P est traduite a
partir de ’ARNpg lorsque la polymérase Il ignore le site de polyadénylation contenue dans
I’ORF lors de son premier passage (Tong and Revill, 2016).

L’ORF PréS1/PréS2/S code pour les trois protéines de surfaces L-HBsAg (PréS1/PrésS2/s), M-
HBsAg (M pour « medium», PréS2/S) et S-HBsAg. Ces protéines sont traduites a partir de deux
ARNm. L-HBsAg est traduite a partir d’'un ARNm de 2,4kb et les deux autres protéines a partir
d’un ARNm de 2,1kb (Valaydon and Locarnini, 2017).

L’ORF X code pour la petite protéine X transactivatrice (HBx), son ARNm posséde une taille de
0,7kb. Le promoteur de cette ORF est régulé par les enhancers. L’'enhancer | chevauche le
promoteur de X et I’enhancer Il est localisé en amont du promoteur Core (Hu, 2016).

L’ORF P couvre 70% du génome et code pour la polymérase virale qui possede une activité de
reverse transcriptase (RT), de polymérase ainsi que de RNase H.

HBV - Séquence

3182 bp

Figure 2 Structure du génome et ses transcrits (adapté de (Datta et al., 2012))
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3. Les protéines virales

a. Les protéines d’enveloppe

La protéine S-HBsAg est composée de 226 acides aminées (aa) (Figure 3). Elle comporte quatre
domaines hydrophobes transmembranaires (TM 1-4) qui forment des hélices membranaires
(Berting et al., 1995). La boucle située entre les domaines TM2 et TM3, elle est aussi la boucle
immuno-dominante et est exposée a la surface de I'enveloppe (Valaydon and Locarnini, 2017)
(Figure 4).

La protéine M-HBsAg est trés similaire a la petite protéine car elle ne se différencie de S-HBsAg
que par la présence du domaine hydrophobique PréS2 de 55 aa a son extrémité N-terminale
(Figure 3). M-HBsAg ne semble pas avoir d’influence sur la morphologie de la particule virale
car elle est présente dans les mémes proportions dans les différents types de particules
(Heermann et al., 1984; Ni et al., 2010).

La plus grande protéine d’enveloppe (L-HBsAg) contient en plus du domaine S et PréS2 le
domaine PréS1 de 75 aa (Figure 3). Sa longueur est variable selon les différents génotypes
(voir chapitre 2.1.2). Dans sa partie N-terminale, elle possede un site de myristoylation qui est
nécessaire a I'ancrage de la protéine dans la membrane du réticulum endoplasmique (Bruss,
1997; Ponsel and Bruss, 2003). La protéine L-HBsAg possede deux typologies. Lors de la
conformation i-preS (pour « internal preS »), les domaines PréS1, PréS2 et le domaine TM 1
se situent du coté cytosolique. Pour la conformation e-preS (pour « external preS) les
domaines PréS1 et PréS2 sont du coté externe et le domaine TM 1 est transmembranaire
(Bruss et al., 1994; Prange and Streeck, 1995) (Figure 4). La grande protéine joue un réle
important dans I'enveloppement de la capside lors de la formation de particules virales et elle
est essentielle pour l'infectivité virale.

2 48

e - 0 DO
N v N v i v] M-HBsAg

Figure 3 Structure des protéines d'enveloppe (adapté de (Urban et al., 2014))
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Figure 4 Conformation des différentes protéines d'enveloppe (adapté de(Prange, 2012; Urban et al., 2014))

b. La protéine Core et PréCore

La protéine PréCore

Iy a tout d’abord production d’une protéine PréCore « précurseur » (p25) qui sera
directement transportée dans le réticulum endoplasmique grace a une séquence signal de
sécrétion de 29 aa située dans sa partie N-terminale (« N-terminal domain » (NTD)) (Figure 5).
Elle sera tronquée de 19 aa en sa partie N-terminale afin de donner la protéine PréCore
« intracellulaire » (p22). Puis elle subira une autre coupure du domaine C-terminal (« C-
terminal domain » (CTD)) qui produira I'antigéne HBe (HBeAg) d’une taille de 149 aa (18kDa)
(Milich and Liang, 2003; Walsh and Locarnini, 2012). Une population d’HBeAg de taille
hétérogene sera ensuite sécrétée. L’'HBeAg est trés conservée entre les différents génotypes,
mais n’est pas indispensable pour la réplication virale. Par contre cette protéine semble jouer
un réle important pour I'établissement de l'infection persistante en régulant les réponses
immunes de I’'h6te (Hu, 2016; Milich and Liang, 2003). La positivité de I'HBeAg permet
d’identifier les patients présentant une infection aigué et les premieres phases des infections
chroniques (voir chapitre sur I'histoire naturelle de I'infection par HBV).
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La protéine Core

La protéine Core (HBcAg), est la protéine formant la capside du virus. Sa longueur est de 183
aa (soit 21kDa). On distingue dans cette protéine principalement deux domaines, le domaine
NTD et le domaine CTD.

Le NTD est composé par les 140 premiers résidus, il permet a lui seul I'assemblage des
capsides. Les capsides sont composées de 180 ou 240 monomeres qui vont former une
structure icosaédrique que I'on nomme T=3 ou T=4. La forme majoritaire dans les virions est
la structure T=4 (Birnbaum and Nassal, 1990; Wynne et al., 1999).

Le CTD ou « domaine protéamine » possede un taux élevé de résidus arginine. Ceci lui permet
d’interagir avec les acides nucléiques, notamment avec I’ARNpg (Nassal, 1992; Zlotnick et al.,
1997). Il contient une séquence de localisation nucléaire (« nuclear localization sequence »
(NLS)) et une séquence d’exportation nucléaire (« nuclear export sequence » (NES)) (Eckhardt
etal., 1991; Yeh et al., 1990). Le CTD comporte plusieurs sites de phosphorylation, dont 3 sites
majeurs qui sont présents sur des résidus sérines (Lan et al., 1999). La phosphorylation de ce
domaine va jouer un réle crucial lors de la réplication du virus que nous verrons par la suite.

-29 1 139 150 183
N-ter PrécC Core £ Protéamine C-ter PréCore
=] 25kDa
-10 1 139 150 183
N-ter Core £ Protéamine C-ter PréCore p22
= 22kDa
1 139 150 183
g A H Core
N-ter = Protéamine C-ter
s E 21kDa
10 1 139 150
N-ter C-ter HBeAg
17kDa

* Principaux sites de phosphorylation

Figure 5 Structure des protéine PréCore, Core et HBeAg (adapté de (Steven et al., 2005))

c. La polymeérase virale

La polymérase virale est la plus grande des protéines d’HBV, elle comporte 832 aa. On
distingue 4 domaines différents : le domaine « terminal protein» TP, le « spacer », le domaine
de reverse transcriptase et le domaine RNase H (Hu, 2016) (Figure 6).

Le domaine TP se lie de fagon covalente au brin (-) a I'extrémité 5 du génome d’HBV. Ce
domaine est aussi nécessaire pour la liaison a la boucle € présente dans I’ARNpg,
I’encapsidation de 'ARNpg et la synthése des protéines (Bartenschlager and Schaller, 1988;
Bartenschlager et al., 1990; Wang et al., 1994).
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Le domaine « spacer » est la région la moins conservée. Sa fonction exacte n’est pas connue
mais trois résidus cystéine localisés dans le domaine C-terminal et un résidu dans le domaine
N-terminal du RT sont nécessaires pour I’encapsidation de I’ARNpg (Jones and Hu, 2013).

Le domaine RT est subdivisé en 7 sous domaines notés de A a G. Dans le sous-domaine C on
trouve un motif tyrosine-méthionine-aspartate-aspartate qui est trés conservé. Ce motif est
essentiel pour I'activité d’ADN polymérase ADN dépendante (Jones et al., 2012). D’autre part
le domaine RT possede dans le sous domaine E une activité de reverse transcriptase, , qui est
importante pour la réplication et plus particulierement dans I'interaction entre la boucle € et
la polymérase, ainsi que dans la polymérisation de I’ADN (Jones and Hu, 2013).

Le domaine RNase H se situant dans la partie C-terminale de la protéine permet la dégradation
de 'ARNpg pendant la synthése du brin (-) d’ADN (Hu, 2016).

1 183 349 692 845

i Reverse Transcriptase
N-ter Terminal Spacer Y

: 2 RNaseH C-ter
protein Polymérase

Figure 6 Structure de la Polymérase virale (adapté de (Tong and Revill, 2016))

d. La protéine X

La protéine HBx (154 aa) est la plus petite protéine du virus (17kDa) (Benhenda et al., 2009;
Slagle and Bouchard, 2016). La structure cristallographique de cette protéine n’a pas encore
été déterminée mais différents domaines ont été prédits par des études de modélisation 3D
(Figure 7). Cette protéine est conservée chez tous les Hepadnavirus mammiféres mais pas chez
les Hepadnavirus aviaires. Elle peut étre localisée dans le cytoplasme et dans le noyau. HBx
est nécessaire a la réplication virale et semble contribuer de maniere importante a la
pathogénese virale (Benhenda et al., 2009; Lucifora et al., 2011). HBx se lie a la protéine « DNA
damage-binding protein 1 » (DDB1) et recrute I'ubiquitine ligase CRL4. Le complexe CRL4-
DDB1 ubiquitine les protéines Smc5/6 du complexe de maintenance structural des
chromosomes ce qui va induire sa dégradation par le protéasome et |'activation de I’ADN
circulaire clos de maniere covalente (ADNccc). En I'absence de HBx les complexes contenant
Smc5/6 inhibent la transcription de ’ADNccc et la production de I’ARNpg (Decorsiére et al.,
2016). HBx peut induire d’autres mécanismes afin de favoriser la réplication d’"HBV comme la
répression de la « DNA methyltransferase » (DNMT) DNMT3A qui va induire I'expression du
miR-101(Wei et al., 2013) et donc l'induction de I'endocytose et I'autophagie, qui sont
nécessaires a la réplication virale HBx jouent aussi un réle dans la régulation de I’expression
des genes de I’h6te soit en se liant directement a des régions promotrices des genes cellulaires
(voir premiére étude), soit en activant plusieurs voies de signalisation cellulaires et processus
cellulaires, notamment les voie de signalisation des dommages a I'ADN, du calcium, de
I'apoptose, et du cycle cellulaire (Benhenda et al., 2009; Slagle and Bouchard, 2016; Wei et al.,
2010).
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Figure 7 Structure de la protéine HBx (adapté de (Slagle and Bouchard, 2016))

Il. Le cycle de réplication du virus de I’hépatite B

1. Entrée et migration au noyau

a. L'entrée du virus

La premiere interaction entre le virus et la cellule hote se fait via I’'enveloppe du virus. Des
études ont montré que les régions S et PréS1 mais pas PréS2 jouaient un réle crucial lors de
I'infection (Bremer et al., 2011; Le Seyec et al., 1998; Ni et al., 2010; Salisse and Sureau, 2009).
Dans la région S certaines boucles antigéniques, qui sont localisées entre les régions
transmembranaires Il et Ill, sont essentielles pour l'infection virale (Barrera et al., 2005;
Bremer et al., 2011; Engelke et al., 2006; Glebe and Urban, 2007).

Le virus s’attache a la surface des hépatocytes via les héparanes sulfate protéoglycanes (HSPG)
(Leistner et al., 2008; Schulze et al., 2007; Sureau and Salisse, 2013). Un criblage par ARN
interférants a permis de déterminer le role du glypican 5 (GPC5) dans ce processus (Verrier et
al., 2016). Le sodium taurocholate cotransporting polypeptide (NTCP) (Yan et al., 2012) un
membre de la famille des genes SLCI10A, est le récepteur d’entrée du HBV. C'est un
transporteur des acides biliaires sodium dépendant et son expression est exclusivement
hépatique. Il est localisé au niveau de la membrane basolatérale des hépatocytes (Li, 2015;
Watashi and Wakita, 2015) (Figure 8). L'expression spécifique d’espéce et de tissu du NTCP
explique la spécificité d’infection des hépatocytes humains par HBV (Ni et al., 2014).

Le virus est internalisé par un mécanisme d’endocytose pas encore entierement caractérisé.
Suite a l'internalisation, la capside virale sera libérée dans le cytoplasme.
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Membrane

Figure 8 Attachement du virus aux récepteurs d'entrée (adapté de (Li, 2015; Revill et al., 2016))

b. Traffic intracellulaire et entrée dans le noyau

Une fois libérée de son enveloppe, la capside qui contient ’ADNrc est transportée au noyau.
Les étapes de transport au noyau ne sont pas encore bien déterminées en raison de |'absence
de modeles expérimentaux permettant d’étudier ce processus. La protéine Core possede dans
son domaine CTD une séquence NLS permettant a la capside d’étre dirigée vers le noyau de la
cellule (Hu, 2016). Deux modeles de transport et de la libération du génome sont actuellement
discutés. Le premier semblerait étre médié par la polymérase qui est attachée a I’ADNrc (Kann
et al., 1997). Dans ce cas les capsides seraient disloquées dans le cytoplasme au niveau des
complexes de pores nucléaires (« nuclear pore complexe », NPC). Le génome serait transloqué
dans le noyau via les importines o/B liés a la Pol. D’autre part les diméres de Core seraient
transportés via I'importin-B. Dans le deuxieme modéele les capsides ne seraient déstabilisées
que dans le panier nucléaire (« nuclear basket ») aprés I'interaction de Core avec Nup-153,
ce qui libererait le génome viral dans le noyau (Gallucci and Kann, 2017).

2. Dela conversion en ADNccc a la synthése des protéines

a. La conversion de ’ADNrc en ADN circulaire clos covalent

Dans le noyau I’ADNrc est converti en ADNccc. Le processus de chromatinisation de I’ADNccc
donne lieu a un minichromosome qui est la matrice transcriptionnelle d’"HBV (Figure 9). Cette
étape est tres rapide. En effet, ’ADNccc peut étre détecté seulement quelques heures apres
infection dans les cellules (Hu and Seeger, 2015) (observations non publiées Testoni/Zoulim
et Floriot/Levrero).
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Figure 9 Conversion de I'ADNrc en ADNccc et finalement en minichromosome (adaptée de (Kéniger et al., 2014))

Rappelons que le brin (-) posséde en son extrémité 5’ une liaison avec la polymérase virale. Le
brin (+) n’est pas complet a son extrémité 3’ et possede un oligomére d’ARN en son extrémité
5’ (Gémez-Moreno and Garaigorta, 2017). Le détachement de la polymérase virale de ’ADNrc
conduit a un ADNrc sans protéines (« protein-free rcDNA », PF-rcDNA). L’oligomére d’ARN
ainsi que les séquences redondantes du brin (-) sont ensuite éliminés puis le brin (+) est réparé
avant que les deux brins ne soient ligués (Nassal, 2015).

La présence de la polymérase virale au niveau des capsides entrant dans le noyau aprés
infection de novo a initialement suggéré que la polymérase virale pourrait étre impliquée dans
ée processus de réparation de ’ADNrc. Cependant il a été montré que la polymérase virale
n’est pas nécessaire pour I'accumulation de ’ADNccc lors de I'infection de novo. L'hypothéese
la plus acceptée est que la formation de ’ADNccc dépend de facteurs cellulaires normalement
impliqués dans la détection et la réparation de 'ADN endommagé. Différentes études ont ainsi
suggéré un réle pour TDP2, FEN1, PRPF31, DNA Pol k dans ce processus (Kinoshita et al., 2017;
Kitamura et al., 2018; Koniger et al., 2014; Qi et al., 2016).

Les mécanismes exacts de la prochaine étape de conversion de I'ADNcc en minichromosome
viral ne sont pas encore bien démontrés mais il a récemment été montré que la protéine
chaperonne Hira pourrait jouer un role important dans ce processus (Locatelli et al., 2018).

b. Latranscription et traduction a partir de ’ADNccc

L’ADNccc formé et associé aux histones est utilisé comme matrice pour la transcription des
ARN viraux grace a I’ARN polymérase Il de I’hGte. La transcription virale met en jeu des facteurs
de transcription cellulaires ubiquitaires et des facteurs de transcription spécifiques du foie
comme les facteurs nucléaires hépatocytaires (« hepatocytes nuclear factors » - HNFs)
(Quasdorff and Protzer, 2010). Comme mentionné précédemment, la protéine virale HBx joue
un réle important dans la régulation de la transcription de I'ADNccc. En plus d'induire la
destruction des facteurs de restriction Smc5/6, elle est recrutée sur le minichromosome viral
et régule a son tour le recrutement de plusieurs co-activateurs et co-répresseurs de
transcription (Belloni et al., 2009; Decorsiere et al., 2016; Lucifora et al., 2011; Riviére et al.,
2015; Zhang et al., 2017).
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Les différents ARN viraux ont des sites d’initiation distincts, ils sont polyadénylés en leur
extrémité 3’ et possedent une coiffe (« cap ») en leur extrémité 5’ (Schreiner and Nassal,
2017). Les ARNs sont transportés dans le cytoplasme grace a une séquence spécifique le
« post-transcriptional regulatory element » (PRE) qui est codée par des séquences ADN qui
chevauchent I’enhancer | (Hu, 2016). Plusieurs ARN épissés (spARN) ont été décrits, mais leur
fonction et leur réle dans le cycle viral ne sont pas encore completement compris, a
I'exception des spARN qui codent pour la protéine SP1 (Figure 10) (Bayliss et al., 2013).
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Figure 10 Schéma représentant les différents ARN HBV ainsi que des ARN épissés
(adapté de (Bayliss et al., 2013))
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3.  Régulation épigénétique de I’ADNccc

L'organisation de I'ADNccc en tant que minichromosome viral le soumet aux mémes
modifications et régulations épigénétiques que les chromosomes de I'hote (Figure 11). Des
études biochimiques ont montré la présence sur I’ADNccc des histones H3 et H2B en forte
proportion en comparaison des histones H4, H2A et H1 (Bock et al., 2001). L'adaptation de la
technique d'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) a I'étude de I'ADNccc a permis de
confirmer la présence des histones H3 et H4 et des protéines virales HBx et HBc sur le
minichromosome viral et, au fil du temps, d'identifier le recrutement de plusieurs
modificateurs de la chromatine de I'h6te, ainsi que de caractériser de nombreuses
modifications post-traductionnelles des histones liées a I'ADNccc (Belloni et al., 2009; Hong et
al., 2017; Levrero et al., 2009)

@ H3/H4aac

O H3K4me3
O H3K9me2/3
@ H3K27me3
@ H4AR3me2s
@ HBc

Hyperacéthylation
wsep ADNcccouvert

Transcription active

Forte réplication

ADNccc fermé
s Transcription réprimé
Faible répliation

Figure 11 L'ADNccc et ses modifications épigénétiques (adapté de (Hong et al., 2017))

a. La méthylation de ’ADNccc

L'identification de 3 Tlots CpG (« Cytosine phosphate Guanine ») putatifs dans la séquence de
I'ADNccc (voir le chapitre 3.1.1. sur la méthylation de I'ADN) a suggéré que la méthylation de
I'ADNccc pourrait contribuer au controle des fonctions de I'ADNccc et a la réplication de I'HBV.
Le premier ilot CpG chevauche le site d’initiation du gene S (ilot 1), le deuxiéme se situe sur la
région incluant I’enhancer | et le promoteur du géne X et Core (ilot Il) et le troisieme se situe
sur la région contenant le promoteur de préS1 et le codon stop du géne de la polymérase
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(Kaur et al., 2010; Vivekanandan et al., 2008). Zhang et al. ont montré que, I'llot | est peut
méthylé, que la méthylation de I'llot Il est corrélée a une faible virémie et que la méthylation
de I'ilot 11l est associée a un faible taux d’"HBsAg dans le sérum de patients chroniquement
infectés (Zhang et al., 2013). L’hyperméthylation de I'llot Il proche du promoteur Core peut
étre responsable d'une réduction de la transcription de "ARN 3.5kb/PréC/C et donc de
I’expression de HBeAg chez les patients chroniquement infectés (Guo et al., 2009). En raison
de la grande stabilité de I’ADNccc il peut étre transmis aux cellules filles lors de la division
cellulaire tout en gardant son profil de méthylation, comme c’est le cas pour ’ADN génomique
des cellules hote. Au fil du temps et au cours de plusieurs cycles de division cellulaire, I’ADNccc
peut acquérir d’autres méthylations expliquant ainsi la fréquence des méthylations de
I’ADNccc chez les patients chroniquement infectés (Kim et al., 2011). L’hyperméthylation de
Illot Il proche du promoteur « core » peut inhiber la transcription de PréC/C et donc
I’expression de I’'HBeAg chez les patients chroniquement infectés (Guo et al., 2009).

On ne sait pas quelle DNMT est impliquée dans la méthylation du génome de HBV. Cependant,
des études ont montré que I'expression de DNMT1, DNMT2 et DNMT3 est augmentée en
présence de HBV mais la raison de cette induction qui est probablement responsable de
I'hyperméthylation de I'ADNccc et donc d'une réduction de la réplication virale n'est pas bien
comprise (Vivekanandan et al., 2009).

b. Les modifications post-traductionnelles des histones liées a
I'ADNccc

L'impact des modifications post-traductionnelles (« post-translational modification » — PTMs)
des histones liées a I'ADNccc sur la réplication du virus a été étudié par plusieurs groupes de
recherche en utilisant d’abord la technique de I’ADNccc ChIP et plus récemment des
techniques de ChIP-Seq adaptées a I’ADNccc (voir le chapitre 3.1.2.). En termes généraux, une
hypoacétylation des histones liées a I'ADNccc se traduit par une chromatine ADNccc
compactée avec une réduction de la transcription et de la réplication virale (Figure 11). Dans
ce cas, 'ADNccc est lié a différentes classes d'histones déacétylases et a plusieurs
méthyltransférases des histones a activité répressive (Figure 11). Au contraire,
I'hyperacétylation des histones liées a I'ADNccc, associée au recrutement de plusieurs
acétyltransférases, ouvre la chromatine de I’ADNccc en permettant des niveaux élevés de
transcription et de réplication du HBV (Figure 11). Ce modele a été confirmé in vivo a l'aide de
biopsies du foie de patients atteints d'hépatite B chronique (Pollicino et al., 2006). Plus
récemment, le groupe de Tropberger, en appliquant une approche cccDNA ChIP-Seq dans
différentes lignées cellulaires ainsi que dans des hépatocytes primaires humains (PHH)
infectées a confirmé que la réplication du HBV est associée a la présence d’un taux élevé de
PTMs que I'on associe a une transcription active (H3K4me3, H3K27ac et H3K122ac) et trés peu
de PTMs répressives (Tropberger et al., 2015). La méthyltransférases « Enhancer of zeste
homologue 2 » (EZH2), qui fait partie du complexe répressif « polycomb repressive complexe
2 » (PRC2) et qui est responsable de la marque répressive K27me3 sur I'histone H3, ne se
trouve pas sur I’ADNccc lorsque le virus se répliqgue mais son inhibition conduit a
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I'augmentation de la transcription de ’ADNccc et de la production des antigénes HBeAg et
HBsAg (Zhang et al., 2017). Par ailleurs, la méthyltransférases « protein arginine
methyltransferase 5 » (PRMT5) induit d’une part la méthylation de l'arginine en position 3 de
I'histone 4 liée a I’ADNccc pour réprimer sa transcription et d’autre part interagit avec HBc et
le complexe de remodelage de la chromatine Brg1l hSWI/SNF induisant I'inhibition de la liaison
entre ’ARN Pol Il et ’ADNccc.

Le recrutement d’"HBx sur I’ADNccc est corrélé a la transcription de I’ADNccc et en |'absence
de HBx sur ’ADNccc il y a une hypoacétylation des histones liées a I’ADNccc (Belloni et al.,
2009) et le dépot des marques répressives H3K9me2 et H3K9me3 par la méthyltransférases
« SET domain bifurcated 1 » (SETDB1) (Riviere et al., 2015). HBx est nécessaire pour maintenir
une configuration ouverte de la chromatine de 'ADNccc médiée par le recrutement des
acétyltransférases PCAF/GCNS5, p300 et CBP. L’activation de la transcription de I’ADNccc via
HBx passe par le recrutement de PCAF/GCN5, p300, et I'acétyltransférase CBP. En méme
temps HBx inhibe le complexe protein phosphatasel/ « histone deacetylase 1 » (HDAC1)
(Riviere et al., 2015).

La régulation épigénétique de l'activité transcriptionnelle de I'ADNccc peut étre modulée par
la cytokine inflammatoire IL6, fortement exprimée dans le foie des patients atteints d'hépatite
B chronique. Le traitement des cellules qui répliquent le HBV par I'lL-6 réduit I’acétylation des
histones liées a ’ADNccc et sa transcription sans affecter sa chromatinisation. Du point de vue
mécanistique, I'lL-6 inhibe la liaison des facteurs de transcription HNFlo et HNF4a a I’ADNccc
et relocalise STAT3, le facteur de transcription qui médie les activités de I'lL6, de I’ADNccc aux
génes cible cellulaires de I'IL-6 (Palumbo et al., 2015).

Remarguablement, le traitement des cellules qui répliquent le HBV avec des activateurs des
acétyltransférases P300/CBP ou des inhibiteurs des histones déacétylases augmente
I'acétylation des histones H4 liées a I'ADNccc et potentialise a la fois la transcription de
I'ADNccc et la réplication du virus (Pollicino et al., 2006; Tropberger et al., 2015).

En outre, Belloni et al. ont démontré in vitro et in vivo qu’un traitement a I'lFN-a va inhiber la
transcription de I’ADNccc via un mécanisme épigénétique impliquant le complexe répressif
PRC2. Les histones liées a I’ADNccc sont hypoacéthylées et les protéines EZH2 et YY1,
membres du complexe PRC2, ainsi que les histone déacétylases HDACL1 et hSirt sont recrutées
sur ’ADNccc (Belloni et al., 2012).

4. Encapsidation de ’'ARNpg et maturation des capsides

a. L'encapsidation de '’ARNpg et la rétrotranscription

In vivo I'assemblage des nucléocapsides d’HBV est initié par la formation d’'un complexe entre
I’ARNpg et la polymérase virale, un pré-requis pour I'encapsidation de I’ARNpg. La polymérase
virale se lie a la structure tige boucle nommée epsilon (€) qui se situe a I'extrémité 5’ de
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I’ARNpg (Bartenschlager et al., 1990; Hirsch et al., 1990; Junker-Niepmann et al., 1990). La
structure € va induire des modifications structurales entre la polymérase et I’ARNpg.
L’encapsidation nécessite des facteurs de I’"hote comme les chaperonnes (hsp90) qui vont
permettre I'initiation de I'interaction entre la polymérase et € (Seeger and Mason, 2015).

Une fois traduite, la protéine Core forme des dimeres. La dimérisation est obtenue par
formation de 4 faisceaux d’hélices avec deux hélices de chaque moitié de dimeres (Zlotnick et
al., 2015). On retrouve deux formes de capsides dans le cytoplasme des cellules. La premiére
forme, nommeée T=3, d’une taille de 30 nm contient 90 dimeres, la deuxiéme forme, T=4, qui
est la plus répandue, contient 120 diméres pour une taille de 34 nm.

