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1. Introduction 

1.1. The Hepatitis E virus 

1.1.1. Classification and phylogeny 

In 1978, an epidemic of  jaundice has been reported  in the region of Kashmir, India, 

which was  linked  to  cases  of  a non‐A, non‐B hepatitis  [1].  Shortly  after,  a  similar 

outbreak was observed  in a USSR military camp  in Afghanistan, which  led  to  first 

descriptions of virus‐like particles  (VLPs)  extracted  from  stool  samples  [2]. As  the 

pathogen carried various features of the Hepatitis A virus, it was classified within the 

family of Picornaviridae [3]. However, the virus was re‐classified several times in the 

following years, until it was classified as sole member of the Hepeviridae family in 2006 

and termed Hepatitis E virus (HEV). This novel family is split into two genera, namely 

Orthohepevirus and Piscihepevirus [4]. While the latter only comprises one species of the 

fish‐pathogenic  Cutthroat  trout  virus  (CTV),  the  first  comprises  four  species: 

Orthohepevirus  A‐D.  Herein,  Orthohepevirus  B‐D  display  viruses  only  infecting 

animals,  such  as  bats,  birds,  ferrets  and  rats.  Solely  the  biggest  species  within 

Orthohepeviruses,  Orthohepevirus  A,  comprises  human  pathogenic  genotypes  [5]. 

These are restricted to genotype 1‐2, displaying genotypes only infecting humans, and 

genotypes 3, 4 and 7, which bear zoonotic potential [6] with genotype 8 being under 

discussion  of  causing  human  infections.  Among  the  eight  known  genotypes  of 

Orthohepevirus A, various mammals can be found as hosts (Figure 1) [6–8]. 
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Figure 1. Phylogenetic tree of the family Hepeviridae. While Piscihepeviruses solely target fish, Orthohepeviruses 

target a variety of different species. Orthohepevirus B‐C herein target rodents, birds or bats. Solely Orthohepevirus 

A is described to infect bigger mammals, including humans, with genotype 3 and 4 displaying the broadest range 

of hosts. Silhouettes represent hosts according to the following numbering: 1Cutthroat trout, 2chicken, 3kestrel, 4rat, 
5ferret,  6bat, 7human, 8rabbit, 9pig,  10wild boar,  11deer,  12primate,  13cattle,  14sheep and  15camelids. Silhouettes were 

retrieved from stock‐image online sources. 

1.1.2. Genomic organisation and viral proteins 

The genome of HEV is composed of a single‐stranded, positive‐sense RNA sequence, 

also referred to as (+)‐strand ssRNA, which is 7.4 kb in size [9]. As modification, the 

genomic  RNA  carries  a  5’‐m7G‐cap  [10]  and  a  3’‐polyadenylation  being  encoded 

genomically. Besides the (+)‐strand ssRNA genome, a (‐)‐strand ssRNA intermediate 

is  synthesised  during  the  viral  life  cycle  [11],  serving  as  template  for  genomic 

replication  [12].  It  further  serves as  template  for  the  third viral  transcript, a 2.2 kb 

subgenomic  (+)‐strand  ssRNA, which also  is 5’‐capped and 3’‐polyadenylated  [13]. 

The viral genome is flanked by untranslated regions (UTRs) on both the 5’‐ and the 3’‐

end.  The  first  is  23‐26  bp  in  length  and  is  folded  as  a  hairpin‐structure,  thereby 

regulating  translation  initiation. At  least  two  other RNA  secondary  structures  are 

described  to  fulfil  regulatory  functions,  both  of  which  represent  cis‐responsive 

elements  (CREs)  [14].  The  first  resides  upstream  of  the  subgenomic  RNA‐coding 

portion of the genome, potentially initiating transcription of the subgenome, whereas 

the  second  is  found  in  the 3’‐UTR. Three  classical open  reading  frames  (ORFs) are 

described as coding sequences for the entirety of Orthohepevirus A genotypes: ORF1‐

3. Only  for Orthohepevirus A,  genotype  1,  a  fourth ORF  (ORF4)  [15]  is described 

(Figure 2). As ORF4  is  found as alternative  reading  frame within ORF1 and ORF3 

overlaps with ORF2, the gap in coding sequences amidst the viral genome is termed 
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junction  region.  This  separation  of  viral  protein  templates  may  serve  regulatory 

purposes, as both pORF1 and pORF4 are translated from the genomic RNA, yet both 

pORF2 and pORF3 are translated from the subgenomic RNA [13]. 

 

Figure 2. Genomic and subgenomic organisation of HEV. Both the genomic and subgenomic HEV RNA are 5’‐

capped and 3’‐polyadenylated. The genomic RNA encodes the full set of viral proteins via ORF1‐4, whereas ORF4 

is solely  found  in Orthohepevirus A genotype 1. Stem‐loop structures and cis‐responsive elements  initiate and 

regulate  RNA‐replication  and  generation  of  the  subgenomic  RNA.  CRE,  cis‐responsive  element;  m7G,  cap‐

structure; poly‐A, polyadenylation; ORF1‐4, open reading frame 1‐4; JR, junction region; UTR, untranslated region; 

nucleotide positions marked  in italics according to HEV genotype 3,  isolate 47832c (ORF1‐3) or Nair et al., 2016 

(ORF4). 

The first and largest protein encoded by the HEV genome is pORF1, being 1,765 amino 

acids  (aa)  in  size.  It  fulfils  the purpose of genomic  replication and  is  translated as 

polyprotein  comprising  the  following  domains:  (i) Methyltransferase  (Met),  (ii) Y‐

domain (Y), (iii) papain‐like cysteine protease (PCP), (iv) hypervariable region (HVR), 

(v) X‐domain (X), (vi) RNA‐helicase (Hel) and (vii) RNA‐dependent RNA‐polymerase 

(RdRp) [16]. Whether the polyprotein remains intact or is cleaved via host‐factors or 

the viral PCP is under discussion [17–20]. Here, both full‐length and cleaved proteins 

can be detected and similarly retain functionality. What is clear however, is the role of 

the  RdRp  domain  (mediating  synthesis  of  the  viral  genome),  the  Hel  domain 

(unwinding  secondary  structures)  and  the Met domain  (capping  the  genomic  and 

subgenomic RNA). Both  the X‐ and  the Y‐domain are discussed  to  fulfil regulatory 

functions  during  the  viral  life  cycle  [21,22], whereas  the HVR  comprises  features 

proving  important  for  virus  adaptation  with  respect  to  viral  replication  [23,24]. 

Similarly, pORF4 is described to fulfil functions during viral genome replication, yet 

further  elucidation  is  required  [15].  This  classifies  both  pORF1  and  pORF4,  the 

mediators of viral replication, as non‐structural proteins of HEV. 

A classical structural protein of HEV is found in pORF2, which is 660 aa in length. It 

forms  the  capsid  structure via oligomerisation and mediates RNA‐packaging via a 

positively‐charged,  N‐terminal  domain  for  generation  of  progeny  viruses  [25]. 
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Isoforms of the protein were identified in the past, being either secreted as monomer 

or being associated with virion morphogenesis [26]. Due to pORF2 carrying a signal 

peptide,  it  is  N‐glycosylated  via  the  consensus‐motif  N‐X‐S/T  at  several  sites, 

depending on the genotype and strain, within the endoplasmic reticulum [27–29]. This 

in turn renders a big proportion of the intracellular protein residing perinuclearly with 

respect to its subcellular localisation [30]. However, only the unglycosylated pORF2, 

which uses an alternate start‐codon,  is responsible  for building  the virion, which  is 

capable of spontaneous self‐assembly [31].  

A  regulatory  accessory  protein  is  represented  by  pORF3, which  is  113  aa  in  size. 

Initially  it was not  linked  to virion morphogenesis  [32], yet  in  recent  times  its  role 

herein became evident  [33,34]. Whether  it displays a  transmembrane protein  is still 

under  discussion,  yet  a  transmembrane  helix  is  predicted  based  on  the  primary 

structure [35]. Interestingly, recent studies suggest that only palmitoylation within a 

consensus CaaX‐motif renders membrane‐localisation of pORF3 [36]. A further post‐

translational  modification  of  the  protein  includes  phosphorylation  via  cyclin‐

dependent kinase 1 (CDK1) or mitogen‐activated protein kinases (MAPKs) [37]. This 

phosphorylation is suggested be important for interaction with the viral pORF2 [38], 

thereby  impacting virion morphogenesis. Besides  the  intermolecular  interaction, an 

intramolecular  oligomerisation  via  its  C‐terminal  portion  was  identified,  thereby 

forming an ion‐channel rendering a viroporin‐like function of pORF3 [33]. A summary 

of  viral  protein  domains  and  post‐translational modifications  is  presented  below 

(Figure 3). 
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Figure 3. HEV proteins and their functional domains and post‐translational modifications. (A) The HEV non‐

structural protein pORF1 is a polyprotein divided in several domains. These may be cleaved by proteases to form 

single,  functional or non‐functional subunits; non‐catalytical domains  indicated  in grey; potential cleavage‐sites 

indicated  by  red  arrows;  Met,  methyltransferase;  Y,  Y‐domain;  PCP,  papain‐like  cysteine  protease;  HVR, 

hypervariable region; X, X‐domain; Hel, helicase; RdRp, RNA‐dependent RNA‐polymerase. (B) The HEV structural 

protein pORF2 represents the viral capsid protein. Its full form carries a signal‐peptide, which is cleaved by the 

signal‐peptidase. Post‐translational modifications  include N‐linked  glycosylations  at  residues N137, N310  and 

N562; signal peptidase cleavage‐site indicated by red arrow; N‐linked glycosylations indicated by blue arrows; SP, 

signal peptide; +++, positively charged stretch; HD, homodimerisation domain; GlcNAc, N‐Acetylglucosamine. (C) 

A  regulatory  accessory protein  is  represented  by pORF3, which  is  a  small phosphoprotein.  It  is C‐terminally 

palmitoylated and carries a transmembrane domain. Interaction with pORF2 is dependent on residues 57‐81, where 

the phosphorylation‐site at residue S70 is located; phosphorylation‐site indicated by black arrow; C‐rich, cysteine‐

rich; TM, transmembrane domain; pORF2‐ID, pORF2‐interacting domain. Amino acid annotations (aa) based on 

HEV genotype 3, isolate 47832c. 

1.1.1. Transmission and epidemiology 

Transmission of HEV generally occurs via the faecal‐oral route as a smear‐infection or 

by ingestion of contaminated material. This is reasoned by the highest concentration 

of  virions  found  within  the  stool  of  infected  organisms  [2].  Hence,  HEV  was 

considered a water‐borne virus for an extended period of time, as outbreaks were often 

linked to e.g. flooded sewers or improper disposal of excrements [1,39,40]. However, 

it became apparent that HEV also can be contracted via consumption of contaminated, 
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improperly cooked meat, which in turn is limited to zoonotic genotypes [41,42]. This 

broadened the perception of HEV representing a food‐ and water‐borne virus. Further 

transmissions were tracked to originate from blood‐transfusions [43,44], while HEV 

potentially may  also  be  transmitted  via  copulation,  as  it  is  additionally  found  in 

ejaculate. A vertical transmission of the virus was detected [45,46], yet is still under 

discussion to be a major rout of infection [47] (Figure 4). 

 

Figure 4. Sources of zoonotic and human‐human transmitted HEV‐infection. Infections with HEV can be caused 

via either human sources or animal sources. Human sources  include contaminated water, blood‐transfusion or 

vertical  spread  from mother  to  child. Animal  sources  cause a zoonotic  transmission via  contaminated meat or 

excrements. Silhouettes were retrieved from stock‐image online sources. 

First recognised cases of HEV were reported in developmental countries. As they were 

linked  to  flooding  and  poor  hygiene  standards  [48,49],  the  viral  infection  was 

perceived  as disease within  third  and  fourth world  countries. While  it  is  true  that 

genotype 1 and 2 are mainly found within these regions up until today, zoonotic forms 

were more and more recognised. The majority of cases contributing to the latter are 

identified to reside within regions of developed countries, making HEV a worldwide 

problem [50]. Endemic regions are spread throughout Africa, Asia and Mexico with 

local  outbreaks  occurring  rather  frequently  [51,52].  Within  these  regions,  HEV 

genotype 1 and 2 are predominant. Outbreaks and cases of genotype 3 and 4 in the 

Americas,  Europe,  Australia,  South‐Korea  or  Japan  directly  correlate  with  the 

occurrence  of  the  respective  zoonotic  form,  swine HEV  [53]  (Figure  5).  The wide 

distribution  of  endemic  regions  and  sporadically  occurring  cases  in  developed 

countries make HEV the commonest cause of an acute, viral hepatitis worldwide. In 

developing countries, an overall seroprevalence of far above 25 % is reported [54], yet 

also in developed countries seroprevalence can reach as high as 24 %, e.g. in central 

Europe [55]. In the latter, the number of autochthonous cases is detected to be on the 

rise during  the past decade  [56].  In summary, a  total of over 20 Million cases of an 

HEV‐infection are registered each year [57,58].  
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Figure 5. Geographical spread of human‐pathogenic HEV. Geographically, Orthohepevirus A genotype 1 and 2 

are mainly found in third world countries and Mexico. Zoonotic genotypes 3 and 4 are more wide‐spread in Europe, 

the Americas  and  Japan, which  overlaps with  e.g.  Swine‐HEV  as  causative  agent  for  zoonotic  transmissions. 

Occurring cases and outbreaks are separated by host. Image retrieved from [59]. 

1.1.2. Pathogenesis and treatment 

Upon exposure to HEV, most patients develop no or very mild symptoms. These are 

developed between 2 and 8 weeks post  infection  [60].  Initial symptoms of an acute 

Hepatitis E include malaise, fever and nausea, which can easily be mistaken for other 

infectious diseases such as a flu or a Hepatitis A. Since an acute HEV‐infection often is 

self‐limiting, most  patients  refrain  from  consulting  a  physician. With  the  disease 

persisting  however,  patients  start  to  develop  e.g.  abdominal  pain,  hepatomegaly, 

excretion of pale stool and jaundice. These hepatic symptoms co‐occur with the onset 

of seroconversion and increased alanine‐aminotransferase (ALT)‐concentrations in the 

blood, as well as rising viral  titres and viral shedding  into blood and stool  [61–63].  

Besides  damage  to  the  liver,  HEV‐infections  also  bear  the  risk  of  extra‐hepatic 

manifestations. Here, a variety of different organs were described to be affected with 

the majority of cases were found to express damage to the central nervous system or 

the kidneys  [64]. A  relief  from symptoms conventionally  is  in place once HEV‐IgG 

levels rise in infected patients, yet some develop fulminant hepatitis potentially being 

supported by a poor T‐cell response [65] or the progesterone‐receptor [66]. A partial 

link  between  progesterone  levels  and  pathogenesis  also was  reported  for  rhesus 

macaques [67]. This ultimately results in liver and multi‐organ failure, leading to the 

death  of  the  infected  individual.  Such  fulminant  cases  are  mainly  described  in 

pregnant women,  rendering  an  overall mortality  rate  of  ~25 % within  the  latter, 
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compared to 0.1 ‐ 4 % mortality rates in healthy adults [68,69]. With respect to these 

symptoms  and  the  resulting  clinical  outcome,  developing  countries  do  not  differ 

significantly  from developed countries  [70]. However, a difference between clinical 

outcomes  of  an  infection  with  the  human‐only  genotypes  (gt1  and  gt2)  and  the 

zoonotic genotypes (gt3, gt4 and gt7) is evident. While all of these genotypes mainly 

cause  an  acute  hepatitis,  fulminant  courses  are  only  reported  for  the  first  [71–73], 

whereas chronification was only reported for the latter [74–76]. Chronification of an 

HEV‐infection  is mainly  triggered by  external  sources  and underlying diseases.  In 

essence,  an  impaired  immune‐response  causes  the  infection  to  persist  and 

subsequently  be  converted  from  an  acute  course  to  a  chronic  course. 

Immunodeficiency or immunosuppression herein is caused by either an infection with 

human immunodeficiency virus (HIV) or treatment with immunomodulators during 

solid organ  transplant  [77–80]. Taken  together,  self‐limiting,  fulminant and  chronic 

HEV‐infections lead to the death of up to 44,000 individuals per year [81,82]. A general 

overview of the clinical course of an HEV‐infection is presented below (Figure 6).  

 

Figure 6. Clinical outcomes of an HEV‐infection. Upon  infection, 95 % of patients develop no symptoms and 

recover well. If symptoms occur, this takes place 2‐8 weeks after infection leading to an acute hepatitis. Especially 

in pregnant women infected with genotype 1 or 2, a fulminant hepatitis may develop leading to death. An acute 

hepatitis based on an infection with genotype 3 or 4 majorly in immunosuppressed patients leads to chronification 

leading to either death or recovery. Gt1/2, Orthohepevirus A genotype 1 or 2; Gt3/4, Orthohepevirus A genotype 3 

or 4. 

The majority of HEV‐infections being treated is represented by chronic infections. This 

is due to the viral infection being self‐limiting most times or leading to death during 

fulminant courses  rather quickly. As  the virus  itself  is  tremendously understudied, 

treatment  options  are  sparse  although  HEV  represents  an  uprising  thread  to 

industrialised  countries.  A  broad‐spectrum  antiviral  is  applied  under  use  of 

PEGylated Interferon alpha (PEG‐IFN), which induces the host immune system to rid 

the body from infected cells. However, this treatment is linked with severe side‐effects, 

as it is a non‐targeted form of therapy and is therefore not suitable for a wide range of 

patients [83–85]. A further treatment option is represented by the use of Ribavirin, a 
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nucleoside analogue also being used to treat e.g. Hepatitis C virus (HCV) infections 

[86,87]. While  this  treatment option  induces  less adverse effects,  the use of  it  is not 

unproblematic  as  it may  trigger  drug‐resistance  of HEV.  Specifically,  a mutation 

acquired in the viral RdRp (G1634R) renders Ribavirin to lose its antiviral activity [88]. 

Thus,  there  is  an urgent need of  alternative medication  to  treat  the viral hepatitis. 

Progress  in  this was achieved by using  the plant extract  silvestrol  [89] or a  related 

compound [90], which are currently in pre‐clinical development. 

1.1.3. Viral life cycle 

The  life  cycle  of HEV,  as  for  all  pathogens,  starts with  cell  entry. Although HEV 

represents a naked capsid virus, two forms of the viral particle exist: (i) naked capsid 

HEV (nHEV), found in stool and (ii) quasi‐enveloped HEV (eHEV), found in sera or 

cell  culture  supernatant.  As  these  carry  differing  sets  of  surface  proteins,  entry 

mechanisms  differ  just  as well.  For  both,  however,  initial  attachment  seems  to  be 

facilitated by unspecific  interactions with heparan  sulphate proteoglycans  (HSPGs) 

[91].  Subsequently,  nHEV  is  internalised  under  assistance  of  heat  shock  cognate 

protein 70 (HSC70), glucose‐regulated protein 78 (GRP78) and heat shock protein 90 

(HSP90), ultimately  budding  into Clathrin‐coated pits  thereby  forming  endosomes 

[92–94]. As this may also partially be true for eHEV, viral entry seems to differ between 

the  two  forms of virions. Specifically, a certain requirement of ras‐related protein 5 

(Rab5) and Rab7 seems to be in place for the entry of eHEV, but not for nHEV [95]. 

Notably,  the  entry  process  is  independent  from macropinocytosis,  yet  it  requires 

cholesterol and dynamin‐2 (DNM2). Both trafficking of virus‐containing endosomes 

and  subsequent  RNA‐release  remain  elusive,  although  this  process may  partially 

depend  on  cholesterol  as  well  [96].  Upon  release  of  the  viral  genome,  the  non‐

structural  polyprotein  pORF1  is  translated  via  the  host‐machinery.  Subsequent 

synthesis  of  the  (‐)‐strand  ssRNA  intermediate  [11]  by  the  viral  RdRp  enables 

formation of both genomic RNA and subgenomic RNA encoding the structural protein 

pORF2 and the accessory protein pORF3 [13]. The exact subcellular localisation of viral 

replication  remains  elusive,  although  an  involvement  of  compounds  of  the  early 

secretory pathway is suggested [97].  

A similar lack in knowledge is present regarding the place of capsid morphogenesis, 

yet both the ER and the cis‐ and trans‐Golgi‐network may be involved in bringing the 

RNA in close proximity to pORF2 [98–100]. After incorporation of viral RNA into the 

capsid, pORF3 is found to interact with pORF2, thereby potentially coating the capsid 

surface [38]. This proves to be of utmost importance, as pORF3 carries a classical viral 

late domain, a PSAP‐motif, interacting with tumour susceptibility gene 101 (TSG101) 

[101]. As the latter represents a critical component of the endosomal sorting complexes 

required for transport (ESCRT), which in turn reside in multivesicular bodies (MVBs), 
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pORF3 may aid to recruit the viral capsid to these late endosomes [102]. In fact, once 

this interaction is disturbed, viral egress reduces dramatically [34,103]. Further, pORF2 

is  found  in  association  with  programmed  cell  death  6‐interacting  protein  (Alix), 

vacuolar protein sorting‐associated protein 4A (Vps4A) and Vps4B [104]. All of these 

are involved in ESCRT‐dependent formation of intralumenal vesicles (ILVs) in MVBs 

and  imply an  incorporation of HEV virions  into  these  late endosomes. Upon virion 

invagination,  late  endosomes  are  shuttled  to  the  plasma‐membrane  in  a  Rab27‐

dependent manner  [105]. Ultimately, HEV  virions  are  released  from  infected  cells 

while  still  being  incorporated  in  ILV‐originating membranes.  These  represent  the 

source  of  the  viral  envelope,  rendering  eHEV  to  carry  an  exosomal  membrane 

[100,106]. Only in an infected organism, this envelope is stripped off the capsid due 

the latter being exposed to bile salts in the biliary duct. From there, de novo synthesised 

progeny virions are excreted as nHEV via stool [107] (Figure 7). 

 

Figure 7. Overview of the HEV life cycle. (1) Virus internalisation and RNA uncoating via clathrin‐coated pits and 

DNM2 under modulation of Rab5 and Rab7. (2) pORF1‐dependent genomic replication, synthesis of subgenomic 

RNA  and  translation of viral proteins.  (3) Release of progeny virus via MVBs  in  a TSG101‐pORF3‐dependent 

manner as exosomes from infected cells. (4) Shedding of progeny virus into blood and bile duct, with the latter 

representing the place of removal of the viral quasi‐envelope. Image retrieved from [108]. 
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1.2. Non‐systemic innate immunity 

1.2.1. Pathogen‐recognition receptors in viral infections 

Several key‐regulators  in cell‐specific  immune  response have been  identified  in  the 

past years. These differ from pathogen to pathogen, each one being recognised by a set 

of receptors. Generally, a motif being recognised by so called pathogen‐recognition 

receptors (PRRs) is termed pathogen‐associated molecular pattern (PAMP), which can 

be  protein,  lipid  or  nucleic  acid. One major  class  of  PAMPs  being  sensed within 

infected cells is represented by the viral genome. As HEV represents a single‐stranded 

RNA virus, there are three major classes of PRRs involved in sensing of a viral infection 

within the infected cell: (i) Toll‐like receptors (TLRs), (ii) retinoic acid‐inducible gene‐

I‐like receptors (RIG‐I‐like receptors, RLRs) or (iii) nucleotide‐binding oligomerisation 

domain‐like  receptors  (NOD‐like  receptors, NLRs).  Each  of  these  triggers  unique 

signalling  cascades,  ultimately  leading  to  induction  in  gene‐expression  of  e.g. 

inflammatory cytokines or interferons. 

Viruses are approached by TLRs upon binding  to  the  target  cell,  subsequent virus 

internalisation  or  progeny  virus  being  present  in  endosomes.  These  class  I 

transmembrane proteins, homologues  to  the Toll‐receptor  in Drosophila,  subside  in 

both plasma membrane and endosomes  [109]. TLR2 and TLR4 represent molecules 

being responsible for sensing of viral proteins on the cell surface and are subsequently 

internalised  [110,111]. On  the  other  hand,  TLR3  and  TLR7‐9 mainly  reside  in  the 

endosomal system, herein recognising viral nucleic acids [112–115]. A feature shared 

by  all  TLRs  is  the  C‐terminal,  intracellular  Toll‐interleukin‐1  receptor  (IL‐1R) 

homology (TIR) effector domain [116]. This functional domain is responsible for signal 

transduction and recruitment of accessory factors, which elicit downstream‐signalling. 

A  shared  effector  and  key‐modulator  of  the  subsequent  cascade  is  the  myeloid 

differentiation  primary  response  88  (MyD88)  [117], which  for  TLR2  and  TLR4,  is 

engaged with  the  help  of  TIR  domain‐containing  adaptor  protein  (TIRAP)  [118]. 

Subsequently,  interleukin‐1 receptor‐associated kinases  (IRAKs) are recruited  to  the 

receptor‐complex  [119],  activating  the  E3  ubiquitin‐ligase  TNF  receptor  associated 

factor 6 (TRAF6), among other TRAFs. The latter process is similarly achieved by TLR3 

via  a  MyD88‐independent  mechanism,  namely  by  engagement  of  TIR‐domain‐

containing  adapter‐inducing  interferon‐β  (TRIF)  [120].  As  a  consequence,  TRAF6 

activates  interferon  regulatory  factor 7  (IRF7)  [121],  thereby  stimulating  interferon‐

production. Further, it induces gene‐expression of inflammatory cytokines through a 

mitogen‐activated protein  kinase  kinase  kinase  7  (TAK1)‐assisted  activation  of  the 

nuclear factor kappa‐light‐chain‐enhancer of activated B cells (NF‐κB) [122] (Figure 8). 
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A similar activation of NF‐κB‐driven gene‐expression is the sensing of an infection via 

NLRs. Just as some TLRs, NLRs represent intracellular PRRs, which promote target‐

binding  through a  leucine‐rich domain. The effector domain shared by all NLRs  is 

defined by a NACHT domain, which  induces oligomerisation upon  target‐binding 

[123]. Once a target is bound and NLR‐oligomerisation occurred, receptor‐interacting 

serine/threonine‐protein kinase 2 (RIPK2) is activated under localisation to the NLR‐

residing C‐terminal caspase recruitment domain (CARD) [124]. The process is assisted 

by cellular inhibitor of apoptosis protein 1 and 2 (cIAP1/2) and x‐linked inhibitor of 

apoptosis protein (XIAP) [125–127]. This in turn leads to a TRAF‐dependent activation 

of NF‐κB and subsequent expression of inflammatory cytokines [128]. 

Both  the  TLR‐  and NLR‐mediated  sensing  of  viral  infections mainly  leads  to  the 

induction of inflammatory cytokines such as interleukin‐1 (IL1), IL12, IL18 or tumour 

necrosis factor alpha (TNFα). Nevertheless, both groups of PRRs also partially induce 

the production of  type  I  interferons, namely  interferon alpha  (IFNα) and  interferon 

beta (IFNβ). This is, in parts, achieved via modulation of signalling exerted by the third 

major PRR  family, namely RLRs. This group of  cytoplasmic PRRs  comprises  three 

major members: (i) RIG‐I, (ii) melanoma differentiation‐associated 5 (MDA5) and (iii) 

laboratory of genetics and physiology 2  (LGP2). The  first mainly  recognises single‐

stranded RNA, whereas the two latter mainly recognise double‐stranded RNA, all of 

which  display  an  oligonucleotide  chain‐length  dependency  [129–132].  In  general, 

RLRs represent DEAD‐box RNA helicases, whereas substrate‐specificity is conferred 

via the protein’s C‐terminal domain [133] and therefore serve as a more virus‐specific 

PRR as compared to TLRs or NLRs. Upon substrate‐binding, RLRs interact with the 

mitochondrial antiviral signalling protein (MAVS), residing on the cytosolic interface 

of mitochondria with  the  interaction being mediated via respective CARD‐domains 

[134,135].  Subsequently, MAVS  aggregates  on  the  outer mitochondrial membrane 

(OMM)  and  triggers  recruitment  of  TRAF3,  the  I‐kappa‐B  kinase‐epsilon/TANK‐

binding kinase 1 (IKKε/TBK1) complex, TRAF family member‐associated NF‐kappa‐B 

activator (TANK) and NF‐kappa‐B essential modulator (NEMO). In consequence, this 

kinase‐complex activates both IRF3 and IRF7, which induces the production of type I 

and type II interferons. 

This complex sensing of PAMPS allows host‐cells to detect viral infections via several 

different mechanisms,  therefore  ensuring  host‐defence  against  pathogens. Various 

different factors are involved to maintain efficient downstream‐signalling. Ultimately, 

this  leads  to stimulation of  the  innate  immune‐system, but most  importantly  to  the 

onset of internal defence‐mechanisms being exerted e.g. via interferons (Figure 8).   
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Figure 8. Pathogen‐recognition  receptor‐mediated sensing of RNA viruses and downstream signalling. TLR‐

mediated PAMP‐sensing  leads  to  the activation of  the MyD88‐IRAK‐TRAF6‐TAK1 complex. Subsequently,  this 

leads  to enhancement of NF‐κB‐induced gene‐expression of  inflammatory cytokines and  to an  IRF7‐dependent 

induction of IFN‐production. RLR‐mediated sensing of PAMPs results in aggregation of MAVS on the OMM, which 

activates a kinase‐complex affecting IRF3‐ and IRF7‐phosphorylation. Ultimately, this induces expression of IFNs. 

NLR‐mediated sensing of viral RNA, similar as TLR‐mediated sensing, leads to an activation of NF‐κB‐induced 

gene‐expression. Causative is the activation of kinases such as RIPK2. Image retrieved and modified from [136]. 

1.2.2. Cellular responses to interferons 

Three classes of interferons (IFNs) are described in humans: (i) type I IFNs, including 

IFNα, β, ω, κ, ε, δ and τ, (ii) type II IFNs, solely including IFNγ and (iii) type III IFNs, 

including different forms of IFNλ. These IFNs are separated by the type of receptor 

they are recognised by, with type I IFNs binding IFN‐α/β receptor 1 and 2 (IFNAR1/2), 

type  II  IFNs binding  IFN‐γ receptor 1 and 2  (IFNGR1/2) and  type  III  IFNs binding 

interleukin  10‐receptor  2  (IL10R2)  and  IFN‐λ  receptor  1  (IFNLR1).  Each  of  these 
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receptors is formed via a heterodimerisation of respective monomers once a complex 

is formed with its ligand [137,138]. Depending on the type of activated receptor and 

thereby  on  the  interacting  ligand,  different  sets  of  factors  are  co‐activated  at  the 

intracellular domain of the receptor‐complexes. These factors include Janus kinase 1 

(JAK1),  JAK2  and  tyrosine  kinase  2  (Tyk2), which  are  associated with  respective 

receptors. Once a receptor‐heterodimerisation occurs, the kinases are forced into close 

proximity of each‐other through conformational changes and thereby phosphorylate 

tyrosine residues of one another, as well as the receptor itself [139–141]. In turn, this 

phosphorylation‐dependent  activation  recruits  further  factors  such  as  signal 

transducer  and  activator  of  transcription  1  (STAT1)  and/or  STAT2.  Upon 

phosphorylation by the receptor‐complex, these signal transducers are imported into 

the  nucleus.  A  STAT1‐STAT2‐heterodimer  requires  further  association  of  IRF9  to 

achieve this translocation. Solely in case of an IFNγ‐mediated signalling, STAT3 can 

be involved in forming a heterodimer with STAT1 [142–145]. This signalling‐cascade 

is termed the Jak‐STAT‐pathway and efficiently  leads to transcription of  interferon‐

stimulated genes (ISGs) via activation of the interferon‐stimulated response element 

(ISRE) or the gamma‐activated site (GAS) (Figure 9). 

