OSTROGEN

far neuroblastomceller att mogna
ut och minskar tumortillvaxt



Det kvinnliga kdnshormonet dstrogen

kan spela en viktig roll i barncancerformen
neuroblastom. Laboratorieforsok visar att
ostrogenbehandling och 6veruttryck av Ost-
rogenreceptorn far elakartadenearsblastém?
celler att mogna ut till mer normala, nerv-
cellsliknande celler. Studien, som publiceras i
PNAS, ger hopp om nya behandlingsméjlig-
heter. Ett viktigt fynd var att inte endast 6st-
rogenreceptorn, ERa, utan aven flera andra
NHR (karnhormonreceptorer), inklusive GR
(glukokortikoidreceptorn), ar kopplade till

en gynnsam neuroblastomsjukdom, skriver
professor Marie Arsenian-Henriksson och
hennes medarbetare Johanna Dzieran och
Aida Rodriguez Garcia vid Institutionen for
mikrobiologi, tumor-och cellbiologi (MTC)
vid Karolinska Institutet.

et sympatiska nervsystemet dr en del av det auto-
Dn()ma nervsystemet som reglerar kroppens och or-
ganens omedvetna funktioner (exempelvis hjirt-
frekvens). Som en del i det perifera nervsystemet 4r sympa-
tiska nervceller och ganglier lokaliserade utanfor det cen-
trala nervsystemet som bestar av hjirnan och ryggmirgen.
Neuroblastom (NB) 4t en tumorsjukdom som drabbar
sma barn och som utvecklas fran prematura celler i det annu
outvecklade sympatiska nervsystemet. Denna form av can-
cer kan upptrida i manga olika varianter, ifran godartade
tumorer (lagrisk NB) med mycket goda 6verlevnadschan-
set, till vildigt aggressiv och spridd sjukdom (hogrisk NB),

dir behandlingsmojligheterna idag ar begrinsade.
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MYCN-proteinet hor till MYC-familjen av proteiner som
ar viktiga for alla cellers formaga att dela sig och som ofta
forekommer i alltfor héga nivaer i olika cancerformer. Om-
kring 25 procent av NB har fler dn tva kopior av MYCIN-
genen per cell — faktum dr att de kan hirbédrgera 10 till 80
kopior. Detta fenomen kallas genamplifikation och ampli-
fikation av MYCN ir forknippad med aggressiva tumorer
och dilig prognos fér NB-patienter '(Matthay 2016).

FORHINDRAR SPECIALISERING

I ett nervsystem som dnnu dr under utveckling kan forhoj-
da nivaer av MYCN-proteinet foérhindra utvecklingen av
specialiserade nerveeller (via en process som kallas neuro-
nal differentiering) fran omogna, mindre specialiserade och
mer mobila prekursorceller *(Knoepfler, 2002). Tillsam-
mans med ytterligare gendefekter kan detta resultera i ut-
veckling av hogrisk NB. Var forskargrupp har tidigare visat
att MYCN med hjilp av en liten RNA-molekyl (miR-18a)
orsakar reducerade nivaer av 6strogenreceptor alfa-protei-
net (ERa). Vidare fann vi att en 6kning av EROt-nivan, el-
ler en minskning av miR-18a-nivan, kan inducera en partiell
utmognad av MYCN-amplifierade NB-celler till neuron-
liknande celler med en samtidig blockering av celldelning.
Dessa resultat indikerar att EROC kan mediera en tumor-
himmande effekt i NB *(Loven et al, 2010). Detta r for-
vanande, da ERQ 4r starkt associerad med tumortillvaxt
(celldelning) i andra cancerformer, sisom brostcancer (Mu-
noz 2015).

Malet med den aktuella studien *(Dzieran et al, 2018) var
att forsta varfor och hur ER0 har en tumordimpande effekt
i NB-celler. Nir vi tog oss an fragestillningen genomfoérde
vi bade 7 vitro-studier, det vill siga experiment under kon-
trollerade former utanfor en levande organism, och dess-
utom 7z vivo-studier i moss. [ vart fall anvinde vi NB-cellin-
jer som isolerats fran NB-patienters tumorer och som kan
dela sig under ling tid i cellodlingar. Dessa experiment méj-
liggjorde att a) pa artificiell vig (knockdown) sinka niva-
erna av miR-18a eller 6ka (6veruttrycka) nivaerna av ER0L,
och b) aktivera eller inhibera exempelvis 6strogenreceptor
alfa och de signalvigar som den i sin tur kontrollerar.

