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— EMP3 drr proteinet l?ako:_'h vdrldens ovanligaste blodgrupp

Forskare i Lund och Bristol har Ist.gatan om en blodgrupp sé sillsynt att man bara
kdnner till ett tiotal mgnniskor som har den, varav en enda ar blodgivare. Nér det can-
cerrelaterade proteinet EMP3 saknas pé roda blodkroppar och blodplattar resulterar
det i blodgruppen MAM-negativ. Studien dir forskarna samtidigt kom pa att EMP3 dr
en hittills okdnd brorhsniolekyl i blodbildningen publicerades nyligen i Nature
Communications. Har beskriver professor Martin L Olsson och docent Jill Storry
senaste nytt fran det hogintressanta forskningsomradet.

arje ar bidrar blodgivare med
Vungeféir 400 000 pasar blod for

att den svenska sjukvarden ska
kunna fungera'. Det 4r manga olika pa-
tientkategorier som blir mottagare av
dessa gavor, sedan blodet delats upp i
sina tre terapeutiska huvudkomponen-
ter: roda blodkroppar, blodplittar och
plasma. Blodtransfusioner ges dels pa
grund av akuta, kortvariga behov som
efter stora trauman, storre operationer,
eller i samband med stora blédningar
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vid forlossning. Men de storsta blod-
konsumenterna har ofta kroniska, kan-
ske till och med livslanga, behov av
transfusionsbehandling. T denna kate-
gori finner vi benigna hematologiska
tillstind som hemoglobinopatier och
andra drftliga sjukdomar som paverkar
blodbildningen. En annan stor och vik-
tig kategori av transfusionskrivande
patienter har maligna sjukdomar, bade
hematologiska och andra typer av can-
cer. Manga typer av cancerbehandling

himmar benmirgens kapacitet att till-
godose patientens behov av réda och
vita blodkroppar samt blodplittar.
Dirfor gir en stor andel av alla blod-
komponenter till patienter av just den-
na kategori, sa att de ska kunna klara
sig genom tuffa, benmirgshimmande
forsok till bot. Blod kan ocksa bidra till
goda effekter i den palliativa varden sa
att patienten orkar mer. En alldeles sir-
skild kategori da blod ir livsnodvindigt
ar stamcellstransplantationen, varvid



pagienten i;raktiken byter benmirg
och oftast behover understod med
transfusionsbehandling under kortare
eller lingre tid. Varje enhet blod som
limnas ut till alla dessa patienter maste
matchas sa att blodgrupperna stimmer
mellan givare och mottagare. Landets
transfusionsmedicinska laboratorier
jobbar hart for att hitta ritt blod for
alla och lyckas nistan alltid med sin

uppgift. =

/4

~

typ) som alla blodtransfusioner match-
as for. Eftersom bakterier i framfor allt
tjocktarmen bir pa ABO-lika ytstruk-
turer har alla 6ver ett halvars alder
antikroppar mot de ABO-antigen man
sjilv saknar. Dirfor maste ABO-grup-
perna vara kompatibla vid transfusion
och organtransplantation. Rh-negativa
individer saknar RhD-proteinet pa sina
réda blodkroppar och far dirfor blod
fran RhD-negativa givare.

Precis som vi manniskor ser
olika ut pa utsidan, dr vara roda blod-

kroppar namligen ocksa olika pa cellytan dar
det sitter en mdngd proteiner och kolhydrater

som har olika funktioner.

x

PASSANDE BLODGIVARE SAKNAS

Da och da dyker det dock upp patienter
som behover en blodtransfusion, men
som har en sa sillsynt blodgrupp att
det inte finns nagon blodgivare som
passar. Blodprovet skickas da till ett re-
ferenslaboratorium som det i Lund, el-
ler i de fa fall det inte heller hjdlper, till
International Blood Group Reference
Laboratory (IBGRL) i Bristol for att
avgora patientens blodgrupp och for
att hitta ritt blod till patienten. Precis
som vi minniskor ser olika ut pa utsi-
dan, dr vara roda blodkroppar nimli-
gen ocksa olika pa cellytan dir det sit-
ter en mingd proteiner och kolhydrater
som har olika funktioner. Sma drftliga
skillnader i dessa molekyler avgor vil-
ken blodgrupp individen far. Manga
kinner till blodgruppssystemen ABO
(av kolhydrattyp) och Rh (av protein-