 

Figure 9. Type I‐III IFN signalling pathways for transcriptional regulation. Different IFNs are ligands to different 

sets of IFNRs. Type I IFNs use the IFNAR1‐IFNAR2‐dimer to activate STAT1‐STAT2 dimers via JAK1‐ and TYK2‐

dependent phosphorylation. Type II IFNs make use of an IFNGR1‐IFNGR2‐dimer as receptor, leading to STAT1‐

homodimer activation via phosphorylation  through  JAK1 and  JAK2. Type  III  IFNs bind a dimer  composed of 

IL10R2 and  IFNLR1,  thereby  triggering TYK2‐ and  JAK1‐phosphorylation, which  leads  to activation of STAT1‐

STAT2‐heterodimers. Effectively, Type I and III IFNs induce ISRE promoter elements, whereas Type II IFNS induce 

GAS promoter elements. Image retrieved from [146]. 
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The induction of both ISRE and GAS leads to the expression of manifold different ISGs. 

Similarly complex are the antiviral effects exerted by these, as they affect virtually all 

aspects of cellular processes. This in turn mostly renders all steps of viral life cycles to 

be affected by the IFN‐response. There are only few reports describing ISGs for playing 

a role in restricting an HEV‐infection apart from genes also being found in inducing 

innate  sensing  or  promoting  IFN‐receptor  signalling.  However,  the  extracellular 

cytokine ISG15 was identified to play a potential role in orchestrating antiviral effects 

[147]. These  are  exerted  via  the  2ʹ‐5ʹ‐oligoadenylate  synthetase  1  (OAS1)‐mediated 

dsRNA‐degradation [148], the GTPase interferon‐induced GTP‐binding protein Mx1 

(Mx1) [149] or the protein kinase RNA‐activated (PKR)‐mediated inhibition of protein 

translation [150]. Further studies suggest a general, broad‐spectrum antiviral activity 

of  IFNs  against  HEV,  yet  exact  mechanisms  or  effectors  were  never  studied  or 

identified in detail [151–154]. 

1.2.3. Sensing of HEV and viral innate immune‐evasion 

Throughout the entire HEV life cycle, several key steps were described to modulate 

innate immunity. Two major PRRs sense HEV: (i) TLRs and (ii) RLRs.  In cell culture, 

TLRs  have  been  described  as  restrictive  factors  for HEV  replication, whereas  an 

interference with downstream‐signalling partially  led  to a rescue of HEV  [155,156]. 

Major proteins in these cascades were identified as MyD88 and TRIF molecules [155]. 

One  consequence  of  a  TLR‐mediated  sensing  of  an HEV‐infection,  is  the  elevated 

production  of  interferon  (IFN)‐β  and  ‐γ  [157,158].  Similar  to  TLRs,  RLRs  were 

described  to  induce  IFN‐production  through  different  IRFs  in  an MAVS/MDA5‐

dependent manner in the context of an HEV‐infection [159–161]. Here, certain patterns 

within the 3’‐UTR of the genomic RNA serve as efficient inducer of type I or III IFN‐

inducers depending on the host cell type being exposed to the virus [162]. 

Opposing to this, the virus itself can modulate a host‐cell’s IFN‐inducing mechanism 

by various modes of action. The virus’ pORF1 PCP‐, Met‐ and X‐domain can inhibit 

IFN type I production via interfering with IRF3‐ and STAT1‐mediated gene‐expression 

[163,164]. A more generalised effect was observed  for pORF2, as  it  inhibits NF‐κB‐

response by lowering IκBα ubiquitination [165], thereby affecting also inflammatory 

cytokine‐production. At last, the regulatory phosphoprotein pORF3 effectively shows 

a similar interference   with STAT1‐mediated gene‐expression as pORF1 [166], as well 

as with IFN type I production and can, in parts, prohibit successful IFN‐γ signalling 

[167]. Furthermore, pORF3 interferes with the TLR3‐mediated downstream cascade by 

targeting  both  receptor‐interacting  serine/threonine‐protein  kinase  1  (RIPK1)  and 

tumour necrosis factor receptor type 1‐associated DEATH domain protein (TRADD) 

[168]. Potential mechanisms sensing HEV and respective immune‐evasion strategies 

are depicted below (Figure 10). 
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Figure 10. Innate sensing of HEV and virus‐related interferences. HEV is mainly sensed through TLR3/7 or the 

RLRs  RIG‐I  and MDA5.  This  leads  to  a  TBK1‐  and  TRADD‐dependent  activation  of NF‐κB,  IRF3  and  IRF7, 

triggering expression of inflammatory cytokines and IFNs. Herein, both pORF1 and pORF3 inhibit RIG‐I, TLR3/7 

and TRADD (a, e and f), thereby interfering with IRF3/7‐activation (b and g). Further, both viral proteins interfere 

with  STAT‐mediated  signalling upon  IFN‐stimulation  (c  and h).    Solely pORF2  is described  to  interfere with 

expression of inflammatory cytokines by inhibiting NF‐κB (d). Image retrieved from [169]. 

1.2.4. Guanylate‐binding protein 1 

Among heavily induced ISGs upon IFN‐stimulation is the family of guanylate‐binding 

proteins  (GBPs).  Inducibility  is  achieved  by  carrying  both  ISRE  and GAS  in  their 

respective proximal promoter region, triggering efficient gene‐expression [170]. Most 

prominently, GBP‐induction is induced by IFNγ [171] and to a lesser extent by type I 

IFNs  [172].  In  humans,  seven different GBPs  are  expressed upon  IFN‐stimulation, 

which are called GBP1‐7 [173]. These proteins have a molecular weight of ~67 kDa and 

are classified within the dynamin‐superfamily. Hence, they comprise both a globular 

nucleotide‐binding domain (NTD) also forming the GTPase‐domain [174], as well as 

an α‐helical domain necessary to elicit GTP‐hydrolysis‐driven mechanical effects [175–

179]. The helical domain can be separated into a helix‐bundle following the GTPase‐

domain, which  flows  out  into  a  long, paired C‐terminal helix  interacting with  the 

globular domain [178]. A further feature of GBP1 is a post‐translational modification 

represented  by  a  farnesylation  at  a  conserved  CaaX‐motif  being  preceded  by  a 

polybasic  stretch  of  amino  acids  at  the  C‐terminal  end  of  the  protein  [180].  The 
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oligomeric state as well as the membrane‐localisation of GBP1 are determined by both 

its farnesylation and its capacity to hydrolyse GTP to GDP and GMP. Similarly, the 

oligomeric state affects the efficiency of GTP‐hydrolysis. Generally, GBP1 oligomers 

can only be  found upon nucleotide‐binding with  intermolecular  interactions being 

formed via the globular GTPase‐domain [181]. Upon homodimerisation, both the GTP‐ 

and GDP‐bound GBP1 builds up homotetramers  [182]. However,  the heterodimeric 

organisation  does  not  require  active  nucleotide‐hydrolysis,  as  proven  by  a  non‐

hydrolysing mutant  (R48A)  still  being  capable  of  forming  homodimers  [175,183].  

Effectively, this dimerisation causes a rise in GTP‐hydrolysis rates implying important 

functions  for  effector‐roles of GBP1  [183,184].  In  turn,  this  led  to  identifications of 

residues  within  the  protein  being  important  for  dimerisation,  one  of  which  is 

represented by serine at position 73  [175]. A  further aspect being dependent on  the 

oligomeric state of GBP1 is the post‐translational farnesylation. Once dimerisation or 

oligomerisation  occurred,  the  prenylation  causes  membrane‐localisation  of  the 

complex  [185],  ultimately  altering  possible  protein‐protein  interactions  [186–188] 

being  important  for  cellular  functions.  Throughout  the  nucleotide‐binding  and  ‐

hydrolysis  steps, GBP1 cycles  through different oligomeric  states with  the  long, C‐

terminal  helices  undergoing  large  conformational  changes.  This  gives  rise  to  its 

dynamin‐function [189], which may effectively be used to affect lipid‐based structures 

[185] (Figure 11).  
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Figure  11.  Oligomeric  organisation  of  GBP1  and  implications  for  membrane‐targeted  effects.  (A)  GBP1 

comprises  a  large,  globular  NTD  and  GTPase‐domain,  followed  by  a  C‐terminal,  helical  effector‐domain 

harbouring  a  farnesylation‐site.  Crystal  structure  retrieved  from  [178].  (B)  Upon  nucleotide‐binding,  GBP1 

homodimerises and cleaves GTP to GDP leading to a small conformational change in the helical domain. Loss of 

GDP‐binding  triggers GBP1 homodimers  to dissociate and  reverts  the  conformational  change.  If GDP  remains 

bound,  GBP1  further  hydrolyses  it  to  GMP,  thereby  causing  a  big  conformational  change.  Loss  of  GMP‐

complexation then similarly leads to dissociation of the homodimer and reverts the conformational change. Image 

retrieved and modified from [189] (C) Farnesylation of GBP1 in the GDP‐bound, dimeric state triggers membrane‐

localisation  and/or  oligomerisation.  Conformational  changes  induced  upon  GDP‐hydrolysis  affect  connected 

membranous structures. 

Generally, the GTPase GBP1 is described to act antivirally against a variety of different 

viruses. Among  these are  Influenza A virus  (IAV)  [190], HCV  [191], classical swine 

fever virus (CSFV) [192], Dengue virus (DENV) [193] or Kaposi’s sarcoma associated 

herpesvirus  (KSHV)  [194].  Here,  GBP1  displays  the  capacity  to  counteract  viral 

replication  in  a GTPase‐dependent manner  [191]  or  via  targeting  the  cytoskeleton 

[194,195]. An involvement of GBP1 in other cellular processes such as autophagy was 

suggested by murine GBPs affecting  the degradative process  in case of  the murine 

norovirus (MNV) [196] or other pathogens being targeted by GBP1 e.g. via autophagy 

as described  for Toxoplasma gondii  [197], chlamydia  [198] or mycobacterial  infection 

[199].  Interestingly,  no  study  described  the  implications  of  GBP1  and  its 

homodimerisation in the context of a viral infection and endosomal processes. 

1.3. The endolysosomal system 

The  endolysosomal  system  is  a  complex  network  of  vesicular  structures  within 

eukaryotic  cells.  It orchestrates vesicular  trafficking  from  the  extracellular  space  to 

intracellular  compartments  and  vice  versa.  Generally,  two  sources  of  cargo  are 
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described  to  feed  the  endosomal  system:  (i)  extracellular  components  taken up by 

endocytosis  [200,201]  or  (ii)  de  novo  synthesised  components  from  the  ER‐TGN 

network  [202,203].  Starting  from  endocytosis,  endosomes  gradually maturate  [204] 

while  constantly  interchanging  surface‐markers,  intralumenal  contents  and  their 

subcellular  localisation  in  a microtubule  (MT)‐dependent manner. As  a  first  step, 

endocytic vesicles are shuttled towards early endosomes (EEs). This in turn represents 

the  first  divergence  in  endosome‐trafficking,  as  cargo  can  be  either  passed  on  to 

recycling endosomes (REs) being transported back to the plasma‐membrane (PM), or 

further be shuttled  towards  late endosomes  (LEs). Cargo‐sorting herein defines  the 

fate of intralumenal contents, which is strictly regulated by sets of manifold different 

cargo‐receptors  and  intracellular  signalling  [205,206].  During  further  maturation, 

intralumenal  vesicles  (ILVs)  are  formed  by  the  central  cargo‐sorting  machinery, 

ESCRT [207], which gives rise to a population of LEs called MVBs. As a final step of 

maturation, LEs  fuse with  lysosomes,  thereby  forming endolysosomes  [208], where 

cargo is degraded and lysosomes are recycled. Throughout the entire process, back‐

and‐forth shuttling of vesicles and proteins is maintained and controlled via the Golgi‐

apparatus,  thereby supplying  the endosomal system with  the required components 

(Figure 12). 

 

Figure 12. Overview of the endolysosomal system. Upon endocytosis, vesicular structures are transported to EEs. 

These represent the first sorting step, where cargo is either transported back to the PM via REs or further into the 

cytosol.  EEs  gradually mature, while  building  up  ILVs  and  being  shuttled  along MTs. A  constant  supply  of 

components via TGN allows this maturation to happen, ultimately leading to LE‐formation. Similarly, endosomal 

content can be shuttled towards the TGN and be used to supply the cell with extracellular content. A final step in 

endosome‐maturation is represented by the fusion of LEs with lysosomes, thereby forming endolysosomes, where 

cargo is degraded and lysosomal proteins are being recycled. Image retrieved from [209]. 
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1.3.1. Maturation of endosomes 

The  maturation,  subcellular  localisation  and  fate  of  endosomal  cargo  is  highly 

dependent  on  three  different  determinants:  (i)  vesicle‐associated  Rab‐proteins,  (ii) 

membrane‐localised phosphatidylinositols (PI) and (iii) intralumenal decrease in pH 

during maturation to LEs.  

Rab‐proteins represent a family of small GTPases and are key‐regulators in vesicular 

trafficking. Around 70 different types of Rab‐proteins were identified, each fulfilling a 

variety of different roles in affecting vesicular trafficking. Vesicle‐association of Rab‐

proteins  is  achieved  via  prenylation,  rendering  them  to  be  peripheral membrane‐

proteins [210]. Generally, Rab‐proteins are shuttled to and from their destination by 

Rab escort proteins (REPs), which directly bind and shuttle freshly prenylated Rab‐

proteins [211]. Once at the destination, Rab‐proteins can only fulfil their function while 

being in a GTP‐bound state. This in turn is used to modulate Rab‐activity and effector‐

affinity via regulation by guanine exchange  factors  (GEFs), activating Rab‐proteins, 

and  GTPase‐activating  proteins  (GAPs),  inactivating  Rab‐proteins  [212].  Upon 

activation, Rab‐proteins recruit their effectors, which subsequently fulfil roles in cargo‐

binding, membrane‐fusion, vesicular attachment and bidirectional movement along 

MTs [213]. One well‐described example is represented by Rab5 and its effectors. Once 

Rab5  is  exposed  on  a  vesicular membrane  of  EEs,  its  respective GEF,  rabaptin‐5‐

associated  exchange  factor  for Rab5  (Rabex‐5),  ensures  constant  supply with GTP 

[214]. A first effector recruited by Rab5, namely Radaptin‐5, enhances Rabex‐5 GEF‐

rates, thereby ensuring Rab5 to remain activated [215]. The constant GTP‐bound state 

of Rab5  allows  recruitment  of  a  second  effector,  the  phosphatidylinositol  3‐kinase 

vacuolar  protein  sorting  protein  34  (Vps34).  The  presence  of  this  kinase  leads  to 

enrichment of phosphatidylinositol 3‐phosphate (PI3P) in the outer membrane leaflet 

of  EEs  [216], which  in  turn  is  required  for  further  effector‐recruitment.  These  are 

represented  by  both  the  soluble  N‐ethylmaleimide‐sensitive‐factor  attachment 

receptor (SNARE)‐protein early endosome antigen 1 (EEA1) and Rabenosyn‐5, which 

finally mediate membrane fusion of vesicles with the EEs [217–219] (Figure 13). 
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Figure 13. Rab5 and its effectors on the membrane of early endosomes. (1) Upon prenylation, Rab‐5 is inserted 

into membranes of EEs and recruits its GEF Rabex5 and an effector, Radaptin5, to maintain its GTP‐bound form. 

(2) This complex then recruits the PI3‐OH‐kinase Vps34 as a second Rab5‐effector, which phosphorylates PI3‐OH 

and leads to PI3P‐buildup on EE membranes. (3) Both presence of Rab5 and PI3P leads to recruitment of EEA1 and 

Rabenosyn5, which mediate membrane fusion of vesicles with EEs. Image retrieved and modified from [220]. 

Just as  for EEs, Rab‐proteins mediated build‐up of different PIs via  recruitment of 

various PI‐kinases [221]. These in turn recruit further effectors mediating functional 

effects exerted by  the Rab‐proteins. Ultimately,  this  leads  to a continuous switch of 

Rab‐  and PI‐fingerprints  of  the different  sets  of  endosomes, which  can be used  to 

identify different endosomal populations throughout their maturation.  While EEs are 

characterised by the presence of Rab5 and PI3P, recycling endosomes carry Rab4 and 

Rab35 [222,223]. Rab‐conversion with regards to LEs is initiated by exchange to Rab7, 

leading to build‐up of PI3,5P2 [224,225]. On the other hand, EEs exchanging markers 

to Rab11 results in further build‐up of PI3,4,5P3, which then represents the endocytic 

recycling compartment (ERC) being connected with the TGN network [226,227]. From 

there  on,  loss  of  PI3,4,5P3  leads  to  fusion with  the  PM  and  to  release  of  luminal 

contents into the extracellular space [228]. Besides the role of Rab‐proteins within the 

endosomal system, they also mediate cargo‐import and ‐export to and from the TGN 

via Rab6 and Rab9 [229,230] or from ER to the cis‐Golgi network (CGN) via Rab1 and 

Rab2  [231,232].  A  fundamental  aspect  being  regulated  by  these  Rab‐triggered 

conversions, besides membrane‐fusion, is the targeted transport within the cell guided 

along MTs. Herein, Rab‐proteins recruit distinct effectors representing motor‐proteins 

to maintain  retrograde  or  anterograde  vesicular  trafficking  [233]  thereby  guiding 

endosomal content to either being released or being degraded in lysosomes via acid 

hydrolases activated by the gradual drop in pH [234] (Figure 14).  
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Figure 14. Endosome maturation in dependency of Rab‐proteins and phosphatidylinositol. Upon internalisation 

of cargo, the endosomal system shuttles incorporated components to the required destination. From EEs over LEs 

to Lysosomes (L), this sorting and maturation is accompanied by conversion of associated Rab‐proteins. Similarly, 

EE‐to‐ERC shuttling, Golgi‐associated shuttling and cargo‐recycling is mediated by the small GTPases. This leads 

to establishment of unique fingerprints of endosomal vesicles with respect to associated Rabs, PIs and intralumenal 

pH. Image retrieved and modified from [235]. 

1.3.2. Cargo‐sorting in MVBs with respect to HEV 

A  specific  form  of  LEs  is  represented  by  MVBs.  These  vesicular  structures  are 

characterised by accumulated ILVs and are major regulators of cargo‐sorting within 

the  endosomal  system. As  LEs, MVBs  comprise  each  of  the  afore‐mentioned  key‐

features of these organelles. Further, they are defined by containing a subset of distinct 

membrane and intralumenal proteins [236]. The ESCRT‐machinery carries a majority 

of these distinct proteins found on MVBs. It consists of four building blocks, which are 

called ESCRT0‐III and mediates cargo sorting and subsequent sequestration into ILVs 

[237]. While manifold accessory proteins are described for all of the ESCRT subunits, 

only  some  are  required  to  maintain  its  functionality.  For  instance,  the  cytosolic 

subunits of ESCRT‐0 are majorly involved in gathering and delivering ubiquitinated 

cargo  to ESCRT‐I,  thus making  it non‐essential  for  further  functions of  the ESCRT‐

machinery [238]. The latter however, is tethered to the outer surface of MVBs via so 
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called FYVE zinc  finger domain  (FYVE‐domain)‐mediated  interactions of accessory 

proteins  with  PI3P.  Cargo‐interaction  and  subsequent  membrane‐localisation  is 

mediated  via  interactions  with  ubiquitin  and  respective  GRAM‐Like  Ubiquitin‐

binding in EAP45 (GLUE)‐domains in ESCRT subunits [239–241]. Once cargo has been 

transferred to the Vps23, ‐27 and ‐28‐containing ESCRT‐I complex, being responsible 

for cargo‐recognition [242,243], the ESCRT‐II complex is recruited. The herein included 

subunits Vps22,  ‐25 and  ‐36 condense  the gathered cargo  in a smaller  lipid domain 

[244]  and  recruit  the ESCRT‐III  complex. Finally,  the Vps2,  ‐20  and  ‐24‐containing 

ESCRT‐III  subunit  is  recruited, which de‐ubiquitinates  cargo  and  induces  inward‐

budding of ILVs through ATP‐ and Vps4‐dependent polymerisation of the complex 

[245–247]. This ESCRT‐III‐spiralling  and  subsequent  invagination  of membranes  is 

assisted by the vacuolar‐sorting protein SNF7 [248]. Once membrane scission and ILV‐

release  occurred,  the  ESCRT‐III  complex  dissociates  and  cargo  is  successfully 

contained within MVBs (Figure 15).  

 

Figure  15.  Ubiquitin‐dependent  cargo‐sorting  and  ILV  budding  on  MVBs  via  the  ESCRT‐machinery. 

Ubiquitinated  cargo  is  recognised  and bound by ESCRT‐I on  the  surface of MVBs. Subsequent  recruitment of 

ESCRT‐II  leads  to clustering of cargo within  lipid microdomains,  thereby concentrating ubiquitinated proteins. 

Finally, ESCRT‐III  is recruited which  leads  to  inward‐budding of  the MVB membrane  through polymerisation, 

thereby creating ILV‐precursors. After membrane‐scission, ILVs are released into MVBs and the ESCRT‐complex 

dissociates to start a new cycle. Image retrieved and modified from [249]. 

Apart  from ubiquitin‐based cargo‐sorting, molecules can be shuttled  to  the ESCRT‐

machinery via various different mechanisms. This cargo can represent proteins, which 

were described to be delivered to the ESCRT‐complexes by e.g. Alix [250], hepatocyte 

growth factor‐regulated tyrosine kinase substrate (Hrs) [251] or tetraspanins [252]. As 

alternate cargo‐receptors, they subsequently make use of the already MVB‐localised 

sorting  complexes.  Similarly,  non‐protein  cargo  such  as  lipids  or  RNA  can  be 

transferred into ILVs [253–255]. 
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One rather interesting aspect and alternate route of cargo‐sorting in MVBs is the use 

of TSG101  (Vps23)‐interactions within  the ESCRT‐I‐complex. First described  for  the 

gag‐protein of HIV, viruses can induce an interaction with the sorting complex via so 

called viral late domains [256,257]. For HEV, such a late domain was characterised as 

part of pORF3, which carries a classical PxxP‐motif in its C‐terminal portion. For all 

described HEV genotypes, this is specifically formed by the amino acid sequence PSAP 

[34], which directly interacts with TSG101 [103,105]. As MVBs may fuse with the PM, 

ILVs are subsequently released as so called exosomes, depending on associated cargo‐

sorting  factors  [258,259].  Similarly,  ILV‐incorporated  HEV  capsids  containing 

prenylated pORF3 are released as quasi‐enveloped or exosomal particles in a Rab27a‐

dependent manner [260]. As such, this lipid envelope of eHEV virions carries several 

proteins conventionally  found within or associated with MVBs, suggesting  that  the 

exosomal  pathway  represents  the major  viral  release mechanism  [100,106].  These 

cellular  factors  are  represented  by  e.g.  the  tetraspanins  cluster  of differentiation  9 

(CD9), CD63 or CD81, parts of  the ESCRT‐machinery such as Alix, Hrs, TSG101 or 

Vps4 and finally the TGN‐protein trans‐Golgi network integral membrane protein 2 

(TGOLN2).  This  quasi‐envelope  is  retained  within  the  blood‐stream,  possibly 

rendering a broad tissue‐specificity and immune‐evasion of eHEV [261,262], and is lost 

once virions enter the biliary duct (Figure 16).  
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Figure 16. Endosomal  incorporation of HEV virions. Upon morphogenesis of  the pORF2‐ and genomic RNA‐

containing HEV capsids, palmitoylated pORF3  interacts with  the structure. This  leads  to TSG101‐ and ESCRT‐

dependent incorporation into ILVs of MVBs. These ILVs carry cellular factors such as CD9, ‐63, ‐81, TSG101, Hrs, 

ALIX, Vps4 or TGOLN2. Subsequently, HEV‐containing MVBs shuttle  towards  the PM  in a Rab27a‐dependent 

manner, where they fuse and release intralumenal cargo into the extracellular space. Thereby, HEV virions retain 

their ILV‐originating envelope along with cellular host‐factors while circulating  in the blood. Upon exposure to 

bile‐salts  in  the biliary duct,  the quasi‐envelope  is removed and HEV  is excreted as naked capsid virus.  Image 

retrieved from [263]. 

1.3.3. Cholesterol‐dependent regulations in the endolysosomal system 

As  the endolysosomal  system  requires  continuous membrane‐fission,  ‐fusion and  ‐

curvature events to maintain an overall vesicular flux, it is highly dependent on lipid 

composition of vesicular membranes. Herein, an abundant and central key‐player is 

represented by cholesterol and  its derivatives, affecting all of  the above mentioned 

mechanisms [264–266]. Generally, the abundance of cholesterol within a lipid bilayer 

has various impacts on its properties, such as membrane thickness or fluidity [267,268]. 

This  in  turn  alters proteins  being  clustered  in  certain domains  of  the  bilayer with 

respect to e.g. the  length of their transmembrane domain (TMD) [269], thereby also 

affecting lipid raft‐like structures as functional domains in the endolysosomal system 

[270–272]. Additionally, the presence of cholesterol facilitates membrane curvature to 

some extent [273]. This proves important for endosomal ILV‐formation, especially for 
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the ESCRT‐machinery. Here,  functional domain clustering, as well as cargo‐sorting 

and ILV‐scission depend on and are partially regulated by the lipid [244,274–276].  

Apart from intralumenal processes in late endosomes, cholesterol further is important 

in organising membrane  fusion of vesicles  flowing  into  the endolysosomal  system. 

These processes are mainly mediated by SNARE‐proteins, which in turn are trafficked 

to the place of action [277,278], sorted in place [279,280]  and controlled with respect 

to  successful  membrane  fusion  [281]  in  a  cholesterol‐dependent  manner.  Just  as 

SNARE‐trafficking,  retrograde  vesicular  trafficking  and  build‐up  of  ER‐vesicle 

contact‐sites  is orchestrated by  cholesterol. This  is  achieved by  cholesterol‐binding 

proteins  being  responsible  for  recruiting  different  sets  of  accessory  proteins  to 

vesicular  structures. Master  regulators of  these processes are  the oxysterol‐binding 

protein‐related protein 1 (ORP1L) and Rab‐interacting lysosomal protein (RILP) [282–

284]. Together they mediate LE translocation by selectively regulating association with 

the motor complex Dynein/Dynactin, thereby directing retrograde trafficking of LEs 

towards  lysosomes  along  MTs  [285,286].  Besides  cholesterol  directly  mediating 

interactions of Rab‐effectors such as SNAREs, RILP or ORP1L, it also plays a crucial 

role  in  controlling  Rab‐prenylation.  With  changing  cholesterol‐levels,  cholesterol 

biosynthesis is impacted. High cellular cholesterol herein leads to a drop in 3‐hydroxy‐

3‐methyl‐glutaryl‐coenzyme  A  reductase  (HMGCR)‐expression  [287–289].  As 

HMGCR represents the rate‐limiting step in cholesterol‐biosynthesis [290], a drop in 

productivity also renders further catalytic steps, crucial for providing substrates for 

protein  prenylation,  to  be  less  efficient. A  lack  in  proper  protein‐prenylation  also 

decreases  efficient  prenylation‐dependent  shuttling  of  Rab‐proteins  to  respective 

endosomes  [291],  leading  to  a  lack  in  effector‐recruitment  and  to  an  overall 

impairment of endocytic flux and endosome‐motility [292,293].  

The  above  described  mechanisms  of  cholesterol  controlling  the  maturation, 

processivity  and  trafficking  of  vesicles  within  the  endosomal  system  can  be 

summarised as  the  lipid directly affecting  the  following aspects:  (i) organisation of 

proteins  in  functional microdomains,  (ii)  facilitation  of membrane  curvature,  (iii) 

induction of  ILV‐scission,  (iv)  regulation of membrane‐fusion events,  (v) control of 

vesicle‐transport directions,  (vi)  regulation of Rab‐functionality  and  recruitment of 

Rab‐effector molecules to their destination (Figure 17). 
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Figure 17. Regulatory processes of cholesterol in the endolysosomal system. Cholesterol directly is involved in 

building up lipid microdomains containing distinct proteins of different functions. These, together with cholesterol 

exerting bending effects on  the membrane,  facilitate  induction of membrane‐curvature. Protein‐ or cholesterol‐

assisted bent membranes are crucial for both fission and fusion events. ESCRT‐III‐induced membrane‐scission is 

the  fundament  of  ILV‐formation  within  LEs,  whereas  SNARE‐mediated  membrane‐fusion  is  crucial  for 

maintaining endosomal flux, both of which are, in parts, controlled by cholesterol. In this context, recruitment of 

accessory  proteins  exerting  effects  on  the membrane  and  orchestrating  endosome‐trafficking,  is mediated  by 

prenylated Rab, which  in  turn  is dependent on an  intact cholesterol synthesis. This makes cholesterol a central 

regulator in the endolysosomal system. 

1.4. Cellular cholesterol homeostasis and pharmacological modulation 

Within  a  cell,  the  amount  and  localisation  of  cholesterol  is  strictly  regulated  to 

maintain cellular processes and  to prevent cytotoxic effects. The  lipid can either be 

taken up exogenously via lipoproteins, most prominently via low‐density lipoprotein 

(LDL), or can be synthesised within a cell. Processes involved in either of these regulate 

one another via transcription or protein degradation, thereby using a complex system 

depending on manifold cellular factors. 

LDL particles are members of the lipoprotein particle family, which are responsible for 

carrying lipids through an organism. Apart from LDL they include chylomicrons, very 

low‐density  lipoproteins  (VLDL),  intermediate‐density  lipoproteins  (IDL) and high‐

density  lipoproteins  (HDL).  Each  consists  of  a  lipophilic  core with  distinct  lipid‐

composition,  which  is  surrounded  by  a  phospholipid‐membrane  and  accessory 

proteins [294,295]. These complexing proteins also determine targeting of cells, as they 

interact with specific receptor. In case of LDL, which mostly carries cholesterol, the 

surface  protein  apolipoprotein  B100  (ApoB100)  interacts  with  the  LDL‐receptor 

(LDLR) on e.g. hepatocytes to induce receptor‐mediated endocytosis [296]. From this 
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point on, LDLR‐bound LDL particles  are  carried  towards EEs, where  the  complex 

dissociates and LDLR may be recycled via REs [297,298] or targeted for degradation 

via interaction with proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) [299]. LDL 

is then further shuttled to LEs and lysosomes, where it is degraded via lysosomal acid 

lipase  (LAL) and cholesterol  is  freed  from  the particle  [300]. Once  this  is achieved, 

cholesterol is shuttled from the lysosome to other organelles with the help of lysosomal 

cholesterol‐binding  protein  such  as  lysosome‐associated membrane  glycoprotein  2 

(LAMP2) [301], Saposins (Saps) [302], lysosomal integral membrane protein‐2 (LIMP‐

2) [303] or the Niemann‐Pick disease, type C1  intracellular cholesterol transporter 1 

(NPC1)  and NPC2  system  [304,305]. The  transfer of  cholesterol  from  lysosomes  to 

respective target organelles is hereby dependent on recruited contact‐mediators such 

as Synaptotagmin‐7 (Syt7) for peroxisomes [306], Mitofusin 2 (Mfn2) and Vps13A for 

mitochondria  [307,308]  or  NPC1,  ORP1L  and  RILP  for  the  ER  [284,309].  Once 

cholesterol reached the ER, it is esterified with fatty acids in an Acyl‐CoA‐cholesterol‐

Acyltransferase (ACAT)‐dependent manner and subsequently stored in lipid droplets 

(LDs) [310]. This essentially abrogates biological activity of cholesterol and withdraws 

it from the cycle (Figure 18).  

