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| Kurze Darstellung

1. Aufgabenstellung

Die Hepatitis C-Virus (HCV)-Infektion ist von grofer medizinischer und sozio6konomischer
Bedeutung. Die Behandlung einer HCV-Infektion ist langwierig und teuer und fuhrt nur bei
einem Teil der Infizierten zu einer dauerhaften Viruselimination. Eine protektive Impfung ist
nicht mdglich. Die chronische Infektion kann zur Entwicklung einer Leberzirrhose und eines
Leberzellkarzinoms fuhren (1,2).

In diesem Projekt wurde untersucht, inwieweit genetische Polymorphismen (single nuclear
polymorphisms, SNPs) im Zusammenhang mit dem klinischen Verlauf der Hepatitis C Virus
(HCV)-Infektion stehen bzw. den Ausgang der antiviralen Therapie bestimmen. Erkenntnisse
zu den Auswirkungen von genetischen Wirtsfaktoren bei Schlilisselproteinen der HCV-
Infektion sollten zur Diagnose, Prognose und individuellen Therapie beitragen.

Neben den Co-Rezeptoren CD81 und SR-B1 wird dem LDL (low density lipoprotein)-
Rezeptor (LDLR) eine essentielle Rolle beim Viruseintritt in die Zelle zugeschrieben. Da
LDLR verschiedene regulative und immunmodulatorische Eigenschaften aufweist, stellt
LDLR ein Schlisselprotein der HCV-Infektion dar.

Aufgrund des Zusammenspiels verschiedener toll-like Rezeptoren (TLR) mit der HCV-
Erkrankung und ihrer essentiellen Funktion in der angeborenen Immunantwort stellen TLR
eine wichtige Komponente antiviraler Wirtsfaktoren dar.

Der Fokus dieser Arbeit wurde auf die Charakterisierung von genetischen Alterationen in
immunregulatorischen Genen fir Verlauf, Schweregrad und Therapieansprechen bei
Hepatitis C Virus (HCV) Infektion (insbesondere Immunregulator TLR-7, CTLA4 sowie HCV
Co-Rezeptor LDLR).

2. Voraussetzungen

Grundlage der Untersuchungen waren aus Blutproben isolierte genomische DNAs gut
charakterisierter Patientenkollektive mit HCV Infektion, die vor allem Rahmen von klinischen
Studien generiert wurden. In Kooperation mit weiteren Partnern im Kompetenznetz,
insbesondere mit Kiel, Essen, Homburg, Aachen, Frankfurt/Main, Erlangen, Bonn, Minchen
(siehe Punkt 5 Zusammenarbeit) konnte eine ,genetisches Netzwerk® aufgebaut werden,
dass essentiell fir vorliegenden Arbeiten war und ist.

Alle im Rahmen der klinischen Studien erhobenen relevanten klinischen Daten wurden in
einem umfangreichen Datenbanksystem erfasst. An einer Erweiterung beider Kollektive wird
auch uber dieses Projekt hinaus wird stetig gearbeitet.

An der Charité in Berlin wurde eine DNA-Bank mit Proben von 5800 Patienten mit
Lebererkrankungen aufgebaut, davon 1580 Proben von Patienten mit HCV-Infektion. Die
hierzu notwendige Genehmigung der Ethikkommission sowie die Einwilligung der Patienten
liegen vor. Zusatzlich stehen Proben von ca. 3000 Patienten mit anderen Lebererkrankungen
als Vergleichsgruppe zur Verfligung. Zudem wurden DNA-Banken verschiedener Kollektive
von Kontrollpersonen aufgebaut. Die DNA-Bank umfasst ca. 1000 Proben gesunder
Probanden verschiedener Ethnizitat.