Firre har hort talas om att det i
dagsliget finns ytterligare 36 blod-
gruppssystem och sammanlagt 6ver
360 blodgruppsantigener som kan skil-
ja frin en minniska till en annan®. Vid
graviditet, blodtransfusion eller trans-
plantation kan immunférsvaret hos
den som utsitts for kroppsfrimmande
celler fran en annan individ reagera
med antikroppsbildning mot nagon av
de blodgrupper som patienten sjilv
saknar. I borjan av 1990-talet under-
sokte de tva forfattarna till denna arti-
kel var och en pa sitt hall tva gravida
kvinnor som hade bildat antikroppar
mot sina fosters réda blodkroppar. Det
ena fallet utspelade sig vid American
Red Cross National Reference Labora-
tory 1 Washington, D.C. 1 USA, och det
andra i Sverige. Badas blodprover gav
upphov till okinda monster som skulle

visa sig utgbra grunden till en helt ny,
tidigare okind blodgrupp, som senare
doptes efter den forsta, amerikanska
patientens initialer, M.A.M.’. Tio ar se-
nare rekryterades Jill Storry till Lund
fran en tjinst pa referenslaboratoriet
vid en av virldens storsta blodorgani-
sationer, New York Blood Center, dar
ytterligare MAM-negativa fall har upp-
tackts.

INTE HITTAT GENETISKT HEM

Ett 40-tal av alla blodgrupper ir vad
som benimns “orphan blood groups”,
det vill siga att vi inte har hittat ett ge-
netiskt hem (locus) f6r dem och vi vet
ofta dirmed inte heller vilken molekyl
som bir dem pa den réda blodkrop-
pens yta. Bada forfattarna till denna
artikel har arbetat i Bristol och blev sa
smaningom handledare till en master-
uppsats av Nicole Thornton, som idag
leder arbetet vid virldsreferenslabora-
toriet IBGRL dir*. Genom att engage-
ra internationella kollegor samlades
blodprover i Bristol fran alla nu kinda
fall med MAM-negativ blodgrupp, to-
talt tio individer. Next-generation se-
quencing (NGS) av alla exoner i geno-
met anvindes for att ta reda pa vilken
gen som ligger bakom MAM-blod-
gruppen. Initialt misstinktes MAM ha
nagot med CD44-molekylen att géra
eftersom uttrycket av Indian-blodgrup-
pernas antigener (som birs av CD44)
var forsvagade pa MAM-negativa cel-
ler. CD44-genen visade sig dock vara
intakt hos MAM-negativa individer.
Forskarlaget upptickte da att dessa in-
divider istillet saknar ett annat protein,
Epithelial Membrane Protein 3
(EMP3), som normalt sitter pa de roda
blodkropparnas och andra cellers yta
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Figur 1: A) Schematisk representation av EMP3-proteinet i erytrocytens membran. Aminosyrornas fargkodning i transmembranregionerna
reflekterar a-helix-domanerna i B. B) SWISS-Model av mus EMP3 (035912; https://swissmodel.expasy.org/repository/uniprot/035912).

(Fig. 1). I samtliga fall var EMP3-ge-
nen muterad eller deleterad pa ett antal
olika sitt pa bada kromosomerna’. Den
“vanligaste” avvikelsen i kohorten, ho-
mozygoti for en prematur stoppkod i
EMP3-genen, c.123C>G (p.Tyr41Ter),
visades vara mycket séllsynt i stora da-
tabaser Gver minsklig genvariation (en-
dast 43 av 251 000 alleler kodade for
den, 0.017 % genfrekvens). Genom att
sedan sla ut denna gen med CRISPR/
Cas9-teknik i modellceller och dven
overuttrycka genen rekombinant i ett
annat modellsystem kunde vi sla fast
att MAM-blodgruppen styrs av ut-
trycket av EMP3. Dessa fynd ger nu
upphov till ett nytt blodgruppssystem,
MAM. I hela virlden finns sa vitt kint
bara en enda blodgivare med denna,
extremt sillsynta, blodgrupp och det ir
en av de ursprungliga patienterna som
har borjat limna blod. Tack vare att ge-
nen bakom MAM nu har klarlagts kan
blodcentraler runt om i virlden nu bot-
jaleta efter fler MAM-negativa blodgi-
vare med “high-throughput” DNA-
teknik som redan dr implementerad for
andra blodgruppsgener. Men historien
slutar inte dar.

VISION OM ATT KUNNA ODLA BLOD

Vart forskarlag upptickte ocksa att
CD34-positiva blodprogenitorceller
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fran MAM-negativa personer produce-
rar betydligt fler retikulocyter 4n nor-
malt nir de odlas i laboratoriet (Fig. 2) °.
Detta dr av stort intresse for framtidens
transfusioner da en vision 4r att kunna
odla blod pa konstgjord vig, sirskilt till
patienter med behov av sillsynt blod
eller vid livslang transfusion da trans-
fusionsintervallet skulle kunna mins-
kas, och dirmed jirnbelastningen pa
kroppen, vilket ir ett av de storsta pro-
blemen vid kronisk transfusionsbe-
handling. Om man kan 6ka utfallet cir-
ka fem ganger i odlingarna, vilket de
preliminira resultaten indikerar, skulle
mer réda blodkroppar kunna produce-
ras till betydligt ligre pris. En stor del
av dagens blodgruppsforskning hand-
lar om vilka okdnda funktioner de pro-
teiner som sitter pa blodkroppens yta
har. Eftersom det tidigare inte var kint
att EMP3 finns pa roda blodkroppar
har ingen dgnat en tanke pa vad det gor
dir. Med ledning av ovanstaende resul-
tat borjade vi och vara samarbetspart-
ners inse att EMP3 skulle kunna vara
en typ av bromsmolekyl f6r blodbild-
ningen.