 

Figure  18.  LDL‐uptake  and  its  resulting  transcriptional  changes.  LDL  enters  the  cell  via  receptor‐mediated 

endocytosis. Once  inside EEs, LDLR can either be recycled to the PM or further transferred to LEs  in a PCSK9‐

dependent manner. Via LEs, receptor‐dissociated LDL is shuttled into lysosomes (LY). There, cholesterol is freed 

from LDL particles via LAL and passed on to different organelles with the help of LAMP2, LIMP‐2, NPC1/2 or 

Saps. Major organelles being  targets of  these re‐distributions are mitochondria  (M), peroxisomes  (P) or  the ER. 

Within  the ER, cholesterol  is esterified with  fatty acids via ACAT. Further,  it stabilises  the SREBP‐SCAP‐INSIG 

complex  in  the  ER‐membrane,  preventing  SREBP‐shuttling  to  the  Golgi  and  subsequent  S1P/S2P‐mediated 

activation of the transcription factor. This leads to repression of SREBP‐dependent expression of both HMGCR and 

LDLR, inhibiting both LDL‐uptake and cholesterol‐biosynthesis.  Image retrieved and modified from [311]. 
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Apart from being stored via the ER, cholesterol here also fulfils regulatory functions 

with respect to transcription. Abundance of the lipid stabilises a complex containing 

the transcription factors sterol regulatory element‐binding proteins (SREBPs) and the 

associated proteins SREBP  cleavage activating protein  (SCAP) and  Insulin  induced 

gene 1 (INSIG1) [312]. While interacting, this complex remains in the ER membrane 

without  fulfilling  transcriptional  activation  of  sterol‐regulatory  element  (SRE)‐

containing  genes.  However,  once  cholesterol‐concentrations  within  the  ER  drop, 

INSIG1 dissociates and the SCAP‐SREBP‐complex is shuttled to the Golgi‐apparatus 

[313]. There, SREBPs are cleaved by site‐1‐ and site‐2‐proteases  (S1P/S2P)  [314,315], 

releasing  the  transcription  factor  domain  from  the  membrane  [316],  which 

subsequently is shuttled to the nucleus via Importin. Finally, expression of genes being 

involved  in  cholesterol‐uptake  and  ‐synthesis  such  as LDLR  or HMGCR  [317]  are 

induced (Figure 18), consequently elevating intracellular cholesterol levels [318].  

Similar to this regulatory system, cholesterol levels are affected by other transcription 

factors  such  as  liver  X  receptors  (LXRs),  farnesoid  X  receptors  (FXRs),  retinoid  X 

receptors (RXRs) or peroxisome proliferation‐activated receptors (PPARs), all of which 

are agonised or antagonised by cholesterol and its derivatives such as oxysterols [319–

323].  Induction  and  repression  of  gene‐expression  exerted  by  these  transcription 

factors results in a complex system of cholesterol re‐distribution and removal. A direct 

way in achieving this is using cholesterol‐exporters and adaptor proteins delivering 

the  substrate.  To  a  large  extent,  these  export‐processes  and  related  factors  are 

transcriptionally controlled via the LXR‐isoform LXRα rather than LXRβ [324]. These 

transcription  factors  form heterodimers with RXRs  or PPARs, which  is  crucial  for 

subsequent  effects  on  gene‐expression  [325–327]. Concordantly,  induction  of LXR‐

activity is mediated by either its own agonists, cholesterol and oxysterols [328–330], or 

the agonists of its partner within the heterodimer. Alongside minor effectors of direct 

cholesterol‐catabolism,  some ATP‐binding  cassette  transporters  (ABC‐transporters) 

are  induced, which  specifically  bind  cholesterol  and  oxysterols  and  transport  the 

molecules into the extracellular space. One example is represented by ABC‐transporter 

A1  (ABCA1), which aids  in  removal of cholesterol  from  lysosomes via  the NPC1/2 

system [331]. The latter transfers cholesterol to the first, which passes the lipid on to 

apolipoprotein A‐I (apoA‐I) [332,333]. Ultimately, this leads to removal of intracellular 

cholesterol via apoA‐I‐dependent formation of HDL with the help of ABC‐transporter 

G1 (ABCG1) [334,335]. LXR‐activity further is modulated by several co‐activators or ‐

repressors.  One  of  these  is  represented  by  the  transcription  factor  nuclear  factor 

erythroid 2‐related  factor 1  (Nrf1), which  is a dual  sensor  for both  cholesterol and 

reactive oxygen species (ROS) [336–338]. Similar to SREBPs, the absence of cholesterol 

leads  to a proteolysis‐ and  translocation‐based activation of Nrf1 and a subsequent 

repression of LXR. On the contrary, abundance of cholesterol results  in retention of 
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Nrf1 within the ER, inactivating the transcription factor [339,340]. This lack of effect 

further  leads  to  induction  of  inflammation  [338], which  can  be  correlated with  a 

cholesterol‐dependent activation of the inflammasome [341] in the context of a PRR‐

activation  [342],  thereby  linking  cholesterol‐  and  PAMP‐based  transcriptional 

processes. 

Besides cholesterol‐ and oxysterol‐removal via exporters, cholesterol levels can also be 

lowered via derivatisation into bile acids. A transcriptional key‐regulator of enzymes 

involved  in bile acid formation  is FXR. Similar to LXRs,  it forms heterodimers with 

RXRs  [343]  to  induce  or  repress  gene‐expression  in  this  context  [344].  Its  natural 

agonist  is  farnesol  [345],  which  proves  as  important  substrate  in  cholesterol‐

biosynthesis in form of farnesyl pyrophosphate (FPP), thereby rendering regulation of 

FXR by cholesterol anabolism [346] with associated cholesterol‐clearance. Apart from 

farnesol,  primary  bile  acids  such  as  chenodeoxycholic  acid  control  FXR‐activity, 

thereby regulating bile acid synthesis [347–349]. FXR is further co‐regulated by PPARs, 

where PPARα exerts inhibitory functions towards FXR [350,351]. Generally, bile acid 

synthesis  is started by LXR‐induced cholesterol‐oxidation via either the ER‐resident 

cholesterol 7 alpha‐hydroxylase (CYP7A1) or the mitochondrial sterol 27‐hydroxylase 

(CYP27A1) [352,353], both of which represent committed steps in the classical and the 

acidic alternate bile acid synthesis, respectively [354–358]. Three major organelles are 

involved in bile acid synthesis: (i) the ER, (ii) mitochondria and (iii) peroxisomes [359–

361].  Substrate  distribution  is  hereby  achieved  through  cholesterol‐transport 

mechanisms explained above and mediated through organelle‐organelle contact sites. 

Once bile acid synthesis is completed, a negative feedback loop is in place, rendering 

FXR to  inhibit primary bile acid synthesis [362]. Further, the amphiphilic molecules 

are shuttled out of the cell via a variety of different transporters or conjugated to amino 

acids via e.g. bile acid‐CoA amino acid N‐acyltransferase (BAAT) [363], which are then 

exported. While the classical exporter for bile acids was described as bile salt export 

pump  (BSEP/ABCB11)  [364–367],  alternative  exporters  are  represented  by  either 

canalicular multispecific organic anion transporter 2 (MRP2/ABCC2) [367] or organic 

solute  transporter  subunit alpha  (OSTα) and OSTβ  [368]. While  the  first  is majorly 

transcriptionally induced by FXR [369], expression of the latter are induced by both 

FXR and LXR  [370–372], again proving  the strong  interaction between  the different 

cholesterol‐modulated  transcription  factors.  In principal,  the  synthesis of bile acids 

and amino acid‐conjugated bile acids and direct cholesterol‐export represent the most 

efficient ways to rid a cell from cholesterol.  

Together  with  the  cholesterol‐anabolic  regulators  SREBP,  the  majorly  catabolic 

regulators  FXR,  LXR,  PPAR  and  RXR  form  a  cycle  of  maintaining  cholesterol‐

homeostasis under mutual  induction. This  is achieved by build‐up and  removal of 
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respective  substrates  acting  as  agonists  or  antagonists  of  associated  transcription 

factors [373–375] (Figure 19).  

 

Figure 19. Cholesterol‐removal processes in a human hepatocyte. Cholesterol biosynthesis is regulated by SREBPs 

and  is catalysed within the ER, peroxisomes (P) and mitochondria (M). Upon cellular re‐distribution and rising 

cholesterol‐levels, LXR‐, FXR‐, PPAR‐ and RXR‐mediated cholesterol‐removal processes are induced. Inactivation 

of cholesterol  is achieved via esterification with  fatty acids  in an ACAT‐dependent way with cholesteryl‐esters 

being stored in lipid droplets (LD). A further way of decreasing intracellular cholesterol is direct export of the lipid 

or  oxysterols  via  late  endosomes  (LE)  or  lysosomes  (Lys).  These  transfer  cholesterol  e.g.  via NPC1/2  to  the 

transporters ABCA1 and ABCG1, which aid in building up apoA‐I‐complexed high‐density lipoprotein (HDL).  A 

third cholesterol‐removal program  is  induced upon bile acid synthesis, which  is engaged by either CYP7A1 or 

CYP27A1 as they catalyse the committed steps of classical and acidic alternate synthesis of the derivatives. Bile 

acids synthesised via catalytic processes in ER, M or P, are then exported from cells via the transporters BSEP, MRP2 

or  OSTα/β.  In  principle,  build‐up  of  cholesterol  and  its  primary  derivatives  induces  its  removal  pathways. 

Opposing to this, ridding a cell of cholesterol induces its synthesis. Through this mechanism, related transcription 

factors regulate each other via supplying agonists and antagonists. Removal routes of cholesterol are marked with 

red arrows, whereas contributing transcription factors are coloured red. Synthesis of cholesterol is marked with 

green arrows, whereas contributing transcription factors are coloured green.  

From a  clinical point of view,  the  strict  regulation of  cholesterol‐metabolism and  ‐

homeostasis can be exploited to achieve certain phenotypes. In the majority of cases, 

an  overall  aim  is  the  reduction  of  cholesterol  in  patients  suffering  from 

hypercholesterolemia, atherosclerosis or cholestasis. Here, a variety of different lipid 

lowering drugs  are  available on  the market or  are  subject  to  clinical  trials  and  act 

through different mechanisms. 

In the late 1950’s, first steps towards the discovery of cholesterol‐ and lipid‐lowering 

drugs was achieved by establishing the use of Fibrates [376]. Following application of 

Clofibrate,  a  variety  of  different  derivatives were  discovered  and  released  on  the 

market,  including  compounds  such  as  Bezafibrate,  Fenofibrate  or  Gemfibrozil 
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[377,378].  These  drugs  act  as  agonists  of  PPARα,  which  effectively  leads  to  a 

suppression of bile acid synthesis. A consequence is a retention of cholesterol within 

the  cell  and  therefore  triggers  a  reduced  serum‐cholesterol  concentration  and 

reduction  in biliary sterols [379,380]. About a decade  later,  in the early 1970’s [381], 

another  family  of  lipid‐lowering  drugs was  discovered:  Statins.  These were more 

selective  towards  cholesterol  and  ever  since  represented  the most  frequently used 

drug to treat hypercholesterolemia. Included in this drug family are compounds such 

as  Pravastatin,  Fluvastatin,  Atorvastatin  or  Simvastatin.  Mechanistically,  these 

compounds  act  through  inhibition  of  HMGCR,  thereby  inhibiting  cholesterol 

biosynthesis  [381,382].  A  result  is  a  decrease  in  intracellular  cholesterol,  hence  a 

reduction in systematic cholesterol [383]. Apart from Fibrates and statins, a third group 

of  small‐molecule  cholesterol‐modulators was  under  discussion  for  being  used  in 

clinic. Here, compounds such as Lecimibid or Avasimibe were used to inhibit ACAT, 

therefore  interfering  with  cholesterol‐storage  in  LDs,  which  subsequently  can  be 

detoxified more efficiently  [384,385]. Despite  there being promising studies, ACAT‐

inhibitors were never considered for cholesterol‐targeted use in clinics.  

More novel approaches of lowering systemic cholesterol make use of larger molecules 

such as cyclosporin A‐derivatives, hormones or antibodies.  Initially developed as a 

compound aiding in chemotherapy, the cyclosporin A‐derivative PSC833 inhibits p‐

glycoproteins. Its primary targets are ABC‐transporters, which results in a reduction 

in multiple drug resistance [386]. However, by inhibiting the ABC‐transporter ABCA1, 

PSC833  also  poses  inhibitory  functions  for  cholesterol‐efflux  from  cells  [387]. 

Consequently,  cellular  cholesterol  levels  rise  upon  application.  However,  clinical 

approval of the compound is not yet completed. Another candidate to be approved for 

clinical  use  is  the  FGF19‐analogue NGM282. Acting  as  a  hormone,  this  analogue 

inhibits CYP7A1‐expression via FXR and therefore bile acid synthesis [388,389]. As a 

consequence, cholesterol is not detoxified via bile acids, but via HDL‐formation [390]. 

Lastly, a new generation of systemic cholesterol‐lowering drugs is represented by the 

monoclonal antibodies Evolocumab and Alirocumab. These specifically bind PCSK9 

on the cell‐surface and lead to its inactivation [391]. In essence, this prevents LDLR‐

degradation and increases its amount on the cell surface through enhanced receptor‐

recycling, thereby increasing LDL‐uptake and its clearance from serum [392,393].  

Taken  together, all of  the above mentioned  compounds achieve  the overall aim  to 

reduce serum‐cholesterol. However, statins differ from the others with respect to what 

this  means  for  intracellular  cholesterol  levels.  While  statins  generally  reduce 

cholesterol‐biosynthesis, therefore reducing cellular cholesterol, compounds such as 

Fibrates, Avasimibe, PSC833, FGF19 and Alirocumab  lead  to  increased  cholesterol‐

uptake or retention of the lipid within the cell. This in turn will be of central interest 

for this study and is to be highlighted.    
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2. Aim of this study 

The Hepatitis E virus, the major agent inducing an acute viral hepatitis worldwide, is 

a  grossly understudied  virus  rendering  both  cellular defence‐mechanisms  and  the 

viral life cycle remaining elusive in large parts. As a consequence, antiviral strategies 

are sparse, unspecific and associated with severe adverse effects. Understanding how 

HEV modulates the  innate  immune‐response, which effector molecules are  induced 

by and efficient against  the virus and how  this can be used  in an antiviral strategy 

therefore represents the overall aim of this study. 

In context of innate immunity, elucidation of antiviral mechanisms exerted by one of 

the most prominently induced ISGs, GBP1, was set to be clarified in more detail. How 

HEV modulates  this host‐factor  and what  consequences  on  the  viral  life  cycle  are 

triggered by an abundance of it shall be elucidated. Further, different modes of action 

of GBP1 are to be analysed with regards to the protein’s dynamin‐function, GTPase‐

activity  and  involvement  in  endolysosomal  processes.  As  HEV  is  released  via 

exosomes generated within MVBs, the latter fulfil a pivotal role in the viral life cycle. 

These  structures  are  highly  dependent  on  cellular  cholesterol  homeostasis.  Thus, 

effects exerted by an HEV‐infection on cellular cholesterol, as well as effects exerted 

by  the  lipid on  the virus shall be studied. A  focus herein  is set on how cholesterol 

affects  the  fate  of  progeny  viruses  under  use  of  pharmacological  modulation. 

Ultimately, the question to be answered is whether targeting the cellular cholesterol 

content may serve as antiviral target against HEV. 

In essence, this study will help to understand underlying effects of an already used 

antiviral,  namely  IFN,  and  how  this  is  connected  to  cholesterol  and  degradative 

processes within an infected cell. This will help improving basic understanding of the 

viral life cycle and will lead to discovery of a more precisely targeted therapy. 
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3. Materials 

3.1. Buffers and solutions 

Buffer or solution  Ingredients 

Anode buffer I  

 

20% (v/v) EtOH  

0.3 M Tris  

Anode buffer II  

 

20% (v/v) EtOH 

25 mM Tris  

Carbazole stain solution  30 mM NaOAc 

12 mM AcOH (glacial) 

0.05 % (w/v) 3‐amino‐9‐ethylcarbazole 

0.01 % (v/v) H2O2 

Cathode buffer  

 

20% (v/v) EtOH 

40 mM 6‐aminohexanoic acid  

Firefly luciferase substrate  20 mM Tris‐HCl 

5 mM MgCl2 

0.1 mM EDTA 

33.3 mM DTT 

470 μM D‐luciferin 

530 μM ATP 

pH 7.8 

Luciferase lysis buffer  25 mM Tris‐HCl 

2 mM DTT 

2 mM EGTA 

10 % (v/v) glycerol 

0.1 % (v/v) Triton X‐100 

pH 7.5 

Mowiol mounting medium  100 mM Tris/HCl  

10% (w/v) Mowiol  

25% (w/v) glycerol  

2.5% DABCO  

pH 8.5 

PBS (Phosphate Buffered Saline) 

without Mg2+ and Ca2+  

 

137 mM NaCl  

2.7 mM KCl  

8.1 mM Na2HPO4  

pH 7.4  

RIPA lysis buffer  

 

50 mM Tris/HCl  

150 mM NaCl  

0.1% (w/v) SDS  

1% (w/v) sodium deoxycholate  

1% (v/v) Triton X‐100  

pH 7.2 
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SDS‐loading buffer (4x)  

 

4% (w/v) SDS  

125 mM Tris/HCl  

10% (v/v) glycerol  

10% (v/v) β‐mercaptoethanol  

0.02% (w/v) bromophenol blue  

pH 6.8 

SDS‐running buffer (10x)  

 

0.25 M Tris pH 8.3  

2 M glycine  

1% (w/v) SDS  

SDS‐separating gel buffer  

 

1.5 M Tris  

0.4% (w/v) SDS  

pH 8.8 

SDS‐stacking gel buffer  

 

0.5 M Tris  

0.4% (w/v) SDS  

pH 6.7 

TBS (1x)  20 mM Tris  

150 mM NaCl  

pH 8.8 

TBS‐T (1x)  

 

20 mM Tris  

150 mM NaCl  

0.05% (v/v) Tween‐20  

pH 8.8 

Trypsin‐EDTA  0.05 % (w/v) trypsin 

0.02 % (w/v) EDTA 

in PBS 

 

3.2. Growth media 

Medium  Ingredients  Supplier 

DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle’s 

Medium) High Glucose  

 

   Biowest, Nuaillé, France 

DMEM complete  

 

DMEM High Glucose  

10% (v/v) FCS  

2 mM L‐glutamine  

100 μg/mL streptomycin  

100 U/mL penicillin              

 

Foetal bovine serum 

(FBS/FCS) 

  Bio & Sell GmbH, Feucht, 

Germany 

Opti‐MEM™ reduced 
serum medium 

  Thermo‐Scientific, 

Braunschweig, Germany 
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Serum‐free DMEM  DMEM High Glucose  

2 mM L‐glutamine  

100 μg/mL streptomycin  
100 U/mL penicillin                

 

Serum‐reduced DMEM  DMEM High Glucose  

1% (v/v) FCS  

2 mM L‐glutamine  

100 μg/mL streptomycin  
100 U/mL penicillin                

 

 

3.3. Antibodies 

3.3.1. Primary antibodies 

Reactivity  Host  Cat. No.  Supplier 

Flag‐tag 

(monoclonal) 

Mouse  66008‐3‐Ig  Proteintech, 

Rosemont, USA 

HEV  capsid 

protein 

(monoclonal) 

Mouse  Clone 5G5  Prof. Jihong Meng 

HEV  capsid 

protein 

(polyclonal) 

Rabbit  HCD3K129  Mirco Glitscher 

human GAPDH 

(monoclonal) 

Mouse  sc‐32233  SantaCruz 

Biotechnology, 

Heidelberg, 

Germany 

human GBP1 

(polyclonal) 

Rabbit  15303‐1‐AP  Proteintech, 

Rosemont, USA 

human LAMP2 

(polyclonal) 

Goat  AF6228  R&D  Systems, 

Minneapolis, USA 

human LAMP2 

(monoclonal) 

Mouse  555803  BD  Biosciences, 

San Jose, USA 

human p62 

(polyclonal) 

Guinea pig  GP62‐C  ProGen Biotechnik, 

Heidelberg, 

Germany 

human β‐Actin 

(monoclonal) 

Mouse  A5316  Sigma  Aldrich, 

Hamburg, 

Germany 
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3.3.2. Secondary antibodies 

Reactivity  Host  Conjugate  Cat. No.  Supplier 

Goat IgG  Donkey  AlexaFluor® 

633 

A‐21082  Thermo‐

Scientific, 

Braunschweig, 

Germany 

Guinea  pig 

IgG 

Donkey  IRDye® 

800CW 

926‐32411  Li‐cor 

Biosciences 

GmbH,  Bad 

Homburg, 

Germany 

Mouse IgG  Donkey  AlexaFluor® 

488 

A‐21202  Thermo‐

Scientific, 

Braunschweig, 

Germany 

Mouse IgG  Donkey  AlexaFluor® 

546 

A‐10036  Thermo‐

Scientific, 

Braunschweig, 

Germany 

Mouse IgG  Donkey  IRDye® 

680RD 

926‐68072  Li‐cor 

Biosciences 

GmbH,  Bad 

Homburg, 

Germany 

Mouse IgG  Donkey  IRDye® 

800CW 

926‐32212  Li‐cor 

Biosciences 

GmbH,  Bad 

Homburg, 

Germany 

Rabbit IgG  Donkey  AlexaFluor® 

488 

A‐21206  Thermo‐

Scientific, 

Braunschweig, 

Germany 

Rabbit IgG  Donkey  AlexaFluor® 

546 

A‐10040  Thermo‐

Scientific, 

Braunschweig, 

Germany 

Rabbit IgG  Donkey  IRDye® 

680RD 

926‐68073  Li‐cor 

Biosciences 

GmbH,  Bad 

Homburg, 

Germany 
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Rabbit IgG  Donkey  IRDye® 

800CW 

926‐32213  Li‐cor 

Biosciences 

GmbH,  Bad 

Homburg, 

Germany 

Rabbit IgG  Donkey  Horseradish 

peroxidase 

NA934  Sigma Aldrich, 

Hamburg, 

Germany 

 

3.4. Oligonucleotides 

Target gene  Transcript ID  Sequence 

control siRNA‐A 

(SantaCruz 

Biotechnology, 

Heidelberg, Germany) 

‐  ‐ 

hABCA1 

(forward qPCR primer) 

ENST00000374736.8  5'-GCT CGC CTG TTC 
TCA GAT GC-3' 

hABCA1 

(reverse qPCR primer) 

ENST00000374736.8  5'-GGA GAA TGA CAT 
CAG CCC TCA GC-3' 

hAPOE 

(forward qPCR primer) 

ENST00000252486.9  5'-CCA ATC ACA GGC 
AGG AAG ATG AAG G-3' 

hAPOE 

(reverse qPCR primer) 

ENST00000252486.9  5'-AGA CAG TGT CTG 
CAC CCA GC-3' 

hCH25H 

(forward qPCR primer) 

ENST00000371852.4  5'-GGT CCT GGA TAT 
CCT GTG CTC C-3' 

hCH25H 

(reverse qPCR primer) 

ENST00000371852.4  5'-GAG TAG CAG GCA 
GAA CAG GAT GTG G-3' 

hCYP7B1 

(forward qPCR primer) 

ENST00000310193.4  5'-TTG GCT TCC TTA 
TCT TGG AGT GGT CC-
3' 

hCYP7B1 

(reverse qPCR primer) 

ENST00000310193.4  5'-CTG CAT CAT GCT 
TTC CAA GAG TAT GTC 
C-3' 

hGBP1 

(forward qPCR primer) 

ENST00000370473.5  5’-GGT CCA GTT GCT 
GAA AGA GC-3’ 

hGBP1 

(reverse qPCR primer) 

ENST00000370473.5  5’-TGA CAG GAA GGC 
TCT GGT CT-3’ 

HEV ORF2 

(forward qPCR primer) 

KC618402.1  5’-GGT GGT TTC TGG 
GGT GAC-3‘ 

HEV ORF2 

(reverse qPCR primer) 

KC618402.1  5’-AGG GGT TGG TTG 
GAT GA-3‘ 
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hHMGCR 

(forward qPCR primer) 

ENST00000287936.9  5’-CCT TAG TGG CTG 
AAA CAG ATA CCC-3’ 

hHMGCR 

(reverse qPCR primer) 

ENST00000287936.9  5’-CTG GAT GAT CTC 
AGC ATC ACT AAG G-3’ 

hNR1H4/FXR 

(forward qPCR primer) 

ENST00000392986.8  5'-CAT GCG AAG AAA 
GTG TCA AGA GTG TCG-
3 

hNR1H4/FXR 

(reverse qPCR primer) 

ENST00000392986.8  5'-CCT GCA TGA CTT 
TGT TGT CGA GG-3' 

hPCSK9 

(forward qPCR primer) 

ENST00000302118.5  5'-GCC AGG ACA GCA 
ACC TCT CC-3' 

hPCSK9 

(reverse qPCR primer) 

ENST00000302118.5  5'-TTC AGC ACC ACC 
ACG TAG GTG C-3' 

hRPL27 

(forward qPCR primer) 

ENST00000253788.12  5’-AAA GCT GTC ATC 
GTG AAG AAC-3’ 

hRPL27 

(reverse qPCR primer) 

ENST00000253788.12  5’-GCT GCT ACT TTG 
CGG GGG TAG-3’ 

hGBP1 

(sense siRNA) 

ENST00000370473.5  5'-GGC AUG UAC CAU 
AAG CUA AAG ACC A-3’ 

hGBP1 

(antisense siRNA) 

ENST00000370473.5  5’- UGG UCU UUA GCU 
UAU GGU ACA UGC CUU-
3’ 

Random  Hexamer 

primers 

(Thermo  Scientific, 

Braunschweig, Germany) 

‐  - 

 

 

3.5. Plasmid DNA 

Plasmid name  Description  Supplier 

pCMV2b‐tag‐GBP1‐

R48A 

Encoding  human  GBP1 

with  R48A  mutation 

under  control  of  CMV‐

promoter 

Dr. Gerrit J.K. Praefcke 

pCMV2b‐tag‐GBP1‐S73A  Encoding  human  GBP1 

with S73A mutation under 

control of CMV‐promoter 

Dr. Gerrit J.K. Praefcke 

pCMV2b‐tag‐GBP1‐wt  Encoding  human  wild‐

type  GBP1  under  control 

of CMV‐promoter 

Dr. Gerrit J.K. Praefcke 
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pGL3‐GBP1‐Luc  Encoding firefly luciferase 

under  endogenous, 

proximal  human  GBP1‐

promoter 

Dr. Xingjian Wen 

pGL3‐GAS‐Luc  Encoding firefly luciferase 

under  gamma‐activated‐

site‐driven promoter 

Cloned internally 

pGL3‐ISRE‐Luc  Encoding firefly luciferase 

under  interferon‐

stimulated‐element‐

driven promoter 

Cloned internally 

pmCherry  Encoding mCherry under 

control of CMV‐promoter 

Cloned internally 

 

3.6. Organisms 

3.6.1. Eukaryotic cells 

Organism  Type  Supplier 

A549/D3  A549 subclone  Prof. Reimar Johne 

A549/N5  Persistently HEV‐infected 

A549 (gt3c, strain 47832c) 

Prof. Reimar Johne 

 

3.6.2. Viruses 

Organism  Strain  Genotype  Supplier 

Hepatitis E virus  47832c  3c  Prof. Reimar Johne 

 

3.7. Software 

Software  Supplier 

Citavi 5  Swiss Academic Software GmbH, CH  

FIJI  Open source 

GraphPad Prism 8  GraphPad, USA 

Image Studio Lite  LI‐COR Biosciences, Lincoln, US 

LAS X Control Software  Leica, Wetzlar, Germany 

LAS X core offline  Leica, Wetzlar, Germany 

LightCycler 480 SW1.5.1  Roche Diagnostics, Mannheim, Germany 

MS Office  Microsoft, USA 

TECAN iControl  Tecan, Switzerland 
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3.8. Devices 

Device  Function  Supplier 

Dmi8 microscope  Microscope  Leica, Wetzlar, Germany 

Electrophoresis  power 

supply EPS 301 

Power supply  GE  Healthcare,  Freiburg, 

Germany 

Heraeus Multifuge 1S‐R  Centrifuge  Thermo‐Scientific, 

Braunschweig, Germany 

IKAMAG® universal hot 

plate magnetic stirrer 

Stirrer  IKA, Staufen, Germany 

Incubator BBD 6220  Incubator  Heraeus, OsteroGermany, 

Germany 

Infinite M1000  Microplate reader  Tecan, Switzerland 

JA25.50  Centrifuge rotor  Beckmann  Coulter, 

Krefeld, Germany 

Leica TCS SP8 System  Confocal  laser  scanning 

microscope system 

Leica, Wetzlar, Germany 

LI‐COR Odyssey  Infrared imager  LI‐COR  Biosciences, 

Lincoln, US 

LightCycler  480 

Instrument II 

qPCR device  Roche  Diagnostics, 

Mannheim, Germany 

Mighty  small  II  vertical 

electrophoresis  system 

SE250 

Electrophoresis chamber  GE  Healthcare,  Freiburg, 

Germany 

Mighty  small  multiple 

gel caster SE 200 

Gel caster  GE  Healthcare,  Freiburg, 

Germany 

Nanophotometer P300  Photometer  Implen,  München, 

Germany 

Optima™  L‐80  XP 

Preparative 

Ultracentrifuge  

Ultracentrifuge  Beckmann  Coulter, 

Krefeld, Germany 

Optima™ Max XP   Ultracentrifuge  Beckmann  Coulter, 

Krefeld, Germany 

Orion  II  Microplate 

Luminometer 

Microplate reader  Titertek,  Pforzheim, 

Germany 

Pipettes    Eppendorf,  Hamburg, 

Germany  

Rocking platform WT16  Roller  Biometra,  Göttingen, 

Germany 

S20 – SevenEasy™ pH  pH probe  Mettler Toledo, Germany 
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Satorius balance LP  6000 

200S 

Scale  Satorius,  Göttingen, 

Germany 

SonoPuls MS73  Sonicator  BanGermanylin,  Berlin, 

Germany 

SW32‐Ti  Ultracentrifuge rotor  Beckmann  Coulter, 

Krefeld, Germany 

SW41‐Ti  Ultracentrifuge rotor  Beckmann  Coulter, 

Krefeld, Germany 

TE77  ECL  semi  dry 

transfer unit 

Blotter  GE  Healthcare,  Freiburg, 

Germany 

Thermomixer compact  Heat block  Eppendorf,  Hamburg, 

Germany 

TLS‐55  Ultracentrifuge rotor  Beckmann  Coulter, 

Krefeld, Germany 

Vortex®Genie 2  Agitation platform  Scientific Industries, US 

Water bath1228‐2F 

 

Water bath  VWR,  Darmstadt, 

Germany 

 

3.9. Consumables 

Consumable  Supplier 

Cell culture flasks  Greiner, Frickenhausen, Germany 

Cell scrapers  Greiner, Frickenhausen, Germany 

Coverslips  Carl Roth, Karlsruhe, Germany 

Falcon tubes  Greiner, Frickenhausen, Germany 

Filtered pipette tips  4titude, Berlin, Germany 

Glass coverslips  Carl Roth, Karlsruhe, Germany 

Glass slides  Carl Roth, Karlsruhe, Germany 

Hybond‐P PVDF membrane  Millipore, Schwalbach, Germany 

LightCycler Multiwell plates  Genaxxon, Biberach, Germany 

Multiwell plates  Greiner, Frickenhausen, Germany 

Page Ruler Prestained protein ladder  Thermo‐Scientific,  Braunschweig, 

Germany 

RotiLabo®  syringe  filters  (0,22  /  0,45 

μm)  

