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CLL-1 komt tot expressie op
leukemische stamcellen in acute

myeloide leukemie

Auteurs

Trefwoorden

Samenvatting

'C-type lectin-like molecule-1" (CLL-1) komt tot
expressie op leukemische CD34+CD38--cellen
(leukemische stamcellen; LSC) met een mediane
expressie van 35% (spreiding 0-100%, n=89).
De CD34*CD38-cellen in normaal beenmerg
hebben geen CLL-1-expressie, zoals de normale
CD34+CD38-cellen in regenererend beenmerg.
Nadat met chemotherapie een complete remis-
sie is bereikt, zijn er patiénten met persisterende
CLL-1-expressie op de CD34+*CD38--populatie.
Deze patiénten hebben een grotere kans op een

Inleiding

Acute myeloide leukemie (AML) komt voor bij kin-
deren en volwassenen. De oorzaak van deze vorm
van leukemie is onbekend. Bij kinderen met AML
kan ongeveer 50% worden genezen; bij volwassenen
tot 60 jaar is dit ongeveer 40%. Oudere patiénten
hebben een overleving van slechts 10%."* Door
middel van autologe stamceltransplantatie is het
mogelijk geweest de dosering chemotherapie sterk te
verhogen, maar het inzetten van een allogene stam-
celtransplantatie en het gebruik van nieuwe midde-
len kunnen de prognose wellicht verbeteren.

AML wordt over het algemeen beschouwd als een
ziekte die bestaat uit een heterogene blastenpopu-
latie van leukemische stamcellen (LSC) en rijpere
voorlopercellen. Bonnet en Dick hebben in 1997
aangetoond dat voor de patiénten met CD34*-leu-
kemie (ongeveer 80% van de AML-patiénten), de
stamcel aanwezig is in het compartiment dat ge-
kenmerkt wordt door de aanwezigheid van de cel-
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acute myeloide leukemie, CD34+CD38, CLL-1, minimale restziekte, stamcel

recidief dan pati€nten bij wie na chemotherapie
geen CLL-1-expressie meer detecteerbaar is.

De detectie van LSC na chemotherapie met be-
hulp van anti-CLL-1 zou dus betekenisvol kunnen
zijn om de kans op een recidief te schatten, maar
daarnaast zou het CLL-1-antigeen een doelwit
kunnen zijn voor, tegen de leukemische stamcel
gerichte, behandeling bij acute myeloide leuke-
mie, bijvoorbeeld door anti-CLL-1 te koppelen
aan een cytotoxisch agens.

(Ned Tijdschr Hematol 2008;5:43-7)

oppervlaktemarker CD34 en de afwezigheid van
de celoppervlaktemarker CD38 (vanaf nu CD34*-
CD38 -compartiment genoemd).” Aangezien een
normale hematopoétische stamcel (HSC) zich ook
in het CD34'*CD38-compartiment bevindt, lijkt
het aannemelijk dat de LSC ontstaat door afwijkin-
gen in de HSC.? Een andere hypothese is dat een
leukemie-initiérende gebeurtenis niet plaatsvindt
in het HSC-compartiment, maar in de normale
voorlopercellen, wat maakt dat deze voorlopercellen
zichzelf kunnen vernieuwen en vervolgens maligne
kunnen ontaarden (zie Figuur 1 op pagina 44).“°
De overige 20% van de AML-patiénten heeft CD34 -
blasten; mogelijk bevinden de stamcellen zich bij
hen in de zogenoemde ‘side population” (SP).”

De LSC hebben veel eigenschappen gemeen met de
HSC: een LSC heeft net als de HSC het vermogen
tot zelfvernieuwing, beide zijn CD34'CD38", en
beide zijn in staat toxische stoffen efficiént uit de cel
te pompen.®® Naast de genoemde eigenschappen die
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Figuur 1. Schematisch overzicht van de mogelijke ontstaans-

mechanismen van leukemische stamcellen (LSC) uit normale
voorlopercellen of hematopoétische stamcellen (HSC). De
LSC onderhoudt de leukemische voorloperpopulatie en kan
zichzelf, net als de HSC, vernieuwen.

beide stamcelcompartimenten delen, hebben Cos-
tello et al. aangetoond dat de LSC weinig gevoelig
zijn voor chemo- en voor immuuntherapie.” Daar-
naast hebben Guan et al. laten zien dat de LSC zich
in een rustende fase van de celcyclus bevinden.!

