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Agrip
Inngangur: Langvinnt eitilfrumuhvitbleedi (Chronic lymphocytic leukemia, CLL) er
krabbamein eitilfrumna sem oftast leggst & eldra folk. Fjolskyldulaegni sjakdomsins er sterk
en ekki hafa enn fundist sterkir erfdapaettir. Orsakir sjukdomsins eru 6pekktar. Nylega hefur
islensk erfdagreining lokid erfdamengisradgreiningu & 2700 islendingum. Med pvi ad
tilreikna arfgerdir patttakendanna ut fra einbasabreytileika-rannséknum ma med mikilli vissu
fa skyra mynd af 6llu erfdamengi peirra. Markmid rannsoknarinnar er ad skoda hugsanlega
erfoapeetti/stokkbreytingar i atrddum gena (coding variants) sem tengjast sjukdémnum.
Efni og adferdir: Sjuklingar i gagnagrunni IE, greindir med CLL voru skodadir med tilliti til
erfdabreytileika. Leitad var ad erfdapattum sem tengjast sjukdémnum. Upplysingar um
sjuklinga sem hofdu erfdabreytileika tengdan CLL fengust ur sjukraskram Landspitala
Haskolasjukrahuss. Rannsoknir a liffreedilegum ferlum er liggja ad baki erfdabreytileikanum
foru fram med genainnleidingu genaferja. bar innihéldu prju mismunandi form gensins,
villigerd (WT), stokkbreytta atgafu sem tjair fyrir ovirkri afurd gensins (KD) og islenska
erfoabreytileikann. Genaferjurnar voru innleiddar i HEK-293T og NIH-3T3 frumulinur.
Nidurstodur: Sjaldgeefur breytileiki i geni & litningi 2 hafdi sterkusta tengingu vid
sjikdominn. Breytileikinn er med samsztu-tidnina 0,25 i pydi IE og voru tengslin vid
sjukdéminn sterk, med ahattuhlutfall 10,43 (OR) og p-gildi 8.0E-07. Um er ad rada ,,non-
synonymous‘ stokkbreytingu, D54N, i vel vardveittri aminosyru prétins sem tengt hefur veriod
styrdum frumudauda. Sjo sjuklingar med breytileikann héfdu CLL samkveemt gégnum IE, en
einn peirra reyndist hafa naskyldan sjukdém, Waldenstréms macroglobulinemia. Medalaldur
sjuklinga vid greiningu var 69,7 ar. Tveir sjuklinganna voru konur og fimm peirra karlmenn.
Tveir sjaklingar voru arfhreinir, badir karlmenn. Onaemisfradileg svipgerd samraemdist CLL
hja 6llum sjuklingum. Sjuklingarnir h6fou hvorki 6edlilegan né hradan sjukdomsgang. Fyrstu
nidurstédur frumurannsdkna syndu ekki fram a afdrifarik ahrif & starfsemi préteinsins.
Svipadar utlitsbreytingar saust i WT og D54N sem voru ekki til stadar i KD frumunum.
Alyktanir: Sjaldgaefur breytileiki, D54N, i geni sem tjair fyrir kinasa hefur sterk tengsl vid
CLL. Sjuklingar med pennan erfdabreytileika hafa deemigert haeggengt form sjukddmsins.
Fyrstu nidurstodur frumurannsokna hafa ekki leitt i 1jos truflun a starfsemi proteinsins en
nanari rannnsoknir purfa ad fara fram til ad fullyrda um orsakatengsl erfdabreytileikans vid

langvinnt eitilfrumuhvitbladi.
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1 Inngangur

Hvitbladi er krabbamein frumna blédmyndandi vefjar og einkennist af 6edlilegri
fjolgun hvitra blodkorna. Sjukdéomnum er groflega skipt i brad og langvinn form af merg- eda
eitilfrumu uppruna. Sjukdémurinn getur hrjad folk & 6llum aldri, steersti hluti sjuklinga eru
fullordnir en algengt er ad born greinist, serstaklega med bratt hvitblaedi. Eins og énnur
krabbamein er hvitblaedi einstofna (clonal) sjakdomur, allar exlisfrumurnar eru taldar koma

fra einni frumu sem upphaflega breyttist i illkynja krabbameinsfrumu.

1.1 Langvinnt eitilfrumuhvitblaedi

Langvinnt eitilfrumuhvitbledi (chronic lymphocytic leukemia, CLL) er algengasta
tegund hvitblaedis i vestreenum rikjum og er yfir 40% allra hvitbleeda hja 65 ara og eldri.
Medalaldur vid greiningu er 65-70 ar, 20-30% greininga eru i einstaklingum undir 55 ara og
er sjukdémurinn mjog sjaldgafur fyrir 30 ara aldur.* Hlutfall greininga & milli karla og
kvenna er 2:1 og hafa nylegar rannsoknir synt ad horfur og svorun kvenna vid lyfjamedferd
eru betri.? CLL er lang oftast sjukdémur B-eitilfrumna. B-eitilfrumur gegna lykilhlutverki
innan 6naemiskerfisins og spila par stéran patt i &unnu 6neemi (adapted immunity). I CLL eru
B-frumurnar oftast proskadar en 6virkar. Algengasta birtingarmynd sjukdomsins er mikill
fjoldi einstofna B-eitilfrumna i bl6di. Oftast er frumufjolgunin haeg og veldur litlum sem
engum ytri einkennum sem skyrir hvers vegna sjakdémurinn greinist oft seint p.e. i eldra folki
og oft fyrir tilviljun, til deemis vid blédrannsokn sem framkvaemd er af 6drum asteedum. bessi
heaega proun axlisvaxtarins bendir til pess ad hann reidi sig & lifunarmerki (survival signals)
frekar en hrada frumufjolgun. Vegna pess hversu lengi sjakdémurinn getur verid einkennalaus
er talid ad stort hlutfall sjuklinga séu 6greindir.® Fjolskyldusaga er liklegast sterkasti
aheettupattur CLL en ettingjar CLL sjuklinga eru i aukinni hettu & ad préa med sér CLL og
adra skylda blodmeinafradilega sjukdoma. bad virdist ekki vera neinn afgerandi kliniskur eda
liffreedilegur munur & ettgengu CLL og stakstaedu (sporadic) CLL en talid er ad einstofna
B-frumuaukning (monoclonal B-cell lymphocytosis) sé undanfari nanast allra tilfella pessa

sjukdéms.*?



1.2 Einkenni

pé ad flestir CLL sjuklingar séu einkennalausir vid greiningu hafa sumir einkenni eins
og eitlasteekkanir, steekkun & milta og/eda lifur eda almenn einkenni eins og preytu, lystar-
leysi, pyngdartap og natursvita. Iferd exlisfrumna i beinmerginn getur leitt til mergbalingar
eda mergbilunar. petta getur valdid bléoflogufaed (thrombocytopenia), blodleysi (anemia) og

aukinni sykingarhattu vegna skorts & edlilegum hvitum blédkornum.
1.3 Greining

Vid greiningu & CLL er mikilvaegt ad Gtiloka adra blédmeinafraedilega sjikdoma eins og
harfrumuhvitblaedi (hairy cell leukemia), Waldenstroms macroglobulinemia, follicular
lymphoma og marginal cell lymphoma en pessir sjukddémar geta haft svipada birtingarmynd
og CLL. Bl6drannsokn, blddstrok og beinmergssyni eru hefdbundnar greiningaradferdir &
blédmeinafraedilegum sjukdomum, par & medal CLL. Fullnaegjandi greining byggir &
eitilfrumudreyra (lymphocytosis), einkennandi utliti eitilfrumnanna og 6naemisfraedilegum

eiginleikum peirra sem eru greindir med frumuflaedisja.

1.3.1 Blodrannsokn

[ bl6drannsokn er medal annars leitast eftir gildum & hvitum blddkornum en forsenda
greiningar & CLL er gildi haerra en 5.000 B-eitilfrumur / puL bl68s.>” T blédrannsokn koma
einnig fram visbendingar um adra paetti sem mogulega geta verid tengdir sjukdomnum eins og

bl6oflogufaed og blddleysi.

1.3.2 Bladostrok

I blodstroki er algengt ad sja litlar proskadar eitilfrumur med storan péttan kjarna an
kjarnakorns. Svokalladar , klessufrumur (smear/smudge cells), rofnar B-eitilfrumur,
einkenna blédstrok CLL sjuklinga.® Stadfesta parf svipgerd eitilfrumnanna og ad um

einstofna frumufjélgun sé ad reeda, til pess er notud frumuflaedisja.

1.3.3 Beinmergssyni

Frumur ar beinmergssynum er einnig haegt ad greina i frumuflaedisja en syni Gr beinmerg er
ekki naudsynlegt til greiningar CLL. Utlit beinmergsins getur p6 gefid mikilvaegar
upplysingar um mogulegar orsakir blodleysis og blodflogufedar. Einnig hefur form iferdar
beinmergsins, dreift eda ddreift, verid tengt horfum en pad mat hefur & seinni &rum ad

einhverju leyti vikid fyrir nyrri horfupattum (prognostic factors).
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1.3.4 Onamisfradileg greining

Frumuflzaedisja (flow cytometer) er 6missandi teeki til greiningar, flokkunar og eftirlits
blédmeinafraedilegra sjikdoéma. Taekid nemur endurkast ljosgeisla og er endurkastid had
baedi steerd og kornunar (granulation) frumnanna. Einnig er haegt ad notast vid fliormerkt
motefni sem rannsakandinn velur gegn akvednum yfirbordssameindum en pa endurkastast
geislinn eftir mismunandi bylgjulengdum sem eru hadar fliorljémun métefnanna.?

