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Sammandrag

Neuroblastom &r en av de vanligaste cancerformerna som drabbar barn under 14 ar.
Overlevnadsgraden for hogriskpatienter ar endast ~59% . Cancerformens heterogenitet bidrar
till en unik biologi och &r saledes mycket svarbehandlad. Tidigare forskning har arbetat med
att undersoka somatiska mutationer som behandlingsplattform. Problematiken &r att denna
utgangspunkt inte kunnat identifiera en generell cellular féregangare till neuroblastom.
Framsteg inom dess tumdorbiologi har bidragit till att man fatt utokad forstaelse kring
klassificering av nya fenotyper och darmed ytterligare ingangsvagar for behandling. Okad
insikt driver utvecklandet av nya behandlingsformer, baserade pa epigenetiska markorer i
DNA och histoner. Denna studie omfattar hypermetylering av DNA och histoner for att
kartlagga hur dessa paverkar dess patogenes i olika stadier av metastashildning. Forstaelse av
dess patogenes medverkar till 6kade mojligheter for att diagnostisera viktiga fenotypiska
markdrer i neuroblastom. Hur denna metylering sker &r oklart, dock har man konstaterat att
sambandet mellan epigenetiska modifikationer och neuroblastoms genetiska ursprung &r
signifikant och inte kan ignoreras. Detta utgér en mojlighet for nya behandlingsformer med
utgangspunkt i profilering av DNA- och histonmetylering for att reaktivera inhiberande
cancerhammande gener for att saledes stimulera regression av neuroblastom.

Inledning

Neuroblastom (NB) &r en av de vanligaste icke-kraniala cancerformerna som drabbar barn
under 14 ar och utgor en stor del av de cancerincidenter som intraffar under livets forsta ar i
Sverige (Socialstyrelsen 2015). Varje ar beraknas ett fall pa ~7000 fodslar (Brodeur 2003).
Har bedoms det dock finnas ett storre morkertal eftersom NB passivt kan genomga regression
och darav aldrig uppmérksammas for behandling. Vidare bidrar detta till att den fenotypiska
variationen av cancerceller skiljer sig kraftigt, fran en regressiv till en aggressiv
metastasfenotyp dar konventionella behandlingsformer av cancer ar ineffektiva (London et al.
2005). NBs ursprung utgar fran embryoutvecklingsstadiet och utveckling av det perifera
sympatiska nervsystemet. Med barn som far sin diagnos efter 1 ar dkar sannolikheten for
kraftig metastasbildning med fallande prognos (Brodeur 2003).

NB ar en heterogen cancerform, vilket betyder att dess patogenes paverkas av flera faktorer.
Heterogeniteten forsvarar diagnostik da ett flertal genetiska variabler har identifierats. Dessa
inkluderar kromosom ploidi-status, onkogen amplifikation (t.ex. MYCN amplifikation) och
forlust av allelheterogenitet (Brodeur 2003). Med utgangspunkt i dessa variabler har ett
tumorklassificeringssystem uppréttats (Tabell 1) (Cohn et al. 2009). Patienter i stadie L1/L2
bedoms som lag/mellan risk men har med gallande passiv behandling, goda mojligheter till
full aterhamtning och bedéms att fa en handelsefri 6verlevnad (HFO), utan aterfall. Barn i
stadie M/MS beddms som hogriskpatienter och motsvarar ~50% (lkeda et al. 2002) av alla
fall av NB varje ar. En mer aggressiv behandlingsterapi dr nédvéandig och innebér lag/hdg dos
av cytostatika terapi, tumoroperation, stralning, benmargstransplantation och kravande
efterbehandling. Trots detta ar 6verlevnadsgraden hos dessa patienter 6ver en fyraarsperiod,
endast ~59% (Louis & Shohet 2015). Mot bakgrund av detta &r det av vital betydelse att
kartlagga mekanismerna bakom NB:s maligna transformation i cellen och fokusera pa att
analysera celluléra processer som gor cellen mottaglig mot dessa férandringar. Next
generation screening (NGS) av NB tumarer har pavisat en forhallandevis lag frekvens av
mutationer i forhallande till andra cancerformer (t.ex. malign melanom) (Cheung & Dyer
2013). Vilket tyder pa att tidigare forskning som fokuserat pa att identifiera och behandla
somatiska mutationer med malspecifik funktion inte &r lika applicerbara pa NB. Detta medfor



att generella behandlingsmodeller och cancerterapier inte ar lika effektiva vid behandling av
NB (Cheung & Dyer 2013, Charlet et al. 2012).

Tabell 1. Klassificering av neuroblastomtumorer med avseende pa det internationella
riskstadiesystemet.?

Stadier av NB baserat pa INRG

Stadie Klassificering

L1 Lokalt placerade tumdrer som inte integrerats med vitala strukturer baserat pa en
lista Over bilddefinierade risk faktorer (BDRF) och begransat till ett kroppsligt
utrymme

L2 Lokalt placerad tumdr i nérvaro av en eller fler BDRF.

M Metastasbildning fran det ursprungliga lokala tuméromradet till 6vriga kroppen.

(Med undantag fran stadium MS)
MS Metastashildning hos unga barn under 18 manaders alder med metastaser
begransade till hud, lever och/eller benmarg.
2 Baserad pa Cohn et al. (2009).