Eerder is gevonden dat de prognose van een AML-
patiént afhankelijk is van het aantal maligne stam-
cellen (de stamcelfrequentie) in het beenmerg bij
diagnose. Patiénten met een hoger percentage
CD34*CD38-cellen bij diagnose hadden meer mi-
nimale restziekte na chemotherapie (‘minimal re-
sidual disease’; MRD)." Hierbij was, vanwege het
nog ontbreken van voldoende leukemischestamcel-
markers, het gehele CD34'CD38 -stamcelcompar-
timent onderzocht. Aangezien later, met behulp
van specifieke AML-stamcelmarkers, bleek dat het
overgrote deel van het compartiment uit AML-
stamcellen bestond, heeft deze aanpak geen invloed
gehad op de conclusies. Een hoge frequentie van
deze MRD-cellen leidt tot een grotere kans op een
recidief, zoals eerder in dit tijdschrift bericht is.'?
In overeenstemming hiermee bleek dat een hoge
CD34*CD38 -frequentie ook rechtstreeks een ho-
gere kans op een recidief voorspelde.

Algemeen wordt gedacht dat genezing van AML-
patiénten gevonden moet worden in het aanpakken
van het malignestamcelcompartiment. Daarom zou-
den nieuwe middelen of behandelstrategieén in de
ontwikkelingsfase ook getest moeten worden op leu-
kemiestamcellen. Een van de mogelijkheden hierbij
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Figuur 2. Flowcytometriebeeld van CLL-1-expressie op
CD34+CD38-cellen van een patiént met acute myeloide
leukemie bij diagnose. A. De blasten zijn met een lage CD45-
expressie en een lage zijwaartse lichtverstrooiing (‘side
scatter'; ssc) op standaardwijze gedefinieerd. Deze cellen
zijn aangeduid binnen de door een lijn gedefinieerde regio.
B. Beeld van de expressie van CD34 op deze blastenpopu-
latie; de CD34+*-populatie ligt binnen de aangegeven regio.
C. Deze CD34*-populatie laat zien dat CLL-1 tot expressie
komt op de CD38--populatie (LSC-populatie), maar ook

op de CD38*-cellen (leukemische voorloperpopulatie). De
cellen links onder en links boven zijn hoogstwaarschijnlijk
resterende normale cellen (HSC en voorlopercellen), die,
naar verwachting, geen CLL-1-expressie hebben. In een
aantal gevallen is dit ook met behulp van FISH-analyse
aangetoond.

is het ontwikkelen van therapieén, die gericht zijn te-
gen antigenen op het LSC-celmembraan. Omdat de
normale HSC gespaard moet worden, zouden deze
antigenen niet op de normale HSC aanwezig moe-
ten zijn. Op deze manier kan mogelijk een stamcel-
gerichte therapie gevonden worden, die het normale
stamcelcompartiment ongemoeid laat. In dit artikel
wordt het ‘C-type lectin-like molecule-1 (CLL-1) als
een dergelijk kandidaatantigeen beschreven.®

Resultaten

CLL-T1-expressie in normaal beenmerg en

perifeer bloed

Bakker et al. toonden eerder aan dat CLL-1 tot ex-
pressie komt op het merendeel van de blasten van
AML-patiénten bij diagnose." Gevonden werd dat
het aantal patiénten met CLL-1-positieve AML
ongeveer even groot is als het aantal patiénten met
CD33*-AML. CD33 is het antigeen, dat het doelwit
is van de behandeling met gemtuzumab ozogami-
cin, ofwel anti-CD33-therapie.

In normaal beenmerg en perifeer bloed komt CLL-1
tot expressic op 30-40% van de voorlopercellen
(CD34*CD38*) en op een deel van de neutrofiele
granulocyten, monocyten en voorloperdendri-
tische cellen.’® CLL-1 komt niet tot expressie op
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CD34*CLL-1*

Figuur 3. Een NOD/SCID-muis wordt voor transplantatie be-
straald met 3,5 Gy. Vervolgens worden CD34*CLL-1-positieve
cellen ingespoten via de staartvene. Na 6-8 weken wordt het
beenmerg van de muis verzameld. Met behulp van humaan-
specifieke anti-CD45-antistoffen kan worden bekeken of er
humane cellen in het beenmerg van de muis zitten en wat
het percentage is. In dit voorbeeld is een duidelijke humane
CD45*-populatie aanwezig in het beenmerg van de muis.

de erytroide en megakaryocytaire voorlopercellen.
Daarnaast komt CLL-1 niet tot expressie in andere
weefsels."* Tevens werd gevonden dat anti-CLL-1
internaliseert in de cel die CLL-1 tot expressie
brengt." Dit heeft echter geen celdood tot gevolg.
Voor therapeutische doeleinden zou het anti-CLL-1-
antilichaam daarom, zoals anti-CD33, gekoppeld

moeten worden aan een tOXiSCh agens.

