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Sammanfattning

Stamcellsforskning har 6ppnat nya moéjligheter framforallt inom medicin. Ett nytt
omrade inom stamcellsforskningen &r in vitro kéttproduktion vilket innebéar syntetiskt
framstallt kott. Detta nya omrade kan mota det 6kade kravet pa kott och hindra onddig
djurslakt och samtidigt vara miljovanligt. | detta arbete forklaras begreppet stamceller
och undersoker in vitro kéttproduktion samt granskar om detta ar nagot for framtiden.
Detta gors genom att initialt beskriva de transkriptionsfaktorer som kontrollerar
muskelstamceller att utfora celldelning och differentiering samt faktorer fran
muskelstamcellnischen. Kunskap om dessa faktorer ger ledtradar till lampligt medium
som muskelstamceller kan véxa pa och producera kott. Arbetet belyser nagra viktiga
fragetecken och svarigheter som aterstar for att skapa 3-dimentionellt (3D) kétt. Ett
utav de svaraste problemen &r att framstélla ett optimalt medium som dessutom ar
miljovénligt och billigt. Detta for att i slutdnden kunna sélja syntetiskt kott till ett
rimligt pris och uppna malet med in vitro kott. Slutsatsen &r att det ar for tidigt att
kunna avgora om in vitro kétt kommer att uppna férhoppningarna eftersom det ar
manga stora hinder kvar att 6verkomma. Dessutom kvarstar fragan hur manga som
skulle vilja konsumera in vitro kott eftersom detta kan kdnnas fraimmande. Samtidigt
ar det manga som &r helt emot stamcellsforskning men férhoppningsvis ér stamceller
ett mer accepterat begrepp i framtiden.

Problemstéllning

Kott ar en stor del av manniskans diet och den blir enbart storre. | vastvarlden ar 2000
at varje person 83 kg kott per ar och denna siffra kommer kontinuerligt 6ka (The state
of food and agriculture 2009, 2009). Det ar kant att lantbruket bidrar med 18 % av
vaxthusgaserna och utrymmet for 0kad kottproduktion ar begrénsad (Steinfeld et al.,
2006). Under de senaste aren har intresset for nya lésningar pa kottproblemet borjat
undersokas och en utav dessa ar in vitro kottproduktion. | det har arbetet ska in vitro
kottproduktion analyseras och om det &r nagot som kan anvéndas i framtiden. For att
fa en forstaelse for in vitro kottproduktion kommer arbetets forsta del ge en
introduktion till stamceller. Darefter ga arbetet in pa in vitro kottproduktion samt de
faktorer som maste uppnas for att skapa ett funktionellt medium. Arbetet avslutas med
en diskussion om in vitro kottproduktions framtidsmojligheter.

Stamceller

Fenomenet stamceller har lange varit kant och under de senaste tjugo aren har
stamceller visat sig vara grunden till framtidens bioteknologi. Denna teknologi har
potential att I6sa manga svarigheter, allt fran cancerbehandling till odling av organ.
Stamcellers betydelse for vart samhalle kommer vara stor, dock finns manga hinder i
vagen.

Maénniskan har éver 200 olika typer av celler dar alla har sina uppgifter (California
Institute for Regenerative Medicine, 2013). Rdda blodkroppar transporterar syre i
blodet och nervceller skickar signaler nér de blir stimulerade. Specialiserade celler
kan enbart dela sig ett antal ganger eller inte alls. Detta ar ett kontrollsystem och
konsekvensen ar ett krav pa tillforsel av specialiserade celler (Duguid, 2011;
Stockdale och Topper, 1966, pp. 1283-1289). Definitionen av stamceller &r att de
funktionellt inte ar begrénsade att dela sig (sjalvfornyelse) och att de kan differentiera
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(mogna) till en annan celltyp (Weissman et al., 2001). Det finns olika typer av
stamceller och klassifikationen bestdms genom deras potential att sjalvfornya sig och
differentiera (Gearhart et al., 2009, p. 4).

Stamcellstyper

Nér en spermie befruktar ett &gg bildas en cell (zygot) som kommer bli den nya
organismen och moderkakan. Denna cell r totipotent, alltsa den kan dela sig oandligt
manga ganger (odifferentierade dotterceller) och differentiera till alla celltyper (Van
de Velde et al., 2008). Né&r den totipotenta cellen boérjar dela sig bildas en blastocyst
(fig 1) dar det yttersta lagret av celler, trofektodermceller, bildar moderkakan.
Cellerna innanfor trofektodermcellerna ar de celler som kommer bli sjalva
organismen. Dessa celler & embryonala stamceller (ES) och ar pluripotenta (Duguid,
2011).

