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Sammandrag

Shinya Yamanaka och hans kollegors upptickt av de inducerade pluripotenta stamcellerna ar
2006 har lett till forhoppningar om anvéndning av dessa celler for regenerativ medicin.
Cellerna kan skapas fran en fullt differentierad cell (till exempel en hudcell),
omprogrammeras till att bli en pluripotent stamcell for att sedan differentiera till en méngd
olika celltyper. Dessa celler skulle alltsa i idealfallet kunna skapas fran en patient med till
exempel Parkinsons sjukdom till att bli fullt fungerande dopaminproducerande celler som
genom transplantation skulle kunna bota sjukdomen hos patienten i fraga. Cellerna innehaller
dé patientens eget DNA vilket kan minska risken for avstotning efter transplantation. En
annan fordel med dessa celler dr att de har liknande egenskaper som de embryonala
stamcellerna vilket gor att den kontroversiella forskningen pa embryon skulle kunna minska.

An s linge kan dock cellerna inte anvindas in vivo pé patienter. En mingd olika
komplikationer uppstér vid omprogrammeringen sdsom punktmutationer i genomet och
tumorbildning efter transplantation. Dessa hinder maste undanr6jas innan cellerna kan
anvéndas for transplantation pa patienter. Cellerna har dock redan nu fungerat bra som
modeller for olika sjukdomar och som celler att testa likemedel pé in vitro. Denna uppsats
handlar om forskningen kring de inducerade pluripotenta stamcellerna och dess potential
inom regenerativ medicin i framtiden.

Inledning
Linge trodde man att en cell som mognat, differentierats och specialiserats hade nitt sitt
slutstadium. Att cellen skulle kunna bli en stamcell igen ansdgs omdjligt. P4 senare &r har

forskare kunnat bevisa att det ar mdjligt att fA mogna celler att backa i utvecklingen
(Yamanaka et al 2006, Takahashi et al. 2007, Yu et al 2007).

Redan 1962 kunde britten Johan B. Gurdon visa att en somatisk cellkédrna har hela sitt
genmaterial intakt, vilket innebér att om cellkdrnan fors in i en dggcell (vars egen cellkidrna
tagits ur) sa kommer cellen att kunna utvecklas till ett embryo efter in vitro befruktning
(Gurdon, 1962). Denna upptickt banade vig for kloning av djur, bland annat faret Dolly
(Wilmut et al. 1997). Ar 2006 visade japanen Shinya Yamanaka, med hjilp av bland annat
Gurdons upptéckt tillsammans med sin forskargrupp, att en mogen hudcell fran en mus kan
omprogrammeras till att bli en omogen pluripotent stamcell, detta genom att bara tillféra
cellen fyra nya gener. Cellerna som skapas har d ater egenskapen att ge upphov till ménga av
de olika celltyper som bygger upp en organism. De nya cellerna fick namnet inducerade
pluripotenta stamceller (iPSC) (Yamanaka et al. 2006). Man har dven visat att detta gar att
gora med humana celler vilket har 6ppnat upp for mojligheter inom regenerativ medicin
(Takahashi et al. 2007). I ar, 2012, belonades Gurdon och Yamanaka med Nobelpriset i
medicin for sina upptickter.

Yamanakas upptick dr mycket intressant da den fordndrar var syn pé cellbiologi och ocksa
skapar nya mojligheter for terapeutisk forskning. Upptéckten kan ockséd komma att leda till att
den kontroversiella forskningen pa embryonala stamceller kan minska dé& dessa celler har
liknande egenskaper som de embryonala cellerna. Man har féorhoppningar om att i framtiden
kunna anvénda dessa for att ersitta sjuka celler och organ i kroppen genom transplantation, sa
kallad regenerativ medicin, till exempel vid Parkinsons sjukdom, amyotrofisk lateralskleros
(ALS) eller diabetes (Wernig et al. 2008; Dimos et al. 2008; Park et al. 2008). Cellerna kan
skapas direkt fran patientens egna celler och ddrmed minskar risken for avstdtning efter
transplantation (Takahashi et al. 2007). Det finns dock en mingd hinder som maéste



overvinnas innan cellerna kan anvindas direkt pa patienter (Hussein ef al. 2011; Mayshar et
al. 2011).

Syftet med denna uppsats dr att beskriva hur en mogen cell ater kan bli en pluripotent cell och
dven vad denna upptickt kan komma att anvindas till i framtiden. Mina fragestéllningar ar
saledes; Hur gér det till nir man omvandlar en somatisk cell till en inducerad pluripotent
stamcell? Inom vilka anvindningsomraden kan dessa celler utnyttjas? Vilka komplikationer
kan uppsté kring forskningen? Och mer specifikt; kommer de inducerade pluripotenta
stamcellerna kunna anvindas for regenerativ medicin inom en snar framtid?

Som bakgrund till forskningen om de inducerade pluripotenta stamcellerna kommer jag nedan
definiera vad en stamcell dr och dven oversiktligt beskriva hur en cell differentieras. Jag
kommer sedan sammanfatta viktiga milstolpar inom forskningen som ledde fram till
upptickten av de inducerade pluripotenta stamcellerna for att sedan beskriva forskningen om
dessa celler mer ingdende. Avslutningsvis foljer en diskussion om de inducerade pluripotenta
stamcellernas potential samt en framatblick med kommande utmaningar och méjligheter.

Stamceller

Stamceller dr odifferentierade celler som har formégor som sérskiljer dem fran andra
celltyper. Dels har de kapacitet att dela sig och bilda dotterceller som ocksé ar stamceller,
men de kan dven bilda celler som borjar dela pa sig, differentiera och mogna till alla olika
celltyper som bygger upp en organism. Denna egenskap gor dessa celler unika. Under en
organisms livstid behover celler hela tiden ersdttas med nya pa grund av celldod eller skada
och det ar dir stamcellerna fyller sin funktion. Det dr denna funktion som &dven dr intressant
for klinisk anvéindning (Cooper & Hausman, 2009). Stamceller identifierades for forsta
géngen av Ernest McCulloch och James Till ar 1961. De fann hematopoetiska (blodbildande)
stamceller i benmérgen pa en mus (Becker et al. 1963).

