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Zusammenfassung

Chronische Infektionen mit dem Hepatitis-E-Virus (HEV) stellen aufgrund eingeschrank-
ter Therapiemdglichkeiten eine Herausforderung in der medizinischen Behandlung dar.
Der genaue Entstehungsmechanismus hinter dem Ubergang von einer akuten zu einer
chronischen Infektion ist noch nicht bekannt. Das Ziel dieser Arbeit war es, Verande-
rungen im viralen Genom zu identifizieren, die moglicherweise die Entstehung einer
chronischen Infektion begunstigen. Vorangegangene Arbeiten liefern bereits Hinweise,
dass die hypervariable Region (HVR) des viralen Genoms und der Einbau von Gen-

fragmenten (Insertionen) eine Rolle in dem Prozess der Chronifizierung spielen kdnnte.

Daher wurde die HVR des viralen Genoms aus den Blutproben von 16 HEV-infizierten
Patienten und Patientinnen isoliert und mittels ,Next-Generation Sequencing“ unter-
sucht, um genetische Veranderungen in Form von Insertionen zu identifizieren und de-
ren Eigenschaften zu analysieren. Dabei handelte es sich um neun akut und sieben
chronisch HEV-infizierte Patienten und Patientinnen. Acht Insertionen in der hypervari-
ablen Region von drei chronisch HEV-infizierten und einem akut HEV-infizierten Patien-
ten und Patientinnen konnten dabei nachgewiesen werden. Die Insertionen waren so-
wohl viralen als auch humanen Ursprungs. Es lieRen sich Insertionen nachweisen, wel-
che die hochste Sequenziubereinstimmung mit Fragmenten der humanen Gene Ahnak
nucleoprotein, Ribosomales Protein L18 und Glutathione S—Transferase Alpha zeigten.

Des Weiteren fielen bei der Untersuchung Deletionen in der HVR auf.

Bei der weiteren Analyse der Sequenzen zeigten sich signifikante Unterschiede in der
Aminosaurezusammensetzung der HEV-Varianten mit Insertionen oder Deletionen ge-
genuber Sequenzen ohne Insertionen oder Deletionen. Es zeigte sich zudem eine signi-
fikante Erhéhung der potenziellen Stellen flir posttranslationale Modifikationen wie Ace-
tylierungen, Ubiquitinierungen und Methylierungen in Sequenzen mit Insertionen oder
Deletionen in der HVR der HEV-Genome.

Durch diese Eigenschaften kénnten Insertionen und Deletionen einen entscheidenden
Vorteil im Prozess der Chronifizierung der HEV-Infektion darstellen. Daher kénnte die
Untersuchung hinsichtlich dieser Veranderungen im viralen HEV-Genom in der Zukunft
eine ldentifizierung von Individuen mit einem erhdhten Risiko fur einen schweren Ver-
lauf ermdglichen oder einen Angriffspunkt einer zielgerichteten, individualisierten The-

rapie darstellen.
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Abstract

The treatment of chronic infections caused by the Hepatitis E virus (HEV) poses a chal-
lenge for the medical provider due to limited treatment options. The mechanism behind
the progress from an acute to a chronic infection is still unclear. The aim of this study
was to possibly identify changes in the viral genome fostering chronic infection. Previ-
ous work indicates that the hypervariable region (HVR) of the viral genome and the in-
corporation of gene fragments into the viral genome plays a role in the process of

chronification.

The HVR of the viral genome was isolated using blood samples of 16 acutely and
chronically HEV-infected patients and analysed using Next-Generation Sequencing to
identify genetic changes like insertions and analyse them regarding their characteristics.
The study included nine acutely and seven chronically HEV-infected patients. Eight in-
serted gene fragments (insertions) in the hypervariable region of three chronically in-
fected patients and one acutely infected patient were found. The insertions were of viral
and human origin. The insertions of human origin derived from the human genes coding
for Ahnak nucleoprotein, Ribosomal Protein L18 and Glutathione S—Transferase Alpha

1. In addition, deletions were found in the HVR.

A significant change in the composition of amino acids of HEV variants with insertions
and deletions compared to variants without insertions or deletions was detected. Obser-
vation revealed a significant increase in potential sites for post-translational modifica-
tions like acetylation, ubiquitination, and methylation for sequences with insertions or
deletions compared to sequences without insertions or deletions in the HVR of the HEV-

genome.

These characteristics could represent a critical viral advantage in the process of chroni-
fication of an HEV-infection. The screening the viral HEV-genome regarding these viral
changes could therefore be beneficial in the future to identify patients at an increased
risk for a severe course of disease or could be a potential target for an individualized

treatment approach.
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1. Einleitung

1.1 Entdeckung und Verbreitung des Hepatitis-E-Virus

Hepatitisviren sind die wichtigsten Verursacher von viralen Leberentziindungen. Im en-
geren Sinne zahlen dazu die Hepatitisviren A bis E. Die meisten Neuinfektionen welt-
weit verursacht mit tber 100 Millionen Fallen jahrlich das Hepatitis-A-Virus, von denen
die meisten Infektionen allerdings asymptomatisch verlaufen (1). Eine chronische Hepa-
titis wird dagegen vorrangig durch das Hepatitis-B-Virus (HBV) und Hepatitis-C-Virus
verursacht (2, 3). Gegenwartig leiden weltweit Gber 300 Millionen Menschen an einer
viralen, chronischen Hepatitis und mehr als 1,5 Millionen Menschen versterben pro Jahr
an den Folgen ihrer Erkrankung (4). Als Folge der Chronifizierung treten vermehrt Le-
berzirrhosen und das hepatozellulare Karzinom (HCC) auf. Weiterhin ist das Hepatitis-
D-Virus bekannt. Eine Infektion mit dem Hepatitis-D-Virus tritt ausschlie3lich gemein-
sam mit einer Infektion mit dem Hepatitis-B-Virus auf (5). Durch die zuséatzliche Infektion
mit dem Hepatitis-D-Virus erhoht sich insbesondere bei chronisch HBV-infizierten Per-

sonen das Risiko einer Leberzirrhose und eines HCCs.

Die Hepatitisviren A, B und C sind vergleichsweise gut erforscht. Das Hepatitis-E-Virus
(HEV) spielte hingegen sowohl in der wissenschaftlichen Diskussion als auch in der
offentlichen Wahrnehmung lange eine untergeordnete Rolle. Entdeckt wurde das Hepa-
titis-E-Virus in den frihen 1980er Jahren. Im Jahr 1980 beschrieb der indische Gastro-
enterologe Mohammad S. Khuroo eine Hepatitisepidemie im Kaschmirtal in Indien zwi-
schen 1978 und 1979 und mutmalfite, dass der zugrundeliegende Krankheitserreger ein
neuartiges Hepatitisvirus sei (6). Dem Team um den russischen Virologen Mikhail S.
Balayan gelang schlie3lich im Jahr 1983 der immunelektronenmikroskopische Nach-
weis des bis dahin unbekannten Pathogens. Balayan war zuvor auf den Ausbruch von
Leberentziindungen unbekannter infektioser Ursache bei sowjetischen Truppen in Af-

ghanistan aufmerksam geworden (7).

Wenngleich das Hepatitis-E-Virus seit gut vierzig Jahren bekannt ist, sind die Kenntnis-
se Uber dessen Verbreitung eher neueren Datums. Aktuellere Daten zeigen, dass die
Anzahl der HEV-Infektionen lange unterschatzt wurde. So infizieren sich laut Weltge-

sundheitsorganisation ungefahr 20 Millionen Menschen weltweit jahrlich (8). Eine Me-
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taanalyse aus dem Jahr 2020 geht von einer weltweiten Seropravalenz von anti-HEV
Immunglobulin G (IgG) von etwa zwolf Prozent aus (9). Die Daten zeigen also, dass
Infektionen mit dem Hepatitis-E-Virus deutlich haufiger auftreten als lange Zeit ange-

nommen wurde.

In Deutschland handelt es sich bei einer HEV-Infektion um eine meldepflichtige Erkran-
kung. Dabei ist laut Robert Koch-Institut ,der Krankheitsverdacht, die Erkrankung sowie
der Tod an akuter Virushepatitis sowie gemaR 8§ 7 Abs. 1 IfSG der direkte oder indirekte
Nachweis von HAV, soweit er auf eine akute Infektion hinweist* namentlich meldepflich-
tig (10). Fur das Jahr 2022 betrug die Gbermittelte Zahl an HEV-Infektionen 3.513 Falle.
Im gleichen Jahr wurden 710 Hepatitis-A-Virus, 16.974 Hepatitis-B-Virus und 8.015 He-
patitis-C-Virus Nachweise gemeldet. Fur das Jahr 2023 zeigte sich ein Anstieg der
HEV-Infektionen auf 4.658 gemeldete Falle (11). Allerdings ist von einer grof3en Unter-
erfassung der HEV-Infektionen auszugehen, da die Pravalenz von HEV-Antikorpern in
der Bevolkerung deutlich héher ist als von den Infektionszahlen her anzunehmen waére.
Eine Studie aus dem Jahr 2012 ergab im Mittel fir Deutschland eine Seropravalenz von
16,8 Prozent Uber alle Altersgruppen. Die untersuchte Gruppe umfasste Personen im
Alter von 18 bis 79 Jahren, die ihren Wohnsitz in Deutschland hatten und flieBend
Deutsch sprachen. Personen mit Migrationshintergrund waren daher in der Untersu-
chung unterreprasentiert (12). In einer weiteren, im Jahr 2019 vero6ffentlichten Metaana-
lyse wurde eine Pravalenz von anti-HEV IgG zwischen 11 und 28,3 Prozent in der deut-
schen Bevolkerung beschrieben. Bei Betrachtung der Pravalenz in anderen europdi-
schen Landern fallen teilweise noch hohere Werte auf, wobei die verschiedenen, einge-
setzten Testsysteme unterschiedlich prazise sein kénnen und daher die Zahlen einge-
schréankt vergleichbar sind. In Frankreich zum Beispiel wurden landesweit Seropré-
valenzen von 22,4 Prozent detektiert. In einigen Regionen zeigte sich sogar, dass bei
mehr als der Halfte der untersuchten Bevolkerung ein anti-HEV IgG nachweisbar war.
Auch in anderen Landern wie Polen und Italien zeigten sich regional sehr hohe Sero-

pravalenzen (13).

Das Hepatitis-E-Virus wird aktuell in acht Genotypen unterteilt, von denen primér die
Genotypen 1 bis 4 fir Erkrankungen beim Menschen verantwortlich sind. Genotyp 1
und 2 kommen Uberwiegend in Entwicklungslandern vor. In Europa werden nahezu

ausschliel3lich HEV-Infektionen des Genotyps 3 nachgewiesen. Genotyp 4 findet sich in
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asiatischen Landern, vorwiegend in der Volksrepublik China (14). Von Genotyp 3 sind
zahlreiche Subgenotypen bekannt. In Deutschland ist mit ca. 67,3 Prozent 3c der héu-

figste Subgenotyp gefolgt von 3f und 3e (15).

1.2 Aufbau des Hepatitis-E-Virus

Die bekannten Hepatitis-Viren unterscheiden sich im Aufbau grundlegend. Die gemein-
same Betrachtung dieser unterschiedlichen Viren erfolgt aufgrund ihrer primaren He-
patotropie, d.h sie infizieren in erster Linie die Hepatozyten. Wahrend sich das Hepati-
tis-B-Virus aus einzel- und doppelstrangiger Desoxyribonukleinsaure (,deoxyribonucleic
acid“ — DNA) aufbaut, besteht das Genom von Hepatitis-A-Virus, Hepatitis-C-Virus und
Hepatitis-E-Virus aus einzelstrangiger Ribonukleinsaure (,ribonucleic acid“, RNA). Das
Hepatitis-E-Virus ist ein unbehdlltes Einzel(+)-Strang-RNA-Virus (16). Es gehort zur
Familie der Hepeviridae und zur Gattung des Paslahepevirus. Das Genom des Hepati-
tis-E-Virus ist ca. 7,2 Kilobasenpaare lang und enthélt drei offene Leserahmen (,open
reading frame“, ORF) sowie am 5'- und 3-Ende zwei untranslatierte Regionen (,un-
translated regions®, UTRs). Am 3'-Ende befindet sich auRerdem ein Poly-A-Schwanz.
ORF1 kodiert u.a. fur die Polymerase des Virus (,RNA-dependent RNA polymerase®,
RdRp) und enthélt die hypervariable Region (,hypervariable region“, HVR), die sich
durch hohe genetische Diversitat auszeichnet. ORF2 kodiert fir das Kapsidprotein (17).
ORF3 spielt mutmallich eine Rolle in der Virionenfreisetzung und Interaktion mit dem
Wirtsimmunsystem (18).