Vir cellmodell var den sa kallade SK-N-BE (2)-cellinjen
som etablerats fran en metastas hos en tvaarig pojke med
malign MYCN-amplifierad NB. SK-N-BE(2) celler har en
immatur (omogen) fenotyp (utseende) men kan fas att bilda
neuronalliknande néitverk med hjélp av vissa behandlingar,
exempelvis retinolsyra.

INITIERAR SPECIFIKA PROCESSER

Med vara inledande 7z vitro-experiment bekriftade vi vara
tidigare fynd att en knockdown av miR-18a resulterar i en
uttalad induktion av neuronal differentiering och ett 6kat
uttryck av ERo*(Dzieran et al 2018). (Gener formedlar sin
information med hjilp av budbidrarmolekyler, sa kallade
mRNA. Transkriptionen av en gen till mRNA kallas genut-
tryck. Direfter translateras mRNA:t till ett protein). Dir-
utéver forhojdes uttrycket av cellytereceptorerna Trk A och
p75"™ 1 SK-N-BE (2)-celler med reducerade nivaer av miR-
18a °(Dzieran et al. 2018) vilket ytterligare understryker att
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MYCN hindrar neuronal differentiering via miR-18a. Bade
Trk A och p75™* medierar signaler fran nervtillvixtfaktorn
NGF och initierar dirigenom specifika processer i cellerna.
NGF inducerar neuronal differentiering pa ett kraftfullt sitt
och NB-patienter med relativt sett hdgre nivaer av NG
eller dess receptorer p758™ och Trk A har forbittrade chan-
ser till 6verlevnad jamfort med patienter som har ligre ni-
vaer av dessa proteiner *(Westermark, 2011).

Pa grund av det 6kade uttrycket av ER0. och NGF-re-
ceptorerna behandlade vi cellerna med 6strogen (E2), vilket
binder till och aktiverar ER0l.. Denna behandling ledde inte
till nagon ytterligare forindring i uttrycket av TrkA eller
p75™"™®, men 6kade i dnnu storre utstrickning den neurona-
la differentieringen i SK-N-BE (2) celler med en miR-18a-
knockdown *(Dzieran et al 2018). Direfter introducerade
vi ERO:-DNA i SK-N-BE (2)-celler for att permanent 6ka
uttrycket av ER0l (hirefter kallade BE(2) ESR1) och ana-
lyserade forindringar i cellernas morfologi (utseende). Om
an inte lika imponerande som i celler med miR-18a knock-
down observerades en induktion av neuronal differentie-
ring dven i BE(2) ESR1-celler som inte skedde i kontrollcel-
ler. Intressant att notera var att mRNA-nivaerna av 77&.A4
och, efter behandling med E2, p75N™ 6kade i celler med
hoga ERO-nivéer. I linje med detta inducerades neuritut-
vixt ytterligare genom behandling med NGF i BE (2)
ESR1-celler, medan kontrollcellerna inte svarade pa NGI
*(Dzieran et al 2018). Differentierade celler dr hogt specia-
liserade och uppfyller specifika funktioner i kroppen. I en
vuxen organism ir dessa differentierade cellers antal strikt
kontrollerat och celldelning sker som regel endast i syfte att
kompensera for celler som dor.

Siledes karakteriseras cancer med en mer differentierad
cellmorfologi normalt av langsammare tumortillvixt och
mindre aggressivt sjukdomsforlopp. Detta fick oss att stu-
dera effekten av ERa pa olika celluldra processer som ir
kopplade till tumoérutveckling och tumorinitiering *(Dzie-
ran et al 2018). De forindringar som en normal och frisk
cell behover genomga for att bli en tumorcell kallas “can-
cerkinnetecken” — Hallmarks of Cancer "(Hanahan, 2011).
Ett av de forsta stegen dr att 6vervinna signaler som hindrar
cellen fran att foroka sig eller att inducera celldod "(Hana-
han, 2011). Kombinationen av bada processerna kan bedo-
mas i termer av cellviabilitet som tar det totala antalet livs-
dugliga celler i beaktande. Cellviabiliteten reducerades i BE
(2) ESR1-celler jaimfort med kontrollceller och ytterligare
experiment visade pa att minskad celldelning och 6kad cell-
dod lag till grund for det minskade antalet celler. NGF kun-
de delvis aterstilla den observerade reduktionen i cellviabi-
litet medan kontrollcellerna inte visade nagot svar pa be-
handlingen. Vir hypotes ir att denna induktion av cellvia-
bilitet med NGF i BE (2) ESR1-celler ir baserad pa den
vilkinda neuronskyddande effekten av NGF *(Westermark
et al, 2011).