Det finns olika stamceller i kroppen och dessa karaktériseras av olika potensgrad (totipotenta,
pluripotenta, multipotenta). Potensgraden indikerar stamcellens formaga att differentiera till
olika celltyper (Jaenisch & Young 2008). Den befruktade dggcellen &r totipotent vilket
betyder att den kan bilda alla celler i kroppen samt ge upphov till en ny individ. Ju tidigare i
utvecklingen man tar en stamcell, desto storre utvecklingspotential har den och den
totipotenta stamcellern har alltsd hogst potential. Det dr faktorer 1 dggets cytoplasma som
behéller cellen totipotent (Wolpert ez al. 2011).

Pluripotenta embryonala stamceller

Embryonala stamceller har ldnge varit intressanta ur forskningssynpunkt. De har anvands for
att modellera molekyléra och celluldra skeden i celldifferentieringsprocessen och har déarfor
varit viktiga for utvecklingsbiologin. Dessa celler aterfinns i det tidiga embryots blastocyst
fem dagar efter befruktning, med formégan att ge upphov till manga av de celler och vdvnader
som bygger upp en organism. De kan dock inte bilda de celler som sedan utgér moderkakan
och kan dérfor alltsé inte skapa en livsduglig hel organism, vilket gor dem till pluripotenta
(Campbell et al. 2008). I manga lénder tilldts inte forskning pad embryonala stamceller av
etiska skil. Debatten ror fraimst frdgan om nér ett liv egentligen bdrjar och om detta finns det
ménga skilda dsikter. I Sverige &r det tillatet att forska pd embryonala stamceller. De celler
som man far anvinda i medicinsk forskning har tagits i samband med provrdrsbefruktning
efter medgivande fran donatorn. Det dr ocksa tilldtet att skapa befruktade dggceller for att
framstélla embryonala stamceller (Dock et al. 2009).



I och med upptickten av de inducerade pluripotenta stamcellerna kan forskning bedrivas utan
detta etiska dilemma pé celler med liknande egenskaper som de embryonala stamcellerna
ddrmed ses dessa celler som en potentiell 16sning pa ett tidigare stort problem inom
stamcellsforskningen. Dock kan nya etiska fragor véckas i och med anvindningen av dessa
celler.

Multipotenta adulta stamceller

Det finns dven stamceller i den utvecklade viavnaden, adulta stamceller, men dessa kan bara
bilda ett begrinsat antal olika celltyper och kallas dérfor multipotenta. Till exempel kan en
stamcell frdn benmérgen ge upphov till alla olika blodceller, men den skulle inte kunna skapa
en hel organism. De adulta stamcellerna &r ytterst viktiga d& de skapar nya celler att ersitta
gamla med. Forutom i benmérgen sa har man har hittat dessa i bland annat huden, hjdrnan och
levern (Campbell et al. 2008).

Stamcellsdefinitionen ifragasétts hela tiden. Nya uppticker fordndrar en tidigare given
definition och denna kan ocksé variera beroende pa om vi studerar cellerna in vivo eller in
vitro.

Celldifferentiering

Alla celler forutom konscellerna, erytrocyterna och trombocyterna i en organism innehaller
identiskt DNA (Sand et al. 2009). Hur kan det da finnas sa manga olika celltyper? Svaret ér
att cellerna uttrycker olika gener vid olika tidpunkt vilket avgor deras 6de (Cooper &
Hausman 2009). Méinga gener befinner sig i ett inaktivt stadie och behdver speciella
transkriptionsfaktorer for att aktiveras. Dessa faktorer binder in till den region som ska ldsas
av och bildar tillsammans med bland annat RNA polymeras II ett komplex som leder till att
transkriptionen kan starta. Vid transkriptionen ldses den aktuella genen och bildandet av ett
nytt protein kan starta. En differentierad cell karaktériseras av de olika proteiner den
innehaller (Wolpert et al. 2011).

I den embryonala utvecklingen spelar dggets cytoplasma stor roll. Denna &4r inte homogen
utan organellerna, mRNA och andra bestdndsdelar sa som proteiner dr ojamnt fordelade
(Campbell et al. 2008). Efter den mitotiska celldelningen fordelas zygotens cytoplasma i tva
separata celler vilket leder till att kdrnan i dessa celler blir exponerad for olika s kallade
cytoplasmiska determinanter. Det dr bland annat detta som leder till att cellerna utvecklas till
olika celltyper, d& de under utvecklingen kommer uttrycka olika gener. Nér det sedan bildats
ett embryo spelar miljon runt i kring de olika cellerna stor roll. Cellerna i embryot
kommunicerar med varandra genom specifika signalmolekyler och tillvixtfaktorer, antingen
genom direkt kontakt eller genom diffusion. Dessa signaler orsakar en fordandring 1
mottagarcellen vilket leder till ett fordndrat genuttryck som 1 sig leder till en differentierad
cell (Campbell ef al. 2008). Mycket av det som ror celldifferentiering involverar processer
som inte ror genuttryck specifikt. Dessa kallas for epigenetiska fordndringar och kan till
exempel rora DNA-metylering och acetylering/metylering av histonerna (Wolpert et al.
2011).

Celldifferentiering dr naturligt en irreversibel process. I de fall som cellen slutar behélla den
uppgift den blivit tilldelad kan till exempel cancer uppsta. Cancer beror pa mutationer i
genomet som dr av virde for cellcykelns funktion vilket leder till okontrollerad celltillvaxt
(Cooper & Hausman 2009).



Tidigare forskning — viktiga framsteg

Historien om de inducerade pluripotenta stamcellerna borjade for néstan 60 ar sedan. Fram till
idag har méinga viktiga framsteg gjorts inom stamcellsforskningen som gjort denna upptéckt
mojlig.

Somatisk kirnoverforing

Tidigare trodde man att differentierade celler forlorade sin forméiga och kunskapen att
producera olika celltyper. Ar 1962 kunde John B. Gurdon och hans kollegor visa att s inte
var fallet. De anvinde sig av icke-fertiliserade dgg fran grodor som hade fatt en ny kérna frén
en fullt differentierad tarmcell frin ett grodyngel. Denna utvecklades till ett yngel (Gurdon,
1962). Hans upptéckt ledde till hypotesen att det i 4ggets cytoplasma finns faktorer som pa
ndgot sétt kan omforma den transplanterade kérnan till att aterigen uttrycka gener som kan
leda till formationen av en hel frisk groda. Aven en differentierad cell innehaller alltsa all den
genetiska information som behdvs for att utveckla en hel organism. Det DNA som finns i
kdrnan behdver bara aktiveras pd ritt sétt. Proceduren fick namnet somatisk kdrndverforing
(Gurdon, 1962).