Med pessari tekni er haegt ad telja, flokka og greina svipgerd frumna a skilvirkan hatt.
pannig er til deemis hagt ad greina tjaningu yfirbordssameinda sem eru hugsanleg lyfjamdérk
einstofna motefna og peetti eins og tjaningu yfirbordssameindarinnar CD38 og ensimsins
ZAP-70 sem geta spad fyrir um horfur CLL sjiklinga.’

Tveir peettir svipgerdar eru helst skodadir til greiningar & éedlilegri fjolgun B-eitilfrumna;
einstofna tjaning léttra immunoglobulin kedja og tjaning einkennandi yfirbordssameinda.
Til greiningar & CLL purfa B-eitilfrumurnar ad tja CD5, CD19, CD23 og hafa einstofna
tjaningu a léttum kedjum yfirbords-immunoglobulina, kappa eda lambda. Einnig er tjaning
CD20 og CD79b litil midad vid edlilegar B-eitilfrumur.®*° Edlilegar proskadar
B-eitilfrumur tjad CD19, CD20 og CD23. betta eru svokalladir B-eitilfrumu merkjarar
(markers) sem einkenna svipgerd pessara frumna. CD5 er venjulega ekki tjad i fullproskuéum
B-eitilfrumum en tjaning pessarar yfirbordssameindar einkennir krabbameinsfrumurnar i
CLL. CD5 er pé tjad i eolilegum proskudum T-eitilfrumum.

1.3.5 Smafrumu eitlakrabbamein

Naskyldur sjakdomur CLL, smafrumu-eitlakrabbamein (small lymphocytic lymphoma, SLL)
einkennist einnig af fjélgun einstofna B-eitilfrumna. Oft er talad um ad CLL og SLL séu i
raun sami sjukdomurinn en munurinn felist i fjolda einstofna B-eitilfrumna i bl6di par sem
greiningarmarkid er sitthvorum megin vid 5000 frumur / pL. Eitlasteekkanir, miltissteekkun

eda beinmergsiferd eru einnig skilyrai til greiningar SLL.*
1.4 Medfero

Nygreindir CLL sjuklingar med einkennalausan sjukdém purfa venjulega ekki medferd.
Eingdngu er meelt med medferd pegar visbendingar um framvindu (progression) sjukdémsins
koma fram eins og beinmergsbilun, liffeerasteekkanir eda aukinn eitilfrumudreyri. Melt er
med reglulegu eftirliti par sem fylgst er med blédhag og almennum einkennum. Eftirfarandi

lyf eru deemi um medferdarirreedi gegn CLL.
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1.4.1 Chlorambucil

Sidustu aratugi hefur hin hefdbundna medferd gegn CLL verid alkylerandi lyfid chlorambucil.
Pad er enn vida notad sérstaklega i eldri sjuklingum og einstaklingum sem ekki pola sterkari
medferd. Lyfid er tekid um munn og polist almennt vel en fair fa djupa svorun (complete

remission).

1.4.2 Fludarabine

A seinni arum hefur parin hlidsteedan (analogue) fludarabine komid til sem fyrsta medferd eitt
0g sér eda samhlida alkylerandi lyfinu cyclophosphamide. ihlutandi slembirannséknir hafa
synt ad medferd med fludarabine hafi betri svorun og horfur heldur en alkylerandi lyf og ad
fludarabine samhlida cyclophosphamide hafi betri svorun og horfur heldur en fludarabine eitt

og sér.*?

1.4.3 Einstofna moétefni

Eftir ad rituximab, einstofna motefni gegn yfirbordssameindinni CD20 beettist vid
medferdarurraedin i kringum arid 2000 sem sidbuin medferd, hafa svérun og horfur CLL
sjuklinga baest toluvert.™® Lyfid er venjulega gefid i &8 og er einnig notad gegn sjikdémum
eins og lidagigt og non-Hodgkin eitlafrumukrabbameini (NHL). Daemi um 6nnur einstofna
motefni notud sem medferd gegn CLL eru ofatumumab (CD20) og alemtuzumab (CD52).

1.5 Stigun og horfur

Rai og Binet eru tveer helstu adferdirnar til stigunar CLL, badar hafa 3 stig.°
Blodprufa og likamsskodun eru fullnaegjandi rannsdknir til stigunnar beggja adferda.
peer byggja helst a fjolda hvitra bléokorna, blédflagna, gildi hemoglobins og steekkunar &

liffeerum eins og eitlum, milta og lifur.-(Sja toflur 1 og 2).
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1.5.1 Raistigun
Rai stigun skiptir peim sjuklingum sem hafa einungis eitilfrumudreyra i lag-ahaettuhop.
I midlungs-ahaettuhdpnum beetast liffeerasteekkanir vid eitilfrumudreyrann en i ha-ahaettu
hopnum er blédleysi og/eda bl6dflogufaed til stadar med eda an liffeerasteekkana (sjé toflu 1).

Tafla 1. Rai stigun. PlUs taknar ad pattur sé til stadar hja sjuklingi. Minus taknar ad
pattur seé ekki til stadar hja sjuklingi.

Stig 1 Stig 2 Stig 3
Lag-aheetta Midlungs-ahatta Hé&-4hatta

Eitilfrumudreyri i blodi

) + + +
eda beinmerg
Eitlastekkanir - +/-2 +/-
Miltis- og/eda ) 4.2 /-
lifrarsteekkun
Hg <110 g/L og/eda i ) +
Bl6aflogur < 100%/L
Medallifun, ar >10 7 1-4

"Annar pessara patta parf ad vera til stadar hja sjuklingi til ad hann falli undir stig 2

1.5.2 Binet stigun
Binet stigun byggir & fjolda svaeeda med eitlasteekkanir og/eda liffeerasteekkanir en eftirfarandi
svaedi eru notud til viomidunar: H6fud og hals, holhdnd, nari, milta og lifur. Einnig byggir
kerfid & blodleysi og bléoflogufeaed (sja toflu 2).

Tafla 2. Binet stigun. PlUs taknar ad pattur sé til stadar hja sjuklingi. Minus tdknar ad pattur se ekki til
stadar hja sjuklingi.

Binet stigun

Stig A Stig B StigC
Blodleysi - - +
Blooflogufaed - - +
Liffeerasteekkanir <2 >3 >0
[fjoldi sveeda]
Medallifun [&r] 12 7 2-4
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Gangur og framvinda CLL geta verid mjog breytileg eftir greiningu. Medallifun er

5 til 10 &r en pekkt er ad lifun geti verid allt fra 2 arum til 20 ara.'* A seinni 4rum hafa
rannsoknir tengdar horfum CLL sjuklinga beinst ad liffreedilegum pattum frekar en kliniskum.
Medal annars er um ad raeda stokkbreytt form pungu kedju immunoglobulins (IgVy), tjaningu
a yfirbordssameindinni CD38 og tjaningu a ensiminu ZAP-70 (Sja toflu 3 fyrir paetti tengda
horfum CLL sjdklinga).

153 IgVy

I edlilegum proska- og virkjunarferlum B-eitilfrumna gangast gen sem skra fyrir
immunoglobulinum undir ofstokkbreytingarferli (somatic hypermutation) i kimmidjum eitla.
petta eykur seekni immunoglobulin sameindanna i pd motefnavaka sem upphaflega virkjudu
beer. Einn sterkasti patturinn med forspargildi fyrir horfur CLL sjuklinga er hvort breytilega
(variable) sveedi pungu kedju pessara immunoglobulin (IgVy) sameinda er stokkbreytt.
Groflega er haegt ad skipta CLL sjuklingum i tvo hopa, med stokkbreytt IgVy eda ekki og
virdist pessi skipting vera nokkud jofn. Rannséknir hafa synt ad i stokkbreyttum tilfellum eru
horfur betri m.t.t. lifunar og svérunar lyfjamedferdar (sja mynd 1).>1°

A Islandi er pessi horfupéttur ekki rannsakadur vid greiningu. Rannsoknin er kostnadarsém og
flokin en helsta asteedan er ad nidurstadan hefur ekki ahrif & medferdarasetlunina gegn
sjukdéomnum. bar sem greining & pessum horfupeetti er flokinn en ahrifin vel stadfest i
maorgum rannsoknum, hefur verid reynt ad finna adra peetti B-eitilfrumuklonsins sem
audveldara er ad greina, en jafnframt endurspegla hvort um stokkbreytta form IgVy, er ad

reeda eda ekki. Daemi um pessa peetti er tjaning a CD38 og ZAP-70, sjé nedar.
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Mynd 1. Samanburdur & lifun CLL sjuklinga med stokkbreytt IgVy og Ostokkbreytt 1gVy. Kaplan-
Meier graf. Myndin er fengin fra Hamblin et al. Blood. 1999;94:1848-1854
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154 CD38

Greining a tjaningu CD38 hjalpar til vid ad stadsetja B-eitilfrumur i proska- og virkjunarferli
peirra. Tjaningin er til ad mynda meiri medal ovirkjadra frumna fyrir Kimmidjustigid heldur
en medal B-minnisfrumna. Nidurstédur rannsokna um tjaningarhlutfall krabbameinsfrumna,
par sem tjaning yfir akvednum proskuldi er tengd verri horfum, eru misjafnar eda 7-30%.
Med tjaningarhlutfalli er att vid pad hlutfall krabbameinsfrumna (B-eitilfrumuklonsins) sem
tjair akvedinn péatt eda sameind, i pessu tilfelli CD38. Einnig er misjafnt hvort nidurstédur
rannsokna syni fram & marktaek tengsl milli tjdningar CD38 og stokkbreytingar IgV.
Stokkbreytta formid hefur verid tengt laegri hlutfallslegri tjaningu & CD38 sem gefur

visbendingar um 6fug tengsl pessara patta.'*

155 ZAP-70

Tyrésin kinasinn ZAP-70 gegnir lykilhlutverki i innanfrumubodferlum T-eitilfrumna eftir
virkjum T-frumu vidtakans. ZAP-70 er ekki tjadur i edlilegum proskudum B-eitilfrumum.