RNA-Viren wie das Hepatitis-E-Virus existieren als Quasispezies in einem Wirt. Dies
bedeutet, dass eine Vielzahl von Virusvarianten im Wirt gleichzeitig vorhanden ist. Die-
se Vielfalt an Varianten entsteht durch die fehlende Korrekturlesefunktion der viralen
Polymerase, woraus sich eine hohe Mutationsrate ergibt. Die Fitness der einzelnen Va-
rianten entscheidet Uber ihre Durchsetzung in der viralen Population (19). So kann das
Virus sich an verschiedene Anforderungen anpassen, da sich bestimmte Varianten im
Zusammenspiel mit dem Immunsystem des Wirts als besonders vorteilhaft herausstel-

len kdnnen. Dies kénnte insbesondere bei prolongierten Verlaufen eine Rolle spielen.
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1.3 Klinische Manifestation und Ubertragungswege

Eine HEV-Infektion verlauft meistens klinisch inapparent und ist in der Regel selbstlimi-
tierend (20). Wenn sich eine symptomatische Hepatitis E entwickelt, geht diese mit typi-
schen Symptomen einer viralen Hepatitis wie Ikterus, Ubelkeit, Erbrechen, Fieber, Diar-
rhoe und abdominellen Schmerzen einher (21). Dabei betragt die Inkubationszeit zwei
bis acht Wochen (22). Bei einem akuten Verlauf besteht eine hohe Hospitalisierungsra-
te von 74,5 Prozent (23). Die Erkrankung wird laborchemisch von einer Erh6hung der
Transaminasen und Cholestaseparameter begleitet (24). In seltenen Fallen (ca. 0,5 bis
4 Prozent) kann sich im Rahmen einer akuten Infektion ein akutes Leberversagen ent-
wickeln (25).

Allerdings unterscheiden sich die Verlaufe je nach Genotyp des Virus. Die HEV-
Genotypen 1 und 2 werden fakal-oral Gbertragen (14). Bei schwangeren Frauen ist eine
Infektion mit diesen Genotypen besonders gefahrlich, da ein akutes Leberversagen ge-
hauft auftritt und in Folge die Mortalitatsrate bis zu 30 Prozent betragt (26) (27).

Die erhthte Inzidenz und Schwere der Infektion bei schwangeren Frauen ist fir Geno-
typ 3 nicht beschrieben. Die Verlaufe bei Genotyp 3 verlaufen haufiger asymptomatisch,
wobei 5 bis 33 Prozent der Patienten und Patientinnen Symptome in Form von Ikterus
entwickeln oder sich laborchemisch erhdhte Leberenzyme zeigen (28).

Genotyp 3 wird vorwiegend zoonotisch tbertragen und Schweine stellen das Haupter-
regerreservoir dar (24). Als Hauptibertragungsweg gilt der Verzehr von nicht ausrei-
chend erhitzten Schweinefleischprodukten (28). Aber auch unter Vegetariern sind hohe
Seropravalenzen beschrieben worden. Als mdglicher Ubertragungsweg gilt u.a. die
Diingung von Agrarflachen mit Gille (29). Daneben sind Ubertragungen uber Blutpro-
dukte bekannt (30). Eine Ubertragung durch eine Lebertransplantation bei einem Spen-
der mit okkulter HEV-Infektion ist ebenfalls dokumentiert (31).

1.4 Chronische Verlaufe und Therapiemoglichkeiten

Bis zum Jahr 2008 waren keine chronischen Verlaufe einer Hepatitis E publiziert wor-
den. In jenem Jahr berichtete Kamar et al. (32) von acht immunsupprimierten, organ-
transplantierten Patienten und Patientinnen mit einer chronischen HEV-Infektion. Eine
chronische HEV-Infektion wird durch den Nachweis von HEV-RNA im Blut fir mehr als

drei Monate definiert (33). Seit dem Jahr 2008 sind zunehmend chronische Verlaufe bei
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immunsupprimierten Patienten und Patientinnen detektiert worden (34). Dabei handelt
es sich vorwiegend um Patienten und Patientinnen, die eine Organtransplantation erhal-
ten haben. Eine Ubersichtsarbeit aus dem ,Journal of Hepatology“ aus dem Jahr 2022
geht davon aus, dass ungefahr zwei Drittel aller mit HEV-infizierten organtransplantier-
ten Patienten und Patientinnen eine chronische Infektion entwickeln (34). Insbesondere
eine immunsuppressive Medikation mit Tacrolimus stellt dabei einen Risikofaktor fur die
Entwicklung einer chronischen Hepatitis E dar (35). Weiterhin wurde auch zum Beispiel
bei einem Patienten mit akuter lymphoblastischer Leukamie und Stammzelltransplanta-

tion die Reaktivierung und Persistenz einer HEV-Infektion beobachtet (36).

Chronische Verlaufe zeigen sich klinisch h&aufig asymptomatisch und fallen nur durch
leicht erhdohte Werte der Leberenzyme auf (32). Die chronische Entzindung kann die
Entstehung einer Fibrose und im weiteren Verlauf eine Leberzirrhose beginstigen (35).
Von den chronisch HEV-infizierten Personen entwickeln ca. 10 Prozent eine Leberzir-
rhose (32, 35). Weiterhin zeigte sich histopathologisch eine destruktive Cholangitis bei
einigen Patientinnen und Patienten (37). Auch verschiedene extrahepatische Manifesta-
tionen insbesondere neurologische Erkrankungen wie das Guillain-Barré-Syndrom sind
beobachtet worden (38, 39).

Als Erstlinientherapie ist eine Reduktion der immunsuppressiven Medikation empfohlen,
soweit dies medizinisch vertretbar erscheint. In etwa einem Drittel der Félle kann so die
Elimination des Virus erreicht werden (40). Bei Versagen dieser MaRnahme steht bei
chronischen Verlaufen als off-label Therapie das Medikament Ribavirin zur Verfigung
(41). Bei Ribavirin handelt es sich um ein Nukleosid-Analogon, welches u.a. virostatisch
wirkt, indem es die virale Polymerase hemmt. Dabei liegt die Rate fir anhaltendes An-
sprechen auf die antivirale Therapie bei ca. 78 Prozent (42). Der Erfolg der Therapie
wurde in dieser Metaanalyse mittels der ,sustained virological response® definiert. Hier-
fur durfte fur mindestens drei Monate nach Therapieende keine HEV-RNA im Serum
nachweisbar sein. Fur therapie-refraktare Patienten und Patientinnen sind die Behand-

lungsmaglichkeiten allerdings sehr eingeschrankt.

Die Haufung der chronischen Erkrankungsfélle in bestimmten Patientengruppen lasst
die Frage nach den Faktoren aufkommen, die eine Chronifizierung begunstigen. Es ist

bekannt, dass patientenbezogene Faktoren eine Rolle spielen. Insbesondere die T-
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Zellantwort scheint entscheidend fur die Entwicklung einer chronischen Infektion zu sein
(43-45). Die unzureichende Antwort der CD8+ T-Zellen tragt mutmallich entscheidend

zu einer fehlenden viralen Elimination bei (46).

1.5 Stand der Forschung

Es ist davon auszugehen, dass bestimmte virale Eigenschaften an der Entwicklung ei-
ner chronischen HEV-Infektion beteiligt sind. Diese sind jedoch noch nicht hinreichend

erforscht.

Bekannt sind Veranderungen im HEV-Genom, welche mit dem Therapieversagen von
Ribavirin in Verbindung gebracht werden. Dabei handelt es um die Punktmutationen
Y1320H, K1383N, D1384G, K1398R, V1479I, Y1587F and G1634R, welche in der Po-
lymeraseregion des HEV-Genoms liegen (47-49). Diese sorgen nach aktuellem Kennt-
nisstand nicht fur eine Ribavirinresistenz in vitro, sondern verandern die virale Fitness
(47).

Bezlglich der Entwicklung einer chronischen HEV-Infektion zeigte eine weitere Unter-
suchung, dass in der akuten Phase einer Infektion eine erhéhte Heterogenitat in der fir
das Kapsidprotein kodierenden ORF2 Region mit der Entwicklung einer chronischen
Infektion assoziiert ist (43). Bekannt ist auch, dass nicht-strukturelle Virusgene, die nicht
an der Replikation beteiligt sind, normalerweise in die Modulation der Immunantwort
involviert sind (50). Daher sind bestimmte virale Regionen wie die HVR und das ,macro
domain“ des HEV-Genoms besonders interessant. Eine Studie beschreibt einen Zu-
sammenhang zwischen der Entwicklung einer chronischen Infektion und der erh6hten
Heterogenitat der Quasispezies im ORF1 bei organtransplantierten Patienten und Pati-
entinnen. Dabei zeigte sich eine erhohte Heterogenitat in der ,macro domain®“ (X-
domain) und in der HVR bei Patienten und Patientinnen, die im Verlauf eine chronische
HEV-Infektion entwickelten (51).

Daher ist die HVR eine Region von besonderem Interesse im viralen Genom. Diese
Region ist gekennzeichnet durch eine hohe Mutationsrate und die héchste Variabilitat
im Genom (52). Es wird vermutet, dass dieser Abschnitt im Genom in Prozesse der vi-

ralen Adaptation und Interaktion mit dem Wirt durch Protein-Protein Interaktionen invol-
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viert ist und eine Rolle im Prozess der Chronifizierung einer Infektion spielen kénnte
(53). In den HEV-Sequenzen von chronisch infizierten Patienten und Patientinnen wur-
den in dieser Region Insertionen detektiert, d.h. Genfragmente, welche zusatzlich in
diese Region eingebaut wurden. Dabei wurden sowohl Fragmente humanen als auch
viralen Ursprungs gefunden (54-59). Einzelne Untersuchungen zeigten signifikante Ver-
anderungen der Aminosaurezusammensetzung sowie eine Erhéhung der potenziellen
Stellen fur posttranslationale Modifikationen der HVR-Sequenzen mit Insertionen im
Vergleich zu Sequenzen ohne Insertionen (57, 58). Einige Studien konnten auch in vitro
einen Replikationsvorteil der Sequenzen mit Insertionen gegeniber Sequenzen ohne

Insertionen zeigen (56, 57).

1.6 Ziel der Arbeit und Fragestellung

Ziel der Dissertation war es, Virusvarianten von akut und chronisch HEV-Infizierten zu
charakterisieren und so Faktoren zu identifizieren, die relevant fir den chronischen Ver-
lauf einer Hepatitis E sein kdonnten. Diese Arbeit ordnet sich damit in den Bereich der

Grundlagenforschung ein.

Zu Beginn dieses Promotionsvorhabens wurden Punktmutationen in der Polymerasere-
gion (RdRp) des HEV-Genoms untersucht. Diese Mutationen in der RdRp scheinen
insbesondere bei therapierefraktaren Verlaufen unter Ribavirin eine Rolle zu spielen. In
einer ersten Publikation im Rahmen des Promotionsvorhabens wurden Patienten und
Patientinnen mit einer chronischen Hepatitis E nach Vorbehandlung mit Rituximab im
Rahmen einer Grunderkrankung und Behandlung mit Ribavirin hinsichtlich dieser Muta-

tionen analysiert (60).

Im Verlauf der Untersuchungen ruckte insbesondere die HVR in das Zentrum des Inte-
resses. Die Datenlage zu der Haufigkeit und der Charakteristik der oben genannten In-
sertionen bei chronisch und akut HEV-infizierten Patienten und Patientinnen kann als
noch unzureichend bezeichnet werden und die klinische und virologische Relevanz der
Insertionen fur den Verlauf einer chronischen HEV-Infektion ist noch unklar. Durch die
Analyse von Virusvarianten der HVR, die aus Isolaten von Blutproben akut und chro-

nisch mit HEV-infizierter Personen gewonnen wurden, sollten genauere Erkenntnisse
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Uber virale Einflussfaktoren in der HVR, die den chronischen Verlauf einer Infektion be-

gunstigen kdnnten, erlangt werden.