Somatisk kdrndverforing har sedan anviants for mer komplexa djur. 1997 lyckades Ian Wilmut
och hans kollegor klona det forsta daggdjuret, fret Dolly (Wilmut ez al. 1997). Mojligheten
att klona genom kérndverforing tillsammans med de egenskaper som embryonala stamceller
har, har 6ppnat upp mojligheter for det som kallas terapeutisk kloning. Tekniken innebér att
man tar ut kéirnan fran en patients cell och for in denna i ett 4gg vars egen kérna har tagits ut.
Denna cell kan sedan odlas och embryonala stamceller bildas da cellen man skapar uppfattar
sig som ett befruktat 4gg. Stamcellerna fran klonen som bildas kan sedan anvidndas da de
differentierar till nya celler som sedan skulle kunna transplanteras tillbaka till patienten
(Cooper & Hausman, 2009). Fordelen med denna metod &r att de stamceller som bildas ar
patientens egna och innehéller patientens DNA, vilket bor undanrdja risken for avstotning.
Metodens effektivitet &r dock 14g och inga lyckade forsok har &nnu gjorts pd ménniskor,
dessutom &r det dven ett problem att tekniken kraver manga dgg fran donatorer. Kritik riktas
dven mot metoden d& den anviander embryonala stamceller (Cooper & Hausman, 2009).

Odling av stamceller i kultur

Ar 1981 kunde Martin Evans och Matthew H. Kaufman visa att embryonala stamceller bildas
frén celler ur den inre cellmassan hos blastocyter fran mdss. De upptickte att dessa celler var
pluripotenta och kunde hallas odifferentierade i cellodling samtidigt som de kunde bilda alla
organ och vivnader om de dterfordes in i ett tidigt musembryo (Evans ef al. 1981).

Aven Gail R. Martin genomférde studier med liknande resultat som ocksa har varit
betydelsefulla. Hon studerade en tumoérliknande struktur hos mdss, innehallande
odifferentierade celler som liknade embryonala stamceller. Dessa lyckades hon sedan odla
fram in vitro (Martin, 1981). Ar 1998 visade James Thomson och hans kollegor att
embryonala stamceller &ven kunde framstillas frdn ménniskor och isoleras 1 kultur (Thomson
et al. 1998). Dessa upptéckter har varit av stor betydelse for stamcellsforskningen och den
regenerativa medicinen.

Genen MyoD for omprogrammering

Ytterligare en milstolpe inom cellbiologin som bidrog med kunskap om celldifferentiering
och omprogrammering var Harold Weintraub och hans kollegors upptickt av genen MyoD.
De tvingade hudceller att uttrycka denna gen vilket ledde till bildandet av muskelceller. Det
visade sig att genen &dr den centrala regleraren av myogenesen, alltsd skapandet av muskulér
vévnad speciellt under embryonal utveckling (Davis ef al. 1987; Weintraub et al. 1989).



Inducerade pluripotenta stamceller

Yamanaka och hans kollegor var intresserade av att se om det fanns ndgon annan metod som
ocksé kunde omprogrammera somatiska celler till celler med embryonala stamcellers
egenskaper, utan att behdva genomfora en sa kallad somatisk kdrndverforing. Deras hypotes
var att om man lyckades identifiera de faktorer som bevarar pluripotens hos en stamcell, sa
skulle man genom att introducera dessa till en somatisk cell, fa denna att programmeras om
till en stamcell (Yamanaka et al. 2006). Nimet Maherali och Konrad Hochedlinger (2008) har
sammanfattat olika variabler att ta hdnsyn till d4 man ska framstilla inducerade pluripotenta
stamceller (figur 1). Dessa inkluderar 1) valet av gener att omprogrammera cellen med; 2)
metod att leverera generna in i cellen; 3) val av celltyp att omprogrammera; 4) parametrar av
vérde for genuttryck sdsom timing och koncentrationsnivéer samt cellkultursforhallanden i
framstéllningen; 5) identifiering av inducerade pluripotenta celler och karaktérisering av
omprogrammerade celler.
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Figur 1. Variabler att ta hinsyn till vid framstillning av iPSC. Dessa inkluderar 1) valet av gener att
omprogrammera cellen med; 2) metod att leverera generna in i cellen; 3) val av celltyp att omprogrammera; 4)
parametrar av virde for genuttryck sdsom timing och koncentrationsnivéaer samt cellkultursférhallanden i
framstdllningen; 5) identifiering av inducerade pluripotenta celler och karaktdrisering av omprogrammerade
celler. Inspirerad av Maherali & Hochedlinger (2008).

Ursprunglig metodik for framstillning av inducerade pluripotenta stamceller

Yamanaka och hans kollegor anvinde sig av bindvévceller (hudceller) frén adulta mdss och
24 gener som mojliga kandidater som kunde inducera pluripotens i hudcellen. Dessa gener, d&
de uttrycks, sitter igang transkriptionen i cellen och ddrmed bildandet av sirskilda proteiner
(transkriptionsfaktorer) som &r delaktiga i bevarandet av cellen som blivande pluripotent. Man
visste sedan innan att dessa gener uttrycktes i embryonala stamceller. De borjade med att testa



generna en efter en for att sedan mixa dem i olika kombinationer. Det visade sig att vissa av
kombinationerna ledde till bildandet av celler som liknade embryonala stamceller. Fragan &r
vilken kombination som var den rétta. Och hur ménga gener, och ddrmed
transkriptionsfaktorer, skulle det behdvas totalt? Efter stegvis eliminering kom de fram till det
hépnadsvickande resultatet att enbart fyra gener var nddvindiga for omprogrammeringen,
ndmligen; Oct4, Sox2, Klf4 och c-Myc (Yamanaka et al. 2006) (se punkt 1 i figur 1). De
anvénde sig av samma slags ndringslosning som man normalt 1dter embryonala stamceller i
kultur véxa i.