Pluripotenta stamceller har samma egenskaper som totipotenta stamceller fast de kan
inte skapa moderkakan. ES-celler &r latta att komma at i blastocysten under
trofektodermcellerna och de gar att odla i en petriskal. Detta gor att ES-celler &r
eftertraktade av forskningsvarlden (Borowski et al., 2011, pp. 4-5). Problemet med
méanskliga ES-celler ar etiken som talar emot att forstora embryon vilket leder till
motstand.
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Figur 1. Sammanfattning av embryonala stamcellers egenskaper, differentiering och
sjalvfornyelse. Fran blastocysten kan pluripotenta stamceller isoleras och manipuleras.
Modifierad av Loginger (Borowski et al., 2011).

Under den embryonala utvecklingen bestdms vilka ES-celler som ska bilda vad i
organismen genom cellernas placering. De enstaka ES-cellerna blir indelade i skikt
som kallas groddblad. I hdgre organismer bildas tre groddblad, ektoderm, mesoderm
och endoderm. De celler som ar i ektodermet kommer differentiera huvudsakligen till
hudceller och nervsystemet. Celler i mesodermet kommer bilda muskler, ben,
benmarg och blod. Endoderma celler ger upphov till alla organ inklusive hela
matspjalkningssystemet (Gadue et al., 2005, pp. 955-964; Haeckel, 2002).



I en vuxen individ har det inte hittats nagra pluripotenta stamceller. Daremot finns det
fortfarande ett krav pa tillforsel av nya celler som tidigare har namnts. De pluripotenta
stamcellerna har differentierat till adulta stamceller (AS). Dessa stamceller &r
multipotenta vilket innebdr att de enbart kan differentiera till vissa typer av celler. Det
finns multipotenta stamceller i till exempel ryggmargen som enbart kan differentiera
till vita/réda blodkroppar (Till och McCulloch, 1961) och andra multipotenta
stamceller differentierar till nya hudceller (Toma et al., 2001). Kravet pa tillforsel av
nya differentierade celler &r hog i tarmen och i lungor pa grund av den stora celldoden
dar. Néar en cell dor ersatts den direkt genom att stamceller i botten pa tarmen kanner
av detta och delar sig. Dessa stamceller, till exempel i tarmen som enbart kan bli en
celltyp, kallas for progenitorceller och kan enbart utfora sjalvfornyelse ett begransat
antal ganger (Alison och Islam, 2009).

Differentiering

Nar stamceller delar sig har de tva végar att g3; sjalvfornyelse eller differentiering.
Differentiering betyder att cellen specialiserar (anpassar/mognar) till en annan typ av
cell. Beroende pa vilken differentieringspotential (potents) cellen har avgor vilka
celltyper den kan differentiera till. Det som gor att en stamcell differentieras till en
specifik celltyp forskas det mycket om och det finns manga fragetecken kvar.
Daremot finns en generell forstaelse som tyder pa att miljon cellen ar i paverkar
differentieringen. Det &r viktigt att komma ihdg ar att alla celler i kroppen har samma
genetiska material, alltsa samma genom. Detta innebér att det inte &r nagon
forprogrammering som har skett utan faktorer i kroppen ansvarar for stamcellens 6de
(Campbell et al., 2008, pp. 366—-373). Ett exempel &r endoderm, ektoderm och
mesoderm, dar ES-celler specialiserar sig till olika vavnader beroende pa vilket skikt
de hamnar i (se fig 2).
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Figur 2. Skiss pa stamcellers differentieringspotential. Modifierad av Loginger (Duguid, 2011).



Cytokines

Stamcellens mikromiljé och de faktorer som kravs for att cellen
ska utvecklas kallas for stamcellsnisch (habitat). Nischen kan
innehalla extracellulartmatrix (ECM), hormoner, blodomlopp,
narliggande celler, basalmembran och sa vidare (Gearhart et al.,
2009, p. 61). Dessa komponenter &r viktiga for att reglera
stamcellen som annars kan dela sig okontrollerat och leda till
cancer. Hur komponenterna paverkar och signalerar till
stamcellerna skiljer sig at men det kan vara allt fran
signalmolekyler till cell-cellkontakt. Ett exempel pa en
stamcellsnisch &r villus som bygger upp tarmen. Tarmen har en
hog grad av celldod vilket innebér att stamceller konstant maste
tillfora nya differentierade celler. Stamcellerna finns skyddade i
veck (krypt) och "kanner” (signalfaktorer) nar tarmceller dor pa
toppen av villus (se figur 3). Detta gor att stamcellerna delar sig
och differentieras vilket puttar cellraden uppat och forhindrar
nedbrytning av komplexet. Stamcellerna maste dela sig 200-300
ganger per dag for att detta ska uppnas (Gearhart et al., 2009, pp.
69-70).