Um moglichst detailliert das Vorkommen von HEV-Varianten zu erfassen, wurde in der
Forschungsgruppe zunéchst eine geeignete Methode mittels ,Next-Generation Sequen-
cing“ (NGS) entwickelt, bei welcher eine robuste Polymerase-Kettenreaktion (,poly-
merase chain reaction®, PCR) und eine sensitive Sequenziermethode zur Untersuchung
der HVR etabliert wurden (61). Mithilfe dieser Methode sollten die Sequenzen der hy-
pervariablen Region von akuten und chronisch mit HEV-infizierten Patienten und Pati-
entinnen verglichen und auf das Vorkommen von Insertionen untersucht werden, um
potenziell neue Insertionen zu identifizieren. Weiterhin sollten die Charakteristika der
Sequenzen analysiert werden. Insbesondere galt es, Untersuchungen beziglich Veran-
derungen der Aminosaurezusammensetzung und potenzieller Stellen fur posttranslatio-
nale Modifikationen anzustellen, um vorherige Untersuchungen zu verifizieren oder zu

widerlegen.

Die Fragestellungen der Arbeit waren:

1) Kommen Insertionen bei akut HEV-infizierten erkrankten Personen vor?
2) Koénnen neue, unbekannte Insertionen identifiziert werden?
3) Was charakterisiert Sequenzen mit Insertionen, insbesondere hinsichtlich ihrer Ami-

nosaurezusammensetzung und Moglichkeiten der posttranslationalen Modifikation?



Methodik 11

2. Methodik

Zur Beantwortung der Fragestellung sollte die hypervariable Region des HEV-Genoms
mittels ,Next-Generation Sequencing“ analysiert werden. In einem ersten Schritt wurde
die RNA aus den Proben isoliert. AnschlieRend erfolgte die Synthese der komplementéa-
ren DNA. Mit dieser konnte eine PCR durchgefiihrt werden, um den spezifischen Ab-
schnitt des HEV-Genoms zu amplifizieren. Nach Aufreinigung und Quantifizierung des
PCR-Produktes erfolgte sowohl eine konventionelle Sanger-Sequenzierung als auch
eine Sequenzierung mittels ,Next-Generation Sequencing®. Anschlieend wurden eine
bioinformatische Auswertung sowie eine Analyse der Eigenschaften der Sequenzen
durchgefuhrt. Die Sequenzierung mittels ,Next-Generation Sequencing“ ermdglicht da-
bei eine bessere Anndherung an die virale Vielfalt im Wirtsorganismus als eine Sanger-

Sequenzierung.

2.1 Patientenkohorte

Aus der Routinediagnostik des Entnahmezeitraumes vom 7. Februar 2017 bis 2. April
2019 wurden 16 Proben ausgewéhlt und in den Laboren des Robert-Koch-Institut un-
tersucht. Es wurde angestrebt, eine ungefahr gleiche Anzahl von Proben von jeweils
chronisch und akut HEV-infizierten Personen zu untersuchen. Ausschlaggebend fur die
Auswahl der Proben war zum einen eine mdglichst hohe Viruslast und zum anderen die
Verfligbarkeit einer ausreichenden Probenmenge aus der Routinediagnostik. Die Virus-
last ist wichtig, da bei niedrigerer Viruslast keine ausreichende Menge an PCR-
Produkten fur die Sequenzierung generiert werden kann. Es handelte sich um neun
Proben von akut und sieben Proben von chronisch HEV-infizierten Patientinnen und
Patienten. Die 16 Proben wurden von 14 méannlichen Patienten und 2 weiblichen Pati-

entinnen entnommen. Der jingste Patient war 24 Jahre und der alteste 90 Jahre alt.

2.2 Ethikvotum

Die Untersuchungen wurden nach den Richtlinien der Deklaration von Helsinki durchge-
fuhrt. Ein positives Votum (EA1/367/16) der zustandigen Ethikkommission der Charité —
Universitatsmedizin Berlin liegt vor. Von allen Personen lag eine schriftliche Einwilligung

vor.
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2.3 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion aus den Plasmaproben erfolgte durch ein geschlossenes Robotik-
system. Dabei handelte es sich um den QlAcube (Qiagen, Hilden, Deutschland) unter
Benutzung des QlAamp Viral RNA mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland). Der Prozess
ist weitgehend automatisiert. Von den Serum- oder Plasmaproben wurden jeweils 140
pl manuell in Kunststoffrohrchen pipettiert. Im anschliel3enden automatisierten Prozess
wurde die RNA mit Hilfe der Spin-S&aulen-Extraktionsmethode gewonnen. Die Proben
wurden in einem ersten Schritt lysiert, um Ribonukleasen (RNasen) zu inaktivieren und
die Isolierung der intakten viralen RNA zu erméglichen. Die RNA bindet an eine Silizi-
umoxidmembran. Die unerwinschten, ungebundenen Substanzen wurden in zwei
Waschschritten mittels zweier verschiedener Waschpuffer ausgewaschen. Im An-
schluss wurde die gewonnene RNA in einem RNasen-freien Puffer gelost.

2.4  Quantitative Echtzeit-Reverse Transkriptase-PCR

Zur Quantifizierung der gewonnenen Menge an HEV RNA wurde eine quantitative Real-
Time Reverse Transkriptase PCR (quantitative real-time reverse-transcription PCR, RT-
gPCR) durchgefuhrt. Da herkdmmliche Polymerasen keine RNA amplifizieren kdnnen,
erfolgt im ersten Schritt die Umwandlung der RNA in komplementére Desoxyribonukle-
insaure (complementary deoxyribonucleic acid, cDNA) mittels der Reversen Transkrip-
tase. Anschlielend wird die cDNA amplifiziert. Hierflr wurde ein LightCycler 480 (Ro-
che Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) und das LightCycler FastStart DNA
Master Plus Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) verwendet. Dabei
wurde eine kurze Region in ORF 2/3 amplifiziert nach einem adaptierten PCR-Protokoll
(62, 63).

2.5 Synthese der cDNA

Im néchsten Schritt wurde die virale RNA mittels SuperScript IV Reverse Transcriptase
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in cDNA transkribiert. Hierbei wurden als Primer so-
wohl zuféllig generierte Hexanukleotide als auch oligo(dT)-Primer, die an den poly(A)-
Schwanz der RNA binden, verwendet. Dabei wird die spezifische Wirkweise der oli-
go(dT)-Primer mit der hohen Ausbeute der zufallig generierte Hexanukleotide kombi-
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niert. Weiterhin soll durch die Verwendung der zuféllig generierten Hexanukleotide eine

maoglichst zuféllige Amplifikation der Sequenzen erfolgen.

Die cDNA-Synthese wurde nach der Anleitung des Herstellers durchgefuhrt bis auf ei-
nen von 10 auf 20 Minuten verlangerten Inkubationsschritt bei 50°C und einem zusatzli-
chen Inkubationsschritt von 15 Minuten bei 55°C. Um Uberschissige RNA zu entfernen,

wurde das Produkt mit der Ribonuklease ,RNase H" gereinigt.

2.6 Genotypisierung

Alle Proben wurden genotypisiert und eine phylogenetische Analyse durchgefihrt. Hier-
fur wurde ein 307 bp langes Fragment in der ORF1 des HEV-Genoms amplifiziert. Da-
bei wurde ein Protokoll nach Wang et al. angewandt (63). Anschlie3end wurden die
Proben mittels Sanger-Sequenzierung sequenziert. Die Sequenzdaten wurden mit Ge-
neious 11.1.5 (Biomatters, Auckland, New Zealand) bearbeitet. Die Primersequenzen

wurden entfernt und eine Konsenssequenz erzeugt.

Im Anschluss wurden diese Sequenzen mit den Referenzsequenzen (nach Empfehlung
der ICTV fur Hepeviridiae) (64), die ahnlichsten Sequenzen laut NCBI GenBank, sowie

alle Sequenzen der HEV-Glue Sequence Database (hev.glue.cvr.ac.uk/#/home) zur

Verwendung eines Kladogramms verwendet und angepasst mittels QIAGEN CLC Ge-
nomics Workbench 22.0 (https://digitalinsights.giagen.com/).

2.7 Amplifikation der hypervariablen Region

Zur Amplifikation der HVR wurde eine ,nested“ PCR durchgefihrt wie in Papp et al. be-
schrieben (61). Bei einer ,nested” PCR handelt es sich um eine PCR, bei der zwei un-
terschiedliche Primerpaare verwendet werden, um moglichst spezifisch die Zielsequenz
zu amplifizieren. Als Polymerase wurde die Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNA Po-
lymerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) verwendet, die bei der Amplifi-
kation eine hohe Genauigkeit aufweist. In den Tabellen 1 und 2 wird die Zusammenset-
zung des jeweiligen Ansatzes der PCR dargestellt. Nach der Gelelektrophorese wurden
die PCR-Produkte aufgereinigt. Dazu wurden magnetische Partikel, sogenannte ,mag-
netic beads“ MagSi-NGSPrep-Plus (Steinbrenner Laborsysteme GmbH, Wiesenbach,

Deutschland), verwendet, die selektiv an PCR-Produkte einer bestimmten Grél3e bin-
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den. Die Menge des PCR-Produktes wurde auf dem Invitrogen Qubit 4 Fluorometer mit-
tels des Kits 1X dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA)
gemessen. Die Sequenzierung erfolgte auf dem MiSeq Sequencer (lllumina Inc., San
Diego, CA, USA). Dabei werden gepaarte ,reads” von einer 300 bp Lange generiert. Bei
der DNA-Sequenzierung wird als ein ,read“ eine abgeleitete Sequenz von Basenpaa-

ren, die einem DNA-Fragment entspricht, bezeichnet.

Tabelle 1: Erster Ansatz der ,,nested“PCR zur Amplifikation der HVR

1. PCR Konzentration 20ul
Wasser 11,4
Primer HEV-255 [10puM] 500 NM 1
Primer HEV-257 [10puM] 500 nM 1
dNTPs [10mM] 200 UM 0,4
5x HF Buffer 1x 4
Phusion HotStart Il [2U/ul] 0,25U 0,2
Summe 18
Template (cDNA) 2

Tabelle 2: Zweiter Ansatz der ,,nested“ PCR zur Amplifikation der HVR

2. PCR Konzentration 18ul
Wasser 11,92
Primer HEV-345 [10uM] 400 nM 0,72
Primer HEV-346 [10uM] 400 nM 0,72
dNTPs [10mM] 200 pM 0,36
5x HF Buffer 1x 3,6
Phusion HotStart I [2U/ul] 0,25U 0,18
Summe 17,5
Template (1. PCR) 0,5
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2.8 Bioinformatische Auswertung

Um die verschiedenen Muster zu erkennen, wurde aus den unter 2.7 erhaltenen Se-
guenzen zunachst verschiedene Cluster gebildet. Dafir wurde der UPARSE Algorith-
mus verwendet (65). AnschlielRend wurde die Sequenzen nach Lange sortiert und aus
jeder Gruppe der Vertreter mit der grofdten ClustergroRe ausgewahlt. Anschliel3end
wurden die Sequenzen in einer Pipeline weiterverarbeitet, die aus einem ,merging”,
Lrimming” und ,mapping” Schritt besteht (66-69). Aus den ,alignments® wurde eine
Konsenssequenz flur jede angebotene Referenz generiert anhand der haufigsten Ko-
dons. Mithilfe von Samtools (Version 1.11) wurde die Verteilung der reads auf die Refe-
renzsequenzen analysiert (70). Sequenzen mit mindestens 100 reads und einem Min-
destanteil von 0,5 Prozent wurden aufgenommen. Fir die weiteren Berechnungen wur-
den die Sequenzen in drei Gruppen aufgeteilt: Sequenzen mit Insertionen, Sequenzen
mit Deletionen und Sequenzen ohne Insertionen oder Deletionen. Sequenzen, die so-
wohl eine Insertion als auch eine Deletion enthielten, wurden der Gruppe “Sequenzen
mit Insertionen” zugeordnet. Die Sequenzen sind in der NCBI-Genbank unter den
Nummern OL469119-0L469148 hinterlegt.

2.9 Analyse der Sequenzen und statistische Auswertung

Die Analyse der Aminosaurezusammensetzung, die Visualisierung sowie die statisti-
sche Auswertung (unter Verwendung des ,Wilcoxon rank sum test®) erfolgte mithilfe von
Paketen der Programmiersprache R (71). Weiterhin wurde die Programmiersprache
Julia Version 1.7.3 fur die Datenverarbeitung genutzt (72). Die erweiterte Aminosau-
recharakteristik der Sequenzen und die potenziellen Stellen fir posttranslationale Modi-
fikationen wie z.B. Acetylierungen wurden mittels verschiedener web-basierter Anwen-
dungen ermittelt (73-78).
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3. Ergebnisse

Es wurden 16 Proben analysiert. In der phylogenetischen Untersuchung wurden 15
Proben dem Subgenotyp 3c und eine Probe dem Subgenotyp 3e zugeordnet. In den
untersuchten Proben der HEV-infizierten Patientinnen und Patienten wurden Insertio-
nen und Deletionen (Indels) in den Sequenzen des viralen Genoms detektiert und zum
Teil erstmalig beschrieben. Eine Insertion beschreibt dabei den zusatzlichen Einbau von
Nukleotiden in eine Gensequenz und eine Deletion das Nichtvorhandensein einer An-
zahl von Nukleotiden im Vergleich zur Referenzsequenz. Keine der detektierten Indels

fuhrten zu einer Verschiebung des Leserasters.

