In silico hamatologie

von Ingmar Glauche und Ingo Réder

Die chronische myeloische Leukamie (CML) macht
etwa 20 % aller Leukdmieerkrankungen im Erwach-
senenalter aus. Verantwortlich daflir sind maligne
Zellen, die das sogenannte BCR-ABL-Fusionsprotein
produzieren, was allerdings mit Tyrosinkinase-
Inhibitoren (TKI) effektiv bek&mpft werden kann. Mit
dieser spezifischen Behandlungsform hat sich CML
in ein Paradebeispiel fir eine effiziente und zielge-
richtete Tumortherapie entwickelt. Basierend auf
der Anwendung eines einzelzellbasierten mathema-
tischen Modells, das CML als klonale Kompetition
zwischen normalen und leukdmischen hdmatopoe-
tischen Stammzellen beschreibt, schlagen wir unter-
schiedliche Ansétze zur weiteren Optimierung der
CML-Therapie vor. Bei unseren Modellvorhersagen
konzentrieren wir uns insbesondere auf Kombina-
tionstherapien und patientenspezifische Protokolle
zum Absetzen der Behandlung.

Chronische myeloische Leukamie als Modell-
erkrankung

Chronische myeloische Leukdmie (CML) ist eine tédliche Erkran-
kung des blutbildenden Systems, auf die etwa 20 % aller Leuka-
mieerkrankungen im Erwachsenenalter entfallen. Im Gegensatz
zu vielen anderen Leukdmiearten ist bei dem GroRteil der Pati-
enten das Leukdmie-ausldsende Ereignis bekannt - bei etwa 95%
liegt eine charakteristische Translokation der Chromosomen 9
und 22 vor. Durch diese Translokation entsteht das BCR-ABL-Fusi-
onsgen, das auf dem verkiirzten Chromosom 22 kodiert ist, dem
sogenannten ,,Philadelphia-Chromosom®, und das zur Expression
des BCR-ABL-Onkoproteins, einer dauerhaft aktivierten Tyrosin-
kinase, fithrt. Das Tragen dieser Mutation in einer hdmatopoeti-
schen Stammzelle kann eine zunichst langsame, jedoch stetige
Ausbreitung der leukdmischen Zellpopulation zur Folge haben.
Diese Ausbreitung geht mit einer Verdringung der normalen
Hédmatopoese einher und fithrt letztendlich zur Ausbildung einer

CML (Abbildung 1A). Aus der anfinglichen, in der Regel weitge-

hend symptomfreien chronischen Phase der Erkrankung entwi-
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ckelt sich schlieRlich eine akute Blastenkrise, wobei die groRe
Anzahl undifferenzierter peripherer Blutzellen die normale Blut-
funktion erheblich einschrinkt und unbehandelt zum Tod des
Patienten fiihrt. Diese Vielzahl unreifer weier Blutkdrperchen
war namengebend fiir eine ganze Familie von Tumorerkrankun-
gen des blutbildenden Systems: Leukidmie (griechisch leuchaimia,

von leukds = weil und haima = Blut).

In den letzten 10-15 Jahren hat sich die Behandlung und damit
auch die Prognose von CML Erkrankungen erheblich verandert,
sodass die Krankheit heute im Allgemeinen gut kontrolliert
werden kann. Die Verfiigbarkeit spezifischer Medikamente, der
so genannten Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI), erméglicht die
gezielte Bekdmpfung von Zellen mit dem BCR-ABL-Onkoprotein.
Aufgrund dieser zielgerichteten Behandlung bleiben bei der TKI-
Therapie, anders als bei klassischen Chemotherapien, gesunde
Zellen weitgehend verschont (Abbildung 1B). Bereits die Einfiih-
rung von TKI der ersten Generation, namentlich Imatinib, resul-
tierte in einer deutlichen Verbesserung der Behandlungsprognose
im Vergleich zu den vorangegangenen Therapieméglichkeiten,
wie der Behandlung mit Hydroxyurea, Interferon-a (IFNa) oder
durch Knochenmarktransplantation. Die Uberlebensrate der Pa-
tienten fiinf Jahre nach Diagnose der CML stieg auf iiber 90 %. Die
Entwicklung von TKI der zweiten (Dasatinib, Nilotinib) und dritten
Generation (Bosutinib, Ponatinib) erméglicht aktuell eine weitere
Verbesserung des Therapieerfolgs, insbesondere im Hinblick auf
die erfolgreiche Behandlung eines breiten Spektrums von sekun-
ddren Resistenzmutationen. Aufgrund der Verfiigbarkeit und des
Erfolgs einer Therapie zur gezielten Bekimpfung der Tumorzel-
len (,,targeted therapy*) entwickelte sich CML zu einem Muster-

beispiel fiir die Behandlung zahlreicher Tumorentititen.