Carl Roth, Karlsruhe, Germany 

Safe‐lock micro test tubes  Sarstedt, Nümbrecht, Germany 

Syrological pipettes  Greiner, Frickenhausen, Germany 

Ultracentrifugation tubes  Beckmann Coulter, Krefeld, Germany 

Whatman filter paper  GE Healthcare, Freiburg, Germany 
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3.10. Kits 

Kit  Supplier 

LDH Cytotoxicity Detection Kit  Clontech, Mountain View, US 

LightCycler  Multiplex  RNA  Master 

Mix 

Roche Diagnostics, Mannheim, Germany 

LightMix  Modular  Hepatitis  E  Virus 

Kit 

TIB Molbio, Berlin, Germany 

Lipofectamine™  3000  Transfection 

Reagent 

Thermo‐Scientific,  Braunschweig, 

Germany 

LysoTracker™ Red DND‐99  Thermo‐Scientific,  Braunschweig, 

Germany 

Maxima SYBR‐Green qPCR Kit  Thermo‐Scientific,  Braunschweig, 

Germany 

PageRulerTM  Prestained  Protein 

Ladder  

 

Thermo‐Scientific,  Braunschweig, 

Germany 

PrestoBlue™ Cell Viability Reagent  Thermo‐Scientific,  Braunschweig, 

Germany 

RNase‐Free DNase Set  QIAGEN, Hilden, Germany 

RNeasy Mini Kit  QIAGEN, Hilden, Germany 

siPORT™ NeoFX™ Transfection Agent  Thermo‐Scientific,  Braunschweig, 

Germany 

 

3.11. Chemicals 

3.11.1. Generic chemicals 

Chemical  Abbreviation  Supplier 

1,4‐diazabicyclo[2.2.2]octane  DABCO  Merck.  Darmstadt, 

Germany 

2‐Amino‐2‐(hydroxymethyl) 

propan‐1,3‐diol 

Tris   Carl  Roth,  Karlsruhe, 

Germany 

2‐mercaptoethanol    Carl  Roth,  Karlsruhe, 

Germany 

3‐Amino‐9‐ethylcarbazole  Carbazole  Carl  Roth,  Karlsruhe, 

Germany 

4’,6‐diamidino‐2‐

phenylindole 

DAPI  Sigma‐Aldrich, 

Hamburg, Germany 



Materials 

44 

 

6‐Aminohexanoic acid    Carl  Roth,  Karlsruhe, 

Germany 

Acetic acid (glacial)    Carl  Roth,  Karlsruhe, 

Germany 

Acetone    Carl  Roth,  Karlsruhe, 

Germany 

Ammonium persulfate  APS  Carl  Roth,  Karlsruhe, 

Germany 

Bradford reagent    Sigma  Aldrich, 

Hamburg, Germany 

Bromophenole blue    Merck,  Darmstadt, 

Germany 

Chloroform    Carl  Roth,  Karlsruhe, 

Germany 

Deoxynucleoside 

triphosphates 

dNTPs  Thermo‐Scientific, 

Braunschweig, 

Germany 

Diethyl pyrocarbonate  DEPC  Paul‐Ehrlich‐Institut, 

Langen, Germany 

Dimethyl sulfoxide  DMSO  Genaxxon,  Biberach, 

Germany 

Double distilled water  ddH2O  Paul‐Ehrlich‐Institut, 

Langen, Germany 

Ethanol  (96  %  v/v,  non‐

denatured) 

  Carl  Roth,  Karlsruhe, 

Germany 

Ethylenediaminetetraacetic 

acid 

EDTA  Serva,  Heidelberg, 

Germany 

Filipin III  Filipin  Sigma‐Aldrich, 

Hamburg, Germany 

Glycerol 99.5 % v/v    GERBU  Biotechnik, 

Gaiberg, Germany  

Hydrogen peroxide  H2O2  Carl  Roth,  Karlsruhe, 

Germany 

Iodixanol (OptiPrepTM)    Sigma‐Aldrich, 

Hamburg, Germany 

Isopropanol    Carl  Roth,  Karlsruhe, 

Germany 

L‐glutamine    PAA, Linz, Austria 

Methanol (96 % v/v)    Carl  Roth,  Karlsruhe, 

Germany 

Mowiol    Sigma‐Aldrich, 

Hamburg, Germany 
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Penicillin    PAA, Linz, Austria 

peqGOLD TriFast    peqLab,  Erlangen, 

Germany 

Polyethylenimine  PEI  Polysciences,  Hirschberg, 

Germany 

Roti®‐Block 10x concentrate    Carl  Roth,  Karlsruhe, 

Germany 

Rotiphorese Gel 40    Carl  Roth,  Karlsruhe, 

Germany 

Skim milk powder    Carl  Roth,  Karlsruhe, 

Germany 

Sodium acetate    Carl  Roth,  Karlsruhe, 

Germany 

Sodium chloride  NaCl  Carl  Roth,  Karlsruhe, 

Germany 

Sodium deoxycholate    Carl  Roth,  Karlsruhe, 

Germany 

Sodium dodecyl sulfate  SDS  Carl  Roth,  Karlsruhe, 

Germany 

Streptomycin    PAA, Linz, Austria 

Taurocholic acid sodium salt  TCA  Carl  Roth,  Karlsruhe, 

Germany 

Tetramethylethylenediamine  TEMED  Carl  Roth,  Karlsruhe, 

Germany 

Triton X‐100    Fluka,  Deisenhofen, 

Germany 

Tween‐20    Genaxxon,  Biberach, 

Germany 

 

3.11.2. Chemicals used for treatments 

Chemical  Abbreviation  Supplier 

25‐hydroxycholesterol  25‐HC  Cayman  Chemicals,  Ann 

Arbor, USA 

Avasimibe    SantaCruz  Biotechnology, 

Heidelberg, Germany 

Cycloheximide  CHX  Sigma Aldrich, Hamburg, 

Germany 

Fenofibrate    SantaCruz  Biotechnology, 

Heidelberg, Germany 

Gemfibrozil    SantaCruz  Biotechnology, 

Heidelberg, Germany 
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Leupeptin    Sigma Aldrich, Hamburg, 

Germany 

PSC833    SantaCruz  Biotechnology, 

Heidelberg, Germany 

Simvastatin    SantaCruz  Biotechnology, 

Heidelberg, Germany 

 

3.12. Proteins and protein complexes 

Protein  Supplier 

Alirocumab  Creative Biolabs, Shirley, USA 

Bovine serum albumin  PAA, Linz, Austria 

FGF19  Peprotech, Hamburg, Germany 

Interferon alpha  Peprotech, Hamburg, Germany 

Interferon beta  Peprotech, Hamburg, Germany 

Interferon gamma  Peprotech, Hamburg, Germany 

LDL  Lee Biosolutions, Metro Ct, USA 

Reverted  Aid™  H  Minus  Reverse 

Transcriptase (200 U/μL)  

 

Thermo  Scientific,  Braunschweig, 

Germany 

RQ1 RNase‐Free DNase  Promega GmbH, Walldorf, Germany 

Trypsin  Paul‐Ehrlich‐Institut, Langen, Germany 
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4. Methods 

4.1. General cell culture 

In this study, A549 cells (ATCC® CCL‐185™), a human lung carcinoma‐derived cell 

line, were used as a model system for in vitro studies of HEV. Initially, these cells were 

isolated  from a 58‐year‐old Caucasian male and display an epithelial‐like, adherent 

morphology [394]. Subsequently, these cells were sub‐cloned for high susceptibility to 

an HEV‐infection, yielding HEV‐permissive A549/D3 cells [395]. On the other hand, 

parental A549 cells were inoculated with an HEV genotype 3c isolate, termed isolate 

47832c (GenBank: KC618402.1), obtained from a chronically infected renal transplant 

patient. Resulting HEV‐infected A549 cells retained viral infection after passaging and 

low‐temperature storage, effectively yielding a persistent infection and are therefore 

referred to as persistently HEV‐infected A549 cells (or A549/N5 cells) [23]. It must be 

noted that, even though HEV virions are always present in culture media of A549/N5 

cells, not each cell within this culture is infected. 

Cells  were  cultivated  in  Dulbecco’s  Modified  Eagle’s  Medium  (DMEM, 

4.5 g/L glucose) supplemented with L‐glutamine (2 mM), streptomycin (100 μg/mL), 

penicillin (100 IU/mL) and foetal bovine serum (10 % v/v). Cultivation was performed 

at 37 °C with 95 % humidity and 5 % atmospheric CO2 to maintain the pH‐value of the 

medium.  Passaging  of  cells was  performed  every  3‐4 days while  keeping  cells  as 

confluent as possible, which, empirically determined, yielded the highest number of 

HEV‐infected  cells within  the  culture. Unless  stated  otherwise,  the  following  cell 

densities were  used  throughout  the  experiments  in  respective multiwell‐plates:  (i) 

3x105 cells/well (6‐well‐plate), (ii) 1x105 cells/well (12‐well‐plate) or (iii) 1x104 cells/well 

(96‐well‐plate). 

4.2. Generation of infection stocks 

To generate  crudely purified HEV virions, A549/N5  cells were grown  in T175  cell 

culture  flasks with  30 mL  growth medium  for  14 days.  Subsequently,  cell  culture 

supernatant of  five T175 cell culture  flasks was collected and centrifuged 10 min at 

1,000 xg at 4 °C to rid the solution of cell debris. The resulting supernatant was further 

centrifuged 30 min at 20,000 xg at 4 °C in a JA25.50 rotor as a second pre‐purification. 

Virions were subsequently pelleted from this solution via centrifugation for 1.5 h at 

125.000 xg  at  4 °C  in  an  SW‐32Ti  rotor  with  the  supernatant  being  discarded 

afterwards. The pellet containing virions was resuspended in a final volume of 5 mL 

PBS supplemented with 125 mM taurocholic acid and incubated 1.5 h at 37 °C under 

agitation  to  remove  the  quasi‐envelope  from  eHEV  virions,  consequently  yielding 

nHEV virions. As a  last purification step,  the nHEV virion‐containing solution was 
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layered  onto  a  discontinuous  density‐gradient  (60 % w/v Iodixanol  in  ddH2O, 

30 % w/v Iodixanol in ddH2O and 10 % w/v Iodixanol in ddH2O from bottom to top) 

and  centrifuged  4 h  at  287,400 xg  at  4 °C  in  an SW41‐Ti  rotor  to  achieve  isopycnic 

centrifugation.  As  nHEV  virions  (ρ = 1.18 – 1.26 g/mL)  band  between  30 % w/v 

Iodixanol in ddH2O (ρ = 1.16 g/mL) and 60 % w/v Iodixanol in ddH2O (ρ = 1.32 g/mL), 

~1 mL of the interphase between these fractions was extracted using a blunt syringe. 

The  number  of  viral  genomes  present  in  this  fraction was  assessed  via RT‐qPCR. 

Glycerol was added to a final concentration of 50 % v/v to allow storage at ‐20 °C. If 

needed, HEV stocks were inactivated by exposure to UV light for 45 min. 

4.3. Transient transfection 

4.3.1. Overexpression of proteins 

Cells were seeded in growth medium in either 12‐well‐plates or 6‐well‐plates with a 

cell  density  of  2.5x105 cells/well  or  5x105 cells/well,  respectively,  and  cultivated 

overnight. The  next day,  cells were  transfected with  2.5 μg DNA  (6‐well‐plate)  or 

1.25 μg  DNA  (12‐well‐plate)  per  well  in  combination  with  Lipofectamine™ 3000 

according  to  the  manufacturer’s  instructions.  Transfection  mixes  were  added 

dropwise  to  the  growth  medium.  After  24 h  of  cultivation,  growth  media  were 

refreshed and/or treatment was applied for the desired amount of time. Plasmid DNA 

being used included pCMV2b‐tag‐GBP1‐wt, pCMV2b‐tag‐GBP1‐R48A, pCMV2b‐tag‐

GBP1‐S73A or pmCherry. Successful transfection was controlled via presence of red 

fluorescence in pmCherry‐transfected cells, which was visible as early as ~16 h post‐

transfection or via immunofluorescence microscopy. 

4.3.2. Luciferase reporter assays 

Cells were seeded in 6‐well‐plates and cultivated overnight. The next day, cells were 

transfected  with  1 μg  DNA  diluted  in  200 μL  PBS  supplemented  with  6 μg 

polyethylenimine per well. Transfection mixes were incubated 10 min at RT and added 

dropwise  into  the  growth medium. After  24 h  of  cultivation,  growth media were 

refreshed and/or treatment was applied for the desired amount of time. Plasmid DNA 

being  used  included  pGL3‐GBP1‐Luc  [396],  pGL3‐ISRE‐Luc  or  pGL3‐GAS‐Luc. 

Successful  transfection  was  controlled  via  presence  of  luciferase‐activity  being 

measurable in cell lysates. 
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4.3.3. siRNA‐mediated silencing 

To achieve an siRNA‐mediated knockdown, siPORT™ NeoFX™ Transfection Agent‐

based  transfection mixes were  prepared  to  contain  a  final  concentration  of  10 nM 

siRNA in the resulting growth medium according to the manufacturer’s instructions. 

Transfection mixes were dispersed in 12‐well‐plates and 1 mL of cell suspension was 

seeded onto the solution. Cells were cultivated for 48 h before treatments were applied 

for  the desired amount of  time. During  the experiments, no medium exchange was 

performed to ensure cells were always exposed to siRNA, which included siGBP1 [397] 

or  scrambled  siRNA  (control  siRNA‐A).  Successful  transfection was  controlled via 

immunofluorescence microscopy and Western blot analyses. 

4.4. Treatments 

4.4.1. Stimulation with Interferons 

Transfected  cells  were  treated  24 h  post‐transfection  with  growth  medium 

supplemented  with  a  final  concentration  of  100 IU/mL  IFNα,  IFNβ  or  IFNγ 

(reconstituted in PBS) for a duration of 24 h. A medium exchange was performed for 

all  plasmid  DNA‐based  transfections  to  start  the  treatment.  Treatment  of  GBP1‐

silenced cells and respective control transfections was achieved by addition of a pre‐

diluted  Interferon  stock  (4,000  IU/mL  in  growth medium)  to  the  growth medium 

present  in  respective  wells,  yielding  a  final  concentration  of  100 IU/mL IFNγ. 

Untransfected  cells  were  treated  48 h  post‐seeding  with  growth  medium 

supplemented  with  a  final  concentration  of  100 IU/mL  IFNα,  IFNβ  or  IFNγ 

(reconstituted  in PBS)  for a duration of 24 h. Supplementing growth medium with 

equal volumes of PBS served as treatment for the experimental control. 

4.4.2. CHX‐chase assay 

Cells were treated 48 h post‐seeding with growth medium supplemented with a final 

concentration of 100 μg/mL CHX (dissolved in ddH2O) over the course of 0, 15, 30, 45, 

60,  75,  90,  105,  120,  150  or  180 min.  A medium  exchange was  performed  for  all 

conditions to start the treatment. Supplementing growth medium with equal volumes 

of ddH2O served as treatment for the experimental control. 
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4.4.3. Elevation or reduction of intracellular cholesterol 

Cells were seeded in growth medium and treated 24 h post‐seeding with serum‐free 

DMEM supplemented with a  final concentration of 200‐600 μg/mL LDL  (present as 

human serum‐fraction), 25‐100 μM 25‐HC (dissolved in 96 % v/v ethanol) or 0.5‐5 μM 

Simvastatin (dissolved in DMSO) for a duration of 24 h or 48 h. Treatment with 25‐HC 

was carried out in the presence of 2 % v/v ethanol. Supplementing serum‐free DMEM 

with equal volumes of PBS, 2 % v/v ethanol or 0.1 % v/v DMSO served as treatment 

for the experimental controls, respectively. 

4.4.4. Cholesterol‐modulation via drugs 

Cells were treated 24 h post‐seeding with growth medium supplemented with a final 

concentration of 2‐1250 μM Gemfibrozil (dissolved  in DMSO), 1‐625 μM Fenofibrate 

(dissolved in DMSO), 0.01‐6.25 μM Avasimibe (dissolved in DMSO), 0.08‐50 μM PSC‐

833  (dissolved  in  DMSO),  0.004‐2.5 μg/mL FGF19  (reconstituted  in  TBS)  or  0.8‐

500 ng/mL Alirocumab (reconstituted in TBS) for a duration of 24‐72 h. Supplementing 

growth medium with 1 % v/v DMSO or equal volumes of TBS served as treatment for 

the experimental controls, respectively. 

4.4.5. Inhibition of lysosomal degradation 

All  cells were  treated 24 h prior  to harvesting with  respective  cell  culture medium 

supplemented with a final concentration of 200 μM Leupeptin (dissolved in ddH2O) 

for  a  duration  of  24 h.  Treatment  of  GBP1‐silenced  cells  and  respective  control 

transfections was achieved by addition of a pre‐diluted Leupeptin  stock  (5 mM  in 

growth medium) to the growth medium present in respective wells, similarly yielding 

a final concentration of 200 μM Leupeptin. Supplementing growth medium with equal 

volumes of ddH2O served as treatment for the experimental control. 

4.5. Viability assays 

4.5.1. LDH‐assay 

Cytotoxicity assays were performed in a 96‐well‐plate under treatments listed above 

in serum‐reduced DMEM. Supplementing growth medium with a final concentration 

of  1 % v/v  Triton  X‐100  served  as  internal  control  causing  all  present  cells  to 

disintegrate, therefore leading to the highest signal possible. Determination of lactate 

dehydrogenase  (LDH) activity  in cell culture media was performed using  the LDH 

Cytotoxicity  Detection  Kit  (Clontech,  Mountain  View,  US)  according  to  the 

manufacturer’s instructions. Absorbance of LDH‐dependently formed Formazan was 

measured with a plate‐reader (Infinite M1000; TECAN, Switzerland) at a wavelength 
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of 492 nm with a reference wavelength of 680 nm. Percentages of intact cells referred 

to the experimental control were calculated according to Equation (1). 

 

 

 

4.5.2. PrestoBlue assay 

Cytostaticity assays were performed in a 96‐well‐plate under treatments listed above. 

Supplementing growth medium with  a  final  concentration of 1 % v/v Triton X‐100 

served as qualitative, internal control causing all present cells to disintegrate, therefore 

leading  to  the  lowest  signal possible. Determination of  redox‐metabolic  activity  in 

living  cells was performed using  the PrestoBlue™ Cell Viability Reagent  (Thermo‐

Scientific,  Braunschweig,  Germany)  according  to  the  manufacturer’s  instructions. 

Fluorescence of NADH/H+‐dependently formed Resorufin was measured with a plate‐

reader  (Infinite M1000;  TECAN,  Switzerland)  at  Ex560/Em590.  Percentages  of  redox‐

metabolic activity in treated cells referred to the experimental control were calculated 

according to Equation (2). 

 

4.6. Luciferase reporter‐assays 

Cells were  seeded  in  6‐well‐plates,  transfected with  either  pGL3‐ISRE‐Luc,  pGL3‐

GAS‐Luc or pGL3‐GBP1‐Luc and treated as described above. Cell culture supernatant 

was aspirated at the time of harvesting and cells were washed twice with PBS at RT. 

Cell lysis was achieved by addition of luciferase lysis buffer and incubation for 10 min 

on  ice. Subsequently,  lysates were cleared of debris by centrifugation  for 10 min at 

16,000 xg at 4 °C. Cleared cell lysate were transferred into a white microtitre plate and 

chemiluminescence  was  measured  in  a  chemiluminometer  (Orion  II  Microplate 

Luminometer; Titertek, Pforzheim, Germany) over a course of 10 s after the addition 

of  firefly‐luciferase  substrate  with  the  help  of  a  built‐in  liquid  dispenser. 

Normalisation  of  measured  values  was  achieved  by  assessing  relative  protein 

concentration  in  lysates via a Bradford assay  (Sigma Aldrich, Hamburg, Germany), 

which  was  performed  according  to  the  manufacturer’s  instructions.  Resulting 

absorption at 595 nm was measured  in a microtiter plate  in a plate‐reader  (Infinite 

M1000; TECAN, Switzerland). As a blank value  in Bradford assays,  luciferase  lysis 
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buffer  was  used.  Relative  changes  in  chemiluminescence  referred  to  respective 

experimental controls were calculated according to Equation (3). 

 

 

4.7. Transcriptome profiling 

Cells were seeded in 6‐well‐plates and cultivated over a course of 4 days. Cell culture 

supernatant was aspirated at the time of harvesting and cells were washed twice with 

PBS at RT. Subsequently, total intracellular mRNA was isolated with the RNeasy Mini 

Kit  (QIAGEN,  Hilden,  Germany)  according  to  the  manufacturer’s  instructions. 

Removal of potential DNA‐contaminations in isolated RNA was achieved via an on‐

column digest with the RNase‐Free DNase Set (QIAGEN, Hilden, Germany) according 

to the manufacturer’s instructions.  

Samples were  sent  to  the  Federal  Institute  of Drugs  and Medical Devices,  Bonn, 

Germany  (Division of Pharmacogenomics; Denna Tabari, Dr. Catharina Scholl and 

Prof. Dr. Julia C. Stingl), where differential gene‐expression between uninfected and 

HEV‐infected  cells  was  assessed  as  described  elsewhere  [398].  Gene‐expression 

profiles  are  deposited  at  Gene  Expression  Omnibus 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) under identifier GSE157820. 

4.8. RT‐qPCR 

4.8.1. Intracellular transcripts 

Cells  were  seeded  in  6‐well‐plates  and  treated  as  described  above.  Cell  culture 

supernatant was aspirated at the time of harvesting and cells were washed twice with 

PBS at RT. Cells were lysed by using peqGOLD TriFast (peqLab, Erlangen, Germany) 

and RNA was isolated according to the manufacturer’s instructions. Air‐dried RNA 

pellets were resuspended in ddH2O supplemented with 0.1 % DEPC. Subsequently, 

DNA‐contaminations were  removed by  addition of 1 Unit RQ1 RNase‐free DNase 

(Promega GmbH, Walldorf, Germany) and incubation for 1 h at 37 °C.  cDNA synthesis 

was performed  in the presence of 5 μM random hexamer primers and 1 μM dNTPs 
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using 200 Units RevertAid H Minus RT (Thermo Scientific, Braunschweig, Germany) 

with an RNA concentration of 0.25 μg/μL over the course of 1 h at 42 °C. The reaction 

was stopped by incubation for 5 min at 72 °C. 

Analysis of gene‐expression was performed with a cDNA concentration equivalent to 

7.5 ng/μL input‐RNA in the presence of 250 nM forward and reverse primer using the 

Maxima  SYBR‐Green  qPCR  Kit  (Thermo‐Scientific,  Braunschweig,  Germany) 

according to the manufacturer’s instructions with a LightCycler480 instrument (Roche 

Diagnostics,  Mannheim,  Germany).  Measurement  of  ddH2O  and  non‐reverse‐

transcribed RNA served as qualitative, internal controls. Reactions were carried out in 

conical well, heat‐sealed microtitre plates. The program was set to 10 min initiation at 

95 °C, followed by 45 amplification cycles (95 °C for 15 s, 60 °C for 30 s and 72 °C for 

30 s) with fluorescence measurements occurring after elongation. A melting curve of 

amplicons starting from 60 °C to 95 °C with continuous measurement of fluorescence 

served as quality control determining amplicon melting points. Determination of Cq‐

values  was  performed  with  the  LightCycler480  software  (Roche  Diagnostics, 

Mannheim,  Germany)  using  the  Second  Derivative  Maximum  method.  Relative 

changes in gene‐expression were calculated according to Equation 4. 

 

4.8.2. Extracellular viral RNA 

Harvested  cell  culture  supernatants,  density‐gradient  fractions  or  infection  stocks 

were  diluted  1:5  in  ddH2O  supplemented with  0.1 % DEPC.  Prior  to  dilution,  cell 

culture supernatants were rid of cell debris via centrifugation for 10 min at 1,000 xg at 

4 °C. Subsequent measurement of viral genomes was performed using the LightMix 

Modular Hepatitis E Virus Kit (TIB MolBiol, Berlin, Germany) in combination with the 

LightCycler® Multiplex RNA Virus Master  (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Germany) according to the manufacturer’s instructions. Measurement of ddH2O and 

a kit  internal HEV RNA standard  (input being equivalent  to 1,000 genomic copies) 

served as  internal control and quantification standard, respectively. Reactions were 

carried out  in conical well, heat‐sealed microtitre plates. The concentration of HEV 

RNA in samples was calculated according to Equation (5) using an internal standard 

curve. 
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Relative changes in extracellular genomes were calculated on the basis of Equation (5) 

by applying Equation (6). 

 

Percentages  of  HEV  RNA  present  in  each  fraction  of  a  density‐gradient  were 

calculated according to Equation (7). 

 

4.9. Western blot analyses 

Cells were  seeded  in  12‐well  plates  or  6‐well‐plates  and  treated  or  transfected  as 

described above. At the time of harvesting, cell culture supernatant was aspirated and 

cells were washed twice with PBS at RT. Lysis was achieved by addition of RIPA lysis 

buffer and subsequent incubation for 10 min on ice. Cell lysates were sonicated for 5 s 

with a sonication probe, supplemented with SDS loading buffer and boiled for 10 min 

at 95 °C.  

Electrophoretic  separation  occurred  in  a  vertical  electrophoresis  system with  10 % 

SDS‐PAGE‐gels being submerged in 1x SDS running buffer. Separated proteins were 

transferred  onto  a methanol‐activated  PVDF‐membrane  by  applying  a  current  of 

1.5 mA/cm2  in  a  semi‐dry  blot  approach,  which  were  subsequently  blocked  in 

1x RotiBlock  or  10 % w/v skim milk  powder  dissolved  in  TBS‐T  for  30 min  at RT. 

Probing of membranes with primary antibodies diluted in respective blocking buffers 

was  performed  overnight  at  4 °C  with  subsequent  washing  with  TBS‐T  being 

performed  at  RT.  Membranes  were  further  probed  with  fluorescently‐labelled 

(IRDye® 680RD or IRDye® 800CW) secondary antibodies diluted in TBS‐T for 1 h at 

RT. Fluorescence of secondary antibodies was detected after washing with TBS‐T in a 

LI‐COR Odyssey infrared imager (LI‐COR Biosciences, Lincoln, US) with wavelengths 

adjusted  to  IRDye® 680RD  (Ex672/Em694) or  IRDye® 800CW  (Ex774/Em789)  fluorescent 

spectra. Images were converted from pseudo‐colour to grey scale and cropped to show 

relevant protein bands to be presented in respective figures. 

Quantification of fluorescent band‐intensities was performed using the Image Studio 

Lite software (LI‐COR Biosciences, Lincoln, US) with local background surrounding 
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the  regions  of  interest  being  subtracted  from  the  selected  band.  Signal  intensities 

corresponding to proteins of interest were normalised to signal intensities of reference 

proteins (GAPDH or β‐Actin) in each sample and referred to respective experimental 

controls according to Equation (8). 

4.10. Immunofluorescence microscopy 

Mowiol‐mounted samples on glass slides were analysed with the help of a Confocal 

Laser Scanning Microscope Leica TCS SP8 System with a DMi8 microscope  (Leica, 

Wetzlar, Germany) at room temperature. A 100x magnification oil immersion objective 

(numerical  aperture  =  1.4) was  used  and  the  pinhole was  set  to  1.3 AU,  resulting 

confocal  section  thickness of 0.895 μm.  Image acquisition and  image quantification 

was performed using the LAS X Control Software (Leica, Wetzlar, Germany) or FIJI 

[399].  For  quantification  of  protein  amounts,  the  corrected  total  cell  fluorescence 

(CTCF) was calculated according to Equation (9). A minimum of 5 cells were analysed. 

 

For  assessment  of  co‐localisation  between  stained  components  of  the  cell,  the 

thresholded Mander’s overlap coefficient (tMOC) was determined. A minimum of 5 

cells were analysed. This coefficient is free of intensity‐based bias, unlike the Pearson’s 

coefficient, as it ignores relative differences in signals between compared channels. The 

tMOC assesses the grade of pixel‐presence of a channel of interest within pixels being 

present in a region of interest in the reference channel. Values yielded by assessment 

of tMOC range from 0 (no overlapping pixels) to 1 (all pixels overlapping). 

4.10.1. Immunofluorescent stain of ethanol‐fixed samples 

The following procedure was applied as standard for immunofluorescence analyses, 

unless Filipin III or LysoTracker™ Red DND‐99 were used. Cells were seeded on glass 

coverslips in 12‐well plates treated or transfected as described above. At the time of 

harvesting, cell culture supernatant was aspirated and cells were washed twice with 
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PBS at RT. Fixation of cells was achieved by addition of ice‐cold 96 % v/v ethanol or a 

1:1 mixture of ethanol/acetone and incubation for 30 min at ‐20 °C. Excess ethanol was 

removed  and  cells were washed  once with PBS. Blocking  occurred  by  addition  of 

5 % w/v BSA  in  TBS‐T  for  15 min  at  RT.  Probing  of  fixed  samples with  primary 

antibodies diluted  in blocking buffer was performed  for 1 h at RT with subsequent 

washing with TBS‐T at RT. Samples were further probed with fluorescently labelled 

(AlexaFluor® 488, AlexaFluor® 546 or AlexaFluor® 633) secondary antibodies diluted 

in blocking buffer supplemented with 250 ng/mL DAPI for 1 h at RT. Subsequently, 

samples were washed with  TBS‐T  at  RT  and  embedded  upside  down  in Mowiol 

mounting medium on glass slides. 

4.10.2. Immunofluorescent stain of formaldehyde‐fixed samples 

Cells were  seeded  on  glass  coverslips  in  12‐well  plates  treated  or  transfected  as 

described above. Prior to harvesting, growth medium was replaced by fresh medium 

supplemented  with  a  final  concentration  of  50  nM  LysoTracker™  Red  DND‐99 

(Thermo  Scientific,  Braunschweig, Germany)  and  incubated  for  1 h  at  37 °C  in  an 

appropriate  incubator.  At  the  time  of  harvesting,  cell  culture  supernatant  was 

aspirated and cells were washed twice with PBS at RT. Fixation of cells was achieved 

by addition of 4 % v/v formaldehyde in PBS and incubation for 10 min at RT. Excess 

formalin was removed and cells were washed once with PBS. Blocking occurred by 

addition of 5 % w/v BSA  in TBS‐T  for 15 min at RT. Probing of  fixed  samples with 

primary  antibodies  diluted  in  blocking  buffer was  performed  for 1 h  at  RT with 

subsequent  washing  with  TBS‐T  at  RT.  Samples  were  further  probed  with 

fluorescently  labelled  (AlexaFluor® 488,  AlexaFluor® 546  or  AlexaFluor® 633) 

secondary antibodies diluted in blocking buffer for 1 h at RT. Subsequently, samples 

were washed with TBS‐T at RT and embedded upside down  in Mowiol mounting 

medium on glass slides. 