Hur en signalmolekyl paverkar cellens genuttryck ar en komplex
kaskad av handelser. Forenklat tas signalen emot av en
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Figur 4 Uppbyggnaden av villus.
Stamceller delar sig och differentieras
sedan vilket skapar en migration av celler
som ersatter ddda celler. Modifierad av
Loginger (Reya och Clevers, 2005).

membranreceptor vars struktur andras. Detta aktiverar ett protein i cytoplasman
genom fosforylering. Detta protein i sin tur fosforylerar ett annat protein och en
kaskad av fosforyleringar sker tills en transkriptionsfaktor aktiveras i cellkdrnan (se
fig 4). Beroende pa vilken transkriptionsfaktor som aktiveras upp- och nerregleras en
mangd olika gener. Den nya genproduktionen (olika protein) resulterar i cellaktivitet
sasom differentiering och sjalvfornyelse eller cellpassivitet dar cellen gar in i Go

(Campbell et al., 2008, pp. 214-215). Skillnaden mellan en stamcel

| och en

specialiserad cell ar vilka gener som &r aktiva och inaktiva. Genprodukten avgor alltsa

hur cellen beter sig och faktorer i cellnischen bestammer vilka gene
(Weissman et al., 2001).
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Figur 5. Hur faktorer paverkar en cell och andra faktorer. Ett exempel pa hur
signalering kan vara. Modifierad av Loginger (The Cybertory Project, 2010).
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For att beskriva hur stamcellerna kontrolleras maste det finnas en forstaelse for
faktorer i stamcellsnischen. Dock ar detta system mer komplext an det ter sig vid
forsta intrycket eftersom faktorerna paverkar varandra i olika grader (Li och Xie,
2005).

Inducerad pluripotent stamcell

Lénge trodde forskare att differentieringen enbart kunde ga at ett hall, fran stamceller
till specialiserade celler (se fig 2). Ar 2006 revolutionerades stamcellsforskningen nar
japanen Yamanaka och hans team lyckades aterskapa pluripotenta stamceller fran
hudceller. De hittade gener som kontrollerade att hudcellen var en hudcell och nér
dessa inaktiverades visade det sig att cellen hade egenskapen pluripotens. Generna var
oct4, sox2, klf4 och c-myc som kodar for olika transkriptionsfaktorer. Denna nya gren
av stamceller doptes till inducerade pluripotenta stamceller (IPS)(Takahashi
ochYamanaka, 2006). Hudceller var inte de enda cellerna som kunde transformeras
tillbaks till pluripotenta stamceller. Blodceller, keratinocyter, lymfocuter, magceller
och leverceller har differentierats tillbaks till stamceller (Aasen et al., 2008; Aoi et al.,
2008; Hanna et al., 2009; Loh et al., 2009) och teoretiskt kan nastan alla celltyper bli
IPS-celler.

Det som gor IPS teoretiskt anvandbart &r inom medicin dar personer med behov av
nya organ kan fa det med hjalp av sina egna celler. Eftersom det &r individens egna
celler minskar risken for bortstotning dramatiskt. Dessutom finns inga etiska problem
med anvéandning av och forskning pa IPS-celler sasom vid ES-celler. | dagslaget gar
det inte att kontrollera IPS-cellerna vilket resulterar i cancer. Dock &r detta omrade
enbart nagra ar gammalt och med mer forskning har IPS-celler en framtid inom
medicin (Skoéld, 2012)

In vitro kottproduktion

Stamcellsforskningen har borjat 6ppna manga nya dorrar, framforallt inom medicin.
Ytterligare en dorr har glidit pa glant och det ar omradet in vitro kottproduktion. In
vitro (latin ”i glas™) kottproduktion betyder odlat kott, alltsa kott som syntetiskt
skapats i ett laboratorium. Framtidsutsikterna i detta félt ar att kunna producera
vélsmakande, miljovanligt kott som gar att kdpa i butiker for ett rimligt pris. Detta
innebéra att det kontinuerliga 6kade kravet pa kott skulle mattas samtidigt som inga
djur behéver offras.

