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Epidemiologisk registrering av KLL i Norge

Et samarbeidsprosjekt mellom Norsk Selskap for Hematologi og Kreftregisteret, Avdeling for klinisk forskning

Prosjektbeskrivelse

Bakgrunn

Kronisk lymfatisk leukemi (KLL) rammer om lag 200 personer i Norge pr. år og er den hyppigste formen for leukemi hos voksne i den vestlige verden. Hensikten med studien er å kartlegge utbredelsen av ulike genforandringer i leukemicellene ved KLL og forekomsten av familiær KLL i en norsk befolkning. Det hemato-onkologiske miljø gjennom Norsk Selskap for Hematologi har initiert og anbefalt en grundig epidemiologisk undersøkelse av KLL i Norge. 
1. Formål med prosjektet
Ny kunnskap om biologiske risikofaktorer ved KLL har reist nye krav til omfattende diagnostikk, men ingen har undersøkt utbredelsen av disse biologiske risikofaktorene i et populasjonsbasert KLL-materiale. Vi har derfor ikke noe grunnlag for å si hvor stort behovet er for avansert og oppdatert diagnostikk. Det primære formålet med undersøkelsen er å kartlegge utbredelsen av veldefinerte risikofaktorer ved KLL i en populasjonsbasert studie for dermed å kunne tilpasse det diagnostiske tilbudet til behovet i et nasjonalt perspektiv. 

Dessuten har prosjektet som formål å utføre en epidemiologisk undersøkelse av KLL og KLL-relaterte pleiotrope lymfoproliferative sykdommer [KLL og andre lymfoide leukemier, akutt lymfoblastisk leukemi/lymfom, maligne lymfomer inkludert Hodgkins lymfom, myelomatose og prekliniske manifestasjoner som monoklonal gammopati av usikker klinisk betydning (MGUS) og klonal lymfocytose av usikker klinisk betydning (CLUS)] med tanke på arvelig disposisjon. Dette skal gjøres ved å beskrive hvert enkelt tilfelle av familiær KLL genealogisk med opptegnelse av stamtavle og beskrivelse av linking til andre maligne og autoimmune sykdommer (case-studies). Formålet er å kunne bidra til beskrivelsen av arvegangen ved KLL, og kunne identifisere de genene som ligger til grunn for nedarvningen. Perspektivet er å oppnå et etiologisk og patofysiologisk innblikk i KLL og de assosierte pleiotrope lymfoproliferative sykdommene, og kunne medvirke til, når genene er identifisert, å legge grunnlaget for utvikling av kurativ genterapi.
2. Arv og lymfoproliferative sykdommer

Familieundersøkelser tyder på arvelighet med pleiotropt mønster. De lymfoproliferative sykdommene (LPS), bl.a. kronisk lymfatisk leukemi (KLL), non-Hodgkins lymfomer (NHL), Hodgkins lymfomer (MH) og myelomatose (MM), forekommer familiært og kombinert i et pleiotropt mønster, dvs. forekomst av en eller flere av disse sykdommene eksisterer med økt hyppighet innenfor samme slekt. Case-kontrol studier og cohort-undersøkelser blant skandinavere viser samme tendens, sju ganger økt risiko for KLL i første generasjons etterkommere og to ganger økt risiko for NHL og MH i første generasjons etterkommere til en KLL-proband [1-3]. Epidemiologiske studier i Utah viste i 1994 at etterkommere til foreldre med LPS har signifikant økt risiko for å få LPS, med større risiko for å få samme diagnose som foreldrene enn en annen diagnose innenfor LPS [4]. På Island er det nylig påvist en signifikant økt relativ risiko (RR) blant første generasjons etterkommere til pasienter med LPS, for KLL (RR = 4,56), for MH (RR = 3,27) og for MM (RR = 2,66), mens NHL i disse slektene ikke var signifikant forskjellig fra hva man fant i hele befolkningen [5,6].
Det er i litteraturen enighet om at dette pleitrope mønsteret i forekomsten av LPS er uttrykk for arv [1-10]. En rekke infeksjonsmessige miljøfaktorer (antigenic drive) antas å kunne påvirke ekspresjonen av LPS hos arvelig disponerte familiemedlemmer, bl.a. lymfotrope mikroorganismer som humant immunsvikt virus (HIV), Epstein-Barr virus (EBV) og hepatitis C virus (HCV) og bakterielle antigener, eksempelvis Helicobacter pylori. Insektisider, herbisider og bestråling har vært ansett som mulige miljøfaktorer, men kan, ut fra en samlet vurdering i dag, neppe aksepteres som signifikante etiologiske faktorer [9]. Kjemoterapi, som har generell onkogen effekt, synes å ha svært liten betydning ved LPS fordi langt hovedparten av pasienter diagnostiseres og behandles etter fertil alder. Så den familiære opphopning som ses ved LPS, er ut fra en genetisk synsvinkel ”uforstyrret”, men forøvrig svært distrahert av det faktum at det, til tross for særdeles omfattende undersøkelser, til dags dato ikke har vært mulig å påvise det eller de pleiotrope genet/gener som disponerer for LPS.  