I peim gegnir tyrésin kinasinn Syk sambzerilegu hlutverki og ZAP-70 gerir i T-gitilfrumum.
Talid er ad oftjaning ZAP-70 sé pattur i meingerd CLL medal annars med aukinni virkni
B-frumu vidtakans'®, efnamidlun (chemotaxis) og svérun lifunarmarka.?

Sterk tengsl eru & milli oftjdningar ZAP-70 og 6stokkbreytta forms IgVy en oftjaning
ensimsins er einnig sjalfsteedur horfupéttur { CLL.2%% ZAP-70 er innanfrumuprotein sem gerir
greiningu & tjaningu pess erfidari med frumuflaedisjarrannsdkn en greining & tjaningu
yfirbordssamaeinda. Petta dregur Ur veaegi pess ad greina tjaningu ZAP-70 i kliniskri

uppvinnslu sjuklinga.

1.5.6 Afbrigdileikar litninga

P& nokkrum litningaafbrigdileikum hefur verid lyst i CLL. Daemi eru urfellingar & litningi 11,
13 0g 17 og pristeda litnings 12. Af litningaafbrigdileikunum er pekkt ad urfelling & stutta
armi litnings 17, par sem &xlishbaligenid p53 er ad finna, hafi verstu horfurnar en algengi
bessa afbrigdileika i CLL er fra 3-7%."" Urfelling 4 litningi 13 er talinn vera algengasti
litningaafbrigdileikinn. Pegar hann er til stadar an annarra litningaafbrigdileika, er lifun
sjuklinga talinn betri midad vid adra litningabreytileika yfir hofud.?*?* Urfellingar & litningi

11 eru tengdar alvarlegri sjukdémi med auknum eitlastekkunum og almennt verri horfum.?>%
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1.5.7 Klessufrumur

Hlutfalli klessufrumna, rofnum B-eitilfrumum sem sjast i blédstroki CLL sjaklinga, hefur
nylega verid lyst sem horfupeetti par sem hlutfall pessara frumna undir 30% er tengt verri

horfum.?’

Horfur CLL sjuklinga hafa batnad seinustu &ratugi vegna betri medferdarurraeda, eftirfylgdar
og fleiri horfupatta. pratt fyrir petta fylgir greining & CLL akvedin byrgdi a sjuklinginn og
hafa rannsdknir synt ad almenn lifsgeedi CLL sjuklinga eru laegri en hja almenningi og 6drum
krabbameinssjaklingum.?® Ymsar astadur geta legid par ad baki t.a.m. har aldur vid
greiningu, undirliggjandi sjukdémar og huglagir sélrenir paettir eins og ,,Eg er med

Olaeknandi krabbamein en er ekki & neinni medferd*.

Tafla 3. peettir tengdir horfum CLL sjuklinga.

Betri horfur Verri horfur
Kyn Kvenkyn Karlkyn
Stigun Bglaﬁt |A Eéei;]ie :Fi |(|:
Utlit B-eitilfrumna Hefdbundid Ohefdbundid
Beinmergsiferd Ekki dreifd Dreifd
Tvoféldunartimi eitilfrumna > 12 méanudir < 12 manuadir
Bléovokvamarkerar Edlilegir Haekkadir
Tjaning CD38 < 7-30% > 7-30%
IgVy Stokkbreytt Ekki stokkbreytt
Tjaning ZAP-70 Neikveed Jakvaed
Hlutfall klessufrumna < 30% > 30%

1.6 Einstofna B-eitilfrumufjélgun

Einstofna B-eitilfrumufjélgun (monoclonal B-cell lymphocytosis, MBL) er
einkennalaus fjoélgun einstofna B-eitilfrumna i bl6di, an annarra patta sem stadfesta greiningu
blédmeinafradilegs sjikdéms.’® Ekki er um eiginlegan sjukdém ad reda en samband pessa
fyrirbeeris hefur mikid verid rannsakad i tengslum vid CLL og adra blodmeinafraedilega
sjukdoma. premur gerdum MBL hefur verid lyst og er CLL-MBL gerdin algengust (80%) par
sem nanast fullkomin samsvérun er & milli dnaemisfraedilegrar svipgerdar MBL- og CLL

frumnanna. Hinar gerdirnar eru frabrugdnar CLL-gerdinni med 6likri tjaningu
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yfirbordssameinda en pessar gerdir hafa minna verid ransakadar.® Eftirfarandi umfjéllun er
um CLL-MBL gerdina. Rannsoknir hafa synt ad MBL er nokkurra ara undanfari CLL og ad
yfir 95% CLL tilfella hafi MBL sem undanfara.?® bratt fyrir petta er talid ad einungis 1-2%
MBL tilfella préist yfir i CLL 4 ari.>**! Orsakir MBL eru 6pekktar en tengsl sambandsins
milli pess og CLL yta undir mikilvaegi pess ad frekari rannsoknir fari fram til greiningar a
frumu- og sameindafraeedilegum ferlum sem liggja ad baki MBL og CLL. Faraldsfraedilegar
athuganir & algengi MBL hafa gefid mismunandi nidurstédur. Algengio er allt fra 0,12% til
18,2% en pessi breytileiki skyrist medal annars af mismikilli nakveemni greiningaradferda og
hvada hépur félks myndadi pydi rannséknanna.®? b er talid liklegt ad finna megi merki um
MBL i um 3,5-5% f6lks 40 4ra og eldri.** Sameiginlegt medal rannsékna sem hafa skodad
faraldsfreedi MBL er ad tionin aukist med aldri og sé haerri medal ndinna attingja CLL

sjuklinga.

1.7 Orsakir

Orsakir langvinns eitilfrumhvitblaedis eru ekki pekktar. Kenningar og hugmyndir
tengdar sjalfstyrdum frumudauda hafa lengi verid uppi en algengt er ad CLL frumur oftjai
protein sem hindra pann mikilveega feril (sja nedar). Fjolskylduleegni langvinns
eitilfrumuhvitblaedis er vel pekkt. Attarsaga um eitilfrumusjukdéma (lymphoproliferative)
eins og non-Hodgkins lymphoma, Waldenstroms macroglobulinema og harfrumuhvitblzaedi
finnst hja um 12% CLL sjuklinga og 6-9% eiga skyldmenni einnig med CLL.3**
Faraldsfraedilegar rannséknir hafa synt fram a 3-8 sinnum meiri heettu & préun CLL i nAnum
attingjum CLL sjuklinga.>3**" Annar pattur sem ytir undir tengsl erfdapatta vid CLL er
breytileiki i dreifingu og nygengi sjukdémsins. A heimsvisu er nygengid hast i hvitu folki i
Bandarikjunum, Evrépu og israel.* Sjukdémurinn er mjog sjaldgaefur i Asiu, sérstaklega i
Japan og Kina og nygengid virdist ekki aukast eftir baferla til Ameriku. petta gefur
visbendingar um ad erfdafraedilegir peettir vegi pyngra en umhverfispeettir i meingerd
sjukdomsins.® Astedurnar fyrir pessum breytileika eru 6pekktar en porf er 4 frekari
rannsoknum. Reynst hefur verid erfitt ad tengja akvedna erfdapeetti vio CLL og syna fram &
patt peirra i meingerd sjukdomsins. Pd benda rannsoknir til pess ad peir séu til stadar og pa
einnig i tengslum vid adra B-eitilfrumu sjukdéma eins og non-Hodgkins lymphoma og
Hodgkins lymphoma. Svipgerd B-eitilfrumusjukdoma getur skarast téluvert sem gerir

monnum erfidara fyrir ad finna sértaeek gen og tengja pau akvednum sjukdomi.
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1.8 Erfda- og faraldsfraedilegar rannsoknir

1.8.1 Tengslagreining

Fyrstu rannséknirnar sem beindust ad erfdafreedilegum pattum tengdum CLL voru
tengslagreiningar-rannsoknir (linkage analysis, genetic linkage). Tengslagreining byggir & pvi
ad sjukdémur ettleegur i fjolskyldu fylgi &kvednu svaedi & litningi (locus) eda erfdoamerki, og
erfist med pvi innan fjélskyldunnar. Ef tolfraedilega sterk tengsl finnast milli erféamerkis og
sjukdoms er ekki endilega um orsakatengsl ad raeda heldur getur erféamerkid verid stadsett
naleegt peim erfdabreytileika sem leggur til meingerdar sjukdémsins.