Mot bakgrund av den begrinsade HFO hos patienter i stadie M/MS, spelar epigenetiska
studier en allt viktigare roll. Genetisk forskning kan inte enbart anvandas for att kartlagga alla
fenotyper av NB och endast enklare generaliseringar av ursprunget till NB har kunnat pavisas.
Det finns darfor andra mekanismer som torde inverka pa NB:s evolution. Att identifiera dessa
mekanismer ar darfor av central betydelse for att hitta mojliga behandlingsformer som é&r
malinriktade pa fler fenotyper av NB (Bilke et al. 2005, De Preter et al. 2010, Westermann et
al. 2008). Man har till foljd av detta gjort epigenetiska undersokningar for att identifiera
cellulara kommunikationsprocesser som reglerar bade progressionen och utveckling av cancer
(Olsson et al. 2016). En av de mer viktiga och studerade aspekterna &r hur man med hjalp av
epigenetisk hypermetylering av DNA kan identifiera nya fenotyper av NB (Cheung & Dyer
2013). De exakta mekanismerna for DNA metylering &r inte fullt kdnda, dock har man
konstaterat transkriptionella regulatoriska mekanismer som paverkar genuttryck hos NB.
Undersokningar av metyleringsmonster i NB tumdorer har visat att de forekommer
hypermetylerade CpG 6ar (CGO) bade i genpromotorregioner och i regioner mellan gener, s
kallade icke-kodande DNA. Dessa modifikationer gor gener transkriptionellt inaktiva, vilket
ar problematiskt om de intraffar i tumdrsupressorgener. (Olsson et al. 2016).

Foljande studie har darfor till syfte att klargdra hur epigenetisk hypermetylering av DNA kan
anvandas till att identifiera fenotyper av NB samt hur dessa modifikationer kan anvéndas for
att utveckla nya metoder for diagnostisering och behandling. For att kunna narma sig denna
problematik har foljande fragestallning formulerats: Hur kan analyser av DNA:s
hypermetyleringsmaonster anvandas for att identifiera och diagnostisera NB samt hur detta kan
medverka till nya behandlingsmetoder for patienter i stadie M och MS av NB?

Neuroblastom patogenes och genetisk bakgrund

Det exakta ursprunget for NB ar annu inte fullt kartlagt men studier (Brodeur 2003, Cheung &
Dyer 2013, Olsson et al. 2016, Yang et al. 2010) har visat att det finns en stark koppling
mellan NB och utvecklingen av det perifera sympatiska nervsystemet. Under embryogenesen
och formationen av neuraltuben som utgor begynnelsen till det centrala nervsystemet,
genomgar neurallistcellerna en mognadsprocess och bildar senare det perifera sympatiska
nervsystemet. Dessa innehar multipotenta egenskaper likt stamceller och kan genomga
multicelldifferentiering med bibehallen cellkopia av ursprungscellens fenotyp, vilket regleras



av bland annat epigenetiska faktorer (Louis & Shohet 2015, Baggiolini et al. 2015).
Sekvensering av individuella celler har resulterat i att man upptackt aterkommande somatiska
mutationer i manga epigenetiskt reglerande element (Forbes et al. 2011).

Patogenes hos neuroblastom

Storningar i neurallistcellernas mognadsprocess kan leda till att oénskade celler uppkommer.
Dessa fenotyper innehar multipotenta egenskaper och potential till fenotypbevarande
celldelning, vilket leder till att defekta stamcellsliknande fenotyper med multipla mojligheter
till celldifferentiering skulle kunna paverka samtliga vavnader i det perifera sympatiska
nervsystemet (Rogers et al. 2013). Processen kan darfor leda till aggressivt stadium M/MS
och bilda nervstrukturer i neuronala ganglier i det perifera sympatiska nervsystemet med
ursprung i neurallistcellerna (Betters et al. 2010). Effekten av denna inhiberade cellreglering
driver tumdérogenes kring binjuremargen eller ar associerad till paraspinala sympatiska
ganglier i brostet/magen (Brodeur 2003). Ytterligare forsvarande omstandigheter ar att nagra
av dessa aggressiva fenotyper innehar samma mojlighet att uttrycka bland annat en
cellbevarande MY CN-faktor, vilket ger hog proliferation och resistans till apoptos/nekros
(Rogers et al. 2013).

Histologisk klassificering av M/MS fenotyper utgdr ifran grad av celldifferentiering hos
vavnaden samt mitos-karyorrhexi index (MKI). MKI beskriver antal celler som genomgar
mitosen alternativt karyorrhexi dvs nekros eller apoptos (Teshiba et al. 2014). Dessa ar
vasentliga element som spelar en viktig roll for hur man histologiskt kan avgora skillnader
mellan olika fenotyper av NB (Shimada et al. 2001). Det finns dock stod (Esteller 2008,
Holliday 1987, Tonini et al. 1997, Yang et al. 2010) for att de epigenetiska egenskaper som
finns i dessa fenotypoer av NB kan anvandas for att hitta nya alternativ till histologi, vilket
skulle utoka klassificeringen av tumdrer dér enbart genetiska studier inte ar tillrackliga
(Cheung & Dyer 2013).

Genetik och tumdrogenes i neuroblastom

Genetiska studier av NB har inte resulterat i att man funnit en enskild genetisk férandring som
ligger till grund for dess patogenes. NGS av NB tumérer hos hogriskpatienter har visat fa
aterkommande somatiska mutationer i dessa fenotyper, vilket delvis aterspeglar den stora
variationen av NB som aterfinns. Det saknas dessutom stod for att mutationsfrekvens i
studerade tumdrer skulle vara hogre med stigande alder. Detta &r en indikation att det kan
forekomma epigenetiska modifikationer i cellerna redan innan tumérbildning sker (Pugh et al.
2013). Genomfdrandringar som har observerats beddms som subgrupper av NB och
inkluderar inhiberad funktion av kromosom 1p och 11p samt en avreglering och darmed
aktivering av kromosom 17p samt MYCN amplifikation (Decock et al. 2011), vilket har stor
betydelse for en patients diagnos och saledes dennes prognos. Dock bedoms dessa som ett
resultat av andra faktorer och ar inte generellt gallande férandringar, giltiga for samtliga
former av NB. Detta betyder att trots det faktum att de olika fenotyperna &r mycket lika
varandra, kommer dess heterogenitet inverka pa responsen for olika behandlingar. Detta har
bidragit till att man fokuserat stor del av forskningen pa att identifiera onkogena
kommunikationsvéagar i cellen som plattform for behandling. Av de subgrupper som delvis
urskiljes, delar man in NB i en &rftlig- och en spontanform. De vanligaste onkogena generna
som identifierats och bor darmed ses som goda biomarkorer for potentiell malinriktad
behandling i NB & MYCN, ALK och PHOX2B (Cheung & Dyer 2013, De Preter et al. 2010,
Mossé et al. 2008, Raabe et al. 2008).