Des motifs spécifiques sur ’ARNpg médient son interaction avec le domaine C-ter de la
protéine Core. Cette interaction pourrait jouer un réle dans I’organisation de ’ARNpg pendant
I’'assemblage de la nucléocapside (Patel et al., 2017).

Lors de la premiere étape de la réplication du génome la boucle € va servir de matrice pour la
création d’'une amorce ADN de 3-4 nucléotides (nt) qui va étre liée de maniéere covalente a la
polymérase virale via un résidu tyrosine dans son domaine TP (Figure 12) (Bartenschlager and
Schaller, 1988; Wang and Seeger, 1992; Zoulim and Seeger, 1994). Ce brin d’ADN va ensuite
étre transféré a la séquence complémentaire présente sur |'extrémité 3’ de I’ARNpg (« first
primer shift ») (Datta et al., 2012). La reverse transcription a lieu, le brin (-) est synthétisé de
5’ en 3’ et simultanément ’ARNpg est dégradé par la polymérase virale via son activité RNase
H (Summers and Mason, 1982). Dans le méme temps a I'extrémité 5’ coiffé de I’ARNpg
qguelgues nucléotides ne vont pas étre dégradés. lls vont servir d’amorce pour la synthéese du
brin (+) en relocalisant les paires de bases complémentaires a la région 5" DR2 du brin(-) d’ADN
(« second primer shift ») (Hu and Seeger, 2015). Un transfert de brin s’effectue lorsque que le
brin (-) servant de matrice est terminé (échange de matrice). Ceci est possible grace aux
séquences redondantes présentes dans le brin (-). La circularisation du génome se fait par
I'appariement des séquences complémentaires sur ’ADN naissant du brin (+) et la partie
redondante de I'extrémité 3’ du brin (-). Ceci permet aussi au brin (+) d’avoir acces au reste
du brin (-) pour s’en servir de matrice pour I’élongation (Will et al., 1987). A la fin du processus
I’ADNrc sera formé.
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Figure 12 Schéma de la rétrotranscription de I'ARNpg en ADNrc puis en ADNccc (adapté de Datta et al., 2012))

b. La maturation des capsides

La maturation des capsides se fait en parallele des différentes étapes de la réplication virale:
reverse transcription et formation du brin ADN (-) (capsides immatures); synthése du brin (+)
et formation de I’ADNrc (capsides matures) (Figure 13). L’état de phosphorylation du CTD de
Core influence I'organisation de I’/ARNpg dans les nucléocapsides (Wang et al., 2012) (Figure
13). Le CTD est fortement phosphorylé dans les nucléocapsides immatures, ce qui est requis
pour faciliter la synthése du brin (-), mais par la suite il sera sous forme non phosphorylée dans
les nucléocapsides matures ce qui est nécessaire a la synthése du brin (+) et pour stabiliser les
nucléocapsides quand I’ADNrc est synthétisé (Basagoudanavar et al., 2007; Liu et al., 20153;
Ning et al., 2017; Perlman et al., 2005). Des mutations de résidus spécifiques a la surface de la
capside, appelé « matrix binding domain » (MBD), retardent l'incorporation de capsides
immatures dans les enveloppe naissantes et la formation des virions tout en permettant la
synthése de ’ADNrc (Pairan and Bruss, 2009; Ponsel and Bruss, 2003).

Figure 13 Etape de maturation des capsides ainsi que des états de phosphorylation (adapté de (Ning et al.,
2017; Revill et al., 2016))
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Une partie des nucléocapsides matures est a nouveau transportée vers le noyau afin
d’amplifier le réservoir (« pool ») d’ADNccc. L'efficacité de ce phénomene de recyclage
dépend fortement du modeéle cellulaire et des génotypes étudiés (Hu, 2016).

5. Enveloppement et sécrétion

Les trois protéines d’enveloppe possédent des domaines transmembranaires qui vont les
aider a se loger dans le réticulum endoplasmique (Selzer and Zlotnick, 2015) (Figure 14).
Quand L-HBsAg est dans sa conformation i-preS1, il y a une région conservée dans une boucle
du domaine S qui est importante pour l'interaction avec les capsides et donc I'enveloppement
des virions (Gripon et al., 1995; Lepére-Douard et al., 2009). La sécrétion des particules virales
semble étre médiée par les corps multivésiculaires (« multivesicular bodies » (MBV)).

Les virions complets contenant I’ADNrc ne représentent que 1% des particules sécrétées.
L'utilisation de mutants a démontré que des virions sont produits en I'absence complete
d’encapsidation de 'ARNpg ou de synthése d’ADN (Hu and Liu, 2017). Les nucléocapsides
vides sont aussi moins stables que celles contenant I’ADNrc (Cui et al., 2013).

Par ailleurs des particules contenant de I’ARN viral ont été mis en évidence dans le sérum des
patients (Rokuhara et al., 2006). Il semblerait que ces particules virales contiennent de
I’ARNpg qui peut étre partiellement rétrotranscrit (Wang et al., 2016). Ces ARN viraux
circulants pourraient étre utilisés comme biomarqueurs chez les patients (van Campenhout et
al., 2018).
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lll. Modeles d’études de linfection par le virus de
I’hépatite B

HBV infecte uniquement les hépatocytes humains, et pendant longtemps |'étude de
I'interaction entre le virus et la cellule hote a été limitée par les modeles disponibles. La mise
au point de nouveau modeéles d’étude a permis depuis quelques années de mieux caractériser
le cycle viral.

1. Leslignées cellulaires d’hépatomes

Les lignées d’hépatomes ne sont pas, en raison du faible niveau d'expression du récepteur
NTCP, susceptibles a I'infection par HBV. Cependant la transfection du génome d’HBV permet
I’étude de la réplication et de la sécrétion du virus. La transfection transitoire des cellules
HepG2 ou HUH7 avec 1,1 ou 1,3 fois le génome d’HBV permet d’étudier la réplication du virus
et sa morphogenése. Des lignées stables clonales et produisant des particules virales
infectieuses ont été aussi obtenus par transfection de > 1,0 génome HBV.

Les cellules HepG2.2.15 contiennent un dimére du génome du HBV intégré au génome de
I'hote et elles produisent de maniere continue des particules virales (Sells et al., 1987; Sureau
et al., 1986). La production de particules virales dans les cellules HepAD38 est quant a elle
inductible par la tétracycline. Ces lignées permettent la production de particules d’"HBV en
quantité pour des expériences in vitro ou in vivo (Acs et al., 1987; Ladner et al., 1997).

Les cellules HepG2 H1/3Dx possédent une intégration d’1,3 fois le génome d’HBV, avec une
mutation dans la séquence de la protéine HBX, ce qui induit un codon stop. Il n’y a donc pas
de production de la protéine HBx (Lucifora et al., 2011). Ceci permet I'étude de la réplication
en absence de la protéine HBx.

Suite a la découverte du récepteur NTCP, plusieurs lignées HepG2 et HuH7 sur-exprimant
NTCP et susceptibles a I'infection par HBV ont été créées, qui permettent d’obtenir des taux
tres élevés d’infection (Figure 15).

HepG2-NTCP X20
MOI 1000 6 jours apres infection

HepG2-NTCP X20

Figure 15 Photographie de cellules HepG2-NTCP en lumiéere blanche et aprés 6 jours d’infection (en rouge HBcAg)
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2. Lalignée cellulaire HepaRG

Les cellules HepaRG constituent une lignée de progéniteurs bipotents. Cette lignée est
immortalisée mais non transformée. En culture il faut utiliser un protocole de différenciation
de ces cellules afin d’obtenir des hépatocytes et des cholangiocytes (Gripon et al., 2002)

Figure 16). Une fois différenciées, les cellules HepaRG deviennent susceptibles a I'infection
par HBV (Hantz et al., 2009). Le taux de cellules infectées est faible (5 a 10%), ce qui ne permet
pas d’étudier les effets de l'infection virale sur la régulation de I'expression des genes de
I’'hote. Cependant, il s’agit d’un bon modele pour étudier I'immunité innée car les cellules
HepRG expriment un grand nombre de récepteurs de I'immunité innée (Luangsay et al., 2015).

L X X )

HepaRG différenciées X20

Figure 16 Photographie de cellules HepaRG différenciées

3. Les hépatocytes primaires humains (PHH)

Les hépatocytes primaires humains (PHH) restent a I’heure actuelle le meilleur modele
d’étude pour l'infection HBV (Figure 17). Ces cellules sont isolées directement a partir de
résection de foie de patients atteint de cancer gastrique ou colorectal présentant des
métastases au niveau du foie (LeCluyse and Alexandre, 2010). Les PHH sont susceptibles a
I'infection par le virus (Gripon et al., 1988). Cependant apres leur ensemencement, ces cellules
peuvent se dédifférencier au cours du temps (Gripon et al., 1993; Schulze-Bergkamen et al.,
2003). L'accés aux résections de foie et la qualité des PHH cryoconservés limitent |'utilisation
de ce modele.

Primary Human Hepatocytes PHH X20
MOI 100 12 jours apreés infection

Figure 17 Photographie de PHH en lumiere blanche te 12 jours apreés infection (en rouge HBcAg)
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4, Les modeéles animaux

A cause du tropisme restreint d’"HBV, le chimpanzé est I'unique modeéle naturel d’infection
pour HBV (Maynard et al., 1972). C'est I'animal qui mime le mieux et le plus précisément
I'infection naturelle par HBV chez 'lhomme. Mais depuis 2013 pour des raisons éthiques le
National Institute of Health a progressivement limité et finalement interdit les expériences sur
ces animaux.

D’autres modeles d’animaux infectés par des virus proches du HBV humain permettent
d’étudier certains aspects de I'infection.

La marmotte américaine infectée par le « Woodchuck B virus » (WHB) a permis de découvrir
les facteurs impliqués dans I’établissement et la persistance de I'infection et ainsi que I'hépato
carcinogénese (Dandri et al.,, 1996; Zoulim et al., 1994). En effet toutes les marmottes
infectées développent un carcinome hépatocellulaire (HCC) mais les mécanismes moléculaires
sous-jacents sont différents de ceux observés chez 'Homme (Tennant et al., 2004). Les
analogues de nucléosides actuellement utilisés comme traitement antiviral ont été testés en
premier dans ce modele. De nombreuses études sur les traitements immunothérapeutiques
ont aussi été effectués chez la marmotte américaine. Ce modele a servi également a I'étude
de l'infection occulte HBV qui correspond a la présence d’ADN viral dans le sérum et/ou dans
le foie lorsque I’'HBsAg est indétectable (Dandri et al., 2016).

Le canard de Pékin est infecté par le « Duck Hepatitis B Virus » (DHBV) (Mason et al., 1982).
Le modele DHBV a été largement utilisé pour des études in vivo et in vitro visant a comprendre
la réplication des hepadnavirus et les mécanismes de biogenese de I"ADNccc. Il est encore
utilisé lors de tests de traitements antiviraux. Rappelons que le DHBV n’a que 40%
d’homologie avec le HBV humain et que I'on ne peut étudier le développement de la maladie
chronique car ce modele ne présente pas d’atteintes du foie ou de développement de HCC
(Cova et al., 1993).

Par ailleurs des modeéles de souris ont été développés pour disposer de petits animaux pour
I’étude de HBV.

Des souris transgéniques exprimant une partie ou le génome entier de HBV ont été générées.
Ces souris transgéniques ont été utilisées afin de caractériser le réle des protéines du virus
dans I'oncogenése (Chisari et al., 1985; Kim et al., 1991). Les souris transgéniques contenant
>1,0 génome du HBV produisent des virions qui sont semblables a ceux produits chez’'Homme
et ont permis d’étudier le réle de la réponse immunitaire dans la pathogenese virale (Guidotti
et al., 1995). Etant donné que les hépatocytes de souris ne sont pas susceptibles a I’'HBV,
I’entrée du virus et la formation de ’ADNccc ne peuvent pas étre étudiées dans ce modele.

La transduction du génome du HBV dans le foie de souris a I'aide de vecteur « adeno
associated virus » (AAV) ameéne a la production de particules virales et a la réplication sous le
contréle d’'un promoteur HBV endogene. De plus I’ADNccc a pu étre détecté dans le foie de
ces souris ce qui permettra I'étude de la formation de ’ADNccc in vivo (Lucifora et al., 2017).
Ce modele possede toutefois des limitations car le systéme immunitaire compétant élimine
les vecteurs au cours du temps (Dandri et al., 2016).
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Enfin, des modeéles de souris a foie humanisé ont été développés pour étudier I'infection HBV.
Afin que la greffe d’hépatocytes soit efficace et permette la reconstruction du foie humanisé
il faut : 1) gu’il y ait une destruction des hépatocytes de la souris afin de créer de la place pour
le repeuplement du foie a partir des hépatocytes humains et 2) il faut inhiber les réponse
immunitaires de la souris pour ne pas qu’elles détruisent la xénogreffe (Allweiss and Dandri,
2016).

Les souris uPA/SCID expriment « I'urokinase plasmogene activator » (uPA) responsable de la
destruction des hépatocytes de souris et possedent une « immunodéficience combinée
sévere » (SCID) permettant la xenogreffe. Les souris FRG quant a elles sont déficientes pour
I’enzyme hépatique « fumarylacetoacetate hydrolase » (FAH) - ce qui conduit a la mort des
hépatocytes murins - ainsi que pour la protéine RAG2 et pour la chaine gamma du récepteur
a I'lL-2 ,ce qui conduit a I'immunodéficience (Dandri and Litgehetmann, 2014). Les deux
permettent I'’étude de I'infection mais pas des interactions avec le systeme immunitaire.

Un modéle de souris BALB/c Rag2-/- IL2rg7"NOD.sirpa uPA doublement humanisé comportant
un foie et un systeme immunitaire humain suite a la co-transplantation de cellules souches
hématopoiétiques (HSC) et d’hépatocytes humains a été généré (Strick-Marchand et al.,
2015). Ce modeéle permet d’étudier les réponses du systéme immunitaire dirigées contre le
virus et de tester des stratégies immuno-thérapeutiques (Figure 18) (Dusséaux et al., 2017;
Strick-Marchand et al., 2015).
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Figure 18 Différences entre les différents modéles de souris existant (adapté de(Allweiss and Dandri, 2016))
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Chapitre 2 L'infection par le virus de ’hépatite B

I. De ladécouverte du virus de I’hépatite B au vaccin

1. De la découverte au Prix Nobel

Tout a commencé grace aux travaux qu’effectuait Baruch Blumberg sur la variabilité de
certaines protéines du sang dans des populations tres diverses dans le monde. Son étude était
basée sur du sang de patients polytransfusés, car celui-ci comporte une forte quantité
d’anticorps dirigés contre les protéines étrangéres au systeme immunitaire du patient (Allison
and Blumberg, 1961). La détection d'une bande d'immunoprécipitation lorsque le sérum d'un
patient atteint de leucémie et polytransfusé a été testée avec le sérum d'un Aborigéne
australien a conduit a la découverte de I'antigéne « Australia ». Cet antigéne était absent chez
les individus sains, mais trés présent chez des patients atteints de leucémie aigué et associé a
une atteinte hépatique (Blumberg et al., 1967). Cet antigene est utilisé pour le dépistage de
I’'hépatite B dans le sang lors de transfusions sanguines. Ensuite une étude au microscope
électronique permis de visualiser le virus sous la forme de particules nommées par la suite
« particules de Dane » du nom du scientifique qui fit cette découverte (Figure 19) (Dane et al.,
1970). Blumberg recu en 1976 le Prix Nobel de Médecine pour ses découvertes sur HBV.

Figure 19 Cryoelectron micrograph (cryo-EM) de virions isolé a partir de patients infecté chroniquement, on
distingue les particules de Dane et les particules subvirales (Selzer and Zlotnick, 2015)

2.  Classification/Génotype

Tous les virus qui s’apparentent au HBV sont classés dans la famille des Hepadnaviridae (Figure
20). Cette famille regroupe les virus a ADN de petite taille (3-3,3kb). Il s’agit de virus
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hépatotropes, qui possédent la méme structure et un cycle de réplication comportant une
étape de rétrotranscription.

Cette famille comporte deux genres que sont les orthohepadnavirus et les avihepadnavirus
(Fauguet and Mayo, 2005).

Les avihepadnvirus regroupent les hepadnavirus aviaires. Ce genre est principalement
composé du « Heron Hepatitis B Virus » (HHBV) et du « Duck Hepatitis B Virus » (DHBV). Les
orthohepadnavirus quant a eux infectent les mammiféres. On retrouve dans ce genre HBV,
mais aussi les virus apparentés infectant les primates supérieurs (chimpanzé) ou encore des
rongeurs comme la marmotte d’Amérique infectée par le « Woodchuck Hepatitis Virus »
(WHYV) (Seeger et al., 2013).
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Figure 20 Arbre phylogénique des différents genre d'Hepadnavirus (adapté de (Seeger et al., 2013))

En ce qui concerne HBV, plusieurs isolats ont été retrouvés dans le monde. lls sont classés en
8 génotypes principaux (A a H) et deux génotypes mineurs (I et J). Leur appartenance a un
génotype est définie selon la divergence génétique entre les isolats. Les génotypes peuvent
avoir des sous génotypes. Les génotypes A a D sont les mieux caractérisés. La répartition
géographique des différents génotypes est représentée dans la Figure 21 (Kramvis, 2014). Les
patients infectés par les génotypes A, B et F ont plus fréquemment une séroconversion
spontanée de I’'HBeAg tandis que le génotype D développe trés fréquemment le mutant
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HBeAg (-). L'infection avec une souche virale de génotype E est associée a une charge virale
élevée et une plus haute fréquence d’HBeAg positifs. Les génotypes Al, C, B2-B4, F1 et D sont
associés a un risque plus élevé de développer une cirrhose et I’'HCC (Kramvis, 2014). Le
génotype G est fréquemment trouvé dans les co-infections du HBV avec le virus de
I'immunodéficience humaine (HIV) avec une incidence accrue de fibrose avancée (Tong and
Revill, 2016). Le génotype | est issu d’un isolat vietnamien mais possede peu de divergence
génétique avec le génotype C. Le génotype J a été isolé a partir d'un patient Japonais et
certaines régions sont trés proches d’un virus infectant I'orang-outan. Ces deux génotypes
sont considérés « putatifs » du fait de leur manque de diversité génétique (Kato et al., 2016).

Figure 21 Cartographie de la répartition des différents génotypes d'HBV dans le monde (adapté de (Petit and
Trepo, 2014))

3. Transmission

Le HBV est transmis par voie périnatale (de la meére a I'enfant) ou de maniéere horizontale via
une exposition a du sang infecté.

Le risque de transmission par la mere est de 90% en Asie, car les meres posseédent souvent un
fort titre d’'HBV dans le sang. (Seeger et al., 2013). D’autres voies peuvent étre aussi source de
contamination, par exposition percutanée, a travers les muqueuses, lors des écoulements
menstruels ou via des sécrétions vaginales et séminales. Le risque de transmission lors de
transfusions sanguines a beaucoup diminué depuis la mise en place de tests de dépistage
sérologique dans les années 1970 puis de tests d’amplification des acides nucléiques (« nucleic
acid testing » (NAT)). Le virus peut aussi se transmettre lors d’injection de drogues, de
tatouages, d’acuponcture si le matériel est réutilisé et contaminé. Une transmission

40



nosocomiale peut aussi se produire lors d’hémodialyse ou de transplantation (Seeger et al.,
2013; OMS).

4., Les vaccins

L'induction de la mémoire immunitaire dirigée contre les antigenes HBs et la génération
d’anticorps anti-HBs est cruciale pour la protection contre HBV. Les antigenes pre-S semblent
importants pour l'induction des lymphocytes T-helper afin de produire des anticorps dirigés
contre le virus (Shouval, 2003).

La démonstration dans les années 70 que les patients qui ont guéri d’'une infection aigué par
HBV possedent dans leur sérum des anticorps reconnaissant I'HBsAg du virus - ceci induisant
une immunité protectrice contre HBV - a ouvert la voie au vaccin contre le HBV. Deux vaccins
de premiére génération contenant des antigenes HBs purifiés a partir du sérum de patients
ont été développés en France et aux Etats-Unis (Maupas et al., 1981; Szmuness et al., 1980).

La deuxieme génération a été produite par les techniques de recombinaison de I’ADN chez Ia
levure. Les deux principaux vaccins sont I'Engerix-B (SmithKline Biologicals, Belgique) et le
RECOMBIVAX HB-Vax Il (Merck&Co, USA). Ces deux vaccins contiennent de S-HBsAg non
glycosylé qui est sécrété par les levures lors de la production et contiennent I'alun comme
adjuvant (Stephenne, 1990). Il y a actuellement 140 pays ou la vaccination contre HBV est
présente surtout chez les enfants et les personnes a risque.

Cependant il y a des personnes chez qui la vaccination n’est pas assez efficace (« non
répondeurs ») avec des taux d’anticorps anti-HBs inférieurs a 10 Ul/ml et qui restent a risque
d’infection.

Il. Histoire naturelle de linfection par le virus de
I’hépatite B

1. L'infection aigué

L'infection aigué est asymptomatique dans 60 a 80% des cas. L'HBsAg va apparaitre dans le
sang au cours des 10 semaines suivant I'infection suivi par I'apparition des anticorps anti-HBc
et la positivité de I’ADN viral (HBV DNA) (Figure 22). Pendant cette période, il y a une
augmentation du taux des «transaminases alanine aminotransférase » (ALAT) et des
« aminotransférases aspartiques » (ASAT) (Dény and Zoulim, 2010). Dans les cas
symptomatiques, il y a apparition d’une jaunisse avec une forte fatigue associée, le foie a la
palpation peut étre sensible et plus gros. La résolution de I'infection est accompagnée par la

41



diminution de la charge virale, une séroconversion en anti-HBe et la normalisation des ALAT
(Seeger et al., 2013). Dans 0,1% des cas une forme fulminante d’hépatite peut survenir.

Infection aigué

Symptoms

[HBeAg | anti-HBe ]
Total anti-HBc

HBsAg IgM anti-HBc

4
0 4 8 24 32 52 100

Semaines post-infection

Figure 22 Profils sérologique lors de I'infection aigué par HBV (adaptée de (Seeger et al., 2013))

Les différents biomarqueurs sérologiques du HBV au cours des infections aigues, infections
résolues et chez les sujets vaccinés sont résumés dans le tableau ci-dessous (Tableau 1).

2.  Llinfection chronique

L'infection chronique est définie par la persistance de I'HBsAg dans le sérum au-dela de 6 mois
aprés la contamination (Figure 23). Les patients chroniquement infectés sont positifs pour les
anticorps dirigés contre la protéine core (HBc) mais négatifs pour les immunoglobulines anti-
HBc de classe M (IgM). On estime que plus de 250 millions de personnes a I'échelle mondiale
sont infectées chroniquement par HBV. 90% des nouveaux-nés infectés pendant la période
périnatale vont développer une infection chronique, contre 30% des enfants infectés entre 1
an et 5 ans. Le risque de chronicité chez I'adulte immunocompétent est estimé a 5%, mais
varie selon la population et les modalités de transmission de |'infection.

Infection chronique

Symptomg

[ HBe |
Total anti-HBc

HBsAg

0 4 8 24 32 52 100

Semaines post-infection

Figure 23 Profils sérologiques lors de I'infection chronique par HBV (adapté de (Seeger et al., 2013))
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L'infection chronique est caractérisée par différentes phases (Tableau 1) (Lampertico et al.,
2017):

- Phase 1:infection HBV chronique HBeAg positive (« immuno-tolérance ») ;
- Phase 2 : hépatite B chronique HBeAg positive (« phase immunoréactive ») ;
- Phase 3 : infection HBV chronique HBeAg négative (« porteurs inactifs ») ;

- Phase 4: hépatite B chronique HBeAg négative;

- Phase 5: phase HBsAg négative (« infection HBV occulte »)

HBeAg positif HBeAg négatif

Infecton >~~~ = = Infection Personnes
aigue Infection Hépatite Infection Hépatite résolue vaccinée
chronique chronique chronique chronique
Haut Négatifs Négatifs
HBsAg Positifs Haut Intermédiaire Faible Intermédiaire anti-HBs anti-HBs
> 10 Ul/ml > 10 Ul/ml
Anti-HBc
HBeAg Positifs Positif Positif Négatif Négatif I_ .
positifs
ADN HBV Positif >107 Ul/ml 104-107 Ul/ml <2000 Ul/ml >2000 Ul/ml Négatifs
Norma
ALT j ’u/ Normal Elevé Normal elevé Normaux
élevé
Maladie du . Modéré Modéré
) Nul/minimal N Nul BN
foie sévere sévere
HBeAg
. Immune L.
Ancienne Immune . . . . négatifs
. . , réactive Patient inactif L
terminologie tolérant . hépatite
HBeAg positif .
chronique

Tableau 1 Les différentes phases d'infection d'HBV (adapté de (Zoulim et al., 2018))

lll. Les cibles thérapeutiques

1. Letraitement de l'infection chronique

Le but principal de la thérapie antivirale est de supprimer la réplication du virus et
I'inflammation hépatique, ainsi que de limiter la progression de la maladie hépatique. Bien
gue le traitement antiviral diminue le risque de HCC, il ne I’élimine pas entiérement. Dans la
grande majorité des cas le traitement antiviral ne permet pas I'élimination du virus, qui
persiste dans les hépatocytes sous sa forme de minichromosome (ADNccc).

L'indication au traitement, a la fois dans les cas HBeAg positifs et HBeAg négatifs, est basée
principalement sur trois critéres : le taux d’ADN viral, le taux d’ALT dans le sérum et la sévérité
des dommages du foie (Zoulim and Durantel, 2015).

Indépendamment du statut HBeAg, il y a deux stratégies de traitement : un traitement de
courte durée avec de l'interféron a pégelé (PEG-IFN-a) ou un traitement de longue durée avec
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un analogue de nucléos(t)ides (NUC) (Lampertico et al., 2017; Trépo et al., 2014; Zoulim and
Durantel, 2015) (Figure 24).

L'avantage de I'IFN-a est qu’il n’induit pas de résistance et qu’il posséde une activité antivirale
et immunomodulatrice. Cependant il nécessite une administration parentérale par injection
sous-cutanée et peut avoir des effets indésirables comme des nausées, dépressions et il est
contrindiqué chez des patients avec une cirrhose décompensée (Trépo et al., 2014). Le but du
traitement au PEG-IFN-a est de réduire la charge de I’ADN viral dans le sang en dessous de
2000 Ul/ml (Lampertico et al., 2017).