Historia

In vitro kottproduktion startade sin resa nar Willem van Eelen, fodd 1923 i Holland,
under andra varldskriget blev stationerad i Indonesien. Inte langt efter intog japaner
Indonesien och Eelen fangslades. I en intervju med The New Yorker beréttade Eelen
hur illa japanerna bemotte fangarna men behandlade djuren &nnu vérre. Hunger var
vardag och nar amerikanerna befriade Indonesien var Eelen mycket néra att svélta
ihjal. Efter kriget borjade Eelen studera och blev fixerad vid tanken att odlat kott
kunde vara lésningen pa onddigt djurplageri och hunger. In vitro kottproduktion blev
hans livsuppgift och manga skrattade at hans idé. Nar stamcellernas potential kom till
ytan 1981 (Evans och Kaufman, 1981) tog Eelens forskning fart och 1999 fick han
patent pa in vitro kottproduktion (Specter, 2011). Under 2004 initierade Eelen ett
projekt “in vitro meat” med stod fran hollandska staten. \Vid 85 ars alder (ar 2008)
overlamnade Eelen projektet till Mark Post som den 5 augusti 2013 presenterade den



forsta in vitro hamburgaren. Prislappen var 250,000 euro vilket ar cirka 2,2 miljoner
kr (Post, 2013). Detta kan vara starten pa nagot extraordinart och forskning pa
syntetiskt odlat kott sker nu.

Muskel

Muskel och satellitceller AN
Under manga ar har det funnits flera a\
definitioner av vad kott ar, men 2001
definierade EU kott som skelettmuskulatur
fran daggdjur eller fjaderfan (Albért, 2001).
Det som bygger upp muskler ar muskelceller
(myocyt) som fungerar och beter sig Muskelbunt
annorlunda an normala celler. Muskelceller
har cylinderformade organeller som kallas
myofribiller som &r uppbyggda av sarkomerer.
Sarkomerer &r enheter som kan dra ihop sig
genom att motorproteinet myosin “klattrar” pa
aktinfilament vilket resulterar i muskelns
kontraktion och organismens rorelseformaga
(se fig 3). Nar muskler bildas sker en fusion
mellan manga skelettmuskelstamceller (MuS)
vilket resulterar i en lang cell som blir en
muskelfiber (myogenesis). Detta medfor att
muskelfiber har manga cellkarnor dver hela
dennas langd (Campbell et al., 2008, pp.
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celler. Mononukleara celler som lag utsprida

langs muskelfibrerna under basalmembranet g P
urskildes 1961och doptes till satellitceller P S s
(Mauro, 1961). Satellitceller hade potential att Figur 3. Schematisk bild Gver hur muskler ar uppbyggda.
kunna vara MuS-celler vars uppgift 4r att Modifierad av Loginger (Campbell et al, 2008)

skapa och regenerera skadad adult muskulatur.

Det tog nastan 40 ars forskning for att visa att detta var fallet (Seale och Rudnicki,

2000). En utav dessa studier studerade Pax7, en transkriptionsfaktor involverad i

myogenesis, i moss. N&ar Pax7 inaktiverades forsvann alla satellitceller och mdssen

dog efter ett par manader av svara muskelskador (Seale et al., 2000). Denna studie

visar att Pax7 k&nnetecknar och kontrollerar satellitcellerna och att den férsvinner vid
differentiering till muskelceller.

Aktin <

Andra faktorer som kannetecknar och kontrollerar satellitceller & myogeniska
regulatoriska faktorer (MRF). Dessa &r ett bas-helix-loop-helix-protein
(transkriptionsfaktorer) som reglerar myogenesis och muskelreperation genom att
binda till relevanta gener och kontrollera dem. Myogenin, MRF4, MyoD och Myf5
tillhdr MRF och &r essentiella i muskelutveckling (Gearhart et al., 2009, p. 254). Om
bade MyoD och Myf5 &r inaktiverade i moss saknar de helt skelettmuskulatur men ar
normala om nagon av myoD och myf5-generna &r aktiverade (Rudnicki et al., 1993).



Pax7 och MRF kontrollerar nér och hur satellitceller differentierar till ny
muskelvavnad. Dessa gener stangs av nér cellen har differentierat sig och vid deras
inaktivering aktiveras andra gener, till exempel PW1. PW1 &r ett stort protein som
innehaller mangder av zinkfinger och en enorm repetitiv struktur av prolin (Gearhart
et al., 2009, pp. 253-254). Daremot &r det viktigt att inte glomma att MuS maste
kunna utféra sjalvfornyelse for att inte forsvinna fran vavnaden. | en studie fran 2005
undersoktes satellitcellernas sjalvfornyelsepotential. | studien isolerades fran méss en
muskelfiber med g-galaktosidase som reportermarkor och 7 satellitceller med Pax7
som markor. Efter 3 veckor fargades proverna och muskelfiberk&rnorna och
satellitceller kunde urskiljas med hjélp av markérerna. Resultatet var extraordinért,
over 100 nya muskelfibrer med tusentals cellkdrnor hade regenererats. Dessutom hade
satellitcellerna gjort otroligt manga nya kopior av sig sjélva och dessa hittades éver
alla muskelfibrer (Collins et al., 2005). Detta forsok var ett utav de forsta som
lyckades fa satellitceller att dela sig i mangder in vitro.