CLL-1-expressie op CD34+CD38 -cellen bij AML op
moment van diagnose

Recentelijk is aangetoond dat CLL-1 ook tot expres-
sie komt op de CD34*CD38-cellen (de LSC-popula-
tie) van AML-patiénten bij diagnose (zie Figuur 2).”
Bij 89 patiénten werd aangetoond dat er een media-
ne CLL-1-expressie was van 35%, met een spreiding
van 0-100%. Dit wil zeggen dat er zowel patiénten
zijn zonder CLL-1-expressie op de LSC, als patién-
ten met 100% expressie op de LSC. Bij de patién-
ten met intermediaire percentages bleek dat meestal
sprake was van een homogene, zij het lage, expressie
op alle cellen. Omdat het onderscheid tussen positief
en negatief werd gemaakt met behulp van een iso-
typecontrole, resulteert dit in percentages tussen 0
en 100%. Wanneer een antilichaam met een hogere
affiniteit beschikbaar zou zijn, zou dat in deze laat-
ste gevallen kunnen resulteren in 100% positiviteit.
Tevens werd aangetoond dat CLL-1 niet tot expres-
sie komt op de normale CD34"*CD38 -cellen van
rustend beenmerg bij gezonde donoren (n=10). Dit
maakt CLL-1 tot een marker die bij diagnose speci-
fiek aanwezig is op de LSC en niet op de HSC.
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NOD/SCID-assay voor CLL-1-positieve CD34*-cellen

Eerder werd aangetoond dat CD34'CD38 -cellen
van AML-patiénten leukemie kunnen veroorzaken,
wanneer ze getransplanteerd worden in een ‘non-
obese diabetic/severe combined immunodeficiency’
(NOD/SCID)-muis.> De NOD/SCID-muis is ont-
vankelijk voor humane cellen, omdat deze muis een
zeer beperkte T- en B-celfunctie heeft. Leukemische
voorlopercellen (CD34*CD38") kunnen niet uitgroei-
en in een NOD/SCID-muis en deze behoren dus niet
tot de stamcelpopulatie. Dit maakt het NOD/SCID-
muismodel geschikt om stamceleigenschappen van
een populatie te onderzoeken.

Met de cellen van 3 patiénten werd aangetoond dat
de CD34*CLL-1-positieve populatie (die de CLL-
CD34'CD38-LSC-populatie  bevat)
uitgroeit in de muis (zie Figuur 3).° De cellen die
uitgroeiden in de muis, waren van myeloide her-
komst en vertoonden CLL-1-expressie, zoals werd
verwacht wanneer uit het LSC-compartiment de
originele tumor groeit.

1-positieve

CLL-1-expressie op CD34+CD38 -cellen na
chemotherapie

Aangezien een belangrijk deel van ons onderzoek
is gericht op de detectie en karakterisering van mi-
nimale restziekte bij AML, is tevens onderzocht of
CLL-1 na chemotherapie nog tot expressie komt op
de maligne CD34*CD38 -cellen. In dat geval zou
een anti-CLL-1-antilichaam niet alleen gebruikt
kunnen worden om restziekte op te sporen, maar
ook om te dienen als een therapeutisch middel ge-
richt tegen de LSC, die overblijven na chemothera-
pie. Daarvoor is eerst gekeken of in beenmerg na
chemotherapie (regenererend beenmerg) de HSC-
populatie, net als in normaal rustend beenmerg,
geen CLL-1-expressie vertoonde. Dit was inderdaad
het geval in regenererend beenmerg, verkregen van
patiénten met acute lymfatische leukemie, CD34 -
AML en non-hodgkinlymfoom. Vervolgens werd
de CLL-l-expressie van de CD34'CD38-cellen
in het beenmerg van AML-patiénten na chemo-
therapie onderzocht. Resultaten lieten zien dat bij
meerdere patiénten, die bij diagnose CLL-1-expres-
sie hadden op de LSC, na chemotherapie CLL-1-
expressie op een deel van de CD34*CD38-popula-
tie werd gevonden. Uit voorlopige resultaten bleek
dat een zeer laag tot afwezig percentage CLL-1-
positieve CD34*CD38-cellen gepaard ging met een
gunstigere prognose: 8 van de 9 patiénten met een
hoog percentage (mediaan 63%, uiteenlopend van
27-91%) kregen een recidief na mediaan 6 maanden
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Aanwijzingen voor de praktijk

1. Een hoger percentage ‘C-type lectin-like molecule-1" (CLL-1)-positieve stamcellen bij diagnose
leidt tot meer restziekte na chemotherapie en een slechtere overleving.

