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Zusammenfassung

Das Rezidiv ist die haufigste Ursache fiir ein Therapieversagen nach allogener
Stammzelltransplantation (allo-SZT). Je friher dieses entdeckt wird, umso gréRer sind die
Erfolgsaussichten flir eine Therapie, wobei ein ausschliellich molekulares Rezidiv die beste
Ausgangslage darstellt. Diesem Ziel kommt man durch Bestimmung der minimalen
Resterkrankung, der sog. minimal residual bzw. minimal measureable disease (MRD) naher. Ein
,optimaler* MRD-Marker sollte bei mdglichst vielen der Patienten mittels eines standardisierten
Assay mit hoher Sensitivitdt und Spezifitat idealerweise in peripherem Blut (PB) quantifizierbar
sein. Viele der zyto- und molekulargenetischen Aberrationen bei AML und MDS erflllen die
genannten Kriterien nicht, da sie entweder nur in einer Subgruppe von Patienten zu finden sind
oder im Verlauf der Erkrankung — zum Teil auch als Folge der Therapie - nicht stabil bleiben. Ein
geeigneter Marker ist das Wilms” Tumor 1 (WT1) - Gen, da es auf mRNA-Ebene von 90% der
AML- und dem GroRteil der MDS-Patienten Uberexprimiert wird und mittels standardisierten qRT-
PCR Assays in PB quantifizierbar ist. Um dessen diagnostische Relevanz als MRD-Marker bei
Patienten nach allo-SZT zu evaluieren, wurden die Verlaufe der WT1-Expression bei 59
Patienten mit AML und MDS retrospektiv untersucht, mit den klinischen Verlaufen korreliert und
mit anderen Methoden des MRD-Monitoring verglichen. Von 24 rezidivierten Patienten wiesen 20
vor Diagnose des Rezidivs eine erhéhte WT71-Expression auf, wahrend nur ein Patient von
denjenigen, die in Remission blieben, eine transiente Erhéhung der WT71-Expression in PB
zeigte. Dies entspricht einer Sensitivitat von 83% bzw. einer Spezifitat von 97%. Die Sensitivitat,
mit der die WT1-Uberexpression ein Rezidiv im PB nachweist, war der Sensitivitat von
zytogenetischen und Chimarismus Analysen aus dem Knochenmark (jeweils 33%) signifikant
uberlegen (p=0.0094) und vergleichbar mit der von molekulargenetischen bzw. XY-FISH
Analysen (67% bzw. 78%). Verglichen mit der Spezifitét, die durch Chimérismus (91%), XY-FISH
(73%), zytogenetische (77%) oder molekulargenetische Analysen (85%) erreicht wurde, zeigte
sich ein Trend zu Gunsten der WT1-Expression, wobei dieser keine statistische Signifikanz
erreichte. Bei 62% der rezidivierten Patienten war der Nachweis einer erhohten WT71-Expression
Anlass flr eine Knochenmarkpunktion, welche das Rezidiv diagnostizierte. Die Ergebnisse dieser
retrospektiv angelegten Arbeit zeigen, dass bei Patienten mit AML und MDS durch serielle
Messung der WT1-Expression im PB ein beginnendes Rezidiv nach allo-SZT mit hoher
Sensitivitat und Spezifitat ohne Belastung des Patienten nachgewiesen werden kann und damit
eine Therapie zu einem frihen Zeitpunkt ermdglicht wird.



Abstract

Relapse remains the main cause of treatment failure after allogeneic stem cell transplantation
(allo-SCT). Treatment of relapse is most effective when initiated at molecular relapse. Monitoring
of minimal residual or more suitable minimal measureable disease (MRD) enables early detection
of relapse. An “ideal” marker for MRD-detection should be applicable in the majority of patients
(pts) and should be measureable using a standardized assay with high sensitivity and specificity
in peripheral blood (PB). Despite of a multitude of cyto- and moleculargenetic alterations that
have been identified in pts with myeloid neoplasms, many of these do not fulfill these properties:
they are present only in subgroups of pts, are instable during disease course, lack standardized
assays or require bone marrow (BM) as sample source. A marker that may fulfill these
requirements is Wilms-Tumor 1 (WT1) — gene as it is overexpressed in 90% of AML and the
majority of MDS pts and is measureable in PB using a standardized assay. To estimate the value
of WT1-mRNA expression as an MRD-marker after allo-SCT, we retrospectively analyzed
kinetics of WT1-mRNA expression in 59 pts with AML and MDS, correlated this with clinical
course and compared its results to those of other methods for MRD monitoring. Out of 24
relapsed pts, 20 showed WT7-overexpression in PB at or before relapse, whereas only one
patient out of those with sustained remission showed transient increase of WT7-expression in
PB, reflecting a sensitivity of 83% and a specificity of 97%. Sensitivity of WT71-expression was
significantly superior compared to sensitivity of STR-based chimerism analyses and cytogenetics
(33% each, p=0.0094) and comparable to sensitivity of moleculargenetic or XY-FISH analyses
from BM biopsy (67% and 78% respectively). Compared to specificity of STR-based chimerism
(91%), XY-FISH analyses (73%), cytogenetic (77%) or moleculargenetic analyses (85%) there
may be a trend in favor for WT7-expression, but without gaining statistical significance. In 62% of
relapsed pts elevated WT7-expression prompted an earlier BM biopsy that consecutively lead to
diagnosis of relapse. Given the intrinsic limitations of a retrospective analysis, the results indicate
that serial measurement of WT1 expression in patients with myeloid neoplasms using a
standardized assay can predict imminent relapse with high sensitivity and specificity ensuring
patients’ comfort and can enable early therapeutic interventions.
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1 Einleitung

1.1 Myeloische Neoplasien

1.1.1 Epidemiologie, klinische Prasentation und Pathogenese

Der Begriff ,myeloische Neoplasien* umfasst die Erkrankungen der myelodysplastischen und
myeloproliferativen Syndrome sowie die akuten myeloischen Leukédmien. Da die Patienten,
welche im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, entweder an einem myelodysplastischen
Syndrom (MDS) oder einer akuten myeloischen Leukamie (AML) erkrankt sind, beziehen sich die
weiteren Ausfiihrungen auf diese beiden Entitaten. Die myelodysplastischen Syndrome
beinhalten eine heterogene Gruppe von Stammzellerkrankungen, welche durch eine klonale
Hamatopoiese mit typischen molekular- und zytogenetischen Aberrationen und je nach Subtyp
auch durch einen erhohten Blastenanteil gekennzeichnet sind (Lowenthal and Marsden 1997;
Cazzola and Malcovati 2005; Tefferi and Vardiman 2009; Nimer 2008; Steensma and Tefferi
2003). Sie treten mit einer Inzidenz von ca. 4 pro 100.000 Einwohner pro Jahr sowie einer
Pravalenz von ca. 7 pro 100.000 Einwohner auf und gehoren damit zu den haufigsten
Stammzellerkrankungen (Neukirchen et al. 2011). Das mediane Erkrankungsalter liegt bei 72 -
75 Jahren, wobei weniger als 10% der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung jlnger als
50 Jahre alt sind (Kuendgen et al. 2006). Die Diagnosestellung erfolgt meist im Rahmen der
Abklarung einer inzidentell aufgefallenen Zytopenie, vorwiegend einer Anamie, welche je nach
Schweregrad fiir den Patienten zumeist durch eine Leistungsminderung klinisch apparent wird.
Seltener liegt initial eine Leukopenie oder Thrombopenie vor, welche sich entweder durch eine
Haufung bzw. protrahierte Ausheilung von Infektionen oder durch eine meist petechiale
Blutungsneigung auert (Hamblin 1992; Foran and Shammo 2012). Ursache firr die Zytopenie im
peripheren Blut sind Reifungs- und Differenzierungsstérungen der hamatopoietischen
Stammzellen im Knochenmark, wobei auch Veranderungen des Knochenmarkstromas hierbei
eine Rolle zu spielen scheinen (Geyh et al. 2013). Die mediane Uberlebenszeit kann je nach
vorliegendem Subtyp von wenigen Monaten bis vielen Jahren variieren. Zwischen 20 und 25%
der Patienten mit MDS erleiden im Laufe der Erkrankung einen Progress in eine AML, wobei
dieser Anteil ebenfalls je nach vorliegendem Subtyp variiert (Ulrich Germing et al. 2008; Ulrich
Germing and Kundgen 2012). Die AML reprasentiert ebenfalls eine biologisch heterogene klonale

Stammzellerkrankung, welche je nach Subtyp die unterschiedlichen Reihen der Myelopoiese



betrifft. Die Indizenz liegt bei 3,7 pro 100.000 Einwohner pro Jahr und steigt mit dem Alter an,
wobei das mediane Erkrankungsalter bei 72 Jahren liegt (Juliusson et al. 2009). Der myeloische
Stammzellklon ist zumeist hoch proliferativ und fiihrt im Knochenmark zu einer Verdrangung der
gesunden Hamatopoiese, woraus in der Regel eine ausgepragtere Zytopenie im peripheren Blut
resultiert, als bei Patienten mit MDS. Entsprechend h&ufiger und in stérker Auspragung zeigen
Patienten mit AML auch die aus der Zytopenie resultierenden Symptome, wie Infektanfalligkeit,
Blutungsstigmata oder Leistungsminderung (Porcu et al. 2000; Shahab and Razig 2014; Hamid
2013). Risikofaktoren fiir das Auftreten eines MDS oder einer AML sind die Exposition gegentiber
organischen Losungsmitteln, wie z.B. Benzolen, oder eine vorhergehende Zytostatika-, Strahlen-
oder Radiojodtherapie, wobei man dann von therapieassoziiert spricht (Leone et al. 2007;
Thomas Schroeder et al. 2012; Sill et al. 2011).