Les NUCs inhibent I'activité polymérase ainsi que la reverse transcription de I’ARN pré-
génomique en ADN. En plus de diminuer I'inflammation du foie, le traitement antiviral de
longue durée peut ralentir la progression de la cirrhose. Différents NUCs sont disponibles.
L'Entécavir et le Ténofovir induisent trés peu de résistance et sont désormais les traitements
de choix. La Lamivudine est peu co(iteuse mais induit trés fréquemment une résistance dans
le cas de monothérapie longue. L’Adéfovir est associé a un taux de résistance intermédiaire
et présente une toxicité rénale plus élevée (Zoulim and Durantel, 2015). Le but du traitement
avec les NUCs est d’aboutir a une charge virale négative. Une mauvaise réponse au traitement
est définie par une diminution de moins d’un log10 du taux d’ADN viral dans le sérum apres
trois mois de traitement (Lampertico et al., 2017).
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Figure 24 Traitements utilisés lors de I'infection chronique (adapté de (Lok et al., 2017))
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Les grands progres dans la compréhension des interactions HBV-h6te et des mécanismes
moléculaires sous-tendant le cycle viral ont permis de développer de nouvelles stratégies
thérapeutiques telles que les inhibiteurs d’entrée, les inhibiteurs de I'assemblage des
capsides, les ARN interférant, des stratégies basées sur I'édition de genes et des stratégies
d’'immunomodaulation (Schinazi et al., 2018)). Ce domaine est en continuelle évolution et un
apercu actualisé des différents antiviraux en cours de développement peut étre consulté sur
le site http://www.hepb.org/treatment-and-management/drug-watch/ (Figure 25).
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Figure 25 Schéma représentant les nouvelles cibles thérapeutiques (adapté de (Lok et al., 2017)
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Chapitre 3 Virus de I'"hépatite B, épigénétique et
carcinome hépatocellulaire

I. Modifications épigénétiques

L’épigénétique est définie comme I'étude des changements dans l’'activité des génes,
n‘impliquant pas de modification de 'ADN et pouvant étre transmis lors de la division
cellulaire. On distingue différentes modifications épigénétiques qui sont les méthylations de
I’ADN et les modifications des histones. Au vu de leur réle important dans I'expression des
génes les ARN non-codant (ncRNA) peuvent également étre considérés comme des acteurs
épigénétiques (Figure 26).

L'objet de I'épigénétique concerne l'indexation du génome en fonction de la probabilité
d'utilisation du matériel génétique pour la transcription et I’expression des génes. La nécessité
d'un tel systéme est apparue avec |'évolution des eucaryotes, qui doivent contenir une
quantité accrue de matériel génétique dans l'espace confiné du noyau (Figure 26). La
condensation et l'indexation du génome sont des fonctions de la chromatine, le complexe
nucléoprotéique formé par I'ADN, les histones, qui sont les protéines architecturales de la
chromatine, et de protéines non-histones.

La chromatine joue un role essentiel pas seulement dans la transcription mais aussi dans
nombreux autres processus physiologiques tels que la réplication et la réparation de I’ADN.
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Figure 26 Représentation des modifications épigénétiques dans des cellules humaines normales
(adapté de((Baylin and Jones, 2011))
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1. Méthylation de ’'ADN

La méthylation de I'ADN est la seule modification épigénétique qui affecte directement la
molécule d’ADN et joue un rble essentiel dans divers processus biologiques tel que le
développement, I'inactivation du chromosome X et I'empreinte génomique parentale.

Les méthyltransférases de ’ADN (DNMTs) sont capables de modifier I’ADN en transférant un
groupe méthyl (-CH3) du donneur de méthyl S-adénosyl-méthionine (SAM) au carbone 5 des
résidus cytosines de I’ADN. Cette modification chimique de I’ADN n’influence pas la séquence
d’acide nucléique. Cette réaction survient essentiellement sur les résidus cytosine de di-
nucléotides palindromiques 5’-CG-3’ appelés dinucléotides CpG (Jones, 2012).

a. Les différents types de méthylation de I’ADN

Il existe principalement deux types de méthylation, la méthylation de novo et la méthylation
de maintenance.

- La méthylation de novo est catalysée par DNMT3A et DNMT3B et consiste en I'addition de
groupement méthyl sur les cytosines des dinucléotides CpG localisés sur les deux brins d’ADN.
DNMTS3L, qui ne posséde pas d’activité enzymatique, joue le role de cofacteur. La méthylation
de novo joue aussi un rble important lors de la gamétogenése et de I'embryogenese
(Robertson and Jones, 2000). Dans les cellules germinales, un mécanisme particulier
impliquant des petits ARN nommé piwi-interacting RNAs (piRNAs) a été décrit. Les piRNA
semblent aussi recruter les DNMT3A et DNMT3B pour induire la méthylation de novo au
niveau des transposons (Aravin and Bourc’his, 2008).

- La méthylation de maintenance implique I’'ajout d’un groupement méthyl sur la cytosine d’un
dinucléotide CpG localisé sur le brin néo-synthétisé de I’ADN en regard d’un dinucléotide CpG
méthylé sur le brin parental (Jones, 2012). L'enzyme majeure lors de la méthylation de
maintenance est DNMT1 qui posséde une affinité pour I’ADN hémiméthylé et est présente au
niveau de fourches de réplication de I’ADN (Liang and Weisenberger, 2017).

b. Les sites de méthylation de ’ADN

Les dinucléotides CpG sont enrichis dans les « flots CpG » (CGl), des régions de petite taille
(0,2-2 kilo bases) qui ont une teneur en GC supérieure a 50% et un rapport de CpG sur GpC
d’au moins 0,6 et que I'on trouve dans 60 % des promoteurs chez I'Homme. Ils sont
principalement présents au niveau des sites d‘initiation de la transcription (« transcription
strat site » (TSS)) mais ils peuvent aussi se trouver au niveau des régions intergéniques ou
intragéniques.

La méthylation de I’ADN est une marque répressive et la méthylation d’un ilot CpG est
généralement incompatible avec I'activité transcriptionnelle (Liang and Weisenberger, 2017).
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Alors que la méthylation de ’ADN en proximité de TSS bloque l'initiation de la transcription
tandis que les méthylations d’ADN dans les régions intragéniques peuvent stimuler
I’élongation de la transcription avec un possible impact sur I’épissage des ARN. Les exons sont
d’habitude plus méthylés que les introns. La forte méthylation au niveau des liaisons exon-
introns suggére encore un role dans |'épissage. |l peut aussi y avoir des méthylations au niveau
des enhancers mais leur conséquences sont moins connues (Jones, 2012).

La méthylation de I’ADN crée des sites de liaison spécifiguement reconnus par les « methyl-
binding proteins » (MBPs). Ces protéines recrutent des complexes de remodelage de la
chromatine et des corépresseurs transcriptionnels qui concourent a I'établissement de
I’hétérochromatine (Fuks, 2005).

La liaison des protéines insulatrices, comme le CCCTC-binding factor (CTCF), aux CGI
organisent ’ADN en boucles d’hétérochromatine transcriptionnellement répressives qui
connectent des enhancers distaux a des promoteurs proximaux (Baylin and Jones, 2011).

La position des nucléosomes (voir plus loin le chapitre 3.1.2.) est dynamique et change pendant
la réplication cellulaire de méme que dans I'expression des génes. Les promoteurs de génes
actifs, particulierement ceux avec des régions riches en CpG et méthylation ADN faible ou
absente, possedent des régions déplétées en nucléosomes (NDRs) en amont de leur TSS. Les
nucléosomes proches de ces NDR sont marqués par la modification histonique H3K4me3, ont
une forte acétylation des lysines et abritent le variant H2A.Z qui déstabilise les nucléosomes
pour faciliter la transcription (Baylin and Jones, 2011).

c. La déméthylation de ’ADN

Il'y a deux mécanismes de déméthylation de I’ADN : la voie active et la voie passive.

La déméthylation passive de I’ADN survient lors d’'un manque de maintien de la méthylation
de ’ADN qui peut étre due a la perte d’expression ou d’activité de DNMT1. Ceci va conduire
lors de division cellulaire a I'obtention d’'un ADN hypométhylé et donc a une possible
activation des genes de la région en question (Jones, 2012).

La déméthylation active de ’ADN est un processus comprenant plusieurs étapes. Il peut faire
intervenir les enzymes de la famille des « Ten Eleven Translocase » (TET) qui comprend TET1,
TET2 et TET3 (Liang and Weisenberger, 2017). Leur fonction est de convertir la 5-
methylcytosine (5mC) en 5-hydroxymethylcytosine (5hmC) en utilisant comme cofacteur
I’acide ascorbique (vitamine C). Par la suite les 5hmC peuvent étre déaminées par les protéines
AID/APOBEC ce qui induit l'apparition de 5-hydroxyméthyluracile (5hmU) et donc un
mésappariement U/G. Les 5mC peuvent aussi étre prises en charge par AID/APOBEC afin
d’étre désaminées ce qui conduit a la mise en place de mésappariement T/G. Les deux types
de mésappariement sont pris en charge par le systeme de « Base Excision Repair » BER (Jones
et al., 2012).
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d. Lerdle de la méthylation de ’ADN dans les cancers

Une méthylation appropriée de I'ADN est essentielle au développement et au bon
fonctionnement des cellules. Par conséquent, toute anomalie dans ce processus peut
entrainer diverses maladies et notamment le cancer. Les cellules tumorales sont caractérisées
par un méthylome différent de celui des cellules normales et on peut observer a la fois des
événements d’hypométhylation et d’hyperméthylation dans le cancer. En général, une
diminution globale de la teneur en CpG méthylée est observée. Ce phénomeéne contribue a
I'instabilité génomique et, moins fréquemment, a I'activation d’oncogénes réprimés dans les
cellules normales. D'autre part, I'hyperméthylation de CGI dans les promoteurs de genes
spécifiques s'est révélée étre une caractéristique essentielle de nombreuses cellules
cancéreuses. Un nombre croissant de geénes, qui agissent principalement comme
suppresseurs de tumeurs dans les tissus normaux, a été rapporté comme étant inactivés par
un mécanisme de méthylation de I'ADN pendant la tumorigenese.

Dans une cellule normale, I'hnétérochromatine péricentromérique est fortement méthylée. Les
séquences satellites, les séquences génomiques répétitives (telles que les éléments LINE, SINE,
IAP et Alu) sont silencieuses, garantissant ainsi l'intégrité et la stabilité génomiques. Dans une
grande variété de tumeurs, cependant, ce mécanisme est perturbé et il y a une perte de
méthylation de I'ADN de régions normalement inactivées. En conséquence, les risques de
recombinaison mitotique non souhaitée sont plus grands. Les éléments transposables sont
ensuite réactivés et peuvent s'intégrer a des sites aléatoires du génome, ce qui entraine une
mutagenese et une instabilité génomique. Cela peut arriver dans le développement de la
tumeur ou étre associé aux stades ultérieurs de la progression tumorale. Par exemple, la perte
de méthylation de I'ADN de Sat2 (satellite juxtacentromérique 2) et Sata (satellite
centromérique a) dans le cancer du sein est liée au développement précoce de la tumeur,
tandis que dans le cancer de l'ovaire, elle contribue a la progression tumorale et a été
proposée comme marqueur pronostic (Costa et al., 2006; Widschwendter et al., 20043,
2004b).

L'hypométhylation de I'ADN de genes individuels est plut6t rare et la majorité des promoteurs
affectés par la perte de méthylation de I'ADN appartient a des genes spécifiques d’un tissu.
Par exemple, dans le mélanome et le cancer colorectal, les antigenes MAGE associés au
mélanome sont réactivés par hypométhylation de I'ADN de la région promotrice (Kim et al.,
2006; Weber et al., 1994). La perte de méthylation de I'ADN dans le promoteur du géne CDH3
entraine une surexpression de la P-cadhérine dans les carcinomes colorectaux et du sein. En
conséquence, une polarité cellulaire diminuée favorise l'invasion, la motilité et la migration
des cellules, associées a une survie pire des patients (Milich and Liang, 2003; Paredes et al.,
2005; Ribeiro et al., 2010). L'hypométhylation de I'ADN pourrait étre aussi impliquée dans la
résistance aux médicaments anticancéreux. Par exemple, le promoteur du géne de la
multirésistance aux médicaments 1 (MDR1) est hypométhylé dans les cellules cancéreuses du
sein (Baker et al., 2005; Chekhun et al., 2006; Sharma et al., 2010).

Aucune enzyme de déméthylation active n'a été découverte qui pourrait expliquer
I'hypométylation de I'ADN dans le cancer. En outre, il n’existe aucune preuve claire d’une
réduction de I'activité des DNMT dans le cancer mais plut6t une surexpression de ces enzymes
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a été rapportée dans plusieurs cancers (Ahluwalia et al., 2001; Lin et al., 2007; Roll et al., 2008).
Le mécanisme de I'hypométhylation dans le cancer n'est pas completement compris.
L'hypothese la plus créditée relie I'hypométhylation a I'expression de variants inactifs de
DNMT3B qui pourrait titrer les partenaires de liaison a DNMT3B ou faire concurrence a la
forme active pour se lier aux séquences d'ADN cibles. L'implication des variants inactifs de la
DNMT a été démontrée dans la leucémie et le carcinome hépatocellulaire HCC (Saito et al.,
2002).

Malgré I’"hypométhylation globale, certains génes sont inactivés par I’lhyperméthylation des
CGl dans leurs régions régulatrices, qui ne sont pas méthylées dans les correspondants tissus
non malins. Ce type de répression épigénétique a été mis en évidence pour la premiere fois
dans les études sur des patients atteints de rétinoblastome, dans lesquels I'hyperméthylation
du promoteur du gene suppresseur de tumeur du rétinoblastome (RB1) a été découverte
(Greger et al., 1989). Depuis lors, un grand nombre de génes suppresseurs de tumeurs inhibés
par I'hyperméthylation de I'ADN dans les tissus tumoraux a été identifié et la répression
associée a la méthylation de I'ADN joue un role crucial dans la tumorigenése et constitue une
caractéristique de tous les cancers chez I'Homme (Esteller, 2008) (Tableau 2).

Les génes qui acquierent une hyperméthylation dans les régions régulatrices sont impliqués
dans diverses voies cellulaires importantes. Deux génes clé liés au cycle cellulaire, les
inhibiteurs de la kinase dépendante des cyclines p16INK4a (CDKN2A) et p15INK4a (CDKN2B),
qui contrélent la progression de G1, sont inhibés par la méthylation de I'ADN dans différents
types de cancer. De nombreux genes associés aux processus de réparation de I'ADN sont
également hyperméthylés dans les tissus tumoraux. C'est le cas de la MGMT (0-6-
méthylguanine-DNMT) qui, dans les tissus normaux, neutralise |'effet négatif de I'alkylation de
I'ADN et s'est révélée étre réduite au silence dans de nombreux types de carcinomes (Esteller
et al., 1999; Weller et al., 2010). Une réparation défectueuse des mésappariements de |'ADN
est observée dans une portion significative des cancers gastriques et est associée a une
hyperméthylation de MLH1 (Fleisher et al., 2001). Le profil de méthylation de BRCA1, qui est
impliqué dans la réparation de I'ADN des coupures double-brin, de la transcription et de la
recombinaison, a également été bien étudié dans les cancers du sein et de |'ovaire (Catteau
and Morris, 2002). La répression par hyperméthylation de I'ADN de génes impliqués dans
I'adhésion cellulaire CDH1 (E-cadhérine) et CDH13 (H-cadhérine) peut entrainer une invasion
et/ou une métastase, et donc une progression tumorale (Katoh, 2005; Kim et al., 1999).
Certains des genes hyperméthylés dans le cancer sont liés a la survie des cellules cancéreuses
car ils ont des fonctions pro-apoptotiques, par exemple, la « protéine kinase 1 associée a la
mort » DAPK1 (Gordian et al., 2009; Michie et al., 2010). Des facteurs de transcription (par
exemple, GATA4 et GATAS) ou des génes impliqués dans différentes voies de signalisation (par
exemple, ESR1, RARB2 et CRBP1) sont aussi souvent hyperméthylés dans le cancer (Akiyama
et al., 2003; Esteller, 2003; Widschwendter et al., 2004a, 2004b).

En effet, on dénombre beaucoup plus de modifications du statut de méthylation de I’ADN
dans les cancers que de mutations somatiques. Des « CpG Island Methylator Phenotype »
(CIMP) ont été caractérisés dans des cancers du cerveau, du sein, de 'endomeétre et de
I’estomac.
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Il convient aussi de mentionner que s’il existe un sous-ensemble de génes hyperméthylés dans
de nombreux types de tumeurs (par exemple, p16INK4a), dans I'ensemble, chaque type de
cancer peut étre défini par un «méthylome» spécifique corrélé avec I'invasion de la tumeur et
le résultat clinique (Liang and Weisenberger, 2017).

Fonctions Cancer Cancer Cancer Leucémie/ Cancer
du du dela Lymphome du
sein poumon prostate colon
APC Antagoniste de la voie de signalisation Wnt qui X X X - X
est impliqué dans la migration cellulaire et
I'adhésion
BMAL1 Composant principal de I’horloge circadienne - - - X -
BRCA1 Réparation de ’ADN double brin, Tanscription X — — — —
CDH1 E-cadherin, adhésion cellulaire X X X X X
CDH13 H-cadherin, adhésion cellulaire X X - X X
CDKN2A Inhibiteur de CDK4, control de la progression du X X X Xa X
(p16INK4a) | cycle cellulaire G1
CDKN2B Inhibiteur de CDK4 et CDK6, control de la - - - Xb -
(p15INK4b) progression du cycle cellulaire G1
p14ARF Control de la progression du cycle cellulaire G1, - - - - X
stabilisant de la protéine suppresseur de
tumeur p53
COX2 Cyclooxygénase, biosynthése des - - - - X
prostaglandines
CRBP1 Transport du rétinol nécessaire a la croissance - - - X X
ou a la différenciation des tissus épithéliaux
DAPK1 Médiateur positif de la mort cellulaire - X - X X
programmée induite par l'interféron y
ESR1 Récepteur d'cestrogene, régulation de X X X X -
I'expression génique
GATA4 Famille GATA de facteurs de transcription a - - - - X
doigts de zinc
GATA5 Famille GATA de facteurs de transcription a - - - - X
doigts de zinc
GSTP1 Métabolisme, détoxification et élimination de - X X - -
composés étrangers génotoxiques
HIC1 Facteur de transcription X X - X X
IGFBP3 Protéine de liaison au facteur de croissance = X = = =
analogue a l'insuline
MGMT Réparation de I’ADN - X - Xa X
MLH1 Réparation des mésappariements d'ADN, - - - - X
signalisation des dommages a I'ADN
NORE1A Homologue de I'effecteur Ras - X - - -
PYCARD TMS1 / ASC, voies de signalisation apoptotiques X X - - -
RARB2 Le récepteur de I'acide rétinoique limite la - X - X X
croissance de nombreux types de cellules en
régulant I'expression des genes
RASSF1A Inhibe I'accumulation de cycline D1, impliquée X X X X X
dans l'arrét du cycle cellulaire a la transition de
phase G1 /S et la réparation de I'ADN
TLE1 Homologue de Groucho - - - X -
TP73 Famille de facteurs de transcription p53, - - - X -
réponse apoptotique aux dommages de I'ADN

X, a signalé une hyperméthylation fréquente . 2une méthylation de I'ADN uniquement dans les lymphomes. ® Méthylation de I'ADN uniquement dans
la leucémie.

Tableau 2 Exemples de répression génique par hyperméthylation des iles CoG dans le promoteur dans les types
de cancer les plus fréquents (adapté de (Kulis and Esteller, 2010))
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2.  Moadifications post-traductionnelles des histones

Le nucléosome est I'unité de base de la chromatine. Il est composé d’un octamere d’histones
(H3, H4, H2A, H2B) autour duquel s’enroulent 147 paires de bases d’ADN. Le domaine central
des histones est trés conservé mais leur partie N-terminale dépourvue de structure secondaire
est variable. Les modifications intervenant sur les extrémités N-terminales (ou « queues ») des
histones H3 et H4 peuvent étre associées a I|‘euchromatine (régions ouvertes,
transcriptionnellement  actives) ou a  I’hétérochromatine  (régions  fermées,
transcriptionnellement réprimées) (Margueron and Reinberg, 2010).

Les PTM sur les résidus acides aminés de queue d’histones sont en mesure d’étre établies
simultanément sur plusieurs sites. Ces modifications permettent d’établir la structure et la
fonction de la chromatine sur une région donnée et elles constituent le « code histone »
(Jenuwein and Allis, 2001).

a. Acétylation des histones

L'acétylation des histones est un mécanisme dynamique contrélant [’activation
transcriptionnelle. Deux familles d’enzymes modulent I'acétylation des histones : les histones
acétyl-transférases (HAT) et les histones déacétylases (HDAC) (Tableau 3).

Il existe deux types de HAT, les types A et B. Les deux utilisent comme cofacteur I'acétyl-CoA
et catalysent le transfert d’'un groupe acétyle de celui-ci vers un groupement g-aminé de la
chaine latérale de résidus lysines spécifiques. Ils neutralisent ainsi la charge positive des
résidus lysines ce qui affaiblit I'interaction électrostatique entre I’ADN et les histones cibles
relaxant la structure de la chromatine qui devient accessible (Bannister and Kouzarides, 2011).

Les HAT de type B sont plutot cytoplasmiques et ils acétylent seulement les histones
nouvellement formées et libres avant leur transport vers le noyau (Xhemalce et al., 2006). Les
HAT de type A ont une localisation nucléaire et peuvent étre divisés en 3 sous-groupes en
fonction de leur séquence d’acides aminés : «GCN5-related N-acétyltransférases » (GNAT) ;
« MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2 et Tip60 » (MYST), « p300 CREB binding protein » (p300/CREB). Les
HAT de type A sont souvent associés a des complexes multi-protéiques (Bannister and
Kouzarides, 2011).
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Histone Site modifié Enzyme Fonction

H1 Ser27 Activation transcriptionnelle décondensation de la chromatine
H2A Lys5 Tip60, p300/CBP Activation transcriptionnelle

Lys5 p300, ATF2 Activation transcriptionnelle
hE Lys12 p300/CBP, ATF2 Activation transcriptionnelle

Lys15 p300/CBP, ATF2 Activation transcriptionnelle

Lys20 p300 Activation transcriptionnelle

Lys9 Gcen5, SRC-1 Activation transcriptionnelle, déposition d'histone

Gcen5, PCAF, Esal, Tip60,

Activation transcriptionnelle, réparation de I'ADN,
SRC-1, Elp3, Hpa2, P P

Lys14 hTFIIC90, TAFL, Sas2, transcription ARN rl)':LICIrilcl)lrgifir;ZSition d'histone sur
H3 Sas3, p300
Lys18 Gcen5, p300/CBP Activation transcriptionnelle, réparation de I'ADN ; réplication
Lvs23 Gen5, SAs3, Aéposition d'histone, activation transcriptionnelle, réparation
Y 0300/CBP de I'ADN
Lys27 Gen5 Activation transcriptionnelle
Lvs5 Hatl, Esal, Tip60, ATF2, Déposition d'histone, activation transcriptionnelle, réparation
¥ Hpa2, p300 de I'ADN
Gcen5, PCAF, Esal, Tip60, .. oL . .
» Lys8 anTFZ, EIp;apSOIg Dctivation transcriptionnelle, réparation de I'ADN
Lys12 Hat1, Esal, Tip60, Hpa2, Déposition d'histone, activation transcriptionnelle, réparation
4 p300 de I'ADN, repression des télomeéres
Gen5, Esal, Tip60, L . p .
Lys16 P Activation transcriptionnelle, réparation de I'ADN

ATF2, Sas2
Tableau 3 Liste non exhaustive des acétylations d'histones leurs enzymes et la fonction induite.

Les HDAC catalysent la déacétylation des lysines et restaurent leur charge positive. Ceci
stabilise I'architecture de la chromatine. Les HDAC sont principalement des répresseurs
transcriptionnels. La méme HDAC peut déacétyler plusieurs sites sur une histone (Xhemalce
et al., 2006). Il existe 4 classes de HDAC. Les classes |, Il et IV partagent le méme mécanisme
catalytique qui nécessite un ion zinc mais pas de cofacteur. Les classes | et || comprennent des
enzymes proches de celles de la levure scRdp3, scHdal. La classe IV est composée par une
seule HDAC, HDAC11. La classe Ill, nommée sirtuins, emploie un mécanisme catalytique qui
est NAD+ dépendant (DesJarlais and Tummino, 2016).

b. Méthylation des histones

La méthylation des histones intervient sur les résidus lysine ou arginine des histones, et elle
n’alteére pas la charge globale des histones.

La méthylation des lysines se fait par des « protein lysine methyltransferases » (PKMT) dont
le domaine SET (acronyme de [Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste and Trithorax]) va catalyser le
transfert d’'un groupement méthyl du cofacteur SAM vers un groupe g-aminé de la chaine
latérale des résidus lysines (Bannister and Kouzarides, 2011). Les lysines peuvent étre mono -
di- ou tri-méthylées. Les méthylations associées aux genes actifs de I'euchromatine sont H3K4,
H3K36, H3K79 et celles associées aux régions de |'"hétérochromatine sont H3K9, H3K27 et
H4K20 (Tableau 4). Les marques actives H3K4me2/3 sont enrichies sur les TSS des genes actifs
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et H3K36me3 peut étre enrichie sur le corps de géne du méme géne (Xhemalce et al., 2006).
Les méthylations de lysine peuvent étre inversées par des méthylases de lysines dépendantes
des flavines, les « lysines specific histones demethylases » (LSD). Elles ont pour cofacteur le
FAD et n’interviennent que sur des lysines mono- ou di-méthylées (Ng et al., 2009).

D’autre part la méthylation des arginines est catalysée par les PRMT. Leur domaine SET va
catalyser le transfert d’'un groupement méthyl du cofacteur SAM vers un groupe w-guanidine
de résidus arginine (Bannister and Kouzarides, 2011). Les méthylations des sites H3R17,
H3R36 sont associés a une activation des génes et celles des sites H3R8 et H4R3 sont associés
a une répression des genes (Xhemalce et al., 2006). La famille de protéines qui vont étre
capables d’inverser la méthylation des arginines sont les protéines Jumonji qui sont des
déméthylases dépendantes du 2-oxoglutarate (Ng et al., 2009).

Histone Site modifié Enzyme Fonction ‘
H1 Lys26 Ezh2 Répression transcriptionnelle
Lys4 Set7/9, MLL, ALL-1, Euchromatine permissive
Arg8 PRMT5 Répression transcriptionnelle
Répression transcriptionnelle (tri-Me), répression
Lys9 Suv39h,Clr4, G9a, SETDB1 transcriptionnelle, méthylation de I'ADN,
activation transcriptionnelle
H3 Argl7 CARM1 Activation transcriptionnelle
Lys27 Ezh2, G9a Répression transcripti(')\;;z)elle, inactivation X (tri-
Lys36 Set2 Activation transcriptionnelle
Lys79 Dotl Activation transcriptionnelle
Arg3 PRMT1 Activation transcriptionnelle
Arg3 PRMT5S Activation transcriptionnelle
Y e msoswean Mmoo oo
Lys59 Répression transcriptionnelle

Tableau 4 Liste non exhaustive des méthylations d'histones avec leurs enzymes et leurs fonctions.

c. Autres modifications post-traductionnelles des histones

Il existe d’autres modifications traductionnelles au niveau de histones comme la
phosphorylation, I'ubiquitinylation et la sumoylation.

La phosphorylation des histones se fait sur les sérines, les thréonines et les tyrosines,
principalement sur la partie N-terminale des histones. Ce mécanisme est régulé par des
kinases et des phosphatases. La phosphorylation induit une augmentation de charges
négatives ce qui influence la structure de la chromatine (Oki et al., 2007).