Arftlig neuroblastom

Arftlig tumorogenes dr ovanligt och star endast for ~ 2% (Maris et al. 2002) av det totala
antalet fall av NB (Cheung & Dyer, 2013). En av de vanligaste forekommande onkogena
genmutationerna i arftlig neuroblastom sker i ALK (Mossé et al. 2008). ALK agerar i det
sympatiska nervsystemet och stimulerar utveckling av sympatiska nerver och cell-
proliferation hos differentierade neurallistceller (Reiff et al. 2011). Eftersom ALK paverkas av
MYCN, ar hoga koncentrationer av ALK:s mRNA och dess proteiner en indikation pa
aggressiv MYCN amplifikation, vilket pavisar att det finns en korrelation mellan dem. Hoga
koncentrationer av ALK &r saledes signifikativt med en svag prognos och driver darav
tillsammans tumérogenes av NB (Wang et al. 2013). Mutationer i PHOX2B, identifierat i en
subgrupp av arftlig neuroblastom reglerar neurallistceller till att differentiera till sympatiska
nervceller (Pei et al. 2013). Studier har visat att PHOX2B skulle kunna ha en hdmmande
effekt pa ALK, vilket skulle medféra att PHOX2B &r en foregangsonkogen till ALK och kan
saledes ensamt driva tumorogenes i NB (Bachetti et al. 2010).

Spontan neuroblastom

Spontan tumorogenes av NB &r vanligt forekommande och utifran vad man kanner till har de
valdigt fa genetiska likheter. Screening av spontana tumorer har visat att den onkogena MYCN
ar vanlig och har en inverkan pa tumdrogenes samt att den identifierats i de aggressiva
stadierna M/MS med metastasbildning (Brodeur 2003). MYCN amplifikation forekommer
enligt studier (Brodeur 2003, Hansford et al. 2004) i ~ 20% av det totala antalet fall av NB
och anvénds darfor som en biomarkor for svag prognos (Hansford et al. 2004). MYCN tillhor
genfamiljen Myc vars transkriptionsprodukter binder till och aktiverar mal-genen. MYCN
amplifikation, dvs ett okat utryck av dess mMRNA och proteiner leder till en onkogen aktivitet i
mal-genen och bidrar till cell-proliferation, inhibering av celldifferentiering, celltillvaxt,
metastasbildning och genomisk instabilitet (Westermann et al. 2008). Detta gor att MYCN och
andra nedstroms lokaliserade genuttryck, ar goda kandidatgener for behandling.
Problematiken &r dock att endast en liten grupp av hdgrisk NB innehar denna genetiska
forandring, vilket starker misstanken om att det finns andra regulatoriska mekanismer som
paverkar tumorogenesen helt oberoende av MYCN amplifikation (Bowen & Chung 2009).
Mer ovanliga for spontan tumdrogenes av neuroblastom, dock forekommande, ar som tidigare
ndmnt ALK och PHOX2B mutationer som intraffar i ~ 6-10% respektive i ~ 4% av det totala
antalet fall av NB (Mossé et al. 2008, Pugh et al. 2013, Raabe et al. 2008). Problematiken &r
att dessa inte beskriver den hela variationen av de fenotyper som finns av NB. Den kan inte
enbart beskrivas med hjélp av genetiska sekvensstudier utan bor saledes ocksa utga fran
epigenetiska studier.

Epigenetiska onkogena drivkrafter bakom neuroblastom

Genetiska studier har inte kunnat identifiera nagon enskild genetisk variation som kan
harledas som forklaringsmodell till samtliga former av NB. Det vacker darfor en
fragestallning om att pre-neuroblastomceller har sitt ursprung i epigenetiska forandringar
under mognaden av neurallistceller. Epigenetiska studier forklarar fordndringar i genuttryck
genom att det uppkommer av epigenetiska modifikationer pa DNA-sekvensen, histonerna och
genom ncRNA-reglering (Non-coding RNA) (Esteller 2008). Det eukaryota genomets
genuttryck kontrolleras av framférallt DNA metylering, histonmodifikationer och ncRNA
reglering. Stora delar av genomet bestar av sarskild icke-kodande DNA, vilket innefattar
introner, repetitiva element och transposomala element. For att motverka mutationer och
transkription av oonskat mRNA, metyleras DNA:t kring dessa omraden, vilket endast lamnar



initiation av transkription till CGO (Lay et al. 2015). Histonmodifikationer som metylering
och acetylering vid lysin-specifika bindningsplatser reglerar kromatinstrukturer (Jones &
Baylin 2007). Dessa faktorer samverkar till att reglera genens aktiveringspotential, dvs i
vilken grad den kommer vara transkriptionellt aktiv (Esteller 2008, Jones 2012). Denna
modell skulle potentiellt kunna forklara den stora fenotypiska variation som férekommer NB.
Av dessa modifikationer kommer denna studie att beréra metylering av DNA och
histonermodifikationer samt ncRNA reglering och dess inverkan pa NB:s patogenes. Att
fokus laggs specifikt pa dessa omraden &r for att studier har visat att DNA epigenetiska
monster och ncRNA reglering kan hérledas till ett onormalt genuttryck i andra maligna
cancerformer och saledes ocksa i NB (Dawson & Kouzarides 2012, Michalowski et al. 2008,
Yanez et al. 2015, Yang et al. 2007).