Dami um gen sem hafa verid rannsokud eftir nidurstddur tengslarannsdékna CLL eru CXCR4,
SMAD7 og DAPKZ1. Vidfangsmikil rannsokn a 206 fjolskyldum i Bretlandi og Bandarikjunum
leiddi 7 1j6s sterk erfdatengsl vid litningastadsetningar pessara gena: 2g21, 18g21 og 6p22.3%4°

I kjoIfar pess voru genin rannskud nanar i tengslum vid sjakdéminn.

Genid CXCR4, stadsett a litningi 2, tjair fyrir chemokine vidtaka og gegnir lykilhlutverki i
broskunarferli B-eitilfrumna.** Ekki fengust markteaekar nidurstédur um tengsl
erfdabreytileika pessa gens vid meingerd CLL.*

Genid SMAD?7 hefur verid tengt vid sjalfstyrdan frumudauda (apoptosis) B-eitilfrumna.*?
Einbasabreytileiki, SNP (single-nucleotide polymorphism), locus 18qg21, nalaegt pessu geni er
sterkur aheettupattur ristilkrabbameins og var pvi rannsakadur m.t.t. CLL med pad ad
leidarljosi ad breytileiki i einum locus geti valdid fleiri en einni svipgerd (pleiotropy).

Ekki fengust p6 marktaekar nidurstddur um tengsl pessa einbasabreytileika vid CLL.*

Stokkbreytingu i styrisvaedi DAPK1 (death associated protein kinase 1) gensins hefur verid
lyst i einni storri fjolskyldu med sex CLL sjuklingum. bessi einbasa breytileiki olli aukinni
bindigetu baelandi umritunarpéttarins (repressor) HOXB7 sem minnkadi tjaningu & DAPK1
geninu. Hlutverk gensins er medal annars midlun sjalfstyrds frumudauda en pessi
stokkbreyting tengdist auknu vidndmi gegn sjalfstyroum frumudauda og er pvi liklega stor
battur meingerdar CLL i pessari &tt.*> Hingad til er petta eina stokkbreytingin sterklega tengd
meingerd CLL sem hefur verid lyst. Nidurstodur tengslarannsokna hafa hingad til ekki getad
leitt i 1jOs sérteek akvedin gen i tengslum vid CLL ad undanskilinni pessari fjolskyldu. petta
gefur visbendingar og hugmyndir um ad margir, hugsanlega algengir lag-ahaettupeettir, purfi

ad koma saman vid meingerd langvinns eitilfrumuhvitbladis.
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1.8.2 Sambandsgreining

Sidustu ar hefur teekni erfdfraedilegra rannsoknaradferda fleygt fram. Radgreiningar a
genamengi einstaklinga (whole-genome sequencing) spila par storan patt og gera peer
monnum Kleift ad finna enn betur tengsl dkvedinna erfdabreytileika vid sérstaka sjukdoma.
Heilgenamengis-sambandsgreining, GWAS (genome-wide association studies) byggir a ad
bera saman hop sjuklinga vid hép heilbrigdra m.t.t. hvort tolfreedilega oftar finnist
erfdabreytileiki/erfdabreytileikar i hopi sjuklinganna. Oftast er leitad ad tengslum vid algenga
einbasa breytileika og er haegt ad rannsaka pasundir pess konar breytileika a sama tima. betta
gerir ménnum Kleift ad meta aheaettuhlutfall margra hugsanlegra tengslapatta, baedi algengra
og Galgengra. Ef sterk tengsl finnast milli akvedins erfoabreytileika og sjukdoms er porf &
itarlegri rannsoknum & nakveaemri stadsetningu og pydingu breytileikans i peim liffraedilegu
ferlum er legid geetu ad baki meingerdar sjukdomsins. Slikar GWAS rannsoknir & CLL hafa

til pessa ekki leitt i 1jos akvedna sterka erfdabreytileika sem tengjast CLL.

1.9 Sjalfstyrour frumudaudi

Sjalfstyrour frumudaudi (apoptosis) er ferli innan frumu sem leidir til dauda hennar.
Fruman styrir og kemur ferlinu sjalf af stad og er pad til ad mynda edlilegur pattur i
fosturproska og eydingu eitilfrumna eftir ad peaer hafa gegnt hlutverki sinu. Lifefnafreedilegir
ferlar innan frumunnar leida til Gtlitsbreytinga par sem litnid péttist, kjarninn brotnar nidur og
fruman skreppur saman.*® Galli f stj6rnun sjalfstyrds frumudauda er pekktur eiginleiki
krabbameinsfrumna sem gerir peim kleift ad komast hja eydingu.*” Rannsoknir & ferlum
sjalfstyrds frumudauda og greining & genum sem stjorna peim eru mikilveegir peettir til
skilningsauka a starfsemi krabbameinsfrumna og hvernig peer komast undan pessu mikilvaega

ferli.

1.9.1 Caspasar

Sjélfstyrour frumudaudi er hadur virkni caspasa, ensima a formi cystein préteasa. Ensimin eru
tjad i flestum frumum sem oOvirk for-ensim (proenzyme, zymogen) og virkjast vid
préteinsundrandi efnahvorf annarra caspasa.*® Virkjadir caspasar geta virkjad adra caspasa
sem leidir til kedjuverkunar og mdégnunar & caspasa kerfinu. Byggt & stadsetningu caspasanna
i ferlinu eru peir flokkadir i upphafs-caspasa (initiator-caspases), caspasar -2, -8, -9, -10 og
framkveamdar-caspasa (executioner/effector-caspases), caspasar -3, -6, -7.%
Upphafs-caspasar verka efst i ferlinu og virkja framkvaemdar-caspasa.
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Framkveemdar-caspasar virkja adra caspasa og énnur protein innan frumunnar sem ad lokum

leidir til dauda hennar.

1.9.2 Bcl2 proteinfjdélskyldan
Bcl2 préteinfjolskyldan samanstendur af proteinum sem annad hvort 6rva sjalfstyrdan
frumudauda (pro-apoptotic) eda hindra hann (anti-apoptotic). Bcl2 préteinin eru flokkud eftir
virkni og fjélda sameiginlegra BH (Bcl2-homology) sveeda i byggingu peirra (Sja toflu 4).
Proteinin sem hindra sjalfstyrdan frumudauda deila fjorum sameiginlegum svaedum.
Orvararnir deila annad hvort premur BH sveedum eda hafa einungis BH3 svadid.>
Ojafnveegi i tjaningu proteina innan Bel2 fjolskyldunnar er algengur eiginleiki krabbameins-

frumna par sem oftjaning hindrara eda of litil tjaning 6rvara ytir undir lifunareiginleika peirra.

Tafla 4. Bcl2 proteinfjolskyldan.

Bygging Virkni i sjalfstyrdum Protein
frumudauda
4 BH-svadi (BH1-4) Hindrun Bcl-2, Mcl-1, Bcl-X, Bel-W, A-1
3 BH-svadi (BH123) Orvun Bak, Bax
BH3-only Orvun Bid, Bim, Bad, Bik, Bmf, Noxa, Pum, Hrk

1.10 Bodleidir sjalfstyrds frumudauda

1.10.1 Ytri bodleidin

Ytri (extrinsic) bodleid sjalfstyrds frumudauda virkjast med bindlum (ligands) sem 6rva
svokallada dauda-viotaka (death receptors) & yfirbordi frumna. Dauda vidtakar eru hluti af
TNFr (Tumor necrosis factor receptor) genafjolskyldunni.®® beir samanstanda af utanfrumu
bindilshluta og innanfrumuhluta (death domain) sem gegnir lykilhlutverki bodflutnings
innan frumunnar. Daemi um vel pekkta bindla og dauda-vidtaka eru FasL/FasR og
TNF-o/TNFR.>? Binding dauda-vidtakans Fas med Fas bindlinum leidir til virkjunar
préteinsins FADD (Fas associated protein with death domain) sem myndar asamt prennd
(trimer) Fas vidtakans og procaspasa-8, préteinflokann DISC (death-inducing signaling
complex). Vid myndun DISC sjalf-virkjast upphafs-caspasi 8 sem svo virkjar adra caspasa og

kedjuverkun ferilsins hefst (sja mynd 2).%%°3
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1.10.2 Innri bodleidin