Die molekulare Verlaufskontrolle der Tumorlast im peripheren
Blut mit Hilfe quantitativer reverser Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion (QRT-PCR) zeigte, dass die Monotherapie mit

Imatinib bei den meisten Patienten eine zweiphasige Abnahme
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Abbildung 1: Chronische myeloische Leukamie (CML)

A) Normale (blaue) und leukdmische (graue) Stammzellen werden regelmaBig aus ihren Knochenmarksnischen aktiviert (unten, im Modell als Signalum-
gebung A bezeichnet) und teilen sich daraufhin (im Modell als Signalumgebung 2 bezeichnet). Wahrend einige Zellen zu ihren Nischen zurlickkehren,
durchlaufen andere Zellen weitere Proliferations- und Differenzierungsschritte und tragen somit zum peripheren Blut bei. Durch eine erhéhte Aktivie-
rung der leukémischen Zellen gegentiber den normalen Zellen verdréngt der leukdmische Anteil sukzessive die normale Hamatopoese.

B) TKils richten sich vor allem gegen aktivierte leukdmische Zellen (durch rote Pfeile dargestellt) und bewirken dadurch eine deutliche Reduzierung der
Tumorlast. Darlber hinaus sind leukémische Stammzellen unter TKI-Behandlung in einer Art Ruhezustand (durch rote Linien dargestellt), und kénnen
so Uber langere Zeitraume unentdeckt bleiben (Quelle: Uberarbeitet nach Glauche et al., 2012).

der BCR-ABL-Transkriptmengen zur Folge hat (Abbildung 2A).
Diese ist zu Beginn durch einen steilen Abfall der BCR-ABL-
Transkripte gekennzeichnet, dem ein zweiter, méRigerer Abfall
folgt. Eine plausible Erkldrung fiir den ersten, steilen Abfall ist
die schnelle Beseitigung von teilungsaktiven BCR-ABL-positiven
leukdmischen Zellen. Im Gegensatz dazu reprisentiert der zwei-
te Riickgang hochstwahrscheinlich das langsamere Aussterben
der verbliebenen, deutlich weniger teilungsaktiven Leuka-

miestammzellen (LSC).

Die Mehrheit der Patienten spricht gut auf die TKI-Therapie

an und oft wird eine vollstidndige zytogenetische bzw. sogar
eine vollstindige molekulare Remission erreicht (d. h., es kén-
nen kaum, oft sogar keine leukdmischen Zellen im peripheren
Blut nachgewiesen werden). Allerdings bleibt offenbar bei den
meisten Patienten eine Resterkrankung zuriick, die selbst nach
einer massiven und anhaltenden Reduzierung der Tumorlast
iiber viele Jahre der Behandlung hinweg noch zum Riickfall fiih-
ren kann. Wihrend bei der Mehrzahl der Patienten nach dem
Absetzen der TKI-Therapie ein Wiederanstieg der Tumorlast zu
verzeichnen ist, konnte allerdings bei einigen Patienten nach
Beendigung der Behandlung eine anhaltende molekulare

Remission beobachtet werden (z.B. Mahon et al., 2010). Diese

Fille deuten darauf hin, dass eine dauerhafte Heilung der Leu-

kédmie prinzipiell méglich ist. AuBerdem unterstiitzen sie die
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Ansicht, dass sich CML-Stammzellen nicht immer in einem, vor
der Therapie geschiitzten (potenziell ruhenden) Zustand befin-
den, sondern iiber einen langen Zeitraum erfolgreich bekdmpft

werden kénnen.

Obwohl sich die CML durch die TKI-Therapie zu einer be-
herrschbaren Erkrankung entwickelt hat, bleiben die Neben-
wirkungen dieser Behandlung bestehen. Insbesondere sind die
Auswirkungen einer andauernden TKI-Behandlung auf junge
Patienten noch nicht umfassend bekannt. Des Weiteren stellen
die hohen Kosten einer TKI-Therapie eine wirtschaftliche Be-
lastung fiir das Gesundheitssystem dar. Damit bleibt die Frage
bestehen, ob eine Kombination aus verschiedenen Medikamen-
ten die Therapiewirkung bei dieser Krankheit mit dem Endziel
einer vollstidndiger Heilung weiter verbessern kann oder ob
bei ausgewdhlten Patienten die Therapie zu einem bestimmten
Zeitpunkt mit geringem Risiko unterbrochen oder gar beendet

werden kann.

