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ABSTRACT
Hepatitis A Virus (HAV) is a mild pathogen which causes acute jaundice. HAV infects liver cells
and spreads through the faeco-oral route. Over the years, improved sanitation conditions and
decreased protective immunity in developed countries along with expensive vaccines, prevalence
of vaccine-resistant strains and lack of specific treatment have led to increase in the number of
HAV outbreaks world-wide.
HAV belongs to the Picornaviridae family, which has positive-sense single-stranded monopartite
RNA genome enclosed within a non-enveloped capsid. HAV has shown distinctive features in
different aspects of its virus life-cycle, in comparison to other picornaviruses, leading HAV to be
taxonomically assigned in a separate genus, Hepatovirus. The open-reading frame (ORF) of HAV
encodes a huge polyprotein that eventually cleaves into viral precursors, structural and nonstructural proteins. Structural proteins formed, upon translation and cleavage, are VP1, VP2, VP3
and VP4 whereas non-structural proteins formed are 2B, 2C, 3A, 3B, 3C and 3D.
Viral pathogenesis involves antagonistic interactions between viral and host proteins. One of the
non-structural proteins, HAV 3C which is the only protease of the virus, is responsible for viral
polyprotein processing. 3C also cleaves several host proteins of the innate immune system, thus
abrogating the first line of defense against the virus, and help maintain the viral life cycle. Hence,
it is a viable antiviral target.
Our first objective was to identify lead compounds that could be tested as effective drugs against
HAV in the future. Structure-based drug designing was carried out and nine potentially efficacious
compounds were screened. Experimental validation of these small-molecule inhibitors eventually
led us to identify three of them as the most viable lead compounds having the lowest inhibition
constants and reduced cytotoxicity. These compounds not only showed significant therapeutic
potential against 3C protease of HAV, but also against Rhinovirus 3C. Extended computational
analysis showed these could possibly be used as lead compounds for further testing against this
family of proteases. This work thus highlights the feasibility of designing and developing generic
drugs against the 3C proteases of the picornavirus family.

i

Our second objective was to understand a virus-host cell interaction of HAV 3C protease with
RelA/p65, a significant component of the NF-κB signaling pathway which is a part of the
mammalian innate immune system. Using a combination of biochemical and computational
approaches, we found that HAV 3C protease cleaves the C-terminal region of p65, thus disrupting
host’s innate immune response.
Our third objective examines the role of 2B, another non-structural protein of HAV, in viral
pathogenicity. The amphipathic α-helix of 2B is known to be a viroporin in poliovirus, coxsackie
virus, rhinovirus and encephalomyocarditis virus, and is responsible for causing membrane
alterations and cell permeability. In HAV, a single point mutation in 2B (A216V) has led to 10 to
20 fold replication in infected cells. There have been conflicting reports regarding the localization
of picornaviral 2B proteins, hence, we carried out extensive immunofluorescence studies on
mammalian cells to see the localization of HAV 2B in subcellular organelles. We found that HAV
2B localized mostly to ER, very slightly to the Golgi complex, while almost no localization was
observed in plasma membrane and mitochondria. However, we observed that HAV 2B, unlike
analogous proteins of other picornaviruses, localizes significantly to the nuclear envelope. We also
did not observe any significant differences in subcellular localization of 2B wild-type and 2B
A216V mutant. Our molecular dynamics simulation studies also showed that 2B A216V mutant
is slightly more stable than 2B wild-type, which could contribute towards the 2B A216V
containing virus being more replication-competent.