Innri bodleid (intrinsic pathway) sjalfstyrds frumudauda, oft kdllud hvatbera bodleidin
(mitochondrial pathway) er stjérnad af Bcl2 préteinfjolskyldunni.>* bessi bodleid getur til
deemis virkjast vid skada & erfoaefninu af voldum geislunnar eda skorts & surefni,
vaxtarpattum eda ATP (adenosine triphosphate). I ferlinu virkjast apoptosu-érvandi proteinin
Gr BH123 flokknum, BAK og BAX sem auka gegndrapi innri himnu hvatbera.>**®

pad gerir apoptosu-6rvandi sameindunum cytochrome ¢ og SMAC/DIABLO Kleift ad ferdast
at i umfrymid. I umfryminu binst cytochrome ¢ vid APAF1 (apoptotic protease activating
factor 1) og myndar med pvi ,,apoptosome* sem svo virkjar upphafs-caspasa 9 (sja mynd 2).%’
Proteinin SMAC og DIABLO 6rva apoptosu med bindingu vid 1AP protein (inhibitors of

apoptosis) sem dregur Gr hindrandi ahrifum AP préteinana & caspasa.”®*®

Orvun innri bodleidar apoptosu er dbein afleiding margra krabbameinslyfja eftir ad pau hafi
valdid skemmdum & krabbameinsfrumunum. Axlis-balipréteinid p53 gegnir lykilhlutverki i
stjornun tjaningar a Bcl2 préteinunum. Afleidingar 6virks p53 i krabbameinsfrumum til
deemis af voldum stokkbreytinga eda litningagalla getur pvi valdid 6nemi peirra fyrir
sjalfstyroum frumudauda. Petta & vid pau CLL tilfelli par sem urfelling a litla armi litnings 17
er til stadar en genid TP53 sem tjair fyrir p53 er stadsett par. betta skyrir ad hluta til verri

horfur peirra CLL sjuklinga sem bera pa litningadrfellingu i krabbameinsfrumum sinum.

Extrinsic apoptotic pathway\ Intrinsic apoptotic pathway —
amage

Death signals @&

ell membrane

DNA damage

\
Death activates P53

receptors

mitochondria

Activated Bax 5 0Cytochrome c release
(pro-apoptotic) 00 from mitochondria

\ Apoptosome
\ (cytochrome c + Apaf1)
\
[ > Caspase-9
\ (active)
o > G Caspase-3
(active)

Pro-caspase 8 Caspase-8
(inactive) (active)

Caspase cascade

|
&b apopPTOSIS &b

Mynd 2. Bodleidir sjalfstyrds frumudauda. Sja nanari lysingu i meginmali. Mynd fengin fra
http://blogs.scientificamerican .com/guest-blog/2013/10/02/the-hallmarks-of-cancer-3-evading-apoptosis/
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1.11 Sjalfstyrdur frumudaudi i CLL og tengsl vid Bcl-2

Oftjaning & geninu BCL2 er vel pekkt i B-eitilfrumu sjukdomum eins og CLL, follicular
lymphoma og multiple myeloma.*® Genid uppgvotadist pegar oftjaning pess, vegna
litningayfirferslu 14;18, vard 1jos i yfir 85% tilfella B-eitilfrumu sjukdémsins follicular
lymphoma.®* itarleg greining & breytileikum og géllum i stjornun sjalfstyrds frumudauda er
flokio vidfangsefni CLL sjukdomsins par sem samspil margra mégulega pétta virdist vera til
stadar. PO er vitad ad oftjaning apoptosu-hindrandi proteinsins Bcl-2 sé til stadar i nanast
Ollum tilfellum sjukdomsins og leggi verulega til 6jafnveaegisins i ferlum sjalfstyros
frumudauda i krabbameinsfrumunum.®%%* bratt fyrir petta hefur faum erfdapéattum verid lyst i
tengslum vid oftjaningu og ojafnveegi Bcl2 préteinanna en ljést er ad hlutverk peirra i
sjélfstyrdoum frumudauda krabbameinsfrumna CLL sjukdémsins er veigamikid.

1.12 Tilgangur og markmid

1. Ad kanna hvort finna megi erfoabreytileika i utrédum gena sem tengjast langvinnu
eitilfrumuhvitblaedi & Islandi.

2 . Ad kanna svipgerd peirra CLL sjuklinga sem bera erfoabreytileika tengda sjukdomnum.
3. A0 taka pétt i framkveaemd fyrstu rannsékna & frumum til ad varpa betra ljési & pa
liffreedilegu ferla er liggja ad baki erfdabreytileikanum, kynning og framsetning a fyrstu

nidurstodum.
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2 Efni og Adferdir

2.1 Islenski erfdabreytileikinn

islensk erfdagreining (IE) hefur radgreint erfdamengi um 2700 islendinga og kortlagt
einbasabreytileika i um 120.000 islendingum. Med nidurstddum pessara rannsokna og
bekkingu & ettartengslum islensku pjodarinnar ma afleida eda tilreikna (impute) arfgerdir yfir
& pa Islendinga sem ekki eru til erfdaupplysingar um. Med pessum adferdum faest med mikilli
vissu skyr mynd af erfdamengi islensku pjédarinnar.
Vid leit & erfdabreytileikum tengdum CLL er hdpur CLL sjdklinga frd Landsspitala
Haskolasjukrahusi , Leeknasetrinu og Krabbameinsskra samkeyrdur hépi einstaklinga sem
ekki bera sjukdéminn (vidmid, controls). Samanburdarhopurinn er pvi islenska pjodin.
Hoparnir eru bornir saman med tilliti til hvort markteekt oftar finnist erfdabreytileikar i hopi
CLL sjuklinganna.

2.2 CLL sjuklingar med islenska erfdabreytileikann

2.2.1 Almennt

Kliniskar upplysingar um pa einstaklinga sem bera islenska erfdabreytileikann og hafa
verid greindir med CLL fengust r sjukraskram sogukerfis Landspitala Haskdlasjukrahdss.
Oll tilskilin leyfi fengust fra personu- og visindasidanefnd. Badi var um ad raeda gogn Ur
sogukerfi spitalans og eldri gogn & formi pappira. I pessum gégnum fengust upplysingar um

almenna peetti sjuklinganna og nidurstédu blodhags vid greiningu sjukdomsins.

2.2.2 Frumuflaedisja CLL sjuklinga

Gogn um nidurstddur frumuflaedisjarrannsdkna CLL sjuklinga vid greiningu fengust fra

Rannsdknardeild i blodmeinafreedum vid Landspitala Haskolasjukrahus.

23



2.3  Frumurannséknir

2.3.1 Frumulinur

Notast var vid HEK-293T (Human embryonic kidney cells) og NIH-3T3 (National institutes
of health) frumulinur. HEK frumurnar eru nyrnafrumur og NIH frumurnar eru fibroblastar
upprunar ar masafostrum. bessar frumulinur eru paegilegar i medhdndlun, vaxa audveldlega a

&ti og eru vel mottaekilegar fyrir genainnleidslu (transfection).

2.3.2 Erfdaefnissmid og plasmid

Erfdaefnissmidin (DNA-constructs) notud i rannsokninni voru prju (sja mynd 3). bau voru
fengin fra bresku samtokunum Addgene.org. Erfdaefnasmidin eru innlimud i plasmid

(sja mynd 4) sem svo eru genainnleidd i frumulinurnar.

2.3.2.1 Umritunarstyrisvaedi erfoaefnasmids
Fremst i 6llum erfdaefnasmidunum er Cytomegalovirus (CMV) umritunarstyrisveedi
(promoter) sem er stodugt virkt (sja mynd 3). Umritunastyrisvaedid veldur stédugri

tjaningu gensins og tryggir ad ensimid til rannsoknar se til stadar i naegilegu magni.

2.3.2.2 Form gena
Genaferja 1 inniheldur villigerd (wild-type) af geninu sem tjair fyrir edlilega starfandi
proteini. Genaferja 2 inniheldur kinasa-dauda (kinase-dead) stokkbreytingu sem veldur
bvi ad ensimid sem genid tjair fyrir er dvirkt. Genaferjur 1 og 2 voru fengnar fra
Addgene. Genaferja 3 inniheldur genid med islensku stokkbreytingunni. bessi islenska
stokkbreyting var gerd med in situ stokkbreytingu (mutagenesis) med stédludum
adferdum og var framkveemd af samstarfsmonnum & Rannsoknarstofu i

Stofnfrumufraeedum.

2.3.2.3 Visigen
Aftast i 6llum genaferjunum er ad finna visigenid (reporter gene) GFP (green
fluorescent protein) sem tjair fyrir GFP proteininu. GFP er samrunaprotein vid ensimid
sem genid til rannsdknar tjair fyrir. Préteinid fluorljomar yfir blau 1josi og er pad notad

til ad meta hvort genainnleiding genaferjanna hafi att sér stad.
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Mynd 3. Erfdaefnissmidin. Raudur litur taknar umritunarstyrisveedi. Blar litur synir mismunandi form
gensins. Gul sveedi innan erfdaefnissmida 2 og 3 tdkna erfoabreytileika innan genanna. Grann litur
synir svaedi visisgena. Hlutfoll lengda & batum innan erfdaefnasmidanna eru ekki rétt, myndin er
einféldud til dtskyringar.

Erfdaefnasmid

Mynd 4. Stadsetning erfdaefnasmids innan plasmida. Hlutfoll lengda & butum innan plasmids eru ekki
rétt, myndin er einféldud til Gtskyringar.