Mathematische Modellierung der CML

Aus theoretischem, systembiologischem Blickwinkel betrachten
wir die CML als ein klonales Kompetitionsphdnomen zwischen
normalen hdmatopoetischen und leukédmischen Stammzellen,
das mithilfe eines agentenbasierten Modellierungsansatzes im
Computer simuliert werden kann. Diese Beschreibung, sowie die
entsprechende mathematische Formulierung, wurden urspriing-

lich von Ingo Réder und Markus Léffler an der Universitit
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Abbildung 2: CML-Kinetik unter kontinuierlicher TKI-Behandlung

A) Individuelle Zeitverlaufe von BCR-ABL Transkriptleveln bei CML-Patienten unter Imatinib-Behandlung mit der typischen zweiphasigen Abnahme.

Der Zeitverlauf flr einen einzelnen Patienten ist in blau dargestellt.

B) Eine bi-phasige Regression (rot) ist die Voraussetzung flr eine simulierte Modellvorhersage des Therapieverlaufes flr einzelne Patienten (schwarz).
C) Auf Basis des mathematischen Modellierungsansatzes wird die Anzahl der verbleibenden leukdmischen Stammzellen flr den betreffenden
Patienten abgeschatzt. Dieser Wert ist ein maBgeblicher Faktor zur Abschatzung des Ruckfallrisikos nach Absetzen der TKI-Therapie.

(Quelle: Uberarbeitet nach Horn et al., 2012).

Leipzig entwickelt, um unterschiedliche Phdnomene der Stamm-
zellregulation in Miusen zu untersuchen (Roeder und Loeffler,
2002). Spiter wurde dieses Modell erfolgreich auf die humane
Blutbildung iibertragen, vor allem im Rahmen der Beschreibung
der CML (Roeder et al., 2006; Glauche et al., 2012; Horn et al., 2013).
So konnten wir zeigen, dass bereits kleine Unterschiede der
zellspezifischen Parameter von leukdmischen und normalen
Zellen zu einer langsamen, aber dauerhaften Verdringung der
normalen Zellen fithren und auf dieser Grundlage die klinisch
beobachtete chronische Phase der CML beim Menschen simu-
lieren. Weiterhin nehmen wir an, dass bei der Behandlung von
CML-Patienten mit dem TKI Imatinib einerseits eine zytotoxische
Wirkung vorliegt und andererseits eine Verringerung der Proli-
ferationsaktivitat leukdmischer Stammzellen bewirkt wird. Aus
technischer Sicht erfolgte die Modellierung der zytotoxischen
Wirkung durch eine selektive Ausldschung eines festen Prozent-
satzes leukdmischer Zellen je Zeitschritt, wahrend die Prolifera-
tionsunterdriickung durch eine Verringerung der Aktivierung
leukdmischer Stammzellen in den Zellzyklus modelliert wird
(siehe Abbildung 1B). Wir konnten zeigen, dass diese Annahmen
hinreichend sind, um die typische zweiphasige Abnahme der
BCR-ABL-Transkriptlevel bei TKI-behandelten CML-Patienten zu
erkldren (Abbildung 2A,B).

Therapiekombinationen zur Steigerung des lang-
fristigen Erfolgs der TKI-Therapie

Die Kombination der TKI-Therapie mit einem den Zellzyklus
stimulierenden Medikament ist eine potentielle Moglichkeit zur
Wirkungssteigerung der Behandlung. Die Idee der Kombinati-
onstherapie basiert auf der Annahme, dass die leukdmischen
Stammzellen durch die Aktivierung ihres Zellzyklus stirker auf
die zytotoxische Wirkung der TKI ansprechen und somit zu einer
schnelleren Reduzierung des verbliebenen leukdmischen Klons
fithren. Marieke Essers und Andreas Trumpp von HI-STEM/DKFZ

in Heidelberg beschreiben eine Zellzyklus-aktivierende Wirkung
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von IFNa, die sich direkt auf die himatopoetischen Stammzellen
(HSC) von Miusen auswirkt (Essers et al., 2009). Obwohl diese
Erkenntnisse in Mausexperimenten gewonnen wurden, beein-
flussten sie nachhaltig die Diskussion {iber eine Verbesserung der
TKI-Therapie bei CML-Patienten durch Zellzyklus-stimulierende

Medikamente.