DNA metylering och neuroblastom

DNA metylering har en central roll i reglering av genuttryck och formandet av karnstrukturer.
Processen forsiggar genom att en metylgrupp adderas till 5°-kol positionen i cytosin som finns
placerat efter en guanin i DNA, kring sérskilda CGO lokaliserade utanfor promotorer,
isolatorer och enhancers (Esteller 2008, Herman & Bayling 2003). DNA metylering
forekommer pa centromererna, telomererna samt for x-kromosominaktivering och
inaktivering av transposomala element. Hypermetylering av genspecifika omraden leder till
att uttryck hammas och transkription inhiberas (Jones & Baylin 2011). Hypermetylering av
CGO lokaliserade kring en promotor i tumérhammande gener &r ett vitalt element vid
initiering av cancerpatogenes. Fenomenet som transkriptionellt inhiberar genuttryck i
tumorhammande gener kan paverka cellreglerande processer som bland annat regulatoriska
element i cellcykeln, DNA-reparation, cell-cell interaktioner och apoptosen (figur 1) (Byun et
al. 2013, Herman & Baylin 2003).

Icke-metylerade CGO i tumérhimmande gen

Aktivatorer, och histoneacetyltransferas (HAT) samt
andra transkripti/erIIa faktorer som skyddar CGO

4 ) Frisk cell

RNA transkription

Hypermetylerad CGO

Transkriptionella repressorer histondeacelytaser
(HDAC), DNA metyltransferaser (DNMTs) och
metyl-CpG bindingsproteiner (MBD) rekryteras

7

h Cancercell

I

Transkription himmas

Figur 1. Representation av en tumdrinhiberande gen i en frisk cell respektive cancercell. Grad av metylering
paverkas i mycket hog grad vid defekt reglering. Svart knopp: metylerad region, vitknopp: icke metylerad
region. Omritad fran Esteller (2002).

Den katalytiska mekanismen bakom metylering regleras av enzymer, definierade som DNA-
metyltransferaser (DNMT). Tre typer av DNMT har identifierats i samband med metylering



av DNA och har fatt benamningen DNMT1, DNMT3A och DNMT3B. DNMT3A respektive
DNMT3B reglerar de novo metyleringsmonster hos DNA medan DNMT1 underhaller DNA
pa ett sadant satt att samma monster aterfinns i nya celler efter replikation (Esteller 2008,
Jones & Baylin 2011, Okano et al. 1999). Studier har dock indikerat pa att samtliga DNMT
kan inneha bada funktionerna, underhall och de novo,metylering in vivo (McCabe et al.
2009). Metylering av CGO i promotorerna rekryterar metylerade CpG-
bindningsdomanproteiner (MBD), transkriptionshammande faktorer sa som histondeacetylas
(HDAC) och ommoduleringsfaktorer for kromatin. Detta genererar en arftlig forandring i
metyleringsmonstret hos cellen och kan déarmed forandra interaktioner mellan DNA och
kromatinstrukturer. Effekten av forandringen &r ett minskat respektive 6kat genuttryck
(Deaton & Bird 2011, Jones & Takai 2001).

| NB &r regleringen av detta slag sarskilt allvarligt och ett flertal tumérhammade gener sa som
ASSF1A, CASP8, HIN-1, och DCR2 identifierats som hypermetylerade, vilket orsakar
onkogen aktivitet i andra platser i genomet (Yang et al. 2010). Knockdown studier av
DNMT3B indikerar en averkan pa tiden det tar for neurallistcellerna att mogna och
differentiera (Martins-Taylor et al. 2012). Funktionen av DNMT3B regleras av
metyleringsmonster vid embryogenesen. Férandringar i dessa skulle potentiellt kunna paverka
patogenesen hos neuroblastom i form av att neurallistcellerna inte genomgar en korrekt
mognadsprocesser och darmed initiera en formbildning av cancerstamceller (Louis & Shohet
2015).

Det &r av central betydelse att géra djupgaende analyser av hypermetyleringsmonster hos
cancerhammande gener for att konkretisera vilka gener som kan kategoriseras med vilken
prognos. Genom att soka efter hypermetyleringsmarkdrer har man hittat ett antal centrala
modifikationer i stadium M/MS dvs, de grupperna med risk for svag prognos (Grau et al.
2010). HOXAQ har identifierats, vilket &r en gen ansvarig for normal utveckling hos foster,
vilket vid hypermetylering leder till for tidigt fodda barn alternativt missfall. Dessutom har
man visat att hypermetylering av CCND2 inhiberar normal funktion av cellcykel samt TMS1
som reglerar apoptosen. (Grau et al. 2010) Studier har visat att alla dessa markdrer ér kanda
som allvarliga modifikationer som sammanfaller med hogriskpatienter med potentiell dodlig
utgang och ar darav starkt forenade med dalig prognos. Med detta som grund ar det
konstaterat att profilering av hypermetylering som markor for tumdérhdmmande gener &r ett
avgorande diagnosverktyg for bade behandlingsform men &ven prognos (Alaminos et al.
2004). Vidare har man visat att profilering av hypermetyleringsménster hos CASP8 har en
stark korrelation till 6kad risk for aterfall. Analyser av hypermetylering hos apoptosgener har
visat att de kan likval agera som en god biomarkor for prognos och tumérogenes (Grau et al.
2010).