1.1.2 Diagnostik und Klassifikation

Zur Diagnostik einer klonalen myeloischen Knochenmarkerkrankung gehort die Untersuchung
des peripheren Bluts (u.a. Blutbild, Differenzialblutbild, LDH, Ferritin, Retikulozytenzahl) und des
Knochenmarks mittels zytologischer Ausstrichpraparate. Auf dieser Grundlage erfolgt die
Einordnung in eine der nach WHO definierten Subgruppen von MDS und AML (Arber et al.
2016). Die Klassifikation der MDS beruht im Wesentlichen auf dem Vorliegen und der
Auspragung von Dysplasiezeichen sowie auf einer Quantifizierung des Blastenanteils. Dabei wird
unterschieden, ob eine (unilinedre Dysplasie, sog. MDS single lineage dysplasia, MDS-SLD)
bzw. zwei oder alle drei Zellreihen (multilineédre Dysplasie, sog. MDS multi lineage dysplasia,
MDS-MLD) von dysplastischen Veranderungen betroffen sind. Falls in den beiden letzteren
Gruppen mehr als 15% Ringsideroblasten und/oder eine Mutation im SF3B1-Gen vorliegen,
spricht man von MDS-SLD RS (MDS single lineage dysplasia with ringsideroblasts) bzw. MDS-
MLD RS (MDS multi lineage dysplasia). Eine weitere Gruppe von Patienten weisen eine Deletion
am langen Arm des Chromosom 5 (sog. MDS del5q) auf, welche entweder isoliert oder mit
weiteren Aberrationen vorkommt, wobei davon Aberrationen am Chromosom 7 explizit
ausgeschlossen sind. Im Falle eines erhohten Blastenanteils bzw. Blastenexzess, wird zwischen
MDS-EB1 (MDS with excess of blasts) mit 5 bis 9% Blasten und einem MDS-EB2 mit 10 bis 19%
Blasten unterschieden. Bei Uberschreiten eines Anteils von 20% myeloischer Blasten handelt es
sich um eine AML. Eine seltene Entitat sind die MDS vom ,unklassifizierten Typ*, bei denen ohne
zytologisch charakteristische Veranderungen die Diagnose allein auf dem Nachweis MDS-

typischer zytogenetischer Aberrationen beruht. Da zytogenetische Aberrationen nicht nur die



Einordnung gemall WHO-Klassifikation bestimmen, sondern auch die krankheitsspezifische
Risikostratifizierung beeinflussen, ist eine solche Analyse mittlerweile obligater Bestandteil der
Knochenmarkdiagnostik (siehe Punkt 1.1.3) (P. L. Greenberg et al. 2012; Malcovati et al. 2013).
Auch somatische Mutationen haben einen Einfluss auf die Prognose der Patienten mit MDS
(Bejar et al. 2011, 2012; Haferlach et al. 2014; Kennedy and Ebert 2017), sodass bei
Diagnosestellung eines MDS auch eine molekulargenetische Untersuchung distinkter
Mutationen, z.B. ASXL1, RUNX1, EZH2, TP53, empfohlen wird (Bejar 2015; Malcovati et al.
2013). Im Gegensatz hierzu sind zytogenetische und molekulargenetische Aberrationen neben
den zytologischen Aspekten bereits fester Bestandteil bei der diagnostischen Einordnung einer
AML gemal aktueller WHO-Klassifikation (Arber et al. 2016). So bilden der Nachweis vier
distinkter somatischer Mutationen (AML with mutated NPM1, AML with biallelic mutations of
CEBPA, AML with BCR-ABL1, AML with mutated RUNX1) sowie mehrere Translokationen bzw.
Inversionen eigenstandige Entitaten innerhalb der aktuellen WHO-Klassifikation 2016. Zudem
wird eine weitere Gruppe der AML mit bestimmten, flir MDS typischen zytogenetischen
Aberrationen als sog. ,AML mit MDS-assoziierten Veranderungen® abgegrenzt. Circa die Halfte
aller AML konnen somit beruhend auf dem Nachweis bestimmter molekular- oder
zytogenetischer Veranderungen klassifiziert werden, sodass entsprechende Untersuchungen bei

Erstdiagnose empfohlen werden (Arber et al. 2016; Dohner et al. 2017).

1.1.3  Prognostische Faktoren und Risikostratifizierung

Zur Abschatzung der Prognose von MDS-Patienten wurden der Internationale Prognose-Score
(sog. International Prognostic Scoring System, IPSS) bzw. eine im Jahr 2012 revidierte Version
(sog. International Prognostic Scoring System revised, IPSS-R) etabliert (P. Greenberg et al.
1997; P. L. Greenberg et al. 2012), durch welche anhand des Blastenanteils im Knochenmark,
des Auspragungsgrades der Zytopenien sowie des Vorliegens chromosomaler Aberrationen eine
Einteilung in funf Risikogruppen (sehr niedrig, niedrig, intermediar, hoch, sehr hoch) erfolgt.
Diese weisen signifikante Unterschiede hinsichtlich des medianen Gesamtiiberlebens (8,8 Jahre
fir die sehr niedrige vs. 0,8 Jahre fiir die sehr hohe Risikogruppe) sowie hinsichtlich des Risikos
fir einen Progress in eine AML auf (P. L. Greenberg et al. 2012; Ulrich Germing and Kiindgen
2012). Weitere Parameter, die zwar nicht Eingang in dieses Prognosesystem gefunden haben,
aber in verschiedenen Arbeiten validiet wurden und daher zur individuellen
Prognoseabschatzung herangezogen werden konnen sind u.a. eine Erhohung der LDH (U.
Germing et al. 2005), das Ausmal} der Transfusionsbedurftigkeit (Hiwase et al., n.d.) sowie der



Nachweis distinkter somatischer Mutationen (Bejar et al. 2011, 2012; Kennedy and Ebert 2017;
Lindsley et al. 2017; Haferlach et al. 2014; Gerstung et al. 2015). Die Risikostratifizierung der
Patienten mit AML erfolgt nach den im Jahr 2017 aktualisierten Empfehlungen des European
LeukemiaNet. Basierend auf verschiedenen somatischen Mutationen und zytogenetischen
Veranderungen erfolgt eine Einteilung in drei Risikogruppen (glnstig, intermediéar und unguinstig)
(Déhner et al. 2017). Die Zuordnung eines Patienten zu einer dieser Risikogruppen hat direkten
Einfluss auf die Therapieentscheidung hinsichtlich konventioneller Chemotherapie bzw.
Durchfiihrung einer allogenen Stammzelltransplantation (siehe Abschnitt 1.1.4). Neben den
krankheitsassoziierten zytogenetischen und molekulargenetischen Risikofaktoren beeinflussen
auch patientenassoziierte Faktoren wie Alter und Komorbiditaten die individuelle Prognose, da
diesen Parametern auch eine wesentliche Rolle bei der Therapieauswahl zukommt (Rallig et al.
2011; Doéhner et al. 2017). Aber nicht nur Faktoren, die bereits bei Diagnosestellung vorliegen,
sind prognosebestimmend, auch der individuelle Krankheitsverlauf, insbesondere die Tiefe der
erreichten Remission, hat eklatanten Einfluss auf die individuelle Prognose. So konnten
verschiedene Arbeiten zeigen, dass das Vorliegen einer minimalen Resterkrankung nach
abgeschlossener Primartherapie prognostische Relevanz hinsichtlich des Rickfallrisikos hat
(Ossenkoppele and Schuurhuis 2014; Buccisano et al. 2010; Chen et al. 2015; Freeman et al.
2013; Terwijn et al. 2013). Dieser Aspekt findet in den aktualisierten Empfehlungen des
European LeukemiaNet Beachtung, da entsprechende Empfehlungen zur MRD-Diagnostik

gegeben werden (Dohner et al. 2017; Bullinger, Dohner, and Déhner 2017).