4.10.3. Immunofluorescent stain with Filipin III 

Cells were  seeded  on  glass  coverslips  in  12‐well  plates  treated  or  transfected  as 

described above. At the time of harvesting, cell culture supernatant was aspirated and 

cells were washed twice with PBS at RT. Fixation of cells was achieved by addition of 

4 % v/v formaldehyde  in PBS and  incubation  for 10 min at RT. Excess  formalin was 

removed and cells were washed once with PBS. Formaldehyde‐dependently formed 

Schiff‐bases were quenched via addition of TBS for 5 min at RT. Blocking occurred by 

addition of 5 % w/v BSA in TBS supplemented with 0.1 mg/mL Filipin III for 30 min at 

RT. Filipin III herein represents a fluorescent sterol‐chelator extracted from the fungus 

Streptomyces  filipinensis,  yielding  fluorescent  stain  of  cholesterol  and  oxysterols. 

Probing of fixed samples with primary antibodies diluted in blocking buffer (without 
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Filipin  III) was performed  for 1 h at RT with  subsequent washing with TBS at RT. 

Samples  were  further  probed  with  fluorescently  labelled  (AlexaFluor® 488, 

AlexaFluor® 546 or AlexaFluor® 633) secondary antibodies diluted in blocking buffer 

supplemented with 0.1 mg/mL Filipin III for 1 h at RT. Subsequently, samples were 

washed with TBS at RT and embedded upside down in Mowiol mounting medium on 

glass slides. 

4.11. Density‐gradient centrifugation 

Cells were  seeded  in  6‐well‐plates  and  treated  as described  above. At  the  time  of 

harvesting, cell culture supernatant was collected and centrifuged 10 min at 1,000 xg 

at 4 °C to rid the solution of cell debris. Cleared cell culture supernatant was layered 

onto a discontinuous density‐gradient  (60‐10 % w/v Iodixanol  in ddH2O  in steps of 

10 % w/v Iodixanol from bottom to top) and centrifuged 4 h at 255,000 xg at 4 °C in a 

TLS‐55 rotor to achieve isopycnic centrifugation. Density gradients were fractionated 

into 10 fractions with equal volumes from top to bottom. The number of viral genomes 

present  in fractions was assessed via RT‐qPCR. Densities of fractions were assessed 

using  a  refractometer  with  conversion  of  refractive  indices  into  density  being 

performed as indicated by the supplier of Iodixanol. 

4.12. End point dilution assays (TCID50) 

Evaluation  of  viral  titres  in  cell  culture  supernatants was  achieved  by  subjecting 

collected supernatants  to an end point dilution assay  (EDPA). Therefore, cells were 

seeded in 6‐well‐plates and treated or transfected as described above. At the time of 

harvesting, cell culture supernatant was collected and centrifuged 10 min at 1,000 xg 

at 4 °C to rid the solution of cell debris. Infectious supernatant was used to infect HEV‐

permissive A549/D3 cells seeded  in a 96‐well‐plate with 2.5x103 cells/well.  Infection 

was carried out over the course of 96 h in six replicates per sample in a serial dilution 

in 1:5 dilution‐steps reaching from 1:5 to 1:78,125. Uninfected A549/D3 cells served as 

qualitative negative control, whereas persistently HEV‐infected A549 cells served as 

qualitative positive control.  

At the time of harvesting, cell culture supernatant was aspirated and cells were fixed 

by addition of  ice‐cold 96 % v/v ethanol and  incubation  for 30 min at  ‐20 °C. Excess 

ethanol was  removed and cells were washed once with PBS. Blocking occurred by 

addition of 5 % w/v BSA  in TBS‐T  for 15 min at RT. Probing of  fixed  samples with 

primary antibodies targeting HEV pORF2 (rbαpORF2, HCD3K129) diluted in blocking 

buffer was performed overnight at 4 °C with subsequent washing with TBS‐T at RT. 

Samples were further probed with HRP‐conjugated secondary antibodies (dαrbIgG) 

diluted in blocking buffer for 1 h at RT. Subsequently, samples were washed with TBS‐

T at RT and HRP‐dependent  stain was achieved by  incubation with  sterile‐filtered 
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Carbazole stain solution for 4 h at RT. Infected wells were identified via presence of a 

red precipitate with the help of a digital microscope. Subsequent calculation of the half 

maximal tissue culture infection dose (TCID50) was performed according to Equation 

(10) as described previously and expressed as relative change in TCID50 as compared 

to the experimental control [400]. 

50

#  
# . ∙

#  
# . ∙  

4.13. Patient data analyses 

Collection  of  patient  data  during  routine  follow‐up  visits  was  conducted  by  the 

Charité Universitätsmedizin Berlin (Department of Nephrology and Medical Intensive 

Care, Dr. med. Evelyn Seelow and PD Dr. med. Mira Choi). Each patient gave written, 

informed consent for the data being used and analysed. The study was approved by 

the  local  institutional  review  board  of  the  ethics  committee  of  Charité 

Universitätsmedizin Berlin, Germany (approval number EA1/249/16). 

Retrospective  analysis  of  lipid  levels  and HEV  titres  in  patient  sera  included  42 

chronically HEV‐infected patients (female, n=33; male, n=9) covering an age‐span of 

24‐78  years. Data  of  patients were  accessible  for  2‐37  individual  follow‐up  visits, 

depending on the patient. All patients received a solid‐organ transplant (renal, n=42; 

renal  and  co‐transplant,  n=7).  Therefore,  all  patients  were  treated  with 

immunosuppressants  (Tacrolimus,  n=35;  Cyclosporin  A,  n=2;  Belatacept,  n=3; 

Azathioprin, n=1) and Mycophenolate‐mofetil, with one exception. Further diagnosed 

illnesses in the set of patients included Diabetes mellitus (n=10) and different chronic 

hepatic infections (hepatitis B or C, n=3). An HEV‐infection was assessed via testing of 

IgG/IgM‐reactivity against HEV pORF2 or via PCR. Viral titres were quantified using 

qPCR  and  serum‐parameters were  assessed via  standard  laboratory procedures.  If 

patients received antiviral treatment (Ribavirin or Sofosbuvir), values originating from 

corresponding dates were excluded from the analysis. For analysis of statin‐induced 

changes in HEV titres, patients were grouped based on whether or not they received 

respective treatments at the time point of acquiring sera. Statin‐treatment included the 

use of Simvastatin, Pravastatin, Fluvastatin or Atorvastatin. For analyses of blood‐lipid 

kinetics upon HEV‐infection, dates and respective values of each specific patient were 

picked corresponding to the last follow‐up visit before infection (t‐1), at first positive 

testing (t0) or the first follow‐up visit after infection (t1). Outliers were identified using 

the ROUT method (Q = 1 %). 
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4.14. Statistical analyses 

Cell culture‐based data of this study is displayed as value and corresponding standard 

error  of  the mean.  Unless  stated  otherwise,  an  unpaired  t‐test was  applied  as  a 

standard  test  for  statistical  significance.  For multiple  comparisons,  a Holm‐Sidak 

correction was  applied.  For  datasets  being  presented  as  fold‐change,  values were 

referred  to a suitable, experimental control as  indicated above. Error bars  for  these 

controls  cannot  be  displayed,  as  control  groups  were  arbitrarily  set  as  1,  which 

represents  standardisation  performed  for  each  of  the  independent  assays. 

Independent measurements are indicated by a number n=x. Unless stated otherwise, 

experiments are based on biological replicates with n=3. All statistical analyses were 

performed using GraphPad Prism version 8.0.   
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5. Results 

5.1. GBP1 induction and antiviral effect are most efficiently exerted by IFNγ 

PEGylated IFNs are commonly used as antiviral treatment against an HEV‐infection, 

yet underlying mechanisms are poorly understood. Among  the potentially relevant 

IFN‐effectors  is  the GTPase GBP1,  as  it  is  one  of  the most  abundantly  expressed 

proteins in IFN‐mediated innate immunity. Therefore, an initial screening of different 

IFNs was set up to elucidate differences in GBP1‐induction in vitro. Luciferase reporter 

assays and qPCR were of use to  investigate IFNα‐, IFNβ‐ or IFNγ‐dependent gene‐

expression  and  antiviral  effects  in  uninfected A549/D3  cells  or  persistently HEV‐

infected A549 cells (Figure 20).  

 

Figure 20.  IFNγ  induces GBP1 promoter and gene‐expression most efficiently  leading  to  strongest antiviral 

effect. (A‐C) Relative change in ISRE‐, GAS, or proximal GBP1‐promoter‐driven luciferase activity upon treatment 

with 100 U/mL IFNα/β/γ over 24 h in uninfected or infected cells; values referred to uninfected, untreated control. 

(D)  Relative  change  in  intracellular  GBP1  mRNA  in  uninfected  or  infected  cells  upon  treatment  with 

100 U/mL IFNα/β/γ over 24 h as assessed via RT‐qPCR; values referred to uninfected, untreated cells.  (E) Relative 

change  in  intracellular HEV  transcripts  in  infected  cells upon  treatment with 100 U/mL IFNα/β/γ over 24 h as 

assessed via RT‐qPCR; values referred  to untreated cells. uninf. = uninfected A549/D3;  inf. = persistently HEV‐

infected A549; w/o = no  treatment. *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, unpaired  t‐test with Holm‐Sidak 

correction. 

Luciferase reporter assays clearly demonstrated that all tested IFNs generally induced 

ISRE in uninfected cells. In infected cells, however, IFNβ failed to do so (Figure 20A). 
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On the other hand, IFNγ represented the only IFN being capable of  inducing GAS‐ 

related luciferase activity (Figure 20B). These changes were partially retained for the 

ISRE‐ and GAS‐containing GBP1‐promoter, which was inducible by all tested IFNs in 

uninfected cells. IFNβ prompted a moderate induction of the promoter in persistently 

HEV‐infected  cells, yet  IFNγ herein  evoked predominant  changes  (Figure  20C).  In 

general, IFNγ induced promoter‐activity most efficiently. This was in line with qPCR 

analyses where IFNγ elicited the strongest increase in GBP1 mRNA (Figure 20D). All 

tested  IFNs  displayed  antiviral  activity  against HEV,  as  all  led  to  a  reduction  in 

intracellular HEV transcripts. Again, this effect was most pronounced upon addition 

of IFNγ (Figure 20E). 

These data indicate GBP1 to be induced most efficiently by IFNγ in both uninfected 

and  infected  cells.  This  directly  correlates  with  antiviral  activity  being  exerted 

predominantly by the type II IFN. 

5.2. GBP1 is induced in an early infection with HEV 

Previous  experiments  point  towards  an  involvement  of GBP1  in  innate  immunity 

against HEV. To  evaluate  an  early  immune‐response with  regards  to GBP1, HEV‐

susceptible A549/D3 cells were infected with 10 genome equivalents (GE) of HEV virus 

stock (Hepeviridae, Orthohepevirus A, genotype 3c, isolate 47832c) and monitored over 

the  course  of  12  days. Within  this  system, HEV‐mediated  GBP1‐inducibility was 

assessed  on  gene‐expression  level  via  qPCR  and  protein  level  via Western  blot 

analyses or assessment of the corrected total cell fluorescence (CTCF) in confocal laser 

scanning microscopy (CLSM) analyses (Figure 21). 
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Figure  21. GBP1 mRNA  and protein  amount  is modulated upon  early HEV‐infection of A549/D3  cells.  (A) 

Relative change in intracellular HEV transcripts in infected A549/D3 cells as assessed via RT‐qPCR over the course 

of 12 days post infection; values referred to day 0 post infection. (B)  Absolute number of HEV transcripts present 

in  cell  culture  supernatant of  infected A549/D3  cells as assessed via RT‐qPCR over  the  course of 12 days post 

infection. (C) Relative change in intracellular GBP1 mRNA in uninfected or infected A549/D3 cells as assessed via 

RT‐qPCR over the course of 12 days post infection; values referred to respective time points of uninfected A549/D3 

cells. (D) Representative Western blot of HEV pORF2, GBP1 and GAPDH in total lysates of uninfected or infected 

A549/D3 cells over the course of 12 days post  infection; blue arrow  indicates unglycosylated HEV pORF2; grey 

arrow indicates glycosylated HEV pORF2. (E) Relative change in GBP1 signal intensity in (D); values referred to 

day 0 of uninfected A549/D3 cells. (F) Representative CLSM images of DAPI (blue), HEV pORF2 (green) and GBP1 

(red) of uninfected or infected A549/D3 cells at 9 days post infection; scale bar = 20 μm. (G) Quantification of GBP1 

signal intensity in (F) expressed as CTCF. uninf. = uninfected A549/D3; inf. = infected A549/D3; dpi = days post 

infection. ** p<0.01, **** p<0.0001, unpaired t‐test with Holm‐Sidak correction. 

Successful  establishment  of  a  viral  infection  prevailed  as  early  as  2‐5 days  post 

infection, as visible in quantification of both intra‐ and extracellular HEV RNA (Figure 

21A‐B). Rising  amounts  of HEV pORF2  further  indicated  an  ongoing  viral  spread 

within the culture (Figure 21D). Although an initial spike in GBP1 transcripts could be 

observed at day 0 post  infection,  the amount of GBP1 mRNA generally declined  in 
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infected cells (Figure 21C). This contrasted with the amount of GBP1 protein, which 

significantly  increased over  the  course of  infection as compared  to uninfected cells 

(Figure 21D‐E). This was further evidenced by applying single‐cell CLSM analyses on 

cells. Here, significant elevation of the GBP1 amount was found to be present as early 

as 9 days post infection (Figure 21F‐G). 

To exclude possibilities of components present  in viral stocks  triggering  the GBP1‐

induction, A549/D3 cells were infected with both an active HEV inoculate as well as 

with a UV‐inactivated inoculate. Protein amount of GBP1 was subsequently assessed 

via Western blot analyses at 12 days post infection (Figure 22). 

 

Figure 22. Induction of GBP1 is due to successful HEV‐infection. (A) Representative Western blot of HEV pORF2, 

GBP1 and GAPDH in total lysates of uninfected, HEV‐infected or UV‐HEV subjected A549/D3 cells at 0 or 12 days 

post infection; blue arrow indicates unglycosylated HEV pORF2; grey arrow indicates glycosylated HEV pORF2. 

(B) Relative change in GBP1 signal intensity in (A); values referred to day 0 of uninfected A549/D3 cells. uninf. = 

uninfected A549/D3; HEV‐inf. = infected A549/D3; UV‐HEV = cells subjected to UV‐treated viral stock; dpi = days 

post infection. ** p<0.01, unpaired t‐test with Holm‐Sidak correction.  

An HEV‐infection  only  established  in  cells  infected with  the  active  viral  stock,  as 

evidenced by the presence of the viral capsid protein in Western blot analyses (Figure 

22A). No HEV pORF2 could be observed in cells infected with UV‐inactivated HEV 

preparations. Concordantly, GBP1 protein levels only increased in cells displaying an 

established infection (Figure 22A‐B). 

Summarising  these  findings  indicates  that  an HEV‐infection  reduces GBP1‐coding 

mRNA. However,  the opposite  is  the  case  for  the GBP1 protein  amount, which  is 

significantly elevated after 9‐12 days post infection. 

5.3. GBP1 is induced in a stable, persistent infection with HEV 

Effects caused by an early infection with HEV may differ from a stable, persistent viral 

infection with  respect  to  ongoing  cellular  processes.  Thus,  HEV‐mediated  GBP1‐

inducibility was  assessed  in  the  standard  cell  culture  system used  throughout  this 

study, namely persistently HEV‐infected A549 cells. These were analysed with respect 
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to  GBP1  promoter‐activity,  gene‐expression,  and  protein  amount  as  compared  to 

uninfected A549/D3 cells after 4 days of culturing (Figure 23). 

 

Figure 23. GBP1 promoter activity, mRNA and protein amount is modulated in persistently HEV‐infected A549 

cells.  (A) Relative change  in proximal GBP1‐promoter driven  luciferase activity  in uninfected or  infected cells; 

values referred to uninfected cells. (B) Relative change in intracellular GBP1 mRNA in uninfected or infected cells 

as assessed via RT‐qPCR; values referred to uninfected cells. (C) Representative Western blot of HEV pORF2, GBP1 

and GAPDH in total lysates of uninfected or infected cells; blue arrow indicates unglycosylated HEV pORF2; grey 

arrow indicates glycosylated HEV pORF2. (D) Relative change in GBP1 signal intensity in (C); values referred to 

uninfected cells. (E) Representative CLSM images of DAPI (blue), HEV pORF2 (green) and GBP1 (red) of uninfected 

or infected cells; scale bar = 20 μm. (F) Quantification of GBP1 signal intensity in (E) expressed as CTCF. uninf. = 

uninfected A549/D3;  inf. = persistently HEV‐infected A549. ** p<0.01,  **** p<0.0001, unpaired  t‐test with Holm‐

Sidak correction. 

As observed before, the proximal GBP1‐promoter activity was induced in infected cells 

(Figure 23A). However, this was not reflected by an induction of GBP1 mRNA amount. 

In fact, infected cells displayed a significantly reduced GBP1 mRNA amount (Figure 

23B). An even more complex picture was drawn by the analysis of GBP1 protein levels 

in infected cells. Here, GBP1 was found to be significantly induced by an infection with 

HEV  in Western blot  analyses  (Figure  23C‐D), which was validated via  single‐cell 

CLSM analyses under similar conditions (Figure 23E‐F). 

Taken together, HEV moderately induces GBP1 promoter‐activity. Surprisingly, this 

is not reflected by an elevated amount of GBP1 mRNA, which suggests viral immune‐

evasion mechanisms being in place. Nonetheless, HEV elicits a rise in GBP1 protein 

levels, which certainly are required for GBP1‐driven cellular effects. 
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5.4. GBP1 half‐life is prolonged in HEV‐infected cells 

An  infection with HEV caused GBP1 mRNA  to be reduced, yet protein  levels  to be 

increased  in A549  cells. This difference  is of  central  interest, as  the protein  itself  is 

needed to exert effector functions, thus requiring elucidation. Therefore, the protein 

half‐life  of  GBP1  was  assessed  in  uninfected  and  HEV‐infected  cells  in  a 

Cycloheximide (CHX) chase‐assay and subsequent Western blot analyses (Figure 24). 

 

Figure 24. Stabilising effect on GBP1 half‐life exerted by an HEV‐infection  in A549 cells.  (A) Representative 

Western blot of HEV pORF2, GBP1, p62 and βActin in total lysates of uninfected or infected cells over the course 

of 0 to 180 min 100 μg/mL CHX‐treatment; blue arrow indicates unglycosylated HEV pORF2; grey arrow indicates 

glycosylated HEV pORF2.  (B) Relative change  in GBP1 signal  intensity  in  (A); values expressed as % of signal 

intensity  at  0 min CHX‐treatment  in  respective  cell  line;  curve  fitting  applied  as one‐phase decay model with 

intercept set to 100 and decay set to reach 0 %. (C) Relative change in p62 signal intensity in (A); values expressed 

as % of signal  intensity at 0 min CHX‐treatment  in respective cell line; curve fitting applied as one‐phase decay 

model with intercept set to 100 and decay set to reach 0 %. uninf. = uninfected A549/D3; inf. = persistently HEV‐

infected A549. 

The CHX chase‐assay was controlled by assessing  the protein half‐life of  the short‐

lived protein p62. Both in uninfected and infected cells, p62 levels remitted over time 

displaying a half‐life of 86 ± 11 min (R2=0.81) or 116 ± 23 min (R2=0.39) within a 95 % 

confidence  interval,  respectively  (Figure  24A  and  C).  Given  a  properly  working 

translation‐inhibition, as evidenced by decreasing p62  levels, GBP1 protein half‐life 

was found  to be  in a range of 160.5 ± 29.5 min (R2=0.74)  in uninfected cells within a 

95 % confidence interval. Interestingly, GBP1 protein levels failed to decrease in HEV‐

infected  cells,  indicating  a  strongly  stabilising  effect  of  the  protein,  although 
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mathematical  determination  of  the  protein  half‐life was  not  possible  (Figure  24A 

and B).  

Although GBP1 mRNA is significantly reduced upon HEV‐infection, protein levels are 

induced due to a stabilising effect exerted on GBP1. 

5.5. Overexpression of GBP1 restricts HEV via lysosomal degradation 

The  type  II  interferon  IFNγ  induces  GBP1  most  efficiently  in  A549  cells,  when 

compared to IFNα or IFNβ. Similarly, IFNγ exerts the strongest antiviral effect against 

HEV. To  test  for a  causal  relationship, GBP1 was overexpressed  in uninfected and 

infected cells via transfection of a plasmid encoding the N‐terminally FLAG‐tagged 

GBP1 wild‐type protein (GBP1wt). Resulting antiviral activities were analysed using 

Western blot analyses in the presence or absence of IFNγ. A virus titration via an end 

point dilution assay (EPDA) helped to gain insights into viral release (Figure 25). 

 

Figure 25. Overexpression of wild‐type GBP1 reduces viral release from persistently HEV‐infected A549 cells. 

(A) Representative Western blot of HEV pORF2, GBP1 and GAPDH in total lysates of mock transfected or pCMV2b‐

tag‐GBP1‐wt  transfected  uninfected  or  infected  cells without  and with  100 U/mL  IFNγ  over  24 h;  blue  arrow 

indicates  unglycosylated HEV  pORF2;  grey  arrow  indicates  glycosylated HEV  pORF2;  black  arrow  indicates 

endogenous GBP1; red arrow indicates FLAG‐tagged GBP1. (B) Relative change in HEV pORF2 signal intensity in 

(A); values referred to infected, mock transfected, untreated cells. (C) Relative change in number of infectious viral 

particles being released into cell culture supernatant of transfected and infected cells as assessed in an EPDA; values 

referred to mock transfected, infected cells. (D) Cell viability of uninfected and infected cells upon 24 h treatment 

with 100 U/mL IFNγ as assessed via a PrestoBlue assay; values expressed as % metabolic activity referred to the 

experimental control. uninf. = uninfected A549/D3; inf. = persistently HEV‐infected A549; w/o = no treatment. ** 

p<0.01, unpaired t‐test with Holm‐Sidak correction. 

An overexpression of GBP1wt did not lead to a significant reduction in intracellular 

HEV pORF2 in Western blot analyses. Solely by the addition of IFNγ a reductive trend 

was unveiled  (Figure 25A‐B) without disturbing cell viability  (Figure 25D). Despite 

this,  elevated  GBP1wt  levels  did  evoke  a major  drop  in  the  number  of  released 

infectious viral particles (Figure 25C).  

To  rid  the  experimental  system  from  transfection‐efficiency‐based  distortions  in 

Western  blot  analyses,  the  intracellular  amount  of HEV  pORF2 was  analysed  via 
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single‐cell CLSM analyses quantifying protein levels in GBP1wt‐overexpressing cells 

only. Further,  subcellular  localisation of pORF2 was monitored with  respect  to  the 

lysosomal marker  protein  LAMP2.  Leupeptin,  a  cysteine‐,  serine‐  and  threonine‐

protease  inhibitor, was  applied  to  reduce  lysosomal  degradation.  This  allowed  to 

pinpoint  whether  observed  effects  are  related  to  lysosomal  degradation  of  HEV 

(Figure 26). 

 

Figure 26. GBP1 overexpression induces lysosomal localisation of HEV and HEV pORF2 reduction rescuable 

via Leupeptin treatment. (A) Representative CLSM images of DAPI (blue), HEV pORF2 (green), LAMP2 (red) and 

FLAG‐tagged GBP1 (cyan) of transfected, persistently HEV‐infected A549 cells without or with 200 μM Leupeptin 

treatment  over  24  h;  scale  bar  =  20  μm;  zoom  represents  magnification  from  area  in  white  rectangle.  (B) 

Quantification of HEV pORF2 signal intensity in (A) expressed as CTCF. (C) Quantification of pixel co‐localisation 

between HEV pORF2 and LAMP2 in (A) expressed as tMOC. (D) Representative CLSM images of DAPI (blue), 

LAMP2 (green) and LysoTracker (red) of uninfected A549/D3 cells; scale bar = 20 μm. (E) Quantification of pixel 

co‐localisation between LAMP2 and LysoTracker  in (D) expressed as tMOC. (F) Cell viability of uninfected and 

infected cells upon 24 h treatment with 200 μM Leupeptin as assessed via a PrestoBlue assay; values expressed as 

% metabolic activity referred  to  the experimental control. uninf. = uninfected A549/D3;  inf. = persistently HEV‐

infected A549; w/o = no treatment; Leu = Leupeptin‐treatment.  * p<0.05, *** p<0.001, unpaired t‐test with Holm‐

Sidak correction. 
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On a single‐cell basis it became evident that overexpression of GBP1wt indeed led to 

a significant reduction in intracellular HEV pORF2. Importantly, this subsided under 

application  of Leupeptin  (Figure  26A‐B). Herein,  no  loss  of  cell  viability  could  be 

observed  (Figure  26F).  In  concordance,  co‐localisation  of  HEV  pORF2  with  the 

lysosomal marker  LAMP2,  expressed  as  thresholded Mender’s  overlap  coefficient 

(tMOC), significantly increased in GBP1wt‐overexpressing cells (Figure 26A and C). 

Signal patterns of LAMP2 were considered to reflect actual lysosomes, as most of the 

resulting signals overlaid with signals yielded  from LysoTracker stain, a  lysosome‐

specific fluorophore (Figure 26D‐E). 

Based  on  these  results,  an  overexpression  of GBP1wt  employs  reductions  in HEV 

pORF2 levels. Causative is the lysosomal incorporation and subsequent degradation. 

Consequently, the number of released HEV virions declines. 

5.6. GBP1 homodimerisation is required for lysosomal degradation of HEV 

GBP1  is a GTPase and  is classified within the dynamin superfamily. Hence, several 

molecular aspects may be involved in triggering an antiviral effect. Two of these are 

either GTPase‐activity, contributing to dynamin‐functionality, or homodimerisation, 

affecting membrane‐localisation. These functions can be abrogated via introduction of 

a point mutation in the protein sequence. Loss of GTPase functionality is achieved by 

mutation R48A, whereas loss of homodimerisation‐capability is achieved by mutation 

S73A. To improve the understanding about the mode of action of GBP1, both mutants 

were overexpressed in infected cells and before‐seen effects on HEV were re‐assessed 

via CLSM analyses and virus titration (Figure 27). 
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Figure 27. GBP1‐S73A mutant fails to induce lysosomal HEV degradation while GBP1‐R48A retains antiviral 

activity. (A) Representative CLSM images of DAPI (blue), HEV pORF2 (green), LAMP2 (red) and FLAG‐tagged 

GBP1 (cyan) of transfected, persistently HEV‐infected A549 cells without or with 200 μM Leupeptin treatment over 

24 h; scale bar = 20 μm; zoom represents magnification from area in white rectangle. (B) Quantification of HEV 

pORF2 signal intensity in (A) expressed as CTCF. (C) Quantification of pixel co‐localisation between HEV pORF2 

and LAMP2 in (A) expressed as tMOC. (D) Relative change in number of infectious viral particles being released 

into cell culture supernatant of  transfected and  infected cells as assessed  in an EPDA; values  referred  to mock 

transfected, infected cells. w/o = no treatment; Leu = Leupeptin‐treatment. * p<0.05, ** p<0.01, ****p<0.0001, unpaired 

t‐test with Holm‐Sidak correction. 

Overexpression  of  the  GTPase‐deficient  mutant  GBP1‐R48A  led  to  a  significant 

reduction of  intracellular HEV pORF2 amount (Figure 27A and B). This went along 

with a dot‐like distribution and an increase in lysosomal co‐localisation of the latter 

(Figure 27A and C). Finally, HEV virion release plummeted, once the GTPase‐deficient 

mutant  GBP1‐R48A  was  overexpressed  (Figure  27D).  As  for  homodimerisation‐

deficient  GBP1  harbouring  an  S73A mutation  (GBP1‐S73A),  no  such  effects were 

exhibited  (Figure  27A‐C).  Similarly,  virion  release  remained  unaffected  in 

homodimerisation‐deficient GBP1‐S73A‐overexpressing cells (Figure 27D). 
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In conclusion, GBP1 retains antiviral effects on HEV, even if no GTP‐hydrolysis can 

occur. An impairment of GBP1 homodimerisation however, is detrimental for antiviral 

activity. Thus, the restrictive effect of GBP1 on HEV is homodimerisation‐dependent. 

5.7. Silencing of GBP1 rescues HEV from IFNγ‐mediated lysosomal degradation 

GBP1  evidently  represents  a  major  restriction  factor  for  HEV  by  inducing 

homodimerisation‐dependent,  lysosomal degradation of  the virus. However,  it also 

only represents one of many factors being induced by IFNγ. It therefore is of interest, 

whether GBP1  also  represents  an  essential  factor within  the  IFNγ‐driven  antiviral 

response against the Hepevirus. To address this question, uninfected and infected cells 

were subjected to an siRNA‐based GBP1 silencing under stimulation with the type II 

IFN. Antiviral activity herein was monitored via quantification of intracellular HEV 

pORF2 levels and assessment of release of HEV virions via Western blot analyses and 

EPDA, respectively (Figure 28). 

 

Figure 28. IFNγ‐mediated impairment of HEV life cycle is abrogated upon GBP1 silencing. (A) Representative 

Western blot of HEV pORF2, GBP1 and GAPDH in total lysates of scrambled siRNA transfected or GBP1 siRNA 

transfected  uninfected  or  infected  cells  without  and  with  100 U/mL  IFNγ  over  24  h;  blue  arrow  indicates 

unglycosylated HEV pORF2; grey arrow indicates glycosylated HEV pORF2. (B) Relative change in GBP1 signal 

intensity of persistently HEV‐infected A549 cells in (A); values referred to scrambled siRNA transfected, untreated 

cells. (C) Relative change in HEV pORF2 signal intensity in (A); values referred to scrambled siRNA transfected, 

untreated, infected cells. (D) Relative change in number of infectious viral particles being released into cell culture 



Results 

71 

 

supernatant of transfected, 24 h 100 U/mL IFNγ treated and infected cells as assessed in an EPDA; values referred 

to scrambled siRNA  transfected, untreated,  infected cells. uninf. = uninfected A549/D3;  inf. = persistently HEV‐

infected A549; w/o = no treatment. * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, unpaired t‐test with Holm‐Sidak 

correction. 

As  visible  in  the  above‐shown Western  blot  analysis,  silencing  efficiency  in  non‐

stimulated, HEV‐infected cells was relatively low. However, once IFNγ was applied, 

silencing efficiency increased significantly, therefore fulfilling experimental purposes 

(Figure 28A‐B). Upon application  if  IFNγ,  the  intracellular amount of HEV pORF2 

diminished. Silencing of GBP1 prompted a loss in IFNγ‐mediated reductions in pORF2 

(Figure 28A and C). Similarly,  IFNγ‐stimulation caused HEV virion release  to drop 

heavily, yet again silencing of GBP1 substantially abrogated this process (Figure 28D).  

