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Kromosomal obalans i

neuroblastom

— molekylara aktiviteter for framtiden

Ny forskning visar pd komplexiteten i de genetiska obalanserna som &terfinns i
neuroblastom, ndgot som delvis kan férklara mekanismerna bakom neuroblastom-
initiering. Nu star forskningsfiltet infér en viktig utmaning nér det giller hur man
bést tolkar de olika kromosomala abnormiteterna, och kombinationerna av moleky-
lara aktiveringsmekanismer och avvikande cellsignalering, speciellt i hogrisk neuro-
blastom. Har beskriver forskarna Marcus Boreniis, Torben EKk, Jikui Guan,
Bengt Hallberg och Ruth Palmer, samtliga verksamma i Goteborg, senaste

nytt frdn detta angeldgna forskningsomrade.
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’ Bordan av behand-

lingen &r stor med
risk for komplikationer och
sena biverkningar.

euroblastom 4r den vanligaste tuméren hos spad-
N barn och medianéldern vid diagnos 4r 18 manader "

2, Sillsynta fall upptrider dven i tondren och hos
unga vuxna'. Neuroblastom uppkommer i det primitiva
sympatiska nervsystemet och tumérer kan uppkomma lings
hela sympatiska grinsstringen fran halsen ner till bickenet,
eller i binjurarna'. Citka hilften av patienterna har metasta-
ser vid diagnos'. Neuroblastom uppvisat mycket heterogent
kliniskt forlopp, alltifrin spontan regtess eller utmognad
till ganglioneurom, till progressiv metastaserande sjukdom
trots intensiv multimodal behandling"’.

Internationella neuroblastom-risk-gruppen (INRG) tog
2009 fram ett klassificeringssystem baserat pd dldet, stadi-
um, tumorhistologi, differentieringsgrad, MYCN-amplifie-
ring, 11q-aberration och ploiditet for att definiera vildigt
lag — (5 ar Event Free Survival (EFS) >85%), lag — (5 ar
EFS >75% till £85%), intermedidr-(5 4r EFS 250% till
<75%) och hogrisk (5 ar EFS <50%) grupper. Hogrisk-
gruppen utgdr den procentuellt storsta gruppen av patien-
terna (cirka 40 procent)’. Behandling av hogrisk neuro-
blastom utg6r den storsta utmaningen och man hatr genom
sekventiella studier kommit fram till intensiv induktions-
kemoterapi , lokalbehandling med kirurgi och postoperativ
radioterapi, konsolidering med hogdoskemoterapi med au-
tologt stamcellsstod och underhillsbehandling med anti-
GD2 och 13-cis retioninsyra (Figur 1). Bérdan av behand-
lingen 4r stor med risk f6r komplikationer och sena biverk-
ningar’. Det finns alltsa stor anledning att hitta mer malrik-
tad och immunologiskt inriktad terapi 4n nuvarande tox-
iska behandlingsprotokoll. Dirfor att det viktigt att forstd
de bakomliggande molekylira aktiveringsmekanismerna for
initiering av neuroblastom.

Mycketlag | Observation eller
- lag risk kirurgi

Intermediar Kemoterapi Kirurgi
risk 2-8 kurer

Hog risk Intensiv induktions-  Stamcellsaferes
kemoterapi Kirurgi

Hogdoskemo + Immunterapi (anti
autologa stamceller  GD2) + 13-cis RA

Figur 1. Behandlingséversikt av neuroblastom.
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neuroblastom

Genetisk profil

Overlevnad 5 ar efter diagnos

Andel av undersokta fall

MNA 46 % 21 % (n=93)

Partiell 11g- 48 % 22 % (n=94)

MNA och partiell 11g- 0% 6 % (n=26)
179+ (utan MNA eller 11g-) 66 % 12 % (n=52)
Andra segment 92 % 12 % (n=51)
Endast numerisk 95 % 27 % (n=117)

Tabell 1. Overlevnad fem &r efter diagnos baserad pé genetisk profil. Overblick av vanliga analyserade genetiska abnormiteter hos neuroblastom.
Data dr sammanstalld fran 6ver 400 svenska neuroblastompatienter. Anpassad med tillatelse fran Siaw et al. och Guan et al. 2021. MNA,

MYCN-amplifierad; 11g-, 11g-deletion ; 17g+, 17q gain.