1.1.4 Therapie

Die Auswahl der Therapie von Patienten mit MDS ist neben Alter und Komorbiditaten vor allem
von der Risikostratifizierung nach IPSS bzw. IPSS-R abhéngig (Steensma 2018). Da es sich bei
den Patienten, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, ganz tiberwiegend um Patienten
mit einem intermediaren oder hohen Risikoprofil handelt, beschréanken sich die weiteren
Ausflhrungen auf die Therapiemdglichkeiten flir Patienten dieser Risikogruppen und im
Besonderen auf die Therapieform der allogenen Stammzelltransplantation. Diese stellt einen
chemo-/immuntherapeutischen Ansatz dar und ist die einzige kurative Therapieoption fiir
Patienten mit MDS. Bei Patienten mit Hochrisiko-MDS sollte diese, falls ein passender Familien-
oder Fremdspender vorliegt, moglichst frihzeitig durchgefuhrt werden, wohingegen Patienten mit
Niedrig- oder Intermediarrisiko-MDS erst im Falle eines Progresses stammzelltransplantiert

werden sollten (Malcovati et al. 2013). Auch bei Patienten mit AML spielt das zytogenetische



bzw. molekulargenetische Risikoprofil eine wesentliche Rolle bei der Therapieentscheidung. Bei
Patienten mit unglinstigem Risikoprofil sollte eine Stammzelltransplantation mit einem passenden
Familien- oder Fremdspender idealerweise in erster kompletter Remission als konsolidierende
MaRnahme erfolgen und bei Patienten mit intermediarem Risikoprofil abhéngig von der
Spenderverfligbarkeit sowie der Komorbiditdten zumindest diskutiert werden. Flr Patienten, die
eine primare Refraktaritdt gegenuber Chemotherapie aufweisen, besteht unabhéngig vom
Risikoprofil die Indikation zur Durchflihrung einer allogenen Stammzelltransplantation (Dohner et
al. 2017). Im Kontext der Stammzelltransplantation wird zundchst eine vorbereitende
Chemotherapie, sog. Konditionierungschemotherapie, verabreicht, mit dem Ziel den malignen
Zellklon maglichst zu eradizieren. Hiernach folgt die eigentliche Stammzelltransplantation, die
langfristig eine Krankheitskontrolle durch das transplantierte Immunsystems ermoglichen soll
(Kolb 2008; Dickinson et al. 2017). Bei jungen Patienten sowie in Abwesenheit von relevanten
Komorbiditaten handelt es sich um eine myeloablative Konditionierungschemotherapie
(Gyurkocza and Sandmaier 2014; Jethava et al. 2017). Jedoch wurden in den letzten Jahren
zunehmend Konditionierungsregime mit reduzierter Intensitat entwickelt, welche zwar nicht
myeloablativ wirken, jedoch auch alteren Patienten bis ungefahr 75 Jahre den Zugang zu dieser
Therapieform ermadglicht haben (Savani et al. 2016; Sengsayadeth et al. 2015; Lekakis and de
Lima 2008; Kroger 2012).

1.2 Minimale Resterkrankung in myeloischen Neoplasien

1.2.1 Definition und Rationale

Bisher wurde das Vorliegen einer Remission auf Basis der Knochenmarkzytologie tberprift. Dies
ermoglicht den Nachweis einer kranken unter ca. 20 gesunden Zellen, welches einer Sensitivitat
von 5% entspricht. Der Begriff ,minimale Resterkrankung* (sog. minimal residual disease, MRD)
oder ,messbare Resterkrankung“ (sog. minimal measureable disease) bezeichnet den Nachweis
kranker Zellen auf einem Niveau von 1:104bis 1:108 (Schuurhuis et al. 2018). Zahlreiche Arbeiten
konnten darstellen, dass neben den bei Erstdiagnose erhobenen klinischen, zytogenetischen und
molekulargenetischen Befunden auch der Nachweis einer minimalen Resterkrankung bei
Patienten mit myeloischen Neoplasien prognostische Relevanz hat (Kronke et al. 2011; Shayegi
et al. 2013; Grimwade, Vyas, and Freeman 2010; Uwe Platzbecker et al. 2017; Agrawal et al.
2016; Yin et al. 2012; Balsat et al. 2017). Ziel eines im klinischen Alltag etablierten MRD-

Monitorings ist zum einen die Tiefe einer Remission noch genauer bestimmen zu kénnen, wobei



diesem Aspekt bereits in der aktuellen ELN-Guideline zur Behandlung von akuten myeloischen
Leukadmien mit der Einfihrung einer neuen Kategorie, die den Zustand einer ,kompletten
Remission ohne MRD* (sog. CRwro-) definiert, Rechnung getragen wurde (Dohner et al. 2017).
Zum anderen ermdglich ein regelméRiges MRD-Monitoring bereits wahrend der Primartherapie
eine Pradiktion des Patientenoutcomes hinsichtlich des Rezidivrisikos (Shayegi et al. 2013;
Kronke et al. 2011; Cilloni et al. 2009). Des Weiteren dient regelmaRiges MRD-Monitoring nach
abgeschlossener Konsolidierung dazu, im Falle eines Rezidivs dieses mdglichst frih zu
detektieren und somit eine zeitnahe therapeutische Intervention zu erlauben (Schuurhuis et al.
2018; Hourigan and Karp 2013; Kroger et al. 2010; Ravandi et al. 2017; Benton and Ravandi
2017). Dies ist insbesondere im Kontext der allogenen Stammzelltransplantation von Bedeutung,
da Patienten im Falle eines Rezidivs von einer mdglichst fruhzeitigen Rezidivtherapie,
idealerweise noch zum Zeitpunkt des molekularen Rezidivs, profitieren (Bacher, Talano, and
Bishop 2012; Kroger et al. 2010; Schmid et al. 2018; Thomas Schroeder et al. 2015; Tsirigotis et
al. 2016). Die aktuell vorliegenden Arbeiten, welche das Thema der minimalen Resterkrankung
behandeln, beziehen sich ganz Uberwiegend auf die Gruppe der Patienten mit AML. MRD-
Diagnostik bei Patienten mit MDS spielt, abgesehen vom Kontext der allogenen
Stammzelltransplantation bzw. im Posttransplantationsverlauf, im klinischen Alltag bisher keine
Rolle.

1.2.2 Empfehlungen zur Diagnostik minimaler Resterkrankung

Es gibt zwei wesentliche methodische Ansatze, die das Monitoring einer minimalen
Resterkrankung ermdglichen. Zum einen die multiparametrische Flow-Zytometrie, die entweder
Leukamie-assoziierte Immunphanotypen, sog. Leukaemia-associated immunephenotype (LAIP),
oder aberrante Koexpressionsmuster, sog. different from normal (DfN), untersucht und hiermit
ublicherweise eine Sensitivitat von 1x104 erreicht (Hourigan and Karp 2013; Schuurhuis et al.
2018; Terwijn et al. 2013). Zum anderen werden auch molekulargenetische
Untersuchungsmethoden wie gRT-PCR oder zunehmend auch NGS-basierte Ansatze zur MRD-
Diagnostik genutzt (Schuurhuis et al. 2018). Da der Fokus der vorliegenden Arbeit auf der
molekularen MRD-Diagnostik liegt, werden sich die weiteren Ausfilhrungen auf diesen Aspekt
beschranken. Zwar wurden in den letzten Jahren sowohl in AML, als auch in MDS eine Vielzahl
krankheitsspezifischer zytogenetischer und molekulargenetischer Marker identifiziert (Bejar et al.
2011, 2012; Haferlach et al. 2014; Papaemmanuil et al. 2016; Bullinger, Dohner, and Dohner

2017), jedoch sind die einzelnen Aberrationen jeweils nur in einem geringen Anteil der Patienten



nachweisbar. So stellen die NPM1- und FLT3-ITD Mutationen mit einer Frequenz von ca. 20%
und 35% sowie die TET2-Mutation mit einer Frequenz von 34% die haufigsten in AML bzw. MDS
nachweisbaren Mutationen dar (Papaemmanuil et al. 2016; Haferlach et al. 2014). Mittels
moderner Sequenziertechniken wiesen umfangreiche Arbeiten zwar in 96% der Patienten mit
AML (Papaemmanuil et al. 2016) und 89,5% der Patienten mit MDS (Haferlach et al. 2014)
mindestens eine Mutation nach, jedoch ist eine so umfassende Diagnostik im klinischen Alltag
aufgrund von Kosten-/Nutzen-Effizienz nicht umsetzbar. Daher steht mit den aktuell in der
Routinediagnostik etablierten zytogenetischen und molekulargenetischen Methoden nur fur
ungefahr die Halfte der Patienten mit myeloischen Neoplasien ein MRD-Marker zur Verfligung.
Hinzukommt, dass etablierte Methoden der MRD-Diagnostik an verschiedenen Standorten nach
unterschiedlichen Protokollen und zu unterschiedlichen Zeitpunkten im klinischen Verlauf
durchgefiihrt werden, weshalb eine Vergleichbarkeit zwischen einzelnen Laboren aktuell nur sehr
begrenzt maglich ist. Um diesbezlglich eine Vereinheitlichung zu erreichen, wurden 2018 vom
European LeukemiaNet Empfehlungen zur MRD-Diagnostik bei Patienten mit AML
herausgegeben (Schuurhuis et al. 2018). Da in zahlreichen Arbeiten nachgewiesen werden
konnte, dass sowohl eine Persistenz einer NPM1-Mutation (Shayegi et al. 2013; Kronke et al.
2011; Balsat et al. 2017), als auch der persistierende Nachweis der Fusionsgene RUNXT-
RUNX1T1 (Agrawal et al. 2016; Willekens et al. 2016), CBF-MYH11 (Yin et al. 2012) und PML-
RARA (Uwe Platzbecker et al. 2017; Grimwade et al. 2009) pradiktiv flr einen drohenden
Ruckfall ist, wird ein Monitoring dieser Mutation bzw. Genfusionen per gRT-PCR vom European
LeukemiaNet empfohlen. Hierbei wird Gblicherweise eine Sensitivitat von 1x10-3 — 1x10- erreicht
(Hourigan and Karp 2013; Schuurhuis et al. 2018). Falls keiner der gerade genannten Marker bei
Erstdiagnose nachweisbar ist, sollte ein MRD-Monitoring mittels WT1-Expression erfolgen. Da
bestimmte Marker wie z.B. die FLT3-ITD/TKD-Mutation, NRAS- bzw. KRAS-Mutationen sowie
IDH1/2-Mutationen im Rezidiv nicht stabil nachweisbar sind (Schnittger et al. 2012; Meggendorfer
et al. 2014), wird ein alleiniges Monitoring dieser Mutationen nicht empfohlen. Auch Mutationen
im ASXL1-, TET2- oder DNMT3A-Gen sollten im Rahmen eines MRD-Monitoring nur in
Kombination mit anderen MRD-Markern, jedoch nicht alleine verfolgt werden, da diese zum einen
trotz Erreichen einer morphologisch kompletten Remission auf relevantem Niveau bestehen
bleiben konnen ohne einen wirklichen Krankheitswert anzuzeigen (Corces-Zimmerman et al.
2014). Zum anderen sind diese Mutationen teils auch bei gesunden Individuen fortgeschrittenen
Alters nachweisbar und bezeichnen dann den Zustand einer sog. age related clonal
hematopoiesis oder einer sog. clonal hematopoiesis of indetermined potential (CHIP) (Xie et al.
2014; Jaiswal et al. 2014; Steensma et al. 2015). Bzgl. der Zeitpunkte wird ein MRD-Assessment