Ar 2007 kunde liknande celler Aven skapas frén humana hudceller genom att introducera
samma fyra faktorer (Takahashi ef al. 2007) eller genom induktion med en snarlik
kombination; Nanog, Lin28, Oct4 och Sox2 (Yu et al. 2007). Detta har gett forhoppningar om
anviandning av dessa celler inom regenerativ medicin di genen c-Myc dr en onkogen (se
nedan under Anvandningsomraden for inducerade pluripotenta stamceller).

For att kunna fora in generna i den somatiska cellkérnans genom anvindes en retroviral
vektor (Yamanaka et al. 2006) (se punkt 2 i figur 1). Vektorerna dr verktyg som kan anvidndas
till detta &ndamal antingen in vivo eller in vitro. En grundldggande mekanism hos ménga virus
ar att de for in sitt eget genom in 1 vardcellens som de infekterar och det 4r denna mekanism
man utnyttjar (Campbell ef al. 2008). I Yamanakas forsta studie anvdndes det rekombinanta
retroviruset moloney murint leukemivirus (MMLYV) som integrerar med vérdcellen. Det
innehaller enzymet reversibelt transkriptas som skoter integrationen. Retroviruset infekterar
bara celler som delar pé sig. Genom denna metod tvingar man alltsa cellen att uttrycka gener
som annars dr tystade. D& generna uttrycks startar omprogrammeringen och efter en tid bildas
de stamcellsliknande cellerna pd grund av bildandet av nya proteiner. Dessa celler visade sig
sedan ge upphov till de tre cellagerna endoderm, mesoderm och ectoderm in vitro (Yamanaka
et al. 20006).

Gillande valet av celltyp (punkt 3 i figur 1) sd har detta visat sig ha betydelse for
omprogrammeringens effektivitet. Till exempel sa visade det sig vara sé att mag- och
leverceller fran mdss snabbare visade reaktivering av genen Fbx/5 som ir specifik for
embryonala stamceller, jimfort med fibroblaster (Aoi et al. 2008). Aven de humana
keratinocyterna omprogrammerades snabbare jamfort med humana fibroblaster (Aasen et al.
2008). Resultaten indikerar att en midngd olika celltyper kan genomga omprogrammering in
vitro (tabell 1). och ddrmed bli pluripotenta stamceller, oavsett hur differentierade cellerna ar
(Stadtfeld et al. 2008a).

Tabell 1. Urval av celler som genomgatt lyckad omprogrammering

Omprogrammerad celltyp Referens

Mag- och leverceller Aoi et al. 2008
Insulinproducerande betaceller Stadtfeld et al. 2008a
Lymfocyter Hanna et al. 2008
Keratinocyter Aasen et al 2008
Hudceller Yamanaka et al. 2006
Blodceller Loh et al. 2009




De exakta forhallanden gillande bland annat koncentrationsnivéer av transkriptionsfaktorer
och cellkulturforhéllanden som krivs for omprogrammeringen av olika celltyper dr @n inte
fastslagna. Ny forskning visar hela tiden pé alternativa metoder och detta speglar att
forskningsomradet &r ungt och stéindigt i utveckling (Maherali & Hochedlinger 2008).

Identifiering och karaktirisering av inducerade pluripotenta stamceller

De inducerade pluripotenta stamcellerna maste uppvisa karaktirsdrag som annars &r
utmérkande for embryonala stamceller, detta for att visa att omprogrammeringen gatt ritt till.
Dessa inkluderar morfologiska, molekyldra och funktionella likheter med embryonala
stamceller (Maherali & Hochedlinger 2008). De forsta inducerade pluripotenta stamcellerna
frdn moss var selekterade med avseende pa den embryonala stamcellsspecifika genen Fbx15
(Yamanaka et al. 2006). Denna visade sig dock vara icke essentiell for omprogrammeringen
och istéllet borjade man selektera cellerna efter uttryck av generna Nanog och Oct4 (Okita et
al. 2007).

De inducerade pluripotenta stamcellerna ska uttrycka pluripotentrelaterade markorer pa
cellytan och dessa soker man efter dd man vill identifiera dem. Den epigenetiska statusen
sasom metylering och kromatinkonfiguration méste dven den vara gemensam med de
embryonala stamcellerna. Géllande funktionella likheter s& ska en godkédnd iPS-cell ha
formégan till sjalvfornyelse och dven behalla utvecklingspotentialen att differentiera till alla
de tre priméra cellager, alltsa endoderm, ectoderm och mesoderm (Lanza et al. 2009).

Alternativa metoder for omprogrammering

Till skillnad fran Yamanaka och hans kollegor anvénde sig Junying Yu och hennes
forskargrupp av lentivirus for att infektera celler med de nddvindiga faktorerna (Yu et al.
2007). Lentivirus dr en undergrupp till retrovirus och har den unika féormégan att infektera ett
virdgenom hos en cell som inte delar pé sig tack vare enzymet integras. Vektoren hos dessa
olika virus kan dock aktivera onkogener i vardgenomet vilket kan leda till utvecklingen av
cancer (Lds mer om detta under Komplikationer).

Proteiner, adenovirus, plasmider med mer

Senare forskning har dven visat att de gener som behdvs for omprogrammeringen inte
behover foras in pé specifika platser i genomet vilket dppnar upp for alternativa sitt som inte
kraver retrovirala vektorer. Detta minskar risken for tumdrbildning hos patienter efter
transplantation (Aoi et al. 2008). Kim et al. (2009) visade genom sin studie att det var mgjligt
att skapa inducerade pluripotenta stamceller med hjélp av att direkt leverera
omprogrammeringsproteiner fuserade med en cellpenetreringspeptid. Denna metod var dock
ineffektiv. Andra icke-integrerande vektorer som anvénts och lett till lyckad
omprogrammering dr bland annat adenovirus (Stadtfeld ef al. 2008b) och plasmider (Okita et
al. 2008) men dven dessa med minskad effektivitet. Studier visar dven att
omprogrammeringen kan genomforas med hjélp av syntetiserade mRNAs (Warren et al.
2010). Dessa upptdckter har gett forhoppningar om att cellerna ska kunna anvéndas inom
regenerativ medicin.

