
58   onkologi i sverige nr 3 – 18

••• neuroblastom

ÖSTROGEN 
får neuroblastomceller att mogna  
ut och minskar tumörtillväxt
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Det kvinnliga könshormonet östrogen 
kan spela en viktig roll i barncancerformen 
neuroblastom. Laboratorieförsök visar att 
östrogenbehandling och överuttryck av öst-
rogenreceptorn får elakartade neuroblastom-
celler att mogna ut till mer normala, nerv-
cellsliknande celler. Studien, som publiceras i 
PNAS, ger hopp om nya behandlingsmöjlig-
heter. Ett viktigt fynd var att inte endast öst-
rogenreceptorn, ERα, utan även flera andra 
NHR (kärnhormonreceptorer), inklusive GR 
(glukokortikoidreceptorn), är kopplade till 
en gynnsam neuroblastomsjukdom, skriver 
professor Marie Arsenian-Henriksson och 
hennes medarbetare Johanna Dzieran och 
Aida Rodriguez Garcia vid Institutionen för 
mikrobiologi, tumör-och cellbiologi (MTC) 
vid Karolinska Institutet. 

Det sympatiska nervsystemet är en del av det auto-
noma nervsystemet som reglerar kroppens och or-
ganens omedvetna funktioner (exempelvis hjärt-

frekvens). Som en del i det perifera nervsystemet är sympa-
tiska nervceller och ganglier lokaliserade utanför det cen-
trala nervsystemet som består av hjärnan och ryggmärgen.

Neuroblastom (NB) är en tumörsjukdom som drabbar 
små barn och som utvecklas från prematura celler i det ännu 
outvecklade sympatiska nervsystemet. Denna form av can-
cer kan uppträda i många olika varianter, ifrån godartade 
tumörer (lågrisk NB) med mycket goda överlevnadschan-
ser, till väldigt aggressiv och spridd sjukdom (högrisk NB), 
där behandlingsmöjligheterna idag är begränsade.
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MYCN-proteinet hör till MYC-familjen av proteiner som 
är viktiga för alla cellers förmåga att dela sig och som ofta 
förekommer i alltför höga nivåer i olika cancerformer. Om-
kring 25 procent av NB har fler än två kopior av MYCN-
genen per cell – faktum är att de kan härbärgera 10 till 80 
kopior. Detta fenomen kallas genamplifikation och ampli-
fikation av MYCN är förknippad med aggressiva tumörer 
och dålig prognos för NB-patienter 1(Matthay 2016).

FÖRHINDRAR SPECIALISERING

I ett nervsystem som ännu är under utveckling kan förhöj-
da nivåer av MYCN-proteinet förhindra utvecklingen av 
specialiserade nervceller (via en process som kallas neuro-
nal differentiering) från omogna, mindre specialiserade och 
mer mobila prekursorceller 2(Knoepfler, 2002). Tillsam-
mans med ytterligare gendefekter kan detta resultera i ut-
veckling av högrisk NB. Vår forskargrupp har tidigare visat 
att MYCN med hjälp av en liten RNA-molekyl (miR-18a) 
orsakar reducerade nivåer av östrogenreceptor alfa-protei-
net (ERα). Vidare fann vi att en ökning av ERα-nivån, el-
ler en minskning av miR-18a-nivån, kan inducera en partiell 
utmognad av MYCN-amplifierade NB-celler till neuron-
liknande celler med en samtidig blockering av celldelning. 
Dessa resultat indikerar att ERα kan mediera en tumör-
hämmande effekt i NB 3(Loven et al, 2010). Detta är för-
vånande, då ERα är starkt associerad med tumörtillväxt 
(celldelning) i andra cancerformer, såsom bröstcancer 4(Mu-
noz 2015).

Målet med den aktuella studien 5(Dzieran et al, 2018) var 
att förstå varför och hur ERα har en tumördämpande effekt 
i NB-celler. När vi tog oss an frågeställningen genomförde 
vi både in vitro-studier, det vill säga experiment under kon-
trollerade former utanför en levande organism, och dess-
utom in vivo-studier i möss. I vårt fall använde vi NB-cellin-
jer som isolerats från NB-patienters tumörer och som kan 
dela sig under lång tid i cellodlingar. Dessa experiment möj-
liggjorde att a) på artificiell väg (knockdown) sänka nivå-
erna av miR-18a eller öka (överuttrycka) nivåerna av ERα, 
och b) aktivera eller inhibera exempelvis östrogenreceptor 
alfa och de signalvägar som den i sin tur kontrollerar.

