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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 Schlusselproteinen
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 Polymorphismen
im HCV Co-Rezeptor LDLR und im Immunregulator TLR-7 gesetzt.

1. Voraussetzungen

Grundlage der Untersuchungen waren aus Blutproben isolierte genomische DNAs eines gut
charakterisierten Patientenkollektivs, die Rahmen von klinischen Studien von Prof. Dr. Dr.
Berg an Universitatsklinikum der Charité gewonnen wurden (schriftliche Aufklarung und
Einverstandniserklarung lag vor), sowie Proben aus einem Kollektiv gesunder Freiwilliger.
Das Kollektiv gesunder Probanden wurde von Frau Dr. Oh am Institut fur Mikrobiologie
aufgebaut und betreut.

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 stetig gearbeitet.

2. Planung und Ablauf

Untersuchungen 2zu genetischen Wirtsfaktoren wurde auf verschiedenen Ebenen
durchgeflihrt. Zunachst wurden PCR-Systeme etabliert, um in den entsprechenden
Patientenkollektiven das Auftreten der Polymorphismen im LDLR bzw. TLR 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. Fir
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.

3. Wissenschaftlicher Hintergrund

In den letzten Jahren wurde zunehmend der Einfluss von Veranderungen im menschlichen
Erbgut auf Entstehung und Auspragung von Erkrankungen erkannt [21]. So gelang es, Gene
und Mutationen zu identifizieren, die zur Entstehung bestimmter familiarer
Lebererkrankungen fihren. Es finden sich zunehmend Hinweise, dass auch bei primar nicht
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genetisch bedingten Lebererkrankungen (viral, autoimmun, metabolisch, toxisch, maligne)
die genetische Disposition eines Individuums eine wichtige Bedeutung fur die Entwicklung,
Auspragung und Therapieansprechen hat.

Der klinische Verlauf einer Hepatitis C-Infektion wird maf3geblich 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.

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 klrzlich entdeckten und eng verwandten TLR-7 und TLR-8
sind ausschlieBlich intrazellular im Endosom lokalisiert [5, 9, 13]. Insbesondere TLR-7 und
TLR-8 liegen hintereinander auf dem X-Chromosom und erkennen beide einzelstrangige
Nukleinsduren. Allen TLRs gemein ist die Signalling-vermittelnde Toll-IL-1-Rezeptor Domane
(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 entziindlichen Erkrankungen zukommt [7, 11,
14, 17].

Im Zusammenhang mit HCV wurden zunachst zwei Interaktionen mit dem TLR-System
beschrieben [2, 6]. 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 NF[IB-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 IKKDO und TBK-1 liegt.
NS3/4A inhibiert Typ-lI IFN-Induktion sowohl Uber die TLR-3, -4, -7/8 und -9, als auch TLR
unabhéangig Uber RIG-1. RIG-1 ist eine Helicase mit so genannten Caspase Recruitment
Doméanen (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 kurzlich fir den TLR-7
Agonisten Isatoribin gezeigt werden [10]. Des Weiteren zeigen verschiedene aktuelle
Untersuchungen, dass TLR bei chronischen Hepatitis Patienten differentiell exprimiert
werden [8, 12]. Taylor und Kollegen haben gezeigt, dass TLR-7 bei therapieresistenten
Patienten (non-responder, NR) heruntergeregelt ist [22].

Immer mehr Daten zur Virus-Wirts Interaktion, insbesondere der Rezeptorbindung,
ermdglichen 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 [1, 4, 18, 19, 24]. Da HCV-RNA Level mit
LDLR-Expression korrelieren [3, 15], das virale Hullprotein E2 direkt mit LDLR und HCV-
Partikel mit Lipoproteinen interagieren [23], stellt LDLR einen wichtigen Wirtsfaktor und damit
ein putatives Ziel von Therapeutischen Ansatzen dar.

4. Zusammenarbeit

Dr. Djin-Ye Oh — Universitatsmedizin Berlin, Institut flir Mikrobiologie und Hygiene Campus
Charité Mitte

Prof. Dr. Ralf Schumann — Universitatsmedizin Berlin, Institut fur Mikrobiologie und
Hygiene Campus Charité Mitte
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Prof. Dr. Thomas Berg — Medizinische Klinik mit Schwerpunkt Hepatologie und
Gastroenterologie, Universitatsklinikum Charité, Berlin

Il Ergebnisse

1. Erzielte Ergebnisse

Im Rahmen von therapeutischen Studien wurden von unserem HepNet Kooperationspartner
Prof. Dr. Berg 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 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 kénnte das 3-UTR Allel einen
wichtigen therapeutischer Marker fir virale NR darstellen.

Fur 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 Gber 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 Entzindung schutzt [20].

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 zunachst 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 fir
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 erhohte 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 héherer IL-6 Ausschuttung bei hemizygoten Mannern mit einem Schutz vor
Fibrose und Entziindung assoziiert ist.

2. Verwertbarkeit

Aufgrund der Relvanz der LDLR Polymorphismen, insbesondere der 3'-UTR, auf das
Therapieansprechen bei HCV1-Infektion eignen sich diese Polymorphismen als genetische
Marker fur Therapieansprechen. Da gezeigt wurde, dass intrazellulare HCV-RNA Titer mit
dem Expressionlevel des LDLR assoziiert sind [15], birgt die Regulation von LDLR die
Médglichkeit 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
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HCV-Erkrankung und Therapie. Die Stimulation von TLR-7 fihrte zu einer direkten
Reduktion von HCV-RNA im Serum, was in direktem Zusammenhang mit einer IFN-alpha
Response gezeigt wurde [10]. Dennoch wurde kirzlich ein IFN-alpha unabhangiger Weg der
antiviralen Immunantwort gegen HCV gezeigt [12]. Diese Daten unterstutzen, dass es neben
der IFN-Antwort andere relevante Strategien zur Bekampfung von HCV gibt und die
Ausschittung von IL-6 nach TLR-7 Stimulation einen signifikanten Einfluss auf Fibrose und
Entziindung der Leber hat.
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Insgesamt konnten die Untersuchungen zu genetischen Wirtsfaktoren bei viraler Hepatitis
erfolgreich abgeschlossen werden. Die genetischen Datenbanken stehen fiir andere
Fragestellungen zur Verfiigung und werden weiter betreut.
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