Påvisning av disse onkogenene ved undersøkelser av LPS- probander og affiserte etterkommere og sammenligning med friske familiemedlemmer i familier med massiv sykdomsmanifestasjon har vært frustrerende negative, inkludert kartlegging av særlig suspekte alleler, hvor av flere med kjent assosiasjon til lymfoproliferative sykdommer [11-13]. Undersøkelser av ataxia telangiectasia mutates-gener (ATM) som er korrelert til KLL [14-16], har ved en samlet kritisk analyse ikke vist sikker leukemogen effekt [12,13]. Det samme gjelder vevstypeundersøkelser som viser at HLA-DRB4*0103 tilsynelatende kan forekomme med økt hyppighet ved KLL [17] og ved en rekke autoimmune sykdommer hos mus [18], men hvor en samlet vurdering likevel ikke viser en definitiv relasjon mellom HLA og KLL [12,13,19], heller ikke mellom KLL og HLA-DRB1 alleler som ellers korrelerer til MH [20]. Screening for mulige kandidatgener til celle-proliferasjon og differensieringen (bl.a. PTPRJ, protein-tyrosin-phosphat-reseptor type J), apoptose (bl.a. MKADD, map-kinase-activity-death-domene) og DNA-reparasjon (bl.a. DDB2, damage-specific-DNA-bindinding-protein 2) har vist forskjell i ekspresjon i normale og neoplastiske celler, men uten at LPS genene har kunnet identifiseres [for oversikt se 12 og 13].

Polygen modell. Utvikling av LPS antas å være basert på suksessive mutasjoner i kloner av prolifererende lymfocytter. Den første mutasjonen i denne prosessen, den primære lymfoide stamcellemutasjonen (eng.: germ-line mutation som ikke må forveksles med føtal stamcelle mutasjon) er ikke kjent og det må antas å foreligge en genetisk predisposisjon for denne hendelsen. Den initiale mutasjonen må ikke forveksles med de diagnostiske molekylærgenetiske og cytogenetiske kriteriene som IgVH-mutasjonstatus og de FISH-påviste avvikene del17p, del11q, trisomi12, del6q og del13q ved KLL som er uttrykk for somatiske mutasjonsmønstre i tumorutviklingen. Disse genetiske avvikene sier i seg selv ingen ting om den initiale gendefekten (del17p og del11q er for eksempel relatert til det universelle p53 oncogenet), men de er viktige biologiske risikofaktorer som er til stor hjelp i handtering av den enkelte pasienten. På samme måte sier t(9;22)(q11;q34) translokasjonen ingen ting om den initiale genetiske begivenheten ved kronisk myelogen leukemi (KML); t(9;22)(q11;q34) forekommer også ved ALL og ved T-celle lymfomer.
Man antar dessuten at stamcellemutasjonen, hvis den forekommer kun i det ene allel til for eksempel et tumor-suppressor gen eller et DNA-reparasjons gen, på en eller annen måte disponerer for at leukemicellene ved de etterfølgende somatiske mutasjoner lett kan tape sitt normale allel (eng.: wild-type allel). Det kan medføre en funksjonell (cellulær) heterozygot spredning ved de etterfølgende somatiske mutasjoner med mulighet for polygen dannelsen av en hel rekke undertyper av LPS som utgår fra B- og T-lymfocytter på forskjellig modningsnivå [12,13,21,22]. Den genetiske instabiliteten, som allerede begynner med stamcellemutasjonen og forverres ved de etterfølgende mutasjonene, mener man forklarer den diversitet som vi ser ved LPS og gir også en forklaring på at det innenfor samme diagnostiske enhet kan være flere cytogenetiske undergrupper. KLL for eksempel, som definisjonsmessig er en småcellet B-lymfocytær CD5+CD20+CD23+sIg(+), autonom, systemisk monoklon, kan deles i to undergrupper på basis av hvorvidt klonens foretrukne immunoglobulin VH-gen har gjennomgått somatisk hypermutasjon eller ikke, eller etter karyotypen (del17p, del11q, trisomi 12, del6q og del13q) som avgrenser tydelige kliniske enheter med forskjellig prognose og behandlingsbehov (biologiske risikofaktorer).