Findings set forth suggest that silencing GBP1 is detrimental to an efficient antiviral 

effect exerted by IFNγ. To address this in more detail, single‐cell analyses were carried 

out to rid experimental setups from possible transfection efficiency related issues. Just 

as  before,  the  nature  of  the  IFN‐mediated  effect  was  analysed  for  lysosomal 

involvement by evaluating co‐localisation between HEV pORF2 and LAMP2 (Figure 

29). 
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Figure  29.  Silencing  of  GBP1  rescues  HEV  from  IFNγ‐mediated  lysosomal  localisation  and  HEV  pORF2 

reduction. (A) Representative CLSM images of DAPI (blue), HEV pORF2 (green), LAMP2 (red) and GBP1 (cyan) 

of transfected, persistently HEV‐infected A549 cells without or with 200 μM Leupeptin over 24 h and/or 100 U/mL 

IFNγ treatment over 24 h; scale bar = 20 μm; zoom represents magnification from area in white rectangle without 

GBP1  stain.  (B)  Quantification  of  GBP1  signal  intensity  in  non‐Leupeptin‐treated, HEV‐infected  cells  in  (A) 

expressed as CTCF. (C) Quantification of HEV pORF2 signal intensity of IFNγ‐treated, persistently HEV‐infected 

A549 cells in (A) expressed as CTCF. (D) Quantification of pixel co‐localisation between HEV pORF2 and LAMP2 

in (A) expressed as tMOC. w/o = no treatment; Leu = Leupeptin‐treatment. ns = not significant, * p<0.05, ** p<0.01, 

***p<0.001, ****p<0.0001, unpaired t‐test with Holm‐Sidak correction. 

The majority of cells subjected to GBP1 silencing displayed strongly reduced protein 

levels even under IFNγ‐stimulation, yet some were not affected (Figure 29A). Notably, 

transfection efficiency of GBP1 silencing was found to be tremendously higher when 

compared to overexpression experiments, rendering assumptions based on Western 

blot  analyses  (as  shown  in  Figure  28)  justified.  Based  on  the  above‐shown CLSM 

analyses,  siRNA‐based  silencing  led GBP1  levels  to drop  to non‐stimulated  levels, 

even though IFNγ was applied (Figure 29B). The latter again caused intracellular HEV 

pORF2  levels  to decline, which was  revertible by  applying  a Leupeptin‐treatment. 
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Silencing of GBP1 similarly elevated HEV pORF2 levels significantly, rescuing it from 

degradation  (Figure  29A  and C). Concordantly,  IFNγ  only was  capable  to  trigger 

lysosomal localisation of HEV pORF2, if GBP1 was present in sufficient amounts. Once 

silencing was applied, co‐localisation of HEV and lysosomes was significantly reduced 

(Figure 29D). 

In  addition  to  samples  being  presented  as  two‐dimensional CLSM  images,  three‐

dimensional  reconstructions  were  generated  from  the  above‐shown  experimental 

setting  via  scanning  samples  with  iterative  z‐pane  shifts.  This  helps  to  visualise 

whether HEV pORF2  simply  is  in  close proximity  to LAMP2  or within  structures 

formed by the latter (Figure 30). 

 

Figure  30.  IFNγ‐mediated  lysosomal  HEV  encapsulation  is  abrogated  upon  GBP1  silencing.  (A‐B) 

Representative 3D‐reconstruction of z‐pane scanning CLSM images of DAPI (blue), HEV pORF2 (green), LAMP2 

(red) and GBP1 (cyan) of transfected, persistently HEV‐infected A549 cells upon treatment with 100 U/mL IFNγ; 

white arrows indicate pORF2 being present inside LAMP2‐harboring structures; 3D volumes were clipped in the 

x/y‐pane to visualise the interior of lysosomal structures. Both images represent examples from samples presented 

in Figure 29. w/o = no Leupeptin‐treatment. 

A  stimulation  of HEV‐infected  cells with  IFNγ  resulted  in  formation  of  spherical 

structures carrying LAMP2,  indicating  that  these represent  lysosomes. Within  these 

structures, signals of HEV pORF2 could be found, effectively showing the majority of 

HEV pORF2 residing  therein  (Figure 30A). Silencing of GBP1 not only reduced  the 

amount of lysosomal clusters, yet it also abrogated the incorporation of HEV pORF2 

into these (Figure 30B). 

With  respect  to  these  data,  it  presents  evident  that  IFNγ,  similar  to  a  GBP1 

overexpression, triggers a GBP1‐dependent antiviral effect against HEV that is exerted 

via lysosomal degradation.  
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5.8. IFNγ induces lysosomal cholesterol accumulation 

In  the  preceding  sections,  IFNs were  proven  to  impact  lysosomal  processes with 

regard  to  host‐defence  mechanisms  targeting  HEV.  Such  processes  are  strongly 

intertwined with  lipid  homeostasis  and  ‐metabolism.  Similarly,  the  entirety  of  the 

endosomal  system  strongly  depends  on  lipid‐related  processes,  especially  on 

cholesterol with regards to their maturation, activity, and functionality. Together they 

form  the  endolysosomal  system,  representing  a  central  point  in  regulation  of 

cholesterol‐homeostasis. On  the other hand, HEV  represents a virus being  entirely 

dependent on the endosomal system, for  its release requires MVBs. Therefore, IFN‐

related effects were analysed for their involvement in cholesterol‐homeostasis, as they 

evoke a variety of changes within the cellular continuum. Here, uninfected and HEV‐

infected cells were  treated with IFNγ and gene‐expression of some central genes  in 

cholesterol‐homeostasis were analysed via qPCR (Figure 31). 

 

Figure  31.  IFNγ  induces  changes  in  expression  of  genes  encoding  proteins  involved  in  maintenance  of 

cholesterol‐homeostasis.  (A‐D) Relative change  in  intracellular CH25H, ABCA1, PCSK9 or HMGCR mRNA  in 

uninfected or infected cells upon treatment with 100 U/mL IFNγ over 24 h as assessed via RT‐qPCR; values referred 

to  uninfected,  untreated  cells.  uninf.  =  uninfected A549/D3;  inf.  =  persistently HEV‐infected A549; w/o  =  no 

treatment. * p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001, unpaired t‐test with Holm‐Sidak correction. 

Within this screening, both cholesterol 25‐hydroxylase (CH25H) and ABCA1 mRNA 

levels were found to be significantly reduced upon IFNγ‐stimulation (Figure 31A‐B). 

Both  are  involved  in  cholesterol‐detoxification.  Further,  HMGCR  was  negatively 

affected, yet to a lesser extent (Figure 31D). Interestingly, the expression of PCSK9 was 

found to be significantly elevated in uninfected cells yet reduced in persistently HEV‐

infected cells (Figure 31C). 

As  IFNγ  extorted  a  strong  dysregulation  of  cholesterol‐related  genes,  a  general 

elevation of intracellular cholesterol could be in place. To assess whether altered gene‐

expression upon IFN‐stimulation really affects intracellular cholesterol concentration 

and distribution, uninfected and infected A549 cells were subjected to IFNα, IFNβ and 

IFNγ over  the course of 24 h. Subsequently, cells were subjected  to CLSM analyses 
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with cholesterol being visualised by a Filipin III stain. Both the intracellular cholesterol 

amount and lysosomal localisation of cholesterol was assessed (Figure 32). 

 

Figure 32. Type I and II Interferons elevate intracellular cholesterol and lead to its lysosomal accumulation. (A) 

Representative CLSM  images of Filipin  III  (magenta), HEV pORF2  (green) and LAMP2  (cyan) of uninfected or 

infected cells without or with 100 U/mL IFN treatment over 24 h; scale bar = 20 μm; zoom represents magnification 

from  area  in white  rectangle.  (B) Quantification  of  Filipin  III  signal  intensity  in  (A)  expressed  as CTCF.  (C) 

Quantification of pixel co‐localisation between Filipin III and LAMP2 in (A) expressed as tMOC. uninf. = uninfected 

A549/D3; inf. = persistently HEV‐infected A549; w/o = no treatment. * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, 

unpaired t‐test with Holm‐Sidak correction. 

All of the tested IFNs markedly elevated intracellular cholesterol levels (Figure 32A‐

B). This effect was predominant in cells subjected to IFNγ. In general, a big proportion 
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of  the cellular cholesterol was  found  to be present within  the plasma membrane of 

untreated  cells.  However,  some  intracellular,  dot‐like  accumulations  could  be 

observed. These were increased in number upon subjection to IFNs. Interestingly, the 

globular  cholesterol‐containing  structures were  overlapping with  globular LAMP2 

signals. In fact, once IFN was present, cholesterol increasingly accumulated in LAMP2‐

containing  structures,  which  indicated  an  increase  in  lysosomal  cholesterol 

concentration (Figure 32A and C). This effect was more pronounced in HEV‐infected 

cells. 

Altogether,  these  data  provide  evidence  for  IFN‐related  transcriptional  changes 

effectively  leading  to a  lysosomal accumulation of cholesterol. Conspicuously, both 

the effect on cholesterol and the antiviral effect are most pronounced for IFNγ. This 

relationship  calls attention  to a possible  involvement of  cholesterol  in  the antiviral 

effect against HEV. 

5.9. HEV‐infection  alters  expression  of  cholesterol‐regulating  genes  and  reduces 

intracellular cholesterol 

A more detailed assessment of cholesterol‐related gene‐expression and  intracellular 

cholesterol levels seemed appropriate, based on the before presented data. To do so, a 

comparative  transcriptome profiling was performed  analysing differences between 

uninfected  and  HEV‐infected  cells.  Results  were  subsequently  validated  by  re‐

analysing some of the best hits via qPCR. Additionally, cholesterol levels in uninfected 

and infected cells were monitored via CLSM analyses (Figure 33). 
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Figure 33. HEV‐infection triggers changes in cholesterol‐related gene‐expression and a reduction in intracellular 

cholesterol. (A) Representative, relative changes in cholesterol‐related transcriptome of uninfected or infected cells, 

values referred to uninfected cells. (B) Relative change in intracellular CH25H, ABCA1, PCSK9, ApoE, CYP7B1 and 

NR1H4/FXR mRNA in uninfected or infected cells as assessed via RT‐qPCR as validation for (A); values referred 

to uninfected cells. (C) Representative CLSM images of Filipin III (magenta) and HEV pORF2 (green) of uninfected 

or infected cells; scale bar = 20 μm. (D) Quantification of Filipin III signal intensity in (C) expressed as CTCF. uninf. 

= uninfected A549/D3; inf. = persistently HEV‐infected A549. * p<0.05, ** p<0.01, ****p<0.0001, unpaired t‐test with 

Holm‐Sidak correction. 

Among  other  affected  pathways  and  cellular  processes,  a  substantial  amount  of 

dysregulated genes was  found  to be  correlated with  cholesterol‐homeostasis upon 

HEV‐infection  (Figure 33A). Some of  these genes were picked  for qPCR‐validation. 

Herein,  the  majority  of  genes  encode  for  proteins  being  involved  in  cellular 

cholesterol‐detoxification, namely CH25H, ABCA1, PCSK9, apolipoprotein E (ApoE) 

and 25‐hydroxycholesterol 7‐alpha‐hydroxylase (CYP7B1), all of which, except for the 
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latter, were found to be enforced in expression in HEV‐infected cells (Figure 33B). FXR, 

being  involved  in  cholesterol‐clearance,  is  the  exception  to  this  (Figure  33B). 

Cohesively, HEV‐infected cells were demonstrated to harbour significantly reduced 

levels of the lipid, when compared to uninfected cells (Figure 33C‐D). 

In sum, an ongoing HEV‐infection results  in altered gene‐expression of cholesterol‐

regulating genes. This effectively causes intracellular cholesterol levels to decline. At 

this point, it could be thought of a certain benefit HEV experiences, once there is less 

cholesterol present  in cells, as  it displays  the opposite situation  to an antiviral  IFN‐

stimulation. 

5.10. Serum‐lipids are reduced in chronically HEV‐infected patients 

Persistently HEV‐infected A549 cells may represent a sufficient model for most in vitro 

studies of the virus, yet especially systemically regulated cholesterol levels may differ 

heavily when  compared  to an  in vivo  situation. Thus,  serum‐lipid  concentration of 

renal  transplant  patients  being  diagnosed  for  an  HEV‐infection  were  analysed 

retrospectively to validate previous experiments. Sera were collected during routine 

follow‐up visits and included in the analysis if infection occurred during this period 

of time. Selected time points were then grouped as the last follow‐up before positive 

testing (t‐1), at positive testing (t0) and the first follow‐up after positive testing (t+1). 

Herein,  sera  were  monitored  for  concentrations  of  LDL‐cholesterol  (LDL),  HDL‐

cholesterol (HDL), triglycerides (TG) and total cholesterol (TC) to demonstrate effects 

of an early HEV‐infection (Figure 34). 

 

Figure 34. Early HEV‐infection triggers reduction of serum‐lipids in renal transplant patients. (A‐D) Low‐density 

lipoprotein  cholesterol  (LDL),  high‐density  lipoprotein  (HDL),  triglyceride  (TG)  or  total  cholesterol  (TC) 

concentrations in sera of renal transplant patients before (t‐1), at (t0) or after (t+1) first positive testing for an HEV‐

infection. t‐1 vs. t0: TG n=29, TC n=29, LDL n=29, HDL n=28; t0 vs. t+1: TG n=20, TC n=20, LDL n=21, HDL n=21. 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, paired, non‐parametric t‐test. 

No HEV‐related changes occurred with regards to HDL‐concentrations upon infection 

in  patients  (Figure  34B).  However,  LDL,  TC  and  TG  concentration  significantly 
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declined upon the onset of the disease (Figure 34A, C and D). Over a prolonged period 

of time of up to 6 months between t0 and t+1, this reduction is maintained as trend.  

These  results  are  in  line with  findings made  in  cell  culture. Here  again,  an HEV‐

infection affects cholesterol concentrations in a negative way, providing a first proof 

of a more generalised hypothesis. 

5.11. A549  cells display  a  suitable model  for  studying modulations  in  cholesterol‐

homeostasis 

Following the hypothesis, cholesterol levels are to be modulated in persistently HEV‐

infected A549  cells. As  these  represent  a  pulmonary  cell  line,  the  question  arose 

whether  they  are  a  suitable  model  for  this  experimental  setup.  Assessment  of 

suitability therefore was performed by subjecting uninfected A549/D3 cells and Huh‐

7 cells, a hepatoma cell line, to 25‐hydroxycholesterol (25‐HC). Subsequently, changes 

in expression of cholesterol‐related genes were monitored via qPCR (Figure 35). 

 

Figure 35. Cholesterol‐induced gene‐expression  in A549  cells behaves similar  to Huh‐7  cells.  (A‐D) Relative 

change in intracellular ABCA1, PCSK9, NR1H4/FXR or HMGCR mRNA in uninfected A549/D3 or Huh‐7 cells upon 

treatment with 25 μM 25‐HC over 24 h as assessed via RT‐qPCR; values referred to untreated Huh‐7 cells. w/o = no 

treatment. ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, unpaired t‐test with Holm‐Sidak correction. 

Treatment with 25‐HC generally led to heavy changes in gene‐expression. Of general 

interest was the testing for similar behaviour of A549 cells compared to Huh‐7 cells. 

Both cell lines displayed altered gene‐expression to a different extent, yet the overall 

effect, reduction or increase, was similar (Figure 35A‐D). This in turn means that A549 

cells indeed represent a suitable cell culture system to study cholesterol‐homeostasis. 

 A further step of analysing the system was achieved by screening several compounds 

to modulate intracellular cholesterol levels. Here, persistently HEV‐infected A549 cells 

were  treated  with  LDL  or  25‐HC  to  yield  increased  cholesterol  levels  or  with 

Simvastatin  to  induce  the opposite  effect via  inhibition of  cholesterol biosynthesis. 

Intracellular cholesterol levels as well as cell viability was assessed vie CLSM analyses 

or viability assay, respectively (Figure 36). 
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Figure  36.  Intracellular  cholesterol  can  be modulated with  LDL,  25‐HC  or  Simvastatin  in  A549  cells.  (A) 

Representative CLSM images of Filipin III (magenta) and HEV pORF2 (green) of 48 h treated, persistently HEV‐

infected A549 cells; scale bar = 20 μm. (B) Quantification of Filipin III signal intensity in (A) expressed as CTCF. (C) 

Cell viability of persistently HEV‐infected A549  cells upon  48 h  treatment with LDL, 25‐HC or Simvastatin as 

assessed via an LDH assay; values expressed as % intact cells referred to the experimental control. (D) Cell viability 

of persistently HEV‐infected A549 cells upon 48 h  treatment with LDL, 25‐HC or Simvastatin as assessed via a 

PrestoBlue assay; values expressed as % metabolic activity referred to the experimental control. w/o = no treatment. 

* p<0.05, ** p<0.01, unpaired t‐test with Holm‐Sidak correction. 

Both  a  25‐HC‐  and  LDL‐treatment,  augmented  cellular  cholesterol  levels. 

Concordantly,  treatment with Simvastatin yielded  a  reduction  in  the  latter  (Figure 

36A‐B). Especially in 25‐HC treated cells, cholesterol appeared to accumulate in dot‐

like structures (Figure 36A). As per the viability assays, none of the applied treatments 

induced major cell death, with the exception of 100 μM 25‐HC (Figure 36C). Similarly, 
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this treatment was the sole one to display a heavily reduced redox metabolism (Figure 

36D) and was excluded from major functional experiments. 

Presented data in this section demonstrates that A549 cells are a suitable system for 

studying  cholesterol‐homeostasis  in  cell  culture. Additionally,  the  results  provide 

evidence that elevation and reduction of intracellular cholesterol is efficient with the 

applied treatments. 

5.12. Elevation of intracellular cholesterol restricts HEV 

Before‐shown data  indicate  that  intracellular  cholesterol  levels may  inhibit  the  life 

cycle  of  HEV.  As  modulation  of  cellular  cholesterol  was  efficient  in  A549  cells, 

consequences  for  HEV  were  analysed  within  these.  Therefore,  persistently  HEV‐

infected A549  cells were  treated with LDL  and  25‐HC or  Simvastatin over  48 h  to 

elevate or decrease cellular cholesterol, respectively. The amount of HEV pORF2  in 

treated cells was assessed via Western blot analyses (Figure 37). 

 

Figure 37. Increased intracellular cholesterol concentrations lead to reduction in intracellular HEV pORF2. (A) 

Representative Western blot of HEV pORF2 and GAPDH in total lysates of persistently HEV‐infected A549 cells 

subjected to a 48 h treatment with LDL, 25‐HC or Simvastatin; blue arrow indicates unglycosylated HEV pORF2; 

grey arrow indicates glycosylated HEV pORF2. (B‐D) Relative change in HEV pORF2 signal intensity in (A); values 

referred to experimental control. w/o = no treatment. *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, unpaired t‐test 

with Holm‐Sidak correction. 

Elevation of cellular cholesterol  led  to a  significant decrease  in HEV pORF2  for all 

tested concentrations of LDL and 25‐HC  (Figure 37A‐C). The same holds  true  for a 

reduction  in cellular cholesterol via  treatment of cells with Simvastatin  (Figure 37A 

and  D).  Although  the  slight  cytotoxic  effect  exerted  by  25‐HC  became  apparent, 
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treatment with  the  cholesterol‐derivative yielded  the most prominent  reduction  in 

HEV pORF2. 

An  overall  reduction  of  intracellular  HEV  pORF2  upon  modulation  of  cellular 

cholesterol  indeed  is  somewhat  ambiguous.  Notably,  a  reduction  in  viral  capsid 

protein inside infected cells may have several causes, two of which are either enhanced 

viral  release  or  protein  degradation.  Thus,  viral  release  was  monitored  in  cells 

subjected to cholesterol modulation by assessing levels of intra‐ and extracellular HEV 

transcripts as well as the amount of released virions via qPCR and EPDA, respectively. 

To correlate in vitro findings with an in vivo situation, patient data of chronically HEV‐

infected renal  transplant patients receiving statin‐treatment were compared  to non‐

treated patients with regards to viral titres in sera. Further, virion density was assessed 

via isopycnic density‐gradient centrifugation to determine whether eHEV or nHEV is 

being released from cells (Figure 38). 

 

Figure 38. High intracellular cholesterol reduces viral release, whereas low intracellular cholesterol is in favour 

of  it.  (A) Relative  change  in  intracellular HEV  transcripts  in  persistently HEV‐infected A549  cells  upon  48  h 

treatment with LDL, 25‐HC or Simvastatin as assessed via RT‐qPCR; values referred to experimental control. (B) 

Relative  change  in  extracellular HEV  genomes  released  from persistently HEV‐infected A549  cells  upon  48  h 

treatment with LDL, 25‐HC or Simvastatin as assessed via RT‐qPCR; values referred to experimental control. (C) 

Relative change in number of infectious viral particles being released into cell culture supernatant of persistently 

HEV‐infected A549 cells as assessed in an EPDA; values referred experimental control. (D) Concentration of HEV 

genomes in sera of chronically HEV‐infected renal transplant patients without or with statin‐treatment; 42 patients 

with a total of 129 measured values (w/o statin n=74; w/ statin n=55). (E) Relative amount of HEV genomes found 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

F
o

ld
-c

h
a

n
g

e
 e

x
tr

a
c

e
ll

.
H

E
V

 g
e

n
o

m
e

s
/m

L

✱✱
✱✱✱

A B C

D

%
 H

E
V

 g
e

n
o

m
e

s
 i

n
 f

ra
ct

io
n

0.0

0.5

1.0

3

4

5

✱
✱✱✱✱

✱

103

104

105

106

107 ✱

E



Results 

83 

 

in density gradient fractions of HEV virions released by persistently HEV‐infected A549 cells upon 48 h LDL, 25‐

HC or Simvastatin treatment, values expressed as % of genomes in the whole gradient being present in respective 

fraction; nHEV = taurocholate‐treated virus stock. w/o = no treatment; control = w/o for LDL and 25‐HC or DMSO 

for Simvastatin. *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, unpaired t‐test with Holm‐Sidak correction for panel 

A‐D; Mann‐Whitney test for panel D. 

Analysing  intracellular HEV transcripts  indicated that there were no major changes 

upon treatment with either of the substances, yet a reductive trend is visible in LDL‐

treated cells (Figure 38A). This also proved true for extracellular HEV RNA released 

from Simvastatin‐treated cells. However, in cells with increased cellular cholesterol, 

viral RNA release was significantly reduced (Figure 38B). This effect was even more 

pronounced  for virion  release, where both LDL and 25‐HC  reduced  the number of 

released infectious viral particles markedly. Interestingly, the opposite was observed 

for  cells  with  reduced  cellular  cholesterol  upon  Simvastatin‐treatment,  where  an 

enforcement of virion release became apparent (Figure 38C). This, in turn, went in line 

with the statin‐induced effect detected in chronically HEV‐infected patients. Here, an 

application of  the drugs significantly  increased  the viral  load  found  in sera  (Figure 

38D). A  further  interesting aspect was  found when analysing  the density of virions 

released  from  treated  cells.  Both  untreated  and  Simvastatin‐treated  cells  released 

virions matching exosomal buoyant‐density (~1.08 ‐ 1.12 g/mL). Cells with increased 

cellular cholesterol however, released virions with a relatively higher buoyant‐density 

(~1.12 ‐ 1.15 g/mL), yet not representing nHEV (Figure 38E). 

In summary, reduced cellular cholesterol reduces intracellular HEV pORF2 levels. This 

is found to be due to an enhanced virion release, effectively causing more pORF2 to be 

released as part of eHEV. A similar behaviour is found in vivo, suggesting that statin‐

treatment  may  be  counter  indicated.  Opposing  to  this,  an  increase  in  cellular 

cholesterol causes both pORF2 in cells and virion release to decline. This indicates that 

cholesterol‐dependent degradative processes could be in place. 

5.13. Elevated intracellular cholesterol induces lysosomal degradation of HEV 

Previously  presented  data  indicated  lysosomal  degradation  to  be  an  important 

gatekeeper in viral inactivation. Concordantly, cholesterol may herein be a similarly 

important  factor.  Hence,  the  antiviral  effect  being  exerted  by  increased  cellular 

cholesterol was  analysed with  respect  to  lysosomal  incorporation  of HEV. Again, 

CLSM analyses were of use  to validate above  shown Western blot analyses and  to 

assess lysosomal localisation of HEV pORF2 (Figure 39). 
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Figure 39. Modulation of intracellular cholesterol reduces intracellular HEV pORF2 and affects its lysosomal 

localisation. (A) Representative CLSM images of DAPI (blue), HEV pORF2 (green) and LAMP2 (red) of persistently 

HEV‐infected A549 cells under 48 h LDL, 25‐HC or Simvastatin  treatment; scale bar = 20 μm; zoom  represents 

magnification from area in white rectangle. (B) Quantification of HEV pORF2 signal intensity in (A) expressed as 

CTCF.  (C) Quantification of pixel co‐localisation between HEV pORF2 and LAMP2  in  (A) expressed as  tMOC. 

w/o = no treatment. * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, unpaired t‐test with Holm‐Sidak correction. 

Modulation of intracellular cholesterol led to a significant reduction in HEV pORF2 in 

single‐cell analyses. This effect again was most prominent upon treatment with 25‐HC 

(Figure  39A‐B).  In  both  LDL‐  and  25‐HC‐treated  cells,  intracellular  pORF2 

accumulated in dot‐like structures perinuclearly as well as in the cell periphery. The 

same was observed for the subcellular distribution of LAMP2. These accumulations of 

both  pORF2  and  LAMP2  were  found  to  co‐localise  with  signals  overlapping 
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significantly more as compared to the experimental control. In contrast, a reduction in 

this co‐localisation could be detected in Simvastatin‐treated cells (Figure 39A and C).  

With high intracellular cholesterol leading to an increase in lysosomal localisation of 

HEV, lysosomal degradation taking place is evident. A co‐treatment with Leupeptin 

therefore was applied to inhibit this process and CLSM analyses were of use to monitor 

whether pORF2‐degradation could still occur (Figure 40). 

 

Figure  40.  Blocking  of  lysosomal  degradation  rescues  intracellular HEV  pORF2  from  cholesterol‐induced 

reduction. (A) Representative CLSM images of DAPI (blue), HEV pORF2 (green) and LAMP2 (red) of persistently 

HEV‐infected A549 cells under 48 h LDL, 25‐HC or Simvastatin treatment with 200 μM Leupeptin treatment over 

24 h; scale bar = 20 μm; zoom represents magnification from area in white rectangle. (B) Quantification of HEV 

pORF2 signal intensity in (A) expressed as CTCF. (C) Quantification of pixel co‐localisation between HEV pORF2 
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and LAMP2 in (A) expressed as tMOC. w/o = no treatment. * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, unpaired t‐

test with Holm‐Sidak correction. 

Application of Leupeptin on HEV‐infected cells led to a pronounced accumulation of 

pORF2. This  clustering was equally pronounced  in  the different  co‐treatments and 

differences in lysosomal localisation of pORF2 was abolished (Figure 40A and C). As 

per the amount of intracellular pORF2, Simvastatin retained its reductive effect even 

under  inhibition of  lysosomal degradation. In contrast, applying Leupeptin on cells 

with  increased  cellular  cholesterol  was  detrimental  for  the  previously  detected 

reductions in HEV pORF2. Herein, the co‐treatment rescued the pORF2 amount from 

reduction  yielding  signal  intensities  being  in  a  range  of  the  experimental  control 

(Figure 40A‐B). 

On the whole, increasing cellular cholesterol leads to lysosomal localisation of HEV. 

This  is  accompanied  by  subsequent  degradation.  Hence,  a  cholesterol‐induced 

lysosomal degradation of HEV is evident. 
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5.14. Cholesterol‐modulating drugs act efficiently in A549 cells 

Several drugs  influencing  systemic or  intracellular  cholesterol  are  available on  the 

market or subject to clinical trials. A selection of these were therefore set to be screened 

for antiviral activity against HEV. First and foremost, drug‐candidates were analysed 

for potential cytotoxic effects exerted on persistently HEV‐infected A549 cells (Figure 

41). 

 

Figure 41. Cholesterol modulating drugs are non‐toxic  to A549 cells.  (A‐F) Cell viability of persistently HEV‐

infected A549  cells  upon  24‐72 h  treatment with  FGF19, Alirocumab, Gemfibrozil,  Fenofibrate, Avasimibe  or 

PSC833 as assessed via an LDH assay; values expressed as % intact cells referred to the experimental control; grey 

arrows  indicate highest concentration used  for subsequent  functional analyses; curves  fitted with an  inhibitory 

dose‐response model. 

None  of  the  tested  substances  induced major  cytotoxicity  in  a wide  spectrum  of 

concentrations between 24‐72 h (Figure 41A‐F). Solely exceedingly high concentrations 

of Gemfibrozil or Fenofibrate led to a slight drop in cellular integrity (Figure 41C‐D). 

Tolerated  concentrations  of  the  compounds were  therefore  considered  for  further 

experiments. 

Similar  to  cytotoxicity,  cytostaticity  of  the  compounds  was  to  be  assessed  on 

persistently HEV‐infected A549 cells to rule out detrimental effects on cellular redox‐

metabolism (Figure 42). 
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Figure 42. Cholesterol modulating drugs display slight cytostatic effects  in A549 cells.  (A‐F) Cell viability of 

persistently HEV‐infected A549 cells upon 24‐72 h treatment with FGF19, Alirocumab, Gemfibrozil, Fenofibrate, 

Avasimibe or PSC833 as assessed via a PrestoBlue assay; values expressed as % metabolic activity referred to the 

experimental control; grey arrows indicate highest concentration used for subsequent functional analyses; curves 

fitted with an inhibitory dose‐response model. 

Just like in cytotoxicity assays, only extremely high concentrations of the compounds 

yielded  cytostatic  effects  (Figure  42A‐F).  Therefore,  only  the  second  highest 

concentrations were used for subsequent analyses. 

The overall aim of using  cholesterol‐modulating drugs was  to  elevate  intracellular 

cholesterol levels. Within the hypothesis, this should trigger lysosomal degradation of 

HEV.  Therefore,  drug‐candidates  were  tested  for  their  capacity  to  lead  to  an 

accumulation of intracellular cholesterol after 48 h in persistently HEV‐infected A549 

cells via CLSM analyses (Figure 43). 
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Figure 43. PSC833 and Fenofibrate efficiently increase intracellular cholesterol in A549 cells. (A) Representative 

CLSM images of Filipin III (magenta) and HEV pORF2 (green) of 48 h FGF19, Alirocumab, Gemfibrozil, Fenofibrate, 

Avasimibe  or  PSC833  treated,  persistently HEV‐infected A549  cells;  scale  bar  =  20  μm.  (B) Quantification  of 

Filipin III signal  intensity  in (A) expressed as CTCF. w/o = no treatment. ***p<0.001, unpaired t‐test with Holm‐

Sidak correction. 

Analysing the fluorescent signal intensity of Filipin III revealed that neither Avasimibe 

nor Alirocumab or FGF19 impacted cellular cholesterol. However, both PSC833 and 

Fenofibrate led to a dot‐like accumulation of cholesterol within treated cells being most 

pronounced for the latter. This in turn went along with an increased level of the lipid, 

proving efficient treatment (Figure 43A‐B). 

Both PSC833 and Fenofibrate rely on a certain pattern in cholesterol metabolism with 

respect  to  their mode of action. These are  likely  to be most comparable  to an  intact 

organism  in  hepatocytes. As  this may  differ  in A549  cells,  the  effect  of  the  drug‐

candidates was compared to Huh‐7 cells. Therefore, both the pulmonary cell line as 

well as  the hepatocyte cell  line were  treated with  the drug‐candidates  for 48 h and 

CLSM analyses were applied to assess intracellular cholesterol levels (Figure 44). 
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Figure 44. PSC833 and Fenofibrate act similarly on A549 cells as on Huh‐7 cells. (A) Representative CLSM images 

of  Filipin  III  (magenta)  of  48 h Fenofibrate  or PSC833  treated A549/D3  or Huh‐7  cells;  scale  bar  =  20  μm.  (B) 

Quantification of Filipin III signal intensity in (A) expressed as CTCF. *p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001, unpaired t‐

test with Holm‐Sidak correction. 

On the basis of a Filipin III stain, a certain difference in cellular cholesterol distribution 

became apparent between A549 and Huh‐7 cells. In the first, the lipid was relatively 

equally distributed over the cell, while small accumulations could be detected. In Huh‐

7 cells however, cholesterol accumulated  in  larger, dot‐like structures  (Figure 44A). 