Weiterhin zeigten sich signifikante Unterschiede in der Aminosaurezusammensetzung
und der Anzahl an posttranslationalen Modifikationen zwischen Sequenzen mit und oh-
ne Indels. Konkret zeigten sich Indels in sieben von sechzehn untersuchten Proben.
Dabei handelte es sich um drei akut und vier chronisch erkrankte Patienten und Patien-
tinnen. Es wurden acht unterschiedliche Insertionen und funf Deletionen detektiert. Die
Insertionen wurden in den Proben von drei chronisch infizierten Personen und in der
Probe einer akut HEV-infizierten Person festgestellt. Bei dem Vergleich mit der Daten-
bank ,NCBI GenBank® zeigten funf Insertionen die hdchste Sequenzibereinstimmung
mit Abschnitten des HEV-Genoms und drei Insertionen die hdchste Sequenziiberein-
stimmung mit den Abschnitten von drei unterschiedlichen humanen Genen. Es konnten
weiterhin funf verschiedene Deletionen identifiziert werden. Die Deletionen fanden sich

bei zwei akut und drei chronisch HEV-infizierten Patienten und Patientinnen.

In Abbildung 1 sind die detektierten Indels detailliert dargestellt. Am oberen Rand der
Abbildung findet sich eine vereinfachte Darstellung des HEV-Genoms mit den verschie-
denen Regionen und eine Darstellung der Aminosauresequenz der HVR der Referenz-
sequenz wbGERZ27. Im Teil A sind die Sequenzen, die nur Deletionen enthalten. Teil B
stellt Sequenzen mit Insertionen und zum Teil auch mit zusatzlicher Deletion dar. Wei-
terhin sind die Sequenzen nach den urspringlichen Patientenproben gruppiert. Die ers-
ten sechs Ziffern des Sequenznamens entsprechen der Probennummer. Die Ziffer nach
dem Unterstrich identifiziert die Variante innerhalb einer Probe. Varianten einer Probe

ohne Indels sind in der Abbildung 1 nicht dargestellt.
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Die kurzeste Insertion ist 96 Nukleotide lang (Abbildung 1: 19-0174_2). Die langste In-
sertion umfasst 162 Nukleotide (Abbildung 1: 19-0195 5). Die fuinf Insertionen viralen
Ursprungs zeigen sich nochmal aufgebaut in zwei Teile, welche unterschiedlichen Ab-
schnitten des HEV-Genoms zuzuordnen sind (Abbildung 1: 19-0144 23, 19-0144 25,
19-0174 2, 19-0195 5, 19-0196_3). Alle Abschnitte lassen sich entweder dem Bereich
zuordnen, welcher fur die virale RNA-abhéangigen RNA-Polymerase (RdRp) kodiert oder
einem Abschnitt aus der HVR selbst. Die Insertionen mit Ursprung aus dem humanen
Genom liel3en sich Teilbereichen der Gene des Ahnak nucleoprotein, Ribosomal Pro-
tein L18 (RPL18) und Glutathione S—Transferase Alpha 1 (GSTAL) zuordnen (Abbil-
dung 1: 19-0195 1, 19-0195 2, 19-0196 _1). Es wurden auch drei verschiedene Inserti-
onen innerhalb einer Probe detektiert (19-0195 1, 19-0195 2, 19-0195_5).

Die Sequenzen mit Insertionen stellten haufig den Hauptteil der ,reads” einer Probe dar.
Beispielweise lag bei der Probe 19-0195 der Anteil der Variante mit der Insertion RPL18
(19-0195 1) bei 95,9 Prozent bezogen auf die Gesamtmenge der ,reads” der Patien-
tenprobe. Fur GSTA1 zeigten sich unter Berilicksichtigung einer Variante mit Insertion
und Deletion (19-0196 1 und 19-0196 2) ein Anteil von 84,5 Prozent an der Gesamt-
menge. Die Sequenzen mit der Ahnak Insertion (19-0195_2) machte hingegen nur 0,8

Prozent der ,reads” aus.

Weiterhin fielen in den Sequenzen der HVR in finf Proben Deletionen auf, welche eine
Lange von 6 bis 45 Nukleotiden besal3en. In einer Probe waren zwei Deletionen in einer
Sequenz (Abbildung 1: 19-0174_1). Es zeigten sich auch zwei HEV-Varianten mit einer
Insertion und einer Deletion (Abbildung 1: 19-0174_2A und 19-0196_2). Es zeigte sich
ein Anteil von 0,7 Prozent (19-0142_2) bis zu 87,6 Prozent (19-0174_1) an der Ge-

samtmenge der ,reads”.
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26 2153 2396 2736 5137
5’ o—l{ MeT | ¥ [ PCPlI HVRlE X i Hel ] RdRp }I[ ORF2 A 3
m’G S (OrRFI n
A) 2153 21|33 22|13 22|43 22|73 23|03 23|33 23|63 23|93
wbGER27 FSSDFSPPEAAVAAPAATPGLRHPTPPVSDVWVLPPPSEEFQVDTAPTPPAPEPAQPSSSAGPKAPVRKPPTPPSPRTRRLL
19-0142_2 R | Kevuvunnn AT Tou NP e ian s LMo v e enannes

0.7 % of reads

19-0151.1.1 ... TV e s IS0t s0sass=mFmmmmmmmm—ne— , , , Acstacs VRS . :P¥esaviannet Mesiosnnsis
3.2 % of reads

19-0157_6 = L eiieiaaa. Aiiens AusSPiciasaas NeesRovana Lo sV=—usBAsalaus VL.P. .YA.RV..... AbesPacvassis
0.5 % of reads

19-0174_1 ... Voo Ao, A.GI.---RRLLKNFRLTQ---..P...... P.P..... Lo iobieiiaaaids
87.6 % of reads

B)
19-0144_23 ... Aeernnnnn Hevvvnnnn IS. ... Kevununnn Acvinnnnnn FPovvannnnn S.-..S.co.d- A

26.0 % of read
or reads [ SGWCKGVCGVFQUGTAPAPPAPEPAQPSSPAGPKAPVRKSSTPPSPRTRRLL |

19-0144_25 = L. S [ ToeSeiinnnnnnnnns e Sevinnn Ao,
SRR | SLIAGCGLKLKVAAPAPPAPGPAQPSSPTGPKAPVRKPSTPPSPCTRRLL |

-

19-0174_2 =[N VoAl LB ALGT. e o wdl c AL LA P aaee PalFicoac L"T ..... Boocolic
4.9 % of reads [ CRRLLKNFRLAPPPPEPAQPPSPAGPKALVRK |

19-0174_2.a = L ieiieiaeians Wrao-ncunoo00ac A.GIL.-—-RRLLKNFRLTQ--=-..P...... HalFicoae Lao A ..... Semocooc
LB L [ CRRLLKNFRLAPPPPEPAQPPSPAGPKALVRK |

19-0195_1 e eeaeaeaaaaan S....! Revununnn is .......... P.PV...T...... Acvinnnnnnn
95.9 % of reads
|KRLFMSRTNRPPLSLSRLIRKMKL PGRENKTAVVVGTITDDVRVQEVPK |
19-0195_2 e eeaeaeaaaaa ‘s LT o - S Teeoltersnes Poeennn Tenrret AP,
0.8 % of reads
| Dl'l'GPKANINIEGKSKKSRFKLPKFHFPGSﬁi iEVWKGKKPDI |
19-0195.5 TN S ST R s RSP g e 5e 1060800 Baloae T....*. ............
1.5 % of reads

[ RSAWILQAPKVSLKGFWKKHSGEPGTLLSTASTPPAPEPAQPPSSAGPKTPVRK |

19-0196_1 = .iiiieiesienn Viceaas Siiaas SA: IRttt ianatnannsa AiiiSicieaae Pivisanapuuintsans L.S5...4

62.8 % of read L)
of reads |EELDSSLISSFPLLKALKTRISNLPTVKKFLQPGSPRKPPNDEKSL|

19-0196_2 = ... Veoou.n SH....S...===Tuurenenunnnnn A.o.S.innnn P......T ....... L.S....
21.7 % of reads [EELDSSLISSFPLLKALKTRISNLPTVKKFLQPGSPRKPPMDEKSL |

19-0196_3 = L..iiaieeaaen VW..oaon SH....SA..T.....uun Levenns AL..S.L..... P.........*....S.L.S....
9.5 % of reads
| LRRTGALGWSGLRSLFSCGTAPAPPASEPAQPSSPAGPKAPVRK |

Abbildung 1. Aminosaduresequenzen der Insertionen und Deletionen in den analysierten
Sequenzen in einem Alignment. Abschnitt A) zeigt die Sequenzen mit Deletionen. Abschnitt
B) zeigt die Sequenzen mit Insertionen und Insertion plus Deletion. Links sind die Sequenz-
nummern dargestellt und unterhalb derer der Anteil dieser Sequenz an der Gesamtmenge der
sreads” in einer Probe. In grin markiert sind die Insertionen und deren unterschiedliche Be-
standteile. In den geschweiften Klammern ist die Aminosauresequenz der Insertionen darge-
stellt. Mit roten Bindestrichen sind die Deletionen gekennzeichnet. Gelb markiert ist eine veran-
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derte Aminosauresequenz zwischen zwei Deletionen. Oben findet sich die Referenzsequenz
WbGER27 (FJ705359.1). GSTA1 - Glutathione S-transferase alpha 1; HVR - hypervariable re-
gion; He — helicase region; MeT — methyltransferase region; ORF — open reading frame; PCP -
papain-like cysteine protease; RARp - RNA-dependent RNA-Polymerase; RPL18 - Ribosomal
Protein L18; X — X-domain; Y — Y-domain. Grafik aus Biedermann et al. (79)

In einem weiteren Schritt erfolgte eine statistische Analyse der Sequenzen hinsichtlich
ihrer Aminosaurezusammensetzung. Hierfur wurden die Sequenzen mit Insertionen so-
wie die Sequenzen mit Deletionen mit den Sequenzen ohne Indels verglichen. In Tabel-
le 3 werden die Anteile der Aminosauren aufgefuhrt, bei denen sich bei mindestens ei-
nem dieser Vergleiche ein signifikanter Unterschied feststellen lie3. In den Spalten zwei
bis vier sind die verschiedenen Aminosaureanteile der Gruppen in Prozent angegeben.
In den Spalten fiinf und sechs ist dargestellt, bei welchem Vergleich sich ein signifikan-
ter Unterschied zeigte mit dem jeweiligen P-Wert in Klammern. Aus den Daten in Tabel-
le 3 lasst sich ablesen, dass Sequenzen mit Insertionen einen signifikant héheren Anteil
an Lysin und Glycin sowie einen geringeren Anteil an Prolin, Glutamat und Valin auf-
wiesen. Sequenzen mit Deletionen enthielten ebenfalls im Vergleich zu den Sequenzen
ohne Indels mehr Lysin. Des Weiteren zeigten diese einen erhéhten Anteil an Arginin,

Asparagin und Histidin.
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Tabelle 3: Analyse der Aminosdurezusammensetzung der Sequenzen und Vergleich zwi-
schen Sequenzen ohne Insertionen oder Deletionen (Indels) und Sequenzen mit Indels.
Hinter den Aminosé&urennamen in Klammern ist ihr Buchstabenkode aufgefiihrt. Die statistische
Analyse wurde mittels “Wilcoxon Rank Sum test” durchgefiihrt. P-Werte <0,05 wurden als signi-
fikant gewertet und sind in fett dargestellt. Tabelle modifiziert nach Biedermann et al. (79).

