Neuroblastom

som modell for

att forsta effekt av
syrebrist i tumorer



Nobelpriset i medicin och fysiologi for 2019 tilldelades professorerna Gregg Semenza,

Peter Ratcliffe och William Kaelin som alla tre har utrett olika molekyldra steg i mekanis-
merna bakom cellers formaga att kdnna av och anpassa sig till ldga syretryck, hypoxi. Fran
att ha varit en fraga for framst fysiologer, har insikter om cellers anpassningsmekanismer till
lagt syre ocksa kommit att bli centrala i forstaelsen av cancercellers och enskilda tumorers
beteenden. Har beskriver professor Sven Pahlman hur upptackterna bakom Nobelpriset
kan bana vag for ny behandling av neuroblastom.

entrala i dessa mekanismer dr

nagra syrekinsliga proteiner,

”Hypoxia Inducible Factor”
(HIF) alfa, som férekommer i tre for-
mer, HIF-1o,, HIF-200 samt HIF-3qL.
HIF-o subenheterna stabiliseras vid
laga syrenivaer och bildar da, var for
sig, komplex med proteinet ARNT.
Dessa proteinkomplex binder till ut-
valda sekvenser i DNA, sekvenser som
finns i de gener som borjar uttryckas
vid laga syretryck for att dels anpassa
cellen och organismen till det laga sy-
retrycket, dels motverka att det laga sy-
retrycket i vivnader bestar. En av de
grundldggande fragestillningarna som
ledde till mekanismernas upptickt var
frigan om hur mingden réda blod-
kroppar kunde 6ka hos till exempel in-
divider som vistades pa hog hojd. For-
klaring, som Semenza var forst att pub-
licera (Semenza och Wang, 1992), dr att
syntesen av erytropoietin, hormonet
som stimulerar bildningen av réda
blodkroppar, 6kar pa grund av att ut-
trycket av erytropoietin-genen vid laga
syrenivaer aktiveras av HIF-komplexet,
som alltsa verkar som en transkrip-
tionsfaktor. Ett annat tidigt fynd som

visade sig centralt for forstaelsen av
normal fysiologi, var upptickten att ny-
bildning av blodkirl triggas av lokal
vivnadshypoxi och att flera pro-angio-
gena faktorers gener aktiveras av HIF
vid laga syrenivaer.

Solida tumérer ar hypoxiska. Det stora
intresset bland tumorforskare och on-
kologer for dessa fynd berodde initialt
pa att man tidigt hade funnit att solida
tumorer Gver lag var hypoxiska (daligt

syresatta) och att det i flera tumorfor-
mer foreligger en stark korrelation mel-
lan dalig tumorsyresittning och agg-
ressiv tumorsjukdom (Hockel et al.,
1996). Lagt syretryck aktiverar en
mingd gener och cellulira mekanis-
mer, manga kopplade till tumorvixt
(Bild 1). Exempelvis dr nybildningen
av blodkirl centralt for solida tumérers
mojligheter att vixa sig storre dn nagra
mm i diameter, en process som ir
starkt kopplad till hypoxi och aktive-
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... the neuroblastoma stem cell?

The perivascular HIF-20* positive NB cells are immature — mesenchymal like

Pietras et al. J Pathol 2008

ringen av HIF-komplexen, som kort-
fattat beskrivits ovan. Lite senare har
man funnit att de gener som ir invol-
verade i nedbrytningen av HIF-o sub-
enheterna fungerar som suppressorge-
ner i vissa cancerformer, till exempel
von Hippel-Lindau (I7//L)-genen,
som kodar for VHL-proteinet, vilket
kravs for att HIF-o proteiner skall de-
graderas vid normala syretryck. Avsak-
nad av "Z/L i till exempel klarcellig
njurcancer leder till att HIF aktiveras
dven vid normala syretryck, vilket i sin
tur kan kopplas till okontrollerad tu-
morcellsvixt (Cho et al., 2016). Det £6-
religger dirfor ett stort medicinskt in-
tresse att med farmakologiska medel
bade stimulera (blodbrist) och under-
trycka (cancer) HIF-aktivitet, an-
stringningar som vad giller cancerbe-
handling sammanfattats i Wigerup et
al. (2017).