Dominant autosomal arv med lav penetrans har lenge har vært ansett for mest sannsynlig ved LPS. Imidlertid har påvisningen av tap av normale wild-type alleler [13] i tillegg til en rekke observasjoner fra stamtrær over familier med LPS modifisert dette. Slike undersøkelser har egentlig kun mening, hvis det lages en genealogisk profil, dvs. at alle familiemedlemmer nedtegnes, også friske og ideelt sett også dødfødte for at få et meningsfullt, men ofte vanskelig oppnåelig, bilde av søskenflokken og med forbehold og hensyn til forekomsten av CLUS (kronisk lymfocytose (monoklonal) av usikker signifikans som kan være et forstadium til KLL) og MGUS (monoklonal gammopati av usikker signifikans som kan være et forstadium til LPS) som ikke er kartlagt ennå [25].

Antisipasjon. Dette ses ved de lymfoproliferative sykdommene [1,26-28] og er fallende debutalder i påfølgende generasjoner og/eller tiltagende aggressivitet av sykdommen. Dette kan teoretisk føre til forestillingen om, at probanden er en eldre mann med indolent KLL, mens de neste generasjoner framviser debut av yngre og yngre menn med mer og mer aggressiv KLL, og etter hvert den første kvinnelige KLL pasienten og de første pasienter med NHL og MH. 

Mulighet for non-Mendels arv. Skandinavia har verdens høyeste insidens av KLL. Sykdommen forekommer især hos menn over 60-70 år (median alder ved diagnosetidspunkt var 72-73 år i et populasjonsbasert norsk materiale fra 1998), men under de seneste årene er det registrert et lett stigende antall kvinner, især i de eldre aldersgrupper, som alene kan bero på bedre og mer grundig diagnostikk og registrering. Predileksjon med hensyn til kjønn, alder og etnisk opprinnelse er velkjent fra mange andre cancerformer og er ikke spesielt for KLL. Men det som gjør KLL og de øvrige LPS så enestående er bl.a. den ekstreme pleiotropien og at kun noen undertyper (bl.a. KLL og MH) har kjønns-predeliksjon uten kjent binding til X- eller Y-kromosomet. Tidligere mente man at KLL var forårsaket av en nedarvet apoptosedefekt som medførte opphopning av den leukemiske monoklonen. Dette synet må nå modifiseres fordi apoptose-defekter, som er veldokumenterte ved KLL, synes å oppstå først etter den initiale lymfoide stamcellemutasjonen i et lymfoid miljø med påfølgende somatiske mutasjoner og uttalte inflammatoriske og autoimmune reaksjoner, inkludert økt stimuli fra trofiske cytokiner som signalerer til den ekspanderende leukemiske monoklonens reseptorer [29]. Vi kjenner neppe noen annen tumorgruppe med en så uttalt klinisk diversitet. 

Det har hittil ikke vært utført en prospektiv, nasjonalt dekkende undersøkelse av epidemiologi og genealogi av KLL og LPS i et land som Norge med høy insidens av KLL og et velfungerende Kreftregister og en veletablert tradisjon for cancerregistrering. Forutsetningene for å kunne gjennomføre en slik undersøkelse ligger derfor svært godt til rette i Norge. 

