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Abschlu3bericht zur 2. Forderperiode Kompetenznetz Hepatitis Teilprojekt 12.2

Il Zusammenfassende Darstellung der Aufgabenstellung,
Voraussetzung und Ziele des Vorhabens sowie des
wissenschaftlichen Standes vor Beginn des Vorhabens

1. Aufgabenstellung

Die Ziele des ursprunglichen Projektvorschlages sind weiterhin relevant und erreichbar oder
wurden bereits erreicht. Die wichtigsten Ziele fir die zweite Foérderperiode sind die
Entwicklung und Anwendung von Hepatitis C Viruskinetik Modellen fir neue Therapien,
einschlieRlich Therapieformen mit Enzym-Hemmern, und die Analyse von wirtsspezifischen
Faktoren auf die initiale Viruskinetik und das Therapieansprechen, etwa bei
immunsupprimierten Patienten oder bei Patienten mit Leberzirrhose. Weiterhin sollen
erweiterte und allgemeinere Modelle insbesondere zur Analyse von Quasispezies und flr
kombinierte Pharmokokinetik/Viruskinetik-Modelle analysiert und weiterentwickelt werden.

2. Voraussetzungen

Da keine eigene klinische Studie in diesem Projekt vorgesehen ist, ist die enge Kooperation
mit andere klinischen Partner sowie dem Hep-Net Studienhaus eine wichtige Voraussetzung
fur dieses Projekt. Weitere wichtige Voraussetzungen waren die Verfligbarkeit statistischer
und mathematischer Software und einer angemessenen Rechnerausstattung, damit die
umfangreichen Mathematischen Modellierungen und Modellkalibrierungen durchgefuhrt
werden konnten.

3. Planung des Vorhabens

Das Vorhaben schloss sich direkt an Vorarbeiten bzw. die Arbeiten der ersten Forderphase
an uns setzte diese fort. Im Zentrum der Planung standen die Themen

— Modelle zur Analyse der Viruskinetik wahrend einer Kombinationstherapie mit
Interferon und Ribavirin bei Patienten mit chronischer Hepatitis C.

— Virale und zellulare Dynamik fir Patienten mit normalen Transaminasen, Patienten
mit Leberzirrhose und immunsupprimierte Patienten mit chronischer Hepatitis C.

— Virale Dynamik wahrend einer Therapie mit spezifischen Enzym-Hemmern bei
Patienten mit chronischer Hepatitis C.

— Virale Dynamik wahrend einer anti-viralen Therapie bei Patienten mit chronischer
Hepatitis B

— Kombinierte Modelle von effektiven Medikamentenspiegeln (PK/PD Analysen).

— Virale Kinetik der HCV Quasispezies.

— Definition von weiteren virologischen  Ansprechparametern (wirts- und
virusspezifisch).

— Erweiterte mathematische Modelle in Bezug auf Quasispezies-Evolution,
virusspezifische Resistenzmechanismen, wirtsspezifische Immunantwort und
genetische Polymorphismen.

— Individualisierte Therapie von Hepatitis C Virusinfektionen aufgrund der viralen
Kinetik.

4. Wissenschaftlicher Stand vor Beginn des Vorhabens

Wahrend einer effektiven antiviralen Therapie bei Patienten mit chronischer Hepatitis C kann
bei den meisten Patienten ein typischer multiphasischer Abfall der Viruslast im Blut
beobachtet werden. Ahnliches gilt auch fiir die Therapie bei Patienten mit chronischer
Hepatitis B. Die Entwicklung und Anwendung mathematischer Modelle zur Viruskinetik fuhrte
zu wesentlichen Erkenntnissen Uber die Mechanismen einer auf Interferon basierenden
Therapie der chronischen Hepatitis C. Viruskinetik Modelle ermdéglichen die Schatzung
kinetischer Parameter wie zum Beispiel der Effizienz in der Hemmung der Virusproduktion,
der Abbaurate von freiem Virus und der Verlustrate infizierter Zellen. Mit Hilfe solcher
Schatzungen kann die Viruskinetik wichtige Aufschlisse (ber die Auswirkungen
verschiedener virus- und wirtsspezifischer Faktoren liefern.
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Die meisten publizierten Arbeiten zur Hepatitis C Viruskinetik gehen auf das von Neumann et
al. (Science, 1998) vorgeschlagene mathematische Kompartmentmodell zuriick. Dabei
werden Kompartimente von infizierten (I) und nicht infizierten (T) Leberzellen sowie von
freiem Virus (V) verwendet und der gegenseitige Einfluss dieser Kompartimente Uber die
kinetischen Parameter Abbaurate freier Viren (c), die Verlustrate der infizierten Zellen (d), die
Produktionsrate von neuem Virus (p) und die Neu-Infektionsrate (B) beschrieben. Ganz
allgemein koénnen Therapieeffekte als Einflussfaktoren auf diese vier Raten modelliert
werden. Standardmodelle zur HCV Kinetik wahrend einer Interferon-basierten Therapie
verwenden insbesondere einen Effizienzfaktor (€) zur die Produktionsrate von neuem Virus
und eventuell zusatzlich einen Effizienzfaktor (n) zur Neu-Infektionsrate.