Satellitnisch

Med satellitcellernas sjalvfornyelsepotential och egenskap att differentiera till ny
muskelvavnad &r de en klar kandidat att anvandas inom in vitro kottproduktion.
Fragan ar om det finns mojligheter att odla dessa i tillrackligt stor skala for att na
malet med kéttproduktionen. For att fa en tillracklig mangd kravs att cellerna inte
direkt differentierar utan delar sig kontinuerligt dar sista steget ar differentiering.
Annars finns risken att alla satellitceller differentierar vilket resulterar i en liten skala.
For att kontrollera satellitceller och skapa ett medium for cellodling &r det en
nodvandighet att forsta och aterskapa deras nisch. In vivo (latin "med det levande”,
syftar pa biologiska processer i naturligt tillstand) finns extracellularmatrix (ECM),
neurologisk stimulans, tillvaxtfaktorer, basalmembran, blodomlopp, omgivande
celler, hormoner, dynamisk rérelse osv. For att muskler ska vaxa tredimensionellt
(3D) ar dessa faktorer viktiga och cellernas mikromilj6 borde darfor undersokas (Post,
2012).

Basalmembran

Basalmembranet har visat sig vara en viktig komponent i stamcellsnischen och tillhor
ECM (Spradling et al., 2001). Basalmembranet &r en tunn hinna som omgivande
celler producerar och bestar av typ IV kollagen, laminin och proteoglykaner. Dessa ar
bundna till varandra med entaktin och formar en struktur med bindningsfaktorer som
interagerar med cellerna. Basalmembranets form kan dndras beroende av omgivande
cellers aktivitet (under utvecklingen eller vid skada), det paverkar satellitcellens form,
migration och interaktion med andra celler. Celler k&nner av basalmembranet med
integriner. Integriner &r receptorer som finns i en stor variation och erbjuder en
kommunikation med cellens omgivning. De sitter fast i cellens cytoskelett som sedan
gar igenom cellmembranet vilket méjliggor interaktion med basalmembranets
proteiner (Boonen och Post, 2008). | satellitceller &r integrinen alfa7 vanlig och
interagerar med dystroglukan och laminin. Nar den aktiveras har den visat tecken pa
att paverka cellens regenerativa formaga (Xiao, 2003). Korrelation mellan aktivering
av integrinen alfa3 och satellitcellers migrering och differentiering har varit stark. Nar
cellen aktiveras och ska utfora dessa aktiviteter bildar alfa3 ett komplex med integrin
betal subenheten och sheddaset ADAM12 (A disintegrin and metalloproteinase,



membranbundet protein som klyver eller aktiverar transmembranprotein) (Brzoska et
al., 2006). Andra viktiga komponenter som har visat sin relevans ar laminin-2 och
syndecan-4. Laminin-2 och Syndecan-4 & komponenter i basalmembranet och om en
utav laminin-2 subenheter tas bort (knockout alfa2 i mgss) forsvinner néstan allt
basalmembran och satellitcellerna blir markant farre (Girgenrath et al., 2005).
Syndecan-4 kanner igen fibroblasttillvaxtfaktorer (FGT, fibroblast growth factor) och
har inverkan pa satellitcellernas celldelning och differentiering (Rauch, 2005).

Cellkommunikation

Cellkommunikation kan ske pa olika satt och nar celler ar Iangt ifran varandra skickas
hormoner och andra former av signalsubstanser. For att fa satellitceller att dela pa sig
ar tillvaxtfaktorer av intresse. Kroppen skickar olika tillvéxtfaktorer vid skada av
muskler som aktiverar satellitcellerna. Dessa faktorer inkluderar omvandlade
tillvaxtfaktor-beta (TGF-beta, transforming growth factors beta), FGT,
hepatocyttillvaxtfaktorer (HGT, hepatocyte growth factor) och
insulinlikatillvaxtfaktor-1 (IGF-1, insuline-like growth factor-1)(Post, 2012).

TGF-beta har visat sig inhibera celldelning, differentiering samt aktivera
programmerad cellddd. TGF-beta utsondras av makrofager och bildar ett komplex
med serin/treonin-kinas som finns pa satellitcellers membran. Serin/treonin-kinaset
fosforylerar proteinet -SMAD i cellen. R-SMAD bildar ett komplex med SMAD och
SMAD4 som migrerar in i cellkdrnan och fungerar som en transkriptionsfaktor och
paverkar gener som Myf5 och MyoD (Furutani et al., 2011; Massaous and Hata,
1997).