2.3.3 Innleidslupéattur

Notast var vid tvo innleidslupeetti (transfection reagent), Fugene (Promega Crop, W1, USA)
og Viafect (Promega Corp, WI, USA). HEK-293T frumur voru genainnleiddar med Fugene.

NIH-3T3 frumurnar voru genainnleiddar med Viafect.
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2.3.4 Genainnleiding HEK-293T frumulinu

HEK-293T frumur voru reektadar i 3 x T12,5 floskum par til 70% samrennsli (confluency)
fékkst. Fyrir genainnleidingu var notast vid 2ug af hverri genaferju (DNA) sem skiptist i
eftirfarandi magn: 3,64pl — WT; 4,53ul — KD; 3,42ul — IM. Genainnleidingarblandan
(transfection mix) samanstod af 2ug erfdaefni, 7 pl Fugene og 100pul eti (DMEM/F12 - an
blodsermis og an syklalyfja). Genainnleidingarblandan var inkuberud (incubate) i 5 minuatur
vid herbergishita. Skipt var um eti i T12,5 floskum: 2 ml DMEM/F12 + 10% FCS (Fetal calf
serum) an syklalyfja. Genainnleidingarblondunni var beatt i floskurnar med nyja etinu og
inkuberad yfir nétt.

2.3.5 Genainnleiding NIH-3T3 frumulinu
NIH-3T3 frumur voru reektadar i 4 x T12,5 floskum par til samrennslid vard 70%. Fyrir

genainnleidingu var notast vio 2,5 ug af hverri genaferju sem skiptist i eftifarandi magn:
WT —4,55ul , KD - 5,66l , IM —4,27ul. Genainnleidingarblandan samanstod af 2,5 ug
erfdaefni, 12,5ul Viafect og 125pl &ti (DMEM/F12 - &n bl6dsermis og an syklalyfja).
Genainnleidingarblandan var inkuberud i 15 minatur vid herbergishita.

Skipt var um ati i T12,5 floskum: 2,5 ml DMEM/F12 + 10% FCS an syklalyfja.

Genainnleidingarbléndunni var beett i floskurnar med nyja atinu og inkuberad yfir nétt.

2.3.6 Moétefnalitun HEK-293T frumna

Motefnalitun GFP var med métefninu polyclonal rabbit anti-GFP (ab290, primary antibody).
Notast var vid 2,5 pl af motefni og 497,5 pl bufferlausn (PBS + 10% FCS + 0,1% TritonX).
Hlutfollin voru pvi 1:200. Daginn eftir var métefnalitad gegn GFP-motefninu med anti-rabbit
green (alexa488, secondary antibody), 0,5 pl & moéti 500 pl bufferlausn. Hlutfallid var pvi
1:1000. Synid var latid standa vid herbergishita i klukkustund, pvegid med 5 pl PBS
(phosphate buffered saline) og vid var beett 495 pl af motefni fyrir kjarnalitun, ToPro3 og
I4tid standa i 15 minutur. Ad lokum var synid pvegid med vatni, 14tid porna og medhondlad

med fluormount.
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3 Nidurstoour

3.1 Islenski erfdabreytileikinn

I gagnagrunni IE er ad finna 373 einstaklinga med CLL i greiningarlista. Byggt &
erfdamengisradgreiningu var leitad eftir erfdabreytileikum sem tengjast sjukdomnum.
Akvedinn breytileiki i Gtrod gens & stutta armi litnings 2 hafdi sterkustu tengslin vid CLL med
gagnlikindahlutfallid/aheaettuhlufallid (odds ratio) 10,43 (P-gildi 8.0E-7).

Um er ad reeda erfdabreytileika i geni sem tjair fyrir serin/preonin kinasa. Ekki er haegt ad
nafngreina genid sem um reedir & pessu stigi par sem rannsoknir tengdar pvi eru enn &
frumstigi. Erfdabreytileikinn er & formi skiptibreytingar (missense mutation) sem veldur pvi
ad amindsyran Aspargine kemur i stad amindsyrunnar Aspartic acid i stodu 54, tdknad D54N.
Amindsyrubreytingin er & virka svaedi hvarfstédvar ensimsins og er petta mjog vardveitt
svaedi milli naskyldra gena sem gegna mjog svipudum hlutverkum. 1 pydi IE er samseetutidni
erfdabreytileikans 0,25%. 1300 Islendingar eru arfblendnir (heterozygote) fyrir
breytileikanum og 8 islendingar arfhreinir (nomozygote). Sja samantekt patta um islenska
erfdabreytileikann i toflu 5.

Tafla 5. pettir islenska erfdabreytileikans

Islenski erfdabreytileikinn

Ahzttuhlutfall 10,43
P-gildi 8.0E-07
Stokkbreyting D54N
Stadsetning Stutti armur litnings 2
Amindsyrubreyting Asparticsyra — Aspargine
Tidoni samsaetu 0,25%
islenskir arfberar 1300
Arfhreinir arfberar 8
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3.2 CLL sjuklingar med D54N erfdabreytileikann

3.2.1  Almennir peettir

I gagnagrunni IE reyndust sjo sjiklingar vera med CLL i greiningarlista og bera islenska
erfdabreytileikann. bessir einstaklingar hafa tekid patt i rannsoknum IE og var pvi hagt ad
rannsaka pa frekar. pratt fyrir ad hafa CLL i greiningarlista kom i ljés vid yfirferd a
sjukragdgnum ad einn af pessum sjuklingum var greindur med Waldenstroms
macroglobulinemia en ekki CLL. Sjuklingarnir voru greindir & arunum 1988 — 20009.
Medalaldur vid greiningu var 69,7 ar. Sjaklingarnir voru tveer konur og fimm karlmenn. Tveir
sjuklingar voru arfhreinir fyrir erfdabreytileikanum, badir karlmenn. Fimm af sjo sjaklingum
féru & medferd og nadi einn peirra djapri svorun. Medalfjoldi ara fra greiningu ad medferd var
3 ar. Sja yfirlit CLL sjuklinga i toflu 6 og 7 og yfirlit Waldenstroms sjuklings i t6flu 10.

Tafla 6. CLL-D54N sjuklingar. Almennir paettir.

Almennir peettir

Sjuklingur 1 2 3 4 5 6
Kyn KK KK KK KVK KK KVK
Arfgerd Ah Ah Ab Ab Ab Ab
Greiningarar 1988 2006 1998 2002 2005 2009
Aldur vid greiningu 71 64 71 69 86 60
Medfero Cab Rxb Cab, Rxb Cab, FCR Engin Engin
Upphafsar medferoar 1992 2006 2006 2005

Ah: Arfhreinn, Ab: Arfblendinn, Cab: Chlorambucil, Rxb: Rituximab,
FCR: Fludarabine, Cyclophosphamide, Rituximab

Tafla 7. Samantekt almennra pétta. CLL-D54N sjuklingar.

Samantekt almennra péatta CLL sjuklinga

Heildarfjoldi sjuklinga 6
Karlar 4
Konur 2
Arfblendnir 4
Arfhreinir 2
Medalaldur vid greiningu 71,2 ar
Fjoldi sjuklinga sem fengu medferd 4
Medalfjoldi ara fra greiningu ad medferd 3,75
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3.2.2 Bldédhagur vid greiningu

Allir sjuklingarnir h6fdu haekkud gildi hvitra blodkorna yfir viomidunarmérkum vid
greiningu. Allir sjuklingarnir hoféu eitilfrumudreyra vid greiningu. Allir nema sjaklingur 3 og
4 hofou lekkud gildi raudra blédkorna vid greiningu. Gildi hemoglobins og hematocrits voru
undir edlilegum morkum hja 6llum sjuklingum nema sjuklingi 3. Gildi bléoflagna voru

edlileg hja 6llum sjaklingum nema hja sjuklingi 1 (Sja toflu 8).

Tafla 8. Blédhagur vid greiningu. CLL-D54N sjuklingar.

Blédhagur vid greiningu

Sjuklingur 1 2 3 4 5 6 Medaltal | Midgildi | Vidmid
Huit bl6ok
VEDIOOKOM | 69 114 23 47 20 131 | 306 215 | 4105
[x10°/L]
Eitifrumur | 614 8 19 30 7.2 9.2 22,5 14,1 1,14
[XI0YL] (%)° | (89) (70) (83) (64) (36) (70) | (68,5) (700 | (25-35)
Raud blodk
AUODIOOKOM | 351 367 419 43 363 434 | 394 393 | 4358
[x107/L]
Hemoglobin
o) 125 107 140 125 116 126 | 1232 125 | 134171
Hematocrit | 0,37 032 041 038 034 0338 | 037 038 | 03905
Blooflogur

; 118 220 221 272 173 301 | 2175 221 | 150-400
[X10%/L]

aHlutfall af eitilfrumum

3.2.3  Onamisfradilegir paettir
GoOgn um nidurstédur frumuflaedisjarrannsoknar sjuklings 1 voru ekki til stadar. Hlutfall
B-eitilfrumna af eitilfrumum var yfir 50% hja 6llum 6drum CLL sjuklingum. Peir voru allir
jakveeoir fyrir tjaningu & CD5, CD19, CD20 og CD23. Afgerandi tjaning & léttum kedjum
immunoglobulinsameinda var ekki til stadar hja tveimur sjaklingum (Sja toflu 9).
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Tafla 9. Onemisfradileg greining. CLL-D54N sjuklingar.

