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1.
Pathogenese der chronischen Hepatitis C Virus
(HCV) Infektion

Das Hepatitis C Virus ist ein umhiilltes, einzelstrangiges RNA-Virus,
das akute und hdufig auch chronische, progrediente Leberentziin-
dungen verursacht. Weltweit sind etwa 170 Millionen Menschen
betroffen. Eine Infektion birgt ein signifikantes Risiko fiir die Ent-
wicklung einer Leberzirrhose und die Entstehung eines hepatozel-
luldren Karzinoms. Eine HCV-bedingte Lebererkrankung stellt die
hdufigste Indikation fiir eine Lebertransplantation dar.

Die Etablierung einer chronischen Infektion impliziert, dass sich
das Virus wirtseigener Abwehrmechanismen, einschlieBlich derer,
die durch Interferone (IFN) vom Typ | vermittelt werden, entzieht.

Eine unterVerwendung degenerierter Primerpaare durchgefiihr-
te Quantifizierung der Gesamtheit der IFN-spezifischen Transkripte
(IFN,) hat ergeben, dass in der Lebervon Patienten mit chronischer
Hepatitis C nicht mehr Typ | IFN exprimiert wird als bei Patienten
mit beispielsweise Lebererkrankungen nicht-viraler Genese oder
mit gesunder Leber. Auch eine erst kiirzlich entdeckte Gruppe von
IFN, IFN-A\13, ist in der Leber von Hepatitis C Patienten nicht star-
ker exprimiert als in den entsprechenden Kontrollen. Die fehlende
Nachweisbarkeit von IFN Transkripten ist mit zwei konkurrierenden
Sichtweisen aus der Literatur kompatibel: Die Gruppe um Ilkka
Julkunen nimmt an, dass Hepatozyten an sich schlechte IFN-Pro-
duzenten sind. Dagegen gehen amerikanische Gruppen davon aus,
dassdievirale Protease NS3/4Ain die zelluldre Signaltransduktion
eingreift und so aktiv die Aktivierung des IFN-Systems unterdriickt.
Wirhaben aus unseren Experimenten abgeleitet, dass es durchaus
sinnvoll ist, IFN-basierte Therapien fiir die chronische HCV Infek-
tion weiterzuentwickeln. In Kooperation mit Dr. Klucher haben wir
die Expression von IFN-\ in der Leber von Patienten untersucht
und zeigen kdnnen, dass diese zumindest auf mRNA-Ebene eine
im Mittel 4-fach hohere Expression dieser Rezeptoren aufweisen
als fur IFN-a.

Da die Ansprechrate auf das Medikament IFN-« inter-individu-
ell sehr unterschiedlich ist, gehen wir auch der Hypothese nach,
inwieweit genetische Variationen in Genen, die an der IFN-«
Signaltransduktion beteiligt sind, fiir das individuelle Ansprechen
von Bedeutung sind. In einer Assoziationsstudie konnten wir einen
Zusammenhang zwischen einem Polymorphismus im Gen fiir IRF-1
(interferon regulatory factor-1) und dem Uberwinden einer HCV Ge-
notyp 3 Infektion ohne therapeutische Intervention als auch dem
Ansprechen auf eine IFN-Therapie bei HCV Genotyp 1 Infizierten
feststellen.

1.
Pathogenesis of Chronic Hepatitis C Virus (HCV)
Infection

Hepatitis C virus is an enveloped, single-stranded RNA virus, and
it is a major cause of acute and of chronic liver disease. World-
wide, an estimated 170 million people are infected with the virus.

216 Zentrum Innere Medizin Abteilung Gastroenterologie und Endokrinologie Centre for Internal Medicine Department of Gastroenterology and Endocrinology

HCV infection is a proven risk factor for the development of liver
cirrhosis and of hepatocellular carcinoma. End-stage liver disease
caused by HCV has become the most common indication for liver
transplantation.

The high chronicity rate implicates that the virusis able to escape
antiviral host responses that are mediated by interferons (IFN).