Aminosaure | Sequenzen | Sequenzen | Sequenzen | Signifikanter Signifikanter
ohne Indels | mit Insertio- | mit Deletio- | Unterschied In- Unterschied De-
(Anteil in nen nen sertionen/keine letionen/ keine
Prozent) (Anteil in (Anteil in Indels Indels
Prozent) Prozent)

. Nein (p-Wert: Ja (p-Wert:
Arginin (R) | 6,2 6,7 8,4 1) 0,006)
Asparagin Nein (p-Wert: Ja (p-Wert:
(N) 0.3 0.8 1.0 0,098) 0,017)
Glutamat Ja (p-Wert: Nein (p-Wert:
(E) 4T 42 3.7 0,04) 0,166)

. Ja (p-Wert: Nein (p-Wert:
Glycin (G) |2,5 4,0 2,7 0,013) 0,234)
- Nein (p-Wert: Ja (p-Wert:
Histidin (H) | 1,2 1,2 13 1) 0,012)

. Ja (p-Wert: Ja (p-Wert:
Lysin (K) 2,2 5,5 3,0 <0,001) 0,048)

. Ja (p-Wert: Nein (p-Wert:
Prolin (P) 28,5 23,3 27,8 0,001) 0,738)

. Ja (p-Wert: Nein (p-Wert:
Valin (V) 6,8 5,6 7,1 0,032) 0,962)

In Tabelle 4 werden die Aminosaureeigenschaften und potenziellen posttranslationaler
Modifikationsstellen der Sequenzen aufgefihrt, bei denen sich im Vergleich zwischen
den Gruppen ein signifikanter Unterschied zeigte. Bezlglich der Aminosaureeigen-
schaften enthielten Sequenzen mit Insertionen mehr polare und basische Aminosauren
und weniger ,small“ Aminosauren und nicht-polare Aminosauren. Sequenzen mit Dele-
tionen enthielten mehr basische und weniger saure Aminosaure. Weiterhin wurden die
Sequenzen bezlglich potenzieller Stellen fir posttranslationale Modifikationen unter-
sucht. Posttranslationale Modifikation bezeichnet dabei den Vorgang, bei welchem nach
der Translation das Protein verandert wird. Haufig geschieht dies durch die zuséatzliche

Bindung anorganischer oder organischer Gruppen.
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Es zeigten sich ein signifikant hoherer Anteil an potenziellen Modifikationsstellen fir
Acetylierungen, Ubiquitinierungen und Methylierungen (Lysin) in Sequenzen mit Inserti-

onen oder Deletionen im Vergleich zu Sequenzen ohne Indels.

Tabelle 4: Analyse potenzieller posttranslationaler Modifikationsstellen und Aminosaur-
eigenschaften der Sequenzen sowie Vergleich zwischen Sequenzen ohne Insertionen
oder Deletionen (Indels) und Sequenzen mit Indels. Die statistische Analyse wurde mittels
“Wilcoxon Rank Sum test” durchgefiihrt. P-Werte <0,05 wurden als signifikant gewertet und sind
in fett dargestellt. Tabelle modifiziert nach Biedermann et al.(79).

Eigenschaften Sequenzen | Sequenzen Sequenzen | Signifikanter Signifikanter
ohne Indels | mit Insertio- mit Deletio- | Unterschied Unterschied
(Anteil in nen nen Insertio- Deletionen/
Prozent - (Anteil in (Anteil in nen/keine keine Deleti-
Median- Prozent - Prozent - Insertionen onen
wert) Medianwert) | Medianwert)
Acetylierungs- Ja (p-Wert: Ja (p-Wert:
stellen 24 4.6 2,8 0,01) 0,048)
Ubiquitinierungs- Ja (p-Wert: Ja (p-Wert:
stellen 24 4.6 2.8 0,01) 0,048)
Methylierungs- Ja (p-Wert: Ja (p-Wert:
stellen (Lysin) | 2% 3.2 3.4 0,0018) 0,037)
P Ja (p-Wert: Nein (p-Wert:
,omall 72,0 65,8 71,0 0,0023) 0,47)
. Ja (p-Wert: Nein (p-Wert:
Nicht-polar 62,8 58,1 63,2 0,029) 1)
Ja (p-Wert: Nein (p-Wert:
Polar 37,2 41,9 36,8 0,029) 0,89)
. Ja (p-Wert: Ja (p-Wert:
Basisch 9,8 13,0 12,8 < 0,0001) 0,014)
Nein (p-Wert: | Ja (p-Wert:
Sauer 8,5 6.5 6.7 0,08) 0,0065)
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4. Diskussion

4.1 Kurze Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde erstens untersucht, ob Insertionen bei akut HEV-infizierten Per-
sonen vorkommen, zweitens ob neue, unbekannte Insertionen identifiziert werden kon-
nen und drittens wodurch Sequenzen mit Insertionen, insbesondere hinsichtlich ihrer

Aminosaurezusammensetzung und Moglichkeiten der posttranslationalen Modifikation,

charakterisiert sind.

In den Untersuchungen der HVR des HEV-Genoms mittels NGS-Methoden konnten
acht verschiedene Insertionen in vier Patientenproben detektiert werden. Eine Probe
entstammte einem akut HEV-infizierten Patienten. Es konnte auf3erdem mit GSTAL ei-
ne bisher noch nicht beschriebene Insertion humanen Ursprungs identifiziert werden.
Diese Insertionen wiesen besondere Charakteristika auf. Es zeigte sich insbesondere
ein erhohter Anteil von Lysin und eine erhohte Anzahl posttranslationaler Modifikations-

stellen.

Daneben zeigten sich funf Deletionen in flinf Patientenproben. In dieser Arbeit konnte
erstmals nachgewiesen werden, dass auch Sequenzen mit Deletionen einen erhdhten
Anteil von potenziellen Stellen fur posttranslationale Modifikationen und eine spezifische

Aminosaurezusammensetzung haben.

4.2 Interpretation der Ergebnisse

Insgesamt zeigten sich Insertionen in der Uberwiegenden Zahl bei chronisch HEV-
infizierten Patienten und Patientinnen. Insofern konnte diese Arbeit eine Korrelation
zwischen dem Auftreten von Insertionen und dem Vorliegen einer chronischen HEV-

Infektion bestatigen.

In den durchgefiihrten Analysen konnte eine Insertion humanen Ursprungs identifiziert
werden, welche bisher noch nicht beschrieben worden war. Dabei handelt es sich um
ein Fragment des Gens, welches die GSTAL transkribiert. Dieses Enzym ist Teil der
Biotransformation in der Leber und sorgt durch das Anfiigen eines Glutathionrestes fur

die Wasserl6slichkeit von korpereigenen und -fremden Stoffen und ermdglicht so deren
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Ausscheidung (80). Méglicherweise wurde ein Abschnitt des GSTAL1 Gens eingebaut,
da dieses ubiquitar in der Leber exprimiert wird. Weiterhin wurden Insertionen mit
hdchster Sequenzibereinstimmung zu den humanen Genen RPL18 sowie von Ahnak
detektiert, welche zuvor in unserer Arbeitsgruppe gefunden und publiziert wurden (61).
Dabei handelt es sich bei RPL18 um ein Gen, welches fir ein ribosomales Protein ko-
diert.

In der weiteren Analyse der Sequenzen der HVR zeigte sich eine signifikant héhere An-
zahl an potenziellen Stellen flr posttranslationale Modifikationen fur Acetylierungen,
Ubiquitinierungen und Methylierungen (Lysin) in Sequenzen mit Insertionen im Ver-
gleich zu Sequenzen ohne Insertionen. Die erhdhte Anzahl von Stellen fiir posttranslati-
onale Modifikationen gibt einen Hinweis darauf, dass die Gensequenzen mit Insertionen
in Proteine Ubersetzt werden und dass sie funktionell relevant sind fur das Hepatitis-E-

Virus.

4.3 Einbettung der Ergebnisse in den bisherigen Forschungsstand

Zu Beginn dieses Forschungsprojektes im Jahr 2018 lagen zum Vorkommen und zum
Charakter von Insertionen der HVR lediglich anekdotische Beobachtungen oder Unter-
suchungen mittels konventioneller Sanger-Sequenzierung vor. Auch die Untersuchung
von Munoz et al. aus dem Jahr 2020 wurde mittels Sanger-Sequenzierung durchgefihrt
(59). Dagegen wurden in der im Jahr 2020 erschienenen Arbeit von Lhomme et al.
ebenfalls Sequenzen mittels ,Next-Generation Sequencing® untersucht. Deren Untersu-
chungen wurden allerdings mittels einer anderen Sequenzierungsplattform, PacBio
SMRT, durchgefiihrt, wahrend in dieser Untersuchung das MiSeq System von Illumina
verwendet wurde. In dieser Arbeit wurden wie in Lhomme et al. (58) Insertionen in ei-
nem akut HEV-infizierten Patientinnen und Patienten detektiert, in der Gberwiegenden
Mehrheit aber bei chronisch HEV-infizierten Patientinnen und Patienten. Alle bisher de-
tektierten Insertionen setzten sich aus vollstdndigen Codons zusammen, sodass keine

Verschiebung des Leserahmens entstand.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit untersucht, ob sich weitere neuartige Insertionen in
den Virussequenzen nachweisen lassen. Hierzu lagen zu Beginn der Untersuchung die

Arbeiten von Johne et al., Nguyen et al, Shukla et al. und Lhomme et al. vor (54-57). In
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den ersten drei Arbeiten wurden in den Proben einzelner Personen Sequenzen mit In-
sertionen nachgewiesen. In der Arbeit von Lhomme et al. aus dem Jahr 2014 wurde die
HVR von Patentinnen und Patienten untersucht, die im Rahmen einer Organtransplan-
tation immunsupprimiert waren und bei denen eine HEV-Infektion vorlag. Bei Personen,
die einen chronischen Verlauf aufwiesen, erfolgte eine erneute Sequenzierung. Bei 11
Prozent der untersuchten chronisch HEV-infizierten Patientinnen und Patienten zeigten
sich Insertionen. In der Untersuchung im Rahmen dieser Dissertation zeigten sich da-
gegen bei Uber vierzig Prozent der untersuchten Proben der chronisch HEV-infizierten

Personen Insertionen.

Bei den erstmals von Ngyuen et al. sowie Shukla et al. nachgewiesenen Insertionen in
der HVR des HEV-Genoms handelte es sich um Abschnitte, welche die grof3te Se-
guenzibereinstimmung mit humanen ribosomalen Genen, dem ribosomalem Gen S17
und dem ribosomalen Gen S19, zeigten (54, 56). In der vorliegenden Arbeit wurde
ebenfalls eine Insertion identifiziert, die die gré3te Sequenzibereinstimmung mit einem
humanen ribosomalen Gen zeigte, und zwar dem Gen, das das ribosomale Protein L 18
kodiert. Moglicherweise sind diese Transkripte in der Zelle ubiquitér verfigbar und wur-
den daher in das Virusgenom eingebaut. Die genauen Mechanismen des Einbaus bzw.

der Rekombination sind jedoch bislang unbekannt.

Weiterhin konnten in dieser Arbeit Insertionen beschrieben werden, deren Sequenzen
die hochste Ubereinstimmung mit Teilen der HVR selbst oder mit der viralen Polymera-
se, der RdRp, zeigten. Solche Duplikationen wurden auch bei anderen RNA-Viren der
Orthornavirae beobachtet. Villordo et al. (81) untersuchten konservierte Duplikationen in
den 3-UTRs von Flavivirus-Genomen. In deren Untersuchung konnte gezeigt werden,
dass konservierte Duplikationen eine wichtige Rolle bei dem Wechsel zwischen den
Insekten- und Saugetierwirten spielen. Einzelne Falle von Duplikationen wurden eben-
falls in Wildtypvarianten des Humanen Respiratorischen Synzytial-Virus (HRSV) be-
schrieben (82, 83). In vitro Analysen zeigten eine verbesserte Fitness von Virusvarian-

ten mit Duplikation gegeniber Virusvarianten ohne Duplikation (84).

Hinsichtlich der Frage nach dem Charakter der Insertionen zeigte sich in dieser Arbeit
eine Veranderung der Aminosaurezusammensetzung der Sequenzen mit Insertionen im

Vergleich zu Sequenzen ohne Insertionen. Festgestellt wurden u.a. eine signifikante
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Minderung des Prolinanteils sowie eine signifikante Steigerung des Lysinanteils bei den
Sequenzen mit Insertionen im Vergleich zu Sequenzen ohne Insertionen. Dies ent-
spricht den Beobachtungen von Lhomme et al. (58). Daher unterstitzt diese Arbeit auch
die Hypothese von Kenney et al., in der postuliert wurde, dass der erhthte Anteil an
Lysinen ein Schlisselmerkmal der Insertionen in der HVR ist (85). Da Lysine posttrans-
lational auf vielfaltige Weise modifiziert werden kénnen, ist dadurch auch die in dieser
Arbeit bei Sequenzen mit Insertionen festgestellte erhohte Anzahl potenzieller Positio-
nen fir posttranslationalen Modifikationen erklarbar.