An diesem Kollektiv von Patienten soll zunachst die Bedeutung bereits bekannter
Genpolymorphismen auf Entstehung, Auspragung und Fortschreiten der Erkrankung mit der
leistungsfahigen LightCycler-Technologie untersucht werden. Es soll gepriift werden, ob sich
aus diesen Erkenntnissen Schlussfolgerungen fur Diagnose, Prognose und
Behandlungsstrategie ableiten lassen. Nachfolgend soll bei ausgewahlten Patienten mittels
SSCP-Analyse und direkter DNA-Sequenzierung untersucht werden, ob in weiteren
aussichtsreichen Kandidatengenen neue krankheitsrelevante Mutationen nachzuweisen
sind.
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In ersten Analysen konnten wir bereits zeigen, dass Trager des Apolipoprotein E4 Allels auf
eine antivirale Kombinationstherapie schlechter ansprechen als HCV-Patienten, die dieses
Allel nicht tragen (3). Trager eines Polymorphismus in der 3’'untranslatierten Region des
Interleukin  12-Gens (1188C-Allel) erleiden dahingegen seltener einen Ruckfall nach
antiviraler Therapie und haben somit eine héhere Wahrscheinlichkeit eines dauerhaften
virologischen Ansprechens bei Hepatitis C Infektion (4).

3. Planung und Ablauf

Untersuchungen 2zu genetischen Wirtsfaktoren wurde auf verschiedenen Ebenen
durchgefuhrt. Zunachst wurden PCR-Systeme etabliert, um in den entsprechenden
Patientenkollektiven das Auftreten der Polymorphismen in den zu untersuchenden
Genregionen (unter anderen LDLR, TLR, CTLA4) darzustellen. Neben der Analyse
bekannter Polymorphismen wurde durch Sequenzierung ebenso nach neuen
Polymorphismen gesucht. Zur Identifizierung relevanter Polymorphismen wurden
Datenbanken mit klinischen und genetischen Daten erstellt. Anhand statistischer Analysen
wurden Polymorphismen im LDLR und TLR-7 gefunden, die im Zusammenhang mit Infektion
und Therapie stehen. Somit wurde der Fokus weiterer Untersuchungen insbesondere auf
diese Gene gelegt. LDLR wurde beziglich Exon-8 (1171-G/A), Exon-10 (1506-G/A, rs5930)
und 3'UTR (2728-G/A, rs14158) genotypisiert. Fir TLR-7 wurden insgesamt 5 verschiedene
SNPs identifiziert. Eine Variante (c.1-120T>G) wurde gehauft bei mannlichen Patienten mit
wenig bis keiner Fibrose oder Entziindungserscheinungen gefunden. Weiterer Fokus wurde
auf die funktionale Charakterisierung dieses Polymorphismus” gelegt.

Es wurden Reportersysteme etabliert, um den Einfluss von Polymorphismen auf die
Zytokinantwort zu charakterisieren. Dazu wurden PBMCs von gesunden Probanden mit
isogenischem TLR-7 bzw. TLR-8 isoliert und mit entsprechenden Agonisten stimuliert. Fur
TLR-7 kamen die Nukleosidanaloga Imiquimod und Isatoribin zum Einsatz, fur TLR-8 wurde
vorwiegend Resiquimod verwendet. Als read-out Systeme kamen vorwiegend TNF-alpha, IL-
6 und IL-10 zum Einsatz.

4. Wissenschaftlicher Hintergrund

In den letzten Jahren wurde zunehmend der Einfluss von Veranderungen im menschlichen
Erbgut auf Entstehung und Auspragung von Erkrankungen erkannt. So gelang es, Gene und
Mutationen zu identifizieren, die zur Entstehung bestimmter familiarer Lebererkrankungen
fuhren. Es finden sich zunehmend Hinweise, dass auch bei primar nicht genetisch bedingten
Lebererkrankungen (viral, autoimmun, metabolisch, toxisch, maligne) die genetische
Disposition eines Individuums eine wichtige Bedeutung fir die Entwicklung, Auspragung und
Therapieansprechen hat.