A quantification of the whole entity of IFN specific transcripts
(IFN,)) revealed that the liver of patients with chronic hepatitis C do
not contain more transcripts than tissue form patients with liver
disorders unrelated to viral infections, or than healthy livers. Also,
transcripts specific for a newly identified group of IFNs, IFN-\1.,
were not found to be enhanced in the livers when compared to
the control groups. Non-detectability of IFN message in patients’
tissuesis in line with two opposing views from the field. Regarding
to Ilkka Julkunen and co-workers, hepatocytes may have an intrin-
sically poor ability to produce type | IFNs. According to others, the
HCV protease NS3/4A actively interferes with the activation of type
I IFN genes. We concluded that the absence of type | IFN message
in chronic hepatitis C substantiates the rationale for applying type
I IFNs, and that our data argue for further development of type |
IFN-based therapies. In collaboration with Dr. Klucher, we analyzed
hepatic expression of IFN-\ subunits. We were able to show that
hepatitis C patients do express about 4 times higher levels of IFN-A
receptor than IFN-a receptor subunit message.

Not least because of great inter-individual differences in the
outcome of an IFN-« treatment, we propose that IFN-« effectiveness
may be determined by geneticvariations in genes that are involved
in IFN-a signalling or effectors functions. A first study revealed an
association of a polymorphism within the promoter region of the
interferon regulatory factor-1 (IRF-1) gene and the natural outcome
of HCV genotype 3 infection as well as atendency of an association
with therapy outcome in patients with HCV genotype 1 infections.
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2.

Bedeutung des IGF-Systems in Kombination mit
anderen Wachstumsfaktorrezeptoren fir die Resis-
tenz oder das Ansprechen von Rektumkarzinomen
auf eine neoadjuvante Chemotherapie

Verdnderungen der Homodstase zwischen den Insulin-dhnlichen
Wachstumsfaktoren (IGFs), seinen Bindungsproteinen (IGFBPs)
und dem IGF-I-Rezeptor (IGF-IR) werden eine kausale Rolle bei der
Karzinogenese unterschiedlicher Tumorerkrankungen wie auch des
kolorektalem Karzinom (KRK) zugesprochen. Ziel des Projektes ist
es, die pathophysiologische Rolle der IGF-Achse bei der Entstehung
des Rektumkarzinoms sowie fiir das Therapieansprechen von Rek-
tumkarzinomen auf eine neoadjuvanten Radiochemotherapie zu
entschlisseln. Die Untersuchungen sollen an bereits etablierten
KRK-Zelllinien, Tumorzelllinien, die aus Rektumkarzinomen isoliert
werden sowie an Biopsiematerial von Rektumkarzinomen durch-
gefiihrt werden. Basierend auf diesen Ergebnissen sollen Interak-
tionen bzw. ,,Crosstalks“ des IGF-IR mit anderen Wachstumsfaktor-
Rezeptorenbzw. deren Signaltransduktionspathways untersuchtund
hinsichtlich ihrer Bedeutung fiir das Therapieansprechen von Rek-
tumkarzinomen evaluiert werden. Zusammenfassend zielt das Pro-
jekt daraufab, Interaktionen zwischen Wachstumfaktor-Rezeptoren
und deren Signaltransduktion in ihrer Komplexitadt zu identifizieren,
die mafgeblich das Therapieansprechen von Rektumkarzinomen
beeinflussen und daher auch Ziel einer neuen Therapiestrategie
wie z.B. der Blockade von zwei Rezeptoren sein konnten.

2.

Role of the insulin-like growth factor axis in
combination with other growth factor signalling
pathways in the resistance or response of
rectaladenocarcinoma to neoadjuvant
radiochemotherapy

Recent studies have indicated a complex role for the IGF (insulin-
like growth factor) axis in the development and progression of col-
orectal cancer. The biological activity of IGFs is determined by the
integrated actions of local concentrations of IGFs and of IGF-binding
proteins in mediating the mitogenic effects of IGFs via activation of
the IGF-I receptor (IGF-IR). This project aims to elucidate the role of
the IGF axis in the pathogenesis of rectal adenocarcinoma and in
the resistance or response of rectal adenocarcinoma to a neoad-
juvant radiochemotherapy (RT/CT). The studies will be performed
in established colorectal cancer cell lines, in cell lines which will
be established from rectal adenocarcinoma, as well as in biopsies
taken from rectaladenocarcinoma. Based on these data, crosstalks
between the IGF-IR and other growth factor receptors and their sig-
nal pathways will be analyzed and evaluated for their functional
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relevance to the resistance or response of rectal adenocarcinoma
to neoadjuvant RT/CT. This project aims to detect more complex
interactions involved in the resistance or response of rectal cancer
as moleculartargets forthe development of new therapeutic strate-
gies, e.g. dual blockade of two receptors.
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3.