Analog zu den Ergebnissen von Lhomme et al. (57, 86) und Mufioz-Chimeno et al. (59)
wurde ebenfalls eine signifikante Zunahme potenzieller Stellen fur Acetylierungen und
Ubiquitinierungen in Sequenzen mit Insertionen festgestellt. Anders verhalt es sich mit
dem Anstieg potenzieller Stellen fiir Methylierungen (Lysin). Dieser Anstieg wurde in der
vorliegenden Arbeit beobachtet, nicht jedoch bei den oben genannten Arbeiten. Umge-
kehrt verhalt es sich in Hinblick auf die erh6hte Anzahl von potenziellen Phosphorylie-
rungen (58) oder N-Glycolysierungen (59). Jene Beobachtungen konnten in dieser Un-

tersuchung nicht bestatigt werden.

Deletionen im HEV-Genom wurden bisher nur von zwei Forschungsgruppen beschrie-
ben (56, 59). Sequenzen mit Deletionen zeigten ebenfalls einen erhdhten Anteil von
Lysin im Vergleich zu Sequenzen ohne Deletionen. In dieser Arbeit konnte zum ersten
Mal der Nachweis erbracht werden, dass Sequenzen mit Deletionen ebenfalls einen

erhohten Anteil von potenziellen Stellen flir posttranslationale Modifikationen aufweisen.

4.4 Starken und Schwachen der Studie

Einerseits stellen die groBen Datenmengen, die durch ,Next-Generation Sequencing®
generiert werden, eine Herausforderung fur die Auswertung dar. Es gilt im Auswer-
tungsprozess die Frage zu beantworten, wie die biologische Realitat moglichst genau
abgebildet werden kann. Mégliche Fehlerquellen sind etwa die Selektion bestimmter
Varianten durch die PCR sowie die richtige Interpretation. In dieser Untersuchung wur-
de diesen Herausforderungen durch die Wahl einer sehr prazisen Methode, der ,Next-

Generation Sequencing®, sowie strengen Qualitatsfiltern begegnet. Andererseits kbnnen
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durch die gro3e Anzahl der generierten ,reads” viele Virusvarianten rekonstruiert wer-

den. In dieser Arbeit wurden Amplicons mit einer Lange von 300 bp sequenziert.

In der Ampliconsequenzierung kénnen im Vergleich zur ,Shot-Gun-Sequenzierung® lan-
ge Abschnitte an einem Stiick sequenziert werden und so die Rekonstruktion der Vari-
anten erleichtert werden. Ein einfaches Mapping ist zur Abbildung aller Varianten mit
Indels nicht zielfuhrend. Daher wurde eine Clustering-Methode gewahlt, um initial alle
Varianten mit Indels zu identifizieren. Nach dem anschlie3enden Mapping der einzelnen

Varianten konnte dann eine weitere Analyse der Sequenzen erfolgen.

Daher ist davon auszugehen, dass die Beobachtungen und Ergebnisse dieser Arbeit
sehr robust und valide sind. Im Bereich der statistischen Auswertung zeigte sich eine

aulRerordentlich hohe Signifikanz.

Eine Limitierung der vorliegenden Arbeit ist die geringe Anzahl an untersuchten Patien-
tenproben. Aktuell wird bei immunsupprimierten Patientinnen und Patienten mit HEV-
Infektion frihzeitig eine antivirale Therapie begonnen. Das hat zur Folge, dass zum de-
finitionsgemaRen Ubergang in eine chronische Infektion nach drei Monaten haufig eine
geringere Viruslast vorliegt und so weniger Proben chronischer Patienten und Patien-
tinnen mit ausreichend hoher Viruslast flr eine Sequenzierung mittels NGS zur Verfu-
gung stehen. Insgesamt ist aber aufgrund der prazisen Methodik und einer hohen sta-
tistischen Signifikanz davon auszugehen, dass die Ergebnisse dieser Arbeit zuverlassig
sind, zu einem Zuwachs an Wissen in diesem Fachgebiet beitragen und Grundlage fur

weiterfihrende Experimente sein werden.

4.5 Implikationen fir Praxis und zukunftige Forschung

Die Identifizierung von Virusvarianten bei chronischen Infektionen soll dazu dienen, Me-
chanismen der Chronifizierung und den damit einhergehenden Adaptationsprozess des
HEV und dessen Evolution besser zu verstehen. Insertionen scheinen in diesem Pro-
zess gehauft aufzutreten und spielen mdglicherweise eine entscheidende Rolle. Die
Identifizierung und Uberwachung dieser Veranderungen im viralen Genom sind daher
wichtig, um besonders pathogene Varianten sicher zu identifizieren. Weitere in vitro Un-

tersuchungen in Zellkultur sind notwendig, um die Relevanz der Insertionen zu evaluie-
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ren. Auch der Prozess des Einbaus und der Rekombination von viralen und humanen
Genfragmenten sowie die Relevanz von Deletionen erfordert weitere Forschungsarbei-

ten.

Die grol3e Vielfalt innerhalb der viralen Quasispezies von RNA-Viren konnte durch diese
Arbeit unterstrichen werden. Diese Diversitat erfordert daher auch detaillierte Sequen-
zierungsmethoden, welche sich dieser Vielfalt bestmdglich annéhern. Diese Arbeit zeigt
somit auch die Bedeutung geeigneter, besonders genauer und innovativer Untersu-

chungsmethoden auf.

Die Analyse des HEV-Genoms konnte in Zukunft dazu dienen, schwere Verlaufe oder
Therapieversagen vorherzusagen. Dazu ist eine umfassendere Erfassung der Veréande-
rungen im HEV-Genom wiinschenswert. Diese Sequenzierungsdaten kdnnten zukinftig
dazu genutzt werden, individuelle Anpassungen der Therapie vorzunehmen und Resis-

tenzen frihzeitig zu identifizieren.
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5. Schlussfolgerungen

In dieser Arbeit wurden Varianten des Hepatitis-E-Virus aus Blutproben von Patientin-
nen und Patienten untersucht und deren klinische Relevanz fiir den chronischen Verlauf

einer Hepatitis E beurteilt.

Diese Untersuchung konnte bestatigen, dass Insertionen in der HVR bei chronisch
HEV-infizierten Personen gehéauft vorkommen. Das erhdhte Vorkommen von Insertio-
nen bei diesen Personen deutet auf deren Relevanz fur den Verlauf der HEV-Infektion
hin. Eine Insertion konnte auch bei einer akut HEV-infizierten Person nachgewiesen
werden. In der Zusammenschau mit den derzeit bekannten Forschungsergebnissen

scheint es sich bei dieser Beobachtung vermutlich um Einzelfélle zu handeln.

Die Sequenzen mit Insertionen weisen bestimmte Eigenschaften auf. Es wurde ein er-
hohter Anteil an Lysin innerhalb der Aminosauresequenz sowie eine erhdhte Anzahl
von posttranslationalen Modifikationsstellen festgestellt. Insgesamt deutet dies auf eine

funktionelle Relevanz der Insertionen hin.

Die Analyse von Virusvarianten mit Hilfe von sensitiven Sequenzierungsmethoden
konnte in der klinischen Praxis kunftig dazu dienen, Risikopatientinnen und -patienten
auszumachen und individuelle Therapieanpassungen vorzunehmen. Weitere Forschung
ist notwendig, um den Mechanismus hinter dem Einbau der Insertionen zu verstehen,
die funktionelle Relevanz zu verifizieren und weitere Angriffspunkte fir mogliche Thera-

pien zu identifizieren.
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Abstract

Background and Aims: Hepatitis E virus is a major cause of acute hepatitis worldwide
and can progress to chronicity in immunocompromised individuals. Various virus-host
recombination events have been reported in the hypervariable region of the hepatitis
E virus genome, but the patterns of assembly and selection remain unclear.
Methods: To gain further insight into viral evolution, we assessed the presence of low
abundance variants in 16 samples from individuals with acute or chronic infection
using a targeted next-generation sequencing approach.

Results: In seven samples, different variants with insertions and/or deletions were
identified. Among them, eight insertions originating either from human genes or from
the hepatitis E virus genome. Five different deletions could be identified. The amino
acid composition of sequences with insertions showed a higher frequency of lysine
and a lower abundance of proline, and additionally acetylation and ubiguitination sites
were more frequent than in hepatitis E virus wild-type sequences.
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KEYWORDS

1 | INTRODUCTION

Hepatitis E virus (HEV} is one of the leading causes of viral hepa-
titis worldwide and responsible for large outbreaks and epidemics
with an acute course of disease in resource-poor countries due to
waterborne/faecal-oral transmission of the wvirus.! In industrial-
ized countries, sporadic cases with acute and chronic cases occur
mainly due to zoonotic transmission.? The single-stranded posi-
tive sense RMA-virus belongs to the genus Paslahepevirus, species
Paslahepevirus balayani in the family of Hepeviridae and is divided
into 8 genotypes of which 4 (HEV-1-HEV-4) are known to be patho-
genic in humans.®* In addition, one case was reported in which a
person became chronically infected with HEV-7 after consuming
camel meat and milk.® HEV genotype 3 (HEV-3) is the predominant
genotype causing HEV infection in industrialized countries.® Over
the past decade, an increasing number of autochthonous cases with
HEV-3 have been identified, which can lead to a chronic course of
infection.” Chronic infections primarily occur in immunocompro-
mised individuals, such as organ transplant recipients, patiznts with
haematological disorders, and patients with HIV/AIDS.® In immu-
nocompromised individuals, treatment options are scarce with an
increased risk of progression to liver cirrhosis.” Therefore, chronic
HEV infections are an increasingly important clinically and public
health relevant issue.

The exact mechanisms leading to chronic infections are still un-
known. Host factors resulting in alteration of the immune system
may play an important role.® The T-cell response has been identified
as a key variable in the body's capability to control the wirus.2®1?
In addition, viral characteristics may contribute to chronification.
The hypervariable region (HVR) shows a highly diverzent nucleo-
tide composition compared with other regions of the HEV genome
and is known to influence virus adaption in vitro and in vivo 13
In recent studies, insertions in the HEV HVR have been shown to
enhance replication ability in vitro.!>** Furthermore, virus-host re-
combinants have been detected in samples of chronically infected
individuals, suggesting a potential role of HVR diversity in the de-
velopment of persistence **-2% Recently, insertions have also been
detected in an acutely infected individual > However, the impact of
these recombination events in the HVR on the chronic course of the
infection remains unclear.

Conclusions: These findings suggest that the nucleotide composition of insertions
and sites for post-translational modification may contribute to recombination events.
Although the impact of low-level hepatitis E virus variants is uncertain, our results
highlight the importance of a highly sensitive next-generation sequencing approach
to capture the full diversity of hypervariable region.

gene insertion, hepatitis E virus, hypervariable region, next-generation sequencing,
recombination, sequence deletion

Key Points

Hepatitis E Virus infections lead to acute or chronic
courses. In chronically infected patients, fragments of
human mRMA or of the own wviral genome inserted into
the hypervanable region have previously been reported.
In this study, we found previously unknown genetic rear-
rangements and investigated their impact on protein se-
quences and their characteristics.

The aim of this study was to analyse and characterize the HVR
variants of individuals with acute and chronic HEV infection to pro-
vide detailed evidence of the involvement of HVR variants in the
chronification of HEV infection. The application of a targeted NG5S
approach allows the detection of low-frequency viral variants that
may carry insertions that would not be detectable with Sanger se-
quencing. In addition, the insertions detected in the sequences of the
analysed samples were characterized in terms of amino acid composi-
tion and post-translational modifications to provide further evidence
on the potential role of HYR in the chronification of HEV infection.

2 | MATERIALS AND METHODS
2.1 | Patient samples

Sixteen blood samples including 15 EDTA-plasma samples and one
serum sample from HEV-infected individuals were analysed. The se-
lection was based on availability, availability of required volume, and
viral load needed for PCR and sequencing. Baseline characteristics
of the study cohort and individual patient characteristics were sum-
marized in Tables 1 and 2. The samples were obtained from routine
diagnostics and were pseudonymized before further investigation.
Sample 19-0195 was a follow-up sample of patient 1 described re-
cently by Papp et al. > Nine samples were from acute and seven from
chronically HEV-infected individuals (Table 2. Chronic HEV infection
is defined as the persistence of HEV RNA for more than 3 months.®
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TABLE 1 Baseline charactenstics of the study cohort

Reference range Total {n = 16)
Age years) 57.5({18-90)
Sex (ratio m:f) 1:3
ASAT (U/L) <50U/L 56 (27-814)
ALAT (W/L) =A1U/L 103.5 (30-1201)
Bilirubin (mg/dI} <1 mg/dl 0.535 (0.09-4.02)
yGT (WL 8-61U/L 111 (60-1401)

Viral load (IW/ml)

Mote: Data in median and range.