In Zusammenarbeit mit unseren Kollegen in Heidelberg griffen
wir die Idee einer Kombinationstherapie aus TKI und einem
ergdnzenden Medikament zur Stimulierung der Zellzyklusak-
tivitdt hamatopoetischer Stammzellen auf. Am Beispiel von
IFNa wendeten wir unser mathematisches Modell an, um den
potentiellen Nutzen der Kombinationstherapie abzuschitzen
(Glauche et al., 2012). Wir untersuchten vor allem, inwiefern
sich die verschiedenen Aktivierungswirkungen von IFNa auf
leukdmische Stammzellen des Menschen auswirken und wie
unterschiedliche Zeitpunkte der Medikamentengabe den Er-
folg der Therapie beeinflussen. Unser Modell deutet darauf
hin, dass eine erfolgreiche Kombinationstherapie fiir CML-
Patienten die parallele Verabreichung von TKI und IFNa in sich
iiberschneidenden Zeitintervallen erfordert. Dariiber hinaus
verringert eine weniger hiufige Verabreichung von IFNa zwar
die Geschwindigkeit der Tumorreduktion, sie kann allerdings
auch die potenziellen Nebenwirkungen und Risiken einer Kom-
binationstherapie abschwichen. Wir konnten zeigen, dass eine
wdchentliche bzw. zweiwdchentliche Verabreichung von IFNa
unter optimalen Bedingungen noch immer einen erheblichen
Vorteil gegeniiber der Imatinib-Monotherapie mit sich bringen
kann und den voraussichtlichen Zeitraum bis zur vollstindigen
Tumoreradikation erheblich verkiirzen wiirde. Selbst unter we-
niger giinstigen Bedingungen (beispielsweise wenn IFNa beim
Menschen keine Aktivierung der leukdmischen Stammzellen
bewirkt) sagt unser Modell voraus, dass durch die ,,gepulste*

IFNa-Therapie in Verbindung mit einer kontinuierlichen TKI-
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Abbildung 3:

A) Modellvorhersagen zur riickfallfreien Uberlebenszeit von CML-Patienten nach Absetzen der Imatinib-Therapie: schwarz (Standardstrategie) — Absetzen
der Therapie nach 2 Jahren in vollstandiger molekularer Remission; grau — Therapieende nach 2,8 Jahren in vollstandiger molekularer Remission
(vergleiche Median in Abbildung 3B), blau (individualisierte Strategie) — Therapieende bei ausreichend niedrigen LSC-Zahlen basierend auf der Modell-

vorhersage

B) Geschatzte individuelle Wartezeiten in vollstandiger molekularer Remission bis zum Absetzen der Therapie nach der individualisierten, modellbasierten
Strategie. Mediane Behandlungszeit: 2,8 Jahre (Bereich: 0,3 — 20,5 Jahre) (Quelle: Uberarbeitet nach Horn et al., 2013).

Verabreichung keine nachteiligen Auswirkungen im Vergleich
zur herkdmmlichen Standard-TKI-Monotherapie entstehen.
Diese Erkenntnisse decken sich mit klinischen Ergebnissen, die
bei Kombinationstherapien fiir eine geringere Dosierung und
lingere Zyklen der IFNa-Verabreichung zur Verringerung der
Nebenwirkungen unter Beibehaltung der kurativen Zielstellung

sprechen.

Schéatzungen zur Resterkrankung und Vorhersage des
optimalen Zeitpunkts flr das Absetzen der Therapie
Es ist noch immer umstritten, ob bei einer anhaltenden mole-
kularen Remission ein Absetzen der TKI-Therapie angezeigt ist
oder nicht. Jiingsten klinischen Studien zufolge bleibt bei etwa
40 % der Patienten, die sich seit mindestens zwei Jahren in voll-
stiandiger molekularer Remission unter Imatinib-Therapie befin-
den, das zuvor erreichte molekulare Ansprechen erhalten, nach-
dem die Therapie abgesetzt wurde. Bei den verbleibenden 60 %
wurde hingegen ein erneuter Anstieg der BCR-ABL-Transkripte
beobachtet. Dabei kénnen Riickfille selbst bei Patienten auftre-
ten, bei denen unter Therapie keine BCR-ABL-Transkripte im
peripheren Blut nachgewiesen werden konnten. Gemeinsam mit
Markus Léffler und Matthias Horn (Universitit Leipzig) benutz-
ten wir unsere mathematischen Modelle um zu analysieren, ob
sich anhand des individuellen Therapieansprechens einzelner
Patienten Vorhersagen fiir das Riickfallrisiko nach Beendigung
der Therapie treffen lassen (Horn et al., 2013). Vornehmlich war
es unser Ziel, zu einer ausreichend prézisen Schitzung der ver-