L'ubiquitine est un polypeptide de 76 acides aminés. Trois enzymes (E1 activation, E2
conjugaison et E3 ligation) catalysent I'addition d’ubiquitine aux lysines des histones. La
spécificité de l'ubiquitination est tres majoritairement due a I'E3 ligase qui détermine la
protéine cible (Xhemalce et al., 2006). La mono-ubiquitination des histones H2A et H2B a été
clairement impliquée dans la régulation de la transcription : H2Aub est plus fréquemment
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corrélée a la répression génique, alors que H2Bub est principalement associée a |'activation
de la transcription.

Les enzymes E1, E2 et E3 catalysent également le transfert de la petite molécule « small
ubiquitin-like modifier » (SUMO) sur certains résidus de lysines des queues des histones. La
sumoylation est associée a une répression transcriptionnelle (Bannister and Kouzarides, 2011)
(Tableau 5).

Modification de la Chromatine Résidus modifiés Fonction régulée
Phosphorylation S-ph, T-ph Transcription, Réparation,
Condensation
Ubiquitylation K-ub Transcription, Réparation
Sumoylation K-su Transcription

Tableau 5 Modification des histones et leurs conséquences fonctionnelles adaptée de (Kouzarides, 2007)

d. Modification des histones et cancer

Les profils d'acétylation et de méthylation des histones sont modifiés dans le cancer. Ceci peut
étre induit par deux mécanismes principaux: une altération globale des modifications des
histones qui va affecter I'intégrité du génome ou une altération du programme d’expression
des genes spécifiques, comportant une mauvaise régulation d’oncogenes ou de genes
suppresseurs de tumeurs (Bannister and Kouzarides, 2011) (Figure 27).

Dans les cancers il y a une réduction globale de la monoacétylation H4K16. Cette perte
d’acétylation est médiée par les différentes HDAC qui sont retrouvées surexprimées dans
plusieurs types de tumeurs. Les cellules cancéreuses ont généralement une perte intégrale de
la marque activatrice H3K4me3 et de la marque répressive H4K20me3. En revanche elles
gagnent souvent les marques répressives H3K9me2 et H3K27me3 (Sharma et al., 2010).

Dans la leucémie myéloide aigué, I'oncoprotéine de fusion « mixed lineage leukemia » (MLL)
induit des motifs aberrants de méthylation de H3K9 et H3K4 qui aboutit a 'altération de
I’expression des genes cibles de MLL (Portela and Esteller, 2010).

Egalement dans les tumeurs hématopoiétiques, la Janus kinase 2 (JAK2), une tyrosine kinase
qui joue un role essentiel pour I'hématopoiese normale, est impliquée dans I'altération de
I’hétérochromatine. JAK2 peut phosphoryler la position Y41 de I’histone H3 dans les cellules
hématopoiétiques et cette phosphorylation prévient la liaison entre cette région de H3 et le
répresseur HP1a. Cette modification est impliquée dans la régulation de Imo2, un oncogéne
hématopoiétique clé (Xhemalce et al., 2006).

Dans beaucoup de cancers il y a une dérégulation des méthyl-transférases et en particulier de
EZH2, qui est une sous unité du complexe de répression transcriptionnel PRC2. EZH2 est
responsable de la marque répressive H3K27me3. EZH2 induit la prolifération et la
transformation néoplasique, et est surexprimé dans plusieurs cancers, suggérant une fonction
oncogene. EZH2 a été retrouvé aussi inactivé dans certaines tumeurs myéloides malignes
suggérant que EZH2 puisse jouer un rble de suppresseur de tumeur dans des contextes
spécifiques. Ceci semble indiquer que le taux de H3K27me3 doit étre régulé tres
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minutieusement pour maintenir I’équilibre homéostasique et une perte de cet équilibre induit
le développement de cancers (Bannister and Kouzarides, 2011).

Gene transcriptionnellement actif Geéne transcriptionnellement réprimé Baeraon activatrices
(Géne suppresseur de tumeur) (oncogéne) B i virestiis
Transcription
Cellule saine . . ' . i . .
l Tumorigenése l

Transcription
cancéreuse

Figure 27 Modifications épigénétiques lors de la tumorigenése.

3. Les ARN non codants et le cancer

Seulement environ 1% du génome code pour des protéines, la majorité des transcrits étant
considérée comme des ARN non codant (ncRNA). Les ncRNA peuvent étre divisés en deux
sous-groupes : les ncRNAs de petites tailles (< 200 nucléotides (nt)) qui comprennent les
« short-interfering RNA (siRNA) », les « micro-RNA (miRNA) » et les « PIWI-interacting RNA
(piRNA) », et d’autre part les « long non-coding RNA (IncRNA) » (> 200 nt). Depuis plusieurs
années il a été établi que ces ncRNAs jouent un réle important dans les régulations
épigénétiques, car ils peuvent moduler I'expression des genes et la structure des
chromosomes. Dans cette thése, nous nous intéresserons en particulier aux miRNAs et aux
IncRNAs.

a. Les micro-RNA (miRNA) et le cancer

Les micro-RNA sont de petits ncRNA d’une taille d’environ 22 nucléotides. lls dérivent d’un
transcrit primaire (pri-miRNA) contenant une/des structure(s) en tige boucle. Leur
transcription fait intervenir I’ARN polymérase Il. Dans le noyau, le pri-miRNA est clivé en pré-
miARN d’environ 70 nt par Drosha associée a son co-facteur DGCR8. Le pre-miRNA sera
exporté vers le cytoplasme ou il sera reconnu par Dicer associée a son co-facteur TRBP 27. Le
clivage par Dicer a 22 nt de I'extrémité de la tige du pre-miRNA génére un duplex de miRNA
contenant un brin 5p et un brin 3p. L'un de ces brins sera incorporé dans un complexe RISC
(« RNA induced silencing complex ») comrenant une protéine Argonaute (Ago). Le miRNA cible
des ARNm par complémentarité de séquence grace a sa séquence « seed » ou graine (nt2a 7
ou 8 du miRNA chargé dans le complexe) et permettent d’induire leur répression
transcriptionnelle, leur déadénylation ou leur dégradation (Krol et al., 2010; Mattick and
Makunin, 2005) (Figure 28).
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Figure 28 Schéma de la biosynthése des miRNA (adapté de (Acunzo et al., 2015))

L'expression des miRNAs est régulée au niveau des différents types de cellules et tissus
(Mattick and Makunin, 2005). Les miRNAs peuvent induire le remodelage de la chromatine en
régulant les modifications histoniques. lls peuvent aussi affecter la méthylation de ’ADN en
régulant les méthylases de ’ADN.

Les miRNAs jouent des roles fondamentaux dans la carcinogenése et le développement
tumoral (Calin et al., 2002). Il est possible de distinguer un tissu sain d’un tissu cancéreux en
analysant le profil d’expression des miRNAs.

Les miRNA sont connus pour réguler I’expression des composants du complexe Polycomb. Des
miRNAs dont I'expression est réprimée par des oncogénes ou d’autres acteurs de la
tumorigenése semblent cibler EZH2 induisant sa surexpression (Varambally et al., 2008). Ainsi
il a été montré que miR-214 diminue I'expression d’EZH2 et induit la différentiation des
muscles squelettiques (Peschansky and Wahlestedt, 2014).

Il existe des mutations qui diminuent I'efficacité du processus de maturation des miRNA,
affectant le taux de miRNA matures dans la cellule. Par exemple, une mutation dans I'exportin
5 (géne XPO5) qui va séquestrer le pré-miRNA dans le noyau et empécher la maturation des
mMiRNAs a été observée dans des cancers avec des instabilités des microsatellites (Melo et al.,
2010). Par ailleurs, la diminution de I'expression de Dicer est associée a un mauvais pronostic
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du cancer ovarien et contribue a la résistance aux traitements anticancéreux (Acunzo et al.,
2015; Hayes et al., 2014; lorio and Croce, 2012).

Les nouvelles technologies comme les microarray et le séquencage de nouvelle génération
(« next generation sequencing » (NGS)), permettent de déterminer le profil d’expression de
miRNAs dans des tumeurs solides et de les classer selon ces profils (Acunzo et al., 2015). .

Les miRNAs peuvent étre relargués par les tissus et étre détectés dans les fluides corporels.
Ainsi ils peuvent servir de biomarqueurs afin d’améliorer le diagnostic de certains cancers, de
stratifier des patients, d’évaluer le pronostic et a déterminer I'efficacité des traitements.
(Hayes et al., 2014; lorio and Croce, 2012).

b. Leslongs non-coding RNA (IncRNA) et le cancer

Les IncRNAs sont des transcrits possédant une taille supérieure a 200 nt qui ne codent pas
pour des protéines. lls possedent une structure secondaire relativement stable, ce qui leur
permet de prendre part dans la régulation de différents processus cellulaires. On peut les
classer selon qu’ils sont dans une région intergénique (lincRNA) ou intronique, mais aussi en
fonction de 'orientation du brin d’ADN sens ou antisens (Wang et al., 2017a).

Les modes d’action les mieux décrits des IncRNAs sont les modes d’action signal (« signal »),
leurre (« decoy »), guide (« guide ») et échaffaudage (« scaffold ») (Figure 29) :

Signal
K
Decoy
JW
Guide

Scaffold

Figure 29 Mécanisme d'action des IncRNAs (adaptée de (Wang and Chang, 2011))
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Signal :
La majorité des IncRNAs sont transcrits par la polymérase ARN Il. Les IncRNAs ont une

expression spécifique selon les types cellulaires et répondant a des stimuli, ce qui suggére
que leur expression est sujette a un mécanisme de régulation transcriptionnelle. La
transcription des IncRNAs se fait de maniere précise dans le temps, c’est pourquoi ils
peuvent servir de signal pour répondre a divers stimuli ou a un signal de développement.
Des exemples de IncRNA signal sont le IncRNAs Xist, qui intervient pendant I'inactivation
du chromosome X, ou HOTAIR, qui est un transcrit antisens de Hox qui peut induire la
répression de genes dans la région de HOXD (Wang and Chang, 2011).

Leurre ou « decoy » :

Ce type de IncRNA se lie a une protéine cible pour en réguler I'activité. Ces IncRNAs
modulent l'activité de transcription en séquestrant des facteurs de transcription, des
protéines catalytiques, des sous-unités de complexes modulateurs de la chromatine ainsi
que des miRNAs. Le IncRNA PANDA, par exemple, lie le facteur de transcription NF-YA pour
prévenir 'apoptose médié par p53 (Rinn and Chang, 2012).

Guide :

Les IncRNAs guide interagissent avec des ribonucleoprotéines pour les diriger vers des
génes cibles spécifiques. Ces IncRNAs peuvent agir en cis ou en trans. Au vu des roles de
ces IncRNAs dans la régulation transcriptionnelle, cela induit des modifications dans la
structure de la chromatine qui va avoir des conséquences a distance de la cible. Les IncRNAs
qui agissent en cis lient généralement des complexes polymérase ARN ou de petits ARNs
régulateurs au site actif de transcription. En ce qui concerne le mécanisme en trans, il est
facilité par des duplexes ADN ou des triplexes ARN-ADN-ADN (Moyo et al., 2016; Wang and
Chang, 2011).

Echaffaudage ou « scaffold » :

Ces IncRNAs jouent un réle structural en favorisant 'assemblage de complexes tels que les
complexes de ribonucleoprotéines. Selon la nature des complexes, ils pourront activer ou
réprimer la transcription. Ainsi HOTAIR est capable de lier un complexe formé par PRC2 et
LSD1/CoREST/REST, qui peut réprimer I'expression de génes via différents mécanismes.

Par ailleurs, il a été montré que certains IncRNAs peuvent coder pour de courts peptides qui
peuvent présenter des activités biologiques (Ingolia et al., 2011; Ji et al., 2015).

Les IncRNAs peuvent avoir une fonction de suppresseur de tumeur ou une fonction
oncogénique. lIs ont été associés aux caractéristiques des cancers suivantes : I'autosuffisance
en signaux de croissance, l'insensibilité aux signaux inhibiteurs de la croissance, la capacité a
éviter l'apoptose, la capacité de se répliquer indéfiniment, I'induction de I'angiogeneése et la
capacité a former des métastases (Hanahan and Weinberg, 2011) (Figure 30).

59



(&
2O
Q' 0/
‘e"" o« PCGEM1 cuen 0/"&'}
o —wn o @
M «© PTENPY. PTENmANA 2= ”
LincRNA-p21 — @8 g £ — Biaddar cancer
=
Gass— () —apoptosis Y 1BCALS }__
miRETS LNARi  Doweome

N L H S @) —vetastasis —ﬁmmmt

A ‘®
/ N | ¥y

[ D INK4 locus mut-TERC

\W

anRNA comme k i) j
caractristiques J— &.‘r

wziae’ > de cancer \
\J/ . 2 m -
\ AP P wsm - TERRANMANPAY

\ A NKILA - Motastasis N

b panoa (G2~ apoposis

o
HOTAIR, Chvomatn _ -~y y

DNA y
—~ damage  ICRNAJADE 5
W(ET—@—W Loeacotpaton

y
L INCANA-ROR ﬁ,\ ®
S/, o rmestn | IREREES ~1P53 -~ Apcplosis <&
by, 7 A
e‘ta ot / / b Q\)
Ses | (o\

$0

\%’
?
]

Résistance aux
traitements
0—5
©
2)jepoww|

0
G

Figure 30 Caractéristiques du cancer et IncRNA (adapté de (Renganathan and Felley-Bosco, 2017))

Il. Carcinome hépatocellulaire et épigénétique

1. Inflammation, cirrhose et carcinome hépatocellulaire

a. Lafibrose et la cirrhose

L’histoire naturelle de I'infection chronique par HBV est caractérisée par des phases répétées
d’inflammation qui s"accompagnent de mort et de régénération cellulaire. Le tissu hépatique
peut initialement étre réparé avec une restauration compléte de I'architecture tissulaire mais
si la destruction de cellules hépatiques et I'inflammation demeurent chroniques il y a une
progressive accumulation des constituants de la matrice extracellulaire, se traduisant par une
cicatrisation excessive ou fibrose. La fibrose est un processus évolutif qui peut étre quantifié
et classé en 4 stades allant du stade O (foie non fibrotique) au stade 4 (fibrose avancée ou
cirrhose) (Bedossa, 2015). La cirrhose est le résultat final commun a toutes les maladies
inflammatoires chroniques du foie, indépendamment de leur étiologie. La cirrhose est
considérée comme une condition pré-néoplasique car le développement du HCC est plus
fréquent dans le contexte d’un foie cirrhotique.
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Dans les phases d’infection HBV chronique HBeAg positive (« immuno-tolérance ») et
d’infection HBV chronique HBeAg négative (« porteurs inactifs ») I'inflammation est minime,
alors qu’au cours des phases d’hépatite B chronique HBeAg positive et négative I'inflammation
et 'endommagement tissulaires sont importants (Inoue and Tanaka, 2016). Au stade de
cirrhose le tissu fibreux occupe environ 20 a 40% du foie avec la perte de l'architecture
lobulaire (Bedossa, 2015).

Environ 20% des patients chroniguement infectés par HBV développent une cirrhose au cours
du temps. Le développement de la cirrhose peut étre favorisé par différents facteurs incluant
I'age, le sexe, le statut sérologique HBeAg, la charge virale élevée et le génotype d’HBV (Chu
and Liaw, 2016).

b. Le carcinome hépatocellulaire (HCC)

Les cancers du foie représentent un probléeme de santé publique majeur avec 850 000
nouveaux cas par an. lls représentent la deuxieme cause de mortalité par cancer en raison des
options thérapeutiques limitées (Llovet et al., 2016).

Les principaux facteurs étiologiques associés au développement du HCC sont l'infection
chronique par les virus hépatotropes HBV et HCV, l'exposition aux aflatoxines, la
consommation chronique d'alcool et les stéato-hépatites métaboliques.

L'infection chronique par le HBV et le « hepatitis C virus » (HCV) ainsi que des troubles
métaboliques conduisent a une inflammation chronique, des dommages a I’ADN et des
modifications épigénétiques et génétiques qui perturbent des voies oncogéniques.

- Le HBV est responsable d'environ 50% des HCC dans le monde. Les patients
chroniquement infectés par le HBV présentent un risque de développer un HCC 10 a 25
fois supérieur aux individus non infectés. La suppression de la réplication du HBV par des
NUCs ralentit la progression de la maladie hépatique mais pas le développement de HCC.

Comparées aux HCCs associés a d’autres facteurs de risque, les tumeurs liées a HBV
présentent des taux supérieurs d’anomalies chromosomiques, de mutations inhibitrices
de p53 et de surexpression de génes de progéniteurs hépatiques (Levrero and Zucman-
Rossi, 2016).

L'inflammation chronique et la cirrhose contribuent au potentiel oncogénique d’HBV, mais
plusieurs observations suggerent que le virus joue un réle direct dans le développement
du HCC : a) entre 25 a 30% des HCC liés a l'infection HBV se développent dans un foie non
cirrhotique ; b) il existe une corrélation directe entre le niveau de la charge virale HBV et
le risque de développement du HCC; c) certaines mutations et génotypes viraux
présentent un risque accru de HCC.
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Les mécanismes par lesquels le HBV peut directement contribuer au processus
oncogénique sont : a) l'intégration du génome viral dans le génome de la cellule héte ; et
b) les propriétés oncogéniques des protéines virales.

Des études de séquencage de nouvelle génération de HCCs dus au HBV (Fujimoto et al.,
2012; Sung et al., 2012) ont montré 1) des insertions de HBV dans des exons ou régions
régulatrices de TERT, MLL4 (mixed-lineage leukemia protein 4), CCNE1 (Cyclin 1), SENP5
(Sentrin-specific protease 5), ROCK1 (Rho-associated coiled-coil containing protein
kinase), et 2) des mutations dans des génes codant pour des protéines régulatrices de la
chromatine telles que ARID1A, ARID1B, ARID2, MLL et MLL3 dans 50% des cas.

Les principales conséquences de l'intégration virale sont I'insertion directe dans des genes
importants pour le processus oncogénétique (« mutagenese par insertion »), I'induction
d'une instabilité génétique et la génération de protéines virales (HBx et PreS/S) tronquées
présentant un potentiel oncogéne accru.

La protéine HBx, qui est nécessaire a la réplication du virus, semble aussi jouer plusieurs
roles dans la promotion de la transformation des hépatocytes. HBx contribue a l'instabilité
génomique caractéristique du HCC, et encore plus prononcée dans le cas des HCC liés au
HBV, en induisant des altérations au niveau des centrosomes et en augmentant les erreurs
de ségrégation des chromosomes. HBx peut aussi altérer plusieurs voies de signalisation,
les mécanismes de réparation de I’ADN et I'activité de p53. Enfin, HBx interagit avec
plusieurs facteurs nucléaires et modificateurs de la chromatine, influencant ainsi le
controle épigénétique de la transcription de plusieurs génes de I'hote (Farazi and DePinho,
2006; Xu et al., 2017). Ces mécanismes seront détaillés dans le chapitre dédié.

L’expression prolongée de HBx et/ou des formes tronquées/mutées de PreS2/S dans les
modeles de souris sensibilisent les hépatocytes a d’autres facteurs cancérigénes. Par
ailleurs, plusieurs mutations et délétions dans la région PreS2, qui induisent le stress du
réticulum endoplasmique et I'accumulation d’especes réactives de I'oxygene (ROS), ont
été associées a un risque accru de HCC chez les patients infectés par différents génotypes
dans différentes régions du monde (Europe méridionale, Chine, Afrique sub-saharienne).
En effet, le potentiel oncogénique du HBV est maintenu dans tous les génotypes, mais le
développement de HCC est plus fréquent chez les patients infectés par les génotypes C et
F. Dans le cas du génotype C il semble induire plus d’intégration dans le génome de I'héte,
de cassures double brin dans ’ADN, d’instabilité chromosomique, de dommage a I’ADN et
d’accumulation de ROS, tous facteurs contribuant a un plus grand potentiel oncogénique
(Xu et al., 2017). Enfin, la capacité de HBV a induire ou a favoriser le développement du
HCC est préservée aussi dans le cas de I'infection HBV occulte (persistance de I’ADN viral
intégré et/ou de I’ADNccc chez des patients HBsAg négatifs), soutenant ainsi le réle direct
du virus dans la pathogenése moléculaire du HCC (Ringelhan et al., 2015).

Le HCV est un virus non cytopathique, possédant un génome ARN (+) membre de la famille

des Flaviviridae (Bandiera et al., 2016). Le HCV contribue au développement de HCC
indirectement par l'induction de I'inflammation hépatique chronique et directement via
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ses protéines (Core, NS5A, NS5B...) (Akkari et al., 2012; Simonin et al., 2013). Plus de 95%
des HCC liés a HCV se développent dans le contexte d'une cirrhose.

- L’Alfatoxine-B1 (AFB1) est une mycotoxine produite par les champignons de la famille des
Aspergillus répandue dans certaines régions d’Asie et dans I’Afrique Sub-Saharienne. Ils se
développent souvent dans la nourriture comme le mais et les cacahuétes conservés dans
des conditions humides et chaudes. Le Centre International de Recherche en Cancérologie
(CIRC) a qualifié cette mycotoxine comme un puissant carcinogéne de classe A. Apres
ingestion I’AFB1 est métabolisée dans la cellule, lie I'ADN et provoque des mutations
spécifiques. La mutation du codon 249 dans le gene suppresseur de tumeur p53 est
caractéristique des HCC liés a I'exposition a I’AFB1. Dans le sud de la Chine et dans
certaines régions d'Afrique Subsaharienne, la présence simultanée d’une exposition a
I’AFB1 et de l'infection par le HBV multiplie par 10 le risque de HCC par rapport au HBV
seul.

- La consommation chronique d'alcool est un cofacteur important pour le développement
du HCC chez les patients atteints d’autres maladies chroniques du foie et la cirrhose
alcoolique est en soi une cause importante de HCC.

- La stéatose non alcoolique (non-alcoholic fatty liver - NAFL) est définie par une
accumulation de lipides dans les hépatocytes liée a des altérations du métabolisme des
lipides et du glucose (syndrome métabolique). L'augmentation du nombre de personnes
en surpoids ou obéses a considérablement augmenté la prévalence de cette maladie au
niveau mondial dans les derniéres années. Entre 10 a 20% des patients avec un NAFL vont
développer une forme plus grave de maladie hépatique progressive avec une
inflammation chronique et des altérations cellulaires caractéristiques, appelé stéato-
hépatite non-alcoolique (non-alcoholic steatohepatitis - NASH) qui évolue en cirrhose et
éventuellement en HCC (Castel and Mathurin, 2011; Desbois-Mouthon, 2011).
Notamment, de 20 a 40% des HCC chez les patients avec une NASH peuvent se développer
dans un foie non cirrhotique. Les éléments pathogéniques a I'origine de la cancérogeneése
chez les patients NASH sont I'inflammation chronique avec des taux élevés de cytokines
inflammatoires dans le foie (IL6, TNFa., LTB) et une production élevée des ROS qui causent
un stress oxydatif et I'laccumulation de dommages a I’ADN.

c. Lestraitements

Bien que le risque de développer un HCC peut-étre réduit par le traitement de la cause sous-
jacente (élimination virale ou abstinence alcoolique), il n’existe a ce jour aucune stratégie pour
prévenir le développement de cancer chez les patients avec une fibrose avancée ou une
cirrhose. Un diagnostic précoce permet d’améliorer la prise en charge mais la détection de
petites tumeurs du foie par échographie n’est pas aisée et il n’existe aucun biomarqueur
sérique robuste qui pourrait étre utilisé dans les programmes de dépistage. Les options
thérapeutiques pour le HCC sont limitées et actuellement elles ne sont pas adaptées aux
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différentes étiologies. Les patients éligibles pour un traitement curatif peuvent bénéficier
d’une résection chirurgicale, une ablation par radiofréquence ou une transplantation
hépatique (Galle et al., 2018). Cependant les rechutes sont fréquentes. Chez les patients avec
un HCC avancé, qui ne sont pas éligibles aux traitements curatifs, I'inhibiteur de protéine
kinase Sorafenib, qui cible les récepteurs au VEGF et la kinase c-Raf, permet d’augmenter de
3 mois la survie médiane de ces patients (Ganten et al., 2017). Linhibiteur multi-kinase
regorafenib, utilisé comme traitement de deuxieme intention chez les patients avec une
progression tumorale apres Sorafenib, a montré une augmentation de la médiane de survie
de 10 mois (Finn et al., 2018). Malgré ces avancées et |'espoir suscité par les nouvelles
stratégies immuno-modulatrices basées sur les inhibiteurs de checkpoints des cellules T (anti-
PD1 et anti-PDL1), il y a un besoin médical urgent de découvrir de nouveaux médicaments
efficaces pour le HCC et de définir de nouvelles stratégies de personnalisation du traitement.

2. Epigénétique et carcinome hépatocellulaire

Les modifications épigénétiques tels que la méthylation de 'ADN, les modifications post-
traductionnelles d’histones et des modulations de ['expression génique par ncRNA
surviennent tot au cours du développement du HCC.

La modulation du profil de méthylation dans le génome au niveau des promoteurs représente
une modification épigénétique importante dans les cancers humains. Plusieurs études ont
décrit des méthylations aberrantes dans les HCC (Levrero and Zucman-Rossi, 2016; Singh et
al., 2018; Villanueva et al., 2015). Une liste non exhaustive est présentée dans le Tableau 6.

Le réle que jouent les modifications d’histones dans les maladies du foie et la pathogeneése du
HCC est moins bien connu. Cependant il a été montré que plusieurs HDACs sont surexprimées
dans les HCCs (Lachenmayer et al., 2012; Wu et al., 2010) et un traitement combinant des
inhibiteurs de HDAC et le sorafenib permet d’augmenter I'efficacité du traitement et la survie
dans des modeles d’"HCC in vivo (Lachenmayer et al., 2012) et chez les patients (Bitzer et al.,
2016).

L’activation de EZH2 et du complexe PRC2, due a la surexpression d’EZH2 plutoét qu’a des
mutations activatrices, est fréquemment observée dans les cancers de la prostate, du sein et
dans les HCCs (Simon and Lange, 2008). En tant que sous-unité catalytique de PRC2, EZH2
catalyse la triméthylation de H3K27 (H3K27me3) afin de réprimer I'expression de genes qui
régulent le développement et la différentiation cellulaire. Au cours du cancer, |'activation de
EZH2-PRC2 réprime |'expression de génes suppresseurs de tumeur mais EZH2 peut également
activer la transcription indépendamment de PRC2.

Plusieurs études ont également montré que 20% de toutes les tumeurs, y compris des HCCs
dus a I'abus d’alcool et aux virus des hépatites, comportent des mutations dans des protéines
qui régulent I'organisation et les fonctions de la chromatine (ARID1A, ARID1B, ARID2, MLL, et
MLL3) (Guichard et al., 2012; Li et al., 2011; Sung et al., 2012).
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Chromosome Geéne

1q RASSF5
3p RASSF1
3p ROSSF1A
3p CTNNB1
3p TGF-1Br11
5q APC
8p DLC-1
8p LPTS
8p CSMD1
9% CDKN2A
9p CDKN2B
10q NKX6-2
10q SFRP5
11p KAI1
11p IGF-2
11p TSLC1
164 CDH1
16p AXIN1
16p SOCS-1
22q NEFH

Tableau 6 Liste de genes présentant une méthylation aberrante dans les HCCs (adapté de (Singh et al., 2018;
Villanueva et al., 2015))

3.  HBx, épigénétique et HCC

HBx est connue pour induire de nombreuses modifications dans des voies de signalisation
potentiellement impliquées dans la cancérogenese : a) HBx intervient dans la réponse aux
dommages a I’ADN en réduisant la capacité de réparation; b) HBx conduit au stress oxydatif
et a des dommages dans les mitochondries ; c) HBx interfére avec les voies de signalisation
activées par plusieurs cytokines ; d) HBx posséde des propriétés pro-apoptotiques et anti-
apoptotiques (Figure 31) (Guerrieri et al., 2016; Levrero and Zucman-Rossi, 2016; Liu et al.,
2016; Slagle and Bouchard, 2016).