Onamisfraedileg greining

Sjuklingur 1° 2 3 4 5 6
Hlutfall 75 65 50 70 60
B-fruma[%]°

CD5 + + + + +
CD19 + + + + +
CD20 + + + + +
CD23 + + + + +
Immunoglobulin Lambda  Kappa/ Lambda Kappa  Kappa/
Léttar kedjur Lambda* Lambda

"Hlutfall af eitilfrumum
®Gogn ekki til stadar

°Ekki afgerandi tjaning & kappa eda lambda til stadar

3.3 Waldenstréms sjuklingur

Sambeerilega paetti Waldenstroms sjuklingins sem skodadir voru i CLL-D54N sjuklingum ma

sja i toflu 10.

Tafla 10. Samantekt einkennandi patta. Waldenstroms sjaklingur.

Waldenstréoms sjuklingur

Almennir paettir Blédhagur vid Onamisfradileg greining
greiningu®
Hvit blodkorn Hlutfall
Kyn KK [X10°L] 1 B-fruma[%] 22
. Eitilfrumur 4,2
Arfgerd Arfblendinn [X10%/L] (%) (38) CD5 +
- ) 1994% Raud blédkorn
Greiningarar 006" [X102L] 3,92 CD19 -
AId_ur_ vid 67 Hemoglobin 195 CD20 i
greiningu [o/L]
Medferd FCR® Hematocrit 0,37 CD23 -
Upphafsar 2006 Blooflogur 264 Immunoglobulin | Kappa/
medferdar [x10%L] Léttar kedjur Lambda
IgM [mg/dl] 21,7

®Greinist med paraproteinemiu
"Greinist med Waldenstréms macroglobulinemiu
“fludarabine, cyclophosphamide, rituximab

‘Blodprufa fra 1994
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3.4 Frumurannsoknir

3.4.1 Genainnleiding HEK-293T frumna

3.4.1.1 Stadfesting genainnleidingar
Genainnleiding i HEK-293T frumur tokst med 6llum plasmidum: WT, KD og D54N.
Engin tjaning sast i neikvaeda viomidinu (Neg Ctrl) en peer frumur voru ekki
genainnleiddar (sja mynd 5). Tjaningin virtist vera hlutfallslega mest i D54N frumunum

og minnst i Kinase Dead frumunum.

Neg Ctrl

Mynd 5. Stadfesting genainnleidingu i HEK-293T frumur. HEK-293T frumurnar i 1jéssmasja yfir blau
ljési 24 klukkustundum eftir genainnleidingu. Dokkgraenn litur tdknar genainnleidingu og ad tjaning
erfdaefnasmidar sé til stadar. Neg Ctrl: Neikveett viomid KD: Kinase-dead WT: Villigerd D54N:
islenski erfdabreytileikinn.
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3.4.2 Utlit HEK-293T frumna eftir genainnleidingu

3.4.2.1 Neikveett viomid
Frumurnar notadar sem neikveett vidmid voru einungis medhondladar med ti og
innleidingarpeetti. Pessar frumur voru ekki genainnleiddar og gatu pvi ekki tekid upp
plasmid. Medhondlun frumnanna hafdi ekki marktaek ahrif & utlit peirra og er Gtlitid pvi

mjog likt edlilegu atliti HEK-293T frumna (sja mynd 6).

3.4.2.2 Kinase-Dead
Utlit KD-frumna var svipad Gtliti frumna neikveeda vidmidsins. Einnig var péttleiki
KD-frumnanna svipadur og hja neikvaeda vidmidinu. Vidlodun vid narliggjandi frumur
var svipud og hja neikveeda viomidinu. KD-frumurnar virtust ekki gangast undir

verulegar utlitsbreytingar (sja mynd 6).

3.4.2.3 Wild-Type og D54N
Utlit WT og D54N frumna var svipad eftir genainnleidingu. bessar frumur h6fdu ad
einhverju leyti tapad edlilegu utliti HEK-293T frumna og hofdu fengid & sig meira
hringlaga form. béttleiki WT og D54N frumnanna var minni samanborid vid Neg Ctrl
og KD frumurnar. WT og D54N frumurnar misstu ad einhverju leyti vidlodun vid
neerliggjandi frumur. Genainnleidingin hafdi pvi ahrif & atlit WT og D54N frumnanna.

(sjamynd 6.)
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Mynd 6. Utlit HEK-293T frumnanna 24 klukkustundum eftir genainnleidingu. Myndir ar 1j6ssmésja.
Neg Ctrl frumurnar syna edlilegt utlit HEK-293T frumna. Neg Ctrl: Neikvztt vidmid KD: Kinase-
dead WT: Villigerd D54N: Islenski erfdabreytileikinn.
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3.4.3 Modtefnalitun HEK-293T frumna
Nidurstoour motefnalitunar med anti-GFP mé sja & mynd 7. Myndirnar eru Ur confocal
smasja. Blar taknar kjarnalitun og graenn taknar litun fyrir GFP. GFP er samrunaprétein vid
ensimid sem genid til rannsoknar tjair fyrir. Med métefnalitun gegn GFP proéteininu ma greina
innanfrumustadsetningu pess og & sama tima ensimsins. Nidurstddur motefnalitunar syna ad

hluta til somu Utlitsbreytingar og sjast & mynd 6.

3.4.3.1 Kinase-Dead

Spolulaga utlit KD frumna sést og er Gtlitid samberilegt edlilegu utliti HEK-293T
frumna. Stadsetning ensimsins i KD frumunum virdist vera i umfryminu peirra. bar
sjast dekkri graen svaedi innan um ljosari graen svaedi. Dokku svaedin syna sterkara merki
(signal) fr4 anti-GFP og tdkna ad meira magn af ensiminu sé stadsett & peim sveedum.
Dekkri svaedin eru ekki dreifd um umfrymid heldur mynda klasa innan pess sem eru

stadsettir naleegt kjarnanum.

3.4.3.2 Wild-Type og D54N

Hringlaga atlit WT og D54N frumna sést skyrar en & mynd 6. Stadsetning ensimsins

innan frumnanna virdist vera i umfryminu og er dreifingin jofn yfir umfrymid.

Mynd 7. Motefnalitun HEK-293T frumna med anti-GFP. Myndir Gr Confocal smasja. par sem
genabutur og GTP eru samrunaprétein innan erfdaefnasmidsins er haegt ad meta
innanfrumustadsetningu préteinsins med métefnalitun.Greenn litur tdknar anti- GFP og synir
innanfrumustadsetningu proteinsins. Kjarni frumanna litast blar. WT: Villigerd KD: Kinasa-daudi
IM: Islenski erfdabreytileikinn.
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3.4.4 NIH-3T3 frumulinan
Eiginlegar nidurstodur ar rannsoknum NIH-3T3 frumulinunnar liggja ekki fyrir.
Genainnleiding pessara frumna tokst ekki sem skyldi og i teeka tid & rannsoknartimabilinu en

frekari rannsoknir verda pé framkveemdar a pessari frumulinu.
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4 Umraeda

NU liggur fyrir islenskur erfdabreytileiki med mjog sterk tengsl vid CLL. Svipgerd peirra
sjuklinga sem bera sjukdominn og erfdabreytileikann virdist syna haeeggengt form langvinns
eitilfrumuhvitblaedis. Fyrstu nidurstodur frumurannsokna syna pé ekki fram & starfreen ahrif
erfoabreytileikans.

4.1 Islenski erfdabreytileikinn

Islenski erfdabreytileikinn er stadsettur i geni sem tjair fyrir serin/preonin kinasa. Gen
petta hefur hingad til verid tiltdlulega litid rannsakad. bad hefur pé verid tengt ferlum
sjalfstyrds frumudauda en 6jafnveegi i peim bodleidum er pekktur eiginleiki
krabbameinsfrumna CLL og ytir undir lifunareiginleika peirra. Hlutverki gensins hefur einnig
verid lyst i 6drum innanfrumuferlum sem medal annars stjérna frumuvexti, frumufjélgun og
préteinmyndun. Genid hefur aldrei adur verid tengt vid CLL. Par ad auki er hlutverk pess ekki
pekkt i B-eitilfrumum, krabbameinsfrumum CLL. Hlutverki pess i nokkrum
innanfrumuferlum T-eitilfrumna hefur pé verid lyst en pad gefur visbendingar um ao
starfsemi gensins hafi pydingu i virkni frumna innan sérteeka 6neemiskerfisins.