HIF-2 och utvecklingen av det sympa-
tiska nervsystemet. Min forskargrupps
ingang i detta forskningsfilt var obser-
vationer i vivnadssnitt fran barntumo-
ren neuroblastom (som utgar fran
omogna sympatiska nervceller) att tu-
morceller som lag nira nekroser (det
vill sdga centralt liggande dod tumér-
vivnad) dndrade utseende och genut-
tryck, resultat som vi publicerade under
samma period som mekanismerna bak-
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om cellers férmaga att kidnna av syre-
trycket nystades upp av arets nobelpris-
tagare. Ndgot ar senare publicerade
Steve McKnights grupp férekomsten
av en andra HIF-o-kodande gen,
EPAST som kodar for proteinet HIF-
20.. Denna gen var speciellt intressant
for oss som studerar neuroblastom, ef-
tersom utslagning av 22457 i moss vi-
sade sig resultera i ett ofullstindigt ut-
vecklat sympatiskt nervsystem (Tian et
al., 1998). Kopplingen mellan ett hy-
poxiaktiverat protein, HIF-20, och
normal utveckling av det sympatiska
nervsystemet (SNS), samt att neuro-
blastomceller andrar sitt utseende och
utmognadsgrad i anslutning till tumor-
nekroser, fick oss att undersoka hur od-
lade neuroblastomceller uppforde sig
vid laga syretryck. Lite till var forva-
ning fann vi att de hypoxiska neuro-
blastomcellerna blev stamcellslika (Jogi
et al,, 2002). Idag vet vi, baserat pa en
mingd efterféljande studier av andra
grupper, att hypoxi haller stamceller
omogna och att syre driver differentie-
ring (utmognad) av stamceller, obser-
vationer vars implikationer nyligen dis-
kuterats och sammanfattats i Hammat-
lund et al. (2018).

HIF-2 och neuroblastom. Den koppling
mellan normal SNS-utveckling och
HIF-2 som utslagningen av EPAST pa-

visade, var naturligtvis speciellt intres-
sant for oss eftersom neuroblastomcel-
ler beter sig som omogna SNS-neuro-
blaster och att odlade neuroblastomcel-
ler kan formas att differentiera mot en
cell med mogna sympatiska nerveells-
funktioner, ett forskningsspar som pa-
gatt i min grupp sedan snart 40 ar. Vi
analyserade dédrfoér neuroblastomviv-
nad for férekomst av HIF-20(-proteinet
och fann som forvintat férhojda niva-
er i tumorceller som lag i anslutning till
nekroser. Betydligt mera ovintat, och
svarforklarligt, var fyndet att vissa tu-
morceller som lag i anslutning till blod-
kirl hade kraftigt HIF-20t-uttryck och
att forekomst av dessa HIF-20t-positiva
celler korrelerade till dalig prognos
(Holmquist-Mengelbier et al., 2000),
observationer som ocksa gjordes i
gliomvivnad. Kopplingen mellan ag-
gressiv sjukdom och férekomsten av
dessa celler i neuroblastom fick en
tinkbar forklaring da vi vid ndrmare
analys av dessa peri-vaskulira,
HIF-2a-positiva celler, fann att dessa
celler hade en mesenkymal stamcells-
liknande fenotyp (Pietras et al., 2008)
(Bild 2). Vi har allt sedan dess forsokt
isolera dessa celler fran neuroblastom-
vivnad, ett svart projekt med tanke pa
hur ovanliga dessa barntumorer ér. For
att 6verhuvudtaget ga i land med pro-
jektet, men ocksa for att ta fram kli-



niskt relevanta djurmodeller f6r neuro-
blastom, har vi etablerat human neuro-
blastomvivnad som sa kallad “patient-
derived orthotopic xenografts”
(PDOX) i moss (Brackeveldt et al.,
2015) for att ddrigenom fa kontinuerlig
tillgang till human neuroblastomviv-
nad. Dirtill har det visat sig att dessa
PDOX-tumorer bibehaller sina feno-
och genotyper vid passage i djur res-
pektive vid odling i stamcellsunder-
stodjande medium. Och kanske vikti-
gast av allt, dessa PDOX-tumérer har
formaga att metastasera till relevanta
organ, inklusive benmirgen, vilket gor
dem till extra relevanta tumormodeller
for neuroblastom (Bild 3). For att av-
sluta detta sidospar, har vi i delvis opu-
blicerade forsok visa att dessa tumorer
har en liten population mesenkymala
tumorceller, som dr HIF-20l positiva
vid fysiologiska och till och med hoéga
syretryck. Dirtill, dessa celler kan
spontant overga i en neuroblast-lik,
”bulk” fenotyp, en férvintad egenskap
hos en neuroblastomstamcell.
Forekomsten av hoga HIF-2a pro-
teinnivaer i till synes vil syresatta celler
(Bild 2) som lag i anslutning till blod-
kdrl var vid tiden for upptickten bade
ett kontroversiellt och svarforklarat
fynd. Vi kunde dock visa att HIF-200
stabiliserades vid betydligt hogre syre-
tryck an HIF-1ot och att stabilisering av
HIF-1o skedde momentant och kling-

ade av successivt vid akut hypoxi, med-
an HIF-20! forblev stabiliserat vid kro-
nisk hypoxi (Holmquist-Mengelbier et
al., 2000). Dessa observationer antyder
olika roller for HIF-1 och HIF-2-kom-
plexen vid cellers anpassning till for-
andringar i omgivningens syresittning,
Det visar sig ocksa att HIF-2-trans-
kriptionsfaktorn kan vara aktiv vid
icke-hypoxiska syrenivder. Detta till
skillnad mot HIF-1-aktiviteten som
regleras pa fler sitt 4n bara via prote-
instabilisering, vilket gor att HIF-
1-transkriptionsfaktorn inte dr aktiv
vid hoga syretryck, dven i situationer
dir HIF-1o-proteinet dr stabilt.