En viktig tillvéxtfaktor som aktiverar muskulaturreparation &r HFG och IGF-1 som
utsondras av ECM vid skada. HFG kanns igen av c-metreceptorn som sétter igang en
treosinkinas-kaskad som aktiverar passiva satellitceller (Tatsumi et al., 1998). Endast
I HGFs nérvaro kan FGF vara aktivt dar dess uppgift ar att stimulera celldelning samt
differentiering genom FGFR-receptorn (Boonen och Post, 2008). Om FGFR-
receptorn muteras kan inte moss laga skadad muskulatur (Floss et al., 1997). IGF-1
okar differentiering samt muskelregenerering i méss. Exakt hur detta gar till ar annu
okant men IGF-1 receptor har identifierats som IGFR. IGF &r dessutom essentiellt och
vid inaktivering dor moss vid fodsel pa grund av svart defekta muskler (Powell-
Braxton et al., 1993).

Cell-cellkontakt

Nérliggande celler signalerar till varandra och vid skada skickas specifika
signalsubstanser ut (Boonen och Post, 2008). Muskelfibrernas signalsubstanser har
visat sig paverka satellitceller i stor utstrackning. Vid muskelskada kravs att
satellitcellerna delar sig och differentieras for att laga skadan. En signalmolekyl som
gor just detta ar kvaveoxid (NO, nitric oxide) som produceras av muskelfibrer via
kvéaveoxidsyntase (NOS, nitric oxide synthase). NOS stimuleras vid skada och NO
forstarker HGF men hur detta sker &r annu oklart (Tatsumi, 2006). For att laga
skadade muskelfibrer maste satellitcellerna migrera till det utsatta omradet. Skadade
muskelfibrer utsondrar stromacellsharledningsfaktor-1 (SDF-1, stromal cell-derived
factorl) som tas upp av CXC kemotaxisreceptor-3 (CXCR3, CXC chemokine
receptor-3). Satellitcellen kommer att dras till dér det ar hogst koncentration av SDF-1



och darav differentiera och aterskapa muskelfiber (Ratajczak et al., 2003). Néar
satellitcellerna &r i kontakt med skadan anvands integrinen véldigt sen antigen-4
(VLAA4, very late antigen-4) som ka&nner igen vaskular celladhesionmolekyl-1
(VCAM-1, vascular cell adhesion molecule-1) som ar en integrinreceptor. VCAM-1
finns pa muskelfibrernas cellmembran och aktiveras vid skada. Nar VLA4 kommer i
kontakt med VCAM-1 utfor satellitcellen myogenesis och lagar muskelfibern (Rosen
etal., 1992).

VLA4/VCAM-1systemet ar ett exempel pa hur cell-cellkontakt paverkar satellitceller.
Det finns andra typer av receptorer som l&ser av denna typ av kontakt. En utav dessa
extracelluldra transmembranreceptorer har visat sin relevans i celldelning,
differentiering och aktivering och kallas for notch. Nar notch aktiveras sker en méngd
komplexa handelser som leder till genreglering (kaskad). Detta system kallas notch-
signaltransduktion och finns dessutom i andra vavnader och aktiveras vid bindning till
specifika ligander. Liganderna sitter pa membranet pa andra celler till exempel T-
celler fran immunforsvaret (Artavanis-Tsakonas et al., 1999). | satellitcellsnischens
fall ar forstaelsen for notchkaskaden inte fullstandig. Daremot har studier visat att nar
notch-receptorn blir aktiverad kan den upp och ner reglera FGT, MRF (Nofziger et
al., 1999) och genen NUMB (producerar numb-homolog protein som reglerar
differentiering). En ligand som aktiverar notch &r delta-1 som gor att satellitcellen
delar sig, detta uppstar vid muskelskada (Conboy och Rando, 2002).

Tabell 1. Sammanfattning av faktorer som paverkar i satellitcellnischen.