Vår cellmodell var den så kallade SK-N-BE(2)-cellinjen 
som etablerats från en metastas hos en tvåårig pojke med 
malign MYCN-amplifierad NB. SK-N-BE(2)  celler har en 
immatur (omogen) fenotyp (utseende) men kan fås att bilda 
neuronalliknande nätverk med hjälp av vissa behandlingar, 
exempelvis retinolsyra.

INITIERAR SPECIFIKA PROCESSER

Med våra inledande in vitro-experiment bekräftade vi våra 
tidigare fynd att en knockdown av miR-18a resulterar i en 
uttalad induktion av neuronal differentiering och ett ökat 
uttryck av ERα 5(Dzieran et al 2018). (Gener förmedlar sin 
information med hjälp av budbärarmolekyler, så kallade 
mRNA. Transkriptionen av en gen till mRNA kallas genut-
tryck. Därefter translateras mRNA:t till ett protein). Där-
utöver förhöjdes uttrycket av cellytereceptorerna TrkA och 
p75NTR i SK-N-BE(2)-celler med reducerade nivåer av miR-
18a 5(Dzieran et al. 2018) vilket ytterligare understryker att 

MYCN hindrar neuronal differentiering via miR-18a. Både 
TrkA och p75NTR medierar signaler från nervtillväxtfaktorn 
NGF och initierar därigenom specifika processer i cellerna. 
NGF inducerar neuronal differentiering på ett kraftfullt sätt 
och NB-patienter med relativt sett högre nivåer av NGF 
eller dess receptorer p75NTR och TrkA har förbättrade chan-
ser till överlevnad jämfört med patienter som har lägre ni-
våer av dessa proteiner 6(Westermark, 2011).

På grund av det ökade uttrycket av ERα och NGF-re-
ceptorerna behandlade vi cellerna med östrogen (E2), vilket 
binder till och aktiverar ERα. Denna behandling ledde inte 
till någon ytterligare förändring i uttrycket av TrkA eller 
p75NTR, men ökade i ännu större utsträckning den neurona-
la differentieringen i SK-N-BE (2) celler med en miR-18a-
knockdown 5(Dzieran et al 2018). Därefter introducerade 
vi ERα-DNA i SK-N-BE(2)-celler för att permanent öka 
uttrycket av ERα (härefter kallade BE(2) ESR1) och ana-
lyserade förändringar i cellernas morfologi (utseende). Om 
än inte lika imponerande som i celler med miR-18a knock-
down observerades en induktion av neuronal differentie-
ring även i BE(2) ESR1-celler som inte skedde i kontrollcel-
ler. Intressant att notera var att mRNA-nivåerna av TrkA 
och, efter behandling med E2, p75NTR ökade i celler med 
höga ERα-nivåer. I linje med detta inducerades neuritut-
växt ytterligare genom behandling med NGF i BE (2) 
ESR1-celler, medan kontrollcellerna inte svarade på NGF 
5(Dzieran et al 2018). Differentierade celler är högt specia-
liserade och uppfyller specifika funktioner i kroppen. I en 
vuxen organism är dessa differentierade cellers antal strikt 
kontrollerat och celldelning sker som regel endast i syfte att 
kompensera för celler som dör.

Således karakteriseras cancer med en mer differentierad 
cellmorfologi normalt av långsammare tumörtillväxt och 
mindre aggressivt sjukdomsförlopp. Detta fick oss att stu-
dera effekten av ERα på olika cellulära processer som är 
kopplade till tumörutveckling och tumörinitiering 5(Dzie-
ran et al 2018). De förändringar som en normal och frisk 
cell behöver genomgå för att bli en tumörcell kallas ”can-
cerkännetecken” – Hallmarks of Cancer 7(Hanahan, 2011). 
Ett av de första stegen är att övervinna signaler som hindrar 
cellen från att föröka sig eller att inducera celldöd 7(Hana-
han, 2011). Kombinationen av båda processerna kan bedö-
mas i termer av cellviabilitet som tar det totala antalet livs-
dugliga celler i beaktande. Cellviabiliteten reducerades i BE 
(2) ESR1-celler jämfört med kontrollceller och ytterligare 
experiment visade på att minskad celldelning och ökad cell-
död låg till grund för det minskade antalet celler. NGF kun-
de delvis återställa den observerade reduktionen i cellviabi-
litet medan kontrollcellerna inte visade något svar på be-
handlingen. Vår hypotes är att denna induktion av cellvia-
bilitet med NGF i BE (2) ESR1-celler är baserad på den 
välkända neuronskyddande effekten av NGF 5(Westermark 
et al, 2011). 