Pseudohypoxi. Baserat pa dessa fynd
har vi och andra introducerat ett nytt
begrepp vad giller HIF-signalering for
att namnge ett celluldrt tillstand,
”pseudohypoxi”, som vi forst upptick-
te 1 tumorer, nimligen att tumorceller
i vissa fall 4r syresatta men dnda beter
sig som om de vore hypoxiska. Detta
tillstand verkar frimst bero pa en akti-
vering av HIF-20 via molekyldra me-
kanismer som vi idag inte fullt ut kin-
ner till vilka de dr. En viktig pusselbit
for att forstd betydelsen av det pseudo-
hypoxiska tillstandet f6r tumorupp-
komst och malignitet dr de tumorfor-
mer som forlorat VHL-genen och dir-
med har ett hogt uttryck av framférallt
HIF-2¢ dven i ndrvaro av syre. Klar-

Orthotopic PDX tumor cells (NCAM?*) metastasize to clinically
relevant sites, including bone marrow

PDX

Braekeveldt et al., Int J Cancer 2015

cellig njurcancer 4r den VHL-deletera-
de tumorform dir HIF-2 och den pseu-
dohypoxiska fenotypens betydelse for
tumorvixt, och mojligen dven upp-
komst, 4r mest uppenbar och studerad.
Eftersom det nyligen framtagits en
grupp strukturellt relaterade HIF-2-in-
hibitorer som specifikt binder och
himmar den transkriptionella aktivite-
ten hos HIF-2, men som inte inhiberar
HIF-1, har betydelsen av aktiverat
HIF-2 f6r tumorvixt testats experi-
mentellt med positivt resultat. Dirmed
har kliniska provningar startats vars re-
sultat hela forskarvirlden nu vintar pa.

Hypoxi, pseudohypoxi och stamcellig-
het. Som nimnts ovan verkar syrebrist
bidra till att stamceller bibehaller sin
“stamcellighet” och att stamceller ofta
ligger i vivnadsnischer som dr hypox-
iska. Dock giller detta inte alla stam-
cellsnischer och vi har stillt oss fragan
hur till exempel stamceller i vivnad
(adulta stamceller) som regenereras li-
vet ut bibehaller sin stamcellighet om
stamcellerna inte ligger i en hypoxisk
nisch (Hammarlund et al., 2017). Vi
har da lanserat hypotesen att stamceller
via pseudohypoxi kan forbli stamceller
dvenindrvaro av syre och att det vi ser
i tumorer kan avspegla ett normalt ske-
de i utvecklingen. Igen med utgangs-
punkt i vara neuroblastomstudier dir
vi ser stamcellslika celler som bade dr
syresatta och har hoga nivaer av HIF-2
(Pietras et al., 2008), sa finner vi att
mycket tidiga, omogna, sympatiska
neuroblaster detekterade i human fos-
tervivnad faktiskt har hoga HIF-20l-
nivaer trots att vivnaden dr vil syresatt.
Dessa fynd, tillsammans med det fak-
tum att EPAS1/HIF-20 verkar som en
onkgen i flera olika tumérformer ge-
nom att konstitutivt vara aktiverad,
dels genom forlust av /L (exempel-
vis klarcellig njurcancer och paragang-
liom) eller genom aktiverande mutation
i EPAST (HIF-2-kodande genen i pa-
ragangliom och feokromocytom) anty-
der att pseudohypoxi bade kan driva
stamcellighet och tumorinitiering och/
eller tumorprogression.

Ett tack riktas till alla mina medarbe-
tare som genomfort de studier som be-
skrivits ovan, ingen nimnd — ingen
glomd. Nagra projekt dr fortfarande
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pagaende och leds nu av docent Sofie
Mohlin, docent Daniel Bexell och fil dr
Emma Hammarlund. Min forskning
har under ett stort antal ar stotts av
Cancerfonden, Barncancerfonden, VR
samt ett stort antal privata fonder res-
pektive statsfinansierade riktade sats-
ningar. Detaljerade tack finns i Ack-
nowledgements” i mina publicerade
arbeten, som dven redovisar de forska-
re som deltagit i de specifika studierna.
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