Relationen mellan en felaktig genhdmmande hypermetylering och cancer ar idag mycket
vanligt forekommande. Undersokningar har visat att nastan 50% av alla &rftliga cancerformer
innehar nagon form av genhammande DNA hypermetylering som aven kan héarledas till
hammande av genuttryck i spontana former av NB (Jones & Baylin 2002). Detta tyder pa att
de kdnda markorerna i &rftlig NB i form av mutationer i ALK och PHOX2B med andra,
sannolikt dven finns representerade i spontan NB (Mossé et al. 2008, Pugh et al. 2013).

Histonermodifikation och ncRNA reglering i neuroblastom
Histoner ar molekyléra strukturer som reglerar genuttryck. Har lagras epigenetisk information
som reglerar post-translationella modifikationer till DNA. Dessa modifikationer inkluderar



bland annat acetylering av lysin, metylering av arginin och lysin samt fosforylering av serin.
Denna studie kommer beréra metylerings- och acetyleringsmodifikationer (Jones & Baylin
2011, Wu et al. 2007). Modifikationer i histonerna paverkar DNA:s interaktion med kromatin,
vilket i forlangningen paverkar transkriptionsgrad (Djos et al. 2012). Effekten av
histonmodifikationer varierar beroende pa vilket histonsvans och var pa denna som
forandringen sker samt om det &r lysin (K) eller arginin (R) som berdras. Metylering av histon
3 (H3) vid K4 (H3K4me) &r vanligen associerat med en mer 6ppen kromatinstruktur och
aktivering av transkription (Jones & Baylin 2011, Esteller 2008, Wu et al. 2007). Metylering
av K9/K27 vid H3 &r i hog grad associerat med transkriptionell inhibering medan acetylering
av (K) forknippas med aktivering av transkription (Figur 2) (Bernstein et al. 2007, Deaton &
Bird 2011).

=Metylering
" lexd ME
=Acetylering ME X4
AC K9
ME K14
DNA ME K36
K79
H2A H3 .
Histonsvansar

AC | (AC | AC ME
Ki6 KIi2 K8 R3

Figur 2. Histoner bestar av H3:H4 tetramerkomplex och H2A:H2B dimerer, Histonsvansarna pa alla fyra av
dessa histonkarnor kan genomga epigenetisk modifikation (post-translationell). Dessa innefattar metylering,
acetylering, fosforylering och ubiquitinylering (I bild visas endast metylering och acetylering). Omritad fran Bo
et al. (2015).

Acetylering ar forknippat med en mer dppen kromatinstruktur vilket gor DNA:t mer
tillganglig for transkription. Acetylreglering sker genom de tva konkurrerande katalytiska
enzymer, histon-lysinacetyltransferas (KAT) och HDAC. Dessa ar starkt foérknippade med
DNA metylering eftersom metylering rekryterar HDAC som deacetylerar histonerna och
foréandrar interaktionerna mellan kromatin och DNA, vilket resulterar i ett stangt
kromatinkomplex (Bo et al. 2015, Deaton & Bird 2011). I likhet med acetylering har addering
av metylgrupper till histoner samma funktionallitet. Metylering vid H3K4, H3K36, och
H3K79 &r associerade med 6ppen kromatinstruktur, medan vid H3K9, H3K27 och H4K20
visar en mer stdngd. Skillnaden ar dock att lysin kan mono-, di alternativt trimetyleras. Metyl
grupper ar dessutom antingen symmetriskt eller asymmetriskt bundet till arginin. (Barski et
al. 2007). De olika metyleringstillstanden kan héarledas till olika platser i genomet.H3K4
me3/2 (tri-/di-) metylering ar vanligen férekommande kring transkriptions start siter (TSS),
medan H3K9me3 &r associerade med inhibering av genuttryck (Barski et al. 2007).
Forandringar i dessa processer kan leda till alternativa onkogena uttryck. Studier har visat att
EZH2, som ar regulator till ett komplex som driver metylering vid H3K27 kan bade ha en
onkogen effekt vid brost- och prostatacancer och agerar som tumdrhammande beroende pa
dess epigenetiska modifikationer. Forandringar i EZH2 kan gynna konvertering av



H3K27mel till H3K27me2/3, vilket skapar interaktioner mellan DNA och kromatin att blir
mer slutet och darmed inhiberas genuttrycket (Morin et al. 2010).

Kromatinimmunoprecipitation studier (ChIPseq) och RNA-sekvensering har visat att det man
genom kartlaggning av epigenetiska monster kan sarskilja fenotyper av NB fran varandra.
(Burney et al. 2013) Studier har visat monster i sin uppsattning av histonmodifikationer som
gor att man kan urskilja vilka enhancers som ar inblandade i mognadsprocessen av
neurallistceller (Rada-Iglesias et al. 2012). Vidare har man identifierat epigenetiska
forandringar i komplex (SWI/SNF) ansvariga for re-modulering av kromatin, dessa har det
visat sig ocksa paverkar i vilken grad neurallistcellerna mognar, vilket skulle kunna tyda pa
att aven denna celluldra process har paverkan pa patogenes av NB (Eroglu et al. 2006).

ncRNA innehar viktiga regulatoriska funktioner fér utveckling av neurallistceller och dess
mojlighet att differentiera. Av ncRNA (mikroRNA, IncRNA och piRNA) har studier visat att
microRNA ar kraftigt avreglerat vid aggressiva former av NB. | motsats till att inhibera
tumaorogenes agerar avreglerade mikroRNa som hdmmande av p53 aktivitet och stimulerar
metastasis av NB (Stallings 2009).

Profilering av metylering av DNA i neuroblastomfall — goda biomarkdrer?