Der klinische Verlauf einer Hepatitis C-Infektion wird mafRgeblich durch die Interaktion mit
dem Immunsystem des Wirts bestimmt. Genetische Faktoren, die die Immunantwort bei HCV
beeinflussen, wurden fir IL-10, IL-12B, RANTES, MxA und CTLA4 beschrieben (5-13).

Das TLR-System ist ein wesentlicher Bestandteil der angeborenen Immunitat. Werden dem
TLR-System bestimmte konservierte Erregermuster (pathogen asscoiated molecular
patterns, PAMPs) wie z.B. Lipopolysaccharid (LPS), Peptidoglycan (PG) oder Nukleinsaure
(dsRNA, ssRNA, nicht-methylierte CpG DNA) prasentiert, kommt es zur Aktivierung von
verschiedenen Signal-Transduktions-Kaskaden. Hierdurch werden Mediatoren des
angeborenen Immunsystems induziert, vornehmlich inflammatorische Zytokine, wie z.B.
Interferon, TNF-alpha und Interleukin. TLRs sind vorwiegend extrazellulare
Membranproteine, nur die erst kirzlich entdeckten und eng verwandten TLR-7 und TLR-8
sind ausschlieBlich intrazelluldr im Endosom lokalisiert (14-16). Insbesondere TLR-7 und
TLR-8 liegen hintereinander auf dem X-Chromosom und erkennen beide einzelstrangige
Nukleinsauren. Allen TLRs gemein ist die Signalling-vermittelnde Toll-IL-1-Rezeptor Doméane
(TIR) und eine Leuzin-reiche Wiederholungs- Domane (leucine-rich repeat - LRR). Werden
dem TLR-System bestimmte PAMPs prasentiert, kommt es zur Signaltransduktion.

Die Analyse von TLR Nukleotidpolymorphismen hat gezeigt, dass ihnen eine Schllsselrolle
im Verlauf von verschiedenen Infektions- und entzindlichen Erkrankungen zukommt (17-20).
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Im Zusammenhang mit HCV wurden zunachst zwei Interaktionen mit dem TLR-System
beschrieben (21-22). Duesberg und Kollegen haben synthetische Lipopeptide aus T-Zell-
Epitopen des Capsid-Proteins (Core) zur Stimulation von TLR-2 und -4 eingesetzt und
konnten zeigen, dass die synthetischen Core-Epitope (lipified, not free-peptide) TLR-2 in 293
und TLR-4 in Ba/F3 Zellen den NFkappaB-Luc Reporter induzieren. Breiman und Kollegen
konnten zeigen, dass die NS3/4A vermittelte Inhibition der IRF-3 Phosphorylierung und die
damit verbundene Inhibition der Typ-l IFN-Induktion oberhalb der IKK[] und TBK-1 liegt.
NS3/4A inhibiert Typ-lI IFN-Induktion sowohl Uber die TLR-3, -4, -7/8 und -9, als auch TLR
unabhangig Uber RIG-1. RIG-1 ist eine Helicase mit so genannten Caspase Recruitment
Domanen (CARDs). RIG interagiert mit Virus und legt die ,versteckten® CARDs frei und
induziert damit Typ-I Interferon. Uberexpression von IKK konnte Typ-I IFN widerherstellen,
Uberexpression von RIG-1 nicht.

Ein direkter therapeutischer Nutzen fir die HCV-Therapie konnte klrzlich fir den TLR-7
Agonisten Isatoribin gezeigt werden (23). Des Weiteren zeigen verschiedene aktuelle
Untersuchungen, dass TLR bei chronischen Hepatitis Patienten differentiell exprimiert
werden (24-25) [8, 12]. Taylor und Kollegen haben gezeigt, dass TLR-7 bei
therapieresistenten Patienten (non-responder, NR) heruntergeregelt ist (26).