3. Metoder

1. Epidemiologiske undersøkelser: Registrering av KLL og LPS på basis av innsendte meldinger til Kreftregisteret.

KLL er valgt av flere grunner. For det første gjennomføres med ”Handlingsprogram for KLL i Norge” en systematisk nasjonal opptelling av KLL over en begrenset tidsperiode som realistisk vurdert må antas å kunne legges til grunn for insidensberegning av KLL i Norge. For det andre er KLL valgt fordi KLL er den av de LPS som mest uttalt viser nedarving av samme diagnose fra foreldre til barn, dvs. at KLL hos foreldre - KLL hos barn er hyppigere enn pleiotropisk spredning, dvs. KLL hos foreldre - annen LPS hos barn (jmf. Avsnitt 1). Det kan derfor antas at arvegangen ved KLL er mest synlig innenfor LPS og antagelig lettere å ekstrahere fra familieanamnesen. Endelig er KLL valgt fordi KLL er den hyppigste av de LPS og den sykdomsentiteten innenfor LPS som er lettest å verifisere.

Kartlegging av CLUS, MGUS og andre prekliniske stadier av LPS  i familier med antisipasjon ut fra meldinger til Kreftregisteret vil være en sammenstilling av et nasjonalt LPS materiale som hittil ikke er utført noen steder i verden, og som kan antas å kunne gi vesentlige og nye opplysninger om LPS epidemiologi.

2. Genealogiske undersøkelser: Registrere pårørende til pasienter med KLL med opptegnelse av stamtre og vurdering av mønster i antisipasjon, fødselsorden og parental imprinting.

For familier med to eller flere tilfeller med LPS lages stamtavler med angivelse av friske familiemedlemmer og familiemedlemmer med kreftsykdommer av enhver art. Stamtavler av denne typen anses for å være uunnværlig standardmateriale ved enhver vurdering av mulig epigenetisk arv fordi kronologi, fordeling av menn og kvinner og plassering i søskenrekken framtrer tydelig sammen med relasjon til friske familiemedlemmer. 

 3. Sykdomsdekkende koblingsanalyse: 
Det skal gjøres registrering av autoimmune sykdommer og andre kreftsykdommer hos pasienten med LPS. Det er kjent fra litteraturen at det er en koinsidens mellom LPS, autoimmune sykdommer og andre kreftsykdommer, men hyppigheten er ikke kjent. Et framtidig norsk Helseregister vil kunne bli et nyttig verktøy i dette arbeidet.

4. Genomdekkende koblingsanalyse: 

Hensikten er å sammenligne gen-profilen ved KLL med det samlede, normale humane genom.

Det inngår i prosjektet et internasjonalt samarbeid om Genomic Multi-Loci Log Odds Analyser ut fra ”susceptibility-gener” [25,31]. Blod og/eller benmarg blir innsamlet og lagret i en forskningsbiobank ved Rikshospitalet, Avdeling for patologi, Montebello. 

4. Praktisk gjennomføring

1. Styringsgruppen har gjennomført en pilotstudie med retrospektiv gjennomgang av 40 familier med KLL eller annen lymfoproliferativ sykdom (LPS), som allerede er kartlagt empirisk gjennom vårt fortløpende kliniske arbeid. Dette arbeidet er akseptert for publikasjon i tidsskriftet Leukemia and Lymphoma. 

2. Høsten 2006/ vinteren 2007 ble det sendt en rekke søknader i forbindelsen med prosjektet. En har søkt Datatilsynet om egen konsesjon. Regional Etisk komite har tilrådd prosjektet. Det er av Sosial og Helsedirektoratet godkjent opprettelse av biobank for prosjektet ved Rikshospitalet, Avdeling for patologi, Montebello.

3. Kontorplass og praktiske aspekter for arbeidsplass for stipendiaten på Kreftregisteret vil være på plass ved godkjenning av rekrutteringsstilling. 

Inklusjonskriterier
Alle nye, fortløpende KLL pasienter som registreres i Kreftregisteret samt tidligere diagnostiserte KLL pasienter.