Anvandningsomraden for inducerade pluripotenta stamceller
Forskningen som ror anvindningen av stamceller for att pa olika sitt bota sjukdomar och léka
skador kallas terapeutisk stamcellsforskning. Den terapeutiska forskningen med inducerade
pluripotenta stamceller har huvudsakligen tagit tva riktningar (figur 2). Den ena riktningen ror
transplantation av differentierade celler (regenerativ medicin) och den andra ror



sjukdomsmodellering och framstéllning av 1dkemedel med hjdlp av studier pa cellerna in vitro
(Park et al. 2008).
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Figur 2. Den terapeutiska forskningen med de inducerade pluripotenta stamceller har huvudsakligen tagit tva
riktningar. De inducerade pluripotenta stamcellerna kan skapas fran patientens egna celler (hudbiopsi) for att
sedan antingen repareras (om sjukdomen beror pa en mutation i genomet) och differentieras till 6nskad frisk
celltyp for transplantation, eller sa kan man lata de inducerade pluripotenta stamcellerna fa agera modell for
olika sjukdomar man sedan &ven kan soka ldkemedel till. I exemplet ovan lider patienten av en neurodegenerativ
sjukdom (Figur modifierad fran Robinton & Daley 2012).

Nyligen kunde en forskargrupp visa att det var mojligt att skapa levande avkomma med hjélp
av inducerade pluripotenta stamceller. De anvénde sig av hudceller fran en mus,
omprogrammerade dessa till pluripotenta stamceller som sedan differentierade till dggceller.
Dessa befruktades in vitro och kunde sedan utvecklas till levande moss in vivo (Hayashi et al.
2012). Denna upptéckt visar pa dessa cellers potential.

Sjukdomsmodeller och Likemedelstillverkning

Redan nu anvidnder man de inducerade pluripotenta stamcellerna in vitro for att studera
celluldra mekanismer. Hittills har man kunnat skapa inducerade pluripotenta stamcells-linjer
fran patienter med antingen monogenetiska eller multigenetiska sjukdomar (Lanza et al.
2009). Studier pa cellerna in vitro kan ge oss manga forklaringar till var i cellen det blir fel
och ddarmed ocksé ovirderlig kunskap om en sjukdoms utveckling. Det har bland annat gjorts
studier pa celler frin patienter med sjukdomar sa som immunbristsjukdomar, Parkinsons
sjukdom, typ 1 diabetes, Huntingtons sjukdom, Down syndrom med mera (Park et al. 2008).
Det skulle dven kunna vara mdjligt att utveckla nya likemedel med hjilp av de inducerade
pluripotenta stamcellerna (Park ez al. 2008).



Vixthormon premierar differentiering av nya nervceller

Ett bra exempel pé detta dr att man, med hjilp av in vitro studier pd inducerade pluripotenta
stamceller, funnit ett sétt att modellera sjukdomen Riley-Day (familjar dysautonomi) (Lee et
al. 2009). Denna ovanliga genetiska sjukdom beror pa en punktmutation i genen /KBKAP som
uppstar pa grund av onaturlig mRNA splicing och avsaknad av exon 20 pa kromosom
nummer 9. Mutationen leder till defekta nervceller. Gabsang Lee (2009) och hans kollegor
kunde visa att vaxthormonet kinetin reducerade felet och premierade differentiering av nya
nervceller.

Modellering av sjukdomen amyotrofisk lateralskleros (ALS)

Sjukdomen amyotrofisk lateralskleros (ALS) tros bero pa en komplex interaktion mellan
genetiska faktorer och yttre paverkan. Ménga fragor ar obesvarade pd grund av att man inte
lyckats hitta nagot bra sétt att studera sjukdomen pa. I en uppmérksammad studie har dock
forskare lyckats generera inducerade pluripotenta stamceller fran en dldre kvinna med ALS.
Efter omprogrammeringen fick de dessa celler att differentiera till motorneuroner, den typ av
celler som bryts ner vid sjukdomen (Dimos et al. 2008). Denna upptickt Sppnar upp for
mdjligheten att studera motorneuroner genererade fran en patient med ALS vilket kan leda till
svar pa fragor om cellernas dverlevnadsegenskaper, interaktioner med andra celltyper och
deras kanslighet for yttre faktorer som troligtvis spelar stor roll for utveckling av ALS (Dimos
et al. 2008).

Tack vare mojligheten att anvinda cellerna som modeller for sjukdomar kan alltsa fragor som
bade ror molekyldra men dven celluldra mekanismer bli besvarade. Detta kan i sin tur leda till
att cellerna kan komma att anvéindas for transplantation i framtiden, nagot som kallas
regenerativ medicin.

Regenerativ medicin

En stor fordel med de inducerade pluripotenta stamcellerna dr att de kan framstéllas av
patientens egna celler (Takahashi et al. 2007). I idealfallet skulle alltsé celler till exempel
kunna tas fran en patient med en nervsjukdom, omprogrammeras till inducerade pluripotenta
stamceller for att sedan differentiera till friska nervceller som genom autolog transplantation
(transplantation av patientens egna celler) in vivo skulle skapa mojlighet att bota
nervsjukdomen hos patienten i fraga.

Nedan tas nagra studier upp som har fatt stort genomslag och som gett forhoppningar om att
cellerna kan komma att anvéindas inom regenerativ medicin som behandlingsmetod av manga
sjukdomar i framtiden. I tabell 2 ges en 6versikt dver olika celltyper som blivit differentierade
fran inducerade pluripotenta stamceller.

Tabell 2. Urval av celltyper som blivit differentierade fran iPSC

Celityp som blivit differentierad frin iPSC Referens

Hjartmuskelceller Mauritz et al. 2008
Leverceller Song et al. 2009
Blodstamceller Hanna et al. 2007
Nervceller Dimos et al. 2008
Néthinneceller Buchholz et al. 2009
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Sickelcellanemi

Sicklecellanemi dr en sjukdom dér kroppen producerar felaktigt formade erytrocyter (roda
blodkroppar) som leder till férdandrat blodflode och pé sikt dven till blodbrist. Sjukdomen
uppstar som ett resultat av en punktmutation i kodon 6 i B-globin genen (av vérde for
hemoglobin) vilket ger aminosyrasubstitution fran glutamin till valin (Overgaard & Ljung,
2012). Hanna et al. (2007) kunde i sin studie visa att fenotypen reducerades med hjilp av de
inducerade pluripotenta stamcellerna. Forskarna omprogrammerade hudceller fran sjuka moss
med hjdlp av retrovirus och generna Oct4, Sox2, KIf4 och c-Myc pa samma sétt som den
ursprungliga metodiken (Yamanaka ef al. 2006). De reparerade sedan den genetiska defekt i
cellerna som gav upphov till sicklecellanemi hos mdssen, detta genom homolog
rekombination (information mellan tvd homologa DNA-molekyler utbyts). Differentiering av
de reparerade cellerna in vitro kunde sedan ge upphov till fungerande hematopoetiska
stamceller (blodstamceller) som sedan kunde transplanteras tillbaka till mdssen. Dessa visade
sig sedan kunna differentiera till normalt fungerande roda blodkroppar, och pa sa sitt
overvanns sjukdomen (Hanna et al. 2007). Studien visar pd mdjligheten att kunna anvinda de
inducerade pluripotenta stamcellerna i cellterapi.