Sjélfur erfdabreytileikinn er & formi einbasabreytileika og veldur skiptibreytingu (missense
mutation) par sem amindsyran Aspargine kemur i stad amindsyrunnar Asparticsyru.
Eiginleikar pessara amindsyra eru 6likir. Asparticsyra er sar, hladinn, skautud aminésyra en
Aspargine er skautud, 6hladinn og ber amid-hop. Amindsyrubreytinguna er ad finna innan
virku hvarfstddvar ensimsins sem genid tjair fyrir og er petta mjog vardveitt svaedi. Svaedio er
einnig vardveitt innan ndskyldra gena og gegna pessi gen naudalikum hlutverkum. Almennt er
talid ad erfdabreytileikar i vardveittum svaeedum innan gena séu liklegri til ad hafa starfreen
ahrif & afurd gensins. Forritin MutationTaster og PolyPhen sem spa fyrir um ahrif

erfoabreytileika, spa pvi ad hann sé skemmandi (deleterious) fyrir virkni ensimsins.
4.2 CLL sjuklingar med islenska erfoabreytileikann

Vid hofoum upplysingar um 7 arfbera erfdabreytileikans med CLL i greiningarlista.
Ekki er tilokad ad peir séu fleiri & islandi par sem ekki allir sjuklingar med sjukdéminn hafa
tekid patt i ranns6knum islenskrar erfdagreiningar. Af pessum 7 einstaklingum reyndust 6
raunverulega hafa greinst med CLL. Sa sem eftir var hafdi greinst med naskyldan

B-eitilfrumusjukdom, Waldenstrdms macroglobulinemia.
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Sé sjuklingur hafdi CLL i greiningarlista sinum a einhverjum timapunkti sem skyrir hvers
vegna hann var i Urtakinu. Waldenstroms er mjog sjaldgeefur sjukdomur i almennu pyai, par
med talid islandi. bekkt er ad naskyldir attingjar Waldenstroms sjiklinga séu i aukinni haettu
& ad préa med sér CLL og einnig er pekkt ad naskyldir attingjar sjuklinga med CLL séu i
aukinni haettu 4 ad préa med sér Waldenstroms.>® Ekki er Gtilokad ad sému liffraedilegu
ferlar liggi ad baki meingerdar pessara skyldu sjukdoma en géllum i sému innanfrumuferlum
hefur verid lyst i CLL og Waldenstréms macroglobulinemia.

Sjuklingarnir med islenska erfdabreytileikann og CLL reyndust hafa heeggengt form
sjukdémsins. Medalaldur sjuklinganna vid greiningu var nalegt pvi sem pekkist i CLL, eda
70 ar. Kynjahlutfall sjuklinganna var 2:1 en af peim voru fjorir karlar og tveer konur. petta
kynjahlutfall er einnig vel pekkt i CLL. Fjorir sjuklingar foru & medferd vid sjukdomnum og
var almenn svorun peirra g6d. Einn nadi djupri svorun (full remission). Af sjuklingunum voru
tveir arfhreinir fyrir breytileikanum. Annar peirra hafdi haesta gildid & eitilffrumum vid
greiningu og fékk lyfjamedferd fjérum arum seinna. Svérun hans vid medferdinni var god og
pburfti sjuklingurinn ekki & frekari medferd ad halda. Hinn arfhreini sjuklingurinn hafdi
hinsvegar laegsta gildid a eitilfrumum vid greiningu og for & lyfjamedferd sama ar og hann var
greindur. Hann svaradi medferdinni vel og purfti ekki & frekari medferd ad halda. Ad 6dru

leyti var sjukdomsgangur arfhreinu sjuklinganna ekki frabrugdin hinna sjuklinganna.
4.3 Frumurannsoknir

Allra fyrstu nidurstodur frumurannsokna syna ekki fram & starfreen ahrif
erfoabreytileikans & ensimid sem genid tjair fyrir. Rannsdknir voru framkvemdar & HEK-
293T og NIH-3T3 frumulinum en algengt er ad paer séu notadar i upphafi grunnrannsokna.

I pessum frumum skodudum vid ahrif genainnleidingar genaferja. Genaferjurnar voru prjar og
innihéldu genid, par sem islenska erfdabreytileikann er ad finna, & premur formum: Villigerd
sem tjair fyrir edlilega starfhafu proteini, Kinase-dead form sem tjair fyrir starfheefu préteini
og islenski erfdabreytileikinn sem a pessari stundu hefur 6pekktar afleidingar. Eftir
genainnleidingu saust ekki marktakar utlitsbreytingar a Kinase-dead forminu og var tlit
peirra frumna likt edlilegu utliti HEK-293T frumna. Hins vegar saust sambeerilegar
atlitsbreytingar i villigerdinni og islenska erfdabreytileikanum. Pessar frumur virtust fa & sig
hringlaga form og i leidinni tapa vidlodunareiginleikum sinum vid nerliggjandi frumur. Eftir
motefnalitun gegn GFP saust utlitsbreytingarnar skyrar og komu i 1jés aberandi dekkri sveedi i
umfrymi frumna sem tjadu Kinase-dead formid. petta gaf til kynna ad par veeri ad finna

béttara 0og meira magn proteinsins. A pessum timapunkti vitum vid ekki nakvaemlega hvad
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pessi dokku svaedi pyda en hugsanlegt er ad pau hafi eitthvad ad gera med nidurbrot hins
oOvirka ensims sem er oftjad i frumunum. Leida ma likum ad pvi ad ef islenski
erfdabreytileikinn vaeri ad valda ostarfhaefu préteini veeri Gtlit peirra frumna likara Kinase-
dead forminu heldur en villigerdinni sem tjair fyrir edlilega starfheefu proteini. pratt fyrir ad
atlitsbreytingarnar hafi verid sambeerilegar i islenska erfoabreytileikanum og villigerdinni er
pad ekki sonnun pess ad islenski erfdabreytileikinn hafi engin ahrif & starfsemi proteinsins.
Rannsoknirnar & islenska erfdabreytileikanum eru enn & frumstigi en frekari og itarlegri
rannsokna er porf til ad varpa skyrara 1josi a pa liffredilega ferla sem geetu legid ad baki

islenska erfdabreytileikanum.
4.4 Naestu skref og aframhaldandi rannséknir

Um 1300 islendingar eru arfberar erfdabreytileikans, par af 8 arfhreinir. A nastu
misserum munu fara fram rannséknir & hluta af pessum einstaklingum mea tilliti til pess hvort
finna megi forstigsbreytingar langvinns eitilfrumuhvitbladis i B-eitilfrumum peirra. Einstofna
B-eitilfrumufjélgun er pekkt forstig sjakdomsins og virdist vera undanfari nanast allra tilfella
hans. Hugsanlegt er ad petta forstig finnist oftar i hopi islenskra arfbera heldur en i almennu
bydi en algengi pess hefur ekki verid rannsakad & Islandi. Hvort sem einstofna B-eitilfrumu-
fjolgun eda CLL finnst i hopi pessara einstaklinga myndi pad gera heilbrigdiskerfinu kleift ad
hafa pa undir eftirliti med tilliti til framvindu sjukdémsins eda préunar einstofna
B-eitilfrumuaukningar i sjalfan sjakdéminn. Samhlida pessum rannsoknum veeri haegt ad
einangra B-eitilfrumur ar hopi peirra islensku arfbera sem bera adra hvora svipgerdina til
itarlegrar greiningar. bekking a itarlegri svipgerd B-eitilfrumnanna geeti verid mikilveegur
hlekkur i drogum alyktana um patt meingerdar islenska erfdabreytileikans i langvinnu
eitilfrumuhvitblaedi. Ef i 1j6s kemur ad islenski erfdabreytileikinn er meinvaldandi pattur i
sjukdémnum vaeri snemmbuid eftirlit arfbera mogulegt. Auk pess veeru liffreedilegir peettir
tengdir erfoabreytileikanum hugsanlegt lyfjamark.

4.5 Styrkleikar og takmarkanir

Helsti styrkleiki pessarar rannsoknar er ad hér um ad raeda nyja pekkingu og
bekkingarpréun. Vitneskja um akvedinn erfdabreytileika tengdum langvinnu eitilfrumu-
hvitbleedi liggur fyrir og felst styrkleikinn i pvi ad i nanustu framtid er moguleiki & ad frekari
rannsoknir tengdar pessum erfdabreytileika og nidurstddur peirra, leggi til kliniskra patta

tengdum sjukdémnum a formi medferdar og eftirlits.
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A pessum timapunkti er helsta takmérkunin vid drog alyktana par sem rannsoknin er komin
stutt & leid og rannsoknir & liffreedilegum ferlum enn & frumstigi. Einnig er takmoérkun ad ekki
hafi fengist upplysingar um alla p4 CLL sjuklinga sem bera islenska erfdabreytileikann par

sem peir hafa ekki allir tekid patt i rannsoknum islenskrar erfdagreiningar.
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5 Alyktanir

[ pessari rannsokn lysum vid erfdabreytileika sem hefur sterk tengsl vid langvinnt
eitilffrumuhvitblaedi. Erfdabreytileikinn er stadsettur i geni sem hefur litid verid rannsakad en
hefur po verid tengt ferlum stjalfstyrds frumudauda sem oft eru skertir i langvinnu
eitilfrumuhvitbleedi. Vid alyktum ad peir sjuklingar sem bera islenska erfdabreytileikann hafi
haeggengt form langvinns eitilfrumuhvitbladis. A pessu stigi eru rannsoknir & liffreedilegum
ferlum er liggja ad baki erfdabreytileikanum a frumstigi. Ef aframhaldandi rannsdknir syna
fram & tengsl erfdabreytileikans vid meingerd langvinns eitilfrumuhvitblaedis geeti pad varpad

nyju ljosi & tilurd pessa sjukdoms.
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