HBx possede la capacité de modifier la transcription de genes cellulaires en modulant les
modifications épigénétiques via l'interaction avec de nombreux facteurs de transcriptions, et
d’enzymes de modification de la chromatine. HBx peut interférer avec différentes HDAC, les
DNMTs, le complexe Polycomb dont les fonctions sont d’induire des modifications
épigénétiques et d’entrainer des modifications de I'expression des genes - et ainsi engager les
cellules sur la voie de la tumorigenése (Levrero and Zucman-Rossi, 2016).

HBx peut former un complexe avec CBP, p300 et la « methyl-CpG binding domain protein 2 »
(MBD2). Ce complexe est recruté sur les promoteurs P3 et P4 de « I'insulin-like growth factor-
2 » (IGF-2), ce qui va induire des hypométhylations et la transcription des deux promoteurs et
augmenter |'expression de I'lGF-2 dans le HCC (Liu et al., 2015b). L’hyperméthylation du
promoteur de CD82, un gene suppresseur de tumeur qui prévient des métastases, médiée par
HBx inhibe son expression (Yu et al., 2014). Le recrutement du complexe mSin3A/HDAC par
HBx sur le promoteur du géene E-cadherin (CDH1) va induire une déacétylation et donc
I'inhibition de I'expression de CDH1 (Arzumanyan et al., 2012). On observe une
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hypométhylation de multiples régions GpC chez des souris HBx transgéniques avant le
développement de HCC. La plupart de ces régions sont impliquées dans la tumorigenese.

HBx
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Figure 31 HBx et modifications épigénétiques( adapté de (Levrero and Zucman-Rossi, 2016))

4. Role des ncRNA pendant l'infection et 'HCC

a. mMiRNA et 'infection HBV

Le role des miRNAs dans les infections virales est encore une source de controverse. De
maniere générale les miRNAs possédent une activité antivirale, mais de plus en plus d’études
démontrent qu’ils peuvent étre détournés par le virus afin d’établir un environnement propice
a sa réplication et a la persistance virale. En effet les miRNAs vont jouer un grand role dans la
régulation des génes de I'hGte ou en ciblant directement les transcrits viraux.

66



Lors de l'infection par HBV il y a une forte interaction entre plusieurs grandes familles de
miRNAs et le virus :

- Le miR-122 est fortement exprimé dans le foie et y représente environ 70% de la
population totale des miRNAs. Beaucoup d’études ont cherché a déterminer quelle est
I'interaction entre le miR-122 et HBV. Les premiére études dans des cellules
transfectées par HBV et en présence d’une surexpression du miR-122 montrent une
forte diminution des taux d’HBeAg et HBsAg (Lamontagne et al., 2015). La régulation
d’HBV par le miR-122 pourrait étre médiée par la cycline G1 qui est une cible directe
de miR-122. La cycline G1 interagit avec p53, inhibant I'interaction de p53 sur les
enhancers | et Il d’HBV induisant une répression de la transcription d’"HBV (Fornari et
al., 2009; Gramantieri et al., 2007). D’autres études ont montré dans des cellules
HepG2.2.15 ou dans des cellules HepG2 transfectées que le miR-122 peut supprimer
I’expression des protéines et la réplication d’HBV (Chen et al., 2011; Fan et al., 2011;
Peng et al., 2014).

- La famille des miR-125 est I'une des plus étudiées car son homologue chez C. elegans,
lin-4, est le premier miRNA a avoir été décrit. En comparant I'expression de miR-125
dans des cellules HepG2.2.15 et des cellules HepG2 il a été montré qu’il était
surexprimé en présence de HBV. Ceci a été confirmé dans chez des patients infectés
par HBV (Lamontagne et al., 2015). Cette surexpression pourrait jouer un role en
faveur d’HBV pour réguler sa réplication en contrélant le taux de miRNA ayant un role
anti-viral.

- Lafamille de miR-15 posséde 6 membres (miR-15a, miR-15b, miR-16-1, miR-16-2, miR-
195, miR-497) et une activité suppresseur de tumeur. Elle est trés exprimée dans
différents cancers incluant le HCC. Les cibles de cette famille sont principalement des
régulateurs du cycle cellulaire et de I'apoptose. L'expression des membres de cette
famille est réduite dans des cellules transfectées HBV, dans des cellules HepG2.2.15,
dans des foies infectés par HBV et dans des lignées exprimant HBx (Wang et al., 2013;
Wu et al., 2011). En effet HBx est capable d’induire c-Myc qui va a son tour induire la
répression de miR-15a/miR-16. Une analyse avec des techniques de « pull-down » a
démontré que le miR-15a peut se lier a I’ARN d’HBx et il a été émis I'hypothese que
HBx peut séquestrer des miRNAs afin de diminuer leurs taux dans la cellule (Wang et
al., 2013).

D’autres familles de miRNAs sont impliquées dans la régulation de la réplication comme la
famille des let-7, miR-199a-3p, leur effet sur la réplication d’HBV sont présentés brievement
dans le Tableau 7 ci-aprés (Deng and Lu, 2016; Hayes and Chayama, 2016; Lamontagne et al.,
2015):
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Effet sur la réplication d’HBV

Augmentée
miR-1 :

miR-15b Augmentée
miR-18a Augmentée
miR-372/373 Augmentée
miR-449a Augmentée
miR-34c Diminuée
miR-122 Diminuée
miR-130a Diminuée
miR-141 Diminuée
miR-155 Diminuée
miR-370 Diminuée
miR-939 Diminuée

Tableau 7 Liste de quelques miRNA et leur effet sur la réplication d'HBV (adapté de ((Deng and Lu, 2016))

Du fait de la modification de I’expression de beaucoup de miRNAs lors de I'infection par HBV,
on retrouve- également leur expression modifiée dans le HCC induit par HBV. Ces
modifications d’expression de miRNAs vont notamment permettre de définir de nouveaux
biomarkers qui permettront I'identification des HCC liés a HBV (Hayes and Chayama, 2016).

b. IncRNA dans le HCC induit par HBV

Depuis quelques années de nombreuses études ont démontré le role des IncRNAs dans
plusieurs cancers et notamment le HCC. Plusieurs IncRNA sont associés au HCC et certains
IncRNAs pourraient étre spécifiques de I'infection HBV (Figure 32). On retrouve 83 IncRNA
derégulés associés au HCC dont 31 sont aussi associé a HBV et 52 a HCV (Pan et al., 2013).
Aucun des transcrits n’est commun aux deux virus et ceux qui sont liés a HBV sont associés a
la transcription, a la transduction du signal et aux métastases (lizuka et al., 2002).

- Le IncRNA « highly up-regulated in liver cancer » (HULC) est présent en plus grande
concentration dans le tissu cancéreux que dans le tissu adjacent. HULC semble agir
comme une « éponge » endogene afin de réduire la fonction du miR-372. Ce miRNA est
impliqué dans la régulation du cycle cellulaire, I'apoptose, I'invasion, la prolifération
dans différents cancers (Wang et al., 2010). On retrouve une surexpression de HULC
dans des cellules produisant HBV (Du et al., 2012). La détection de HULC dans le sérum
de patients atteints de HCC suggére une utilisation possible comme biomarqueur.

- Le géne H19, qui se trouve en aval du géne IGF-2, code pour le IncRNA H19 qui est
normalement exprimé uniguement pendant le développement embryonnaire.
Normalement I'allele maternel est actif et I'autre alléle inactif grace a une empreinte
épigénétique. H19 posséde une activité suppresseur de tumeur (Moyo et al., 2016).
Lorsqu’il y a une activation bi-allélique, H19 joue un rble dans les mécanismes
épigénétiques impliqué dans le HCC (Kim and Lee, 1997). La surexpression de H19 est
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régulée par Myc. Cette surexpression est retrouvée dans les HCCs induits par HBV et elle
est associée aux métastases, I'invasion et le développement tumoral (lizuka et al., 2002).

HCC médié par
HBV
HULC g HULC
HOTAIR HOTAIR
MVIH MVIH
HEIH HBx-LINE

"

Prolifération Invasion et .
métastases Autophagie

[ Progression du ]

HCC
B ncrNAsurexprimé =P Réle inhibiteur
. LncRNA diminué ===l Role stimulateur

. « Hallmarks » du HCC

Figure 32 Exemple de régulation de IncRNA dans le HCC médié par HBV (adapté de (Moyo et al., 2016; Qiu et al.,
2017))

- HOTAIR est un IncRNA transcrit a partir du locus HOXC. HOTAIR interagit avec plusieurs
protéines de modification de la chromatine. En 5’ il lie le complexe PRC2 et en 3’ il
interagit avec un complexe comprenant la « lysine-specific demethylase 1 » (LSD1), le
«co-repressor element-1 silencing transcription factor » (Co-REST) et HDAC1. HOTAIR
possede un mécanisme d’échauffaudage (« scaffold ») et de guide (Moyo et al., 2016).
L'interaction de HOTAIR avec la «polo-like kinase 1 » (Plk1), SUZ12 (un membre de PRC2)
et la «zinc finger protein 198 » (ZNF198) a été impliquée dans la transformation des
hépatocytes causée par HBx (Studach et al., 2012).
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D’autres IncRNA sont impliqués dans le HCC lié a HBV et quelques exemples sont décrits dans
le Tableau 8 ci-dessous :

Nom du
IncRNA

Description du géne

Dérégulation

Fonction biologique dans HCC

médié par HBV
Inhibe le développement du

DREH Répression HCC et des métastases en
interagissant avec la vimentine
Fusion de HBx avec le Induit le développement du
HBx-LINE LINE1 human lors de Surexpression HCC en activant la voie Wnt/B-
I'intégration d’"HBV catenine
Induit le développement du
HEIH INcRNA associé  EZH2 Surexpression HCC en interagissant avec EZH2
et en suprimant p15, p16, p21
et p57
Localisé dans un intron Interagit avec PGK-1, inhibe sa
MVIH de la protéine ribosomal Surexpression sécrétion et augmente

s24

I'angiogenese

Tableau 8 Exemple de IncRNA impliqué dans le HCC médié par HBV (adapté de (Moyo et al., 2016; Qiu et al.,

2017))
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Partie 2 : Etudes de la these
Matériels et Méthodes

Cette partie comporte une description « graphique » et « succincte » des méthodes utilisées
au cours de cette thése basée sur des schémas. Les détails des matériels et méthodes sont

décrits dans chaque publication.

1. Production de virus et infection

Afin de préparer les stocks d’inoculum d’HBV nous utilisons la lignée HepAD38, une lignée
stable dérivée des cellules HepG2 qui contient un transgene HBV (génotype D souche ayw) et
produit le virus (Figure 33)

Production d’HBV
Cellules HepAD38

.+ Filtration des surnageants
y
=

| Précipitation au PEG

Figure 33 Production du virus
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2.  Préparation des hépatocytes primaires

Des piéces hépatiques sont utilisées pour la préparation des hépatocytes primaires. Elles sont
issues d’une résection hépatique chez des patients présentant des métastases du foie suite a
un cancer colorectal. (LeCluyse and Alexandre, 2010) (Figure 34).

Perfusion Collagénase

Piece
hépatique

Centrifugation

Primary Human
Hepatocytes

Ensemencement

Figure 34 Préparation des hépatocytes primaires
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3.  Chromatin immunoprecipitation (ChlP)

L'immuniprécipitation de la chromatine (ChlIP) est utilisée afin de déterminer le recrutement
de protéines d’intérét sur différentes régions du génome (Figure 35).

Aprés infection des cellules, celles-ci sont « cross-linked » (fixation des protéines sur la
chromatine) puis la chromatine est fragmentée par sonication. Des anticorps spécifiques pour
la protéine d’intérét ou dirigés contre des modifications post-traductionnelles spécifiques des
histones sont utilisés pour immunoprécipiter la chromatine. Aprés une étape de « reverse-
crosslink » on obtient de I’ADN qui peut étre utilisé : a) en qPCR, afin de vérifier soit le
recrutement de la protéine d’intérét sur un gene déterminé ou les modifications post-
traductionnelles d'intérét sur les histones dans la région amplifiée ; b) ou pour le séquencage
a haut débit afin de déterminer toutes les régions dans un génome ou la protéine est recrutée
ou la modification post-traductionnelle d'intérét des histones est présente.

s HBV
Infection PHH ou
HepG2-NTCP
0539200, 955% 5
. § o5
Crossinking
b v
?; r%f«gx fgfl ?jio —_
Sonication l

S6s, 8 5
Immunoprécipitation }‘?; G ;gfl ?;;

avec les anticorps

Reverse crosslink

Purification de ’ADN )\
[P ¥

[ ] Q0 —
R Input ADN
qPCR ADNccc ou Préparation de librairie
genes cellulaires l

Séquencage

Figure 35 Représentation schématique des techniques de chromatin immunoprecipitation (ChIP) et ChIP-Seq
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4.  RNA immunoprecitpitation (RIP)

L'immunoprecipitation de "ARN (RIP) est utilisée afin de déterminer le recrutement de
protéines d’intérét sur I’ARN (Figure 36).

Apres infection des cellules, celles-ci sont « cross-linked » (fixation des protéines sur les ARN)
puis la chromatine est fragmentée par sonication et des anticorps spécifiques de la protéine
d’intérét sont utilisés pour immunoprécipiter ’ARN. Apres un reverse-crosslink on obtient
I’ARN immuno-précipité qui peut étre utilisé : a) en RTqPCR, afin de vérifier la liaison de la
protéine d’intérét sur un ARN déterminé ; b) en séquencage a haut débit afin de déterminer
tous les ARN ou la protéine est recrutée.

HBV

Infection PHHou
HepG2-NTCP

!

Crossinking W ARN

Sonication v V 9 ho ]

Immunoprécipitation
avec les anticorps N v %

2
<!

v
l N
Reverse crosslink [0 8] Q00 —
Purification de ’ADN o0 e —
Q90 099 Input ARN

RTqPCR

Figure 36 Représentation schématique de la technique d’RNA immunoprecipitation
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5. Chromatin isolation by RNA immunoprecipitation (ChIRP)

« Isolation de la chromatine par immunoprécipitation des ARN »

o‘ Dleu2

QDD Dosovod P @ cccoNA

Crosslink "“"'“"'p
rmmp

Oligonucléotides
Hybridation biotinylé

Sonication

Purification sur

billes et lavages Billes magnétiques

de streptavidine

=

P NN N 7 NN
2 X

BN
oleuz’ﬁ,\ \GCODG

Protéine lié
IncRNA cccDNA
aux ARN
RTgPCR qPCR Western Blot
Séquencage  Séquencage Spectrométrie
de masse

Figure 37 Schéma représentant la technique de Chromatine isolation by RNA immunoprecipitation

76



6. Assay for Transposase-Accessible Chromatin (ATAC-Seq)

La méthode d’«Assay for Transposase-Accessible Chromatin » (analyse de la chromatine
accessible a la transposase) permet grace au séquencage a haut débit de déterminer les
régions accessibles de la chromatine. En comparaison des autres méthodes d’accessibilité de
la chromatine I’ATAC-seq utilise un trés faible nombre de cellules (50000 cellules) et aucun
agent chimique qui pourrait induire des biais dans I’expérience. Cette technique est basée sur
la capacité de la transposase 5 (Tn5) a couper I’ADN entre les nucléosomes de maniére tres
réguliére. Ensuite les fragments sont amplifiés et une librairie de séquencage est préparée afin
de pouvoir séquencer directement les fragments (Buenrostro et al., 2013) (Figure 38 Figure
39).

ATAC

Figure 38 Comparaison schématique des différentes méthodes d'accessibilité de la chromatine
(https://www.biostars.org/p/209592/)
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Chromatine fermée
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Transposase Tn5
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séquengage

Figure 39 Schéma représentant les différentes étapes de I'ATAC-seq (adapté de (Buenrostro et al., 2013))
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7. RNA-Seq

La méthode de séquencage de I’ARN (RNA-seq) permet, a partir des ARN totaux ou des ARN
messagers (enrichissement avec des billes oligo-dT), et aprés reverse transcription en ADNc
(conservation du sens des transcrits) de préparer des librairies pour le séquencage de
I’ensemble des ARNs présents dans les différentes conditions choisies (Figure 40).

& HBV

Infection PHH or HepG2NTCP

Extraction des ARN totaux

v

WA

Enrichissement enoligo dT

AV AV AV Al ou
AV VLW R

Fragmentation ADNc

Construction de librairies

Amplification par PCR et séquengage

Figure 40 Schéma représentant les différentes étapes du RNA-seq
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8. Résumé des techniques génomiques utilisées

Technique Méthode Cible/Identification
Chip Immunoprécipitation ADN cible lié a une protéine
RIP Immunoprécipitation ARN cible lié a une protéine
ChIRP Immunoprécipitation ADN cible lfrjt:?n:RN via une
ATAC-seq Tagmentation Régions accessibles du génome
RNA-seq Enrichissement oligo dT Transcriptome

Tableau 9 Résumé des différentes techniques utilisées.
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Objectifs des études

L'objectif de ma these était de contribuer a élucider l'interaction entre le HBV et les cellules
infectées dans la pathogeneése virale, la progression de la maladie et le développement du
HCC. En particulier, j'ai abordé deux points spécifiques : a) I'impact de HBV sur |'accessibilité
de la chromatine et le controle épigénétique de la transcription des cellules de I’hote ; b) le
role de la protéine HBx dans la transcription des genes cellulaires et son interaction avec la
machinerie épigénétique.

Plusieurs études ont montré qu’il y avait relativement peu de modifications de la transcription
et surtout peu d’induction de la réponse immunitaire innée suite a une infection aigué par le
HBV dans des modéles animaux (Wieland et al., 2004) ou dans des cellules infectées in vitro
(Niu etal., 2017; Suslov et al., 2018). Ces résultats ont conduit au concept, largement accepté,
selon lequel le HBV est un virus « stealth » ou « furtif » et qu’il n’induit pas ou trés peu de
modifications dans la cellule héte. Cependant, d’autres études indiquent clairement que le
virus a un impact sur la transcription des cellules hotes (Ancey et al., 2015 ; Lamontagne et al.,
2016), qu’il est détecté par les mécanismes de I'immunité innée (Lebossé et al., 2017;
Luangsay et al., 2015; Lucifora et al., 2018) et, plus important, que I'infection virale a un impact
profond sur les génes de I'immunité innée dans le foie des patients chroniquement infectés
au cours des différentes phases de la maladie (Lebossé et al., 2017; Luangsay et al., 2015;
Lucifora et al., 2018).

La protéine HBx a toujours été indiquée comme I'acteur principal dans la modulation de la
transcription des génes cellulaires, soit par interaction directe avec la machinerie
transcriptionnelle, soit en activant des voies de signalisation contrélant des facteurs de
transcription et des programmes de transcription spécifiques. La découverte de sa capacité a
lier le minichromosome viral (Belloni et al., 2009; Lucifora et al., 2011) et de son réle essentiel
dans l'initiation (Decorsiere et al., 2016) et le maintien (Belloni et al., 2009; Riviére et al., 2015)
de la transcription de I’ADNccc ont confirmé son importance dans le cycle viral et ont permis
d’identifier HBx en tant que cible thérapeutique. Malgré le grand nombre de publications, le
role, I'étendue et les mécanismes précis par lesquels HBx affecte la transcription des genes de
I'hote dans le contexte d'une infection virale et in vivo sont encore discutés.

Les résultats obtenus lors de ma thése sont présentés dans 3 études :

a) dans la premiéere étude, nous avons utilisé une approche d'immunoprécipitation de la
chromatine suivie d'un séquencage a haut débit (ChIP-Seq) pour identifier toutes les cibles
génomiques de HBx (génes codant les protéines et ncRNA) dans les cellules qui répliquent le
HBV. Nous avons aussi caractérisé la fonction d'un sous-groupe de miRNA réprimés par HBx ;
b) dans la deuxiéme étude, parmi les IncRNAs ciblés par HBx, nous nous sommes concentrés
sur DLEU2, qui est fortement surexprimé dans l'infection par le HBV et dans le HCC, et nous
avons étudié l'interaction entre DLEU2, HBx et I’histone méthyltransférase EZH2, la sous-unité
catalytiqgue du complexe répressif PRC2.

c) enfin, dans la troisieme étude nous avons caractérisé par ATAC-Seq (assay for transposase-
accessible chromatin with highthroughput sequencing) les changements d'accessibilité de la
chromatine imposés par HBV dans les hépatocytes primaires humains infectés.
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Etude 1

Genome-wide identification of direct HBx genomic targets.
Guerrieri F, Belloni L, D'Andrea D, Pediconi N, Le Pera L, Testoni B, Scisciani C, Floriot O

Zoulim F, Tramontano A, Levrero M.
BMC Genomics. 2017 Feb 17;18(1):184. doi: 10.1186/s12864-017-3561-5.

Des fonctions multiples de la protéine HBx ont été décrites. Son réle principal est de
promouvoir la transcription de I'ADNccc. HBx se lie et active le complexe ubiquitine ligase
CRL4-DDB1, conduisant a la dégradation par le protéasome du facteur de restriction Smc5/6
et I'activation de la transcription de I’ADNccc. En I'absence de HBx les complexes contenant
Smc5/6 inhibent la transcription de I’ADNccc et la production de ’ARNpg (Decorsiére et al.,
2016). La présence de HBx est également nécessaire pour maintenir la transcription de
I'ADNccc en empéchant la liaison des répresseurs transcriptionnels, tels que les désacétylases
et les méthyltransférases des histones, et sa répression épigénétique (Belloni et al., 2009;
Riviere et al., 2015). HBx joue aussi un réle dans la régulation de I'expression des genes de
I’h6te soit en se liant directement a des régions promotrices des genes cellulaires soit en
activant plusieurs voies de signalisation cellulaires et facteurs de transcription (Levrero and
Zucman-Rossi, 2016; Slagle and Bouchard, 2016).

Nous avons utilisé une approche d'immunoprécipitation de la chromatine suivie d'un
séquencage a haut débit (ChIP-Seq) pour identifier toutes les cibles génomiques de HBx dans
les cellules qui répliquent leHBV. Les cibles directes de HBx sont a la fois des genes codant des
protéines et des ncRNA (75 miRNA et 34 IncRNA).

L'analyse fonctionnelle d'environ 4 000 génes codant pour les protéines et de 75 miRNA
potentiellement régulés au niveau transcriptionnel par HBx a révélé un enrichissement en
genes/ncRNA impliqués dans le métabolisme cellulaire, la dynamique de la chromatine et le
cancer, mais également en génes/ncRNA ? qui modulent la réplication de HBV.

Nous avons identifié de nouveaux mécanismes par lesquels HBx stimule la réplication de HBV,
médiée par l|'activation transcriptionnelle directe de genes et d'ARNm qui potentialisent
I'endocytose (famille RAB) et l'autophagie (ATGs, beclin-1, miR33a) et la répression
transcriptionnelle d'un groupe des miRNA (miR138, miR224, miR576, miR596) qui ciblent
directement I’ARNpg de HBV et inhibent la réplication de HBV.
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Abstract

126 1,4,57*

and Massimo Levrero

Background: The Hepatitis B Virus (HBV) HBx regulatory protein is required for HBV replication and involved in HBV-
related carcinogenesis. HBx interacts with chromatin modifying enzymes and transcription factors to modulate histone
post-translational modifications and to regulate viral cccDNA transcription and cellular gene expression. Aiming to
identify genes and non-coding RNAs (ncRNAs) directly targeted by HBx, we performed a chromatin
immunoprecipitation sequencing (ChIP-Seq) to analyse HBV recruitment on host cell chromatin in cells replicating HBV.

Results: ChIP-Seq high throughput sequencing of HBx-bound fragments was used to obtain a high-resolution,
unbiased, mapping of HBx binding sites across the genome in HBV replicating cells. Protein-coding genes and ncRNAs
involved in cell metabolism, chromatin dynamics and cancer were enriched among HBx targets together with genes/
ncRNAs known to modulate HBV replication. The direct transcriptional activation of genes/miRNAs that potentiate
endocytosis (Ras-related in brain (RAB) GTPase family) and autophagy (autophagy related (ATG) genes, beclin-1, miR-
33a) and the transcriptional repression of microRNAs (miR-138, miR-224, miR-576, miR-596) that directly target the HBV
pgRNA and would inhibit HBV replication, contribute to HBx-mediated increase of HBV replication.

Conclusions: Our ChIP-Seq analysis of HBx genome wide chromatin recruitment defined the repertoire of genes and
ncRNAs directly targeted by HBx and led to the identification of new mechanisms by which HBx positively regulates

cccDNA transcription and HBV replication.

Keywords: Hepatitis B virus, HBx, Epigenetics, miRNAs, ChIP-Seq

Background
Despite the availability of an effective prophylactic vac-
cine and potent antiviral therapies hepatitis B virus
(HBV) is still a major health problem. Over 240 million
people chronic hepatitis B virus (HBV) carriers world-
wide remain at risk of developing hepatocellular carcin-
oma (HCC) [1, 2]. The persistence of viral replication
in the liver and high serum HBV-DNA levels correlate
with disease severity, progression of liver fibrosis and
HCC development in the clinical setting [2].

The HBV regulatory protein HBx is both required
for HBV replication [3] and implicated in HBV-related
oncogenesis [4]. The mechanisms underlying the
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( BioMed Central

pleiotropic activities of HBx have been only partially
elucidated. HBx regulates transcription both directly,
at the chromatin level, and indirectly, by affecting
intracellular signaling pathways that modulate the ac-
tivity of multiple transcription factors [4]. HBx has
been shown to target the epigenetic control of cellular
genes expression by interacting with chromatin modi-
fying enzymes [5-7]. HBx is also recruited to the
cccDNA in HBV-infected cells [3] and is required for
the transcription of all viral RNAs from the cccDNA
minichromosome in the nucleus [3, 8]. HBx is thought
to regulate cccDNA transcription by two main mecha-
nisms: a) the degradation of the Smc5/6 restriction
factor mediated by the DDB1 — Cul4 E3 ligase com-
plex [9, 10] and b) the prevention of cccDNA epigen-
etic silencing by the histone deacetilase HDAC1 [8],
the protein arginine N-methyltransferase 1 (PRMT1)
[11], the Tudor-domain protein Spindlin-1 [12] and
the histone methyl-transferase SETDB1 [13, 14].

© The Author(s). 2017 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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Additional HBx activities that boost HBV replication
are DNA Methyltransferase 3 Alpha (DNMT3A)
downregulation mediated by miR-101 induction [15],
the elevation of cytosolic calcium levels [16] and the
induction of autophagy [17].