Parkinsons sjukdom

I en annan studie visade forskarna att inducerade pluripotenta stamceller kan differentieras till
funktionella neuroner (nervceller) in vitro. Efter transplantation av dessa celler in i en hjérna
hos ett musfoster vandrade cellerna till olika regioner i hjarnan dér de sedan differentierade
till nerv- och gliaceller. Forskarna kunde bevisa att dessa celler blivit synaptiskt integrerade
med fungerande aktionspotentialer i mushjdrnan (Wernig et al. 2008). I samma studie fragade
sig forskarna om iPS-celler kunde aterstilla funktionen i hjérnan efter forlorade
dopaminproducerande neuroner, ett problem som uppstér vid Parkinsons sjukdom. Med hjélp
av ett forsok pa rattor kunde de visa att det var mojligt. De framkallade en analog modell av
Parkinsons sjukdom hos rdttorna genom att sla ut de nervceller som producerar dopamin och
transplanterade sedan tillbaka dopaminproducerande nervceller som skapats fran inducerade
pluripotenta stamceller. Aven dessa blev funktionellt integrerade i hjéirnan och dirmed visar
denna studie en lyckad djurmodell f6r Parkinsons sjukdom (Wernig et al. 2008).

iPSC skapade bukspottskortel hos mus

En annan upptéckt som visar pd mdjligheterna hos dessa celler rapporterades r 2010 da en
forskargrupp lyckades skapa en fungerande bukspottskortel i en mus med hjdlp av bland annat
inducerade pluripotenta stamceller. De introducerade celler omprogrammerade fran en ratta
till ett musembryo och kunde visa att dessa celler sedan byggde upp organet (Kobayashi et al.
2010).

iPSC frdn urin

I en nyligen publicerad studie visade forskare pa ett enkelt och effektivt sitt att ta celler fran
en patient for omprogrammering. De lyckades skapa humana inducerade pluripotenta
stamceller fran epitelceller extraherade fran urin. Férutom enkelheten och effektiviteten &r

metoden dven kostnadseffektiv och universell, den kan anvéndas oberoende patientens alder
eller kon (Zhou et al. 2012).
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Komplikationer
Det finns tyvarr ménga risker vid framstillningen av inducerade pluripotenta stamceller som i
dagsldget hindrar anvindningen av dessa celler inom regenerativ medicin pd ménniskor.

Stor risk for tumoérbildning och cancer

Forst och framst sd dr det svart att helt och hallet veta om varje inducerad pluripotent stamcell
som skapats har genomgétt full omprogrammering. Onormal omprogrammering kan leda till
bildandet av teratom, en inkapslad tumoér innehallande olika cellinjer, som 6kar risken for
cancer. Celler som kan komma att anvéndas i1 framtida behandlingar maste dven vara fullt
mogna, helt fria frdn inblandning av omogna inducerade pluripotenta ursprungsceller vilka
dven de kan leda till tumorbildning (Wernig et al. 2008). Det &r troligtvis ménga
slumpmaissiga forlopp som dger rum under omprogrammeringen och som kravs for att den
ska genomfOras till fullo. Dessa skeenden har man inte fullt forstatt 4n vilket ocksé kan ses
som ett problem (Hanna et al. 2009; Yamanaka 2009).

Genen c-Myc som Yamanaka introducerade var som sagt en onkogen. Denna gen bér pa
formagan att ge upphov till tumorer efter transplantation, vilket den ocksa gjorde i manga av
mdssen som studerades (Yamanaka ef al. 2006). Det har dock visat sig att man kan utesluta
denna gen, dock med forlorad effektivitet, och istéllet anvénda sig av en annan kombination
gener for att inducera pluripotens (Yu et al. 2007). Ytterligare ett problem med den
ursprungliga metoden &dr som sagt anvéindandet av retrovirala vektorer sa som retrovirus.
Dessa kan ge upphov till mutationer i det genom som infekteras pa grund av att virusen
integrerar generna pa slumpmaéssiga platser i virdgenomet. Kvarstaende viral uttryckning ar
ocksa ett problem. Foljden kan ocksd hér vara utveckling av cancer (Yamanaka ef al. 2006).
Man har dock lyckats hitta alternativa viagar med bland annat proteiner for att undvika detta
problem, men d& med minskad effektivitet (Hayashi ez al. 2012).

Ineffektiv metod for framstillning av iPSC

Omprogrammeringen som Yamanaka och hans kollegor lyckades med &r ineffektiv. Enbart
0,1-1 % av alla de hudceller frin mdss som Yamanaka anvénde blev inducerade pluripotenta
stamceller. Detta kan bero pd att de uttryckte en for 1ag halt av generna (Yamanaka et al.
2006) men dven att omprogrammering hos en differentierad cell 4r en onaturlig process och
nagot som cellen har ett inbyggt forsvar mot (Cooper & Hausman 2009). Att omprogrammera
cellerna tog dem ca 3-4 veckor. Att sedan fa dem att tillvdxa tog ytterligare en manad och att
dérefter fa dem att differentiera tog dven det ca en ménad. Processen dr alltsé relativt 1dngsam
vilket kan ses som en nackdel (Yamanaka et al. 2006). Ineffektiviteten hos metoden géller
generellt for minga studier.