Immer mehr Daten zur Virus-Wirts Interaktion, insbesondere der Rezeptorbindung,
ermoglichen eine gezielte Suche nach Polymorphismen, die signifikant auf Infektion bzw.
Therapie wirken. Der Eintritt von HCV in die Wirtszelle benétigt verschiedene Co-
Rezeptoren, insbesondere CD81 und SR-B1 (27-31) [1, 4, 18, 19, 24]. Da HCV-RNA Level
mit LDLR-Expression korrelieren (32, 33) [3, 15], das virale Hiillprotein E2 direkt mit LDLR
und HCV-Partikel mit Lipoproteinen interagieren (34) [23], stellt LDLR einen wichtigen
Wirtsfaktor und damit ein putatives Ziel von Therapeutischen Anséatzen dar.

Genetische Faktoren, die die Susceptibilitat gegenulber der antiviralen Therapie beeinflussen
wlrden nicht nur helfen die individuelle Prognose des Patienten besser vorher zu sagen,
sondern koénnten auch dazu beitragen anhand des genetischen Risikoprofils individuelle
Therapie-Regime einzusetzen.

Zu den genetische Varianten die in mindestens zwei unabhangigen Studien bestatigt, mit der
Therapie Response, assoziiert sind, gehdéren Polymorphismen des Interleukin 10 Gens,
Myxovirus Resistance-1 Gen (MxA) und das CC chemokine receptor 5 Gene (CCR5) (5-13).

5. Genetische Variationen und Fibroseprogression

Die Fibroseprogressionsrate ist hoch variabel bei Patienten mit chronischer Hepatitisvirus-
Infektion. Es wird geschatzt dass nur zirka 20 bis 30% aller infizierten Patienten im Verlauf
von 20 Jahren eine Cirrhose entwickeln. Zu den bisher bekannten Risikofaktoren fir die
Fibroseprogression gehdéren mannliches Geschlecht, Alkoholabusus, hoheres Alter zum
Zeitpunkt der Infektion sowie das Vorhandensein einer Steatose (35-37). Es gibt zunehmend
Hinweise dass genetische Faktoren einen wichtigen Risikofaktor fir die Entwicklung und
Progression der Fibrose darstellen kdnnen. Die Aufklarung dieser Faktoren wird einen
bedeutenden Schritt zur Verbesserung des Managements von Patienten mit chronischer
Hepatitis C darstellen (37-40).

6. Zusammenarbeit
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Robert Koch Institut

Molekulare Epidemiologie viraler Erreger
NRZ und RRL ( WHO-EURO ) fiir Poliomyelitis und Enteroviren
Konsiliarlabor fiir Norovirus
Konsiliarlabor fir Rotavirus

Nordufer 20

13353 Berlin

Tel: 03018754-2379
Fax:03018754-2617

E-Mail: schreiere@rki.de
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Il Ergebnisse

1. Erzielte Ergebnisse

Zahlreiche unterschiedliche genetische Varianten, die potentiell den Verlauf und die
therapeutischen Susceptibilitat der HCV-Infektion beeinflussen kénnen wurden untersucht.
Die Mehrzahl der Untersuchungen sind bereits in ,peer review* Zeitschriften veréffentlich und
werden daher hier nur in kurzer Form zusammengefasst:
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2. TLR7 Polymorphismen und HCV Infektion

Schott E, Witt H, Neumann K, Taube S, Oh DY, Schreier E, Vierich S, Puhl G, Bergk A,
Halangk J, Weich V, Wiedenmann B, Berg T. A Toll-like receptor 7 single nucleotide
polymorphism protects from advanced inflammation and fibrosis in male patients with chronic
HCV-infection. J Hepatol. 2007 Aug;47(2):203-11.

Schott E, Witt H, Neumann K, Bergk A, Halangk J, Weich V, Miller T, Puhl G, Wiedenmann
B, Berg T. Association of TLR7 single nucleotide polymorphisms with chronic HCV-infection
and response to interferon-a-based therapy. J Viral Hepat. 2008 Jan;15(1):71-8.