5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Das Projekt zur Hepatitis C und B Viruskinetik ist ein wichtiges Grundlagenprojekt mit
Kooperationen anderer Grundlagenprojekte (insbesondere PD Dr. Berg, Prof. Dr. Gerken,
PD Dr. Hinrichsen, Dr. Gruner, Prof. Dr. Trautwein, Prof. Dr. Viazov und PD Dr.
Wedemeyer). Einige dieser Projekte untersuchen virus- und wirtsspezifischen Faktoren des
Ansprechens auf eine antivirale Therapie und zur Resistenzentwicklung. Die von diesen
anderen Gruppen kénnen und wurden in die mathematischen Viruskinetik-Modelle mit
einbezogen.

Aulerdem kooperiert dieses Projekt eng mit dem Hep-Net Studienhaus, da die
mathematische Modellierung insbesondere Klinische Studien, die sich mit der
Individualisierung und Optimierung der Therapie auf der Basis des initialen Ansprechens
befassen sinnvoll erganzt.

Il Darstellung der erzielten Ergebnisse und des voraussichtlichen
Nutzens

1. Erzielte Ergebnisse

Modelle zur Analyse der Viruskinetik wahrend einer Kombinationstherapie mit pegyliertem
Interferon mit und ohne Ribavirin bei Patienten mit chronischer Hepatitis C. In einer Arbeit
haben wir ein etwas modifiziertes und verallgemeinertes Modell zur HCV Viruskinetik
beschrieben (siehe Ref. 1 der Publikationsliste). Dabei passten wir erstmals eine
Lésungsfunktion des kompletten nichtlinearen Differentialgleichungssystems an die
beobachteten Messwerte der HCV RNA an und modifizerten auch die Modellierung des
Kompartiments der nicht infizierten Zellen. Aufierdem wurde zusatzlich zu einem
Effizienzfaktor zur Produktionsrate von neuem Virus auch noch ein Faktor zur Verstarkung
der Verlustrate infizierter Zellen eingeflhrt, dieser neue Effekt kann jedoch mit einer
Verzégerung von mehreren Tagen bis 4 Wochen auftreten. Mit Hilfe dieses Modells konnten
wir einen dreiphasischen Ruckgang der Viruslast erklaren, der bei einigen Patienten
beobachtet werden kann.

Das im vorherigen Abschnitt skizzierte modifizierte Modell zur Hepatitis C Viruskinetik wurde
von uns eingefuhrt, um die Viruskinetik von Patienten mit chronischer Hepatitis C mit
Genotyp 1, die mit pegyliertem Interferon mit Ribavirin behandelt wurden, mit der Viruskinetik
von Patienten zu vergleichen, die eine Monotherapie mit pegyliertem Interferon erhielten.
Dabei zeigte sich, dass einige Patienten eine Viruskinetik mit ausgepragter 3. Phase
aufwiesen. Dies lasst sich durch die Annahme erklaren, dass sich die Therapieeffekte nicht
auf eine Verminderung der Virusproduktion beschranken, sondern dass auch die Verlustrate
infizierter Zellen verstarkt wird, wenn auch zeitlich etwas verzogert. Interessanterweise zeigt
sich aber, dass dieser Effekt einer Verstarkung der Verlustrate infizierter Zellen bei
Patienten, die mit Kombinationstherapie behandelt wurde, signifikant starker ausfiel, als bei
Patienten, die nur eine Monotherapie erhielten.