Hur neuroblastom uppkommer ir till stor del inte kint,
hitintills har endast ett fatal cancerdrivande gener identifie-
rats. Ddremot visar hog-risk neuroblastom fler genetiska av-
vikelser som till exempel amplifiering av proto-onkogenen
MYCN eller aberration av 11q* och fem érs 6verlevnad for
bada dessa grupper dr under 50 procent (Tabell 1)*¢. Det
finns dock méanga andra genetiska avvikelser, bade hos hog-
risk och icke-hogrisk neuroblastom, som skulle kunna ha
betydelse for framtida behandlingsformer. Ndr Cohn et al.
tog fram klassificeringssystemet f&r neuroblastom 2009 var
den totala 6verlevnaden (overall survival) for 1p aberratio-
ner 100 procent samtidigt som det endast fanns data for 17q
status fran mindre dn fem procent av deltagarna, varfor 1p
och 17g-status exkluderades fran kriterierna for klassifice-
ringen av neuroblastom®*.

Hir presenterar vi nya ron med fokus pa framfor allt
MYCN-amplifiering (MNA) och 11g-aberrationer, som av-
slojar molekyldra mekanismer som sannolikt bidrar till hog-
risk neuroblastom.

MYCN-AMPLIFIERING

I en nyligen publicerad studie fann man nir man under-
sokte 6ver 400 neuroblastom-patienter i Sverige att ungefir
20 procent av neuroblastomfallen hade MNA vilket 4r as-
socierat med lag femarsoverlevnad efter diagnos (Tabell 1) °.
Amplifiering av MYCN-onkogenen var en av de férsta upp-
tickta genetiska forindringarna i neuroblastom som visade
sig vara en viktig prognostisk indikator”.

Hogrisk neuroblastom med MNA uppvisar vanligen for-
lust av heterozygositet pd kromosom 1p och ir associerad
med deletion av 1p36 i runt 70 procent av fallen®’. I tvd ny-
ligen, oberoende av varandra, publicerade studier omvirde-
rade man inverkan av forlust av 1p heterozygositet pa ut-
vecklingen av MYCN-driven neuroblastom®". I den ena
studien, Garcia-Lopez et al., tog man pa genetisk vig bort
motsvarande 1p36 i neuralistceller frin moss for att efter-
likna 1p36 heterozygositet forlust/MNA neuroblastom?®.
Borttagandet av 1p36, som inneholl tumorsuppressorgenet-
na Aridla och Chd5, resulterade i 6kad tillvixt och migra-
tion samt defekter i differentieringen in vitro. De observe-
rade att forlust av 1p36 inte paverkar tumorpenetransen
tillsammans med 6veruttryckt MYCN, dock minskade tiden
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for initiering av tumorbildningen tillsammans med 6verut-
tryckt MYCN in vivo®. Man observerade dven att 1p36 dele-
tion i kombination med 6veruttryckt MYCN resulterade i
mindre differentierad tumor nir man jimférde med endast
overuttryckt MYCN in vivo. Analyser av mojliga 1p36 tu-
morsuppressorgener identifierade Aridla-genen som den
gen med den starkaste korrelation mellan uttrycksniva och
tumorstart. Denna studie har 6kat den molekylira forstael-
sen av 1p36 heterozygositet i MYCN-driven neuroblastom
och identifierat SWI/SNF kromatinremodelleringskom-
plexets subenhet Aridla som en MYCN-kollaboratér som
paskyndar tumoérbildandet hos neuroblastom®.

Den andra studien av ARID1A i zebrafisk resulterade i
liknande slutsatser'’. Hir pavisade man att deletion av ARI-
D1A-homologen i en zebrafiskmodell paskyndade initie-
ringen av tumorbildning men dven 6kade penetransen i
MYCN-driven neuroblastom". Vidare undersoktes ARI-
D1As roll i humana neuroblastomeceller och dir visade ex-
perimentet att forlust av genen ARID1A inte paverkar till-
vixt men frimjar invasivitet och migration. Intressanta
RNA-analyser fran dessa celler visar ocksa att avsaknad av
ARID1A medfér en adrenerg-till-mesenkymal cell status
overgang". Mesenkymala celler upptidcks mer i post-terapi
och aterfalls-neuroblastomtumorer, och dessa celler har ett
mer odifferentierat tillstind. Diremot representerar celler
av adrenerg-typ ett mer differentierat tillstind, med likheter
med adrenerga-celler som kromaffina-celler i binjuren.

Sammanfattningsvis stoder och antyder dessa rapporter
en viktig roll f6r 1p36-lokuset och ARID1A i tumérutveck-
lingen hos neuroblastom, dir forlust av ARID1A modulerar
tumorstart, invasivitet och inducerar en mesenkymal (odif-
ferentierad) fenotyp som skulle kunna 6ka resistansen mot
kemoterapi. Saledes ansluter sig nu ARID1A-genen till lis-
tan av mojliga tumorsuppressorgener lokaliserade till 1p36
som kan ha potential att paverka neuroblastom-initiering
och -progression.