Signal Kiilla Receptor Funktion/referens
TGFbeta Makrofag Serin/treonin- Programmerad cellddd,
kinas inhibering av celldelning

och differentiering
(Massaous and Hata, 1997)

FGF Satellitcel/ECM FGFR Celldelning, inhibering av
differentiering (Dimario et
al., 1989)

HGF ECM Alfa-Met Aktivering (Tatsumi et al.,
1998)

IGF Cirkulation/ECM IGFR Celldelning, differentiering

(Machida and Booth, 2007)

Laminin Basalmembran Intergin ECM-signalering,
celladhesion, passivt
stadium (Yuko et al., 1997)

Syndecan Basalmembran FGT, intergin Celldelning, differentiering
(Rauch, 2005)

SDF Myofiber CXCR4 Migration (Ratajczak et al.,
2003)

VLA4 Myofiber VCAM Myoblastfusion (Rosen et
al., 1992)

NO Myofiber B Aktivering, passivt stadium
(Tatsumi, 2006)

Delta-1 Satellitcell Notchreceptor  Celldelning, sjdlvfornyelse

(Conboy et al., 2007)
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Dynamisk roérelse

Pa all muskelvéavnad finns nervceller som stimulerar fibrerna att dra ihop sig. Denna
dynamiska rorelse och signalering saknas i en petriskal. For att undersoka om
muskelcellers tillvaxt &r beroende av dessa faktorer har flera studier forsokt efterlikna
dem. Radisic studie fran 2004 anvande elektroder for att tillfora elektrisk stimulans
till hjartmuskelceller. De byggde en liten glaskammare som innehdll 2 kolstavar
(elektroder) med 1cm mellanrum. Elektroderna var kopplade med platinatrad till en
pacemaker och utav silikon gjordes 6 brunnar som placerades mellan elektroderna.
Brunnarna innehdll omogna monocellager av hjartmuskelceller som blev stimulerade
varje 2 millisekunder med 5 V/cm, 1 Hz. Dessa fick vaxa i 8 dagar och jamfort med
kontrollkulturer vaxte de med stimulans 7 ganger mer (Radisic et al., 2004). Det
diskuterades vad som skulle vara den optimala rytmen for optimal tillvaxt. Yamasaki
och hans team studerade 3D-muskelfibrer i mikroskop och de observerade att fibrerna
var synkade mellan 0,5 och 5 Hz. Vid 10Hz krampade dock cellerna och kunde inte
fortsatta rora sig (Yamasaki et al., 2009).

Medium

For att skapa ett optimalt medium behévs en stor kunskap om de faktorer som kréavs
for att satellitceller ska kunna véxa kontinuerligt. Dessa faktorer inkluderar
biokemiska signaler (som tidigare har diskuterats), naring samt en byggnadsstallning
som cellerna kan vaxa pa. Det &r inget problem att odla monolager av muskelceller i
en petriskal, de far naring fran mediet och syre fran atmosfaren. Daremot blir
produktionen for lagskalig och kan inte ta syntetiskt odlat kétt till en industriell niva.
Malet &r att producera i 3D vilket skulle ge de resultat man letar efter (Post, 2012).
Dock finns det manga alternativ som kan erbjuda 3D-tillvéxt och det har avsnittet
kommer behandla nagra av dessa alternativ.

Biokemiska signaler

For att signalera till satellitcellerna att kontinuerligt véxa och differentiera vid ratt
tillfalle kréavs rétt signaler. Dessa signaler har tidigare diskuterats och fortsatt
forskning pa detta omrade kravs for att fa en komplett bild pa hur satellitceller
regleras i sin nisch. Detta kommer sedan att appliceras i ett medium for ultimat
produktion.

Byggnadsstallning

For att satellitceller ska kunna véxa kraver de en byggnadsstallning att fasta pa.
Tidigare har ECMs betydelse diskuterats och det fungerar &ven som en
byggnadsstallning. For att cellerna ska vaxa optimalt framstélls ECM fran naturliga
material som finns i cellnischen (Engler, 2004). Olika gelsystem har utvecklats som
kan besta av fiber eller en blandning av kollagen och matrigel (proteinmix). Dock &r
nackdelen att de inte har nagon stabilitet. For att fA mer stod har system med
syntetiska byggnadsstéallningar framstallts. Dessa byggnadsstéllningar kan vara
uppbyggda av syntetiskt nedbrytbara polymerer och ”kollagensvamp” men har &n inte
varit en storre framgang da materialet inte har varit optimalt (Langelaan et al., 2010).
For att skapa det optimala materialet maste en balans mellan olika faktorer finnas.
Detta innebér vad for form och egenskaper materialet behover, till exempel hur
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hart/mjuk materialet ar. Om cellerna ska utséattas for elektrisk stimulering behéver
materialet vara elastiskt. Dessutom &r en stor kontaktyta eftertraktat eftersom det dkar
diffusionen till fler celler. En annan viktig egenskap ar att materialet gar att tvatta bort
fran cellerna och inte féljer med i slutprodukten (Datar och Betti, 2010). Vid odling
av organ anvands naturligt ECM med en 3D-struktur vilket har varit framgangsrikt
eftersom organ, sasom hjartat, ar ihaligt (Atala och Lanza, 2002). Mediet som
anvandes for att producera Posts hamburgare formades till sma stolpar som
satellitcellerna kunde organiseras runt och bilda en 3D-struktur i form av enskilda
muskelfibrer. Dessa fibrer samlades sedan ihop och blev en hamburgare (Post, 2013).