nach erfolgter Induktion bzw. unmittelbar vor Beginn sowie nach Abschluss der Konsolidierung
fir 2 Jahre alle 3 Monate aus dem Knochenmark oder alle 4 bis 6 Wochen aus peripherem Blut
empfohlen  (Schuurhuis et al. 2018). Fir ein MRD-Monitoring nach allogener
Stammzelltransplantation existieren keine Empfehlungen bzgl. Auswahl der MRD-Marker und
Zeitpunkten der MRD-Detektion.

1.2.3 MRD-Monitoring nach allogener Stammzelltransplantation

Ein Rezidiv der malignen Grunderkrankung reprasentiert die haufigste Ursache fur ein
Therapieversagen nach allogener Stammzelltransplantation bei AML- und MDS-Patienten und
ist mit einer sehr unglnstigen Prognose verbunden (Barrett and Battiwalla 2010; Schmid et al.
2018, 2012). Verschiedene Arbeiten konnten belegen, dass Patienten auf eine Rezidivtherapie
beispielsweise mit hypomethylierenden Substanzen und/oder Donor-Lymphozyten Infusionen
(DLI) besser ansprechen, je kleiner der leukamische Zellklon ist (Thomas Schroeder et al. 2015,
2018; T. Schroeder et al. 2013; U. Platzbecker et al. 2012). Wie im Vorfeld beschrieben
profitieren Patienten daher von einem friihzeitigen Beginn der Rezidivtherapie, weshalb
zahlreiche Arbeiten sich in den letzten Jahren mit der Fragestellung befasst haben, mit welcher
Diagnostik ein drohendes hamatologisches Rezidiv méglichst frilhzeitig detektiert werden kann
(Kroger, Miyamura, and Bishop 2011). Da ein GroBteil der Rezidive innerhalb der ersten beiden
Jahre nach Stammzelltransplantation auftritt, ist diese Phase durch regelmafige
Knochenmarkpunktionen zur Remissionskontrolle, typischerweise an Tag +28, +60, +100, +200
und +300, gepragt. Dabei erfolgen zytologische und immunzytologische Untersuchungen sowie
die Analyse krankheitsspezifischer Marker. Im Vergleich zur MRD-Diagnostik im Setting vor
Stammzelltransplantation  kann im  Posttransplantationsverlauf neben dem Monitoring
zytogenetischer und/oder molekulargenetischer Alterationen auch die Quantifizierung des
Spender- bzw. Empfangeranteils als Marker fur das Vorliegen einer minimalen Resterkrankung
genutzt werden. Die klassische Analyse des Donorchiméarismus erfolgt durch Amplifikation und
Abgleich sog. Short tandem repeat — Sequenzen von Spender und Empfanger und erreicht eine
Sensitivitat von 1x10-2 (Hourigan and Karp 2013; Bader et al. 2005), wobei durch vorhergehende
Vorbereitung des Knochenmarkaspirates dieser Untersuchung auch lediglich die CD34+
Progenitoren zugeflihrt werden kdnnen, was die Sensitivitat erhdht (Bornhduser et al. 2009;
Mattsson et al. 2001; Scheffold et al. 2004). Im Falle einer Transplantation mit einem
gegengeschlechtlichen Spender wird der Spenderanteil auch durch XY-FISH Analysen

quantifiziert, wobei die Sensitivitat mit 1x102 geringer ist, da bei dieser Untersuchung auch



Knochenmarkstromazellen, die den Chromosomensatz des Empfangers aufweisen, artifiziell mit
untersucht werden (Rieger et al. 2005; Dickhut et al. 2005). Tabelle 1 gibt einen Uberblick iber
die verschiedenen Methoden der MRD-Diagnostik im Posttransplantationsverlauf und die jeweils

erreichten Sensitivitaten.

Tabelle 1: Methoden der MRD-Diagnostik, jeweilige Sensitivitat und Untersuchungsmaterial

Flow- Zytogenetik/  qRT-PCR/ Donor- WT1 qRT-
Methode Zytometrie  FISH-Analyse NGS XY-FISH chimarismus PCR
Sensitivitat 10+ 101-1072 103 -10% 102 102-10+ 10+
favorisiertes
Untersuchungs- KM KM KM KM KM PB
material

1.3 Wilms’ Tumor 1 (WT1) - Gen

1.3.1  Grundlagen und prognostische Bedeutung in myeloischen Neoplasien

Das Wilms’ Tumor 1 (WT1) — Gen ist auf der Bande 13 des kurzen Arms von Chromosom 11
(Chr. 11p13) lokalisiert, kodiert fur einen Transkriptionsfaktor (Call et al. 1990; Haber and Buckler
1992) und wurde initial im Kontext der kindlichen Wilms' Tumore beschrieben (Gessler et al.
1990; Algar et al. 1995). Zahlreiche Mutationen flihren zur klinischen Auspragung dieser Tumore,
sodass das WT7-Gen in deren Pathogenese als Tumorsuppressorgen fungiert (Huff, n.d.;
Ruteshouser, Robinson, and Huff, n.d.). Die Rolle des WT1-Gens im Kontext myeloischer
Neoplasien ist zum aktuellen Zeitpunkt nicht eindeutig eruiert. Ungefahr 6-15% der Patienten mit
AML weisen Mutationen im WT1-Gen auf (Hou et al. 2010; Summers et al. 2007; King-
Underwood, Renshaw, and Pritchard-Jones 1996; King-Underwood and Pritchard-Jones 1998;
Pritchard-Jones and King-Underwood 1997), wobei nicht klar ist, inwieweit diese von
prognostischer Bedeutung hinsichtlich Gesamt- und Rezidiv-freien Uberleben sind (Paschka et
al. 2008; Virappane et al. 2008; Gaidzik et al. 2009). Der Uberwiegende Anteil der Patienten mit
AML sowie ca. 50% der Patienten mit MDS weisen im Vergleich zu gesunden Individuen eine
Uberexpression von WT1 auf mRNA Ebene auf (Tamaki et al. 1999; Cilloni and Saglio 2004;
@stergaard et al. 2004, 1; Rosenfeld, Cheever, and Gaiger 2003), welche bei Patienten mit AML
von prognostischer Bedeutung ist (Nomdedeu et al., Bergmann et al. Blood 1997, Barragan et al.
Haematologica 2004, cilloni). So konnten Cilloni et al. nachweisen, dass eine starkere Reduktion

des WT1-Transkriptionslevel nach Induktionstherapie mit einem signifikant reduzierten



Ruckfallrisiko verknUpft ist (Cilloni et al. 2009, 2008). Entsprechend resultiert eine persistierende
Uberexpression der WT7-mRNA nach abgeschlossener Konsolidierung in einem erhdhten
Rezidivrisiko (Cilloni et al. 2009). Dies flihrte dazu, dass von Seiten des European LeukemiaNet
eine Empfehlung ausgegeben wurde die WT1-Expression aus peripherem Blut als MRD-Marker
in AML zu nutzen, falls keine bereits als MRD-Marker etablierten Mutationen (NPM1-Mutationen)
bzw. Genfusionen (RUNX1-RUNX1T1, CBF-MYH11, PML-RARA) vorliegen (Schuurhuis et al.
2018). Auch bei Patienten mit MDS ist eine WT1-mRNA Uberexpression mit einem signifikant
klrzeren progressionsfreien und Gesamtiberleben verknipft (Cilloni and Saglio 2004). Ob und
insbesondere durch welche prazisen Mechanismen Mutationen des WT1-Gens oder eine
Uberexpression auf mRNA-Ebene in die Genese myeloischer Neoplasien eingebunden sind, ist

ungeklart.