Differenzierung und Funktion des humanen Osteo-
blasten - Osteoporose bei Patienten mit chro-
nisch-entziindlichen Darmerkrankungen

Bei Patienten mit Morbus Crohn (MC) besteht hdufig eine ernied-
rigte Knochendichte (BMD) und ein erhdhtes Risiko fiir Frakturen.
Als Ursache wird die Steroid-Therapie, aber auch die Erkrankung
selbst verantwortlich gemacht. In einer prospektiven Studie unter-
suchten wir Patienten im akuten Schub eines MC und in steroid-
freierRemission hinsichtlich Knochenstoffwechsel, Knochendichte,
Entziindungsmarkern sowie Zykotinen. Als Vergleich dienten alters-
und geschlechtsadaptierte gesunde Probanden sowie Osteoporose-
patienten. Von sieben Patienten mit akutem Schub des MC hatten
vier eine Osteopenie oder Osteoporose nach WHO Kriterien. Die
Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) war mit der BMD am Femurhals
(R’=0.853, p<0.01) und an der Wirbels&ule assoziiert (R’=0.772,
p<0.05). Die BSG korrelierte weiterhin negativ zur Knochenforma-
tion gemessen an der knochenspezifischen alkalischen Phospha-
tase (R’=0.725, R=-0.852, p<0.05). Der klinische Aktivitatsindex
CDAIl war nicht in der Lage das Risiko fiir die Knochenbeteiligung
vorherzusagen. Bei Patienten mit MC scheint der Entziindungspro-
zess, charakterisiert durch die hohe BSG, Knochenverlust anzuzei-
gen und kann fiir die Bestimmung des Osteoporoserisikos bei MC
Patienten wertvoll sein.



Um die Pathogenese der Osteoporose bei Morbus Crohn weiter zu
analysieren haben wir mesenchymale humane Progenitorzellen in
Richtung osteoblastarer Differenzierung stimuliert und den Effektvon
Serum von 7 Patienten mit M. Crohn auf osteoblastencharakteristi-
sche Gene untersucht. Wir stellten die Hypothese auf, dass das Se-
rum von Patienten mit M. Crohn und Osteoporose die mesenchyma-
len Stammzellen unterschiedlich stimuliert im Verhéltnis zu Serum
von M. Crohn-Patienten ohne Osteoporose. Tatsachlich konnten wir
mittels Microarray-Analyse 236 Gene nachweisen, die unterschied-
lich zwischen beiden Gruppen exprimiert wurden. Die regulierten
Gene betrafen das Actin-Zytoskelett, Zelladhé&sion, zelluldre Matrix-
synthese, Knochenerkrankungen, Wnt und TGFbeta Signalwege als
auch Lipid- und Fettstoffwechsel. Insgesamt zeigt unsere Untersu-
chung, dass tatsachlich mit Serum von Patienten mit M. Crohn mit
und ohne Osteoporose Unterschiede bestehen, die evtl. auch bei
den Patienten selbst zu der Knochenerkrankung disponieren.

3.