Despite  this,  A549  cells  were  found  to  contain  significantly  more  cholesterol  as 

compared to Huh‐7 cells (Figure 44B). As per the effect exerted by drug‐candidates, 

both cells lines behave similarly. Here, Fenofibrate‐ as well as PSC833‐treatment led to 

a significant increase in cellular cholesterol to a similar extent in both cell lines (Figure 

44B). This  effect was most  pronounced  upon  Fenofibrate‐treatment, which  further 

showed a stronger induction of dot‐like cholesterol accumulations. 

Taken  together,  these data provide evidence  for PSC833 and especially Fenofibrate 

being suitable drugs  to  increase  intracellular cholesterol significantly. Furthermore, 

A549 cells again display to be an adequate system to study cholesterol‐related effects 

in cell culture. 

5.15. Drug‐induced elevation of intracellular cholesterol impairs viral release 

After  assessing  that  a  proportion  of  compounds  increase  intracellular  cholesterol, 

drug‐candidates were  screened  for  their  antiviral  activity  against HEV.  Therefore, 

persistently HEV‐infected A549 cells were treated with different concentrations of the 

compounds over 24‐72 h. Subsequently, viral RNA release was monitored via qPCR 

(Figure 45). 
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Figure 45. Cholesterol‐modulating drugs efficiently inhibit viral release from persistently HEV‐infected A549 

cells. (A‐F) Relative amount of viral genomes/mL released into culture supernatant of persistently HEV‐infected 

A549 cells upon 24‐72 h  treatment with FGF19, Alirocumab, Gemfibrozil, Fenofibrate, Avasimibe or PSC833 as 

assessed RT‐qPCR; values expressed as % of control extracellular HEV genomes/mL referred to the experimental 

control; curves fitted with an inhibitory dose‐response model. 

Assessment of  the half‐maximal effective concentration  (EC50) within  this screening 

unveiled  that  Gemfibrozil  did  not  display  antiviral  activity.  Both  Avasimibe 

(EC50 = 3.4 μM at 72 h; 95 % CI 1.84 to 8.5 μM) and FGF19 (EC50 = 0.64 μg/mL at 72 h; 

95 % CI 0.08 to 4.27 μg/mL) slightly reduced release of viral RNA (Figure 45A‐C). A 

mild  inhibition  of  viral  RNA  egress  was  found  to  be  induced  by  Alirocumab 

(EC50 = 155 ng/mL at 72 h; 95 % CI 34.94 to 810.4 ng/mL). Importantly, both Fenofibrate 

(EC50 = 71.24 μM at 72 h; 95 % CI 34.52  to 154.3 μM) and PSC833  (EC50 = 12.47 μM 

at 72 h; 95 % CI 4.95 to 48.0 μM) displayed a pronounced reductive effect exerted on 

the release of viral RNA (Figure 45D‐F). 

As three of the drug‐candidates were proved to display an antiviral effect at least with 

respect  to  the release of HEV RNA, further analyses were  implemented. Herein, all 

previously screened compounds were used to treat  infected cells over the course of 

72 h. As  released  viral RNA  does  not  directly  correlate with  released  virions,  the 

antiviral effect therefore was assessed via an EPDA. To correlate potential changes in 

buoyant‐density of HEV particles to the increase in particle density found to be caused 
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by increased intracellular cholesterol, isopycnic density‐gradient centrifugations were 

performed for promising drug‐candidates (Figure 46). 

 

Figure 46. PSC833 and Fenofibrate prohibit efficient release of infectious viral particles from persistently HEV‐

infected A549 cells. (A‐B) Relative change in number of infectious viral particles being released into cell culture 

supernatant of persistently HEV‐infected A549 cells upon 72 h treatment with FGF19, Alirocumab, Gemfibrozil, 

Fenofibrate, Avasimibe  or PSC833  as  assessed  in  an EPDA; values  referred  experimental  control.  (C) Relative 

amount of HEV genomes found in density gradient fractions of HEV virions released by persistently HEV‐infected 

A549 cells upon 72 h Alirocumab, Fenofibrate or PSC833 treatment, values expressed as % of genomes in the whole 

gradient  being  present  in  respective  fraction;  nHEV  =  taurocholate‐treated  virus  stock.  Control  =  w/o  for 

Alirocumab  and  FGF19  or  DMSO  for  Avasimibe,  Gemfibrozil,  Fenofibrate  and  PSC833.  *p<0.05,  **  p<0.01, 

****p<0.0001, unpaired t‐test with Holm‐Sidak correction. 

Analysing the number of released HEV virions indeed implied that neither Avasimibe 

nor  Gemfibrozil  had  the  capacity  to  reduce  virion  release. Despite  there  being  a 

significant reduction on virion release exerted by FGF19, this was only pronounced 

very weakly (Figure 46A). Similar to data displayed in Figure 45, Alirocumab did also 

affect virion  release negatively  and  significantly. Alongside  this,  both PSC833  and 

Fenofibrate reduced HEV virion release tremendously (Figure 46B). These effects are 

in line with findings made for LDL‐ or 25‐HC treated cells (Figure 38C), considered 

that elevated cellular cholesterol also triggered an increase in virion density (Figure 

38E). This increase in density, yet not matching nHEV‐density, could also be observed 

partially for PSC833‐treated cells and especially for Fenofibrate‐treated cells, the most 

efficient antiviral compound (Figure 46C). 
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The  above  shown  data  demonstrate  that  cholesterol‐modulating  drugs  do  act 

antivirally against HEV. Specifically, PSC833 and Fenofibrate herein  induce similar 

phenotypes as LDL and 25‐HC with respect to virion density. This antiviral activity 

being most pronounced for these drugs does correlate particularly well with the most 

prominent effect exerted on intracellular cholesterol accumulation (Figure 44). 

5.16. Efficiently acting cholesterol‐modulators induce lysosomal degradation of HEV 

As  seen  before,  reductive  effects  on  virion  release  may  have  different  causes. 

Therefore, infected cells were subjected to treatments with the most promising drug‐

candidates over the course of 72 h. To check for intracellular HEV pORF2 retention, 

reflecting  an  inhibition  of  viral  release,  or  HEV  pORF2  reduction,  reflecting 

degradation, Western blot analyses were performed (Figure 47). 

 

Figure 47. PSC833 and Fenofibrate reduce intracellular amount of HEV pORF2. (A) Representative Western blot 

of HEV pORF2 and GAPDH in total lysates of persistently HEV‐infected A549 cells subjected to a 72 h treatment 

with PSC833, Fenofibrate or Alirocumab; blue arrow indicates unglycosylated HEV pORF2; grey arrow indicates 

glycosylated  HEV  pORF2.  (B)  Relative  change  in  HEV  pORF2  signal  intensity  in  (A);  values  referred  to 

experimental control. w/o = no treatment. *p<0.05, ***p<0.001, unpaired t‐test with Holm‐Sidak correction. 

Within this experimental setting, Alirocumab did not alter the intracellular amount of 

pORF2.  Contrarily,  both  PSC833‐  and  Fenofibrate‐treatment  led  to  a  significant 

reduction in pORF2. In concordance with previous findings, Fenofibrate exerted the 

strongest reductive effect (Figure 47A‐B). 

As previous findings implied that HEV is incorporated into lysosomes once there are 

elevated cellular cholesterol levels at hand (Figure 39), this was addressed in a further 

experiment.  Here,  cells  were  treated with  promising  drug‐candidates  for  48 h  to 

visualise the subcellular distribution of both HEV pORF2 and LAMP2 before the onset 

of  the  strong  reduction  in  virion  release. CLSM  analyses were  applied  to  validate 

Western blot findings and to address lysosomal localisation of pORF2 (Figure 48). 
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Figure  48.  PSC833  and  Fenofibrate  efficiently  reduce  intracellular HEV  pORF2  and  induce  its  lysosomal 

localisation. (A) Representative CLSM images of DAPI (blue), HEV pORF2 (green) and LAMP2 (red) of persistently 

HEV‐infected A549  cells  under  48 h  Fenofibrate,  PSC833  or Alirocumab  treatment;  scale  bar  =  20  μm;  zoom 

represents magnification  from area  in white rectangle.  (B) Quantification of HEV pORF2 signal  intensity  in  (A) 

expressed as CTCF. (C) Quantification of pixel co‐localisation between HEV pORF2 and LAMP2 in (A) expressed 

as tMOC. w/o = no treatment. ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, unpaired t‐test with Holm‐Sidak correction. 

In single‐cell analyses, a reduction of intracellular HEV pORF2 became apparent for 

the entirety of the tested compounds. In line with previous data, Fenofibrate displayed 

the strongest effect (Figure 48A‐B). Just as demonstrated for cholesterol‐loaded cells 

(Figure 39), pORF2 accumulated in dot‐like structures upon treatment. This was most 

pronounced  for  treatment  with  Fenofibrate  or  PSC833  and  to  a  small  extent 

Alirocumab‐treated cells (Figure 48A). These clustered structures of HEV pORF2 were 
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found  to  co‐localise with  signals  for  the  lysosomal marker  LAMP2.  In  effect,  the 

lysosomal  co‐localisation  of  pORF2  significantly  increased  upon  treatment  with 

Fenofibrate and PSC833 (Figure 48C). 

Subsequently, Leupeptin was again used  to  inhibit  lysosomal degradation.  Infected 

cells subjected to Fenofibrate‐, PSC833‐ or Alirocumab‐treatment were then analysed 

for a potential abrogation of their antiviral effects (Figure 49). 

 

Figure  49.  Blocking  of  lysosomal  degradation  rescues  HEV  pORF2  from  drug‐induced  reduction.  (A) 

Representative CLSM images of DAPI (blue), HEV pORF2 (green) and LAMP2 (red) of persistently HEV‐infected 

A549 cells under 48 h Fenofibrate, PSC833 or Alirocumab treatment without or with 200 μM Leupeptin treatment 

over 24 h; scale bar = 20 μm; zoom represents magnification from area in white rectangle. (B) Quantification of HEV 

pORF2 signal intensity in (A) expressed as CTCF. (C) Quantification of pixel co‐localisation between HEV pORF2 

and LAMP2 in (A) expressed as tMOC. w/o = no treatment. * p<0.05, ** p<0.01, unpaired t‐test with Holm‐Sidak 

correction. 
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All of the treated cells displayed a rather equally intense HEV pORF2 signal. Solely 

PSC833 was  found  to  increase HEV pORF2  levels beyond  the experimental control 

(Figure 49A‐B). This trend was also visible when analysing the co‐localisation between 

HEV  pORF2  and  LAMP2.  Here,  all  treatments  displayed  a  consistent  lysosomal 

localisation of pORF2, yet only PSC833‐treatment yielded  a  slight  increase  (Figure 

49C). Most importantly however, co‐administration of Leupeptin did indeed abolish 

the reductive effects exerted on pORF2 by the cholesterol‐modulating drugs. 

Taking the above shown data into account, a regulatory role of cholesterol with respect 

to the life cycle of HEV is evident. An HEV‐infection alters cellular gene‐expression 

and yields reduced cellular cholesterol. This reduction in cholesterol is beneficial for 

viral release in vitro and in vivo. On the contrary, elevating cellular cholesterol induces 

lysosomal degradation of the virus and alters its quasi‐envelope. This can efficiently 

be  induced  via  both  IFN‐application  and  cholesterol‐modulating  drugs  such  as 

Fenofibrate or PSC833.   
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6. Discussion 

In viral  infections,  the pathogen relies on host‐factors and  ‐machineries  for efficient 

replication and spread of progeny. One distinct structure being hijacked by HEV  is 

represented by the endosomal system, more precisely MVBs, which is used for quasi‐

envelopment and subsequent virion release [34,103,106]. These endosomal structures 

are strongly intertwined with the lysosomal system, together forming one continuum 

of gradually maturating, vesicular structures [209]. This correlation potentially makes 

HEV  particularly  vulnerable  to  two major  aspects:  (i)  innate  immunity  affecting 

endolysosomal  structures  [401,402]  and  (ii)  cholesterol  as  essential  lipid  for MVB 

morphogenesis [236,403]. Analysing both determinants in more detail was subject to 

this study. 

Innate sensing in infected cells, regardless of associated PRRs, generally elicits an IFN 

type  I  induction  via  transcriptional  regulation  [404].  This  effect  is  visible  when 

comparing basal ISRE‐activity in persistently HEV‐infected A549 cells with uninfected 

cells (Figure 20A). Interestingly, an HEV‐infection alone does not induce GAS‐activity 

(Figure 20B), which may be explained by various secondary processes being involved 

in transcriptional activation of IFNγ‐expression, therefore prolonging the time until an 

induction  is  visible  [405].  As  consequence,  an  HEV‐related  augmentation  in  the 

proximal GBP1‐promoter activity  (Figure 20C), which contains both  ISRE and GAS 

[172,406], may be mainly driven by  ISRE. Exogenous application of  IFNα,  ‐β or  ‐γ 

proved to be successful in uninfected cells with respect to GBP1‐promoter induction, 

yet HEV‐infected cells reacted differently (Figure 20C). A lack of substantial promoter‐

activation upon IFNα or ‐β‐stimulation in the latter could be caused by HEV proteins 

interfering with IFNR downstream signalling [163,164,166,167,407]. These differential 

promoter‐based effects may be interesting for potential immune‐evasion strategies, as 

seen for other viral infections [408]. In effect, however, GBP1 mRNA was induced by 

all  tested  interferons  (Figure 20D) displaying most pronounced effects upon  IFNγ‐

stimulation. In turn, the type II IFN exerts the strongest antiviral effect on the basis of 

intracellular viral transcripts (Figure 20E). Interestingly, when focusing on basal levels 

of  GBP1 mRNA,  an  early  infection  with  HEV  gradually  reduces  GBP1‐encoding 

transcripts over  time  (Figure 21C). The  same holds  true  for a  long‐term, persistent 

HEV‐infection (Figure 23B). This reduction in GBP1 mRNA may be explained by HEV 

making use of an immune‐evasion strategy counteracting the ISG, possibly through 

activation of the oligoadenylate‐synthetase (OAS)‐latent RNase (RNase L) [409]. Even 

more surprising is the fact that GBP1 protein levels appear to be significantly elevated, 

as also seen for an infection with e.g. Dengue virus (DENV) [193], as early as 9 days 

post infection (Figure 21D‐G and Figure 22) up to a persistent infection (Figure 23C‐

F), when  compared  to  uninfected  cells.  This  discrepancy  between  transcript  and 
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protein amount  is explained by  infection‐related  changes  in GBP1 protein half‐life. 

Evidently,  the  viral  infection  slows  GBP1  turnover,  yielding  more  protein  being 

present in infected cells despite there being less mRNA (Figure 24). One hypothesis for 

this  stabilising  effect being  exerted by HEV on GBP1  could be of  autophagosomal 

nature.  Both  GBP1  and  HEV  are  involved  in  autophagic  processes  [105,410,411]. 

Further, p62, an autophagosomal adaptor [412], displays a slightly elevated half‐life in 

HEV‐infected  cells  (Figure  24C).  HEV‐mediated  effects  on  (auto‐)lysosomal 

degradation  could  therefore  also  affect  GBP1  co‐degradation,  as  it  is  present  on 

structures targeted for destruction [197,413]. In essence, this cross‐talk of GBP1, HEV 

and the lysosomal system is of central interest for this study. 

An abundant presence of GBP1, achieved via an overexpression, reduces virion release 

dramatically (Figure 25C). Alongside this, significantly reduced levels of intracellular 

HEV pORF2 can be found  in GBP1wt‐overexpressing cells (Figure 26A‐B). Notably, 

pORF2  in  the  latter  is mainly  found  in dot‐like  structures  representing  lysosomes 

(Figure  26A,  D  and  E).  This  gives  rise  to  a  GBP1‐induced  increase  in  lysosomal 

localisation of HEV pORF2 (Figure 26C). The presence of viral structures within these 

degradative structures ultimately leads to their destruction. Clear evidence for this is 

found once the related degradation is prohibited by the application of Leupeptin [414], 

where intracellular pORF2 levels were rescued from the GBP1‐induced degradation 

(Figure 26B). Responsible for the incorporation of HEV into lysosomes could be two 

different  functions  of  GBP1:  (i)  enhancement  of  membrane  fission/fusion  events 

exerted via its dynamin‐activity [185,415,416] or (ii) fulfilling an adaptor role for cargo 

being  targeted  for degradation  [417,418]. This was addressed via overexpression of 

either GBP1‐R48A, which  is GTPase‐activity  deficient  [183],  or GBP1‐S73A, which 

cannot  form  homodimers  and  therefore  is  less  prominently  found  on membranes 

[175]. Overexpression  of  the  first  completely  retains  antiviral  effects  against HEV, 

which stands  in contrast  to previous  findings  for other RNA viruses  [191,192]. This 

effect  includes  the  reduction  in  pORF2,  the  causative  lysosomal  localisation with 

subsequent  degradation  and  the  resulting  reduction  in  virion  release  (Figure  27). 

Contrarily, introduction of an S73A mutation abolishes the before mentioned antiviral 

effects exerted by GBP1 inclusive of lysosomal pORF2 localisation (Figure 27). Hence, 

GBP1 does not require the dynamin function, which is dependent on functional GTP‐

hydrolysis, to act efficiently against HEV, but it requires homodimerisation. In turn, 

this suggests GBP1 representing a factor being majorly involved in targeting HEV to 

lysosomal degradation. 

As GBP1 is only one within a variety of different ISGs, overexpression alone does not 

suffice  to prove  its  relevancy  in  innate  immunity  targeting HEV. Thus,  the  IFNγ‐

mediated antiviral effects against  the virus were assessed  in cells where GBP1 was 

silenced. The type II IFN alone reduces both intracellular pORF2 and very drastically 
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virion  release  (Figure  28).  This  proves  to  be  just  as  pronounced  as  a  GBP1‐

overexpression. Importantly, once the ISG is silenced, this effect is reverted, rendering 

IFNγ to be strikingly less efficient in acting antivirally (Figure 28C and D). Reductions 

in GBP1  levels  alone  are  described  to  influence  a  set  of  intracellular mechanisms 

[193,410,419].  Surely,  it  cannot  be  ruled  out  that  one  of  these may  be  involved  in 

providing a certain IFNγ‐resistance with respect to HEV. However, the IFN‐induced 

lysosomal  localisation  and  degradation  of  HEV  pORF2  is  significantly  less 

pronounced  in GBP1‐silenced cells  (Figure 29).  In  fact,  this  interference with GBP1‐

expression within  IFNγ‐stimulation clearly prohibits HEV  from being  incorporated 

into lysosomal structures (Figure 30), therefore rescuing virions from being degraded.   

In summary, an infection with HEV induces intracellular protein levels of GBP1, an 

IFNγ‐induced GTPase. This  is  achieved  via  both  triggering  ISRE‐dependent  gene‐

expression  as well  as prolonging  the protein’s half‐life. On  the other hand, both  a 

GBP1‐overexpression as well as IFNγ‐stimulation, induce a prominent antiviral effect 

against HEV. This in turn, is exerted via lysosomal degradation. Without a sufficient 

amount  of  GBP1,  lysosomal  incorporation  of  HEV  can  no  longer  take  place  as 

efficiently.  Hence,  GBP1,  acting  through  homodimerisation,  must  represent  an 

essential  factor being  involved  in  efficient  IFNγ‐induced  lysosomal degradation of 

HEV. 

Apart from the above assessed mechanisms, IFNs also bear the capacity to modulate 

intracellular cholesterol [420,421]. Besides this, downstream effects further allow for 

modulation of the lysosomal network [402]. This goes in line with data presented in 

this  study, where  IFNα,  ‐β and  ‐γ evoke changes  in gene‐expression of cholesterol 

related genes (Figure 31). In essence, these changes elicit an increase in intracellular 

cholesterol (Figure 32A‐B), which is again most pronounced upon IFNγ‐stimulation. 

Most  importantly,  these  increases  in  intracellular  cholesterol mainly  contribute  to 

cholesterol‐loading of  lysosomes  (Figure  32C), which  is  consistent with previously 

published  observations  [422]. Notably,  cross‐regulatory  events were  described  for 

cholesterol‐removal transcription factors and the IFN system. Here, LXR can induce 

IFNγ‐production  [423],  yet  the  type  II  IFN  in  turn  reduces  LXR‐activity  [424]. 

Similarly, FXR may induce IFNγ [425], yet its activity is suppressed in the presence of 

it [426]. Opposing to this, RXRα seems to prohibit efficient type I IFN signalling [427] 

and type II IFN production [428]. In effect however, studies suggest that IFNs mainly 

trigger prevention of sufficient FXR‐ and LXR‐dependent cholesterol efflux, thereby 

possibly  increasing  cellular  cholesterol  [422,429–431].  As  HEV  induces  innate 

immunity and the  latter triggers changes  in  intracellular cholesterol,  influences of a 

viral infection on the lipid were assessed. An infection with the Hepevirus does indeed 

strongly  dysregulates  gene‐expression  of  a  variety  of  different  cholesterol‐related 

genes (Figure 33A‐B). Surprisingly, this does not lead to cellular cholesterol elevation, 
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but  to an overall  reduction  in  cholesterol  levels  (Figure 33C‐D),  indicating  that  the 

virus  could  prohibit  effects  of  innate  immunity  on  cellular  cholesterol.  For  these 

purposes, the virus potentially makes use of oxysterol‐mediated efflux. Both CH25H 

and ABCA1 expression is increased in infected cells. The protein encoded by the first 

catalyses cholesterol‐hydroxylation on position C‐25, yielding an oxysterol, namely 25‐

HC. This  lipid  induces ABCA1‐expression  [432], which may be a reason why  these 

genes are also upregulated upon an HEV‐infection (Figure 33B). Further, it is substrate 

to ABCA1, which transfers the oxysterol to apoA‐I, ultimately detoxifying cells from 

cholesterol by release of HDL [433]. Connecting these with the lysosomal cholesterol‐

export  function of NPC1/2, based on previous  studies  [332,434,435],  could provide 

important insights into a potential regulation by HEV. An additional answer as to how 

HEV  is  capable of  reducing  cellular  cholesterol  could be  found by an  induction of 

PCSK9‐expression (Figure 33B). The protein encoded by this gene targets LDL‐bound 

LDLR to lysosomal degradation instead of recycling [436]. This indicates that an HEV‐

infection  could  prohibit  efficient  LDL  uptake.  Importantly,  the  above  described 

cholesterol‐reducing  effects  are  not  limited  to  cell  culture,  as  analyses  of  lipid 

concentrations  in  HEV‐infected  patients  demonstrate.  Upon  infection,  LDL‐

cholesterol, triglycerides as well as total cholesterol are significantly reduced in renal 

transplant patients (Figure 34). Although changes in lipid profiles of patients suffering 

from viral  infection  is not unknown  for various viruses  [437–439], a relationship  to 

HEV has never been drawn before. Moreover, in vitro as well as in vivo data imply that 

HEV may reduce cholesterol to create favourable conditions for the viral life cycle. 

With  respect  to  this  hypothesis,  infected  cells  were  subjected  to  exogenous 

supplementation of LDL or 25‐HC, increasing intracellular cholesterol, or Simvastatin, 

reducing  intracellular cholesterol  (Figure 36). All of  these  treatments contributed  to 

diminished intracellular HEV pORF2 levels (Figure 37). However, this decrease cannot 

be deduced  as  simple  antiviral  effect.  In  fact,  a  Simvastatin‐mediated  reduction  in 

cellular cholesterol and pORF2 is correlated with enhanced virion release (Figure 38C). 

This holds true for statin‐mediated effects in chronically HEV‐infected renal transplant 

patients.  Subjection  of  the  latter  to  statins,  namely  Pravastatin,  Fluvastatin, 

Atorvastatin or Simvastatin, similarly  leads  to an elevation of  the viral  load  in sera 

(Figure 38D). Again, this is in contrast to a variety of other viruses which were shown 

to be inhibited by application of Simvastatin [440–443]. Coherently, this finding is of 

utmost importance for clinical assessment of treatments in HEV‐infected patients, as 

statin‐use could be counter indicated. Given that this provides further evidence for the 

hypothesis  of  reduced  cholesterol  being  beneficial  for  HEV,  increased  cellular 

cholesterol should be non‐beneficial. Indeed, the LDL‐ and 25‐HC‐mediated reduction 

in pORF2  is accompanied by a reduction  in  the number of released virions  (Figure 

38C). These findings are in line with previous studies suggesting an antiviral role of 
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25‐HC  [444–447]. Apart  from  the  reduction  in viral  release,  the properties of HEV 

virions change, as their specific buoyant‐density is increased upon supplementation 

of cholesterol (Figure 38E). This however, does not lead to a loss of the quasi‐envelope, 

but may reflect changes  in how the virions are released and which composition the 

viral envelope comprises. An answer as to how this cholesterol‐mediated reduction in 

pORF2 and virion release is caused, is provided in CLSM analyses. Once additional 

cholesterol  is  supplied  to  infected  cells,  pORF2  accumulates  in  dot‐like  structures 

(Figure 39A), which is reminiscent of effects detected in innate immunity. Just as under 

IFNγ‐treatment,  these  dots  are  identified  as  lysosomes, which  therefore  yields  an 

elevated  lysosomal  localisation  of  HEV  pORF2.  Appositely,  this  subcellular 

localisation  is  reduced  in  Simvastatin‐treated  cells  (Figure  39C).  In  conclusion,  a 

cholesterol‐dependent incorporation of HEV into lysosomes is evident. Thereafter, the 

virus is degraded, which is supported by application of Leupeptin restoring pORF2 

amounts in LDL‐ and 25‐HC‐treated cells, yet not in Simvastatin‐treated cells (Figure 

40). Part of  the underlying mechanisms could be cholesterol‐RILP/ORP1L‐mediated 

endosomal  trafficking  towards  lysosomes  [448]  in  combination  with  a  coupled, 

targeted  transport  [292].  Understanding  this  in  more  detail  will  help  to  newly 

characterise  the  fate  of  HEV  within  the  endosomal  system,  as  previous  studies 

suggested e.g. HIV to modulate the RILP‐ORP1L‐axis [449]. Further, this relationship 

unravels a novel strategy  for an antiviral  treatment against HEV: using cholesterol‐

modulating drugs as a tool to induce cholesterol‐dependent, lysosomal degradation of 

the virus. 

In order to follow this aim, drugs efficiently increasing cellular cholesterol are needed. 

Within the drug‐screening of non‐cytotoxic and non‐cytostatic concentrations (Figure 

41 and Figure 42), both the PPARα‐agonist Fenofibrate as well as the p‐glycoprotein 

inhibitor  PSC833  represent  promising  candidates.  These  elevate  intracellular 

cholesterol  levels  significantly  and  lead  to  accumulations  of  the  lipid  (Figure  43). 

Furthermore, they display similar effects in A549 cells and in Huh‐7 cells, indicating 

intact regulatory functions in the used cell culture model (Figure 44). All of the tested 

drug‐candidates  inhibit viral RNA release  to a certain extent, with  the exception of 

Gemfibrozil (Figure 45). This is rather surprising indeed, as Fenofibrate, being part of 

the same drug‐family, exerts a very strong inhibitory effect on HEV. Although both 

represent  Fibrates,  they  differ  with  respect  to  their  pharmacokinetic  properties 

[450,451], which  could  explain  the  discrepancy  in  observed  effects.  The  inhibitory 

capacity of drug‐candidates was further assessed with regards to release of viral RNA. 

While  all  substances  except  for Gemfibrozil  displayed  the  capacity  to  inhibit  this 

process (Figure 45), a different picture arose when analysing the number of released 

infectious virions. Herein,  it becomes apparent  that neither  the CYP7A1‐suppressor 

FGF19,  the  ACAT‐inhibitor  Avasimibe  nor  Gemfibrozil  display  relevant  antiviral 
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effects (Figure 46A). The discrepancy between egress of viral RNA and virions may be 

due to  impairment of a general release of  intracellular components via extracellular 

vesicles.  Importantly  however,  drugs  not  affecting  virion  release  similarly  do  not 

exhibit cholesterol‐modulating effects in A549 cells (Figure 36). While this may explain 

these to fail acting antivirally, the reason why cholesterol is unaffected remains elusive. 

An explanation for this could be the  low tissue‐expression of CYP7A1  in  lung cells, 

where CYP7B1 is predominantly found [452]. As an effect, a further reduction would 

not  affect  the  overall  amount  of  present  protein,  therefore  rendering  FGF19  to  be 

inefficient.  A  similar  reason  may  explain  lacking  effects  of  Avasimibe.  As  this 

compound  inhibits  cholesterol‐esterification  to  fatty  acids  via  ACAT  [453]  and 

subsequent storage, an active storage needs to be present in the first place. Although 

A549 cells display overall increased cellular cholesterol as compared to Huh‐7 cells, 

dot‐like  cholesterol‐containing  structures  are  sparsely populated  in  the pulmonary 

cells  (Figure 44).  Importantly,  these often  represent  lipid droplets, where esterified 

cholesterol is stored [454]. Hence, if no substantial cholesterol storage occurs in A549 

cells,  an  inhibition  of  this  process  to make  free  cholesterol  available  would  fail. 

Opposing  to  these  compounds,  the  PSCK9‐inhibitor  Alirocumab,  PSC833  and 

Fenofibrate  inhibit  virion  release  drastically,  in  ascending  order  (Figure  46B).  A 

correlation  between  their  capacities  to  increase  cellular  cholesterol  (Figure  43)  is 

evidence to this effect really being exerted by influencing the lipid. As visible in these 

data, Alirocumab does not lead to a visible increase in cellular cholesterol. While there 

certainly may be an effect, it is beyond the level being detectible in the experimental 

approach set forth. In vivo, however, this inhibitor could prove useful, as there is more 

LDL  present  as  compared  to DMEM  supplemented with  FCS.  This  in  turn  could 

enhance the antibody’s mode of action. A further aspect highlighting data integrity is 

the  effect both PSC833  and Fenofibrate  exert on virion density. Only  for  these,  an 

increase in buoyant‐density of eHEV can be detected (Figure 46C), which is in line with 

phenotypes  observed  for  exogenous  supplementation  of  cholesterol  (Figure  38E). 

Concordantly,  treatment  of  infected  cells with Alirocumab,  PSC833  or  Fenofibrate 

decreases intracellular HEV pORF2 (Figure 47 and Figure 48A‐B). Accompanying this 

reduction again, is a dot‐like clustering of the viral protein, which is tracked down to 

an  enhanced  co‐localisation with  lysosomes  (Figure  48C).  As  a  final  proof  of  an 

achieved induction of cholesterol‐dependent lysosomal degradation upon treatment, 

Leupeptin was  applied  for  similar  reasons  as  above.  This  blockage  of  lysosomal 

degradation abrogates reductive effects being exerted by the drug‐candidates (Figure 

49), fully supporting the underlying hypothesis. This mechanism has the potential of 

being  of  universal  use,  as  e.g.  Fenofibrate  displays  antiviral  effects  also  on  other 

viruses [455]. 
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In summa,  the above presented data  indicates  that a second effector of  IFNγ, apart 

from GBP1, may be represented by cholesterol. The lipid accumulates in lysosomes, 

thereby increasing cholesterol‐loads in the endolysosomal system. Opposing to this, 

HEV  efficiently  reduces  cellular  cholesterol  via  dysregulation  of  related  gene‐

expression,  thereby  favouring  virion  release  in  vitro  and  in  vivo.  In  this  context, 

administration  of  Simvastatin  to HEV‐infected  patients may  be  counter  indicated. 