Studier har visat att man genom metyleringsprofilering av gener kan skapa analytiska
plattformar for individuell cellulér klinisk diagnostik. I en studie av Yanez et al (2015), visade
det sig att man har kunnat identifera hela 70 kandidatgener som hade nagon form av
epigenetisk modifikation i hogriskgrupper med negativ prognos. Av dessa gener validerades
16 dar metyleringsprofilen skillde sig mellan friska gener och neuroblastomtumarer. Denna
skillnad kunde senare appliceras pa patientkohorter dar man aktivt kunde skilja pa patienter
som hade blivit diagnostiserade innan 18 manader kontra efter 18 manader. Dessutom visar
studien att profileringen av dessa gener kunde skilja pa patienter som hade MYCN
amplifikation och de som saknade mutationen samt om nagon form av metastasbildning
pabdrjats. Vidare kunde man visa om tumaren &r lokalt placerad eller spridit sig. Av dessa 16
var det endast tva gener (RB1 och TDGF1) som hade en hiog epigenetisk profilering med
hogre risk for aterfall. Slusatsen av denna studie ar att dessa epigenetiska markorer kan
anvandas for att avgora NB aggressivitet, aterfallsrisk och prognos da de ar forekommande i
stadie M/MS (Yanez et al. 2015). En studie av Yang et al. (2007) visar att hypermetylering av
DCR2, CASP8 och HIN-1 har starka relationer till NB-fall med klart samre prognos, vilket
tyder pa att om att nagon av dessa gener &r inhiberade pga metylering finns hog risk for
aggressiv tumorbildning. Det star klart att hypermetylering av dessa gener oberoende av
varandra kan leda till sémre prognos och en sjunkande dverlevnadsgrad (Yang et al. 2007).
En nyare och mer omfattande studie om metyleringsprofilering har visat ny data som
indikerar att TERT uttryck &r hogre i NB celler &n i friska. TERT reglerar telomerernas langd
och &r en viktig faktor i cellulart aldrande. Vidare har TERT visat sig ha ett starkt samband
med patienter med aggressiv hjarntumor och saledes svag prognos. PIRT visar ocksa mycket
hoég grad av metylering. Detta ar intressant da dess funktion &r att reglera TRPV1 som i sin tur
justerar differentieringen av neurallistceller (Olsson et al. 2016).

Resonemanget att hypermetylering och profilering ar signifikativt som biomarkor for prognos
av NB gors ytterligare klart av Michalowski et al. (2008), dar det framgar att av undersokta
prover var hypermetylering bekréftad for RASSF1A i 93% av fallen och i 100% av de fall dar
aterfall intraffat. En liknande undersokning har visat att hypermetylering aven forekommer i
25% av studiens fall i promotorregioner i gen GTL2 hos mdss, som ar en gen som om inte



kodar for ett funktionellt MRNA och har en mansklig homolog form i MEG3. Denna
biomarkor skulle kunna anvéndas vid diagnostisering eftersom uttrycksnivaerna av GTL2
avtar med hypermetylerade promotorregioner, samtidigt som den kan anvéandas for
tumaorogenes for att klassificera NB tumorer (Astuti et al. 2005). Slusatsen av dessa studier ar
att det vore rimligt att koncentrera forskningen pa gener som reglerar hypermetylering for att
undersdka mojligheter att anvanda dess kommunikationsvégar som grund for att identifera en
gemensam foregangare till neurallistceller innan de genomgar malign transformation, vilket
skulle kunna ge grund for en ny potentiell behandlingsplattform (Michalowski et al. 2008).

Behandling av neuroblastom

Standardiserad behandlingsform fér NB patienter innebér behandling med cytostatika i 5
cykler (beroende pa alder), foljande benmérgsodling, operation av tumaér och stralning.
Darefter foljer en intensiv cytostatikabehandling, for att man slutligen ska genomga
benmargstransplantation samt behandling med a-vitaminsyra. Denna behandlingsform ar
ytterst pafrestande och ar dessutom inte alltid framgangsrik (Matthay et al. 1999).
Michalowski et al. (2008), Yang et al. (2007) Astuti et al. (2005) och Yanez et al. (2015) och
manga med dem pavisar den centrala rollen av att hitta alternativ lakemedelsterapi for att bade
individualiserad behandling men ocksa att de nya metoderna ska satta mindre stress pa
patienten. Detta skulle leda till en kortare behandling med snabbare aterhamtning och en klart
minskad risk for aterfall.

Nasta steg i forskningen om neuroblastom dess behandling

Behandling av hypermetylerade regioner i NB ar fortfarande i manga fall i dess pre-kliniska
stadium men det finns idag forskning som visar god eller delvis god framgang. Decitabin &r
ett av de lakemedel som visar lovande resultat for behandling av DNA-metyleringprocesser.
Decitabin inhiberar DNA metyltransferas och kan saledes anvéndas for att reglera DNA
metylering och i forlangningen ateraktivera tumorhammande gener (Decock et al. 2011,
Krishnadas et al. 2015). Hypotesen &r att decitabin tillsammans med preparat som stimulerar
celldifferentiering leder till 6kat genuttryck av hammade gener bekréaftas ytterligare i studier
av Asada et al. (2013). Resultatet visade att behandling med myteltransferasinhibitor leder till
Okad kénslighet for celldifferentiering och déarav en mojlighet for cellddd gor att
myteltransferasinhibitor anses vara ett mojligt preparat for behandling av stadie M/MS.
(Asada et al. 2013)