Fir die Untersuchungen zum TLR7-Polymorphismus wurde der Leserahmen und die
Promotorregion bei 104 Individuen sequenziert. Hierbei wurden 5 Polymorphismen
gefunden, 3 bekannte c.32A>T (rs 179008) 32%, c.1035G>A (rs 5743780) 2% und
€.2403G>A (rs 864058) 8%, sowie zwei neue Polymorphismen ¢.1-346T>A, <1% und c.1-
120T>G, 6%. Von den identifizierten Polymorphismen war einer nicht synonym und drei
hatten eine Frequenz Uber 5%. Mittels Schmelzkurven Analysen wurden insgesamt 807 HCV
Patienten auf die Polymorphismen ¢.1-120T>G, ¢.32A>T und ¢.2403G>A untersucht, diese
Daten wurden an der Charité in der Gruppe von Prof. Dr. Berg durchgefiihrt. Es konnte
gezeigt werden, dass insbesondere der neu entdeckte Polymorphismus c.1-120T>G im
TLR7-Promotorbereicht bei Manner vor Fibrose und Entziindung schutzt.

Um weiteren Aufschluss Uber die Relevanz des Austausches ¢.1-120T>G auf TLR7 zu
erhalten wurden funktionale Assays etabliert, um den Einfluss des nicht-codierenden SNPs
auf die antivirale Zytokinantwort zu zeigen. Hierzu wurde zunéachst in einem Kollektiv von 98
gesunden Probanden das Auftreten von ¢.1-120T>G bestimmt, dabei wurden 2 hemizygote
Manner und 9 heterozygote Frauen identifiziert. Beide hemizygote Manner waren Wildtyp far
die anderen TLR-7 und TLR-8 Polymorphismen. Zur Untersuchung der funktionalen
Relevanz des c¢.1-120T>G SNPs, wurden PBMCs von beiden gesunden mannlichen
Probanden isoliert und mit den TLR-7 spezifischen Liganden Imiquimod und Isatoribin, sowie
einem TLR-4 spezifischen Liganden (LPS) stimuliert. Nach Stimulation von TLR-7 mit
Imiquimod und Isatoribin wurde eine erhéhte IL-6 Ausschittung bei den hemizygoten G-
Alleltragern beobachtet, wobei nach LPS-Stimulation keine Unterschiede beobachtet
wurden. Daher wird angenommen, dass der Effekt des TLR-7 SNP ¢.1-120T>G in
Verbindung mit hoherer IL-6 Ausschittung bei hemizygoten Mannern mit einem Schutz vor
Fibrose und Entziindung assoziiert ist.

3. CTLA4-Polymorphismen und HCV-Infektion

Schott E, Witt H, Hinrichsen H, Neumann K, Weich V, Bergk A, Halangk J, Muller T, Tinjala
S, Puhl G, Neuhaus P, Wiedenmann B, Berg T. Gender-dependent association of CTLA4
polymorphisms with resolution of hepatitis C virus infection.
J Hepatol. 2007 Mar;46(3):372-80.

Schott E, Witt H, Pascu M, van Boemmel F, Weich V, Bergk A, Halangk J, Muller T, Puhl G,
Wiedenmann B, Berg T Association of CTLA4 single nucleotide polymorphisms with viral but
not autoimmune liver disease. Eur J Gastroenterol Hepatol. 2007 Nov;19(11):947-51.

Eine effektive T-Zell-Response ist essenziell fir die Ausheilung der Hepatitis C.
Virusinfektion. CTLA4 ist ein inhibitorischer T-Zell Rezeptor, der auf aktivierten und
regulatorischen T-Lymphozyten exprimiert wird. Verschiedene SNPs von CTLA4 sind
bekannt (-318C>T in der Promotorregion und +49A>G im ersten Exon). Lymphozyten von
Individuen mit diesem genetischen Varianten zeigen eine Stdérung der inhibitorischen
Funktionen in vitro. Polymorphismen sind mit Autoimmunerkrankungen assoziiert worden.