LOSSNA FRÅN SITT CELLNÄTVERK

För att tumörceller ska kunna bilda metastaser måste de 
förvärva förmågan att lossna från sitt cellnätverk och in-
teragera med, förflytta sig längs och smälta ner den omgi-
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vande extracellulära matrisen (ECM). Dessa processer, kall-
lade cellmigration och -invasion, är avgörande under em-
bryonal utveckling och även för vissa celler i den vuxna 
organismen, såsom makrofager. I en cancerkontext krävs 
dessa två processer för spridning, metastasering 7(Hanahan, 
2011). En cells förflyttning kallas migration medan cellin-
vasion behövs för att ta sig in i en vävnad eller ett organ. 
Celler kan analyseras med avseende på förmågan att indu-
cera dessa två processer in vitro i cellkultur. Vi fann att båda 
processerna var mindre effektiva i NB-celler med förhöjda 
ERα-nivåer jämfört med kontrollceller 5(Dzieran et al 
2018).

Slutligen bedömde vi också förankringsoberoende till-
växt. Normala celler är beroende av kontakt med andra cel-
ler eller med ECM medan cancerceller kan växa utan denna 
kontakt. För den förankringsoberoende tillväxtanalysen 
placeras enskilda celler i ett halvfast agarosskikt som för-
hindrar direkt och indirekt kontakt med andra celler eller 
ytor som de kan fästa vid och de följs för förmåga till cell-
delning. Denna analys ger vanligen en bra indikation om 
tumörbildningsförmågan hos celler i en levande organism 
in vivo 8(Mori 2009). Vi fann att den förankringsoberoende 
tillväxten var signifikant försämrad i BE (2) ESR1-celler 
och att behandling med NGF endast resulterade i en partiell 
förbättring av denna hämning. Sammantaget talade våra in 

vitro-experiment för att en ökning av ERα-nivåer är tillräck-
lig för att störa och hindra processer som är direkt kopplade 

till tumörbildning och progression i MYCN-amplifierade 
NB-celler. Det är av vikt att vi kunde bekräfta våra avgö-
rande fynd även i en annan BE (2) ESR1-cellklon samt även 
i en ytterligare MYCN-amplifierad NB-celllinje kallad 
IMR32 5(Dzieran et al 2018).

Cellinjer i kultur fungerar som ett viktigt och bra första 
verktyg för att studera biomedicinska fenomen i ett väl kon-
trollerbart och enkelt system. Förhållandena i en levande 
organism är emellertid mycket mer komplexa med olika di-
rekta och indirekta stimuli från andra celltyper och ECM 
som påverkar responsen hos studerade celler eller sjukdo-
mar. Därför ansåg vi att det var viktigt att validera våra re-
sultat från in vitro-experimenten i in vivo-försök.

För detta ändamål injicerades BE (2) ESR1 eller kontroll-
celler i flanken på möss med en immunosuppression (för att 
undvika en avstötningsreaktion) och tumörtillväxt överva-
kades under två veckor. Våra resultat visade att tumörer från 
BE (2) ESR1-celler var signifikant mindre jämfört med kon-
trolltumörerna. Ytterligare analys visade att BE (2) ESR1-
tumörerna hade förhöjda nivåer av TH och NPY  5(Dzieran 
et al 2018), två markörer för neuronal differentiering.