Ytterligare terapier undersoks och inverkar pa den avacyleteringsprocess som sker vid
metylering av histoner. Cellbehandling av histon deacetylasinhibitor (HDACI) ger effekten att
metyl-grupper inte kan rekryteras till histonerna och i férlangningen inte integrerar med
kromatinstrukturer som orsakar en konformationséandring fran en éppen kromatinstruktur till
en stangd. Istallet bibehaller kromatinet sin 6ppna struktur och hypermetylering regleras.
Introduktion av HDACI har indikerat pa en celldifferentiering och apoptos av cancerceller i
maoss. Behandlingen har demonstrerat en statistisk signifikativ reduktion av antalet
cancerceller i NB, vidare har konstaterats att man &ven inhiberat celltillvaxt av transformerade
celler i tumarer (Coffey et al. 2001). Har finns dock en problematik att hoga nivaer av
HDACI som paverkar andra kommunikationsvéagar hos celler. Detta gor att andra cellulara
processer kan rubbas eller helt stéras ut. Déarav &r framtagning av alternativa
inhiberingsprocesser for HDAC centralt for fortsatt forskning. En studie av Glick et al. (1999)
visade att man med behandling av M-karboxsinnamiksyra bihydroamid (CBHA) kan inducera
apoptos i NB tumorceller och pa sa satt reglera cellens formaga att initiera celldod.



Kommunikationsvagen kan dessutom storas ut av cyklohexamid vilket gér att man aktivt kan
styra inom vilka nivaer CBHA skall agera. Resultatet blir att celldod initieras i tumorceller
men for att motverka att CBHA stor ut andra cellulérprocesser kan man reglera effekten med
cyklohexamid (Glick et al. 1999).

Diskussion

Flertalet av de studier som har berorts beskriver ett komplext forhallande mellan NB och
DNA metylering (Brodeur et al. 1993, Esteller 2008, Holliday 1987, Yang et al. 2010).
Konsensus &r dock att snabb identifiering och klassificering har en avgdrande betydelse for en
patients prognos. (Ikeda et al. 2002). Metylprofilering av kandidatgener har visat nya
potentiella vagar for behandling (Olsson et al. 2016). Undersokningar av bland annat Yang et
al. (2010) visar att det epigenetisk hypermetylering av kdnda tumérhdmmande gener innehar
hogre metyleringsprofil i dess promotorer jamfort med cancerfria celler. Detta medfér att man
skulle kunna anvénda sig av detta som en biomarkdr for NB vid diagnostik (Yang et al.
2010).

Hypermetylering som biomarkér i neuroblastom

Genom att analysera tumdrhdmmande gener har man kommit fram till att metyleringsprofiler
varierar mellan cancerfria celler och celler med NB (Yang et al. 2010). Denna variation kan
saledes appliceras for att kartlagga samband mellan grad av hypermetylering av DNA och
fenotyper associerade med aggressiva former av NB. Detta blir tydligt i bland annat en studie
av Grau et al. (2010), dar analyser av gener som &r for centrala celluldra processer, har visat
att det finns ett samband mellan hypermetylerade gener i hogriskgrupper och lag grad av
metylering i lagrisk grupper for bland annat TMS1, CASP8 och THBS1. Variationen kan
saledes anvandas for att identifiera patienter med samre forutsattningar och saledes inleda en
mer aggressiv behandling. Dessutom kan man med hjélp av detta avgora vilka gener som &r
de styrande faktorerna i tumorogenes. Man har saledes visat att hypermetylering av TMS1 ar
en god markor for NB i stadie M med mindre positiv prognos (Grau et al. 2010). Vidare
klargdrs detta tydligare i ytterligare undersdkningar (Yang et al. 2010) varvid man hittat
samband mellan kraftigt reglerande genuttryck i HIN-1 och metyleringsgrad, vilket har
foranlett till att man identifierat promotorregionen som inhiberade och darmed saknar
transkription. Histonanalyser av dessa regioner har visat histonmarkorer (H3K9Me3,
H3K27Me3 och H3K4Me3) som vanligen sammankopplas med en mer reglerad
kromatinstruktur. Medan man i cancerfria celler patraffat histonmodifikationer som vanligen
identiferas med en mer 6ppen kromatinstruktur och saledes hogre transkriptionsgrad. Detta
betyder att gener kan direkt vara reglerade av histonmodifikationer och bor saledes ocksa
anses vara ett potentiellt utgangslage for behandling (Djos et al. 2012, Yang et al. 2010). Det
ar saledes majligt att med hjalp av DNA metylering och/eller histonmodifikationer att
indentifera biomarkorer som man kan anvéanda for att hitta samband mellan olika fenotyper
och saldes i forlangningen snabbare forma att diagnostisera och behandla NB (Grau et al.
2010). Det finns dock en stor osékerhet i denna metod som kuliminerar i det faktum att man
inte kan utesluta att de biomarkdrer som berdrts och identifierats skulle kunna vara ett resultat
av NB snarare an dess orsak. Ytterligare studier skulle kunna pavisa att man uterslutande kan
konstatera att en specifik kombination av DNA metylering/histonmodifikationer dr i relation
till en eller flera av de olika stadierna av NB.
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Behandling och framtida forskning — Orsak och verkan