 Pasientmedvirkning

1. Hver pasient med KLL vil få muntlig og skriftlig informasjon om prosjektet, og han/hun vil bli bedt om å ta stilling til om han/hun vil delta eller ikke. Inklusjon i studien krever at pasienten signerer en samtykkeerklæring. Det vil bli utrykkelig understreket at deltagelsen er frivillig og at all informasjon oppbevares avidentifisert og under total diskresjon. Ingen familiemedlemmer, verken friske eller syke, kontaktes fra prosjektet. 

2. I samarbeid med den lokale hematolog vil stamtavlen opptegnes for de generasjoner som er relevante og denne vil inkludere både friske og syke familiemedlemmer med fødselsår og eventuelle opplysninger om LPS og autoimmune sykdommer for alle familiemedlemmer.

3. Pasienten vil bli spurt om tillatelse til å sikre blod og/eller benmarg til biobank for KLL som vil bli lokalisert til Rikshospitalet, Avdeling for patologi, Montebello.

Datainnsamling
Styringsgruppen vil informere om prosjektet til alle relevante kolleger. Legen som har utfylt kreftmeldingen får brev fra Kreftregisteret med oppfordring om å inkludere pasienten i studien. For pasienter som ønsker å inkluderes utfylles samtykkeerklæring, registreringsskjema og skjema for slektsopplysninger sammen med pasienten og sendes til Norsk Epidemiologisk Undersøkelse av Kronisk Lymfatisk Leukemi, Kreftregisteret,  0310 Oslo. Blodprøver med rekvisisjonsskjemaer sendes til Rikshospitalet, Avdeling for patologi, Montebello.

Forfatterfordelingen bestemmes av Styringsgruppen etter hvor mange pasienter hver lege har inkludert i prosjektet eller etter annen aktiv innsats i tilknytning til prosjektet.

Litteratur

1. Goldin LR, Sgambati M, Marti GE, Fontaine L, Ishibe N, Caporaso N. Anticipation in familial chronic lymphocytic leukemia. Am J Hum Genet 1999; 65: 265-9.

2. Goldin LR, Pfeiffer RM, Gridley G, Gail MH, Li X, Mellemkjaer L et al. Familial aggregation of Hodgkin lymphoma and related tumors.  Cancer 2004; 100: 1902-8.

3. Goldin LR, Pfeiffer RM, Li X, Hemminki K. Familial risk of lymphoproliferative tumors in families of patients with chronic lymphocytic leukemia, results from the Swedish family-cancer database. Blood 2004; 104: 1850-54.

4. Cannon-Albright LA, Thomas A, Goldgar DE, Gholami K, Rowe K, Jacobsen M et al. Familiality of cancer in Utah. Cancer Res 1994: 54: 2378-85.

5. Amundadottir LT, Thorvaldsson S, Gudbjartsson DF, Sulem P, Kristjansson K, Arnson S et al. Cancer as a complex phenotype, pattern of cancer distribution within and beyond the nuclear family. PLOS Med 2004; 1: 229-36.

6. Ögmundsdottir HM, Haraldsdottir V, Johannesson G, Bjarnadottir K, Sigvaldson H, Tulinius H. Familiality of benign and malignant paraproteinemias, a population-based cancer registry study of multiple myeloma families. Haematologica 2005; 90: 66-71.

7. Sgambati MT, Linet MS, Devesa SS. Chronic lymphocytic leukemia, epidemiological, familial and genetic aspects. In: Cheson BD (ed) Chronic lymphocytic leukemias, New York, Marcel Dekker Publ. 2001, pp. 33-62.

8.Yuille MR, Matutes E, Marossy A, Hildtich B, Catovsky D, Houlston RS. Familial chronic lymphocytic leukaemia, a survey and review of published studies. Br J Haematol 2000; 109: 794-99.

9. Houlston RS, Sellick G, Yuille M, Matutes E, Catovsky D. Causation of chronic lymphocytic leukemia, insights from familial disease. Leuk Res 2003; 27: 871-76.

10. Marti GE, Carter P, Abbasi F, Washington GC, Jain N, Zenger VE et al. B-cell monoclonal lymphocytosis and B-cell abnormalities in the setting of familial B-cell chronic lymphocytic leukemia. Clin Cytometry 2003: 52B; 1-12.