1.19E+06 (3. 24E+04-3 46E+07)

Acute HEV (n = 9) Chronic HEV (n = 7)

59 (18-90) 56(24-74)

9:0 1:25

55 (27-814) 57 (45-152)

119 (52-1201) 74 (30-134)

0.58 (0.3-4.02) 0.35(0.09-3.84)

109 (60-811) 113 (76-1401)

1.58E+06 4.39E+05 (3.68E+04-
(3.24E+04-2.92E+07) 3.46E+07)

Abbreviations: m, male; f, female; ASAT, aspartate aminotransferase; ALAT, alanine aminotransferase; y-GT, y-glutamyltransferase; HEV, hepatitis E

viral infection.

2.2 | Ethics statement

This study was approved by the local ethics committee (approval
number EA1/367/16) and written informed consent was obtained
from all participating individuals. Patient samples were de-identified
for this study. All experiments were performed in accordance with

relevant guidelines and regulations.

2.3 | RNA extraction and quantification

RMA was extracted from 140pl EDTA-plasma or serum using the
Qlaamp Viral RMNA mini Kit (Qiagen) and the QlAcube (Qiagen) ac-
cording to the manufacturer's instructions. For guantification, a real-
time RT-PCR was performed as described pravioushy.®

2.4 | Genotyping and phylogenetic analysis

For genotyping and subsequent phylogenetic analysis, a nested RT-
PCR assay modified from the protocol described by Wang et al*
targeting a 307 nt fragment in the ORF 1 was performed. In detail,
first-round RT-PCR was performed using the QIAGEN OneStep RT-
PCR kit (Qiagen) and a modified primer pair (38_forward: GAGGC
YATGGTSGAGAARG and 39_reverse: GCCATGTTCCAGACRGT
RTTCC). The PCR was performed under the following conditions:
15min at 95°C followed by 40cycles consisting of 10 s at 94°C,
30s at 50°C and extension at 72°C for 50s and a subsequent final
elongation at 72%C for 2 min. For nested PCR, a modified primer
pair (37_ forward: GGTTCCGYGCTATTGARAARG and 27 _reverse:
TCRCCAGAGTGYTTCTTCC) and HotStarTag Master Mix (Qiagen,
Hilden, Germany} were used under the following conditions:
15min at 95°C, followed by 30cycles at 94°C for 10 s, 49°C for
30s, 72°C for 20s and a final elongation step of 2 min at 72%C. Due
to the short fragment length and lack of further NGS5 sequencing,
no proof-reading polymerase was deemed necessary for this am-
plification step. The fragment was primer and quality trimmed to
25&nt. The HEV geno- and subtypes were assizgnad by phylogenetic

analysis using genotype 3 reference sequences according to the
latest proposal of the ICTV for Hepeviridae and the most closely
related sequence of each sample from GenBank according to the
Max Score value.?® To generate a cladogram, all genotype 3 ref-
erence sequences described earlier and genotype 3 sequences
from the HEV-GLUE Sequence Database were downloaded. 232 &
multi-sequence alignment (M3A) of all sequences was built using
Clustal-Omega version 1.2.4.% Based on this MSA, all loaded se-
quences were cut to the same genomic section as the patient se-
quences. A second MSA was created by QIAGEN CLC Genomics
Workbench 22.0 (https://digitalinsights giagen.com/) providing the
basis for the cladogram, which was computed and visualized using
the neighbour-joining construction method from the same tool.

2.5 | Amplification and sequencing of the HVR

RMA was reverse transcribed wsing the SuperScript IV Reverse
Transcriptase Synthesis System (Invitrogen) according to the man-
ufacturer's recommendations with a prolonged incubation step of
20min at 50°C and 15min at 55°C using olizo(dT)s and random hex-
amers. The nested PCR and amplicon preparation was performed
according to Papp et al*? with the following modifications: The
Phusion Hot Start Il High-Fidelity DMA Polymerase (Thermo Fisher
Scientific) was used and the first PCR was performed under the fol-
lowing conditions: 305 at 28°C and 35cycles of 5 5 at 98°C, 305 at
&2°C, 205 at 72°C, followed by 2 min at 72°C. Conditions of the
second PCR were: 30s at 98°C, 13 cycles of 55 at 98°C, 30s at 62 °C
and 10 s at 72°C, 15cycles of 5 s at $8°C and 30s at 72°C, followed
by 2 min at 72°C.

2.6 | Next-generation sequencing of HVR

Mext-Generation sequencing was performed on the MiSeg
Sequencer (lllumina, Inc.) with paired-end technology and 300bp
read length as previously described 22 In addition, sequences were
confirmed by Sanger sequencing performed as described recently.
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TABLE 2 Patient characteristics

Days since

AST®  ALT® Bilirubin® 5-GT® first positive

SampleID  Sex Age® (UL (UL (mgddi) {uL) PCR
19-0142 M 33 44 109 093 &0 27
19-0143 M 41 77 160 055 811 ]
19-0144 w 56 49 44 0.52 102 1679
19-0150 M 63 57 106 035 118 187
19-0151 M &6 45 46 0.26 113 359
19-0157 M 54 48 30 046 167 265
19-0162 M 13 27 52 0.55 61 &
19-0154 M 56 814 1201 061 495 ]
19-0166 0] 20 na. na na. n.a. o
19-0171 M 74 &0 134 0.09 78 486
19-0174 M &2 54 119 0.58 109 49
19-0194 M 90 208 265 402 152 1]
19-0195 M 24 152 74 3.84 1401 404
19-0196 w 50 68 101 035 93 489
19-0201 M 59 n.a. n.a. n.a. n.a. a8
19--0204 M &4 55 63 0.3 63 1]

Reason for impaired  Viral load (1U/ml) (sample
infection  immune response

Acute KTR 1.58E+06 (plasma)
Acute 1 47E4+06 (plasma)
Chronic KTR 5.72E405 (plasma)
Chronic KTR 3.68E+04 (plasma)
Chronic KTR 9.07E+05 (plasma)
Chronic KTR 1 48E+07 (plasma)
Acute RTX-patient 8.50E406 (plasma)
Acute 2 92E407 (plasma)
Acute 3.13E+05 (plasma)
Chronic KTR 5.31E+04 (plasma)
Acute KTR 2 14F 406 (serum)
Acute 3.24E+04 (plasma)
Chronic RTX-patient, Bruton's 3 46E+07 (plasma)
disease”
Chronic 12G-deficiency, 6.39E+05 (plasma)
T-lymphopaenia
Acute MHL 313E406 (plasma)
Acute Immuno-suppression  4.09E+05 (plasma)

Abbreviations: KTR, kidney transplant recipient; RTX, rituximab; NHL, non-Hodgkin lymphoma; n.a_, not available.

*fze - age in years at sample date.
BFor reference ranges see Table 1.
“Agammaglobulinemia.

2.7 | Bioinformatics

The different amplicon sequences with their different indel-patterns,
each representing at least one viral haplospecies, can be handled
as molecular ‘operational taxonomic units' (OTU). Using the tool
UPARSE, amplicon sequences were clustered into OTU's based on
similarity.®® Similar OTUs were grouped by length and their indel-
pattern and within each group, the OTU with the largest cluster size
was picked as group representative. Subsequently, we offered all rep-
resentative OTUs as mapping reference in a python-based pipeling,
which onginally was designed for the molecular surveillance of HIV
and includes 3 merging step using FLASH (version 1.2.11), trimming
with Trimmomatic (version 0.38) and using the BWA mapper (ver-
sion 0.7.15).2%-% Briefly, paired sequences were merged using FLASH
with a minimum overlap of 15 and a maximum overlap of 300 bp and
a max-mismatch density of 0.25. Merged reads as well as unmerged
reads were than guality trimmed by Trimmomatic with the options
sliding window (8:20) and minimum sequence length of 50 base pairs.
Subsequently, all survived reads were mapped against a reference file
containing all representative OTUs of one sample plus the wild-type
HVR sequence, using the mem-algorithm of BWA with a mismatch-
penalty of 2. The resulting alignments were analysed by their codon
frequencies and a consensus sequence for each offered reference
was generated based on the most frequent codon-variants. Samtools
(version 1.11) was used to analyse the distribution of reads between

the offered reference sequences.® Sequences with at least 100 reads
and 3 minimum share of 0.5% reads were included. For the follow-
ing analyses, the sequences were assigned into three different groups:
sequences without indels (insertions and/for deletions), with deletions,
and with insertions. Seguences containing both an insertion and a de-
letion were assigned to the group ‘sequences with insertions’. The pro-
gramming language Julia version 1.7.3 was utilized for data processing
and pipeline organization, while R version 4.2.0 was used for visuali-
zation.®*?% For visualization, the HEV-3c reference strain whGER27
(Acc. Mo, FJ70535%9.1) as proposed by Smith et al** was used.

2.8 | Analysis of regulation sites and of amino acid
characteristics

To analyse the amino acid composition and for the creation of a
graph, the biostrings packaze from the ‘bioconductor software
project’ based on the programming language R was used.*¥%¢ The
following tools were used for the in silico determination of puta-
tive post-translational modifications: prediction of acetylation on
internal lysines: GPS-PAIL with medium threshold and all putative
acetylation [http://pail.biocuckoo.org/)*"; prediction of ubiguitina-
tion: BDM-PUB with a balanced cut-off (http-//bdmpub.biocuckoo.
org/}; prediction of phosphorylation: (http./fwww.cbs dtu dk/servi
ces/NetPhos/)?% prediction of glycosylation: (http-//www.cbs.
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dtu.dk/services/NetNGlyc/)*; prediction of methylation: (http://
www.jci-bioinfo.cn/iMethyl-Pse AAC) 851 For the analysis of
amino acid characteristics, the “Emboss Pepstats Tool” was used

(https:/fwww.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/emboss_pepstats/).*?

29 | Statistical analysis

Quantitative variables were compared by employing the Wilcoxon
rank sum test. The analysis was performed using the programming
language R.** p < .05 were considered statistically significant.

210 | Nucleotide sequence accession numbers

Sequences generated using NGS5 have been deposited in the NCEI
GenBank under the accession numbers OL469119-0L469148.

3 | RESULTS
3.1 | Characteristics of the study cohort

Samples of 16 HEV-positive individuals were analysed, of which seven
were chronically infected and nine had an acute infection. Fourteen
individuals were male and two were female. The median age was 56

and 59 in the chronically and acutely infected group with an age range
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between 24 and 74vyears and 18-90vears, respectively (Table 1). The
enzymes aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase
[ALT), y-glutamyltransferase (y-GT) were moderately elevated with no
significant differences between acutely or chronically infected indi-
viduals. Furthermore, there was no significant difference regarding
the viral load between the group of acutely infected and the zroup
of chronically infected patients (Wilcoxon rank sum test; data not
shown) (Table 1). The duration of infection among the chronically in-
fected patients ranged from 6 to 55months (Table 2). Out of seven
chronically infected individuals, five were kidney transplant recipients
and two suffered from immunodeficiencies (Table 2). Two patients
from the group of acutely infected patients developed a chronic in-
fection (19-0174 and 19-0204). All sequences were assigned to HEV
genotype 3. Fifteen sequences clustered within HEV subtype 3c and
one sequence assigned to HEV subtype 3e (Figure 1.