ANAPLASTISKT LYMFOM KINAS (ALK)

En av de fa onkogener pa mutationskartan i neuroblastom
ir aktiverande mutationer i Anaplastiskt Lymfom Kinas
(ALK), en Receptor Tyrosin Kinas (RTK), bade hos spora-
diska och familjira fall och det dr uppskattat att aktiverande



eee neuroblastom

mutationer i ALK utgor cirka tio procent av primirfallen”?.
Guan et al. presenterade nyligen ett kliniskt fall av neuro-
blastom dir patienten inte tolererade den konventionella
terapin pa grund av en underliggande Fanconi-anemi". Ge-
netiska analyser pavisade en ny ALK-mutation. Efter flera
molekylira analyser behandlades patienten med ceritinib,
en andra generationens tyrosinkinasinhibitor mot ALK,
och uppvisade total remission efter 21 manaders behand-
ling". T slutet av 2021 presenterades en fas 1-studie pa ce-
ritinib till barn med ALK-positiv malignitet och hir obser-
verade man en respons och sjukdomsstabilitet pa Gver 50
procent av neuroblastom-kohorten'”. Utvecklingen av
ALK-tyrosinkinasinhibitorer har frin 2007 gagnat behand-
lingen av ALK-positiva cancerpatienter, framforallt ALK-
positiva lungcancerpatienter. En rundfragning bland svens-
ka barnonkologer angaende behandling av enstaka patient-
fall med ALK-muterade neuroblastom och svikt av konven-
tionella behandlingsprotokoll, visar att enstaka patientfall
har en god respons pa behandling med tredje generationens
ALK-inhibitor lorlatinib”. I den nu pagaende europeiska
behandlingsstudien f6r hogrisk neuroblastom (NCT04221035)
har man tillsammans med USA 6ppnat en substudie med
tilligg av lorlatinib i den 6vriga behandlingen for hogrisk
neuroblastom”, det vill siga de som har en ALK-amplifie-
ring eller ALK-mutation (NCT03107988). Det finns ingen
ALK-inhibitor som har indikationen neuroblastom, sa be-
hovet av mer data ir stort.

Idag idr det allmint accepterat att ALK och MYCN sam-
arbetar i att driva neuroblastom. MYCN, ALK och en av
liganderna till ALK, ALKALZ2, dr lokaliserade till ett om-
rade pa kromosom 2p (Figur 2A). Nyligen rapporterade
Javanmaride et al. att ungefir 30 procent av 365 neuro-
blastompatienter uppvisar en kromosomal ”2p-gain” eller
amplifiering i detta omrade som visar sig ha en dailig “event
free survival”™. Vad hinder nir trojkan bestiende av AL-
KAL2, ALK och MYCN ir lite eller mycket 6veruttryckta/
aktiverade (Figur 2B)? Svaret kom delvis frain Borenis et al.
som visade att ALK-liganden ALKAL2 samarbetar med
MYCN till en snabb, aggressiv och penetrativ neuro-
blastomtillvixt och mirk vil i frainvaro av ALIK-mutation®.
Dessa uppkomna tumoérer uppvisade en RNA-signatur likt
den hos ALK-mutant/MYCN-driven neuroblastom sam-
tidigt som ALKAL2/MYCN-tumorer dr kinsliga for
tyrosinkinasinhibitor (T KI)-behandling”. I samma spar
rapporterades det nyligen om en patient med refraktir me-
tastasering och uttémda terapeutiska alternativ men med
kinda kromosomala forindring tillsammans med en 2p-
gain fenotyp med en mutation i liganden ALKAL2". Mo-
lekyldra prekliniska tumdranalyser fran patienten visade en
tydlig aktivering av vildtypsreceptorerna ALK/TRKA.
Patienten svarade positivt pa entrectinib, vilket 4r en him-
mare bade for ALK och TRKA, och har idag ett stabilt
kliniskt tillstand. Denna patient dr det forsta rapporterade
neuroblastomfallet med en 2p-gain variant med preklinisk
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Figur 2. A) Lokalisation av ALKAL2, MYCN och ALK pa kromosom 2p. ALKAL2, MYCN och ALK ligger pd kromosom 2p25-3, 2p24.3 och 2p23.2,
respektive. B) 2p-regionen med normalt kopia nummer (till vénster), 2p-gain (mitten) och amplifierad (till hoger) vilket medfér allt frdn normal
reglering av nedstréms gener och dess aktivitet till amplifierad och 6veruttryckta malproteiner som skapar en proteinobalans vilket gynnar

tumortillvéxt.
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pavisad ALK-aktivitet som behandlats med ALK-inhibi-
tor'’. Dessa fynd visar att trojkan, ALKAL2, ALK och
MYCN hos patienter med 2p-gain kan generera en oreglerad
ALK-signalering och dirfor finns det goda skil att 6ver-
viga ALK TKI-behandling dven i denna grupp, i forsta
hand inom ramen for kliniska studier.