Virale und zellulare Dynamik fur Patienten mit normalen Transaminasen, Patienten mit
Leberzirrhose und immunsupprimierte Patienten mit chronischer Hepatitis C. Im Rahmen
einer grolRe internationale, Multicenter-Studie bei Patienten, die Uber einen langeren
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Zeitraum normale ALT-Werte aufwiesen und eine Therapie mit pegyliertem Interferon und
Ribavirin erhielten, haben wir als Substudie eine vergleichende Kinetikstudie durchgefiihrt,
da in friheren Kinetikstudien eine Korrelation zwischen der Verlustrate infizierter Zellen und
den ALT-Werte gefunden wurde. Wir verglichen deshalb eine Subpopulation von 20
Patienten mit normalen ALT-Werten mit 19 Patienten mit erhdhten ALT-Werten, die die
gleiche Therapie erhielten, mit unserem dreiphasischen Modell (Ref. 2 der Publikationsliste).
Insgesamt zeigte sich, dass Patienten mit normalen ALT-Werten sowohl in der Gesamtstudie
als auch in der Substudie vergleichbare Raten in Bezug auf dauerhaftes virologisches
Therapieansprechen zeigten. In der Viruskinetik ergab sich eine vergleichbare erste und
dritte Phase, wahrend die zweite Phase etwas aber noch nicht signifikant langsamer ausfiel.
Dies lasst sich mit der Annahme erklaren, dass Patienten mit normalen ALT-Werten einen
vergleichbaren Therapieeffekt in Bezug auf Hemmung der Virusproduktion jedoch vor
Therapiebeginn eine langsamere Verlustrate infizierter Zellen aufweisen. Dieser Nachteil
wird jedoch frihzeitig wahrend der Therapie aufgehoben und die evil. therapiebedingt
verstarkte Verlustrate infizierter Zellen ist vergleichbar zu derjenigen von Patienten mit zu
Therapiebeginn erhéhten ALT-Werten.

Aulerdem konnten wir zeigen, dass Patienten, deren GGT-Werte zu Therapiebeginn
oberhalb des 0.93-fachen des oberen Normalwertes lagen, im Vergleich zu Patienten, deren
GGT-Werte zu Therapiebeginn unterhalb des 0.93-fachen des oberen Normalwertes lagen,
eine signifikant geringere Hemmung der Virusproduktion und einen signifikant niedrigere
Verlustrate infizierter Zellen aufwiesen.

In einer weiteren Kinetikanalyse fanden wir Zusammenhange zwischen einer starkeren
Immunantwort in Patienten mit chronischer Hepatitis C wahrend antiviraler Therapie und der
Beobachtung einer schnelleren dritten Phase in der Kinetik (Ref. 3 der Publikationsliste).
Vergleichbare Untersuchungen wurden auch zur Korrelation von viruskinetischen
Parametern mit der Dynamik der CD81-Expression auf Lymphozyten untersucht (Ref. 4 der
Publikationsliste).

Virale Dynamik wahrend einer Therapie mit spezifischen Enzym-Hemmern bei Patienten mit
chronischer Hepatitis C. Entgegen den Erwartunen zu Beginn des Projektes lagen wahrend
der Laufzeit nur relativ wenige klinische Daten zur Therapie mit spezifischen Enzym-
Hemmern vor. Dennoch konnte die erste Original-Arbeit zur mathematischen Modellierung
der Hepatitis C Viruskinetikdaten mit einem Enzymherrmer, dem Protease-Inhibitor BILN
2061, publiziert werden. Insbesondere wurde auch die Abhangigkeit der Effizienz in der
Hemmung der Virusproduktion von den pharmakokinetischen Parametern bei niedrigen
Dosen gezeigt. Allerdings scheint ein Sattigungseffekt einzutreten, da eine entsprechende
Abhangigkeit bei hoheren Dosen nicht nachgewiesen werden konnte (Ref. 5 der
Publikationsliste)

Bei einer weiteren explorative Therapie, einer Hoch-Dosis Therapie mit Konsensus-
Interferon bei Patienten, die in einer vorherigen Standardtherapie nicht angesprochen hatten,
untersucht und relativ hohe Effizienzen beobachtet (Ref.6 der Publikationsliste).

Virale Dynamik wahrend einer anti-viralen Therapie bei Patienten mit chronischer Hepatitis
B. Erganzend wurden Viruskinetikanalysen zur antiviralen Therapie der chronischen
Hepatitis B durchgefiihrt (Ref. 7-9 der Publikationsliste). Insbesondere wurde eine detailierte
Viruskinetikanalyse zur Hepatitis B Viruskinetik von Lamivudin und Adefovir
Kombinationstherapie in Patienten mit Lamivudin-Resistenz wurde durchgefiihrt (Ref. 8). Es
zeigt sich durch den Vergleich mit einer historischen Kontrollgruppe, dass selbst bei
Lamivudin-Resistenz eine Kombinationstherapie Vorteile in der Behandlung der Hepatitis B
Virusinfektion bringen konnte.

Kombinierte Modelle von effektiven Medikamentenspiegeln (PK/PD Analysen). Wahrend der
Projektphase wurde das Modell hierzu weiterentwickelt (vgl. Ref. 20 der Publikationsliste)
und entsprechende Analysen klinischer Daten vorbereitet.

