Grundforskning

Den neurologiska sjukdomen Sanfilippo far sma barn att stanna upp och backa i ut-
vecklingen. Funktioner som sprak, minne, motorik och annat slas ut fran 2—6 arsal-
dern. Inget botemedel finns och barnen dverlever sdllan 20-arsdagen. Men forsk-
ning pagar, bland annat i zebrafiskmodeller. Lena Kjellén, Uppsala universitet, och
Anders Dagadlv, Akademiska sjukhuset, beskriver sin forskning i denna artikel.

Zebrafisk-

for att hitta nya satt att behandla
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Alla (eller atminstone nistan alla) celler har he-
paransulfat-proteoglykaner pd sin yta. Heparansulfat-proteo-
glykaner finns ocksd i basalmembraner och i annan extracel-
luldr matrix.! De negativt laddade heparansulfatkedjorna ir
sulfaterade och sulfatgrupperna bildar unika ménster pd ked-
jorna. Dessa ser olika ut i olika celler och vivnader. Ménstret
avgor vilka proteiner (tillvixtfaktorer, cytokiner, morfogener,
enzymer, matrixmolekyler etc.) som kan binda till polysacka-
riden.” Interaktionen mellan heparansulfat och proteinet kan
sedan paverka olika fysiologiska eller patologiska forlopp.
Heparansulfat ir viktigt for embryonalutveckling. Genetiskt
modifierade méss som saknar heparansulfat, dér innan gast-
ruleringen startar. Viktiga funktioner fér heparansulfat-pro-
teoglykaner under embryonalutvecklingen ér att fungera som
co-receptorer och att skapa och stabilisera morfogengradien-
ter som styr hur celler migrerar och differentierar [Figur 1].

Figur 1. A. Heparansulfat-proteoglykaner medierar bindning av
tillvaxtfaktorn FGF till sin receptor som sedan medierar signalen
in i cellen. B. Med hjdlp av heparansulfat pa cellytor och i matrix
bildas koncentrationsgradienter av faktorer viktiga for cellers mig-
ration och differentiering. C. Sulfatgrupper (svarta bollar) bundna till
de tva alternerande monosackariderna bildar cell-specifika monster pa
heparansulfat-kedjan.

TILLVERKNING OCH NEDBRYTNING AV HEPARANSULFAT
Heparansulfat tillverkas i cellens golgiapparat dir utvalda
seriner 1 proteoglykanens proteindel ir férankringspunkt for
den vixande polysackariden. Flera glykosyltransferaser, sul-
fotransferaser och andra enzymer deltar i biosyntesen dir
slutprodukten innehéller alternerande enheter av tvd mo-
nosackarider, uronsyra och N-acetylerad eller N-sulfate-
rad glukosamin, dir bida monosackariderna ocksd kan
vara O-sulfaterade [Figur 1]. Efter biosyntes transpor-
teras proteoglykanerna till cellytan dir de antingen blir
kvar forankrade 1 plasmamembranet eller frisitts till
omgivningen. Cellyte-proteoglykaner har en snabb
omsittning med en halveringstid pd nigra timmar
medan proteoglykanerna i matrix ofta omsiitts 1 ling-
sammare takt. Nir proteoglykanerna ska degraderas tas
de upp i cellen och transporteras till lysosomerna dir pro-
teaser tar hand om proteindelen medan enzymet heparanas
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fragmenterar kedjorna och exoenzymer bryter sedan steg for
steg ned fragmenten [Figur 2]. Om nigot av enzymerna inte
fungerar eller fungerar simre kommer degradationen att av-
stanna eller gd lingsammare. Det idr det som hinder hos
barn med mukopolysackaridoser, sillsynta genetiska sjukdo-
mar som orsakas av mutationer i just denna typ av enzymer.’
“Mukopolysackarid” ir ett gammalt namn pa de polysacka-
rider vi nu kallar glykosaminoglykaner. Heparansulfat, he-
parin, kondroitinsulfat, dermatansulfat, keratansulfat och
hyaluronan tillhér denna grupp. Vissa enzymer ir aktiva i
nedbrytningen av fler dn en typ av glykosaminoglykaner,
medan andra ir specifika for en enda. Patienter med Sanfi-
lippos sjukdom (MPS I1I) har problem med degradation av
heparansulfat men inte med degradation av de

andra glykosaminoglykanerna.