11Q-AVVIKELSER

I den nyligen publicerade studien av Siaw et al. uppgick an-
delen av patienterna med partiell kromosomal 11q-forlust
till ungefir 20 procent av andelen understkta neuroblast-
omfall (Tabell 1)°.

Fran genetiska studier av 11q-deleterade patienter har ett
antal kandidatgener foreslagits vara av en onkogen eller tu-
morsuppressorgen karaktir men inga mekanistiska analyser
kan forklara sambandet mellan 11q och neuroblastom”. Tva
nyutkomna artiklar har skidnkt nytt ljus pa 11q-deletions roll
i neuroblastom fran olika vinklar®". Keane et al. anvinde
sig av offentligt tillgingligt mikroarraydata och kunde pa-
visa att hogre DLG2 uttryck, beldgen till kromosom 11q14,
hade en positiv korrelation med bittre prognos'. Dirtill vi-
sade man att cellinjer med 11g-deletion uppvisade minskad
celltillvixt nir DLG2 6veruttrycktes”. Det dr tidigare kint
att DLG-genen i Drosophila har tumérsuppressor-aktivitet.
Siaw et al. identifierade dven DLG2 som en tumorsup-
pressorgen genetiskt och kunde korrelera DLG2-genens be-
tydelse under utveckling av neuralistceller med prognos hos
neuroblastom®. Siaw et al’s tillvigagangssitt bygede pa fynd
fran Furlan et al.” och hypotiserade att gener inkluderande
iden transkriptoriska transitionssignaturen, som hittas hos
en intermediir progenitorcelltyp kallad for ”bridge cell”

(6vergangsceller), skulle vara viktiga for differentieringen
av Schwanncell prekursor till kromaffina-celler® (Figur 3).
I ”bridge-signaturen” dr faktiskt DL.G2 uppreglerad i det
slutgiltiga differentieringssteget fran Schwanncell prekursor
till kromaffina celler®". Dessutom visade Siaw et al. att Gver-
uttryck av DLG2 i neuroblastomcellinjer minskade tillvix-
ten och leder till uttryck av binjurespecifika gener vilket
fraimjar differentiering till mer kromaffinlika celler®. Dartill
kunde de dven visa, intressant nog, att ALK-baserad signa-
lering dimpade DLG2-transkription vilket tyder pa att on-
kogen ALK-signalering blockerar transkription av differen-
tieringsgener’. Denna forklaring av DLG2s roll som en
suppressorgen atfoljdes av en omfattande genetisk analys av
120 partiell 11q-deletion fall som identifierade DLG2 som
den mest proximala genen i den kortaste regionen av gene-
tiskt Gverlapp i patientmaterial dir dven DLG2 var stord i
alla 11g-deletionfallen som undersoktes®. Dessa observatio-
ner fick Siaw et al. att konkludera att DLLG2 agerar som en
tumorsuppressorgen i kromosom 11q-deleterade neuro-
blastom och spelar en avgorande roll i differentieringen av
celler hirstammande fran neuralisten®.

SLUTORD

Sammantaget skinker dessa nyligen publicerade arbeten ljus
at komplexiteten av de genetiska obalanserna som aterfinns
i neuroblastom och forklarar delvis bakomliggande meka-
nismer for neuroblastom-initiering. Hur man bist tolkar de
olika kromosomala abnormiteterna och kombinationerna
av molekyldra aktiveringsmekanismer och avvikande cell-
signalering, speciellt i hogrisk neuroblastom, ir en viktig
utmaning for forskningsfiltet de kommande aren. Emel-
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Figur 3. Bade Schwann och sympato-
adranal progenitor cells differentierar
till krommafinceller. Om differentiering
inte sker behaller cellen sin odifferen-
tierade fenotyp och kan 6verga till en
cancerklon.



lertid skdnker 6kad mekanistisk forstaelse genom identifie-
ring av felaktig signalering och utvecklingsskeenden, i kom-
bination med avancerad teknik och nya terapialternativ,
hopp om framtiden.
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