LOSSNA FRAN SITT CELLNATVERK

For att tumorceller ska kunna bilda metastaser maste de
forvirva formagan att lossna fran sitt cellndtverk och in-
teragera med, forflytta sig lings och smilta ner den omgi-
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Mekanism for de tumorsupprimerande effekterna av ER-alfa vid neuroblastom: MYCN hdmmar expression av ERa via induktion av miR-18a och stér
pa sa vis ostrogen- och NGF-signaleringsmedierad neuronal differentiering vilket framjar en mer aggressiv fenotyp i neuroblastom. Det senare blir
uppenbart genom reducerad celllviabilitet, cellmigration och forankringsoberoende tillvaxt in vitro. Dessutom kan héga ERa-nivaer kopplas till
minskad tumortillvaxt hos moss in vivo och inte minst till forbattrad dverlevnad hos NB-patienter.

Grona pilar betecknar en induktion av en process eller ett protein och réda pilar betecknar en inhibering.

ERa = 6strogenreceptor alfa, NGF = nervtillvaxtfaktor, NGFR = NGF-receptor, TrkA = Tropomyosinreceptorkinas A, E2 = 6strogen, miR-18a = mikroR-

NA 18a.

vande extracelluldra matrisen (ECM). Dessa processer, kall-
lade cellmigration och -invasion, dr avgérande under em-
bryonal utveckling och dven for vissa celler i den vuxna
organismen, sisom makrofager. I en cancerkontext krivs
dessa tva processer for spridning, metastasering '(Hanahan,
2011). En cells forflyttning kallas migration medan cellin-
vasion behovs for att ta sig in i en vivnad eller ett organ.
Celler kan analyseras med avseende pa formagan att indu-
cera dessa tva processer 7z vitro i cellkultur. Vi fann att bada
processerna var mindre effektiva i NB-celler med férhojda
ERao-nivaer jamfort med kontrolleeller *(Dzieran et al
2018).

Slutligen bedémde vi ocksa férankringsoberoende till-
vixt. Normala celler 4r beroende av kontakt med andra cel-
ler eller med ECM medan cancerceller kan vixa utan denna
kontakt. For den férankringsoberoende tillvixtanalysen
placeras enskilda celler i ett halvfast agarosskikt som for-
hindrar direkt och indirekt kontakt med andra celler eller
ytor som de kan fista vid och de foljs for formaga till cell-
delning. Denna analys ger vanligen en bra indikation om
tumorbildningsférmagan hos celler i en levande organism
in vivo *(Mori 2009). Vi fann att den férankringsoberoende
tillvixten var signifikant forsimrad i BE (2) ESR1-celler
och att behandling med NGF endast resulterade i en partiell
forbittring av denna himning. Sammantaget talade vara i
vitro-experiment for att en 6kning av ERO-nivaer ar tillrick-
lig for att stora och hindra processer som ar direkt kopplade
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till tumo6rbildning och progression i MYCN-amplifierade
NB-celler. Det dr av vikt att vi kunde bekrifta vara avgo-
rande fynd dvenien annan BE (2) ESR1-cellklon samt dven
i en ytterligare MYCN-amplifierad NB-celllinje kallad
IMR32 *(Dzieran et al 2018).

Cellinjer i kultur fungerar som ett viktigt och bra forsta
verktyg for att studera biomedicinska fenomen i ett vil kon-
trollerbart och enkelt system. Forhallandena i en levande
organism dr emellertid mycket mer komplexa med olika di-
rekta och indirekta stimuli fran andra celltyper och ECM
som paverkar responsen hos studerade celler eller sjukdo-
mar. Dirfor ansag vi att det var viktigt att validera vara re-
sultat fran zn vitro-experimenten i iz vivo-forsok.

For detta indamal injicerades BE (2) ESR1 eller kontroll-
celler i flanken pa moss med en immunosuppression (for att
undvika en avstotningsreaktion) och tumortillvixt Gverva-
kades under tva veckor. Vara resultat visade att tumorer fran
BE (2) ESR1-celler var signifikant mindre jaimfort med kon-
trolltumorerna. Ytterligare analys visade att BE (2) ESR1-
tumorerna hade forhojda nivaer av 77/ och NPY °(Dzieran
et al 2018), tva markorer for neuronal differentiering.