NAR NEDBRYTNINGEN INTE
FUNGERAR
Symtomen vid de mukopolysack-
aridoser som enbart drabbar nedbrytningen av kondroit-
insulfat, dermatansulfat, keratansulfat och hyaluronan be-
grinsas oftast till skelett, brosk och 6vrig bindviv, medan
mukopolysackaridoser som involverar heparansulfat (MPS
I, IT och I1I) ger svara neurologiska skador. Nir enzymerna
som deltar i nedbrytningen av heparansulfat inte fungerar
som de ska kommer heparansulfat-kedjor att ansamlas i ly-
sosomerna som pa sikt slutar fungera. Direfter fortgar en
ansamling av heparansulfat i 6vriga delar av neuronerna som
over tid fortvinar. Barnen som har dessa genetiska defekter
fods utan tecken pa att de har en dédlig sjukdom. De utveck-
las inledningsvis normalt, men vid 2—4 ars dlder uppmiirk-
sammar forildrarna ofta att nigot ir avvikande. Barnen kan
till exempel uppvisa en 6kad aggressivitet och sémnstérning-
ar. Med tiden kommer barnen att férlora manga av de for-
mdgor som hunnit utvecklas, till exempel tal och gdng. Dir-
efter blir barnens mentala nedsittningar svirare och de drab-
bas efter hand av symtom som liknar demens. De dér van-
ligtvis av en lunginflammation vid 15-20 &rs dlder. Medan
MPS I och IT drabbar degradation av bdde heparansulfat och
dermatansulfat, dr det bara nedbrytning av heparansulfat
som drabbas hos patienter med Sanfilippos sjukdom (MPS
III). Sanfilippos sjukdom har fyra undergrupper, I1I A-D,
dir mutationer i olika enzymer alla leder till att nedbryt-
ningen av heparansulfat gir lingsammare eller upphér. De
fyra enzymerna ir SGSH (N-sulfoglukosamin sulfohydrolas;
MPS IITA), HGSNAT (heparan-a-glukosaminid N-acetyl-
transferas; MPS I1IC), NAGLU (N-acetyl-a-glu-
kosaminidas; MPS I11B) och GNS (glukosamin
(N-acetyl)-6-sulfatas; MPS IIID). Eftersom
symtomen till stor del ir neurologiska ir det
extra svart att hitta terapier som fungerar ef-
tersom ersittningsenzymer eller andra mole-
kyler maste kunna ta sig in i hjidrnan for att ha
effekt. Tre olika typer av terapier skulle kunna vara anvind-
bara: 1) enzymterapi dir enzymet fuserats med nigon faktor
som gor att det kan passera blod-hjirnbarridren eller alter-
nativt genom direkt administration till CNS; 2) genterapi

eller 3) terapi baserat pi sma molekyler som kan passera blod-
hjirnbarriiren.

ZEBRAFISKMODELLER FOR ATT

STUDERA MUKOPOLYSACKARIDOSER

Zebrafisk anvinds mer och mer som modellsystem for att
studera sjukdomar och for att utveckla likemedel. Genom
CRISPR/Cas9-metodiken finns det nu méjlighet att sld ut
eller férindra gener i fiskarnas arvsmassa. En stor fordel med
zebrafisk 1 jimforelse med rdttor eller méss ir att potentiella
ligmolekylira likemedelskandidater kan tillsittas vattnet
fiskarna simmar i, istillet for att injiceras. En annan fordel
ir den stora mingden avkomma, ofta 300-400 embryon per
kull. Under evolutionen har zebrafiskar (som tillhér de sd
kallade dkta benfiskarna) jimfért med minniskan genom-
gatt ytterligare en fordubbling av sin arvsmassa. Detta gor
att antalet gener ir fler dn i minniskor. Duplicerade gener
kan férsvinna under evolutionen men kan ocksa bli kvar
med samma eller forindrade funktioner. Nir det giller ge-
nerna som ir aktuella vid Sanfilippos sjukdom ir det bara
GNS-genen som finns i tvd exemplar, medan de tre andra
enzymerna kodas av en gen vardera. Vi bestimde oss dirfor
for att till en borjan med hyilp av CRISPR/Cas9 sl ut dessa
och generera zebrafiskmodeller f6r Sanfilippo A, B och C
[Figur 2]. Dessa modeller dr nu pé plats och vi har kunnat
visa att fiskarna, precis som barnen som drabbas, samlar pa
sig heparansulfat.
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Figur 2. Har visas den del av heparansulfat-degradationen ddr de en-
zymer som kan ge upphov till Sanfilippos sjukdom (MPS IlIA, B, C och
D) deltar. Sanfilippo-enzymerna &r gréna medan andra enzymer ar gra.
Observera att SGSH som tar bort N-sulfatgruppen, férekommer tva
ganger. MPS X ar en nyligen identifierad mukopolysackaridos som inte
ingar i den tidigare gruppen av sju.”