Wir haben 127 Individuen mit selbst limitierter und 947 Patienten mit chronischer Hepatitis C-
Virusinfektion sowie 200 gesunde Kontrollen untersucht. 560 der 947 Patienten mit
chronischer Hepatitis C. haben eine Interferon-basierte Therapie erhalten. Die
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Polymorphismen -318C>T in der Promotorregion und +49A>G im ersten Exon wurden mittels
Schmelzkurvenanalyse untersucht; Haplotypen wurden rekonstruiert.

Die CTLA4-Haplotypen waren unterschiedlich verteilt bei Mannern mit selbst limitierter und
chronischer Hepatitis C. Virusinfektion, nicht jedoch bei Frauen. Die Haplotypen waren nicht
mit dem Stadium der Fibrose assoziiert. Eine signifikante Korrelation zeigte sich auch fiir das
virologische Therapie ansprechen. Dieser Effekt war jedoch erneut nur bei Mannern zu
beobachten. Auch mittels logistischer Regressions-Analyse bestatigte sich ein
geschlechtsspezifischer Effekt der CTLA4 Haplotypen hinsichtlich der Therapieresponse. Die
Studie unterstreicht die Bedeutung einer effizienten T-Zell-Response flir die Elimination der
HCV Infektion und gibt Hinweise fur  geschlechtsspezifische Unterschiede in der
Immunregulation.

Die zweite Studie umfasst 2366 Patienten mit chronischen Lebererkrankungen, davon 323
Patienten mit chronischer Hepatitis B., 1181 Patienten mit chronischer Hepatitis C. 180
Patienten mit PBC ohne 127 Patienten mit autoimmuner Hepatitis sowie 202 gesunde
Kontrollen.

Die -318C>T Variationen war unterreprasentiert bei Patienten mit chronischer Hepatitis b
Infektion im Vergleich zu den gesunden Kontrollen und dbrigen Patienten mit chronischen
Lebererkrankungen (14.6% vs.25.7%; p=0.002). Auch Patienten mit kryptogener Cirrhose
hatten eine niedrigere Frequenz der -318C>T Variante im Vergleich zu dem gesunden
Kontrollen (12% versus 25,7%, P=0.014). Der +49G>A Genotyp waren nicht signifikant
unterschiedlich verteilt bei Patienten mit verschiedenen chronischen Lebererkrankungen
oder gesunden Kontrollen.

4. TLR4/CD14-Polymorphismen und HCV-Infektion

Von Hahn T, Halangk J, Witt H, Neumann K, Mdller T, Puhl G, Neuhaus P, Nickel R, Beuers
U, Wiedenmann B, Berg T. Relevance of endotoxin receptor CD14 and TLR4 gene varaints
in chronic liver disease. Scand J Gastroenterol 2007; 42. Epub ahead of print]

Die Lipopolysaccharide (LPS)-getriggerte Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen von
Kupffer Zellen, wird Uber den CD14/TLR4 Rezeptorkomplex vermittelt. Die -260 C>T
Transition im CD14 Promotor ist mit einer gesteigerten CD14 Expression assoziiert und
damit mit einer erhéhten LPS Responsiveness. Im Gegensatz dazu flhrt der Austausch an
Position D299G im TLR4 Gen zu einer verminderten LPS Antwort. Die Studie hatte zum Ziel
die beschriebenen Varianten hinsichtlich ihrer Bedeutung fir den Verlauf chronischer
Lebererkrankungen, insbesondere der chronischen Hepatitis C, zu untersuchen.

1712 Patienten mit chronischen Lebererkrankungen unterschiedlicher Atiologie sowie 385
gesunde Kontrollen wurden in die Studie eingeschlossen. Die Genotypisierung wurde mittels
Schmelzkurvenanalyse mit ,fluorescence resonance energy trasnfer” (FRET) Proben im light
cycler durchgefuhrt.