Nya studier bekriftar farorna

Flera efterfoljande studier bekréftar bilden av att mycket forskning aterstar innan cellerna kan
anvindas inom regenerativ medicin. Hussien et al. (2011) visade i sin studie att
omprogrammeringsprocessen dr associerad med manga mutationer i genomet. En liknade
studie visade pa att ménga punktmutationer uppstar under omprogrammeringen och dessa
forskare foresprékar sekvensering av de inducerade pluripotenta stamcellernas genom som
standardrutin efter omprogrammering (Gore et al. 2011). En annan studie visar pa stor risk for
kromosomduplikation hos studerade humana inducerade pluripotenta stamceller vilket kan
leda till en signifikant 6kning av cellcykelrelaterade gener. Detta kar risken for cancer
(Mayshar et al. 2010). Andra studier har dock visat att ménga av de genetiska forédndringar
som hittats i de inducerade pluripotenta stamcellerna redan kan ha existerat i den ursprungliga
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somatiska cellen. Fordndringarna kan da alltsa ha uppstatt oberoende av
omprogrammeringsprocessen i sig (Cheng et al. 2012; Young et al. 2012).

Immunrespons hos mus vid syngenisk transplantation

Trots att cellerna kan goras om frén patienter direkt, vilket borde minska risken for avstdtning
efter transplantation, har studier pd mdss visat att onormalt genuttryck i vissa celler som
differentierats fran inducerade pluripotenta stamceller kan leda till T-cellsberoende immun
respons (bildandet av antikroppar) hos mottagaren. Mdssen i studien stotte ifrén sig de celler
som de fitt genom syngenisk transplantation, alltsé fran en individ med samma DNA (Zhao et
al. 2011).

Ytterligare en risk som kan finnas vid transplantation av inducerade pluripotenta stamceller &r
att de okénda genetiska faktorer och dvriga anledningar som orsakade en patients sjukdom
(vid till exempel en neurodegenerativ sjukdom) ocksa skulle kunna leda till nedbrytning av de
omprogrammerade och transplanterade cellerna. Det dr dock for tidigt att kunna sdga nagot
definitivt géllande detta (Wernig et al. 2008).

Diskussion

Syftet med denna uppsats var att beskriva forskningen kring de inducerade pluripotenta
stamcellerna och deras potential for regenerativ medicin. Genom att tvinga dven den mest
differentierade cell att uttrycka gener som annars uttrycks unikt hos en embryonal stamcell
kan de inducerade pluripotenta stamcellerna skapas (Yamanaka et al. 2006). Frin dessa celler,
som kan tas direkt fran en patient, kan en méngd olika 6nskade celltyper skapas (Hanna et al.
2007; Dimos et al. 2008; Buchholz et al. 2009). Detta har skapat forhoppningar om att kunna
anvénda cellerna inom regenerativ medicin. I dagslaget kan dock inte cellerna anvéndas for
transplantation pa patienter da risken for tumorbildning &r hog (Yamanaka et al. 2006;
Mayshar et al. 2010). Mycket tyder dock pa att cellerna inom en snar framtid kan anvéndas
for autolog transplantation. Dock éterstar det fordjupad forskning pd omrédet for att helt och
héllet garantera patientens sékerhet.

Utvecklingsmojligheter

Mycket forskning talar for att de inducerade pluripotenta stamcellerna kommer kunna bota
ménga sjukdomar i framtiden, medan annan forskning stéller sig kritisk till om de ndgonsin
kommer kunna anvéndas till transplantation pa patienter pa grund av alla komplikationer som
kan uppstd. Storsta faran som hindrar anvindning av dessa celler inom regenerativ medicin
idag r alltsé risken for tumdrbildning. Aven ineffektiviteten och de slumpmissiga forlopp
man inte har inblick i an under omprogrammeringen, dr ett problem. For att kunna anvénda
metoden pa patienter bor man sékerstélla att den dr ofarlig. Man bor dven optimera
introduktionen av omprogrammeringsfaktorerna in i den somatiska cellen och darmed
forbattra omprogrammeringens effektivitet. Med bittre forstaelse for
omprogrammeringsprocessen kan vi 6ka sannolikheten att hitta alternativa metoder som pa
sikt kan leda till att humana inducerade pluripotenta stamceller kan anvéndas pa ett sidkert sétt
for cellterapi i framtiden. Man &r pa god védg. Redan nu finns metoder for omprogrammering
som inte kridver retrovirala vektorer, dock med forlorad effektivitet (Kim et al. 2009; Stadtfeld
et al. 2008b; Okita et al. 2008). Det &r dven av storsta vérde att ta reda pa mer om
immunresponsen som kan uppsta hos patienten efter autolog transplantation av inducerade
pluripotenta stamceller (Zhao et al. 2011). Detta omrade ir hittills relativt outforskat.
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I studien dér forskarna lyckades bota sickelcellanemi hos mdss anvéndes retrovirus och
onkogenen c-Myc. Det skulle inte vara tillatet att anvinda pa patienter pd grund av
cancerrisken. Studien visar dnda pa dessa cellers enorma potential. Forskarna kunde i denna
studie reparera den genetiska defekt som gav upphov till sjukdomen med hjilp av homolog
rekombination tack vare att mutationen var kénd (Hanna et al. 2007). Med framgangar inom
denna teknik, att reparera genetiska defekter i cellernas genom innan de differentieras till
onskad celltyp, kan vi nd ndrmare anvéndning av cellerna for transplantation.

I dagslédget dr hematopoetisk stamcellstransplantation det enda riktiga framgéingsrika
exemplet pa kliniskt tillimpad stamcellsterapi. Det anvédnds bland annat for att bota olika
sorters cancer (Cooper & Hausman 2009). Transplantationen dr mycket riskfull men
patienterna som genomgér behandlingen lider av dodliga sjukdomar och da kan det vara vért
att ta risken att genomfOra en svar operation som ett sista hopp, fragan &r hur stora risker vi
végar ta. For att det i framtiden ska vara mojligt att transplantera de inducerade pluripotenta
stamcellerna bor dven manga framsteg goras inom tekniken for transplantationer i allménhet.
Man bor dven utveckla tekniken for odling av cellerna in vitro innan transplantation. Vilka
cellkultursforhallanden dr ultimata for att fa cellerna att efter omprogrammering differentiera
lings med rétt och onskad vig?