Differentiation and Function of human osteoblasts -
Osteoporosis in patients with chronic-inflammatory
bowel diseases

Crohn’s disease (CD) is associated with reduced bone mineral den-
sity and increased fracture risk. To assess the effects of the inflam-
matory processitselfon bone parameters, we investigated patients
with active CD without prior steroid therapy and in steroid free
remission 6 months later. Patients with active CD were compared
to age- and sex-matched healthy volunteers and osteoporosis pa-
tients. Bone mineral density, bone formation and resorption mark-
erswere assessed, in addition to simple inflammatory markers and
cytokines. Out of seven patients with active disease, three had os-
teopenia and one osteoporosis (WHO definition). The erythrocyte
sedimentation rate (ESR) was associated with BMD at the femoral
neck (R°=0.853, p<0.01) and the spine (R’=0.772, p<0.05). ESR
seems to influence bone formation, as shown by lower bone al-
kaline phosphatase with high ESR (R>=0.725, R=-0.852, p<0.05).
The clinical disease activity score was not useful in determining
patients’ risk of acquiring bone disease. In conclusion, in patients
with Crohn’s disease, the degree of the inflammatory process as
assessed by ESR indicates bone loss and might be of value in iden-
tifying patients at risk of developing osteoporosis.

To investigate the hypothesis that serum factors are responsi-
ble forbone disease in CD, we incubated seven different sera from
patients with acute CD with (CD-OPO™ n=3) or without osteoporo-
sis (CD-OPO™ n=4) and serum from one healthy blood donor with
mesenchymal progenitor cells directed toward the osteoblastic phe-
notype. Hence, a group of 236 genes were identified, which were
differentin the tow groups. A group of 38 genes showed more than
a four-fold change in expression for CD-OPO" versus CD-OPO™. The
induced or suppressed genes corresponded to multiple metabolic
pathways, indicating a change in the structure and function of the
cellstowards increased bone resorption. We suggest that the serum
from adult patients with acute CD is a valuable tool to elucidate the
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pathogenesis of osteoporosis induced by CD. The above desribed
effects were detectable in CD-OPO* compared to CD-OPO™ possibly
influencing bone disease in pts. with CD.
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4.
Neue Biomarker bei gutartigen und bésartigen
Neubildungen

Im Schwerpunkt ,Molekulare Tumordiagnostik® wurden verschie-
dene Nachweisverfahren etabliert, die 1.) dem Abschétzen eines
individuellen Tumorrisikos dienen, die 2.) zur Abschatzung der
Prognose einer Tumorerkrankung herangezogen werden kdnnen
und die 3.) prddikative Aussagen iiber den Behandlungsausgang
mit spezifischen Therapeutika erlauben sollen. Die Rationale fiir
diese Verfahren liefern entsprechende Studien aus der aktuellen
relevanten Literatur.

Zur Abschédtzung des individuellen Risikos, einen Tumor zu
entwickeln, werden genetische Analysen an bestimmten variab-
len Positionen im Genom vorgenommen. So ist beispielsweise ein
bestimmter Genotyp an der Position rs4444903 im Gen fiir den
Wachstumsfaktor EGF bei Patienten mit Leberzirrhose mit einem
4-fach haufigeren Risiko ein HCC zu entwickeln assoziiert.

Von prognostischem Wert bei einem Osophaguscarcinom ist die
quantitative Bestimmung der microRNA-103. Eine hohe Expression



ist mit einer schlechten Prognose assoziiert. Bei Patienten mit kolo-
rektalem Carcinom hingegen kommt der Stabilitdt der Mikrosatelliten,
ein Indikator fiir einen Defekt im DNA-Reparatursystem, eine Aussa-
gekraft hinsichtlich der weiteren Entwicklung der Erkrankung zu.

Von eindeutig pradikativem Wert fiir eine Behandlung von Pa-
tienten mit kolorektalem Carcinom mit Medikamenten, die sich ge-
zieltgegen den Wachstumsfaktor EGF oder dessen Rezeptorrichten,
istder Mutationsstatus in zwei dem Rezeptor nachgeschalteten Pro-
teinen, k-ras und BRAF. Die bekannten Mutationen bewirken eine
dauerhafte Aktivierung der Enzyme, so dass die vom Rezeptor aus-
gehenden Signale fiir die Vorgédnge in der Zelle irrelevant werden.

Dies sind nur einige Beispiele der molekular-genetischen Para-
meter, deren Bestimmung aus Vollblut oder Tumorgewebeproben
iberein entsprechendes Formularangefordert werden kdnnen, und
die durch eine Vielzahl von immunhistologischen Bestimmungen
ergdnzt werden.

