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ABSTRACT 

 

Chronic hepatitis B (CHB) infection is a major global problem, with over 290 million 

CHB carriers. Currently approved antivirals target the reverse transcriptase (RT) activity of the 

hepatitis B viral polymerase. Emergence of drug-resistance has been reported in a small 

proportion of CHB patients on prolonged treatment with antivirals. Hepatitis B virus (HBV) 

produces two secreted antigens, Hepatitis B surface antigen (HBsAg) and HBV ‘e’ antigen 

(HBeAg) and seropositivity for either antigens is associated with an increased risk of 

hepatocellular carcinoma (HCC). Loss of secreted antigens or seroconversion to anti-HBs and 

anti-HBe are signs of recovery. Therefore, inhibitors targeting HBV antigens may have 

potential therapeutic applications. In this study, two small molecules (molecules 6 and 7) 

targeting HBeAg and HBsAg identified using computational methods were experimentally 

tested in a cell culture model for HBV. Both molecules exhibit low cytotoxicity even at high 

micromolar concentrations. As confirmed by the dual luciferase assay, both molecules do not 

interfere with normal cellular transcription or translation. Both molecules led to a reduction in 

levels of HBsAg, HBeAg, HBcAg, HBV pregenomic RNA, HBV precore RNA, and HBV 

virion secretion at low micromolar concentrations in wild type and lamivudine-resistant 

rtM204I mutant HBV. 

Tenofovir and entecavir are the most widely used antivirals for treating CHB because of 

their high efficacy and a relatively high genetic barrier for resistance compared to other 

antivirals. With increasing usage of tenofovir worldwide for the treatment of CHB, the 

resistance to tenofovir is expected to rise rapidly. Therefore, the urgent need for new therapies 

for the tenofovir-resistant HBV is increasingly recognised. Here, the efficacy of molecule 7 on 

clinically relevant drug-resistant HBV mutants was evaluated using over-length HBV 

replicons. Molecule 7 inhibits secreted HBsAg and HBeAg encoded by twelve clinically 
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relevant drug-resistant HBV mutants tested in this study in a dose-dependent manner despite 

the presence of overlapping mutations in the HBV surface protein. Furthermore, molecule 7 

significantly reduced pregenomic RNA, and precore RNA in most of the mutants tested. In 

addition, molecule 7 inhibits virion secretion from most clinically relevant drug-resistant 

mutants except for those harbouring the (rtL180M + rtM204V) mutation. Notably, the 

tenofovir-resistant CYEI mutant and lamivudine-resistant rtM204I mutant were susceptible to 

molecule 7.  

In a recent report ciclopirox, a US-FDA-approved anti-fungal drug, was repurposed as 

an effective anti-HBV agent against wild-type HBV. Here, the efficiency of ciclopirox against 

clinically relevant drug-resistant HBV mutants was evaluated using over-length HBV replicons 

in cell culture. Ciclopirox inhibited HBV core antigen, HBeAg, and hepatitis B virion secretion 

in multiple clinically relevant drug-resistant HBV mutants, including the tenofovir-resistant 

CYEI mutant.  

Molecule 7 and ciclopirox exhibit promising anti-HBV activity against several drug-

resistant mutants and merits further investigation. 
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साराांश 

क्रोनिक हेपेटाइटटस बी (सीएचबी) संक्रमण एक प्रमुख वैश्ववक समस्या है, श्िसमें 290 मममियि 

से अधिक सीएचबी रोधि हैं। वर्तमाि में स्वीकृर् एंटीवायरि हेपेटाइटटस बी वायरि पोिीमरेज़ की ररवसत 

ट्ांसक्रक्रपटेस (आरटी) िनर्ववधि को िक्षिर् करर्े हैं। एटंीवायरि के साथ दीर्तकामिक उपचार पर 

सीएचबी रोधियों के एक छोटे से अिुपार् में दवा-प्रनर्रोि के उद्भव की सूचिा ममिी है। हेपेटाइटटस बी 

वायरस (एचबीवी) दो स्राववर् प्रनर्िि पैदा करर्ा है, हेपेटाइटटस बी सरफेस एंटीिि (एचबीएसएिी) 

और एचबीवी 'ई' एंटीिि (एचबीईएिी) और दोिों में से क्रकसी भी प्रनर्िि के मिए सेरोपोमसटटववटी 

हेपेटोसेिुिर कामसतिोमा (एचसीसी) के बढ़र्े िोखखम से िुडी है। प्रनर्ििों की हानि या सरेोकोिविति 

ठीक होिे के संकेर् हैं। इसमिए, HBV प्रनर्ििों को िक्षिर् करिे वािे अवरोिकों के संभाववर् 

धचक्रकत्सीय अिपु्रयोि हो सकर्े हैं। 

HBeAg और HBsAg को िक्षिर् करिे वािे संभाववर् छोटे अणु अवरोिकों की पहचाि 

कम्प्यटेूशिि वचुतअि स्क्रीनििं, डॉक्रकंि और आणववक िनर्की मसमुिेशि का उपयोि करके की िई 