Embryonala stamceller som idealet

De embryonala stamcellerna star som idealet for de inducerade pluripotenta stamcellerna att
stridva efter. Det var inte sd ldnge sedan som man borjade med kliniska forsok med
embryonala stamceller for transplantation (Keirstead et al. 2005), sé att forvinta sig att de
inducerade pluripotenta stamcellerna kan komma att anvidndas pa patienter inom en snar
framtid kan lata orimligt, men inte omdjligt. En frdga vicks; kommer vi att behdva fortsitta
med forskning pd embryonala stamceller eller kan vi forlita oss pé de inducerade pluripotenta
stamcellerna for transplantation i fortséttningen? I dagsldget dr som sagt komplikationerna
som ror forskning pa iPSC méanga. Aven om de har liknande egenskaper som de embryonala
stamcellerna sa &r de inte identiska. Men den embryonala stamcellen ér inte ldngre unik i
egenskapen att kunna differentiera till olika celltyper. Den forskning som kommer bedrivas pa
den ena celltypen tror jag kan komma att berika forskningen pd den andra och vice versa. P&
sikt kanske den kontroversiella forskningen pad embryonala stamceller kan minska tack vare
de inducerade pluripotenta stamcellerna.

Verktyg for sjukdomsmodellering

Idag har mest framgéngar gjorts inom sjukdomsmodellering och ldkemedelstillverkning med
hjilp av de inducerade pluripotenta stamcellerna och detta ar oerhort betydelsefullt (Park et
al. 2008). Det har till exempel tidigare varit svart att ta reda pd orsakerna till ALS men i och
med de inducerade pluripotenta stamcellerna finns nu en mojlighet att modellera denna
sjukdom och soka svar pa tidigare obesvarade frdgor bade pa molekyldr men éven celluldr
nivéa (Dimos et al. 2008). En méngd andra sjukdomar studeras och nya studier avldser hela
tiden varandra. Detta omrade inom stamcellsforskningen expanderar snabbt just nu.

Etiska aspekter

De inducerade pluripotenta stamcellerna har fatt mycket uppmirksamhet da de kan komma att
16sa det etiska dilemmat med anvéndningen av embryonala stamceller. Dock tror jag att de
inducerade pluripotenta stamcellerna kan komma att anvidndas i syften som inte dr etiskt
forsvarbara. Fradgan som tidigare satt kdppar i1 hjulet for forskning pa embryonala stamceller
ror ndr ett liv egentligen borjar. Nu flyttas snarare frdgan till hur langt vi ér villiga att gd for
att fa alla véra fragor besvarade. De inducerade pluripotenta stamcellerna kan goras om fran
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hudceller och kan alltsd skapas relativt enkelt fran olika arter. Det 4r inte en orimlighet att vi
snart kan komma att ha cellbanker med inducerade pluripotenta stamceller som framstéllts
fran levande donatorer. Vilka réttigheter bor donatorerna ha? Bor de informeras om man
finner att de har anlag for vissa sjukdomar d4 man studerar deras DNA? Problematiken med
kloning? Da detta omrade dr nytt dr det svart att forutspd hur cellerna kommer att anvindas.
Jag tror oavsett att det kommer att krdvas en etisk debatt kring de inducerade pluripotenta
stamcellerna. Aven om cellerna kommer att 1dsa vissa etiska problem kommer de sikerligen
att skapa nya dilemman.

Framétblick

Trots att Yamanakas upptéckt dr relativt ny har den redan fatt stort genomslag och kan ses
som ett av de stora genombrotten inom stamcellsforskning i modern tid. Det &r inte for inte
som han tilldelades Nobelpriset i medicin trots att forskningen om de inducerade pluripotenta
stamcellerna dr ung.

Efter upptickten av de inducerade pluripotenta stamcellerna har mycket forskning gjorts pa
omrédet och processen har utvecklats, forbattrats, uppgraderats och alternativa vagar har
hittats. Ett omrdde som uppkommit och vuxit tack vare upptéckten dr sé kallad direkt
transdifferentiering. Denna metod bygger pé att man omprogrammerar en somatisk cell till att
bli en annan celltyp, detta utan att ga vigen via stamcellen. I en studie lyckades forskarna
omprogrammera celler frdn bukspottskortelns exokrina del till betaliknande-celler (de celler
som producerar hormonet insulin) in vivo pa en mus (Zhou et al. 2008). I en annan
uppmaérksammad studie lyckades forskarna omprogrammera hjarthudceller till
hjartmuskelceller in vivo pa en mus (Qian et al. 2012). Troligtvis ar detta ett omrade som
kommer utforskas parallellt med de inducerade pluripotenta stamcellerna och fa stor betydelse
1 framtiden. Transdifferentiering skulle kunna I6sa en del problem som de inducerade
pluripotenta stamcellerna star infor, men forskningen ar ny sa det ar for tidigt att siga négot
definitivt. Framtiden fér utvisa vilken av grenarna som kommer fa mest betydelse for
regenerativ medicin. En ny generation av omprogrammering har dock véckts som kan gora
transplantationsfri cellterapi mojlig.

Utmaningen for framtiden &r att skapa en sdkrare och effektivare metod vid framstdllningen
av de inducerade pluripotenta stamcellerna. Det kan ta tid. Mycket forskning &terstar for att
kunna faststéilla om cellerna kommer kunna leva upp till de férvéntningar som manga forskare
tillskriver dem. Jag tror @nda det finns anledning att se hoppfullt pd framtiden. De inducerade
pluripotenta stamcellerna har fordndrat vért sitt att se pa hur celldifferentiering gar till och de
har gett forhoppningar om att bota ménga sjukdomar. Dessa cellers egenskaper tror jag
kommer fa stor betydelse for regenerativ medicin och ddrmed for ménga ménniskor virlden
over. Den storsta utmaningen dr 19st; att fa en mogen cell att backa i utvecklingen. Jag foljer
med spdnning detta omradde som pé kort tid har fordandrat stamcellsforskningen och som pé
lang sikt kanske kan rdidda manga liv.

Tack

Jag vill rikta ett stort tack till mina medstudenter Linnea Blomberg och Lars Nordling for
vérdefulla kommentarer pé uppsatsen under arbetets géng. Jag vill dven tacka min handledare
Jan Andersson for forslag pa forbittringar och kloka rad samt kursansvarige Jan Orberg for
stdd och uppmuntran.
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