Die Haufigkeit der Genotypen CD14 -260 C>T und TLR4 D299G unterschieden sich nicht
signifikant zwischen den Patienten und Kontrollen. Es zeigte sich ebenso keine signifikante
Korrelation mit dem Verlauf der Erkrankung sowohl bei den Patienten mit alkoholischen
Lebererkrankungen als auch bei Patienten mit chronischer Hepatitis C. im Vergleich zu den
gesunden Kontrollen fanden wir bei einer kleinen Gruppe von Patienten mit einer milden
atiologisch unklaren chronischen Lebererkrankungen eine signifikante Haufung des CD14 -
260 TT Genotyps (36.6% versus 21,8%, p=0.036).

5. LDL-Rezeptor Polymorphismen und HCV Infektion

Mueller T, Mas Marques A, Sarrazin C, Wiese M, Halangk J, Witt H, Wasmuth H, Ahlenstiel
G, Spengler U, Lammert F, Schott E, Weich V, Schreier E, Wiedenmann B, Berg T: Low-
density lipoprotein receptor (LDLR) Polymorphisms are associated with spontaneous and
treatment-induced recovery from Hepatitis C-virus (HCV) infection. Hepatology 2007; 46 S1:
629A.
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Im Rahmen von therapeutischen Studien wurde DNA von HCV-Patienten asserviert und
klinische Daten in einer Datenbank zusammengefasst. Mittels Real-Time PCR wurden
Polymorphismen im LDLR im Exon 8, Exon 10 und in der 3’'UTR bei 1350 Individuen in
Kooperation mit Prof. Schreier, RKI, untersucht. Dies beinhaltete 174 Individuen mit
spontaner Ausheilung, 660 chronische Patienten und 516 gesunde Kontrollen, die
Charakterisierung dieser Polymorphismen wurden am RKI durchgefiihrt. Es konnte gezeigt
werden, dass im Vergleich zu chronischen HCV1 Patienten und gesunden Kontrollen, eine
selbst-limitierende HCV Genotyp-1 (HCV1) Infektion assoziiert ist mit einem Austausch G>A
im Exon 8 und Heterozygotie von 1506-G im Exon 10. Interessanterweise hatten, in Bezug
auf chronische HCV1 Infektion, homozygote Trager 2728-G Allels in der 3'-UTR ein hoch
signifikantes Risiko nicht auf Therapie anzusprechen (NR). Das galt insbesondere, wenn
noch keine schwere Leberschadigung vorlag. Daher konnte das 3’-UTR Allel einen
wichtigen therapeutischer Marker fur virale NR darstellen.

6. Genetische Variationen und Fibroseprogression bei der HCV Infektion

Mutationen im HFE Gen sind eine wichtige Ursache fir eine Eisenuberladung beim
Menschen. Es wird vermutet, dass eine Eisentberladung einen zusatzlichen Risikofaktor fir
die Krankheitsprogression bei Patienten mit chronischer Hepatitis C darstellt (38, 39). Wir
untersuchten die Relevanz von drei HFE Variationen (H63D, S65C, C282Y) hinsichtlich ihrer
Bedeutung fir die Fibrose-Progression bei 651 Patienten mit chronischer Hepatitis C.
Unsere Studie ergab keinen Hinweis daflir, dass das Vorliegen der HFE Variationen mit
einem erhoéhten Risiko fiir die Krankheitsprogression oder Karzinom-Entwicklung einhergeht.
Auch war das Therapieansprechen nicht durch die genetischen Varianten beeinflusst
Gabelein G, Halangk J, Witt H, Puhl G, Mller T, Landt O, Tullius S, Neuhaus P,
Wiedenmann B, Luck W, Berg T. Evaluation of HFE mutations as inherited risk factors fort he
development of chronic liver disease of different etiologies. Hepatology 2004; Vol. 40, No. 4,
Suppl.1: 578A.

Halangk J, Witt H, Puhl G, Gabelein G, Miller T, Landt O, Neuhaus P, Wiedenmann B, Luck
W, Berg T. Evaluation of HFE mutations in patients with chronic hepatitis C Virus (HCV)
infection. Hepatology 2004; Vol. 40, No. 4, Suppl.1: 683A.