1.3.2 Quantifizierung der WT1-mRNA Expression

Die WT1-mRNA Expression wird Ublicherweise mittels qRT-PCR aus peripherem Blut oder
Knochenmark bestimmt. Es existieren unterschiedliche, nicht standardisierte gqRT-PCR Assays,
die dementsprechend mit unterschiedlichen Sensitivitaten von 1x102 bis 1x104 WT7-mRNA
nachweisen kénnen (Ogawa et al. 2003; @stergaard et al. 2004, 1; Osborne et al. 2005; Van Dijk
et al. 2002). Hieraus resultieren wiederum verschiedene cut-off Level, welche zwischen normaler
und erhohter WT1-mRNA Expression differenzieren. Daher ist zum einen eine Vergleichbarkeit
der Werte eines individuellen Patienten, bei dem die Quantifizierung der WT1-Expression in
unterschiedlichen Laboren durchgefiiht wurde, zum anderen eine Vergleichbarkeit
wissenschaftlicher Arbeiten, die verschiedene cut-off Level benutzen, nicht mdglich. Dem hat das
European LeukemiaNet in den aktuellen Empfehlungen zur MRD-Diagnostik Rechnung getragen,
indem es zur WT7-mRNA Expressionsanalyse die Benutzung eines zertifizierten,
standardisierten qRT-PCR Assay, welcher Uber einen validierten cut-off Level verfigt und in

peripherem Blut eine Sensitivitat von 1x10- erreicht, empfohlen hat (Schuurhuis et al. 2018),.

1.3.3 WT1-mRNA Expression als MRD-Marker nach allogener Stammzelltransplantation

Aufgrund der nachgewiesenen prognostischen Bedeutung einer WT1-mRNA Uberexpression
wahrend konventioneller Chemotherapie bei Patienten mit AML (Barragan et al. 2004; Cilloni et
al. 2008, 2009; Nomdedéu et al. 2013) ist auch eine mogliche Funktion von WT1 als MRD-
Marker nach allogener Stammzelltransplantation in den Fokus wissenschaftlichen Interesses
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gerickt. Ogawa et al. zeigten in einer Arbeit, welche 72 Patienten mit akuter Leukédmie umfasste,
dass das Risiko binnen 40 Tagen zu rezidivieren signifikant mit der Hohe des im Knochenmark
bestimmten WT71-mRNA Expressionslevel korreliert (Ogawa et al. 2003). Auch Kwon et al.
konnten in einer Kohorte von 21 Patienten nachweisen, dass ein erhohtes WT7-Expressionslevel
im peripherem Blut nach allogener Stammzelltransplantation das Rezidivrisiko signifikant erhoht.
Zudem war bei sieben von insgesamt neun rezidivierten Patienten die WT7-mRNA
Uberexpression der erste Hinweis auf das Rezidiv wahrend die Chimérismusanalyse und die
multiparametrische Flow-Zytometrie aus dem Knochenmark initial noch unauffallige Ergebnisse
erbrachten (Kwon et al. 2012). Auch Lange et al. verglichen in 88 Patienten mit AML und MDS
nach allogener Stammzelltransplantation, welche Methode des MRD-Monitoring ein Rezidiv zum
frihesten Zeitpunkt nachweisen konnte. Hier zeigte sich, dass eine Erhohung der WT7-mRNA
Expression neben einem Abfall des CD34-selektionierten Donorchimarismus auf <90% ein
Rezidiv mit hoherer Sensitivitat und Spezifitat nachweist, als dies durch unselektionierte
Donorchimarismusanalysen oder FISH-Analysen krankheitsspezifischer Aberrationen maoglich ist
(Lange et al. 2011). Inwieweit die WT1-mRNA Expression bei Patienten mit AML und MDS im
Posttransplantationsverlauf im Vergleich zu den bisher im klinischen Alltag etablierten MRD-
Methoden wie qRT-PCR, NGS oder der konventionellen Zytogenetik als zuverlassiger MRD-

Marker dienen kann, ist bislang nicht untersucht.

1.4  Ziele dieser Arbeit

Wie unter 1.3.3 beschrieben gibt es bisher nur wenige Daten, welche die Bedeutung der WT1-
mRNA Expression als MRD-Marker bei Patienten mit AML und MDS nach allogener
Stammzelltransplantation beleuchten. Insbesondere fehlen Daten, welche die Sensitivitat und
Spezifitat der WT1-mRNA Expression hinsichtlich Nachweis eines drohenden Rezidivs mit der
Sensitivitat und Spezifitat vergleichen, die andere etablierte Methoden erreichen. Auch die Frage
des Zeitraumes, der zwischen der Detektion eines erhdhten WT1-mRNA Expressionslevel und
der Diagnose des Rezidivs liegt und somit Madglichkeit fir therapeutische Intervention, wie
rasches Ausschleichen der Immunsuppression oder praemptive Donorlymphozyten-Infusion

bietet, ist bisher unzureichend untersucht.

Ziel dieser Arbeit war es daher folgende Fragen zu beantworten:

- Lasst sich durch serielle Messungen der WT1-mRNA Expression in peripherem Blut von
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Patienten mit AML und MDS nach allogener Stammzelltransplantation ein Rezidiv der
Grunderkrankung detektieren?

- Mit welcher Sensitivitat/Spezifitat 1asst sich durch Messung der WT71-mRNA Expression
in peripherem Blut von Patienten mit AML und MDS nach allogener
Stammzelltransplantation ein Rezidiv detektieren?

- Mit welcher Sensitivitat/Spezifitat lasst sich im Vergleich durch andere bereits im
klinischen Alltag etablierte Methoden der MRD-Diagnostik (STR-basierter Chimarismus,
konventionelle Zytogenetik, FISH, qRT-PCR, NGS) ein Rezidiv detektieren?

- Wie viel Zeit liegt im Median zwischen einem in peripherem Blut gemessenen erhohten

WT1-mRNA Expressionslevel und der Diagnose des hamatologischen Rezidivs?

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Analysen basieren auf den folgenden positiv
bewerteten Ethikvoten: 3768 und 3973.
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ABSTRACT
Overexpression of the Wilms' tumor 1 (WT1) gene is informative in many patients with acute myelogenous
leukemia (AML) and myelodysplastic syndromes (MDS) and is measurable in peripheral blood (PB). Despite
these advantages, WTT has not broadly been established as a marker for minimal residual disease (MRD) mon-
Key Words: itoring after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT) due to limited patient numbers,
wr1 . . differing sample sources, and nonstandardized in-house methods. To estimate the value of WT1 as an MRD
mlmlm;l rels'dgal d'r‘:’deisfn marker, we serially quantified PB WT1 expression using a standardized European LeukemiaNet-certified assay
Acii:rgjglggserfsgs IEL(l)ke:ia in 59 patients with AML and MDS after allo-HSCT. We compared its performance with routine methods such
Relapse as chimerism, XY-fluorescence in situ hybridization (FISH), disease-specific cytogenetic, and molecular analy-
Allogeneic transplantation ses, which were accessible in 100%, 34%, 68%, and 37%, respectively. Twenty-four patients (41%) relapsed
within a median of 126 days after allo-HSCT, and 20 of them showed at least 1 elevated WT1 value above the
validated cutoff. The other 35 patients (59%) remained in complete remission, and only 1 patient had a tran-
sient increase in WT1 expression. This reflects a sensitivity of 83% and a specificity of 97% for WT1 and appears
to be favorable compared with the sensitivities and specificities observed for chimerism (33% and 91%),
XY-FISH (67% and 73%), cytogenetic (33% and 77%), and molecular (78% and 85%) analyses. Further supporting
its predictive impact, elevated WT1 expression prompted an earlier BM biopsy and consecutively the diagno-
sis of relapse in 62% of patients. The results of this real-life experience imply that PB WT1 expression is mea-
surable by a standardized assay and predicts imminent relapse after allo-HSCT with high sensitivity and
specificity in most patients with AML and MDS.
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INTRODUCTION effective when initiated at molecular relapse rather than at

In patients with myeloid malignancies, such as acute mye-
logenous leukemia (AML) and myelodysplastic syndrome
(MDS), relapse remains the main cause of treatment failure
after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-
HSCT) [1-4]. Several studies addressing therapeutic strategies
for relapse after allo-HSCT have shown that treatment is more
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hematologic relapse [5]. Therefore, early detection of immi-
nent relapse, ideally at a molecular level, is a prerequisite for
successful therapeutic intervention and can be achieved by
regular monitoring of minimal residual disease (MRD) after
allo-HSCT [6-8]. Indeed, cytogenetics and indirect methods,
such as chimerism analysis, are broadly established in clinical
routine, but have a limited sensitivity and thus cannot provide
an early reliable detection of relapse [9].

Although several molecular aberrations allowing detection
of MRD with higher sensitivity using quantitative RT-PCR
(gRT-PCR) or next-generation sequencing (NGS) have recently
been identified in patients with AML and MDS [10], they
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currently do not fulfill the requirements of an “ideal” MRD
marker. For instance, they are present only in subgroups of
patients and may show instability during the disease course as
a consequence of clonal evolution [11-13]. In addition, there is
often a lack of standardized assays and the need for bone mar-
row (BM) as the optimal sample source, both attributes also
applying to multiparameter flow cytometry.

A molecular marker that may provide the properties of an
“ideal” MRD marker is the Wilms' tumor gene (WT1), which
encodes for a transcription factor that is overexpressed in the
majority of AML cases and approximately one-half of MDS
cases [14-16]. In addition, a European LeukemiaNet (ELN)-
certified qRT-PCT assay that allows standardized measurement
and offers a reproducible cutoff value to distinguish between
healthy state and disease is commercially available. Another
advantage of WT1 as MRD marker is a similar or even higher
sensitivity and specificity when measured in peripheral blood
(PB) compared with BM, enabling regular monitoring while
maintaining patient comfort [17]. Several previous reports
have focused on the role of WT1 expression for monitoring of
MRD in AML after conventional chemotherapy to predict
imminent relapse [17-20]. In contrast, to date, only a limited
number of studies have examined the use of WT1 measure-
ment to monitor MRD in patients with myeloid malignancies
after allo-HSCT [21-23]. Nonetheless, the limited number of
patients, differing sample sources (PB or BM), and use of
in-house methods have impeded a definitive ranking of WT1
as an MRD marker after allo-HSCT. In the present analysis, we
aimed to expand the knowledge of and estimate the value of
WT1 as an MRD marker in patients with AML and MDS in a
real-life setting, and to compare its capability of predicting
relapse after allo-HSCT with that of other, established methods
of routine clinical MRD monitoring.