11. German J. Chromosome-breakage syndrome, different genes, different treatment, different cancers. Basic Life Sci 1980; 15, 429-39.

12. Houlston RS, Peto J. The future of association studies of common cancers. Hum Genet 2003; 112, 434-35.

13. Peto J, Houlston RS. Genetics and the common cancers Eur J Cancer 2001; 37; S88-96.

14. Schaffner C, Stilgenbauer S, Rappold GA, Döhner H, Lichter P. Somatic AMT mutations indicate a pathogenetic role in familial chronic lymphocytic leukemia. Blood 1999; 94: 748-53.

15. Bevan S, Catovsky D, Marossy A, Popat S, Antonvic P, Bell A et al. Linkage analysis for ATM in familial chronic lymphocytic leukemia. Leukemia 1999; 13: 1497-1500.

16. Yuille MR, Condie A, Hudson CD, Bradshaw PS, Stone EM, Matutes E et al. AMT mutations are rare in familial chronic lymphocytic leukemia. Blood 2002; 100: 603-9. 

17. Machulla HK, Muller LP, Schaaf A, Kujat G, Schonermarck U, Langer J. Association of chronic lymphocytic leukemia with specific alleles of the HLA-DR4:DR53:DQ8 haplotype un German patients. Int J Cancer 2001; 92: 203-7.

18. Hirose S, Hamano Y, Shirai T. Genetic factors predisposing to B-CLL and to autoimmune disease in spontaneous murine model. Leukemia 1997; 11 Suppl 3: 267-70.

19. Bevan S, Catovsky D, Matutes E, Antunovic P, Auger MJ, Ben-Bassat I. Linkage analysis for major histocompatibility complex-related genetic susceptibility in familial chronic lymphocytic leukemia. Blood 2000; 96: 3982-84.

20. Klitz W, Aldrich CL, Fides N, Horning SJ, Begovich AB. Localization of predisposition to Hodgkin´s disease in the HLA class II region. Am J Hum Genet 1994; 54: 497-505.

21. Rawston AC, Yuille MR, Fuller J, Cullen M, Kennedy B, Richards SJ et al. Inherited predisposition to CLL is detectable as subclinical monoclonal B-lymphocyte expansion. Blood 2002; 100: 2289-90.

22. Rawston AC, Green MJ, Kuzmicki A, Kennedy B, Fenton JA, Evans PA et al. Monoclonal B lymphocytes with characteristics of indolent chronic lymphocytic leukemia are present in 3.5 % of adults with normal blood blood counts. Blood 2002; 100: 635-39. 

23. Morton NE, Collins A. Tests and estimates of allelic association in complex inheritance. Proc Natl Acad Sci USA 1998; 95: 1389-93.

24. Ponder BAJ. Cancer genetics. Nature 2001; 411: 336-41.

25. Jønsson V, Houlston RS, Catovsky D, Yuille MR, Hilden J, Olsen JO, Fajber M, Brandt B, Selick G, Allinson R, Wiik A. CLL family Pedigree 14 revisited: 1947 – 2004. Leukemia 2005; 19: 1025-28.

26. Horwitz M, Goode EL, Jarvik GP. Anticipation in familial leukemia. Am J Hum Genet 1996; 59: 900-8.

27. Yuille MR, Houlston RS, Catovsky D. Anticipation in familial chronic lymphocytic leukemia families. Leukemia 1998; 12: 1696-98.

28. Wiernik PH, Ashwin M, Hu XP, Paietta E, Brown K. Anticipation in familial chronic lymphocytic leukaemia. Br J Haematol 2001; 113: 407-14.

29. Chiorazzi N, Rai KR, Ferrarini M.  Chronic lymphocytic leukemia. N Engl J Med 2005: 352: 804-15.

30. Schaid DJ, Guenther JC, Christensen GB, Hebbring S, Rosenow C, Hilker CA et al. Comparison microsatellites versus single-nucleotide polymorphisms in a genome linkage screen for prostata cancer-susceptibility loci. Am J Hum Genet 2004; 75: 947-65

31. Sellick GS, Webb EL, Allinson R et al. A high-density SNP genomewide linkage scan for chronic lymphocytic leukaemia-susceptibility loci. Am J Hum Genet 2005; 77: 420-27.