4.
New biomarkers in benign and malign diseases

The research focus ,Molecular Tumordiagnostics’ comprises a va-
riety of analyses with three essential aims: 1.) to assess the indi-
vidual risk to develop a specific tumor, 2.) to help to estimate the
prognosis of a specific disease, and 3.) to provide an additional
predictive parameter for treatment outcome. All the analyses are
based on published data from relevant clinical studies.

To assess the individual risk for tumor development, genotyp-
ing of specific variable positions within a genomic DNA sample is
performed. Forinstance, a specific genotype at position rs4444903
within the growth factorgene EGFis described to be associated with
a 4-fold higher risk to develop HCC in patients with liver cirrhosis.

In patients with oesophagus carcinoma, the quantification of
mircoRNA-103 has been demonstrated to be of prognostic value.
A high miRNA-103 expression is associated with a poor prognosis.
In patients with colorectal carcinoma, on the other hand, micro-
satellite instability, an indicator of a defect DNA repair system, at-
tributes to disease prognosis.

The mutation status of two proteins acting downstream EGF-
EGFR signalling, k-ras and BRAF, have been shown to be of significant
predictive value for the treatment of colorectal carcinoma patients
with drug targeting the growth factor EGF or its receptor. Whereas
wildtype enzymes are activated only after receptor-mediated signal-
ling, mutations cause theirsustained activation leading to sustained
intracellular signalling independent on receptor activation.

These are some examples out ofthe molecular/genetic analyses
that can be requested via a form and that complement a variety of
immunhistochemical analyses.
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5.
Direkte und indirekte Effekte ionisierender Strah-
len auf Lebergewebe: in vitro und in vivo Studien

Der genaue Pathomechanismus, der nach Einwirkung ionisieren-
der Strahlen zur strahleninduzierten Leberschadigung bis hin zur
Leberzirrhose fiihrt, ist bislang noch ungeklart, so dass therapeu-
tisch momentan noch keine kausale Therapie der RILD (,,Radiation
induced liver disease*) zur Verfligung steht. Unsere Arbeitsgruppe
ging dabei (1) allgemein der Frage nach, welche Expressionsén-
derungen in bestrahlten Hepatozyten, den parenchymalen Zellen
der Leber, stattfinden, und ob (2) pro-inflammatorische Zytokine
im speziellen die Genexpression in bestrahlten Hepatozyten be-
einflussen konnen.

(1) Hepatozyten wurden aus Rattenlebern isoliert und in vitro
mit 8 Gy bestrahlt. 6 h nach Bestrahlung fiihrten wir vergleichende
Genexpressionsanalysen mittels cDNA Arrays durch. Wirfanden 10
Gene, die nach Bestrahlung differenziell hochreguliert waren, je-
doch keine differenziell runterregulierten Gene. Mittels Real-Time-
PCR bestatigten wir die Expressionsdanderungen. Um zu iiberpriifen,
ob diese 10 Gene auch tatsdchlich in vivo verdndert sind, haben
wir Rattenlebern selektiv bestrahlt (25 Gy) und die Tiere 1, 3, 6, 12,
24 und 48 h nach Bestrahlung getotet. Sowohl auf RNA- als auch
aufProteinebene untersuchten wir das entnommene Lebergewebe
nach den 10 ,,Kandidaten-Genen“. Tatsdchlich konnten wir fiir 3
dieser Gene eine Expressionsanderung auf RNA wie Proteinebene
nachweisen (multidrug resistance protein, proteasome component
(3, eukaryotic translation initiation factor 2). Histologisch zeig-
ten die bestrahlten Lebern deutliche Zeichen der Verfettung. Wir
schlussfolgerten, dass zumindest die drei identifizierten Gene eine
Rolle bei der Leberverfettung nach Bestrahlung spielen. Wir mei-
nen, dass die weitere Anwendung unseres methodischen Vorge-
hens auch noch weitergehende Erkenntnisse zu den Folgen einer
Leberbestrahlung liefern wird.