bliebenen Anzahl an Leukdmiestammzellen zu gelangen, die fiir
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das Riickfallrisiko nach Absetzen der Therapie den bestimmen-
den Faktor darstellt. Mit unseren Kooperationspartnern Andreas
Hochhaus (Universititsklinikum Jena) und Martin Miiller (Medi-
zinische Fakultdt Mannheim der Universitit Heidelberg) konn-
ten wir anhand der Zeitverldufe der BCR-ABL-Transkriptlevel
von CML-Patienten in der deutschen Kohorte der IRIS-Studie
(7-jdhriges follow-up) Modellparameter ermitteln, welche das
individuelle Therapieansprechen einzelner Patienten addquat
beschreiben. Basierend auf diesen Anpassungen kénnen wir

mit den Modellen Vorhersagen fiir das patientenspezifische
langfristige Ansprechverhalten unter Imatinib-Therapie ableiten
(Abbildung 2B), sowie den individuellen Zeitraum fiir eine voll-
stidndige Eliminierung der verbliebenen Leukdmiestammzellen
abschitzen (Abbildung 2C). Anhand dieser Abschitzungen lassen
sich wiederum Aussagen zum individuellen Riickfallrisiko nach
Absetzen der Imatinib-Therapie fiir einzelne Patienten treffen.
Ein simulationsbasierter Vergleich verschiedener Strategien zur
Therapiebeendigung zeigt, dass unsere model-basierten, patien-
tenspezifischen Absetzzeiten der Anwendung eines festgelegten
Absetzzeitpunktes (z.B. zwei Jahre in anhaltender, vollstidndiger
molekularer Remission) deutlich iiberlegen sind. Abbildung 3A
verdeutlicht, dass damit ein riickfallfreies Uberleben mégli-
cherweise bei bis zu 80 % der Patienten erreicht werden kann.
Dariiber hinaus geben unsere Ergebnisse Hinweise darauf, dass
in Bezug auf den Zeitraum bis zum Absetzen der Therapie eine
hohe Patientenheterogenitit herrscht (Abbildung 3B). Wahrend
bei einigen Patienten ein sicheres Absetzen der Therapie bereits
nach einem Jahr in vollstandiger molekularer Remission als ver-
tretbar angesehen wird, scheint bei anderen ein Zeitraum von

zehn oder mehr Jahren erforderlich.
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Ausblick

Laufende klinische Studien zu Kombinationstherapien (z.B.

die CML-V-Studie) sowie zum kontrollierten Absetzen der
TKI-Behandlung werden in naher Zukunft weitere Erkenntnis-
se beziiglich einer potenziellen Heilung der CML liefern und
gleichzeitig wichtige Daten zur Validierung der mathematischen
Krankheitsmodelle generieren. Durch die Anpassung der Model-
le auf den Einzelfall, d. h. auf reale Patienten wird es moglich,
den wahrscheinlichen Krankheitsverlaufs besser vorher zu
sagen und somit die Risikobewertung klinischer Eingriffe deut-
lich zu verbessern. In Zusammenarbeit mit unseren Partnern
aus dem klinischen und experimentellen Bereich wollen wir die
bestehenden mathematischen Modelle so weiterentwickeln, dass
sie schlieBlich die klinische Entscheidungsfindung unterstiitzen

kénnen.

Partner:

7 Matthias Horn, Markus Léffler (IMISE, Universitét Leipzig)

? Marieke Essers, Andreas Trumpp (DKFZ, HI-STEM Heidelberg)

? Andreas Hochhaus (Universititsklinikum Jena)

? Martin Miiller (Medizinische Fakultit Mannheim der Universitat
Heidelberg)

72 Rick Proschmann, Tino Rothe (IMB, TU Dresden)

Weitere Informationen:

www.haematosys.de
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