Virale Kinetik der HCV Quasispezies. Eine weitere Herausforderung liegt in der Analyse der
HCV Kinetik von Quasispezies (siehe auch Ref. 10 der Publikationsliste). Zunachst wurde
eine Untersuchung der Dynamik von Quasispezies ohne ausfuhrliche Modellierung von
Patienten, die nicht auf eine Inteferon-basierte Therapie angesprochen haben, publiziert
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(Referenz 11 der Publikationsliste). Zur mathematischen Modellierung der Kinetik von
Quasispezies bei Patienten, die auf eine Therapie angesprochen haben, konnten wir ein
komplexes mathematisch-statistisches Modell entwickeln und algorithmisch umsetzen. Es
umfasst insbesondere auch Modellwahl-Kriterien zur Parameterreduktion und soll demnachst
zur Datenauswertung eingesetzt werden. Neben der direkten Analyse von Quasispezies,
untersuchten wir auch HCV-Sequenzen im Bereich der NS5A-Region in Korrelation mit dem
Therapieansprechen und der initialen Viruskinetik.

Individualisierte Therapie von Hepatitis C Virusinfektionen aufgrund der viralen Kinetik. Eine
ausfihrliche multizentrische und internationale klinische Studie konnte noch nicht die
Uberlegenheit einer auf Grund der initialen Kinetik individualisierten Therapie nachweisen
(Ref. 12 der Publikationsliste). Dennoch Uberzeugt das Konzept und eine weitere klinische
Studie zur individualisierten Therapie, die auch in Absprache mit den Ergebnissen dieses
Projektes geplant wurde, wird zur Zeit in Hep-Net Studienhaus durchgefiihrt.

2. Voraussichtlicher Nutzen.

Das hier beschriebene Projekt hat groRe medizinische und pharmako-6konomische
Bedeutung. Eine direkte wirtschaftliche Verwertung war und ist aber nicht geplant. Die
umfassende Modellierung von viraler Dynamik erlaubt es, Vorhersagen Uber den
Therapieerfolg zu treffen und aulerdem die Dauer, Dosierung und Kombinationen von
Therapieformen allgemein oder individuell zu optimieren. Eine frihzeitige Erkennung von
Patienten, die nicht auf die Therapie ansprechen werden, erlaubt es behandelnden Arzten
die Therapie frihzeitig abzubrechen, und somit sowohl die Belastung der Patienten durch
Nebenwirkungen als auch die Gesamtkosten der Therapie zu reduzieren. Die Beurteilung
der viralen Kinetik kann die Entwicklung von neuen Medikamenten und Therapieformen
beschleunigen, da der Zeitrahmen in der Phase Il (Dosis-Bestimmung) von 18 bis 24
Monaten (Aussage Uber das anhaltende virologische Ansprechen) auf weniger als 6 Monate
(Aussage Uber virologische Raten) verkirzt werden kann. Auferdem lassen sich
Unterschiede zwischen Therapieformen oder der Einfluss verschiedener wirts- und
virusspezifischer Faktoren mit Hilfe der Analyse von Viruskinetik-Modellen effizient erkennen.
In dieser Hinsicht war das Projekt erfolgreich und weitere komplexere Analysen wurden
vorbereitet.

Wéhrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem ZE bekannt gewordenen Fortschritts
auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen. Nicht zuletzt mit Bezug zu einer in
diesem Projekt entstandenen Arbeit' wurden aktuell mathematische Modelle der Viruskinetik
vorgeschlagen, die eine potentielle Mutagenese von Ribavirin mit aufnehmen und die
Viruskinetik zum Teil auch mit der Pharmakokinetik von Ribavirin vergleichen.?* Eine
Herausforderung fiir die Modellierung stellen die teilweise beobachteten triphasischen
Viruskinetikverlaufe' dar. Hier konnte kiirzlich gezeigt werden, dass neben der Annahme
nicht-konstanter Immunantworten wahrend der antiviralen Therapie auch die Modellierung
einer Proliferation sowohl infizierter als auch nicht-infizierter Zielzellen des HCV zu einem
triphasischen Verlauf fihren. Hier zeigt sich unter geeigneten Annahmen ein ,Schultereffekt,
eine Zwischenphase mit nahezu gleich bleibender Viruslast zwischen der schnellen ersten
Phase und einer langsameren Phase der Viruskinetik.®> Allerdings sind diese Modelle sehr
komplex und die Modell-Parameter kdnnen nicht vollstandig identifiziert werden. Sie stehen
auch nicht im Wiederspruch zu den hier erzielten Ergebnissen.

Aktuelle Arbeiten untersuchten auch den Zusammenhang der Hepatitis C Quasispezies oder
spezifischer Mutationsmuster bei Patienten mit der Viruskinetik und dem
Therapieansprechen mit widerspriichlichen Ergebnissen.®’ Dies bestatigt, dass aufwandige
Modellierungen von Quasispezieskinetiken mit ausreichend groRen Datensatzen fur
aussagefahigen Ergebnissen bendtigt werden.
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