(2) Zur Aufkldrung der Rolle von proinflammatorischen Zytoki-
nen im speziellen, analysierten wir hierzu die Genexpression aus-
gewdhlter Chemokine (CINC-1, IP-10, MCP-1, MIP-3a, MIP-383, MIG,
MIP-1a, MIP- 1B, ITAC, SDF-1) in Hepatozyten invitro nach alleiniger
Bestrahlung sowie nach Bestrahlung und zusétzlicher Inkubation
mit TNF-a, IL-1, IL-6 oder einer Kombination aus IL-6 und TNF-a.
Nach alleiniger Bestrahlung kam es zu einer statistisch signifikanten
Expressionsminderung fiir CINC-1, IP-10, MIP-33, MIG, MIP-1q, ITAC
und SDF-1, nach Bestrahlung und zusétzlicher Inkubation mir pro-



inflammatorischen Zytokinen (siehe oben) konnte fiir MCP-1, IP-10,
CINC-1 und MIP-3B jedoch eine statistisch signifikante Expressions-
steigerung beobachtet werden. Interessanterweise kommt es nach
selektiver Leberbestrahlung in vivo zu einer statistisch signifikan-
ten Expressionssteigerung der untersuchten Chemokine. Obwohl
die Bestrahlung die wichtigsten Chemokine in der Leber induziert,
wurde die massive, erwartete Rekrutierung von Leukozyten im Le-
berparenchym, nicht beobachtet. Unsere Daten weisen darauf hin,
dass nach der Leberbestrahlung Zell-Zell Interaktionen durch die
pro-inflammatorischen Zytokine eine Schliisselrolle in der strahlen-
induzierten Leberschddigung spielen.

5.
Direct and indirect effects of ionizing radiation on
the liver: in vitro an in vivo studies

The exact pathomechanisms that may lead from radiation induced
liverinjuryto cirrhosis are still unknown. Any causal therapy of “RILD”
(radiation induced liver disease) is not available. The aim of our
project was to understand (1) how the expression of hepatocytes,
the parenchymal cells of the liver, is altered in general after gamma
irradiation, and (2) in particularwhether proinflammatory cytokines
can influence the gene expression of irradiated hepatocytes.

(1) Hepatocytes were isolated from rat livers and irradiated
in vitro with 8 Gy. cDNA array analyses were performed 6 h after
irradiation. We found 10 differentially upregulated genes but no
differentially down-regulated genes. Those results were confirmed
by real-time PCR. To check those genes in vivo, we irradiated rat liv-
ers selectively with 25 Gy and analysed irradiated livers at 1, 3, 6,
12, 24 and 48 h after irradiation both at RNA and at protein level.
Up-regulation was confirmed for three of the in vitro altered genes
(multidrug resistance protein, proteasome component C3, eukary-
otic translation initiation factor 2). Histologically, livers from irradi-
ated animals were characterized by steatosis of hepatocytes. Thus
we identified genes that may be involved in liver steatosis after ir-
radiation. The methods shown in this work should help to further
clarify the consequences of radiation exposure in the liver.

(2) To elucidate the role of pro-inflammatory cytokines in par-
ticular, we analyzed the gene expression of selected chemokines,
such as CINC-1, IP-10, MCP-1, MIP-3«, MIP-33, MIG, MIP-1c, MIP-
1B, ITAC and SDF-1, in irradiated hepatocytes with or without in-
cubation of additional cytokines like TNF-e, IL-18, IL-6 or IL-6 plus
TNF-a. After irradiation in vitro a downregulation of CINC-1-, IP-10-,
MIP-3B-, MIG-, MIP-1a-, ITAC- and SDF-1-gene expression was de-
tected, whereas additional incubation of irradiated hepatocytes
with proinflammatory cytokines led to a statistically significant in-
crease of MCP-1, IP-10, CINC-1 and MIP-38. Interestingly, in vivo
liver irradiation induced a statistically significant upregulation of
the main chemokines analyzed. Although radiation induces the
most important chemokines in the liver, we did not observe the
massive recruitment of leukocytes into the liver parenchyma that
one would expect. Our data suggest that after hepatic irradiation,
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cell-cell interactions mediated by proinflammatory cytokines play
an important role in radiation-induced liver disease.
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