Results

ChIP-Seq analysis of genome wide HBx recruitment

To obtain a high-resolution, unbiased, mapping of HBx
binding sites across the genome we sequenced HBx-bound
fragments by ChIP-Seq in a cccDNA-driven HBV replica-
tion system [18]. Four independent anti-HBx paired ChIPs
were carried out on formaldehyde-crosslinked chromatin
from mock and HBV-transfected HepG2 cells. On average,
~62% of the reads could be aligned to the hgl9 version of
the human genome (Additional file 1: Figure Sla); ~1% of
the total number of reads aligned to the HBV genome (ayw
strain, NCBI Reference Sequence: NC_003977.2) and ~1%
of reads falls on the mitochondrial genome. All reads with

Page 2 of 14

multiple alignments and mismatches with the reference ge-
nomes were excluded (~6.3% with at least one unknown
base, ~11% with multiple alignment and ~13% with 1 or 2
mismatches). ~4000 statistically significant peaks/run (P-
value < 10™*) were detected. About 12% of the HBx peaks
were located within 10kb from the transcription start site
(TSS) of known genes, 44.6% were located in intergenic re-
gions and 39.5% within introns (Additional file 1: Figure
S1b-Sic).

Functional analysis of the genes potentially regulated by
HBx

We first performed a functional enrichment analysis of
the whole genome repertoire of the genes potentially regu-
lated by HBx in HBV replicating HepG2 cells. Figure la
shows the categories enriched, respectively, among the
KEGG and Reactome Biological Pathways; the Gene Ontol-
ogy (GO) Biological Processes and the InterPro families, a
database that integrates diverse information about protein
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Fig. 1 Functional analysis of protein-coding genes potentially requlated by HBx. a Biological Pathways (KEGG, REACTOME), Biological Processes
(GO) and Protein families, domains and important sites (InterPro) over-represented (Benjamini-corrected p-value < 5%107%) from the analysis of
~5500 protein-coding genes with HBx-binding sites are shown. In each plot, the categories are in descending order with respect to the associ-
ated gene number, with the corresponding color scale of p-values shown on the right. b Validation of HBx occupancy on selected gene pro-
moters in independent ChIP experiments. ChIP results are expressed as Fold Induction (Fl) of the % of Input. Histograms show the mean from
three independent experiments; bars indicate SD. P-values: * 0,02 < P < 0,05; ** 0,01 <P <0.02; *** 0,005 < P < 0.01. Gene specific promoter primer
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families, domains and functional sites. Overall, the results
show a significant enrichment in genes involved in cell
metabolism, chromatin dynamics and cancer, but also in
biological pathways that have been associated with the
control of HBV replication [i.e. Ras/Src [19], calcium
transport, endocytosis]. It is important to underline that,
since the HBx ChIP-Seq dataset was generated in HBV
replicating HepG2 cells, which are derived from a primary
liver tumor, and that an enrichment in genes belonging to
the metabolism, chromatin dynamics and cancer pathways
is often found in many immortalized and transformed cell
lines, a number of the HBx genomic binding sites we
found might reflect a bias for transcriptionally active chro-
matin regions in the “tumor cell” chromatin environment.

Independent anti-HBx ChIP experiments confirmed HBx
recruitment, with a 3 to 8-fold enrichment relative to the
control IgG ChIPed samples, to the promoter regions of se-
lected genes belonging to different functional categories
[Hsa04144: RablA, Rab2B, Rab5B; GO:0006357: SREBP2,
Beclinl; Has04010: Traf2; Hsa05200: Statl; IPR013032:
Lama3; GO:0045892: Dnmt3B] in HBV replicating HepG2
cells (Fig. 1b) and in HBV-infected NTCP-HepG2 cells
(Additional file 1: Figure S2a) and primary human hepato-
cytes from 2 different donors (Additional file 1: Figure S2b).

Validated PCR primers for genomic target sites that
were negative for anti-HBx ChIP-Seq peak assignment
showed no enrichment in the HBx immunoprecipitated
chromatin, thus confirming the lack of off-target HBx
recruitment and the specificity of the anti-HBx ChIP
(Additional file 1: Figure S3).

HBx directly enhances endocytosis

The enrichment of genes involved in endocytosis among
HBx targets (Fig. 1la) represents a potential link between
its role in viral replication [20, 21] and its contribution to
liver cancer development [22]. Our ChIP-Seq analysis
showed that HBx is recruited and potentially regulates 24
members of the Ras-related in brain (RAB) GTPase family
of genes, including several RAB GTPases implicated in
endocytosis (Additional file 1: Table S1). HBx binding to
the RAB1A, RAB2B and RAB5B promoter regions (see
Fig. 1b) was accompanied by an increase in promoter-
bound histone H4 acetylation (Fig. 2a) and RABIA,
RAB2B and RAB5B expression (Fig. 2b) in HBV-wt repli-
cating cells but not in HBx-mt replicating cells. The up-
regulation of RAB1A, RAB2B and RAB5B expression was
confirmed in HBV-infected NTCP-HepG2 cells (Fig. 2c)
and human primary hepatocytes (PHH) (Fig. 2d). The
specificity of HBx binding to the RAB1A, RAB2B and
RAB5B promoter regions was further confirmed in
NTCP-HepG2 cells infected with HBV-wt and HBx-mt
virus (Additional file 1: Figure S4). Notably, HBV-wt
HepG2 replicating cells showed a robust uptake of trans-
ferrin, with intense perinuclear accumulation, whereas
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transferrin distribution was more diffuse in mock HepG2
cells and in HBx-mt HepG2 replicating cells due to a di-
minished rate of transferrin internalization (Fig. 3).

HBx is also recruited to and potentially regulates several
genes involved in autophagy, including Beclin-1, SREBP2
and several members of the ATG (AuTophaGy related)
gene family (Additional file 1: Table S1). HBV has been
show to induce ER stress and cellular autophagy, which is
known to enhance viral replication and virions assembly
[17]. Beclin-1 is a major effector of autophagy in mamma-
lian cells and has been shown to be upregulated in HBV-
related HCCs, HBx-overexpressing cells and 2.2.15 HBV
replicating cells [23]. The SREBP-2 transcription factor,
known to be a major regulator of cholesterol metabolism,
has also been involved in the direct activation of several
genes involved in autophagy [24]. HBx recruitment to the
Beclin-1 and SREBP2/miR-33a promoter regions was con-
firmed in independent ChIP experiments performed in
HBV-wt replicating cells (Fig. 1b). HBV-wt replicating
cells, but not HBx-mt replicating cells, displayed higher
levels of histone H4 acetylation on the Beclin-1 and
SREBP2 promoters as compared to HBV mock cells
(Fig. 2a) and increased expression of Beclin-1 and SREBP2
(Fig. 2b). These results were confirmed in HBV-infected
NTCP-HepG2 cells (Fig. 2c) and HBV-infected human
primary hepatocytes (PHH) (Fig. 2d). Altogether, these re-
sults indicate that HBx targets endocytosis and autophagy
gene expression in HBV replicating cells.

ChIP-Seq identifies ncRNAs directly targeted by HBx
Analyses of the distribution of all the anti-HBx ChIP-
Seq peaks revealed the occurrence of putative HBx bind-
ing sites in 16 IncRNA promoters and 32 IncRNA intra-
genic regions, in 44 snoRNA, 3 snRNA and 75 miRNA
promoter regions (Additional file 1: Figure S1d). 39 out
of the 75 HBx targeted miRNAs are classified as intra-
genic [25] and 15 of them display HBx peaks in the pro-
moter region of their target genes. Independent anti-
HBx ChIP experiments in HBV replicating HepG2 cells
(Fig. 4a), HBV-infected NTCP-HepG2 cells (Additional
file 1: Figure S5a) and PHHs (Additional file 1: Figure
S5b) confirmed HBx binding to selected miRNA pro-
moters (>4-fold enrichment relative to the control IgG
ChIPed samples in 11 out of 13). Primers designed to
overlap an HBx peak detected with a higher P-value (P
=1E-3) showed no enrichment in anti-HBx ChIPed
DNA (Additional file 1: Figure S6).

The 75 miRNAs targeted by HBx include several miR-
NAs that have been implicated in the regulation of specific
liver functions ( = 9), in HBV replication (# = 6), in hepato-
carcinogenesis (7 = 12), cancer (n = 30) and others the func-
tion of which is not yet known (n =40) (Additional file 1:
Table S2). The analysis of the selected miRNA promoter se-
quences bound by HBx using the Genomatix MatInspector
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resource showed the presence of binding sites for multiple
transcription factors that have been reported to interact
with HBx, including NFAT, CREB, NFkB, SREBP1, STAT,
E2F and SMAD [4], a finding consistent with a mechanism
of piggy-backing for HBx mediated by multiple transcrip-
tion factors (Additional file 1: Table S3).

Next, we analyzed the impact of HBx chromatin re-
cruitment on the expression of HBx targeted miRNAs.
Figure 4b shows the differential expression, analyzed by
real-time qPCR, of the 15 miRNAs encoded from the 13
promoters used for the independent validation of HBx
chromatin recruitment in Fig. 4a. 8 miRNAs [miR-1913,
miR-129-3p miR-129-5p, miR-26b; miR-551b-3p, miR-
551b-5p, miR-3648, miR-3687] are consistently upregu-
lated (>1.3 fold) and 5 miRNAs [miR-138, miR-224,
miR-302e, miR-576-3p, miR-596] are downregulated
(<0.7 fold) in HBV-wt HepG2 replicating cells. 4

miRNAs [miR-21, miR-26a-5p, miR-452, miR-552] are
apparently not modulated or only slightly modulated by
HBV replication in this assay (Fig. 4b). Notably, con-
cordant results were obtained for 9/13 miRNAs included
in the miRNAs Tagman microarrays profiles from HBV-
infected (12 dpi) PHHs (Fig. 4c and Additional file 1:
Figure S7). miR-21 and miR-452, that were only slightly
up-regulated 48 h after transfection in HBV-replicating
HepG2 cells, were significantly up-regulated in PHH 12
days after infection. HBV up-regulation of miR-21 ex-
pression is consistent with previous reports [26]. miR-
552 was dowregulated in HBV-wt replicating HepG2
cells at 48 h withouth reaching <0.7 fold threshold but
its levels were significantly reduced in HBV-infected
PHH. miR-596 was dowregulated 48 h after transfection
in HBV-wt replicating HepG2 cells and significantly up-
regulated in HBV-infected PHH.
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Fig. 3 HBx directly enhances endocytosis. Endocytosis of transferrin is increased in HBV-wt replicating HepG2 cells. Representative images of Alexa
Fluor 594-conjugated human transferrin uptake (red, left panels), nuclear staining with Hoechst (blue, middle panels) and nuclear GFP positive
transfected cells (green, right panels) in mock, HBV-wt and HBx-mt HBV transduced HepG2 cells. Histograms represent the mean and SD of Alexa
488-conjugated transferrin signal quantified by ImageJ software in 100 cells from each of 3 independent experiments
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HBx recruitment impacts on H4 histone acetylation of
neighboring chromatin promoters. As shown in Fig. 4d,
H4 acetylation was decreased on the promoter regions
of miR-138-2, miR-224, miR-302e, miR-576-3p and miR-
596, all repressed by HBx. Conversely, HBx recruitment
was accompanied by an increased H4 acetylation at the
miR-26b promoter (Fig. 4d), whose expression is acti-
vated in HBV-wt replicating HepG2 cells and HBV-
infected PHH (Fig. 4b and Additional file 1: Figure S5).
These results confirm the HBx ability to influence tran-
scription by directly modulating the epigenetic status of
target promoters and provide a mechanism for miRNA
repression by HBx.

A subset of HBx targeted miRNAs represses HBV
replication

A number of miRNAs directly or indirectly promote or
repress HBV replication (see ref. [27] and Additional file
1 : Table S4). Thus, miR-122 abrogates p53-mediated in-
hibition of HBV replication by targeting cyclin G1 and
its interaction with p53 [28]. miR-372/373 and miR-501
promote HBV gene expression by targeting the tran-
scription factor nuclear factor I/B [29] and HBXIP [30],
respectively. miR-1 increases HBV transcription and rep-
lication by targeting HDAC4, which in turn represses
HBV transcription [31]. miR-15b potentiates HBV repli-
cation by targeting HNFla and relieving its repressive
activity on HBV Enhancer 1 [32]. Conversely, miR-141
suppresses HBV expression and replication in HepG2
cells by targeting PPARa [33] and mir-130a inhibits
hepatitis B virus replication by targeting PGCla and
PPARy [34]. miR-199a-3p and miR-210 [35], miR-15a/
miR-16-1 [36], the miR-17-92 cluster [37] and miR-1231
[38] have been shown to target HBV mRNAs directly
and to inhibit HBV replication. None of these miRNAs

showed HBx recruitment in our ChIP-Seq analysis, nei-
ther to their putative promoter sequence nor to the pro-
moter regions of their host genes, with the exception of
miR-15a and miR16.1 that are embedded into the DLeu2
IncRNA gene, the promoter of which harbors an HBx
binding peak.

We investigated whether the miRNAs repressed by HBx
binding to their regulatory regions might directly target
HBV transcripts, and in particular the HBV pgRNA. HBx
repression could relieve the miRNA-directed down-
regulation of HBV replication and unveal new miRNA-
dependent auto-regulatory loops in HBV replicating cells.
In silico analysis revealed the presence of several putative
seed sequences on the HBV genome specific for HBx-
regulated miRNAs, which are also conserved across HBV
genotypes (Additional file 1: Table S5). As shown in Fig. 5a,
pre-miR-138, pre-miR-224 and pre-miR-596 overexpression
reduces HBV pgRNA levels, whereas pre-miR-302e does
not. Similarly, pre-mir-26a2, that is not modulated by HBV
in our systems and we use as a control, did not affect HBV
pgRNA levels (Fig. 5a). Notably, co-transfection of HBV-wt
together with pre-miR-138-2, pre-miR-224, and pre-miR-
596 resulted in a significant reduction of HBV replication,
measured as cytoplasmic core particles associated rcHBV-
DNA (Fig. 5b). Altogether, these results suggest that HBx
repression of miR-138, miR-224 and miR-596 expression
relieves the negative effects of these miRNAs on HBV repli-
cation. On the other hand, mir-302e likely downregulates
HBYV regulation indirectly, by targeting one or more genes
involved in the regulation of HBV replication.

In order to better characterize the interplay between
HBx, HBx-targeted miRNAs and HBV replication, we
selected miR-224, whose expression is repressed by HBV
replication (ref [39] bis and Fig. 4b and c) and increased
in HCC patients [39-42] where its expression is driven
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Fig. 4 ChIP-seq miRNA peak validation and HBx targeted miRNAs expression. a HBx occupancy on the putative promoter regions (=5000 + 1000
nt relative to position +1 of each miRNA in MirBase v18) of selected miRNAs (Additional file 1: Figure S1d) was validated in independent ChIP
experiments. Cross-linked chromatin from mock or HBV-wt replicating HepG2 cells was immunoprecipitated with a specific anti-HBx antibody or
relevant IgG controls, and then analyzed by real-time gqPCR using specific primer pairs (see Additional file 1: Table S6). ChIP results are expressed
as Fold Induction (FI) of the % of Input and the histograms show the mean from three independent experiments; bars indicate SD. b—c miRNA
profiles were analyzed by real-time gqPCR, and normalized with respect to RNU38, in mock, HBV-wt and HBx-mt replicating HepG2 cells (b) and by
Tagman PCR-arrays in HBV infected (12 dpi) PHHs (c). Data represent means + SD from at least three independent experiments performed in du-
plicate. d HBx recruitment impacts on H4 histone acetylation of neighboring chromatin promoters. Anti-AcH4 ChIPs were performed and analysed

by the TNF/LT-NFkB signaling [42]. Alignment of ChIP-
Seq HBx occupancy on the intronic miR-224 regulatory
region revealed the presence of a NFkB/p65 consensus
motif, which is known to be a direct transcriptional
regulator of miR-224 expression and up-regulation in
human hepatocellular carcinoma [42]. HBx recruitment
is accompanied by a strong co-recruitment of p65 and
the DNMT3A DNA methyltransferase (Fig. 5c) in the
same region of the miR-224 promoter, that is accompan-
ied by an hypoacetylation of Histone 4 lysines (Fig. 4d).
We also show that exogenously expressed HBx repressed
miR-224 promoter in a transient luciferase reporter
assay (Fig. 5d). Altogether these results strongly suggest
the recruitment of HBx as part of a transcriptionally in-
active NFkB/p65 complex on the miR-224 promoter,
which is responsible for the silencing of miR-224
transcription.

Next, to confirm that the inhibition of HBV replication
by miR-224 is indeed the result of a direct targeting of
HBV 3.5Kb/pgRNA, the 5 putative seed sequences identi-
fied by the RNAhybrid software in the HBV genome
(Fig. 6a) were cloned at the 3'UTR of the Renilla Lucifer-
ase gene in the pRL-TK vector (Fig. 6b). Co-transfection
of the different Renilla Luciferase constructs together with
pre-miR-224 showed a significative inhibition of the Lucif-
erase activity for constructs containing seed 1 and seed 4,
thus confirming that HBV is a direct target of miR-224
which inhibits viral replication by directly binding HBV
genome on seed 1 and seed 4 (Fig. 6b).

Discussion

Our ChIP-Seq genome wide analysis of HBx chromatin
recruitment in HBV replicating cells provides a reper-
toire of genes and ncRNAs directly targeted by HBx and
led us to propose new mechanisms by which HBx po-
tentiates HBV replication. As already mentioned, a pos-
sible limitation of our study is that our HBx ChIP-Seq
data set was generated in HBV replicating HepG2 cells,
which are transformed cells derived from primary liver
tumor, wild type for p53 and mutated for -catenin. In-
deed, some of the “enriched genes” are associated with
pathways, such as metabolism, chromatin dynamics and
cancer, that are often found to be deregulated in

transcriptomic analysis of immortalized and tumor cell
lines. It cannot be excluded that a number of HBx gen-
omic binding sites identified in our study might reflect a
bias for transcriptionally active chromatin regions
present in HepG2 cells. It is conceivable that the same
regions might not be transcriptionally active, and there-
fore potentially not be targeted by HBx, in normal hepa-
tocytes (i.e. a human liver recently infected by HBV or
primary human hepatocytes infected in vitro by HBV).
However, strong clinical evidence links HBV replication
with the development of HBV-related HCCs and HBx
expression has been widely implicated in HCC develop-
ment and progression. Thus, a repertoire of HBx gen-
omic binding sites identified in a tumor derived
hepatocytic cell line, such as the HepG2 cells, might be
very relevant for HBV-induced hepatocarcinogenesis.
Most HBx targets validated in our study have been con-
firmed in primary hepatocytes from different donors
and, notably, HBx is recruited very early post-infection
on the regulatory sequence of miR-21, a well established
onco-miR, also in HBV-infected primary human
hepatocytes.

We found that HBx activates several genes and miRNAs
that potentiate endocytosis and autophagy to favor HBV
replication, and represses miRNAs (miR-224, miR-138
and miR-596) that potentially target the HBV pgRNA and
would inhibit HBV replication (Fig. 7). Thus, HBx binding
to the cccDNA increases pgRNA transcription and HBV
replication and, at the same time, HBx protects the
pgRNA from the negative effects of miRNAs miR-224,
miR-138 and miR-596 by targeting their promoters and
inhibiting their expression. To better characterize the
interplay between HBx, HBx targeted miRNAs and HBV
replication we focused on miR-224. The down-regulation
of miR-224 expression in HBV replicating cells (ref [35]
and Fig. 4b and c) and HBV infected primary hepatocytes
(Additional file 1: Figure S5) is in apparent contradiction
with the reported up-regulation of miR-224 in elevated in
HCC [40-42] including HBV-related HCCs [42]. Notably,
Amaddeo et al. have reported that HBx inactivating muta-
tions, including missense/stop and frameshift mutations
as well as deletions, are selected in HBV-related HCCs
that carry a lower number of viral copies as compared to
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Fig. 5 Impact of HBx-targeted miRNAs on 3.5Kb/pgRNA transcription and HBV replication. a HepG2 cells are co-transfected with linear wild type
HBV genomes (HBV) and the indicated pre-hsa-miRNAs. HBV 3.5Kb/pgRNA levels were determined by real-time gPCR using specific primers. Re-
sults were expressed as fold induction relative to mock controls (Ctl) after normalization towards endogenous human -actin mRNAs. b rcHBV-
DNA levels associated to cytoplasmatic core particles were determined by real-time gPCR after normalization to 3-globin. Histograms represent
the mean from 3 independent experiments; bars indicate SDs. P values were determined using the Student’s ¢ test. *P < 0.05. ¢ DNMT3A and p65
recruitment on miR224 promoter. ChiPed chromatin from mock and HBV-wt replicating HepG2 cells. Results are expressed as in Fig. 4a. d Left
panel. Putative regulatory region (—2500/+1000 from TSS) and schematic representation of the luciferase construct containing the miR-224 pro-
moter region. The sequence was analyzed by motif software (http://www.genome.jp/tools/motif/) using a cut off score of 85%. Black diamonds
represent p53 binding sites; white circles represent NFkB consensus; white triangles represent AP1 consensus; black rectangles represent TCF/LEF
consensus and grey star represents HNF-3[3 consensus. Right panel. HepG2 cells were transfected with 250 ng of the —1841/+1035 miR-224 lucifer-
ase construct together with 250 ng of HBx expression vector. Luciferase activity was assayed 30h after transfection and expressed as fold induc-
tion over the control. Histograms represent the mean of 3 independent experiments each performed in duplicate; bars indicate S.D. P-values: *

0,02 <P <005 * 0,01 =P <002 ** 0,005 =<P<001

the non-tumor tissues [43]. Although it would be challen-
ging to obtain a formal demonstration in vivo, it is tempt-
ing to speculate that, in the early phases of HBV infection,
HBx binding at or near the p65/NFkB sites in the miR-
224 promoter leads to the repression of miR-224 expres-
sion, that would be detrimental for viral replication,
whereas HBx inactivation leaves the miR-224 promoter
free to respond to TNF/LT-NFkB signaling in HCCs and
highly displastic nodules.

Conclusions

The analysis of HBx genome wide chromatin recruit-
ment provides a repertoire of genes and ncRNAs directly
targeted by HBx and led to the identification of new

mechanisms by which HBx positively regulates cccDNA
transcription and HBV replication.

Methods

Cell cultures

HepG2 (ATCC HB-8065), HepG2.2.15 (a HepG2 clone
transfected with a plasmid containing two head-to-tail
dimers of the HBV genome, kindly provided by H. Will,
MPI, Martinsried, Germany) and NTCP-HepG2 (a
HepG2 clone transfected with a plasmid expressing the
HBYV receptor Na*-taurocholate cotransporting polypep-
tide (NTCP), kindly provided by S Urban, Heidelberg
University, Germany) cells were cultured in supple-
mented Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
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expression by HBx and inflammatory cytokines in ealrly phases of HBV infection and in HCC

as described [44] and maintained in a 5% CO2 humidi-
fied incubator at 37 C.

Transient transfection of full-length HBV DNA genomes

The pCR.HBV.AEcoRI and the pCRHBXmt.A.EcoRI
plasmids were restricted by EcoRI-Pvul (New England
Biolabs) to generate monomeric linear full-length WT

(genotype A, adw) and HBx-mt (carrying a termination
site at the codon 8 of the X ORF) HBV genomes [44]. Lin-
ear HBV monomers were transfected into HepG2 human
hepatoma cells using the Mirrus Bio transIT-LT1 (Mir
2300A). Briefly, 2-3 x 10° or 1-2 x 10" HepG2 cells are
seeded in 100-mm or 150-mm-diameter Petri dishes, re-
spectively, transfected after 24 h with 1 to 2 pg of digested
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HBV DNA and harvested 48 h post-transfection. A GFP
expression vector (500 ng) was included to assess transfec-
tion efficiency (range 28%—-32%). The HBV region span-
ning the predicted ends of the linear dsDNA was
amplified and sequenced to exclude the generation of cir-
cular HBV DNA molecules carrying sequence modifica-
tions at the recombination site. Southern blot analysis has
shown that the HBV cccDNA species in the nuclear ex-
tracts from HepG2 transfected cells co-migrate with the
cccDNA isolated from an HBV-infected liver used as a
positive control and are converted into a linear DNA by
Xhol digestion [18].

Primary culture of human hepatocytes and HBV infection
Primary human hepatocytes (PHH) (provided by Prof.
M. Rivoire) were prepared from HBV, HCV and HIV
negative adult patients undergoing lobectomy or seg-
mental liver resection for medically required purposes
unrelated to this research program. PHH were prepared
and cultured as described elsewhere [45]. Briefly, the
cells are plated overnight in collagen-coated dishes (BD
Biosciences) at 2x10° cells/cm? in William’s medium
(Life Technologies) supplemented with 10% FetalClone
II (Thermo Scientific), 1% penicillin/streptomicine and
1% glutamine (Life Technologies), as well as 5 pg/ml In-
sulin and 5x107 M hydrocortisone hemisuccinate
(Sigma Aldrich). After 24 h PHH are extensively washed
in serum-free medium and kept in serum-free medium
for one more day to counter select the growth of con-
taminating fibroblast and endothelial cells, and infected
48 hours after plating with HBV virus (i.e. inoculum)
produced in HepG2.2.15 cells [46].
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ChIP assays

Cells are resuspended in 0,2-0,4 ml of ChIP lysis buffer
(50 mM Tris HCL, pH 8, 0.5% NP40, 1 mM EDTA, and
100 mM NaCL), incubated 10 min at 4°C and the lysate
centrifuged at 10,000 g for 2 min. The nuclei are fixed in
1% formaldehyde for 30 min at 4°C, extracted with a 20
mM Tris, pH 8, 3 mM MgCl2, 20 mM KCl buffer contain-
ing protease inhibitors, pelleted by microcentrifugation
and lysed in SDS lysis buffer (1% sodium dodecyl sulfate,
10 mM EDTA, 50 mM Tris-chloride, pH 8.1) containing
protease inhibitors. Chromatin is sonicated using a Bior-
uptor Sonicator (Diagenode Inc) to generate 300- to 1000-
bp DNA fragments (5 pulses of 45 s at 80% power) for
ChIP and 200- to 300-bp DNA fragments (total time of 20
min, 30 s ON, 30 s OFF) for ChIP-Seq. After microcentri-
fugation, the supernatant is diluted 1:10 in dilution buffer
(0.01% sodium dodecyl sulfate, 1.1% Triton X-100, 1.2
mM EDTA, 16.7 mM Tris-chloride, pH 8.1, 167 mM
NaCl, containing protease inhibitors). 100 pl of antibody-
coupled magnetic beads (Invitrogen Dynalbeads) are
added to each 1 ml chromatin preparation and incubated
on a rotator for 14—16 h at 4°C. The antibodies used are
anti-HBx (MA1-081; mouse monoclonal IgGl), anti-
AcH4 (06-866, Upstate; rabbit polyclonal IgG recognizing
histone H4 acetylated at lysines 6, 9, 13, and 17), anti-
DNMT3A (sc-20703; Santa Cruz Biotechnology Inc.),
anti-p65 (sc-372; Santa Cruz Biotechnology Inc.). Nonspe-
cific immunoglobulins (Santa Cruz Biotechnology Inc.)
are used as negative controls. After the reverse cross-
linking, immunoprecipitated chromatin was purified by
phenol/chloroform (1:1) extraction and ethanol precipita-
tion. ChIPed chromatin is analyzed by real-time PCR
amplification using either primers (NCC1 and CCCAS)
and probes (FL and Red) specific for the HBV cccDNA [3]
or specific primers for genes and miRNAs promoters and
the SYBR Green DNA Master mix (Applied Biosystems,
Inc., Foster City, US-CA) (Additional file 1: Table S6). For
ChIP-Seq chromatin is prepared from ~2x107 cells / ex-
perimental point and processed according to the Illumina
Chlp-Seq libraries generation protocol (IP-102-1001) and
sequenced on Illumina GAII/GAIIx platforms. The eluate
was quantified by using a Qubit (Invitrogen) fluorometer.
The quality of each anti-HBx ChIP processed for ChIP-
Seq was prealably assessed by controlling HBx binding to
the HBV cccDNA [8] and to the MT1F gene promoter
[47]. DNA fragments recovered from reverse cross-linked
chromatin are repaired, ligated to adapters, size selected
and PCR-amplified to generate NGS libraries following
the Illumina DNA Library Construction Kit.