PATIENTS AND METHODS
Patients and Study Design

Between 2012 and 2016, 104 patients with AML (n=61) or MDS (n=43)
underwent allo-HSCT at our center and had been previously screened for
WTT1 expression at the time of diagnosis. Of these, 59 patients (57%; AML,
n=40; MDS, n=19) showed WTI overexpression in PB (for definition see
below) at diagnosis and thus were included in this retrospective analysis
(Supplemental FigureS1). Patient demographic and transplantation-related
characteristic are presented in Table 1. All patients with AML and MDS exhib-
ited some adverse disease characteristics, such as poor-risk cytogenetics or
molecular alterations, primary refractory or relapsed disease, or International
Prognostic Scoring System status intermediate-II or high. The majority of
patients (81%) underwent transplantation with an unrelated donor after stan-
dard dose (59%) or reduced-intensity conditioning (41%).

In addition to WT1 expression, the patients included in this analysis were
also screened at diagnosis for disease-specific cytogenetic and/or molecular
aberrations applicable for MRD monitoring by cytogenetic as well as PCR-
and NGS-based technologies as part of routine care. Furthermore, chimerism
analysis was also performed by default. In cases of a sex-
mismatched donor-recipient combination, XY-fluorescence in situ hybridiza-
tion (FISH) analyses complemented MRD assessment after allo-HSCT. WT1
expression levels were regularly monitored after allo-HSCT as part of routine
care at our center and were correlated with the patient's clinical course and
the results from other assessment methods to directly or indirectly detect
MRD. Data were locked for this retrospective analysis on July 1, 2017.

Sample Assessment

BM aspiration for response evaluation, including disease-specific MRD
assessment, was routinely scheduled at days +28, +60, +100, +200, and +365
after allo-HSCT. In cases with any deviation from a typical clinical course indi-
cating an imminent relapse, such as an unexplained change in PB count, BM
evaluation was performed earlier at the discretion of the treating physician.
Routine measurement of WT1 expression in PB was scheduled monthly dur-
ing the first year, then every 1 to 3 months thereafter, and at any time in the
event of suspected relapse.

Table 1
Patient Demographic and Clinical Characteristics
Characteristic Value
Number of patients 59
Age, yr, median (range) 56 (25-71)
Sex, n (%)
Male 30(51)
Female 29 (49)
WHO AML, n (%) 40 (68)
With recurrent genetic abnormalities 16 (27)
MDS-related changes 18(31)
Therapy-related 0(0)
Not otherwise specified 6(10)
WHO MDS and MDS/MPN overlap 19(32)
RCMD 6(10)
RAEB1 4(7)
RAEB II 12 (20)
MDS/MPN unclassifiable 2(3)
Karyotype, n (%)
Normal 23(39)
Abnormal 36(61)
Complex 12(20)
Molecular/genetic risk [24]
Favorable 3(5)
Intermediate 15(25)
Adverse 22(37)
International Prognostic Scoring System [25]
Low 2(3)
Intermediate [ 3(5)
Intermediate II 7(12)
High 7(12)

MPN indicates myeloproliferative neoplasia; PBSC, peripheral blood stem
cells; RAEB, refractory anemia with excess blasts; RCMD, refractory cytopenia
with multilineage dysplasia; WHO, World Health Organization.

Quantitative Assessment of Peripheral Blood Cell WT1 Expression

Quantitative assessment of WTT mRNA expression in PB mononuclear
cells was performed using the Ipsogen WT1 ProfilQuant Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) in accordance with the manufacturer's instructions. This ELN-certi-
fied, plasmid-based qRT-PCR assay is commercially available worldwide and
offers a validated cutoff level of 50 WT1 copies/10* abetalipoproteinemia
(ABL) copies to discriminate between normal expression and overexpression
of WT1 mRNA [17]. Mononuclear cells were freshly isolated from PB samples
by density gradient centrifugation using Lymphoprep (Axis-Shield Density
Gradient Media, Oslo, Norway) and subsequently subjected to RNA extraction
using the QIAamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen). RNA concentrations were
determined using a NanoPhotometer (Implen, Munich, Germany), and at
least 1 ug of RNA was used for the qRT-PCR analyses. RNA samples were
stored frozen until in-batch analysis, which was performed twice weekly as
part of the routine workup.

Chimerism Analyses

Short-tandem repeat (STR)-based chimerism analyses of PB and/or BM
mononuclear cells were performed by STR-PCR using the Mentype Chimera
Kit (Biotype Diagnostic, Dresden, Germany) according to the manufacturer's
instructions.

Cytogenetics and XY-FISH

Conventional metaphase cytogenetic and FISH analyses were performed
at the Department of Human Genetics according to standardized protocols
(Supplemental Table S1).

qRT-PCR and NGS-Based Detection of Disease Specific Markers

Patients with at least 1 mutation identified before transplantation
were quantitatively monitored after allo-HSCT for the individual muta-
tions using either mutation-specific qRT-PCR or the Nextera XT DNA Kit
(Illumina, San Diego, CA), a quantitative NGS assay with a sensitivity of
<1%.

Definitions and Response Criteria

Hematologic relapse was defined as > 5% BM blasts, detection of blasts in
PB, and/or any extramedullary disease. Molecular relapse was defined as
presence of known mutations in at least 1% of reads, reoccurrence of disease-
specific cytogenetic aberrations, a decrease in donor chimerism to <95%, evi-
dence of a mixed XY-FISH of >4% residual recipient cells, or an increase in PB
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Figure 1. Distribution and applicability of different methods for MRD monitoring. The pie charts depict the distribution and applicability of different methods to

directly or indirectly monitor MRD in 59 patients included in this analysis.

WTT1 levels above the cutoff of 50 copies per 10* ABL copies, in the absence of
any criteria defining hematologic relapse.

RESULTS
Distribution of Different MRD Methods

In a first step, we assessed the availability of common
methods of detecting MRD in a representative group of
patients with AML and MDS undergoing allo-HSCT. While STR-
based chimerism measurement was applicable in all 59
patients, XY-FISH analysis could be performed in 20 patients
(34%) with a sex-mismatched donor-recipient constellation.
Furthermore, in 40 patients (68%), cytogenetic and/or lesion-
specific FISH analyses were accessible, whereas 22 patients
(37%) exhibited a molecular alteration that could be investi-
gated by either NGS or qRT-PCR (Figure 1A and Supplemental
Table S2). Consequently, 6 patients (10%) could be monitored
only by STR-based chimerism, whereas MRD could be moni-
tored using 1 additional method in 27 patients (46%), using 2
additional methods in 23 patients (39%), and using 3 additional
methods in 3 patients (5%) (Figure 1B).

Monitoring PB WT1 mRNA Expression after Allo-HSCT and
Comparison with Other Methods of MRD Detection

Due to the inclusion criteria of this analysis, WT1 was over-
expressed in all patients with a median expression level of
1632.9 WTI1 copies/10* ABL copies (range, 55.2 to 22,580.6
WT1 copies/10* ABL copies) at diagnosis. The median PB WT1
expression level was significantly lower in patients achieving
complete remission (CR) before allo-HSCT compared with
patients undergoing allo-HSCT with active disease (7.9 versus
1033.6 WT1 copies/10* ABL copies; P=.0105). This indicates a

clear correlation between disease status and WT1 expression
level before allo-HSCT. At a median follow-up of 13 months
(range, 5 to 40 months) after allo-HSCT, WT1 mRNA expression
was measured in 472 samples, corresponding to a median of 8
samples per patient (range, 2 to 19 samples per patient).

Patients with ongoing remission after allo-HSCT

At 1 month after undergoing allo-HSCT, 57 patients (97%)
were in complete hematologic remission and accordingly
showed a rapid decrease in PB WT1 mRNA expression below
the cutoff. Two patients (3%) had persistent hematologic dis-
ease with WT1 expression persisting above the cutoff. Thirty-
five patients (59%) remained in ongoing CR for a median of 13
months. Among these, only 1 patient (3%) had a transient WT1
mRNA overexpression above the validated cutoff during remis-
sion (details in Supplementary Figure S2), whereas the other
34 patients (97%) continuously showed WT1 mRNA expression
levels below the cutoff (Figure 2A). In contrast, 3 patients (9%)
showed a transient decrease in donor chimerism in PB and/or
BM, and in 27% of patients applicable for XY-FISH analyses
transient abnormalities were found while patients remained in
ongoing hematologic CR. Furthermore, in 23% of patients with
ongoing CR, conventional cytogenetics and/or disease-specific
FISH analyses showed temporarily conspicuous results,
whereas in 15% of patients with proven molecular alterations,
these values were transiently detectable.