थी। ZINC डेटाबेस से दस िाख अणुओं की िांच के बाद, आठ छोटे अणुओं को प्रायोधिक परीिण के 

मिए चुिा िया था (प्रो. बी. ियराम, रसायि ववज्ञाि ववभाि, आईआईटी टदल्िी के सहयोि से)। आठ 

छोटे अणुओं में से, दो छोटे अणुओं (अणु 6 और 7) िे HBsAg, HBeAg, HBcAg, HBV प्रीििेोममक 

RNA, HBV प्रीकोर RNA, और HBV वायररयि स्राव को िंििी प्रकार और िैमीवुडीि-प्रनर्रोिी 

rtM204I उत्पररवर्ी HBV में कम माइक्रोमोिर सांद्रर्ा में प्रभावी ढंि से रोक टदया। . दोिों अणु उच्च 
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माइक्रोमोिर सादं्रर्ा पर भी कम साइटोटोश्ससमसटी प्रदमशतर् करर्े हैं और सामान्य सेिुिर ट्ांसक्रक्र्शि 

या अिुवाद में हस्र्िेप िहीं करर्े हैं। 

टेिोफोववर और एंटेकाववर सीएचबी के इिाि के मिए सबस ेव्यापक रूप से इस्र्ेमाि क्रकए िाि े

वािे एटंीवायरि हैं सयोंक्रक उिकी उच्च प्रभावकाररर्ा और अन्य एटंीवायरि की र्ुििा में प्रनर्रोि के 

मिए अपेिाकृर् उच्च आिुवंमशक बािा है। सीएचबी के उपचार के मिए दनुिया भर में टेिोफोववर के बढ़र् े

उपयोि के साथ, टेिोफोववर का प्रनर्रोि र्िेी से बढ़िे की उम्पमीद है। इसमिए, टेिोफोववर-प्रनर्रोिी 

एचबीवी के मिए िए उपचारों की र्त्काि आववयकर्ा को र्ेिी से पहचािा िा रहा है। यहां, धचक्रकत्सकीय 

रूप से प्रासंधिक दवा प्रनर्रोिी एचबीवी म्पयूटेंट पर अणु 7 की प्रभावकाररर्ा का मूल्याकंि अधिक िंबाई 

वािे एचबीवी प्रनर्कृनर्यों का उपयोि करके क्रकया िया था। अणु 7 एचबीवी सर्ह प्रोटीि में अनर्व्यापी 

उत्पररवर्ति की उपश्स्थनर् के बाविदू एक खुराक पर निभतर र्रीके से इस अध्ययि में परीिण क्रकए िए 

बारह िैदानिक रूप से प्रासंधिक दवा प्रनर्रोिी एचबीवी म्पयूटेंट द्वारा एन्कोड क्रकए िए एचबीएसएिी 

और एचबीईएिी को रोकर्ा है। इसके अिावा, अणु 7 िे प्रीकोर और प्रीिेिोममक आरएिए को अधिकांश 

म्पयूटेंट में काफी कम कर टदया। इसके अिावा, अणु 7 (rtL180M + rtM204V) उत्पररवर्ति को छोडकर 

अधिकांश धचक्रकत्सकीय रूप से प्रासंधिक दवा प्रनर्रोिी म्पयूटेंट से वायररयि स्राव को रोकर्ा है। ववशेष 

रूप से, टेिोफोववर-प्रनर्रोिी CYEI उत्पररवर्ी और िैममवडुडि-प्रनर्रोिी rtM204I उत्पररवर्ी अणु 7 के 

मिए अनर्संवेदिशीि थे। 
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हाि ही की एक ररपोटत में, यूएस-एफडीए-अिुमोटदर् कवकरोिी दवा, मससिोवपरॉसस को 

िंििी-प्रकार के एचबीवी के खखिाफ एक प्रभावी एटंी-एचबीवी एिेंट के रूप में पुिनितममतर् क्रकया िया 

था। यहां, धचक्रकत्सकीय रूप से प्रासंधिक दवा प्रनर्रोिी एचबीवी म्पयटूेंट के खखिाफ मससिोवपरॉसस की 

दिर्ा का मूल्यांकि कोमशका संविति में अधिक िंबाई वािे एचबीवी प्रनर्कृनर्यों का उपयोि करके 

क्रकया िया था। मससिोवपरॉसस िे HBcAg, HBeAg, और हेपेटाइटटस बी वायररयि स्राव को कई 

धचक्रकत्सकीय रूप से प्रासंधिक दवा-प्रनर्रोिी HBV म्पयटूेंट में रोक टदया, श्िसमें टेिोफोववर-प्रनर्रोिी 

CYEI म्पयूटेंट भी शाममि है। 

अणु 7 और मससिोवपरॉसस कई दवा प्रनर्रोिी म्पयटूेंट के खखिाफ एंटी-एचबीवी िनर्ववधि का 

वादा करर्े हैं और आिे की िांच का िुण रखर्े हैं।  
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