More  importantly  however,  the  cholesterol‐loading  of  the  endolysosomal  system 

results  in  HEV  degradation  via  the  degradative  structures.  These  findings  call 

attention to a variety of secondary effects being involved in the process. Cholesterol 

cannot be solely reduced to affecting membrane fluidity or metabolic processes, yet its 

anabolism also comprises substrates  for prenylation. Thus, by affecting cholesterol‐

levels, regulatory processes may evoke manifold changes in cellular processes. On the 

one  hand,  cholesterol‐related  metabolic  changes  (Figure  36)  certainly  affect 

peroxisomes [456] and mitochondria [457]. Consecutively, changes in cellular reactive 

oxygen species may result, which were described to play a role in the life cycle of e.g. 

the Hepatitis C virus [458]. On the other hand, alterations in cellular cholesterol also 

affects  post‐translational  protein  lipidation  [459].  One  primary  target  of  protein 

prenylation are small GTPases, which orchestrate  the  flux  in  the endosomal system 

[460]. As these represent important gatekeepers in the fate of endosomal vesicles and 

were described  to  fulfil major roles  in  the  life cycle of a variety of different viruses 

[461–464], HEV could certainly be affected just as well. Furthermore, farnesylation is 

of  central  importance when  it  comes  to GBP1  oligomerisation  [185].  This  in  turn 

couples the antiviral factor directly to cholesterol metabolic processes. In how far GBP1 

on  the  other  hand  affects  cellular  cholesterol  remains  elusive,  however  previous 

studies  have  linked  it  to  atherosclerosis  [465].  One  further  hint  is  found  in  the 

presented  study, where  GBP1  silencing  seemingly  reduces  LAMP2  dot‐formation 

under  IFNγ‐stimulation  (Figure  30). Hence,  a more  detailed  study  analysing  the 

involvement of GBP1 in lysosomal cholesterol accumulation would prove informative. 

Phenotypically  and  effectively,  this  cholesterol‐dependency  of  HEV  can  be 

compromised by employing cholesterol‐modulators such as PSC833 or Fenofibrate. 

Assuming  that  the  lipid modulation of IFNγ represents one of  the fundaments of a 

PEG‐IFN‐treatment  in HEV‐infected patients, a  targeted approach would definitely 

provide  a  safer  treatment  option.  Despite  there  being  clear  evidence  that  the 

aforementioned drugs represent strong antivirals, some concerns must be addressed. 

One  of  these  is  that  PSC833  is  a  p‐glycoprotein  inhibitor. With  this,  it  does  not 

exclusively  target ABCA1, but  it  inhibits  a variety  of ABC‐transporters  [466]. This 

circumstance could  therefore  lead  to side effects  targeting co‐treatments with other 

medication. While  this may be useful  for a co‐treatment of patients with Ribavirin, 

which potentially  is thereafter retained more prominently at sites of action,  it could 
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render other drugs to exceed their optimised dose due to retention  in cells or make 

them  inefficient.  Furthermore,  PSC833  is  designed  to  support  chemotherapy  via 

reduction of multidrug resistance [467], the use of A549 cells, a cancer cell line, could 

prove to be a problematic system. As far as Fenofibrate is concerned, the application 

in morbid patients should be carefully assessed, due to reported side‐effects affecting 

the liver. However, the use of Bezafibrate, residing within the group of fibrates as well, 

in primary biliary cholangitis (PBC) argues for a rather safe use of these drugs even in 

patients suffering from hepatic diseases [468]. In essence, the presented study opens 

to  door  for  a  drug‐repurposing  approach  focusing  on  Fenofibrate  as  an  agent 

triggering cholesterol‐dependent lysosomal degradation of HEV. 

As  final  remarks  and  conclusions,  it  can  be  stated  that  IFNs  fulfil  a  dual  role  in 

restricting HEV by affecting cellular cholesterol, but more  importantly  inducing the 

GTPase GBP1. In this study, the latter is found to be one of the major effector molecules 

induced by IFNγ. It exerts its effect via targeting HEV to the lysosomal compartment 

where  degradation  takes  place.  For  this  process,  not  GTPase‐activity,  but 

homodimerisation is of fundamental importance [469]. In future studies, this process 

will be further dissected to pinpoint co‐factors and upstream structures being involved 

in the GBP1‐related targeting of HEV to lysosomes. Ultimately, the goal hereof is the 

identification of causative  factors  that can be modulated by drugs and  therefore be 

applied to clinical use. This major aim was successfully achieved for the second part 

of  this  study.  HEV  was  identified  to  be  efficiently  degraded  lysosomally  in  a 

cholesterol‐dependent manner. The virus  itself  induces measures  to counteract  this 

phenomenon.  However,  the  cholesterol‐dependent  lysosomal  degradation  can  be 

successfully induced by applying drugs, most promisingly via Fenofibrate [470]. One 

important  aspect  of  having  identified  this  is  that  Fenofibrate  is  already  clinically 

approved. Therefore, upcoming animal‐studies will show whether this treatment is as 

efficient in vivo as it is in vitro. Success in this would pave the way for the introduction 

of  a  novel  antiviral  being  cheap  in  production  and  free  of  risks  of  inducing  viral 

mutations conferring drug‐resistance.   
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7. Summary 

With roughly 20 Million newly registered cases per year, HEV represents the major 

agent  causing  an  acute  viral hepatitis worldwide.  It  is  responsible  for  over  22,000 

annual  fatalities  and  poses  severe  risks  especially  for  pregnant  women  and 

immunosuppressed patients, where fulminant pathogeneses and chronification occur 

most frequently, respectively. As an infection can be transmitted via various routes, 

namely contaminated  food, water and blood‐products, manifold populations are at 

risk. Despite this, only two treatment options are available: (i) Ribavirin and (ii) PEG‐

IFN. Both carry high risks of severe adverse effects, whereas Ribavirin even induces 

drug‐resistance in the viral polymerase. Thus, new insights into how HEV modulates 

host‐cells and which  factors are crucial  to viral egress are urgently needed  to  tailor 

novel antivirals. 

An HEV‐infection  is mainly sensed within an  infected cell via TLRs and RLRs with 

respect  to  innate  immunity.  This  in  turn  triggers  IFN‐production  and  subsequent 

cellular IFN‐response. A major ISG induced by IFNγ, which evidently represses HEV 

most efficiently, is represented by GBP1. In this study, it has been identified that this 

ISG is induced upon an HEV‐infection. This is achieved via the promoter element ISRE 

and  induction  of  the  proximal  GBP1‐promoter.  Interestingly,  while  GBP1‐secific 

mRNA levels are contradictorily reduced in infected cells, the protein amount remains 

elevated. This discrepancy is based on an HEV‐mediated stabilisation of GBP1 protein 

half‐life, effectively inducing the ISG as an IFN‐effector. An abundance of GBP1 was 

therefore analysed via overexpression in persistently HEV‐infected cells with respect 

to whether or not antiviral effects are  in place. Here, GBP1 efficiently reduces both 

intracellular HEV pORF2 levels, as well as the number of released virions. It does so 

by inducing lysosomal incorporation of viral particles, which ultimately leads to their 

destruction within  the degradative  structures. As GBP1  represents  a dynamin‐like 

GTPase,  underlying  mechanisms  were  investigated  by  overexpression  of  GBP1‐

mutants. The mutation R48A leads to GTPase‐deficiency, thus abrogating dynamin‐

function  and GTP‐hydrolysis, whereas  the mutation  S73A  is detrimental  for GBP1 

homodimerisation,  rendering  reduced  farnesylation  and  subsequent  membrane‐

association. While  the  first  retains  its antiviral effect,  the  latter  loses  its  capacity  to 

induce HEV‐degradation. This in turn means that GBP1 homodimerisation is required 

for an active antiviral effect, implying that GBP1 may serve as adaptor‐molecule for 

lysosomal incorporation. The relevance of GBP1 within IFNγ‐induced antiviral effects 

was  analysed  via  siRNA‐mediated  silencing  under  IFN‐stimulation. Herein,  IFNγ 

induces a similar lysosomal incorporation of HEV followed by its destruction and a 

dramatic drop in viral egress. On the other hand, once GBP1 is silenced, this effect is 

far less pronounced, rendering IFNγ to be inefficient in fulfilling antiviral effects. This 
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led to the identification of GBP1 as a major restriction factor against HEV, which does 

so via homodimerisation‐dependent induction of lysosomal degradation. 

A phenotype visible under IFN‐stimulation is an accumulation of cholesterol within 

infected cells. As the lipid represents an essential modulator of endosomal maturation, 

trafficking and functionality, it may directly affect HEV. Reason for this is HEV using 

MVBs for viral egress, which require an intact cholesterol‐homeostasis to achieve e.g. 

ESCRT‐dependent ILV‐formation and trafficking to the PM. Thus, cellular cholesterol 

levels and  transcriptional  footprints were analysed  in HEV‐infected cells. The virus 

herein  modulates  gene‐expression  of  central  factors  within  the  cholesterol‐

homeostasis, ultimately leading to decreased intracellular cholesterol levels. A similar 

situation  is  found  in  HEV‐infected  patients,  where  serum‐lipid  concentrations 

diminished over the course of infection. This implies that reduced cholesterol levels 

are  in  favour of HEV. To prove  this, cellular cholesterol was modulated, where an 

inhibition  of  cholesterol  biosynthesis  via  Simvastatin  induces  viral  release 

significantly.  Importantly,  this  is also  the case  in chronically HEV‐infected patients, 

where  statin‐treatment  results  in  elevated  viral  serum  titres,  implying  a  counter‐

indication.  On  the  contrary,  elevation  of  cellular  cholesterol  levels  in  vitro  via 

supplementation  of  LDL  or  25‐HC,  results  in  diminishing  amounts  of  both 

intracellular pORF2 and viral egress. Just as for an IFN‐stimulation, causative for this 

HEV‐inhibition  is  lysosomal  degradation. Under  cholesterol‐elevation,  virions  are 

incorporated into the structures and subsequently degraded. Whether exploitation of 

this  mechanisms  serves  antiviral  purposes  was  addressed  in  screening  different 

cholesterol‐modulators  for  their  activity  to  repress  HEV.  While  Avasimibe, 

Gemfibrozil, FGF19 and Alirocumab only display no or minor effects against HEV, the 

p‐glycoprotein inhibitor PSC833 as well as the PPARα‐agonist Fenofibrate prove to be 

efficient.  In  line with  the underlying hypothesis, both compounds  lead  to a drastic 

increase in cellular cholesterol accumulation within vesicular structures. Effectively, 

this  dramatically  increases  lysosomal  localisation  of  HEV  and  results  in  virion‐

destruction. This in turn evokes significant reductions in viral egress, providing strong 

evidence for the compounds being promising antivirals against HEV. 

In summary, this study elucidated the essential functions of GBP1 with respect to its 

restrictive effect against HEV. Further, the ISG was identified as crucial host‐factor for 

the IFNγ‐response against the virus in a lysosome‐dependent manner. On the other 

hand, the presented work suggests that HEV requires low cellular cholesterol levels 

for efficient viral release and maintaining the viral life cycle. Disruption of the lipid 

homeostasis, resulting in elevated cholesterol levels, is detrimental for viral release, as 

lysosomal degradation is induced. This led to successful discovery of a novel antiviral 

efficiently inducing this cholesterol‐dependent effect: Fenofibrate. 
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Figure 50. Schematic representation of antiviral activities identified in this study. An HEV infection, similar as 

an IFNγ‐stimulation, induces the ISG GBP1. Acting through homodimerisation, this host‐factor induces lysosomal 

degradation of the virus. Disruption of homodimerisation‐capacity leads to loss of GBP1‐mediated lysosomal HEV‐

degradation. On  the  other  hand,  an HEV‐infection  results,  opposing  to  IFNγ‐stimulation,  in  lowered  cellular 

cholesterol levels via dysregulation of related gene‐expression. This favours HEV‐egress from MVBs and can be 

induced  by  inhibiting  cholesterol‐biosynthesis  via  Simvastatin  both  in  vitro  and  in  chronically HEV‐infected 

patients. On the contrary, elevating  intracellular cholesterol  levels e.g. via drugs such as PSC833 or Fenofibrate, 

again leads to lysosomal degradation of HEV and a subsequent drop in virion‐release. nHEV, naked capsid HEV; 

eHEV, quasi‐enveloped HEV; Lys, lysosome; LE, late endosome; MVB, multivesicular body; wt, GBP1 wild‐type; 

R48A, GTPase‐deficient GBP1 mutant R48A; S73A, dimerisation‐deficient GBP1 mutant S73A; TFs, transcription 

factors; STATs, signal  transducers and activators of  transcription. Antiviral activities are coloured red, proviral 

activities are coloured green.  
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8. Zusammenfassung 

Das Hepatitis‐E‐Virus ist ein hepatotropes, (+)‐Strang ssRNA Virus und das Einzige 

Mitglied der Familie der Hepeviridae. Fünf humanpathogene Genotypen der Spezies 

Orthohepevirus A sind beschrieben, wobei Genotyp 1, 2 und 7 zoonotisches Potential 

aufweisen.  Dies  hat  Implikationen  für  Übertragungswege  und  die  weltweite 

Verbreitung  des  Virus.  Während  Genotypen  1  und  2  vermehrt  in 

Entwicklungsländern  auftreten,  sind  zoonotische  Genotypen  vermehrt  in 

Industriestaaten  verbreitet.  Basis  hierfür  ist  eine  klassische  Schmierinfektion  bzw. 

fäkal‐orale  Übertragung  als  Weg  der  Transmission.  So  dienen  kontaminierte 

Wasserquellen,  wie  auch  kontaminiertes  Fleisch  infizierter  Tiere  als  Reservoir 

humaner  Infektionen.  Dieser  Sachverhalt  führte  in  der  Vergangenheit  zu  einer 

Fehleinschätzung  der  Infektionsrisiken,  da  primär  Länder  mit  unzureichender 

Hygiene als endemische Gebiete der viralen Infektionen beschrieben wurden. Jedoch 

stellt die Übertragung über Nahrungsmittel, nebst Transmissionen über kontaminierte 

Blutprodukte, ein massives Risiko  für entwickelte Länder dar. Mit  jährlich über 20 

Millionen  Neuinfektionen  und  44,000  assoziierten  Todesfällen,  gilt  HEV  als 

Hauptauslöser einer akuten, viralen Hepatitis. Während Mortalitätsraten in gesunden 

Erwachsenen zwischen 1‐4 % schwanken, so erreichen diese  in Schwangeren Werte 

von  bis  zu  30 %. Dies  ist darin  begründet, dass  in dieser Gruppe  ein  fulminanter 

Verlauf der Hepatitis deutlich häufiger  induziert wird. Neben der akuten Hepatitis 

spielt auch ein chronischer Krankheitsverlauf eine wichtige Rolle in der Pathogenese. 

Betroffen  hiervon  sind  insbesondere  immunsupprimierte  Patienten,  beispielsweise 

solche, die eine Organtransplantation erhalten haben. Da generell nur sehr wenig über 

den viralen Lebenszyklus bekannt ist, sind Behandlungsoptionen entsprechend dünn 

gesät. Lediglich zwei Medikamente werden hierzu herangezogen: das Virostatikum 

Ribavirin,  ein  Nucleosid‐Analagon,  oder  pegyliertes  Interferon.  Beide  können 

schwerwiegende Nebenwirkungen induzieren, während die Nutzung von Ribavirin 

zusätzlich  eine Medikamentenresistenz  in  der  viralen  RNA‐Polymerase  des HEV 

induzieren kann. Eine detailliertere Untersuchung des HEV Lebenszyklus ist deshalb 

zwingend notwendig, da neue Therapieoptionen dringend benötigt werden. 

Während einer jeden Virusinfektion, erkennen Zellen virale Komponenten wie Lipide, 

Proteine oder Nukleinsäuren via PRRs.  Im Falle von HEV sind diese hauptsächlich 

repräsentiert durch TLRs und RLRs wie TLR3/7 und RIG‐I. Eine von vielen Folgen der 

resultierenden Signalkaskade ist die Produktion von IFNγ. Dieses wiederum induziert 

im  Zuge  der  angeborenen  Immunantwort  ISGs, welche  großteilig  Effektoren  des 

Immunsystems  auf  zellulärer  Ebene  sind.  Diese  ISGs  regulieren  eine  Vielzahl 

intrazellulärer  Signalwege und Prozesse, welche  letzten Endes  beispielsweise  zum 

Abbau infizierender Pathogene führen. Eines dieser ISGs wird dargestellt durch die 
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GTPase GBP1. Als Mitglied der Dynamin Superfamilie besitzt es eine GTPase‐Domäne 

und eine α‐helikale Effektordomäne. Nach GTP‐Bindung homodimerisiert GBP1, was 

eine C‐terminale Farnesylierung nach  sich zieht. Diese bedingt, dass GBP1 nun als 

peripheres Membranprotein vorliegt, wo es oligomerisiert und unter GTP‐Hydrolyse 

große Konformationsänderungen durchläuft. Als Konsequenz werden so Effekte auf 

die  assoziierte  Membran  ausgeübt,  welche  beispielsweise  Fusion  oder  Fission 

bedingen  können.  Mehrere  essenzielle  Aminosäuren  wurden  in  diesem  Kontext 

identifiziert.  Eine  Mutation  an  Arginin  48  (R48A)  führt  dazu,  dass  GBP1  seine 

Kapazität, GTP zu hydrolysieren, verliert, wobei die Bindung des Nucleotids nicht 

affektiert wird. Andererseits führt eine Mutation in Serin 73 (S73A) dazu, dass GBP1 

keine Homodimere mehr bilden kann. Beide Mutationen bedingen Änderungen  im 

Spektrum der Aufgaben, die von GBP1 erfüllt werden. Hierbei spielen vor allem zwei 

Aufgaben  von  GBP1  eine  wichtige  Rolle:  (i)  die  durch  GTP‐Hydrolyse  bedingte 

Aktivität als Dynamin, was Auswirkungen auf Membranstrukturen hat und (ii) die 

Dimerisierungs‐ und Farnesylierungs‐bedingte Rolle als peripheres Membranprotein 

und  damit  eines  Adapterproteins  für  degradative  Prozesse.  Eine  Analyse  des 

Wechselspiels von HEV mit IFNγ und GBP1 war Zielsetzung des ersten Teils dieser 

Arbeit, wobei ein besonderes Augenmerk auf den Wirkmechanismus des ISG gelegt 

wurde. 

 Durch  eine  persistente  HEV‐Infektion  in  A549  Zellen,  sind  besonders  ISRE‐

Promotorelemente  induziert.  Dies  führt  dazu,  dass  auch  der  ISRE‐  und  GAS‐

enthaltende,  proximale  GBP1‐Promotor  durch  eine  HEV‐Infektion  induziert  ist. 

Interessanterweise spiegelt die Menge an GBP1‐spezifischer mRNA diese Induktion 

nicht wider. Hier führt sowohl eine frühe als auch eine persistente Infektion zu einer 

Reduktion  in  der  Menge  an  GBP1  Transkripten.  Noch  komplexer  wird  dieser 

Sachverhalt  in Bezug auf die GBP1 Proteinmenge. Diese  ist nach  Infektion deutlich 

erhöht, was nahelegt, dass HEV mit der  Induzierbarkeit von  ISGs  interferiert. Eine 

Begründung  für  erhöhte GBP1  Proteinmengen  kann  im  persistent HEV‐infizierten 

System darin gefunden werden, dass die Halbwertszeit des Proteins stabilisiert ist. Als 

Konsequenz  einer HEV‐Infektion wird  also GBP1  als  ISG  induziert. Ob  dem  eine 

antivirale Rolle zugesprochen werden kann, wurde durch eine Überexpression von 

GBP1  untersucht.  Hierbei  führt  abundantes  GBP1  dazu,  dass  die  Menge  an 

intrazellulärem HEV  Kapsidprotein,  pORF2,  sinkt. Als Konsequenz  hieraus,  sinkt 

auch die Menge  an  freigesetzten Virionen drastisch. Welcher Mechanismus dieser 

Reduktion zugrunde  liegt, wurde  in CLSM Analysen untersucht. Hierfür wurde  in 

GBP1‐überexpreimierenden Zellen  sowohl pORF2  als  auch das  lysosomale Protein 

LAMP2 observiert, um Lysosomen sichtbar zu machen. Hierbei akkumuliert HEV in 

punktartigen  Strukturen,  welche  ebenfalls  durch  Anwesenheit  von  LAMP2 

charakterisiert sind. Dies führt zu einer erhöhten Kolokalisation des viralen Proteins 
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mit Lysosomen. Zusätzlich hebt eine Inhibition lysosomaler Degradation via Nutzung 

von Leupeptin die GBP1‐induzierte Reduktion von intrazellulärem pORF2 auf. Dies 

legt nahe, dass HEV GBP1‐abhängig in Lysosomen abgebaut wird. Dieser antivirale 

Effekt von GBP1 wird auch nach Einführung der GBP1‐Mutation R48A beibehalten. 

Eine Abhängigkeit  von  der  GTPase‐Aktivität  kann  somit  ausgeschlossen werden. 

Andererseits  führt  eine  GBP1‐Mutation  in  Form  von  S73A  zu  einem  Verlust  der 

antiviralen  Aktivitäten, was  bedeutet,  dass  GBP1‐Homodimere  für  eine  effiziente 

Inkorporation von HEV in Lysosomen benötigt wird.  

Da GBP1 nur ein Vertreter von vielen verschiedenen ISGs repräsentiert, wurde dessen 

Rolle  innerhalb  einer  IFNγ‐Stimulation  untersucht.  Letzteres  weist  den  stärksten 

antiviralen  Effekt  im  Vergleich  zu  IFNα  und  IFNβ  auf,  ebenso  wie  die  stärkste 

Induktion von GBP1. Das Typ II Interferon allein führt zu einer deutlichen Reduktion 

an intrazellulärem pORF2 und zu reduzierten, viralen Titern im Zellkulturüberstand. 

Ebenso  wie  eine  GBP1‐Überexpression  ist  dies  zurückzuführen  auf  lysosomale 

Lokalisation  des  Kapsidproteins  gepaart  mit  anschließender  Degradation.  Eine 

siRNA‐basierte Interferenz mit GBP1 führt hier dazu, dass IFNγ seine Aktivität gegen 

HEV nahezu vollständig verliert. Dies ist darin begründet, dass auch eine verminderte 

Lokalisation in Lysosomen mit dieser Interferenz einhergeht. Zusammenfassend lässt 

sich  schlussfolgern, dass GBP1  einen  essenziellen Faktor  in der  IFNγ‐vermittelten, 

angeborenen Immunantwort darstellt. Es verübt seine Aufgabe über eine Homodimer‐

abhängige  Inkorporation  von  HEV  Virionen  in  Lysosomen,  wo  diese  abgebaut 

werden. 

Nebst den Effekten, die durch GBP1  bedingt werden,  führt  eine  IFNγ‐Stimulation 

HEV‐infizierter Zellen zu  einer Akkumulation von Cholesterin  in Lysosomen, was 

einen weiteren Wirkmechanismus  des  Cytokins  impliziert.  Cholesterin  spielt  eine 

zentrale  Rolle  für  die  Morphogenese,  Reifung  und  den  Transport  endosomaler 

Strukturen. Diese wiederum sind von äußerster Wichtigkeit  für HEV, da das Virus 

diese für seine Freisetzung via Exosomen nutzt, indem es über das virale pORF3 mit 

TSG101  interagiert  und  Kapside  ESCRT‐abhängig  in MVBs  umhüllt werden.  Als 

zweite Zielsetzung dieser Arbeit wurde deshalb angestrebt, die Wechselwirkungen 

zwischen HEV und intrazellulärem Cholesterins genauer zu charakterisieren. 

Eine HEV‐Infektion bedingt in A549 Zellen eine Umstrukturierung der Genexpression 

Cholesterin‐assoziierter Faktoren. Auffällig hierbei  ist eine deutliche  Induktion von 

Wirtsfaktoren, welche einen Export des Lipids nach sich ziehen. Umgekehrt werden 

Gene repressiert, welche zu einer Akkumulation intrazellulären Cholesterins führen. 

Dies hat zur Folge, dass, basierend auf CLSM‐Analysen, die intrazelluläre Menge an 

Cholesterin in infizierten Zellen deutlich abnimmt. Nicht nur in Zellkultur kann ein 

solcher Effekt beobachtet werden. Auch Serum‐Lipide von Patienten sinken mit einer 
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HEV Infektion. Hierbei sind sowohl Triglyceride als auch LDL‐Cholesterin und totales 

Cholesterin negativ beeinflusst. Gemeinsam mit  in vitro Daten  impliziert dies, dass 

geringe  intrazelluläre  Cholesterinkonzentrationen  einen  Vorteil  für  das  Virus 

darstellen könnten. Um diesen Sachverhalt weiter zu beleuchten, wurden  infizierte 

Zellen einer Modulation zellulären Cholesterins ausgesetzt. Während 25‐HC und LDL 

dazu dienten, höhere Konzentrationen des Lipids zu induzieren, wurde Simvastatin 

genutzt, um dessen Biosynthese zu hemmen. Eine Bestätigung der zugrundeliegenden 

Hypothese  wurde  darin  gefunden,  dass  Simvastatin  die  Freisetzung  von  HEV 

Virionen, unter Abnahme intrazellulären Kapsidproteins, deutlich erhöhte. Gleiches 

wurde  erneut  für  chronisch‐infizierte  Transplantationspatienten  nachgewiesen,  in 

denen  eine  Behandlung mit  Statinen  zu  erhöhten,  viralen  Titern  im  Serum  führt. 

Gerade für die klinische Evaluation möglicher Therapieoptionen ist dieser Sachverhalt 

von  äußerster Wichtigkeit,  da  Statine  demnach  kontraindiziert  sein  könnten.  Im 

Kontrast zu reduzierten Cholesterinspiegeln, welche von Vorteil für HEV sind, sind 

erhöhte Cholesterinspiegel nachweislich schädlich für dessen Lebenszyklus. Sowohl 

unter Anwendung von 25‐HC als auch unter LDL‐Supplementierung, ist die Menge 

an intrazellulärem HEV pORF2 reduziert. Erneut hat dies zur Folge, dass die Anzahl 

freigesetzter Virionen dramatisch sinkt. Ähnlich der phänotypischen Untersuchung 

einer  IFNγ‐Behandlung,  zog  eine  Erhöhung  intrazellulären  Cholesterins  eine 

Akkumulation  von  pORF2  in  punktartigen  Strukturen  nach  sich.  Diese  konnten 

mittels Detektion von LAMP2  als Lysosomen bestätigt werden.  In diesem Kontext 

wurde die lysosomale Aktivität mittels Supplementierung von Leupeptin als Protease‐

Inhibitor gehemmt. Die Konsequenz hieraus  ist eine Aufhebung der reduzierenden 

Effekte, die durch 25‐HC und LDL ausgeübt werden. Zusammengefasst legen diese 

Daten  nahe,  dass  HEV  für  eine  effiziente  Freisetzung  von  Virionen  niedrige 

intrazelluläre  Cholesterinspiegel  benötigt.  Im  Gegensatz  hierzu  bedingen  hohe 

intrazelluläre Cholesterinkonzentrationen einen  lysosomalen Abbau des Virus. Dies 

öffnet die Tür  für  eine  neue,  antivirale  Strategie: die  pharmakologische  Induktion 

viralen Abbaus unter Benutzung von Cholesterin‐Modulatoren. 

Um  das  oben  genannte  Ziel  zu  erreichen,  wurden  verschiedene  Substanzen 

verwendet, die  entweder  schon  als Medikament  zugelassen oder Objekt klinischer 

Studien sind. Diese umfassten die PPARα‐Agonisten Fenofibrat und Gemfibrozil, den 

ABCA1‐Inhibitor PSC833, den ACAT‐Inhibitor Avasimib, den CYP7A1‐Suppressor 

FGF19  und  den  PSCK9‐Inhibitor  Alirocumab.  All  diese  Substanzen  haben  als 

mechanistische Grundlage, dass sie als systemische Cholesterinsenker wirken, indem 

sie  eine  Retention  bzw.  eine  vermehrte  Aufnahme  von  Cholesterin  in  die  Zelle 

bedingen. Aus diesem Grund wurden Effekte der Medikamente in Bezug auf virale 

Freisetzung untersucht. Weder Gemfibrozil noch  FGF19  oder Avasimib  führten  in 

diesem  Kontext  zu  nennenswerten  antiviralen  Effekten.  Die  Verwendung  von 
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Alirocumab resultierte in einer Reduktion in extrazellulärer RNA und entsprechend 

viraler Partikel. Besonders jedoch im Falle einer PSC833‐ und Fenofibrat‐Behandlung 

konnte  eine  drastische  Reduktion  in  viralen  Titern  detektiert  werden.  Auch  die 

Evaluation  intrazellulärer  Cholesterinkonzentrationen wies  im  Falle  dieser  beiden 

Substanzen einen deutlichen Anstieg und eine Akkumulation des Lipids nach, jedoch 

nicht  für, auf HEV bezogene,  inaktive Substanzen. Weiterhin konnten PSC833 und 

Fenofibrat  als  Substanzen  identifiziert werden, die  effizient die Menge  an  viralem 

pORF2  reduzieren.  Dies  korreliert,  äquivalent  zu  der  primären  Hypothese,  mit 

lysosomaler  Lokalisation  des  Kapsidproteins,  wie  durch  CLSM  Analysen  belegt 

wurde. Entsprechend konnte die Applikation von Leupeptin diese reduktiven Effekte 

effizient unterbinden. Es kann deshalb geschlussfolgert werden, dass sowohl PSC833 

als  auch  Fenofibrat  dramatische  antivirale  Effekte  auf  HEV  ausüben.  Der 

grundlegende  Mechanismus  hierbei  ist  die  Akkumulation  von  Cholesterin  in 

infizierten Zellen, was letzten Endes zum lysosomalen Abbau der Viren führt. 

Zusammenfassend  lässt  sich  über  die  vorgelegte  Arbeit  sagen,  dass  zwei 

Grundbestandteile  des  HEV‐Lebenszyklus  näher  beleuchtet  wurden.  Die  IFNγ‐

induzierte GTPase GBP1 wurde als essenzieller Faktor innerhalb der Typ II Interferon‐

vermittelten, angeborenen Immunantwort identifiziert. Es übt diese Rolle aus, indem 

es via Homodimerisierung die Inkorporation viraler Partikel in Lysosomen induziert, 

wo diese abgebaut werden. Die Applikation von IFNγ zog außerdem eine lysosomale 

Akkumulation von Cholesterin nach sich, was einen weiteren potenziellen antiviralen 

Effekt darstellen könnte. In diesem Kontext wurde nachgewiesen, dass HEV niedrige 

intrazelluläre  Cholesterinspiegel  für  eine  effiziente  Freisetzung  benötigt  und  dies 

effizient  via  Genexpression  von  Wirtsfaktoren  steuern  kann.  Eine  Gabe  von 

Simvastatin  im  Kontext  einer  chronischen  Infektion  in  Patienten  könnte  deshalb 

kontraindiziert sein, was bedeutend  für klinische Behandlungen  ist. Eine Erhöhung 

intrazellulären  Cholesterins  führt  im Gegensatz,  ähnlich  zu  einer  Stimulation mit 

IFNγ, zum lysosomalen Abbau viraler Partikel. Dieser Sachverhalt wurde erfolgreich 

genutzt, um einen potenziellen, neuen, antiviralen Wirkstoff zu entdecken: Fenofibrat. 

Die  hier  vorgestellte  Studie  trägt  maßgeblich  dem  Verständnis  endolysosomaler 

Prozesse im Hinblick auf eine HEV‐Infektion bei und hat das Potential, die Einführung 

eines neuen Medikamentes gegen die virale Infektion zu fördern.
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