Patients with relapse after allo-HSCT

Twenty-four patients (41%) experienced hematologic
(n=17; 71%) or molecular (n=7; 29%) relapse, at a median of
126 days (range, 28 to 938 days) after allo-HSCT; detailed
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Figure 2. Longitudinal monitoring of WTT mRNA expression in the post-transplantation period. (A) Monitoring of WTT mRNA expression in peripheral blood of
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relapse-related parameters are presented in Supplementary
Table S3. Twenty of the 24 relapsed patients (83%) had at least
1 WTT1 value above the cutoff level at/or before relapse. Only 4
patients (17%) with molecular relapse detected by cytogenetics
and/or XY-FISH analyses (n=2), qRT-PCR for NPM1 (n=1), and
NGS (n=1) showed sustained WTT mRNA expression below
the cutoff. To determine the interval between initial detection
of WTT and relapse, we analyzed only those patients (n=13)
who experienced hematologic relapse preceded by at least 1
WTT1 value above the threshold before relapse detection and
who did not receive any preemptive intervention as a conse-
quence of MRD detection. In these patients, the median time
from first elevated WT1 value to hematologic relapse was 6
weeks (range, 1 to 27 weeks). In contrast, before a definitive
diagnosis of relapse, routine monitoring revealed a decrease in
donor chimerism in only 8 patients (33%) and abnormal
XY-FISH results in only 6 patients (67%). In addition, conven-
tional cytogenetics or lesion-specific FISH analyses revealed
known or new chromosomal aberrations in 6 patients (33%)
only before definitive diagnosis of relapse. Furthermore, NGS
or qRT-PCR could detect known molecular alterations in 7
patients (78%; UPN 6, 7, 8, 18, 19, 21, and 24) before diagnosis
of relapse (Figure 2B). In 62% of patients who relapsed within
the first year after allo-HSCT, an elevation of PB cell WT1
mRNA expression level resulted in earlier BM biopsy and, con-
sequently, earlier diagnosis of relapse. Taken together, these
findings support the predictive and practical benefit of this
marker in the clinical management of patients after allo-HSCT.

DISCUSSION

In this retrospective analysis covering 59 patients with
myeloid malignancies and WT1 mRNA overexpression at diag-
nosis, we comprehensively investigated the performance and
clinical utility of serial WT1 measurements compared with
other established methods of directly or indirectly monitoring
MRD after allo-HSCT. Our results indicate that PB WT1 expres-
sion can serve as an MRD marker in the majority of patients
with AML and MDS independent of their individual genotype.
Along with this, we found in a real-life setting that an increase
in WTT mRNA expression to above a validated cutoff level pre-
dicts imminent relapse earlier and more reliably than other
methods generally used in routine clinical practice, even
though the population reported here was highly selected for
WTT1 overexpression due to the inclusion criteria of this retro-
spective analysis.

A first major advantage of WT1 expression seems to be its
broad applicability in the majority of patients with AML and
MDS. WT1 mRNA is reportedly overexpressed in approxi-
mately 90% of patients with AML [14,17,19] and 50% of the
patients with MDS (unpublished data). In accordance with this,
we observed WT1 overexpression in 57% of the patients with
AML and MDS undergoing allo-SCT at our institution, even
though the frequency was somewhat lower compared with
that of de novo AML due to the high number of patients with
MDS-related AML in our cohort. In contrast, individual muta-
tions of even the most frequently affected genes, such as NPM1
and FLT3 in AML [26] and TET2 and ASXL1 in MDS [10], are
present only in subgroups of 20% to 35% of patients. Indeed,
only 37% of the patients in our analysis exhibited at least 1
molecular alteration other than WTT1 that could be tracked by a
mutation-specific technique. This implies that based on its
greater informativeness, the use of WT1 can facilitate MRD
monitoring by a single marker and method in a large propor-
tion of patients with AML and MDS.

Another mandatory characteristic of a credible MRD marker
after allo-HSCT is its stability throughout the course of disease.
Some markers, such as mutated FLT3, appear to be unstable as
consequence of clonal evolution, which also hampers their
applicability for reliable disease surveillance [11,12,27]. In our
analysis, 20 out of 24 patients (83%) who experienced relapse
showed WTT1 overexpression before or at the time of relapse.
Only 4 patients (17%) with molecular relapse had sustained
WT1 mRNA expression below the cutoff before pending relapse
that was predicted by another MRD marker. This finding indi-
cates not only that WT1 expression is relatively stable during
the disease course and correlates with disease activity, but also
that WT1 expression analysis provides a high sensitivity, which
is one of the most important prerequisites for MRD markers in
clinical routine besides broad applicability and stability. In
comparison with WT1 expression analysis, STR-based chime-
rism analyses (sensitivity of 33%; P=.0094) and cytogenetics
(conventional metaphase and FISH analyses; sensitivity of
33%; P=.0094, McNemar test) were significantly inferior with
regard to sensitivity. Furthermore, the sensitivity of WT1
expression analysis was at least comparable with that of
XY-FISH (sensitivity, 67%; P, not significant, McNemar test) and
mutation-specific assays (NGS or qRT-PCR; sensitivity, 78%;
P, not significant, McNemar test). In this context, it is notewor-
thy that this sensitivity of WT1 can be achieved by analyzing
PB, whereas BM is required for chimerism and molecular anal-
yses. Indeed, the use of PB WT1 expression allows repeated
measurements at short intervals while still ensuring patient
comfort. In addition, during post-transplantation follow-up,
WT1 expression remained below the defined threshold at all
time points tested in 34 of the 35 nonrelapsed patients, indi-
cating a specificity of 97%. Compared with the specificity of
STR-based chimerism analysis (91%), XY-FISH (73%), cytoge-
netics (77%) and mutation-specific assays (85%), there seems
to be a trend in favor of WT1, although this did not reach statis-
tical significance (McNemar test). This likely is related to the
low number of nonrelapsed patients accessible by the respec-
tive method (chimerism, n=35; XY-FISH, n=11; cytogenetics,
n =22; mutation-specific assays, n=13) and requires validation
in a larger cohort of patients.

Our results regarding WTT1 are in excellent agreement with
data from Lange et al. [28], who reported a sensitivity of 79%
and a specificity of 89% for prediction of hematologic relapse
within 28 days. Consequently, WT1 expression had, together
with chimerism analysis in sorted CD34"cells, the highest
diagnostic power for relapse prediction in their study, whereas
limited sensitivities of 53% for unsorted donor chimerism and
40% for disease-specific FISH analyses were within the range
observed in our analysis [28]. In line with this, several other
research groups also have demonstrated the superiority of
WT1 monitoring for relapse detection based on its high sensi-
tivity and specificity compared with other methods, such as
flow cytometry and unsorted donor chimerism [29]. Nonethe-
less, as a relevant disadvantage, it must be mentioned that for
some analyses, BM was the primary sample source, whereas in
others, PB samples were investigated, lacking a broad compa-
rability with each other [28,30-32]. Another relevant drawback
of these studies is the fact that they were performed using in-
house methods without reproducible cutoff levels. In contrast,
as a particular strength of our analysis, we used a commercially
available assay that has been certified by the ELN. This stan-
dardized assay has a validated cutoff level to distinguish
between normal WT1 expression and WT1 overexpression,
thereby enabling reproducible and comparable investigations
across different laboratories [17]. This is a unique feature not
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only in comparison with previous studies on WTT1 in the post-
transplantation setting, but also with regard to other methods
of identifying residual leukemic cells, such as multiparameter
flow cytometry, for which standardized assays mostly do not
exist. Using this standardized assay facilitates the measure-
ment of WTT in PB with a comparable or even greater sensitiv-
ity and specificity than in BM. Achieving similar results with
other methods of MRD detection would require harvesting of
BM (chimerism, FISH, cytogenetic, and mutation-specific
assays) and/or time- and resource-consuming positive selec-
tion of the cells of interest (CD34" cells). Thus, analysis of WT1
expression in PB allows regular disease surveillance while
maintaining high patient comfort and represents a cost- and
time-efficient approach in clinical routine.

Given that the success of therapeutic interventions for
relapse is correlated mainly with disease burden, the major goal
of all MRD methods is to detect impending relapse before frank
hematologic relapse occurs. The median interval in those 13
patients who suffered from hematologic relapse preceded by at
least 1 WT1 value above the threshold before relapse detection
was 6 weeks, suggesting a suitable time window for early thera-
peutic intervention. However, taking into account the retrospec-
tive character of our analysis and the limited number of
patients, this needs to be corroborated in a prospective analysis.