2. Effectieve therapie moet in staat zijn ook de leukemische stamcellen (LSC) aan te vallen.

3. Anti-CLL-1-antilichamen zouden een mogelijke LSC-gerichte therapie kunnen zijn, indien zij

gekoppeld worden aan een celdodend agens.

4. CLL-1-antilichaam kan gebruikt worden voor het opsporen van residuale CD34+CD38--LSC

na chemotherapie.

(allen binnen een jaar), terwijl 4 van de 5 patiénten
met een laag percentage (mediaan 0%, maximaal
2%) een lange remissieduur hadden (mediaan 33
maanden). Dit komt overeen met het idee dat de
maligne CD34*CD38 -populatie is verdwenen door
de chemotherapie, en dat de grote meerderheid van
CD34*CD38-cellen die dan overblijft, van nor-
male herkomst is. Overigens is ook gevonden dat
bij patiénten die geen CLL-1-expressie hebben als
marker voor de LSC, er een aantal andere markers is
die specifiek de LSC en niet de HSC karakeeriseren,
zoals CD7, CD19 en CD56." Deze markers bieden
dus extra mogelijkheden voor stamceldetectie na
chemotherapie.

Conjugatie van CLL-1 als therapeutisch target

Binding van anti-CLL-1 aan CLL-1-positieve cel-
len alleen leidt niet tot celdood. Of er andere ef-
fecten zijn van de binding van het antilichaam aan
CLL-1 op de cel is onduidelijk. Voor therapeutische
strategieén bij patiénten met CLL-1-positieve LSC
lijkt het dus noodzakelijk om het anti-CLL-1-anti-
lichaam te koppelen aan een toxisch agens. Hier-
voor zijn verschillende mogelijkheden denkbaar.
Allereerst zou er een toxisch chemotherapeuticum
verbonden kunnen worden aan anti-CLL-1, zo-
als is gebeurd met anti-CD33, waaraan calichea-
mycine werd gebonden. Daarnaast bestaat de mo-
gelijkheid om andere soorten toxines te koppelen
aan anti-CLL-1. Zo is difterietoxine gebonden aan
CD123-ligand, een combinatie die momenteel in
fase l-onderzoek is. Hierbij zou het een probleem
kunnen zijn dat het lichaam antistoffen vormt
tegen de toxine. Ook is het mogelijk om radio-
immunoconjugaten met anti-CLL-1 te maken, zoals
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gebeurt met anti-CD20-therapie (Zevalin®) bij de
behandeling van lymfomen. Naast CLL-1-positieve
LSC zullen ook normale cellen, met name een deel
van de granulocytaire en monocytaire voorlopers,
en rijpe granulocyten en monocyten, onbewust doel
zijn van de therapie. Daarentegen zijn de erytroide
en megakaryocytaire voorlopers CLL-1-negatief.
Dit laatste is van groot belang voor efficiént bloed-
plaatjesherstel na therapie.

Opgemerkt dient te worden dat een antilichaam-
therapie in AML waarschijnlijk altijd nog gecombi-
neerd met of voorafgegaan moet worden door inten-
sieve chemotherapie.

Conclusie en perspectief

Het CLL-1-antigeen is een stabiele en specifieke mar-
ker voor CD34*CD38-LSC gedurende behandeling
en ziekte, en zou daarmee een potentieel doelwit kun-
nen zijn voor therapie. Dankzij de mogelijkheid om
met behulp van CLL-1-expressic LSC te kwantifi-
ceren, kan CLL-1-expressie dienen als postdiagnose
prognostische factor (stamcel-MRD-detectie). De ge-
vonden additionele specificke AML-stamcelmarkers
kunnen weliswaar niet therapeutisch ingezet worden,
maar wel aanvullend aan CLL-1 gebruikt worden
voor stamcel-MRD-detectie.
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