Med utgangspunkt i det faktum att man kan konstatera att det finns ett samband mellan
histonmodifikationer, DNA-metylering och ncRNA reglering, bor saledes detta 6ppna nya
vagar for vidare studier om potentiella behandlingsplattformar (Michalowski et al. 2008)
(Yanez et al. 2015). Genom att man har lyckats identifiera ndgra ncRNA, gener och
histonprofiler som biomarkarer och att de inverkar pa prognos och klassificering av fenotyp,
har detta bidragit till att man tagit fram alternativa behandlingsformer. Behandling (Decock et
al. 2011) av hypermetylerade DNA regioner i NB celler sker som ett resultat av att
cancercellerna inhiberas att initiera apoptos. Utan reglering av celltermination kommer
tumorutvecklande celler att stimulera proliferation. Reglering av denna signalkaskad ar darfor
en mycket intressant aspekt i behandlingen av NB (Asada et al. 2013). Behandling med
metyltransferasinhibitor &r inte utan problem. Problematiken &r att DNA metyltransferas &ven
inhiberar cancerframkallande gener fran att ge uttryck. Det ar darfor vitalt att man kombinerar
dessa inhiberande faktorer med andra reglerande element (Coffey et al. 2001). Den stora
utmaningen r patienter som fér aterfall. Aterfall innebér oftast stora metastasbildning, att
cellerna som genom det selektiva trycket fran cytostatika och stralning muterat samt ar
resistenta. Detta medfor att nya tumdorer sannolikt har en helt annan biologi &n de som
ursprungligen diagnostiserats. Framtida forskning borde alltsa fokusera pa att hitta alternativa
behandlingsformer som minskar det selektiva trycket for att minimera risken for aterfall.
Detta har resulterat i pre-kliniska forsok att med utgangspunkt genetiska/epigenetiska
modifikationer/profilering utveckla molekylara mal for behandling (Louis & Shohet 2015).

Sammanfattningsvis kan det konstateras att denna studie har visat 6vergripande exempel pa
forskning som visar att det finns ett starkt samband mellan grad av hypermetylering av
tumorhdmmande gener och de olika stadierna hos NB. Studien har visat att det finns en god
korrelation mellan metylprofilering hos DNA/histoner och en patients prognos for stadie
M/MS av NB. Dessutom har konstaterats att med utgangspunkt i de epigenetiska faktorer som
berérs i denna studie, har man kommit narmare potentiella epigenetiska modeller som kan
vara molekylart modifierbart och darmed en alternativ ingang till mer lyckad behandling.

Tack

Tack till Alexander Sokyazian for god aterkoppling men éven till Lage Cerenius for mycket
bra handledning och slutligen till Camilla Strandberg for sitt stod och engagemang i min
skrivprocess.
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Epigenetik och dess etiska problematik

Epigenetiska studier har blivit alltmer populdra och de nya resultaten & mycket fascinerande.
Man har konstaterat att epigenetiska forandringar sker snabbare an mutationer i DNA
sekvenser. Det har visat sig att dessa forandringar ar kansliga och kan paverkas av
miljoforandringar, kost men framforallt har konstaterats att epigenetisk metylering kan vara
arftlig (Rothstein et al. 2009a).

Epigenetik och miljo

En arftlig metyleringsgrad som kan paverka framtida generationer ar en central etisk fraga
eftersom epigenetiska férandringar kan induceras genom kontakt med miljégifter sa som
fororeningar, giftiga kemikalier eller bekampningsmedel. Det ar saledes en utmaning da man
ur ett globalt perspektiv kan konstatera att i omraden dar miljogifter ofta finns i storre
omfattning ar i regioner dar redan man redan ar forhallandevis mer utsatt i form av bred
fattigdom och begréansad atkomst till sjukvard. Darav anser jag att det ar en samhallmoralisk
fraga att se till att minimera risken for exponering. Detta ar saledes en fraga om rattvisa, darav
ar den viktigt att forskningen tar sitt ansvar i form av att beddma vilka de stora riskgrupperna
ar och hur man kan begrénsa dess utsatthet. Det kravs vid riskbedémning av placering av
miljogifter att man analyserar paverkar individuella biologiska faktorer snarare an den
geografiska profilen. Dessutom kravs mer ingaende analyser av potentiella epigenetiska
problem med bade dagens anvanda miljogifter och kemikalier men ocksa vid utfardandet av
nya utslappstillstand i Sverige. | och med att epigenetiska forandringar sa som metylering,
kan leda till paverkan pa framtida generationer ar det av central betydelse for framtida
analyser (Rothstein et al. 2009a,b).

Epigenetik och integritet

En annan aspekt av epigenetiska studier &r att den skapar en stor méngd data om en individs
sannolikhet for att utveckla ett allvarligt tillstand. Detta 6ppnar upp for en debatt om integritet
och vilken information som skall kunna goras tillganglig fér myndigheter eller privata
aktorer. Om man har genomgatt en epigenetisk undersokning som visar att man kan vara mer
mottaglig for en allvarlig sjukdom kan detta leda till att man inte vill dela den information
med arbetsgivare eller forsakringsbolag, vilket skulle kunna leda till stora konsekvenser
langre fram i form av felaktig eller ingen ersattning fran forsékringsbolag. Det skapar debatt
om man ar skyldig att informera tex familjemedlemmar som finns i riskgruppen for att sjalva
utveckla tillstaendet eller ej (Rothstein, et al., 2009a,b). Dessa potentiella problem skulle
kunna avvarjas med tex offentliga hogriskforsédkringsbolag som tar hand om sarskilt utsatta
patienter. Dartill skulle det krévas en formyndarverksamhet som reglerar tillsynen av hur
denna information far anvéandas.
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Framtidsfragor

Med nya epigenetiska forskningsresultat kommer ocksa mer information som behover
behandlas av samhéllets alla organ. Det som jag upplever kommer finnas i en framtida debatt
om epigenetik ar om man ska potentiellt tillata individer som man vet har epigenetiska
defekter att inseminera sig alternativt genomga konstgjord befruktning.

Forskningsetik:

Jag har i min studie begransat mig till etablerade vetenskapliga artiklar och statliga rapporter.
Valet av artiklar har jag baserats pa tidigare forskning, om tidskriften har gott anseende, hog
grad av citeringar samt om de anvént sig av relevanta referenser.

Jag har i min studie forsokt anvanda mig av en san bred bild som majligt for att kunna
konkretisera den breda méngd av information som finns tillgangligt. Detta har gjort att det
finns stora delar med etablerad forskning men ocksa en del information som &r nytankande
och central for framtida forskning.
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