ii

सार

हे पेटाइटटस ए वायरस (एच.ए.वी) एक हल्का रोगजनक है टजसकी वजह से भीषण पीटिया का टवकार उत्पन्न
होता है । एच.ए.वी, यकृत की कोटिकाओं को संक्रटित करता है एवं फीको-ओरि रुट द्वारा फैिता है ।
दु टनया के टवकटसत दे िों िें अच्छी स्वस्थ्य व्यवस्थाओं की वजह से एवं िेहेंगे वैक्सीन, वैक्सीन रे टसस्टें ट स्टर े न,
उपचार के अभाव एवं स्वछता के कारण एच.ए.वी. संक्रिण के िाििे ज़्यादा आते हैं ।
एच.ए.वी., Picornaviridae family का एक वायरस है । इसका ढां चा पॉटिटटव-सेंस टसंगि-स्टर े न्डेड RNA
जीनोि है , नॉन-इन्वेिप्ड कैप्सिड के अंदर होता है ।
एच.ए.वी. की वायरस िाइफ-साइटकि बहुत टविेष है , बाटक के टपकोरना वायरस के िुकाबिे। इसटिए
एच.ए.वी. को टहपैटोवायरस नाि के एक अिग जीनस िें डािा गया है । एच.ए.वी. का ओपन रीटडं ग फ्रेि ,
एक टविाि पािीप्रोटीन को एनकोड करता है , जो उसको वायरि प्रीकरसर िें तोड़ता है , स्टर क्चरि एवं
नॉन-स्टर क्चरि प्रोटीन िें। इस दौरान VP1, VP2, VP3 एवं VP4 निक स्टर क्चरि प्रोटीन बनते हैं एवं , 2B,
2C, 3A, 3B, 3C और 3D निक नॉन-स्टर क्चरि प्रोटीन बनते हैं ।
वायरि रोगजनन िें वायरस एवं होस्ट प्रोटीन के बीच िें टवरोधजनक प्रटक्रया टदखाई दे ती है । इनिे से एकगैरसंरचनात्मक प्रोटीन, एच.ए.वी. 3सी जो वायरस का एकिात्र protease है , टजम्मेदार है वायरि पॉिीप्रोटीन
प्रसंस्करण के टिए। 3सी इम्यून प्रणािी के कई िेजबान प्रोटीन को तोड़ता है । इसी प्रकार वो वायरस के
प्सखिाफ रक्षा की पहिी पंप्सि को टनरस्त करता है और उसकी जीवन प्रणािी को सचर रूप से चिाने िें
िदद करता है । इसीटिए यह एक सक्षि एं टीवायरि िक्ष्य है ।
हिारा पहिा उद्दे श्य उन प्रिुख यौटगकों की पहचान करना था, टजनके प्सखिाफ प्रभावी दवाओं के रूप िें
परीक्षण टकया जा सकता है , भटवष्य िें एच.ए.वी. के प्सखिाफ। इसटिए संरचना-आधाररत दवा टडजाइटनंग
की गई,और नौ संभाटवत रूप से प्रभाविािी यौटगकों की जां च की गई, अंततः इन छोटे -अणु अवरोधकों का
प्रायोटगक सत्यापन हिें उनिें से तीन की पहचान कराने िें सफि हुआ। जो की viable lead compounds
िें सबसे कि टनषेध होता है और साइटोटोप्सक्सटसटी भी कि हो जाती है । इन यौटगकों ने न केवि िहत्वपूणण
टचटकत्सीय क्षिता टदखाई एच.ए.वी. के 3सी protease के प्सखिाफ बप्सल्क Rhinovirus 3C के प्सखिाफ भी।
टवस्ताररत कम्प्यूटेिनि टवश्लेषण से पता चिा टक इन्हें संभवतः इसके प्सखिाफ आगे के परीक्षण के टिए
िुख्य यौटगक के रूप िें इसी protease के पररवार के टिए इस्तेिाि टकया जा सकता है । इस कायण िें इस
प्रकार टडजाइटनंग और टवकास की व्यवहायणता पर प्रकाि डािा गया है , ताटक जेनेररक डरग्स बनायीं जा सकें
टपकोरना वायरस पररवार के 3C proteases के प्सखिाफ।
हिारा दू सरा उद्दे श्य वायरस-होस्ट सेि इं टरै क्शन को सिझना था, एच.ए.वी. 3C protease के साथ
RelA/p65, एक अटू ट अंग है NF-κB टसग्नटिंग पाथवे का जो की एक टहस्सा है स्तनधारी जंतुओं के जन्मजात
प्रटतरक्षा प्रणािी का। जैव रासायटनक और कम्प्यूटेिनि पप्सिटतओं के संयोजन का उपयोग करते हुए हिें
पता चिा की एच.ए.वी. 3C protease, C-terminal region-p65 को तोड़ दे ता है । इस प्रकार वो होस्ट की
सहज प्रटतरक्षा प्रटतटक्रया को टिटथि बना दे ता है ।

हिारा तीसरा उद्दे श्य एच.ए.वी. के एक और गैर-संरचनात्मक प्रोटीन, 2बी की भूटिका की जां च करता है ।
2बी का amphipathic α-helix वायरो पोररन के नाि से जाना जाता है , खासकर पोटियो वायरस, कॉक्स
सकी वायरस , रायनो वायरस, एन्सेफिो िायो कारडाइटटस वायरस िें, जोटक टिम्मेदार है कोटिकाओं के
membrane alterations और cell permeability िें। एच.ए.वी. िें टसंगि पॉइं ट म्युटेिन दे प्सख जा सकती
है 2बी िें और उसकी वजह से संक्रटित कोटिकाओं िें १० से २० गुना प्रटतकृटत दे प्सख गयी। टपकोनाण वायरि
2बी प्रोटीन के स्थानीयकरण के संबंध िें परस्पर टवरोधी ररपोटें आई हैं , इसीटिए हिने गहन तरीके से
इम्प्म्युनोफ्लोरसेंस जां चें करर ख़ास तौर पे स्तनधारी जंतुओं पर ताटक एच.ए.वी. 2बी का localisation दे खा
जा सके subcellular organelles पर।
हिने पाया टक एच.ए.वी. 2बी ज्यादातर ईआर के टिए स्थानीयकृत है , गोिगी कॉम्प्लेक्स से बहुत कि, जबटक
िगभग कोई स्थानीयकरण नहीं टदखा लाज्मा िेम्ब्रेन और िाइटोकॉप्सन्डरया िें। हािां टक, हिने दे खा टक
एचएवी 2बी, नुप्सिअर एनविप से टवटिष्ट रूप से जुड़ता है ।
हिने 2बी वाइल्ड टाइप एवं 2बी A216V म्युटेंट के उप-स्थानीयकरण िें कोई िहत्वपूणण अंतर नहीं दे खा।
हिारे आणटवक गटतिीिता टसिुिेिन अध्ययन ने यह भी टदखाया की 2बी A216V म्युटेंट, 2बी वाइल्ड
टाइप से ज़्यादा प्सस्थर है । इसी वजह से 2बी A216V म्युटेिन वायरस को अटधक प्रटतकृटत सक्षि बनाती है ।
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THESIS ORGANIZATION
This thesis is organized into four chapters. The first chapter gives an introduction and literature
survey about Hepatitis A and its causative agent Hepatitis A Virus (HAV). It describes the
important attributes of the virus such as the molecular organization and its genome architecture.
The virological events and the associated immune responses are discussed along with the
prevention and treatment strategies for Hepatitis A. It is followed by scope of research and specific
objectives of the study. The second chapter presents our study on the development of plausible
lead compounds against the 3C protease of HAV. In the third chapter, a virus-host cell interaction
is studied between the 3C protease of HAV and an important component of the innate immune
system. The final chapter investigates the role of 2B, another protein of HAV and discusses its role
in viral pathogenesis by assessing its subcellular localization. Cited literature references are present
at the end. The biodata consisting of awards received, published articles and conference
proceedings are included at the end of the thesis.
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