STOR MANGD PATIENTDATA

Vira in vivo-experiment understrok vidare vara initiala upp-
tickter, att ERoU1 viss utstrdckning inducerar neuronal dif-
ferentiering och minskar den tumérbildande férmagan hos
MYCN-amplifierade NB-celler. Vi analyserade dirfor en
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stor méingd patientdata innehallande information om niva-
erna av tusentals gener och kliniska data fran 498 NB-pa-
tienter (Tumor Neuroblastoma - SEQC - 498 - RPM -
seqcnbl, placerad pa R2-plattformen (https://hgserverl.
amc.nl/)). Denna information gor det mojligt att med kor-
relationsanalys jimfora uttryck av olika gener med varandra
eller med kliniska data sisom 6verlevnad. I linje med véra
in vitro-data fann vi att NB-patienter med hogt M YCN-ut-
tryck eller MYCN-amplifiering hade relativt laga mRNA-
nivaer av ER0L. Vidare var nivierna av ERot och p758™ ge-
nerellt hoga i de tumorer som hade laga nivaer av MYCIN-
mRNA. Dessa data indikerar att ERot-uttryck kan kopplas
till mindre aggressiva och mer differentierade NB-tumorer.
I'linje med detta fann vi att 6verlevnadschanserna f6r NB-
patienter forbittrades med 6kat ERo-uttryck i tumoren
*(Dzieran et al 2018).

Tillsammans visar vara in vitro-, in vivo- och patientdata-
analyser att MYCN reducerar uttrycket av ER0L for att kun-
na uppritthalla ett mindre differentierat tillstind som ka-
raktiriseras av ett ligre antal neuronliknande celler och ett
mer aggressivt beteende. ERot tillhor familjen av kirnhor-
mon-receptorer (NHR) som bestar av 48 medlemmar, dir-
ibland dven retinolsyrareceptorn och glukokortikoidrecep-
torn (GR) ’(Maglich 2001). Vir grupp har tidigare funnit
att GR, i likhet med ER0L, ocksa kan frimja en mer diffe-
rentierad fenotyp i NB-celler (Ribeiro et al 2016). Emel-
lertid var den observerade induktionen av neuronal diffe-
rentiering inte fullstindig i nagot av fallen. Detta ledde oss
till hypotesen att en uppsittning av flera NHR skulle kunna
fungera i samverkan for att frimja neuronal differentiering.
Detta skulle i sin tur betyda att andra NHR ocksa kan vara
kopplade till en mindre aggressiv sjukdom. Vi anvinde dir-
for samma patientdata for att analysera hela NHR-familjen
och fann att majoriteten av NHR-familjens gener kan kopp-
las till kliniska markorer for en gynnsam NB-sjukdom
*(Dzieran et al 2018).

Sammanfattningsvis tyder vara data pa en mekanism
som bidrar till en odifferentierad fenotyp i M YCN-ampli-
fierade NB-celler: MYCN-inducerad miR-18a orsakar re-
ducerade ERO-nivaer och ddrmed foérhindras 6strogen- och
NGF-stimulerad neuronal differentiering. Vi upptickte att
overuttryck av ERoU4r tillrdckligt for att Gvervinna den ag-
gressiva fenotyp som ér associerad med hoga nivaer av
MYCN, bade 7z vitro och in vivo. Dessutom okar EROU ut-
trycket av NGF-receptorerna Trk A och, efter aktivering,
p75Y™ som bada dr avgorande f6r NGF-inducerad differen-
tiering. Ett viktigt fynd var att inte bara ERQ(, utan dven
flera andra NHR inklusive GR dr kopplade till en gynnsam
NB-sjukdom. Sammantagna talar vara data for att MYCN
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nedreglerar flera NHR i samverkan for att undertrycka des-
sas kumulativa effekt pa neuronal differentiering. Som stod
identifierade vi en stor grupp NHR, inklusive ERot och GR,
med potentiell prognostisk relevans.

Denna studie ger insikter i dialogen mellan ERot och
NGF och talar for att aktivering av ERot- och/eller NGF-
receptorer kan vara en framtida strategi for behandling av
vissa former av NB.
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