Kirzlich wurde eine Assoziation von genetischen Varianten im Komplementfaktor 5 (C5) Gen
mit einer gesteigerten Fibroseprogression bei Patienten mit chronischer Hepatitis C
beschrieben (40). Die Risikovarianten (rs17611 und rs2300929) wurden in einer Gruppe von
1196 chronisch HCV-infizierter Patienten untersucht. Wir konnten keine Unterschiede in den
Genotyp und parallele Haufigkeiten zwischen Patienten mit milder (Stadium 0-1) und solchen
mit fortgeschrittener Fibrose (Stadium 2-4) nachweisen.

(Halangk J, Sarrazin C, Neumann K, Puhl G, Teuber G, Klinker H, Hinrichsen H, Buggisch
P, Weich V, Bergk A, Wiedenmann B, Neuhaus P, Berg T and Witt H. Evaluation of
complement factor 5 variants as genetic risk factors for the development of advanced fibrosis
in chronic hepatitis C infection., eingereicht.

Halangk J, Sarrazin C, Puhl G, Teuber G, Klinker H, Buggisch P, Hinrichsen H, Weich V.
Bergk A, Wiedenmann B, Neuhaus P, Witt H, Berg T. Complement factor 5 is no genetic risk
factor for the progression of liver fibrosis in chronic hepatitis C-infection. J Hepatol 2006;
44:Suppl. 2; S199

7. Verwertbarkeit

Die Aufklarung genetischer Mechanismen fir den Verlauf und die Therapie der HCV
Infektion stellen einen bedeutenden Schritt zur Verbesserung des Managements von
Patienten mit chronischer Hepatitis C dar:

1. Uber ein besseres Verstandnis der pathogenetischen Mechanismen der Erkrankung
kénnten neue therapeutische Targets identifiziert werden

2. Patienten mit augenscheinlich gleichen Krankheitsphanotyp konnten spezifischeren
Therapieformen zugefihrt werden und
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3. die Identifizierung von genetischen Faktoren die das Risiko der Krankheitsprogression
erhdhen kénnte dazu beitragen durch eine bessere Prognosedetermination das individuelle
Management der Patienten zu verbessern.

Aufgrund der Relevanz der LDLR Polymorphismen, insbesondere der 3’-UTR, auf das
Therapieansprechen bei HCV1-Infektion eignen sich diese Polymorphismen als genetische
Marker fir Therapieansprechen. Da gezeigt wurde, dass intrazellulare HCV-RNA Titer mit
dem Expressionlevel des LDLR assoziiert sind, birgt die Regulation von LDLR die
Madglichkeit zur Entwicklung neuer Therapiekonzepte.

Diese Untersuchungen unterstreichen den Einfluss von genetischen Wirtsfaktoren auf das
angeborene Immunsystem. Verschiedene Daten zeigen einen Einfluss von TLR-7 auf die
HCV-Erkrankung und Therapie. Die Stimulation von TLR-7 fiihrte zu einer direkten
Reduktion von HCV-RNA im Serum, was in direktem Zusammenhang mit einer IFN-alpha
Response gezeigt wurde.. Dennoch wurde kirzlich ein IFN-alpha unabhangiger Weg der
antiviralen Immunantwort gegen HCV gezeigt. Diese Daten unterstiitzen, dass es neben der
IFN-Antwort andere relevante Strategien zur Bekadmpfung von HCV gibt und die
Ausschittung von IL-6 nach TLR-7 Stimulation einen signifikanten Einfluss auf Fibrose und
Entzindung der Leber hat.
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Insgesamt konnten die Untersuchungen zu genetischen Wirtsfaktoren bei viraler Hepatitis

erfolgreich abgeschlossen werden. Die genetischen Datenbanken stehen fur andere
Fragestellungen zur Verfigung und werden weiter betreut.
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