ChIP-Seq data analysis

Reads (36 bp) were mapped to the UCSC human gen-
ome hgl9 using Bowtie (version 0.12.9) [48]. Uniquely
aligned reads with no mismatches were retained for
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subsequent analyses. Peak-calling was performed using
model-based analysis for ChIP-seq (MACS, version
1.4.2) [49], following the protocol described in Feng et
al. [50]. Peak-calling was performed against a refer-
ence input sample from the same HepG2 cell line.
Home-made Perl scripts (www.biocomputing.it;
“Tools” section; Scripts related to Guerrieri et al.)
were used to locate HBx candidate binding sites along
the genome, taking into account three categories: pro-
moters (10 kb upstream or 1 kb downstream the tran-
scriptional start site (TSS) of genes), intragenic (from
1 kb after TSS up to the transcript end site (TES)) and
intergenic. For microRNAs, in particular, the promoter
HBx binding sites were located within the range of
(-5000; +1000) bps relative to the TSS. All potential
target protein-coding genes were annotated according
to UCSC, RefSeq and GenCode; for non-coding genes
(snoRNAs, snRNAs and lincRNAs) we referred to the
Ensembl Annotation and for microRNAs to the miR-
Base database v18 [51].

Functional enrichment analyses of candidate HBx target
genes

All protein-coding genes with putative HBx binding sites
(promoters or intragenic) were analysed by DAVID [52]
and FIDEA [53] web servers using KEGG [54] and Reac-
tome pathways [55, 56], the InterPro families [57] and
the Gene Ontology (GO) Biological Processes [58]. Only
biological terms with Benjamini-corrected p-value < 0.05
were considered enriched.

Plasmids and luciferase assay

The miR-224 promoter region -1841/+1035 (relative to
the pre-miR sequence was amplified by PCR from HepG2
genomic DNA with the following primers: luc-miR-
224 FOR 5 -AATCCTGTGCACCTCATCCTCTGT-3';
luc-miR-224 REV 5'-GACGAGCGGAG AAGGTTCTT-
3’. The amplified region was cloned into the pGL3 Basic
Vector (Promega, Madison, WI, USA) using the T4 DNA
ligase (Promega, Madison, WI, USA) and the construct
was confirmed by sequencing. Putative miR-224 seed se-
quences in the HBV genome (genotipe A; ADW) were
amplified by PCR with specific primers (Additional file 1:
Table S6), cloned in the 3" UTR of the Renilla luciferase
gene in the pRL-TK vector (Promega) and confirmed by
sequencing. For luciferase assay, cells are transfected with
the indicated luciferase reporter constructs and expression
vectors using the Lipofectamine Plus reagent (Invitrogen
Inc., Carlsbad, CA, USA). Luciferase activity in cell lysates
is measured using the Luciferase Assay System (Promega,
Madison, W1, USA) 30 h after transfection and the results
normalized for protein levels (Bradford, Bio-Rad Labora-
tories, Hercules, CA, USA). Pre-miRNA-224 and anti-
miRNA-224 (Ambion #AM17100 and #AM17000) are
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transfected with the Lipofectamine plus reagent (Invitro-
gen Inc., Carlsbad, CA, USA) at a final concentration of
30 nmol/l and cells were analyzed 30 h after transfection.

HBV pgRNA and cellular mRNA analysis

Total RNA was extracted using the TRIzol reagent (Invitro-
gen). RNA samples are treated with RQ1 RNase-Free
DNase (Promega) for 30 min at 37°C and RNA quality and
quantity monitored by ethidium bromide staining and UV
absorbance. For pgRNA analysis, 2 ug of DNase-treated
RNA are reverse transcribed (ThermoScript RT-PCR
System, Invitrogen) and quantified by real-time PCR ana-
lysis (Light Cycler; Roche Diagnostics) using the following
pgRNA-specific primers and probes: forward primer, 5°'-
GCCTTAGAGTCTCCTGAGCA-3’, reverse primer, 5'-
GAGGGAGTTCTTCTTCTAGG-3", FRET hybridization
probes, 5'~AGTGTGGATTCGCACTCCTCCAGC-FL-3,
and Red640-5'ATAGACCACCAAATGCCCCTATCTTAT
CAAC-3'. RNA samples are normalized using the
hGAPDH housekeeping gene Light Cycler Set (Roche
Diagnostics). miRNAs and mRNAs levels in cultured cells
were assayed, after reverse transcription (ThermoScript,
Invitrogen, Inc., Carlsbad, US-CA) using miRNA specific
stem-loop primers or random primers, by quantitative
qPCR using either a specific TagMan FAM-probe (Applied
Biosystems, Inc.) with the specific primers. Results were
normalized with respetct to RNU38 or p-actin and
expressed as described above.

Tagman® array microRNA cards

Total RNA is extracted from PHH at different time points
after HBv infection with TRIzol® reagent (Life Technologies)
according to manufacturer’s instructions. The Megaplex™
RT primer human pool A + B v3.0 (Life Technologies) was
used for miRNA-specific reverse transcription. RNA quality
and quantity were monitored by ethidium-bromide staining
and by UV absorbance. The Megaplex™ RT product was
then loaded on Tagman® microRNA cards A + B and run
performed with default thermal cycling conditions (Taq-
man® array user bulletin — Life Technologies). Data were
collected through SDS 2.3 software and analyzed through
RQ Manager 1.2 program (Life Technologies).

Core-particles associated HBV DNA purification and
quantitation

Cells are washed with ice-cold PBS, lysed in 50 mmol Tris—
HC], pH 7.4, 1 mmol EDTA, and 1% NP-40 (lysis buffer A)
and nuclei pelleted by centrifugation for 1 min at 10,000 g.
The supernatants are adjusted to 100 mmol MgCl2, treated
with 100 mg/ml of DNase I for 30 min at 37°C and then
with 0.5 mg/ml proteinase K and 1% SDS for 2 h at 50°C.
Nucleic acids are purified by phenol- chloroform (1:1) ex-
traction and ethanol precipitation adding glycogen. HBV
DNA is quantified by real-time PCR in a Light Cycler
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instrument (Roche) using the following primers and probes:
forward, 5'-CTCGTGGTGGACTTCTCTC-3’, and reverse
5'-CAGCAGGATGAAGAGGAA-3". We also used spe-
cific FRET hybridization probes: 5'-CACTCACCAACCTC
CTGTCCTCCAA-FL-3’, Red640, 5-TGTCCTGGTTAT
CGCTGGATGT GTCT-3". Amplifications were performed
as follows: 95°C for 5 min, followed by 45 cycles at 95°C for
10 s, 58°C for 10 s, and 72°C for 20 s.

Immunofluoresence and transferrin-uptake assay

HepG2 cell lines were grown overnight on glass coverslips
in 6-well plates. The cells were serum-starved at 37 °C for
1 h in starving medium (DMEM 0%), then incubated at
37 °C for 15-20 min in starving medium containing 25
pg/ml of biotinylated holo-transferrin (Sigma T-3915).
Cells were fixed in 4% paraformaldehyde at room
temperature for 20 min, washed thrice with PBS, permea-
bilised, blocked with TBS +0.2% Saponin +10% serum
anti rabbit for 15 min, and then incubated at 37 °C for 1 h
with 1:500 dilution of Streptavidin from Molecular Probes
conjugated to the fluorophor Alexa 594 (Invitrogen). After
three washes with TBS +0.02% Saponin + 1% serum, the
coverslips were mounted onto glass slides. Images of
Transferrin, DAPI and GFP-fluorescence were acquired
using a Zeiss 510 Meta confocal microscope (all images
were obtained with the same exposure setting). Alexa 594-
conjugated transferrin signal intensity was quantified for
10 transfected cells in each set, and the mean intensity cal-
culated and normalized against that of the nontransfected
cells (Mock) with the software Image].

Statistics

P values were determined using the 2-tailed Student’s ¢ test.
Wilcoxon rank-sum test was used for nonparametric pair-
wise comparisons. P < 0.05 was considered significant.
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Exp Name _#Good #Uniquely %Uniquely
unique reads mapped reads | mapped reads
SAP Input 33,167,085 25,687,082 77
SAP HBx_wt_1 29,109,646 21,261,284 73
SAP HBx_wt_2 13,090,991 7,994,287 61
IFO Input 17,516,410 12,157,995 69
IFO HBx_wt_1 17,148,341 7,996,242 47
IFO HBx_wt_3 15,629,897 7,141,652 46
C
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0
-1e+05 -5e+04 Dista ggéot% Tss 5e+04 1e+05
Hsa-miR fdr Hsa-miR fdr Hsa-miR fdr Hsa-miR fdr
Hsa-miR-224 0 Hsa-miR-3139 0.24 Hsa-miR-4698 0.76 Hsa-miR-3617 1.75
Hsa-miR-452 0 Hsa-miR-548p 0.24 Hsa-miR-640 0.79 Hsa-miR-944 1.80
Hsa-miR-21 0 Hsa-miR-302e 0.25 Hsa-miR-4740 0.80 Hsa-miR-26a-2 214
Hsa-miR-3648 0 Hsa-miR-663a 0.29 Hsa-miR-4662b 0.80 Hsa-miR-4488 2.15
Hsa-miR-576 0.14 | Hsa-miR-138-2 0.30 Hsa-miR-5698 0.82 Hsa-miR-3197 2.26
Hsa-miR-1913 0.14 | Hsa-miR-551b 0.36 Hsa-miR-4681 0.82 Hsa-miR-4770 2.42
Hsa-miR-26b 0.15 | Hsa-miR-5095 0.47 Hsa-miR-584 0-84 Hsa-miR-543 2.76
Hsa-miR-5588 0.15 | Hsa-miR-4682 0.51 Hsa-miR-4648 0.87 Hsa-miR-495 2.76
Hsa-miR-3691 0.15 | Hsa-miR-1539 0.55 Hsa-miR-3650 0.88 Hsa-miR-4664 3.54
Hsa-miR-4703 0.16 | Hsa-miR-4429 0.59 Hsa-miR-133a-2 0.89 Hsa-miR-4317 3.73
Hsa-miR-5193 0.16 | Hsa-miR-663b 0.59 Hsa-miR-3914-1 0.95 Hsa-miR-4321 3.87
Hsa-miR-943 0.16 | Hsa-miR-663a 0.63 Hsa-miR-3170 0.95 Hsa-miR-3648 1.1
Hsa-miR-129-1 0.16 | Hsa-miR-4666a 0.67 Hsa-miR-548a-2 1.04 Hsa-miR-3687 1.1
Hsa-miR-552 0.17 | Hsa-miR-3648 0.69 Hsa-miR-3622b 1.18 Hsa-miR-4448 37.5
Hsa-miR-3657 0.17 | Hsa-miR-3687 0.69 Hsa-miR-4286 1.22 Hsa-miR-3916 37.6
Hsa-miR-1973 0.17 | Hsa-miR-639 0.69 Hsa-miR-555 1.23 Hsa-miR-4442 37.9
Hsa-miR-4276 0.17 | Hsa-miR-596 0.70 Hsa-miR-4429 1.24 Hsa-miR-4446 38.0
Hsa-miR-3909 0.18 | Hsa-miR-4501 0.71 Hsa-miR-4425 1.25 Hsa-miR-4438 431
Hsa-miR-4476 0.18 | Hsa-miR-378g 0.73 Hsa-miR-4309 1.29
Hsa-miR-1244-2 | 0.20 | Hsa-miR-3667 0.73 Hsa-miR-639 1.73
Hsa-miR-626 0.22 | Hsa-miR-4710 0.74 Hsa-miR-5006 1.74




Figure S1. HBx ChIP-Seq experiments analysis. Libraries were sequenced using the
lllumina Genome Analyzer Il (two IFO libraries) or the Genome Analyzer lIx (two SAP
libraries). Total input DNA from each experiment served as control sample. a) Number of
reads obtained in the different experiments; b) Histogram showing the distribution of peaks
with respect to the Transcription Start Site (TSS); ¢) Distribution of HBx peaks in the
different genomic regions. d) list of the 75 HBx targeted miRNA promoters sorted
according to their False Discovery Rate (FDR).
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Figure S2. HBx occupancy on cellular promoters in: a) NTCP-HepG2 cells
and b) PHHs infected with HBV-wt virus. Anti-HBx ChIPed chromatin from
NTCP-HepG2 cells (a) and PHHs (b) infected with HBV-wt virus is analyzed with
primers specific for the SREBP2 and Beclin-1 promoters. ChIP results are
expressed as % of Input. Histograms show the mean from two independent

experiments; bars indicate SD.
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Figure S3. HBx occupancy on the control RFP2 promoter. HBx occupancy on
the RFP2 promoter showed no HBx enrichment in independent ChlP experiments.
Results are expressed as in Figure S2.



NTCP-HepG2 cells

=
o
£
2
T
Rab5B
I ct

HBV wt
"= HBV mt HBx

Fl % Input

Beclin1

Figure S4. HBx occupancy on cellular promoters in NTCP-HepG2 cells
infected with wild-type and mt-HBx HBV. Anti-HBx ChlPed chromatin from
NTCP-HepG2 cells infected with HBV-wt and HBV-mt-HBx virus is analyzed with
primers specific for the RAB1A, RAB2B, RAB5B, Beclin-1 and SREBP2 promoters.
ChIP results are expressed as Fold Induction (FI) of the % of Input. Histograms
show the mean from three independent experiments; bars indicate SD.
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Figure S5. HBx occupancy on miRNAs promoters in: a) NTCP-HepG2 cells
and b) PHHs infected with HBV-wt virus. Anti-HBx ChIPed chromatin from
NTCP-HepG2 cells (a) and PHHs (b) infected with HBV-wt virus is analyzed with
primers specific for the miR-224 and miR-21 promoters. Results are expressed as
in Figure S2.
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Figure S6. ChIP validation of high P value HBx peak. HBx occupancy on
miR-23a (peak P value =1E-3) showed no enrichment in anti-HBx in an
independent ChlIP validation experiment. Results are expressed as in Figure S2.
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Figure S7. HBx targeted miRNAs expression in HBV-infected Primary Human
Hepatocytes. miRNAs expression was analysed by Tagman PCR-arrays in HBV
infected (12 dpi) Primary Human hepatocytes (PHH).



Table S1
Rab family & ATG family table

Genes Location
RAB1A, RAB2B, RAB5A, RAB6C, RABSA, RAB12, RAB27A, Promoter
RAB28, RAB31, RAB38, RAB11FIP2, RAB11FIP3
RAB3B, RAB3C, RAB3D, RAB4A, RAB5B, RABS8BA, RABSB, In gene
RAB10, RAB18, RAB27A, RAB28, RAB31P, RAB37, RAB32,
RAB11FIP3, RAB11FIP5
ATG4B Promoter

In gene

ATG3, ATG4B, ATG5, ATG7, ATG9A, ATG10, ATG16L1, ATG9B




Table S2

HBx targeted miRNAs functions (PubMed)

Gene

Liver

HCC

HBV

Cancer

NA

Other

Gene

Liver

HCC

HBV

Cancer

NA

Other

hsa-mir-1244-2

hsa-mir-129-1

hsa-mir-4448

hsa-mir-133a-2

hsa-mir-4476

hsa-mir-138-2

hsa-mir-4488

hsa-mir-1539

X | X | X | X

hsa-mir-4501

hsa-mir-1913

hsa-mir-452

hsa-mir-1973

hsa-mir-4648

hsa-mir-21

hsa-mir-4662b

hsa-mir-224

hsa-mir-4664

hsa-mir-26a-2

hsa-mir-4666a

hsa-mir-26b

X | X | X | X

X | X | X | X

X | X | X | X | X

hsa-mir-4681

hsa-mir-302e

hsa-mir-4682

hsa-mir-3139

hsa-mir-3170

hsa-mir-4698

hsa-mir-4703

hsa-mir-3197

hsa-mir-4710

hsa-mir-3617

hsa-mir-3622b

hsa-mir-3648

hsa-mir-4740

hsa-mir-4770

X | X | X | X | X|X|X|X|X

hsa-mir-495

hsa-mir-3648

hsa-mir-5006

x

hsa-mir-3648

hsa-mir-3650

hsa-mir-5095

hsa-mir-5193

hsa-mir-3657

hsa-mir-543

hsa-mir-3667

hsa-mir-3687

hsa-mir-3691

X | X | X | X | X

hsa-mir-548a-2

hsa-mir-548p

hsa-mir-551b

hsa-mir-378g

hsa-mir-3909

hsa-mir-3914-1

hsa-mir-552

hsa-mir-555

hsa-mir-5588

hsa-mir-3916

hsa-mir-5698

hsa-mir-4276

X | X | X | X

hsa-mir-4286

hsa-mir-576

hsa-mir-584

hsa-mir-4309

hsa-mir-596

x

hsa-mir-4317

hsa-mir-4321

hsa-mir-4425

hsa-mir-626

hsa-mir-639

hsa-mir-640

hsa-mir-4429

hsa-mir-663a

hsa-mir-4438

hsa-mir-4442

hsa-mir-663b

X | X | X | X

hsa-mir-943

hsa-mir-4446

hsa-mir-944




Table S3
TF binding sites overlapping HBx peaks
(Genomatix Matlnspector)

CREB NFkB

miR-224

miR-129-1

miR-138-2

miR-302e

miR-596

miR-26a-2

miR-26b

miR-551b

miR-552

miR-1913

miR-576

miR-3648

miR-21




Table S4
mMiRNAs that activate or repress HBV replication

HBV

Target /

. g \ References
replication mechanisms

miR-1 up HDAC4 23

miR-15a .
MiR-16-1 down Viral RNAs 28
miR-15b up HNF1a 24
miR-17-92 down Viral RNAs 29

cluster

miR-122 down Cyclin G1-p53 20
miR-130a down PGC1a-PPARg 26
miR-141 down PPARa 25
miR-372/373 up nuclear factor 1/B 21

miR-199a-3p .
miR-210 down Viral RNAs 27
miR-1231 down Viral RNAs 30
miR-501 up HBXIP 22




Table S5
MiRNA seeds predicted in HBV pgRNA sequence and conserved across HBV genotypes
(RNA-hybrid a)

miRNA Seeed 5p Seed 3p
21 -22,2 kcal/mol -21,4 kcal/mol
26a-2 -17,8 kcal/mol -19,6 kcal/mol
26b -21,5 kcal/mol -25,4 kcal/mol
129-1 -24,5 kcal/mol -27,9 kcal/mol
138-2 -31,2 kcal/mol -22,3 kmol/cal
224 -27 kcal/mol -25,8 kcal/mol
302e -22,6 kcal/mol /

452 -25,6 kcal/mol -19,7 kcal/mol
551b -26,2 kcal/mol -24,8 kmol/cal
552 -25 kcal/mol /

576 -22,2 kcal/mol -23,3 kcal/mol
596 -31,3 kcal/mol /

1913 -35 kcal/mol /

3648 -29,8 kcal/mol /

3687 -24.6 kcal/mol /

a KrugerJ & Rehmsmeier M, NAR 2006, 24, W451-W454




Table S6

List of primers used thoughout the manuscript

ChIP primers Forward Reverse
SREBP2 5'- CCCTCTCCAGCCTCAGACAATGA-3' 5'-GGCACATTCACCTGCTTGCTAACT-3'
RAB1A 5'- AACTTGCACTACTGCCTCCTGTCA-3 5-TTAGGCCACCAGGGATTGTTCACT-3
RAB2B 5'- GCCACTGTGTCTGGCCCATAATTT-3' 5'-CCCTTGATCCTTCTTCCTGTTCCT-3'
RAB5B 5- CTTGTTGGCTGGACATGGT-3' 5-GCTATGGATGAGAGAATGGAGG-3 '
BECLIN1 5- CAGTACATCCTGAGCCAGAAC-3 5-GGGTGCATGAAGAGGTATAGTC -3
TRAF2 5- CCCAGGTTCAAGTGATTTTCCT-3' 5-CTGGGCATGGTGGCAGATGC-3 '
STAT1 5- GAGGCAGCCATTCGGGAATCTA-3 ' 5-CTCACCTCGCAACACCTGATCC-3
LAMA3 5- CACCATGCCTGGCTAAGT-3 ' 5-TGATATCAAAAGCGCAAGCA-3 '
DNMT3B 5- CCATAAAGTGACCTTCTGG-3 ' 5'CTGCTGCTCCTCAATACACCAA-3 '
hsa-mir-21 5'-CCGGCATAGGTCCATCTCTGCA 3' 5-TCAGCCCGAAACTTCCCAGAG-3'
hsa-mir-26a-2 5'-CACGTGGCCAGCACTGTTAAATGA-3' 5-GGTTACTACTGATTTCCCTGCCTG -3'
hsa-mir-26b 5-AAAGAAGTGCACGGGCAACGG-3' 5-GCGCTTTCCTCTCCCTCTGTGAA -3'
hsa- mir-129-1 5'-TCTGGGCCTCACTTATGCCAC-3' 5-ATGCTGGGAGAGCTGTGTGACCTT -3'
hsa-mir-138-2 5'- ACCCTGGTACAAGCCAGAGGAAAT-3' 5" ACAAGCTGAGGCGGGAAGACATAA-3'
hsa-mir-224 5'-CAGAGCAACCCTGGAAACACTCTT -3' 5-AGCAGAACAAGATGCCTCTCACGA-3'

hsa-mir-302e

5-GAAGAGACAACACAGAAGCTCAGCAG-3'

5-CATGTTAGGTCATTGGGAAGTGAGGG-3'

hsa-mir-5518 5 CAGAAACTGATGGGACTGATCTGC -3' 5 TGACGAGATATAGTGGCTTGCCTG-3"
hsa-mir-552 5_GTGATGGACACACACACACACACA-3' 5-ACAGCTCACCAGTCTTACCCAGAT -3'
hsa-mir-576 5 TTGGGTCAAGAGTCAGAAGTTT -3 5 TGGCTTCTACTTGTCCTTTCC -3
hsa-mir-596 5 GGGAGGAAGGAAGGAAAGAAA -3 5 -TCTGTGAAAGCTGGATGCTAA -3'
hsa-mir-1913 5_TTGAAAGTGTTCTGCGCTATCC-3' 5-ACCTGGGCTGAAGGAGATTTA -3'
hsa-mir-3648 5_GGCCGTGCCTGAGGTTTCT -3 5 AACGGACGTGAAGCCGGTGA -3
mRNA primers Forward Reverse Probe
SREBP2 5.GCCCTGGAAGTGACAGAGAG -3' | 5-TGCTTTCCCAGGGAGTGA-3' | #21, cat.no. 04686942001
RAB1A P-GEGAAMACARTCAAGCTTCAM | 5.CTGGAGGTGATTGTTCGAAAT -3 | #72, cat. no. 04688953001
RAB2B SACAARTCAAACTGCAAATCTGE | 5. AACGGGTGATAGAACGGAAG -3 | #61, cat. no. 04688597001
RAB5B S-GCCAAGACAGCTATGAACGTG -3 | 5 50 CAAGACAGCTATGAACGTG -3' | #72, cat.no. 04688953001
BECLINA 5_GCAGCTGGATAAGCTGAAGA-3 | 5-CGACCCAGCCTGAAGTTATT-3'

miRNAs primers

miRNAs Probe miRNAs Probe
hsa-mir-21 ID 000397 hsa-mir-452 ID 002329
hsa-mir-26a ID 000405 hsa-mir-551B -3p ID 001535
hsa-mir-26b ID 000407 hsa-mir-551B -5p ID 002346
hsa-mir-33a ID 002135 hsa-mir-552 ID 001520
hsa- mir-129-5p ID 000590 hsa-mir-576-3p ID 002351
hsa- mir-129-3p ID 002298 hsa-mir-596 ID 001550
hsa-mir-138 ID 002284 hsa-mir-1913 ID 121113
hsa-mir-224 ID 002099 hsa-mir-3648 ID 464401
hsa-mir-302e ID 002802 hsa-mir-3687 ID 464645
RNU38B ID 001004




miRNAs PreMir

hsa-mir-26a-5p PM10249

hsa-mir-302e PM13467

hsa-mir-138-5p PM11727

hsa-mir-596 PM11608

hsa-mir-224-5p PM12571

Primers specific for
SEED sequences

Forward

Reverse

Seed1

5-ACCCTGTGACGAACATGGAGAACA-3’

5-ACACATCCAGCGATAACCAGGACA-3’

Seed2

5-ACAGGCTTTCACTTTCTCGCCAAC-3

5-AGTTCCGATGAGCTTTGCTCCAGA-3’

Seed3

5-TTTCCATGGCTGCTAGGCTGTACT-3

5-AACGTGCAGAGGTGAAGCGAAGT-3

Seed4

5-ATAAATTGGTCTGCGCACCAGCAC-3’

5-ACGGAAGGAAAGAAGTCAGAAGGC-3
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Hepatitis B protein HBx binds the DLEU2 IncRNA to sustain viral
and host gene transcription.

* * *
Debora Salerno , Letizia Chiodo , Oceane Floriot , Grazia Cottone, Matteo Pallocca,

Safaa Jeddari, Massimo Levrero #, Francesca Guerrieri #
Soumis a Nature Microbiology

Plusieurs IncRNA (HULC, HEIH, LET, MVIH, H19, HOTAIR, PCAT-29, EVI1, UCA1) ont été montré
étre dérégulés dans I'infection par le HBV et dans les HCC associés au HBV (Esposti et al., 2016;
Hu et al., 2016; Moyo et al., 2016; Yang et al., 2017; Zhang et al., 2016).