In summary, the results of this retrospective analysis
show that longitudinal monitoring of WT1 expression levels
in PB allows sensitive and specific detection of MRD after
allo-HSCT. With the advantage of an ELN-certified standard-
ized assay it is a readily accessible, resource-effective
method with high patient comfort that is applicable for a
large proportion of patients with myeloid malignancies
regardless of individual molecular phenotype. Given the
intrinsic limitations of a retrospective analysis of a heteroge-
neous patient population from a single institution, confirma-
tion in a prospective study is needed to definitively rank
WT1 expression in comparison to other methods used for
early detection of impending relapse.
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3. Diskussion

3.1  Frequenz der WT1-mRNA Uberexpression und Anwendbarkeit als MRD-
Marker im Vergleich zu anderen Methoden der MRD-Diagnostik in myeloischen
Neoplasien

Bei 90% der Patienten mit AML und ca. 50% der Patienten mit MDS ist eine Uberexpression von
WT1 auf mRNA Ebene nachweisbar (Cilloni and Saglio 2004; Cilloni et al. 2009; Weisser et al.
2005). Innerhalb der Gruppe unserer 104 Patienten, die zwischen 2012 und 2016 aufgrund einer
AML oder eines MDS transplantiert worden waren, wiesen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose 57%
(59/104) eine WT1-mRNA Uberexpression auf. Bei Patienten mit AML lag der Anteil bei 65%
(40/61) im Vergleich zu 44% (19/43) bei denjenigen Patienten mit MDS. Der Anteil der Patienten
mit AML und WT1-Uberexpression war in der hier vorliegenden Arbeit etwas geringer als von
anderen Gruppen beschrieben, was méglicherweise auf den relativ hohen Anteil von Patienten
mit AML und MDS-typischen Veranderungen zurlckzufiinren ist (18/59, = 31%). Andere bei
Patienten mit MDS oder AML nachweisbare Mutationen wie beispielsweise TET2 und ASXL
oder NPM1 und FLT3 finden sich bei 20 bis 35% der Patienten und stehen somit als Marker flir
minimale Resterkrankung nur fir eine vergleichsweise kleine Gruppe von Patienten zur
Verfligung (Haferlach et al. 2014; Papaemmanuil et al. 2016). Auch in der von uns untersuchten
Gruppe hatten nur 37% der Patienten einen weiteren Marker, der mittels NGS- oder gRT-PCR
quantifizierbar war. Dies zeigte, dass die Quantifizierung der WT71-mRNA Expression in einem
relevanten Anteil der Patienten mit AML und MDS als Methode zum MRD-Monitoring nach
allogener SZT einsetzbar ist.

3.2 Vergleich der Sensitivitat und Spezifitat verschiedener Methoden der MRD-
Diagnostik im Hinblick auf den Nachweis eines Rezidivs

Einige Mutationen wie beispielsweise FLT3-ITD, -TKD, NRAS, KRAS, IDH1 oder IDH2 zeigen im
Rahmen klonaler Evolution oftmals keine Stabilitat wahrend des Krankheitsverlaufes
(Meggendorfer et al. 2014; Schnittger et al. 2012; Bullinger, Dohner, and Dohner 2017), sodass
eine Anwendung dieser Mutationen als alleiniger MRD-Marker nicht empfohlen wird (Schuurhuis
et al. 2018). Bei 20 der 24 Patienten, welche ein Rezidiv erlitten hatten (83%), fanden wir eine
Uberexpression von WT1 auf mRNA-Ebene im peripheren Blut vor oder zum Zeitpunkt des
Rezidivs. Nur bei vier der rezidivierten Patienten (17%) blieb die WT71-mRNA Expression
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unterhalb des cut-off von 50 WT1-Kopien/104 ABL-Kopien, wobei diese Patienten ein
molekulares Rezidiv, welches durch einen anderen MRD-Marker angezeigt wurde, und kein
hamatologisches Rezidiv erlitten hatten. Dies zeigt, dass die WT7-mRNA Uberexpression als
MRD-Marker zum einen im Rezidiv Uiberwiegend stabil nachweisbar ist und zum anderen, dass
eine Uberexpression in peripherem Blut ein Rezidiv mit hoher Sensitivitat nachweist. STR-
basierte Chimarismusanalysen und zytogenetische Analysen erreichten jeweils eine Sensitivitat
von 33% und waren der WT7-mRNA Expression somit hinsichtlich Sensitivitat signifikant
unterlegen (p=0.0094). Molekulargenetische Analysen (NGS- oder qRT-PCR - basiert) bzw. XY-
FISH Analysen aus dem Knochenmark erreichten in unseren Handen eine Sensitivitat von 78%
bzw. 67%. Ungeachtet der ahnlichen Sensitivitat erfolgt die WT71-mRNA Expression aus dem
Blut, was wiederholte Messungen in kurzen Zeitintervallen erlaubt, ohne den Patienten zu
belasten. Von den 35 Patienten, welche in Remission geblieben sind, erreichte nur ein Patient an
zwei Zeitpunkten ein WT71-mRNA Expressionsniveau, das oberhalb des cut-off von 50 WT1-
Kopien/10* ABL-Kopien lag. Mit einer Spezifitait von 97% liegt diese tendenziell héher im
Vergleich zu der durch STR-basierte Chimarismusanalysen (91%), molekulargenetische
Analysen (85%), zytogenetische Analysen (77%) oder XY-FISH Analysen (73%) erreichte
Spezifitat, jedoch ohne statistische Signifikanz zu erreichen. Die in dieser Arbeit nachgewiesenen
Sensitivitaten und Spezifititen der einzelnen MRD-Methoden sind den Ergebnissen anderer
Arbeiten sehr ahnlich. So beschrieben Lange et al. eine Sensitivitdt von 79% und eine Spezifitat
von 89%, was die Voraussage eines hamatologischen Rezidivs beim Nachweis einer WT1-
mRNA Uberexpression in peripherem Blut anbelangt (Lange et al. 2011). Neben der Analyse des
Donorchimarismus in CD34-selektionierten Knochenmarkzellen hatte die Quantifizierung der
WT1-mRNA Expression die groRte prognostische Aussagekraft flir ein drohendes
hamatologisches Rezidiv, wahrend der nicht-selektionierte Donorchimarismus und
krankheitsspezifische FISH-Analysen mit 53% bzw. 40% deutlich geringere Sensitivitaten zeigten
(Lange et al. 2011). Diese Resultate decken sich auch mit den Ergebnissen von Kwon et al., die
eine Uberlegenheit der WT1-mRNA Expression im Vergleich zur nicht-selektionierten
Chimarismusanalyse und zur Flow-Zytometrie zeigen (Kwon et al. 2012). Das Fehlen
standardisierter Methoden zur Messung der WT1-mRNA Expression sowie einer verbindlichen
Definition eines cut-off Level zur Unterscheidung zwischen normaler und erhohter WT71-mRNA
Expression macht die Vergleichbarkeit von Ergebnissen unterschiedlicher Arbeitsgruppen
schwierig, zumal in einigen Arbeiten Knochenmark und in anderen Blut benutzt wurde (Kwon et
al. 2012; Lange et al. 2011; Bornh&user et al. 2009; Scheffold et al. 2004; Ogawa et al. 2004,

2003). Der von uns zur Quantifizierung der WT1-mRNA Expression genutzte Plasmid-basierte
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qRT-PCR Assay wurde vom European LeukemiaNet unter neun evaluierten Assays als best
performing Assay ausgewahlt (Cilloni et al. 2009), unter anderem da die Primer die Exone 1 und
2 umfassen (Van Dijk et al. 2002). Letztere sind sehr viel seltener von Punktmutationen betroffen
als die Exone 7 und 9, welche bei den meisten anderen Assays als Primer dienen und haufiger
zu falsch negativen Befunden flhren (Cilloni and Saglio 2004; Ogawa et al. 2003; Osborne et al.
2005, 1; @stergaard et al. 2004, 1). AulRerdem ist der cut-off Level unseres Assay fiir
Knochenmark und Blut validiert, was die Vergleichbarkeit zwischen unterschiedlichen Laboren
ermoglicht.

3.3  Zeitliches Intervall zwischen Detektion einer Uberexpression von WT1-
mRNA in peripherem Blut und Nachweis des hamatologischen Rezidivs

Der Erfolg einer Rezidivchemotherapie hangt im Wesentlichen von der GroRe der leukdmischen
Tumorlast® zum Zeitpunkt des Beginns der Rezidivtherapie ab. Diese ist entsprechend niedriger,
je friher das Rezidiv detektiert wird. Somit ist das Hauptziel der verschiedenen MRD-Methoden
ein drohendes Rezidiv mdglichst fruhzeitig, idealerweise vor Eintritt des hamatologischen
Rezidivs zu nachzuweisen. Mit Ausnahme von Lange et al. beziffern andere Autoren, welche die
Rolle der WT71-mRNA Expression als MRD-Marker untersucht haben, den Zeitraum der im
Median zwischen Nachweis der WT7-mRNA Uberexpression und dem Rezidiv liegen, nicht.
Lange et al. veranschlagen einen Zeitraum von 28 Tagen, binnen derer bei 89% der Patienten
mit WT1-mRNA Uberexpression in peripherem Blut ein hdmatologisches Rezidiv eintritt (Lange et
al. 2011). In unserer Gruppe erlitten von den 24 rezidivierten Patienten 17 Patienten ein
hamatologisches Rezidiv, wobei 13 dieser Patienten bereits im Median 6 Wochen zuvor eine
erhdhte WT1-mRNA Expression in peripherem Blut zeigten. Dieses ,gewonnene* Zeitintervall
erlaubt eine Optimierung der Rezidivtherapie beispielsweise durch friihzeitige Reduktion und
forciertes Ausschleichen noch bestehender immunsuppressiver Therapie oder praemptive

Infusion von Spenderlymphozyten.

3.4  Schlussfolgerung

Die Ergebnisse dieser retrospektiven Analyse zeigen, dass bei Patienten mit myeloischen
Neoplasien durch serielle Messungen der WT1-mRNA Expression ein drohendes Rezidiv nach
allo-SZT mit hoher Sensitivitdt und Spezifitdt und ohne Belastung des Patienten in peripherem

Blut frlihzeitig nachgewiesen werden kann. Dadurch wird ein mdglichst frihzeitiger Beginn einer
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Rezidivtherapie gewahrleistet, was wiederum das Patientenoutcome in dieser Situation

verbessert.
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