Over 80 procent (!) av minniskans
egna celler bestar av réda blodkroppar®
och varje sekund bildas ett par miljoner
nya blodkroppar. Minsta obalans kan
resultera i 6verproduktion eller blod-

brist, anemi. Andé kiinner forskare inte
till sa mycket om hur den tidiga bild-
ningen av réda blodkroppar styrs.
Bortsett fran det av njurarna produce-
rade hormonet erytropoietin (EPO), ir
inte mycket klarlagt om regleringen av
bildningen av var vanligaste cell. Dir
finns en stor kunskapslucka som beho-
ver fyllas for att ge utrymme for nya
mojligheter.

Aven om EMP3 ir okiint i blodkret-
sar sa dr det en vilkarakteriserad stor-
het inom cancerfiltet, dock med till sy-
nes motsigande funktioner i olika tu-
morformer. Mirkligt nog forefaller
detta protein kunna agera bade i en roll
som tumorsuppressor i vissa cancerfor-
mer och med onkogena egenskaper i
andra (Tabell loch figur 3)°. Vad som
avgor detta dr inte klarlagt. Vad som
diremot dr intressant dr att var studie
ocksi fann bevis for direkta interaktio-
ner mellan EMP3 och CD44°, en an-
nan molekyl av stort intresse inom on-
kologisk forskning.

Sammanfattningsvis blir det spin-
nande att framgent se vilka nya rén
som framkommer avseende EMP3:s
roller inom blodbildningsreglering och
tumorbiologi. Den hir historien dr
ocksa en liten paminnelse om nagra av
de egenskaper som kan vara bra att ha
om man sysslar med forskning. Tack
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Figur 2: A) Tidslinje och beskrivning av tre olika faser for erytroid odling av CD34+ progenitorceller
(HSPC = Hematopoietic Stem and Progenitor Cells);

B) Cell-odling av CD34+ celler fran en EMP3-negativ individ (MAM_NEG) jamfort med tva EMP3-positiva
kontrollprover (C1 och C2). EMP3-negativa celler visar signifikant snabbare tillvaxt under expansionsfas och stérre cellantal mot slutet av odlingen.

Denna graf motsvarar Suppl. Fig. 6 i ref. 5 men utan logaritmisk skala pa y-axeln. Experimentet utférdes av doktoranden/ldkaren Abdul Ghani
Alattar (medforfattare i ref. 5), som ocksa bistatt oss med denna graf.
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Figur 3. Hogt uttryck av EMP3 kan vara en negativ prognostisk markor i flera maligniteter.
Nagra exempel visualiserade med data fran https://www.proteinatlas.org/ENSG00000142227-EMP3/pathology.
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EMP3-niva Matmetoder
Uvealt melanom A Transcriptomics, gensuppression
Gliom A Mikroarray, RT-qPCR
Primart broéstcarcinom A miRNA, RT-PCR, metyleringsanalys
Hepatocellulart carcinom A EMP3-nedreglering
SKOV3 ovariecancer (cellinje) A siRNA
Urotelialt carcinoma fran dvre urinvagarna A siRNA, metyleringsanalys
Primart glioblastom A Mikroarray, RT-qPCR
Icke-smacellig lungcancer v Immunhistokemi
Oligodendrogliom v Metyleringsanalys
Esofageal skivepitelcellscancer (cellinje) v Mikroarray, metyleringsanalys
Gliom v Mikroarray, metyleringsanalys
Gliom och neuroblastom v Mikroarray, metyleringsanalys

Tabell 1. EMP3-uttrycket har visat sig att variera mycket i olika cancerformer, varav vissa till och med uppvisar beroende av EMP3. Ibland kan EMP3
betraktas som en onkogen och ibland som en tumaorsuppressor. For referenser och mer detaljer, se Supplementtabell 11 i ref. 5.

vare en stor portion envishet, interna-
tionella samarbetspartners och uthallig
finansiering fran bland annat Veten-
skapsradet, Knut och Alice Wallen-
bergs stiftelse och ALF-anslag, kunde
vi lata var nyfikenhet pa nagra enstaka
patientfall for nidstan 30 ar sedan leda
oss fram till en upptickt inom blod-
gruppsfiltet med kliniska implikatio-
ner. Detta 6ppnade i sin tur dorren for
ett 6verraskande fynd inom erytro-
poesreglering, som kan leda vidare till
studier av mekanismerna kring hur
EMP3 ir involverat i styrningen av sa-
vil blodbildningen som cancercellers
tillvaxt,
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