Dans I'étude 1, nous avons identifié 16 promoteurs de IncRNA et 34 régions intragéniques de
IncRNA liés spécifiquement par HBx (Guerrieri et al., 2017). Nous avons évalué dans des
hépatocytes primaires humains (PHH) infectés par le HBV I'expression des 34 IncRNA uniques
qui sont directement ciblés par HBx et de 15 IncRNA supplémentaires modulés dans les HCC
humains. Neuf des 34 IncRNA ciblés par HBx sont induits de maniére significative (DLEU2,
LINC00441, LINCO0467, LINCO0476, LINCO0478, LINCO0526, RBM26-AS1, SNHG12, TMEM72-
AS1) et 4 sont réprimés (HCG18, MIR31HG, PLK1, PK) 7 jours apres l'infection. Par ailleurs 7
sur 15 des IncRNA modulés dans les HCC (FTX, GAS5, H19, HEIH, HULC, MVIH, TUC338) sont
fortement induit par le HBV. Parmi les IncRNA présentant les niveaux d'induction les plus
élevés dans les PHH infectés par le HBV, DLEU2, LINC00441, LINC0O0478 sont des cibles directes
de HBx, alors que nous n'avons pas de preuve directe du recrutement de HBx sur les
promoteurs de HULC, HEIH et H19 (Guerrieri et al., 2017).

Nous nous sommes concentrés sur DLEU2, qui est fortement activé par le HBV, et qui est
exprimé lors de la maturation du foie (Peng et al., 2014) et surexprimé dans les HCC humains
(Villaetal., 2016; Yang et al., 2017). Le géne DLEU2 s'étend sur 2768 pb et chevauche le cluster
miR-15a / miR-16-1, le géne TRIM13 et, partiellement, le géne DLEU1. Le recrutement de HBx
s'accompagne d'une augmentation de la liaison de la polymérase II, de I'acétylation des
histones H4 et des ARN DLEU2.

DLEU2 est hautement enrichi, avec quelques autres IncRNA, dans les RIP-Seq
(immunoprécipitation d'ARN suivie d'un séquencage a haut débit) EZH2 réalisés dans des
cellules cancéreuses du colon (Guil et al., 2012). Nous avons pu confirmer par des expériences
de RIP que DLEU2 se lie a I'histone méthyltransférase EZH2, la sous-unité catalytique du
complexe répressif PRC2, dans les cellules du foie et a la protéine virale HBx dans les cellules
infectées par leHBV. Ces résultats mettent en évidence une nouvelle propriété de HBx de se
lier aux ncRNA. Nous avons aussi pu montrer que l'interaction entre DLEU2 et HBx module les
fonctions du complexe EZH2/PRC2 conduisant a l'activation constitutive d'un sous-ensemble
de génes cibles d'EZH2 qui sont normalement conservés dans un état réprimé et sont
surexprimé dans les HCC.
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Nous avons également montré, avec des expériences d'isolement de la chromatine ADNccc
par purification d'ARN (ChIRP), que l'interaction de HBx avec DLEU2 se produisait sur le
minichromosome de I’ADNccc ou elle stimulait la transcription/réplication du virus.
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Abstract

The Hepatitis B virus (HBV) HBx regulatory protein is required for transcription from the cccDNA
minichromosome and affects the epigenetic control of both viral and host cellular chromatin. Here
we show, by combining computational tools and functional experiments in relevant cellular models
of HBV replication, that HBx binds DLEUZ2, a IncRNA expressed in the liver and activated in human
hepatocellular carcinoma (HCC). HBx and the histone metyltransferase EZH2, the catalytic active
subunit of the PRC2 complex, share the same preferential binding sites on DLEU2. DLEU2 and
HBXx co-recruitment on the cccDNA displaces EZH2 from the viral chromatin to boost transcription
and viral replication. DLEU2 association to the EZH2/PRC2 target promoters TRIM13 and CCNB2
relieves EZH2 repression. In HBV replicating cells, the concomitant increase in DLEUZ2 levels and
HBx recruitment further increase transcription from a subset of active EZH2/PRC2 target genes.
Collectively, our results highlight the ability of HBx to bind RNA to impact on the epigenetic control
of host genes and provide a key to understand the role of DLEU2 and EZH2 overexpression in

HBV-related HCCs and HBx contribution.



Introduction

Despite availability of a preventive vaccine and anti-viral treatments that arrest disease
progression and reduce liver cancer risk, hepatitis B still remains a major public health problem
worldwide with about 257 million persons living with HBV chronic infection, that makes it the most
common chronic viral infection™?. HBV (hepatitis B, HBV-related cirhhosis and HBV-related liver
cancer) accounts for over 850,000 deaths/year® and is responsible for >50% of the hepatocellular
carcinomas (HCCs) worldwide®. Currently, only 10% of chronically infected people have been
diagnosed worldwide and as few as 1% are adequately treated’. Hepatitis B surface antigen
(HBsAg) loss is viewed as an important goal of therapy” but it is achieved only in a minority of
patients treated with pegylated interferon alpha2a (PeglFN) and nucleos(t)ide analogues (NUCs)
and life-long treatments are recommended®. HBsAg loss is not accompanied by viral eradication®
and most patients never clear the HBV cccDNA and bear viral sequences integrated into the host
DNA?®. cccDNA minichromosome is the matrix for transcription of all viral mMRNAs and the 3.5Kb
pregenomic RNA, that serves as template for viral replication within the capsids in the cytoplasm’.
The level of HBV replication is determined by the size of the cccDNA pool (ie total number of
cccDNA molecules present) and its transcriptional productivity (ie the amount of HBV RNAs
transcribed from each cccDNA)’. cccDNA transcription is regulated by the epigenetic modifications
imposed to cccDNA-bound histones® by viral and cellular proteins as well as by inflammatory
cytokines, such as IL6, IL1b and IFNa’. Low serum HBV-DNA levels and low HBV replication are
associated with cccDNA bound histone deacetylation and, conversely, high serum HBV DNA
levels are associated with cccDNA hyper-acetylated histones in the liver of HBeAg negative
chronic HBV patients®. HBx regulates cccDNA transcription by 2 mechanisms: a) the degradation
of the Smc5/6 restriction factors mediated by the activation of the DDB1-Cul4 E3 ligase early after
infection® and b) the prevention of transcriptional repressors recruitment and cccDNA silencing™®"".
In addition to viral chromatin, HBx is recruited to and regulates the activity of a variety of coding
genes and ncRNAs promoters'®. Long non coding RNAs (IncRNAs) are frequently dysregulated in
both HBV-related HCC tissues and HBV-/HBx-expressing cell lines'. The biological effects of

IncRNAs are less understood compared to small ncRNAs (microRNAs), but they have been



recently recognized to play a crucial role in the modulation of signaling pathways and regulation of
gene expression’. A number of IncRNAs have been described to guide chromatin-modifying
complexes, including EZH2/PRC2, toward their chromatin target loci'*™"". In this paper, we show,
by combining computational tools and functional experiments in relevant cellular models of HBV
replication, that HBx binds the IncRNA DLEUZ2 to modulate transcription from the HBV cccDNA
minichromosome, hence boosting HBV replication and from host genes promoters. HBXx
recruitment to DLEU2-EZH2/PCR2 regulatory complexes freezes the promoters of a subset of
EZH2/PRC2 targets into a constitutionally active state. These observations provide a new key to
understand the role of DLEU2 and EZH2 overexpression in HBV-related HCCs and the impact of

HBx in hepatocytes transformation.



Results

DLEU2 IncRNA is a direct target of HBx upregulated in HBV infection and HBV-related HCC
Several INcRNAs have been shown to be deregulated in HBV infection and in HBV-related HCCs
(i.e. HULC, HEIH, LET, MVIH, H19, HOTAIR, PCAT-29, EVI1, UCA1)">'®2' Recently, using a
genome wide analysis of HBx chromatin recruitment in HBV-replicating cells, we identified 16
IncRNA promoters and 34 IncRNA intragenic regions specifically bound by HBx'2. The expression
of the 34 unique IncRNAs that are directly targeted by HBx (Figure 1a) and of 15 additional
IncRNAs that are known to be modulated in human HCCs (Figure 1b) has been evaluated in mock
and HBV-infected human primary hepatocytes (PHHs) using a custom Nanostring-GE panel
assay. As shown in Figure 1a, 9 out of the 34 HBx-targeted IncRNAs were significantly
upregulated (DLEU2, LINC00441, LINC00467, LINC00476, LINC00478, LINC00526, RBM26-AS1,
SNHG12, TMEM72-AS1) and 4 were strongly down-regulated (HCG18, MIR31HG, PLK1S1,
PVT1) by HBV at day 7 post infection. Notably, 7 out of 15 HCC-modulated IncRNA were strongly
upregulated (FTX, GAS5, H19, HEIH, HULC, MVIH, TUC338) by HBV infection (Figure 1b).
Among the IncRNAs with the highest levels of induction in HBV infected PHHs, DLEUZ2,
LINC00441, LINC00478 were HBx direct targets (i.e positive in the anti-HBx ChIP) whereas for

t'2. We focused

HULC, HEIH and H19 we do not have direct evidence of HBx promoter recruitmen
on DLEU2, which is differentially expressed during liver maturation? and overexpressed in human
HCCs*** (and Figures S1a and S1b).

DLEU2 gene extends for 2768 bp and overlaps with the miR-15a/miR-16-1 cluster, TRIM13 and,
partially, with DLEU1 genes (Figure 1c). The HBx peak detected by HBx ChIP seq'? (Figure 1c,
black circle) is located ~6600 bp upstream the DLEU2 promoter previously described in Lerner et
al.®®. HBx binding on HBx peak region was confirmed in independent ChIP assays performed in
HBV-infected PHH (Figure 1d, left panel), HepG2 cells transfected with HBV monomers™ and
HepAD38 induced cell lines (Figure S2a, upper panels). HBx recruitment is accompanied by an
increase in Polymerase Il binding (Figure 1d, right panel), H4 acetylation (Figure S2a, lower

panels) and DLEU2 steady state RNA levels (Figure 1e and Figure S2b). The modulation of

DLEU2 expression was further confirmed in all the HBV infection/replication systems (HBV-



infected PHHs and NTCP-HepG2 cells; HBV transfected HepG2 cells and HepAD38 induced cells)
using RT-PCR primers specific for exons 2-4 and intron 2 (Figure 1f and Figure S2c). The increase
in DLEU2 RNA containing intron 2 sequences in the nuclei of HBV replicating cells (Figure 1g)
supports the notion that DLEU2 induction by HBx and HBV occurs at the transcriptional level.
Notably, HBx recruitment on the HBx peak region has no impact on the levels of the antisense

DLEU1 IncRNA (Figure 1c and data not shown).

DLEU2 IncRNA physically interacts with EZH2 and HBx

A number of INcRNAs have been described to guide chromatin-modifying complexes toward their
chromatin loci of origin and regulate gene expression''. Thus, the IncRNA HOTAIR induces a
genome-wide reprogramming of PRC2 targets to promote cancer metastasis in breast and colon
cancer®®?’. Several IncRNAs interact in vivo with the EZH2/PRC2 complex in embrionic stem cells
(ESCs)"® and DLEU2 is highly enriched, together with the XIST, TSIX, MALAT1 and GAS5
IncRNAs, in EZH2 RIP-Seq performed in colon cancer cells'’. Since HBx has been reported to

bind EZH2/PRC2 in order to modulate transcription of specific host genes?"?®

we sought to further
investigate the interaction between DLEU2, EZH2 and HBx in hepatocytes and HCC cell lines. As
shown in Figure 2a, we found that DLEU2 and EZH2 interact in vivo in PHHs. As compared to
mock-infected cells, HBV-infected PHHs displayed a significant enrichment of DLEU2 IncRNA
(intron 2 and exons 2-4) in anti-EZH2 RNA immunoprecipitations (Figure 2a, left and middle
panels). MALAT1, a IncRNA known to bind EZH2, served as positive control (Figure 2a, right
panels). Next, we performed anti-HBx RIPs in HBV-infected PHHs and HepG2 cells transfected
with wild type (wt) monomeric HBV genomes. We found that HBx binds DLEU2 (intron 2 and
exons 2-4) in HBV infected / replicating hepatocytes (Figure 2b and 2c, left and middle panels). No
enrichment of MALAT1 binding to HBx was observed (Figure 2b and 2c, right panels). Altogether

these results indicate that the DLEU2 IncRNA binds EZHZ2 in liver cells and, in HBV infected cells,

the viral protein HBx.



Modeling the DLEU2-EZH2-HBx interaction in silico.

The RIP results suggest, but do not formally prove, the presence of a tripartite complex containing
DLEU2, EZH2 and HBx in HBV infected / replicating cells. To gain insights on the formation of the
complex and the interactions between the three partners we modeled DLEU2-EZH2 and DLEU2-
HBx protein complexes and the ternary DLEU2, HBx and EZH2 protein-RNA complex using
bioinformatics tools.

The three-dimensional atomistic structure is an essential ingredient to model protein-RNA physical
interactions. The EZH2 structure has been established®®, but the structure prediction for partially
disordered proteins (i.e. HBx) and IncRNAs (i.e. DLEU2) is a challenging task. Methodological
details and issues are discussed at lenght in the Supplementary Materials Section.

We used DLEUZ2 exons 1-10 and intron 2 sequences to model the corresponding secondary
(Figure S3) and tertiary (Figure 3a and Figure S4) structures®>?. We also modelled the atomistic
structure of HBx obtaining a partially disordered stucture, as expected from predictions based on
the sequence analysis, and in agreement with literature®*?*. Actually, the presence of intrinsically
disordered regions, in combination with structured domains, is essential for HBx interaction
behaviour.

We first investigated the interaction between DLEUZ2 derived RNA structures and HBx using

modeling tools based both on primary sequences®**®

and on 3D atomistic models, in order to verify
if any interaction exists, and if it is driven by sequence, structure, or peptides/nucleotides length, all
previously suggested mechanisms for RNAs-protein interactions®”. The RNA-binding residues of
HBx, predicted from the protein sequence, are reported in Table S1 (line 1) and highlighted in
Figure S5a. These residues, mainly charged amino acids as arginines and lysines, are mostly
located in the first middle part of the sequence, i.e. in the disordered region. Methods based on
primary sequences matching predicted exons 6, 1-3 and 4 as the most interacting ones, with
scores in decreasing order. HBx interaction with the intron 2 is predicted within the same score
range.

To gain more insights into HBx - DLEUZ2 interactions we also performed docking calculations

exploiting the 3D atomistic models of both the HBx protein and the DLEU2 RNA sequences. The



docking protocols are fully described in Supplemental Materials, in the Section “Docking
predictions”. We found that HBX, thanks to its partially disordered nature, interacts with multiple
DLEU2 species. The 3D structures of the HBx-DLEU2 exons complexes provided by docking
calculations are shown in Figure S4. Although it is debated in the literature®® if and to which extent
docking scores may be used to rank different interacting couples, we use here with some caution
the HADDOCK scores***° as a relative indicator of the strength of the interaction. We found higher
propensity of HBx for exons 6, 2, 8, 3 (in decreasing order) than for other exons. The score value
for HBx-intron 2 interaction is in the same range as the above highly interacting exons. The 3D
structures of HBx-intron 2 complexes are shown in Figure 3a, panels 1,2. Notably, two loci on
intron 2 show a nearly equal probability to be occupied by HBx.

Additional information on the interaction between DLEU2 species and HBx came from the docking
results by inspecting the protein-RNA interface according to a distance-based criterion. In Table S1
(lines 2-11, and 12-13), are listed the HBx residues that, based upon docking analysis, are
predicted to preferentially interact with DLEU2 RNA exons and intron 2, respectively. According to
these data and those from the sequence-based interaction affinities calculations, HBx binds RNAs
preferentially via its more disordered part. HBx also shows preferential binding to double strands
and internal loops motifs of ncRNAs (helical regions, stems, highlighted on the secondary structure
representation in Figure S3), rather than complex 3D structures.

To further assess the quality of our docking protocols, we exploited some experimental information
on other HBx complexes (see Supplemental Material, “Protein-protein and protein-IncRNAs control
docking®). In particular, for the strongly interacting DDB1-HBx complex (PDB entry: 317H*), the
complex structure provided by docking is very similar to the experimental one. Notably, the
HADDOCK score is in the same range or slightly higher than the most interacting DLEUZ2 species.
Next we used the DLEUZ2 intron 2 - EZH2 binary complex as a reference to evaluate the possible
interfering activity of HBx. We docked the DLEU2 intron 2 with EZH2 (see Figure 3a, panels 3, 4),
and we identified two loci on intron 2, close to those potentially targeted by HBx, displaying a
nearly equal probability to be occupied by EZH2. The most stable ternary complexes obtained are

shown in Figure 3b (panels 5-8). HBx can occupy either one or the other of the two most probable



EZH2 loci on the intron 2 (see Figure 3b, panels 5 and 8) or even the same locus on intron 2 (see
Figure 3b, panels 6 and 7). The opposite mechanism was also investigated, i.e. we used as
docking targets for EZH2 the two binary HBx-intron 2 complexes shown in Figure 3a, obtaining the
ternary complexes shown in Figure 3b, panels 1-4. Also in this case, we could find configurations
in which the two proteins (HBx and EZH2) bind the intron 2 of DLEUZ2 in the same region (Figure
3b, panels 1 and 4) or in which EZH2 occupies one or the other HBx loci on the intron 2 (Figure 3b,
panels 2 and 3). We verified that, on exon 6 (the most prone to protein interaction among
considered DLEU2 exons), HBx and EZH2 share the same preferential binding site. If the RNA
locus is occupied by one of the two proteins, the other one arranges to bind close by.

Our in silico model does not take into account conformational changes induced by HBx binding on
the IncRNA or on the protein structure (even though refined docking methods performs some
atomic local relaxation), and therefore we did not investigate the possible effects of HBx on the
IncRNA ability to bind other proteins. Despite these limitations, our results suggest that,
independently from the initial triggering event, HBx and EZH2 likely share the same binding site on
DLEUZ2 and, as a consequence, HBXx, binding to DLEU2 may interfere with EZH2/PRC2 complex

functions and transcriptional regulation.

HBx-DLEU2 interaction regulates cccDNA transcription and HBV replication

RIP experiments and in silico modeling both indicate that HBx and DLEUZ interact. HBx is required
for the transcripion of HBV mRNAs from the nuclear cccDNA viral minichromosome, including the
HBV pgRNA that serves as template for reverse transcription and HBV replication®'®*'. To assess
whether DLEU2, and its interaction with HBx, contribuite to cccDNA transcription, we first
performed cccDNA chromatin isolation by RNA purification (ChIRP) experiments, using three
independent antisense probe sets that specifically recover DLEUZ2 intronic sequences, in HBV
replicating cells to confirm the binding of DLEU2 to the viral cccDNA minichromosome (Figure 4a).
DLEUZ2 depletion by specific LNA longRNA Gapmers (Figure 4b) resulted in a reduction of
cccDNA-bound H4 histones acetylation (Figure 4c), indicating that DLEU2 contributes to the

epigenetic regulation of the HBV mini-chromosome. The impact of DLEU2 on HBx-driven cccDNA



transcription and HBV replication was confirmed by the decrease in HBV pgRNA levels (Figure 4d)
and total HBV DNA (data not shown) in the presence of Gapmers targeting DLEU2 in both HBV
infected PHHs and HepG2-NTCP cells as well as in HepG2 cells transfected with HBV linear
monomers. HBx regulates cccDNA transcription by 2 mechanisms: a) the degradation of the
Smc5/6 restriction factors mediated by the activation of the DDB1-Cul4 E3 ligase early after
infection® and b) the prevention of transcriptional repressors recruitment and cccDNA silencing™®'".
EZH2 is recruited onto the cccDNA in HepG2-NTCP infected cells*?. Although in the absence of
HBx, the K9 methylitransferase SETDB1'' and the arginine protein methyltransferase PRMT5*
seem to play a predominant role in cccDNA transcriptional repression, K27 methylation of cccDNA-
bound H3 also increases'’ and EZH2 silencing results in an increased HBsAg production®.
Notably, in HepG2 cells transfected with HBV monomers carrying a mutant HBx, where DLEU2
expression is reduced (Figure S2a, lower panels and Figure 4e), the recruitment of EZH2 onto the

cccDNA is significantly increased (Figure 4f). Taken together these results implicate DLEUZ2 in the

epigenetic control of cccDNA transcription and in HBV replication.

HBx /DLEU2 / EZH2 coregulation of TRIM13 expression

LncRNAs can regulate the expression of both neighbouring genes in cis or distantly located genes
in trans™. As shown in Figure 1c, DLEU2 partially overlaps with the TRIM13 gene, that encodes for
an ubiquitin E3 ligase implicated in ER-stress induced autophagy** and in the negative regulation
of MDA5-mediated activation of type | interferon production in response to viral infections®.
TRIM13 expression is upregulated in HBV-infected PHH (Figure 5a) and HepG2-NTCP cells, in
HepG2 cells transfected with HBV monomers and in HepAD38 inducible cell lines (Figure
S6a). HBx is recruited on the TRIM13 promoter (Figure 5b, left panel) in HBV infected PHHs.
Coherent with the modulation of TRIM13 expression, the recruitment of HBx is accompanied by an
increase in promoter-bound Polymerase Il (Figure 5b, right panel) and H4 acetylation (Figure S6b).
These results indicate that HBx regulates both DLEU2 and TRIM13 expression and we
investigated whether DLEU2 was also involved in TRIM13 regulation. The reduction of DLEU2

RNA levels by selective degradation using Gapmers (see Figure 4b) resulted in a comparable and



statistically significant decrease in TRIM13 expression both in mock infected and HBV-infected
PHHSs (Figure 5c¢), in HBV-infected HepG2-NTCP and in HBV replicating HepG2 cells (Figure S6c¢).
Notably, in HBV-replicating HepG2 cells co-trasfected with HBV monomers and DLEU2 specific
LNA longRNA Gapmers, where the degradation of DLEU2 RNA levels is more efficient (Figure 4b,
right panels), we observed a sharp decrease in H4 acetylation at the TRIM13 promoter (Figure 5d).
Taken together these results indicate that DLEU2 and HBx cooperate to increase TRIM13
expression. Interestingly, DLEU2 RNA levels correlate positively with TRIM13 expression in a
cohort of 373 hepatocellular carcinoma (HCC) patients (TCGA, https:// cancergenome.nih.gov/)
(r=0,21, P=0,000048) (Figure 5e, left panel). A significant correlation is maintained in HBV-related
HCCs (r=0,37, P=0,001) but not in HCV- or alcohol-related HCCs (Figure 5e, middle and right
panels), confirming that DLEU2 and TRIM13 expression are strongly and positively correlated with
HBYV infection in vivo.

To better understand the mechanism underlying the cooperation between DLEU2 and HBx in the
transcriptional regulation of host genes and the role of the EZH2/PRC2 complex, we further
investigated TRIM13 promoter regulation. First, to determine whether DLEUZ2 is associated with
the TRIM13 promoter in HBV negative and HBV positive cells, we performed ChIRP experiments.
DLEU2 is recruited onto the TRIM13 promoter region in HBV negative cells (Figure 6a) and,
consistent with the induction of DLEU2 expression (Figure 1e-f and Figure S2b, middle panel), its
binding is enriched in HBV replicating cells (Figure 6a). Next, we showed that EZH2 binds the
TRIM13 promoter in HBV negative HepG2 cells (Figure 6b, left panel). In HBV replicating HepG2
cells both EZH2 chromatin occupancy and the repressive mark H3 trimethyl Lys27 (H3me3K27) at
the TRIM13 promoter decrease (Figure 6b, right panel). In the absence of HBx, both EZH2 binding
and H3me3K27 increase at the TRIM13 promoter (Figure 6b). Finally, TRIM13 upregulation in cells
exposed to the DZNep EZH2 inhibitor (Figure 6c¢) confirmed that TRIM13 is a EZH2/PRC2 target.
In addition to TRIM13, 260 additional genes were co-regulated with DLEU2 RNA in HCC patients
(TCGA data, https://cancergenome.nih.gov/) (Table S2), with a significant enrichment in pathways
associated to Gene expression and Cell Cycle (Reactome Biological Pathways) or in Base

excision repair and DNA replication (KEGG)(data not shown), and 70 out of them were identified



as direct HBx target in ChIP-Seq experiments'? (Table S2). We could validate by anti-HBx ChIP
and anti-DLEU2 ChIRP (Figure 6d and 6e) the CCNB2 gene as a direct target of the HBx-DLEU2-
EZH2 complex.

Taken together these results would suggest that the functional interaction between HBx, DLEU2
and EZH2/PRC2 results in the transcriptional activation of a subset of EZH2/PRC2 target genes in

HBV infected cells and HBV-related HCCs.

Conclusions

The essential role of the PRC2 complex and the deposition of the H3K27me3 repressive chromatin
mark in the promotion of epigenetic silencing during embryonic development and differentiation*®

and the impact of its disregulation in cancer development®’

are well established. PRC2 complex
binding to coding and ncRNAs is also well documented'®'” but there is no unified view on how
PRC2 interacts with chromatin bound RNAs. Current models, that are not necessarily mutually
exclusive, of how PRC2 binding to chromatin bound RNAs impact on transcription include: a)
PRC2 recruitment to its target sites by INcRNAs'’; b) RNAs serving as decoys to prevent PRC2
binding to active genes or to evict PRC2*; ¢) PRC2 scanning of all nascent RNAs to locate
possible sites of action*®. Notably, PRC2 binding to RNA and chromatin association appear to be
antagonistic*®. Both motif specific and apparently promiscous binding have been described*®>".
More recently, the identification of folded guanine quadruplexes (G4) structures as high affinity
motifs for PRC2 binding and the widespread presence of G-tract motifs in many RNAs has
provided an unifying model for PRC2/RNA interactions®?.

Here we show that HBx binds the promoter region of the DLEU2 IncRNA, enhances DLEU2
transcription and induces the accumulation of DLEU2 RNA species in the nucleus. DLEUZ2 is highly
enriched, together with few other IncRNAs, in EZH2 RIP-Seq performed in colon cancer cells™.
We could confirm by RIP experiments that DLEU2 binds EZH2 in liver cells and, in HBV infected
cells, the viral protein HBx. These results highlight a novel capacity of the viral protein to bind
ncRNAs. HBx is required to initiate and maintain transcripion from the nuclear cccDNA viral
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minichromosome in order to drive HBV replication. cccDNA chromatin isolation by RNA



purification (ChIRP) experiments showed that DLEUZ2 binds to the cccDNA and functional
experiments with DLEUZ2 specific LNA longRNA Gapmers supported the role of DLEU2 recruitment
in the regulation of cccDNA transcription. Interestingly, multiple putative G4 structures can be
identified on the HBV cccDNA and on the HBV pgRNA (data not shown) and a G-quadruplex motif
in the envelope gene promoter has been shown to regulate HBV transcription®. Altogether, our
results and these observations underline the potential for strategies interfering with G-quadrupex
and DLEU2Z functional interaction on the cccDNA as potential new targets for anti-HBV therapeutic
approaches.

HBx has been reported to bind a large number of target sequences on the cellular genome'? and
to interacts with EZH2/PRC2 in order to modulate transcription of specific host genes®""?. Our in
silico modeling of DLEU2-EZH2-HBXx interaction suggested that HBx and EZH2 share the same
binding sites on DLEU2. As a consequence, HBx, by binding to DLEU2, may interfere with
EZH2/PRC2 complex functions and transcriptional regulation. LncRNAs are known to regulate the
expression of both neighbouring genes in cis or distantly located genes in trans'. DLEU2 partially
overlaps with the TRIM13 gene and, by combining ChIRP and ChIP experiments, we showed that
both DLEU2 and EZH2 bind the TRIM13 promoter. Upon HBV infection, the increase in TRIM13
expression is accompanied 