STOR MÄNGD PATIENTDATA

Våra in vivo-experiment underströk vidare våra initiala upp-
täckter, att ERα i viss utsträckning inducerar neuronal dif-
ferentiering och minskar den tumörbildande förmågan hos 
MYCN-amplifierade NB-celler. Vi analyserade därför en 

••• neuroblastom

Mekanism för de tumörsupprimerande effekterna av ER-alfa vid neuroblastom: MYCN hämmar expression av ERα via induktion av miR-18a och stör 
på så vis östrogen- och NGF-signaleringsmedierad neuronal differentiering vilket främjar en mer aggressiv fenotyp i neuroblastom. Det senare blir 
uppenbart genom reducerad celllviabilitet, cellmigration och förankringsoberoende tillväxt in vitro. Dessutom kan höga ERα-nivåer kopplas till 
minskad tumörtillväxt hos möss in vivo och inte minst till förbättrad överlevnad hos NB-patienter. 
Gröna pilar betecknar en induktion av en process eller ett protein och röda pilar betecknar en inhibering.
ERα = östrogenreceptor alfa, NGF = nervtillväxtfaktor, NGFR = NGF-receptor, TrkA = Tropomyosinreceptorkinas A, E2 = östrogen, miR-18a = mikroR-
NA 18a.
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stor mängd patientdata innehållande information om nivå-
erna av tusentals gener och kliniska data från 498 NB-pa-
tienter (Tumor Neuroblastoma - SEQC - 498 - RPM - 
seqcnb1, placerad på R2-plattformen (https://hgserver1.
amc.nl/)). Denna information gör det möjligt att med kor-
relationsanalys jämföra uttryck av olika gener med varandra 
eller med kliniska data såsom överlevnad. I linje med våra 
in vitro-data fann vi att NB-patienter med högt MYCN-ut-
tryck eller MYCN-amplifiering hade relativt låga mRNA-
nivåer av ERα. Vidare var nivåerna av ERα och p75NTR ge-
nerellt höga i de tumörer som hade låga nivåer av MYCN-
mRNA. Dessa data indikerar att ERα-uttryck kan kopplas 
till mindre aggressiva och mer differentierade NB-tumörer. 
I linje med detta fann vi att överlevnadschanserna för NB-
patienter förbättrades med ökat ERα-uttryck i tumören 
5(Dzieran et al 2018).

Tillsammans visar våra in vitro-, in vivo- och patientdata-
analyser att MYCN reducerar uttrycket av ERα för att kun-
na upprätthålla ett mindre differentierat tillstånd som ka-
raktäriseras av ett lägre antal neuronliknande celler och ett 
mer aggressivt beteende. ERα tillhör familjen av kärnhor-
mon-receptorer (NHR) som består av 48 medlemmar, där-
ibland även retinolsyrareceptorn och glukokortikoidrecep-
torn (GR) 9(Maglich 2001). Vår grupp har tidigare funnit 
att GR, i likhet med ERα, också kan främja en mer diffe-
rentierad fenotyp i NB-celler 10(Ribeiro et al 2016). Emel-
lertid var den observerade induktionen av neuronal diffe-
rentiering inte fullständig i något av fallen. Detta ledde oss 
till hypotesen att en uppsättning av flera NHR skulle kunna 
fungera i samverkan för att främja neuronal differentiering. 
Detta skulle i sin tur betyda att andra NHR också kan vara 
kopplade till en mindre aggressiv sjukdom. Vi använde där-
för samma patientdata för att analysera hela NHR-familjen 
och fann att majoriteten av NHR-familjens gener kan kopp-
las till kliniska markörer för en gynnsam NB-sjukdom 
5(Dzieran et al 2018).    

Sammanfattningsvis tyder våra data på en mekanism 
som bidrar till en odifferentierad fenotyp i MYCN-ampli-
fierade NB-celler: MYCN-inducerad miR-18a orsakar re-
ducerade ERα-nivåer och därmed förhindras östrogen- och 
NGF-stimulerad neuronal differentiering. Vi upptäckte att 
överuttryck av ERα är tillräckligt för att övervinna den ag-
gressiva fenotyp som är associerad med höga nivåer av 
MYCN, både in vitro och in vivo. Dessutom ökar ERα ut-
trycket av NGF-receptorerna TrkA och, efter aktivering, 
p75NTR som båda är avgörande för NGF-inducerad differen-
tiering. Ett viktigt fynd var att inte bara ERα, utan även 
flera andra NHR inklusive GR är kopplade till en gynnsam 
NB-sjukdom. Sammantagna talar våra data för att MYCN 

nedreglerar flera NHR i samverkan för att undertrycka des-
sas kumulativa effekt på neuronal differentiering. Som stöd 
identifierade vi en stor grupp NHR, inklusive ERα och GR, 
med potentiell prognostisk relevans. 

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