3.2 | NGS amplicon sequencing of HVR

Sequences without indels were present in all samples. In addition, in-
sertions and deletions were detected in the HVR domain of seven sam-
ples (Table 51). All indel-patterns found were in frame. In total, eight
different insertions were identified in the HVR region of four samples,
of which three were derived from individuals in a chronic state of in-
fection (19-0144, 19-0195, 19-0196) and one from an acutely infected
patient (19-0174} (Figure 2). All quasispecies with an indel contained
more than one indel variant (Figure 2 and Table 51). The insertions

3b
: 3j
1 FIGURE 1 Cladogram of the patient-
derived HEV sequences based on partial
3 ORF1 sequences (256 nt). Subgenotyping

results were confirmed with HEVnet
(https-fwww rivm.nl/mpf/typingtool/
hew/). The HEW genotype 1 sequence
FJ457024 was set as an cutgroup. HEV
sequences from this study are marked

in black font (e.g. 19-0194) and were
compared with HEV reference sequences
representing HEV-3 [depiction: HEV
subtype, accession number, e.g., 3e
FJ998015).
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ranged from 96 to 162 ntin size and were present with frequencies be-
tween 0.8% and 95.9% (Table 51). Among these eight insertions, five
were derived from the HEV genome itself, either from the HVR or the
RMA-dependent RMNA polymerase (RdRp) region [19-0144 19-0174,
19-0195, 19-01%94; Figure 2 and Table 51). The remaining three inser-
tions were derived from human genes (19-0195, 19-0194; Figure 2
and Table 51). OFf these, one insertion showed the highest similarity
with the human gene for the nucleoprotein Ahnak (19-0195). Ahnak is
located on chromosome 11 and possibly plays a role in tumour metas-
tasis and calcium regulation in cardiomyocytes and acts as a scaffold
protein.*® The insertion consisted of two Ahnak fragments (Figure 2
and Table 51). The second insertion in the HVR sequence of the sam-
ple 19-0195 was derived from the ribosomal protein L18 (RPL18). The
remaining human-derived insertion in the HVR sequence of sample
1%-0196 showed the highest identity to Glutathione S-transferase A1
(GSTAL), a gene that is abundantly expressed within the liver (Figure 2
and Table 51).°* All insertions deriving from the HEV genome itself
were made up of at least two frazments with one of them being a du-
plication of the adjacent region (Figure 2). Three insertions consisted
of one HVR and one RdRp fragment. Two insertions were a combina-
tion of two different HVR fragments.

Deletions were observed in the HEV viral quasispecies of five
samples (19-0142, 19-0151, 19-0157, 19-0174, 19-0195; Figurs 2
and Table 51). Two samples within this group were collected from
acutely infected patients (19-0142, 19-0174) and three from chron-
ically infected patients (19-0151, 19-0157, 19-0194). The deletions
ranged from & to 45nt in size and were present in frequencies be-
tween 0.5% and §7.6% (Table 51). In the HVR sequence of sample
19-0174, a combination of two deletions consisting of a 7 and an
8 nt deletions was detected (Figure 2 and Table 51). Two variants
were detected which featured both a deletion and an insertion in
one strain (19-0174, 19-0196; Figure 2 and Table 51}

In addition, one 90nt insertion not meeting our inclusion crite-
ria (frequency: 0.4%) was identified in the HEV viral guasispecies of
sample 19-0174 which was derived from the human gene NCAKP1
and was in frame (data not shown). The NCKAP1 Gene is located
on chromosome 2 and is part of the WAVE complex that regulates

lamellipodia formation.**

3.3 | Position and fragment composition
of insertions

In total, the position of the identified insertions varied, but all were
located between nucleotide position (nt) nt 2227 and nt 2400

(numbering according to the HEV reference strain FI705359.1). No
pattern in regard to the nucleotides and amino acid composition be-
fore and after the insertion was identified.

3.4 | Amino acid composition of the HVR

For the amino acid analysis, the sequences were divided into three
different groups: (1) sequences without indels, (2] sequences with in-
sertions, and (3) sequences with deletions. Furthermore, the ratio of
specific amino acids within each group (group (1)-(3}) was analysed
(Figures 3 and 4). All the analysed sequences were rich in alanine (4),
proline (P), and serine (5). The sequences with insertions contained
significantly more lysine (i) (5.5% vs. 2.2%; p <.0001) and glycine (G)
(4% vs_ 2 5%; p-value: .013) compared with the groups without inser-
tions (groups 1 and 3). On the other hand, these sequences (group
2) contained significantly less proline (P} (23.3% vs 28.5%; p-value:
00064), glutamate (E) (£ 2% vs. 4 7%; p-value: .040) and valine (V)
(5.6% vs. 6.8%; p-value: .032).

Sequences with deletions consisted of significantly more ar-
ginine (R) (8.4% vs. 6.2%; p-value: 0062), asparagine (N} [1.0% vs.
0.3%; p-value: .017), histidine (H) (1.3% vs. 1.2%; p-value: .012), and
lysine (K} {3.0% vs_ 2.2%; p-value: 048) compared with sequences
without imndels (group 1).

Sequences with insertions displayed significantly more polar
(p-value: 029) and basic amino acids (p<.0001) and less small
(p-value: .0023) and non-polar amino acids (p-value: .029) com-
pared with sequences without indels (Figure 4). Sequences with
deletions consisted of more basic (p-value: .014) and less acidic
amino acids (p-value: 0065) [Figure 4). Further details are given
in Table 52.

3.5 | Characteristics of sequences

Sequences with insertions provided significantly more putative sites
for acetylation (p-value: .010), methylation {lysing) (p-value: 0018},
and ubiguitination (p-value: .010) compared with sequences with-
out indels (Figure 4). In detail, sequences with insertions provided
between 3.2 and 8.6 putative sites for ubiguitination and acety-
lation per 100 amino acids in comparison to 1.2 and 2.4 putative
sites in sequences without indels. The sequences without indels
carried between one and two putative post-translational modifica-
tion sites for acetylation and ubiguitination. The number of puta-
tive post-translational modifications was high in the sequences with

FIGURE 2 Amino acid (aa) sequence alignment of HEV HYR genomic regions. Depiction of insertions and deletions in the HEV HVR
region of samples from HEV-infected individuals. The pseudonym of the patient is indicated above each aa sequence alignment (e.g.,
1%-0144). The upper sequence depicts the HEV reference strain wbGER27 (FI1705359.1) and numbering is according to this HEV reference
strain. A hyphen indicates a deletion reference strain. The green bars indicate the human or HEV sequence insertion in the HEV HVR region.
(A) displays sequences with deletions only, while (B) shows all sequences with insertions. Below the HVR variant name, the percentage of
reads is displayed. For more detailed information, view Table 51. HEV sequence data of the patient samples are available at NCBI GenBank

database (Acc. No. OL469119-0L4469148).
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(Supplement), which points out differences between the three sequence groups.

the Ahnak insertion (19-0195_2) which carried the most sites with
11 putative acetylation and ubiquitination sites. Furthermore, the
sequences with the GETAL insertion (19-01%4_1, 19-01%4_2) pro-
vided the second most ubiguitination and acetylation sites with
eight putative post-translational modification sites. Sequences with
deletions provided significantly more sites for putative acetylation
(p-value: .048), ubiguitination (p-value: 048] and methylation {ly-
sing) (p-value: .037) post-translational modifications with absolute
numbers of putative post-translational modification sites ranging
betweesn one and three per sequence (Figure 4).

4 | DISCUSSION

Over the past decade, the awareness and assessment of the risk po-
tential of the HEV infection has changed. This is partly due to the
recent observation that autochthonous HEV infections in industri-
alized countries can cause severe chronic hepatitis in immunocom-
promised individuals, and partly due to new sensitive and specific
molecular HEV detection methods that allow certain detection of
the virus. However, the knowledze of the viral life cycle, molecu-
lar virology. and pathogenesis of HEV infection is still incomplete.
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Recent studies revealed that recombination events in the HEV HVR
can enhance replication ability in vitro and can influence virus adap-
tion in vitro and in vivo 2¥%

To gain further insights into HEV HVR recombination events, we
analysed the sequences of the HVR obtained from 18 samples of
individuals with acute or chronic HEV infection using a targeted NGS
approach. This amplicon-based NG5 approach also allows the de-
tection of low-frequency variants in the viral population that would
20 unnoticed with Sanger sequencing.? In this study cohort, all but
two of the individuals were men, and the mean age was 57.5years.
This observation is not unexpected, as patients infected with HEV
are known to be predominantly middle aged to elderly men.*® In con-
trast to other findings where higher elevations of ALT were observed
in acutely HEV-infected patients compared with chronically infected
patients, we detected no significant difference (Tables 1 and 2).% In
the phylogenetic analysis, all samples but one were assigned to HEV
subgenotype 3¢ (Figure 1), the most common HEW subgenotype in
Germany.

By applying the targeted NGS strategy, insertions, deletions, and
a mixture of both were identified in the HVR quasispecies of seven
samples (Figure 2). Eight different insertions in the sequences of four
patient samples were identified, all of which showing more than one
recombinant variant in their viral population (Figure 2 and Table 51).
The insertions derived either from the HVR and/or the RdRp region
of the HEV genome or from human genes such as Anhak, G5TA1,
and RPL138 (Table 51). An insertion deriving from GS5TA1 gene has
not been described before; however, Ahnak and RPL13 sequences
have already been reported recently”; the RPL13 fragment iden-
tified in our study was 3 nt shorter. Viral-host recombinants in the
HWR region including duplications of the HVR and insertions of the
RdRp have already been detected in chronically HEV-infected in-
dividuals and recently in one acutely infected individual 1417192
In this study, three of the samples with insertions in the HVR se-
quences were obtained from chronically HEV-infected individuals
(19-0144, 19-0195, 19-0194) and one from an acutely HEV-infected
individual (19-0174). The sample from the acutely infected individ-
ual was drawn &9 days after the first positive PCR and the patient
became chronically infected afterwards. Further investigations are
necessary to assess whether screening for insertions using a sensi-
tive NGS5 approach could become a powerful tool in a personalized
medicine approach to identify individuals at risk for developing a
chronic infection.

Analysis of the amino acid composition of the sequences iden-
tified in this study revealed significant differences between HEV
HWR variants with and without insertions as previously reported
(Figure 3).***! The sequences with insertions consisted of signifi-
cantly more lysine and glycine and less proline and valine which is
consistent with the results reported by Lhomme et al.*! However, es-
pecially the decrease in proline and the increase in lysine are remark-
able. Proline is the key characteristic of this senome region.*® Lysine,
on the other hand, offers broad possibilities for post-translational
modifications, and thus increased lysine residues indicate the
possible significance in regulatory processes. In our observation,

sequences with insertions also contained significantly more posi-
tively charged amino acids (Figure 4). In Lhomme et al** human inser-
tions increased the proportion of positively charged amino acids and
HEV duplications decreased the proportion of negatively charged
aming acids. In Munoz et al,”® human insertions equally increased
the proportion of positive amino acids, but HEV duplications in-
creased the proportion of negative amino acids. However, we did
not subdivide into human insertions and HEW duplications for the
caloulations in this study. Overall, these observations are of partic-

ular importance as Scholz et al*?

showed in reverse genetics experi-
ments that the amino acid sequences not the nucleotide sequences
or the length of the inserted fragment seemed to be important for
the deregulation of viral replication.

The analysis of post-translational modifications revealed that
HVR sequences with insertions provided significantly more sites
for post-translational acetylation than sequences without indels.
Furthermore, an increase in the putative sites for methylation (lysine)
was observed in this study which has not been described before.
Comparably with other reports, the increase in putative acetylation
and ubiguitination sites in HVR sequences with insertions could be
confirmed, but an increase in phosphorylation or in glycosylation

sites was not observed, contrary to previous reports.2%%?

The sig-
nificance of the increased number of post-translational modification
sites remains still unclear, howewver, as no further functional analyses
were performed in our study.

In the analysed sequences, deletions in the HVR sequences of five
patient samples could be identified. In our examination, sequences
with deletions also provided significantly more putative sites for
acetylation, ubiguitination, and methylation compared with sequences
without indels. Deletions in the HEV genome have only been de-
scribed by Nyugen et al so far and most recently by Munoz et al 2?28
While the deletions detected by Munoz et al were only up to 30nt in
length, Mguyen et al observed large deletions in the HVR of a sample
from a chronically HEV-infected patient. With a range from 42nt to
more than 700nt, the size of the detected deletions was much larger
compared with the deletions observed in this study. However, using
our NG5 approach, deletions of this dimension (up to 700 nt) could not
have been detected. Equally larger insertions could possibly go unno-
ticed due to the limited amplicon size with a 2 % 300bp sequencing ap-
proach. Another limitation of this study is the limited sample size. To
gain a deeper insight into the prevalence and structure of indels in the
HVR region larger cohorts should be studied.

5 | CONCLUSIONS

The data presented here supports the hypothesis that the amino
acid composition with its increased proportion of lysine residues and
putative post-translational modification sites within the HVR region
is significant for the sustainability and breakthrough of indels in the
persistence of HEV infection. Further studies are nesded to evalu-
ate the significance of an insertion in the acute stage of disease and
later progression to chronic infection and whether this could be a
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screening parameter to identify individuals at risk for a prolonged
and potentially more severe course of HEV infection as part of a
personalized medicine approach in the future.
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