VAR FORSKNINGSIDE
Vi har 1 var forskningsgrupp linge varit intresserade av he-
paransulfat och framfor allt studerat hur heparansulfat-ked-
jorna syntetiseras och hur cellerna kan designa sulfatménst-
ret som ju avgor vilka proteiner heparansulfat-kedjan kan
binda till. Ett biosyntesenzym som ir viktigare dn andra nir
det giller att reglera sulfateringen av heparansulfat ir NDST
(glukosaminyl N-deacetylas/N-sulfotransferas). I diggdjur
finns fyra NDST-gener (NDST1-4), dir NDST1 och
NDST?2 uttrycks av niistan alla celler, medan NDST3 och
NDST4 har en mer begrinsad utbredning.

Zebrafisk har fem (ndstla, ndstlb,
ndst2a, ndst2b, ndst3).> Vi har tidigare
tillsammans med Johan Ledin, Beata

y Filipek-Gorniok och Laura Waldman

vid Uppsala universitet anvint en “multi-

.

hit” CRISPR/Cas9-metod f6r att generera mutanter dir en-

staka eller flera av de fem generna slagits ut (¢j dnnu publi-
cerat).

Vi har ocksd tidigare studerat NDST-enzymerna i moss
och funnit att mdss som saknar NDST2, forutom att de har
defekta mastceller som inte kan syntetisera heparin, annars
ir friska och fertila.® Diremot 6verlever inte méss som saknar
NDST1. Trots att NDST2 uttrycks i néstan alla musceller
tillsammans med NDST1, verkar det enzymet inte i nigon

Zebrafiskembryo cirka 24 timmar efter befruktning. . " . o . .
storre utstrickning paverka sulfateringen. Diremot leder av-

saknad av enzymet till kraftigt reducerat innehéll av hepa-
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Grundforskning

Genom analys av arvs-
massan hos patienter
som lider av arftliga neu-

rologiska sjukdomar finns indika-
tioner pa att samma gener som ar
involverade i Sanfilippos sjukdom
kan bidra till dessa neurologiska
sjukdomar.

ransulfat.’ Detsamma verkar giilla i zebrafisk, dir utslagning
av de bdda ndst-generna ocksa leder till minskade heparan-
sulfatmingder hos fiskarna (inte heller publicerat innu). Vi
gor nu korsningsforsok som syftar till att se om avsaknad av
Ndst2 i Sanfilippo-fiskarna kan reducera mingden heparan-
sulfat hos dem utan att stéra andra funktioner. Om detta
fungerar blir nista steg att identifiera en effektiv himmare
av ldg molekylvikt som kan passera blod-hjdrnbarriiren och
minska Ndst2-aktiviteten utan att paverka de andra Ndst-
enzymerna.

Om vi kan identifiera en sddan himmare som utan att
stora andra viktiga funktioner fir fiskarna att sluta produ-
cera for mycket heparansulfat skulle de kunna utvecklas till
likemedel som férhoppningsvis skulle kunna lindra sjukdo-
men ocksd hos minniska. Det dr tinkbart att en NDST2-
himmare dven skulle kunna lindra framfor allt de neurolo-
giska symtomen vid MPSI och II dir ju bdde dermatansulfat
och heparansulfat ansamlas. Vi hoppas ocks3 att vira zebra-
fiskmodeller oberoende av heparansulfat och NDST2 skulle
kunna utnyttjas av andra forskargrupper med andra infalls-
vinklar pd Sanfilippos sjukdom.

KOPPLING TILL ANDRA NEUROLOGISKA TILLSTAND

Genom analys av arvsmassan hos patienter som lider av drft-
liga neurologiska sjukdomar finns indikationer p4 att samma
gener som ir involverade i Sanfilippos sjukdom kan bidra till
dessa neurologiska sjukdomar. Detta ir visat for NAGLU
som kan kopplas till Parkinsons sjukdom,’ och till vissa typer
av nedirvd sensorisk neuropati.” For en form av retinopati
har man istillet sett en koppling till HGSNAT." Hur brist
pé enzymer som bryter ned heparansulfat kan bidra till dessa
sjukdomar och varfér olika enzymer leder till olika sjukdo-
mar ir inte kiint. Zebrafiskmodellerna som vi utvecklat kan
forhoppningsvis utnyttjas for att studera dessa samband.
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