Naring

Kroppen loser sin néringsutspridning med blodomloppet som &ven transporterar bort
avfallsprodukter. An finns det ingen som har forsokt géra att konstgjort blodomlopp
dock for att efterlikna kroppens fysiologiska miljo har olika bioreaktorer utvecklats. |
dessa behallare forsoker man efterlikna de biologiska betingelser som existerar i en
levande organism sasom temperatur, pH, belastning och elektisk stimulering. Enkelt
beskrivet placeras cellerna i mitten av en behallare pa en typ av byggnadsstallning. |
behallaren omges cellerna av ett flytande, naringsrikt medel som konstant byts ut.
Medlet innehaller dessutom syre och olika biokemiska signaler. Det finns apparater i
bioreaktorn som kontrollerar andra fysiologiska faktorer som forskare kan reglera
(Liu etal., 2013).

Bioreaktorer erbjuder en plattform for odling av muskler, dock &r det manga faktorer
som ska stamma in vid tillvaxt i 3D. Dagens forskning gar ut pa att fa den perfekta
kombinationen av alla faktorer som tidigare har diskuterats.

Diskussion

I det har avsnittet diskuteras de faktorer som tidigare har nd&mnts och hur de kan
anvandas i in vitro kéttproduktion samt de hinder som behover 6verkommas. Detta
for att undersoka in vitro kottproduktions framtidspotential.

Svarigheter

Fran Eelns patent, som beskrev rent teoretiskt hur kétt kan produceras, till att faktiskt
gora en syntetisk hamburgare tog det mindre &n 15 ar vilket &r helt fantastiskt. Det
finns daremot stora hinder som maste dvervinnas for att uppna det slutliga malet med
denna kottproduktion.

Det som har visat sig att mediet &r den viktigaste komponenten for att kunna odla kott
i stor skala. Mediet ska innehalla alla faktorer som behdvs for att satellitceller ska
véxa och differentieras i ratt 6gonblick. Det sker ny forskning pa detta omrade men
tyvarr kommer det ta decennier for att fa ett optimalt medium. Problemen &r att
forstaelsen for satellitcellerna inte ar i narheten av tillracklig pa grund av
komplexiteten hos det regulatoriska systemet. Kristel Boonen tillsammans med Mark
Post diskuterar i en artikel att satellitnischen &r den ratta vagen att ga for att i
framtiden kunna producera kott (Boonen och Post, 2008). Samtidigt som forskning
sker pa andra stamceller 6kar forstaelsen snabbt eftersom 6kad kunskap inom
cellbiologi dven ger ledtradar om hur satellitceller fungerar. | detta arbete har enbart
de viktigaste faktorerna tagits upp och kort forklarats. Allt fran aktiva gener som Pax7
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till dynamisk rorelse ar samtliga viktiga komponenter och forstaelsen kommer att 6ka.
Nar forstaelsen val ar dar och kunskapen om vilka faktorer som kravs maste det
dessutom finnas forstaelse for hur faktorerna paverkar varandra (se fig 3). Detta kan i
teorin enbart testas for att kunna se vilken kombination av faktorer som &r mest
lamplig och vilka faktorer som bor undvikas. Ett exempel pa faktorer som bor
undvikas ar faktorer som stimulerar apoptos och cellpassivitet sasom TGF-beta. Dock
ar detta inte det enda problemet in vitro kéttproduktionsmediet star infor. Mediet far
absolut inte vara miljéovanligt, alltsa maste alla komponenter ga att atervinna vid en
storskalig produktion. Teoretiskt skulle ett medium baserat pa véxter klara detta
kriterium dock finns risken att vissa manniskor kan vara allergiska mot just den
véxten. Om mediet ar animalbaserat (utvinner komponenter fran djur) ar det onodigt
att foda upp djur for just detta syfte. En utav de stOrre podngen med in vitro
kottproduktion &r att undvika slakt och vad ar syftet med att doda djur for att radda
andra? Mojligheten finns att tillsatta ”kontrollceller” som ar programmerade att
utséndra de relevanta faktorerna. Dessa celler kan samtidigt vara fettceller som ger
mer smak till kottet. Dock i dagslaget, nar kottproduktionen an inte har kommit
utanfor laboratoriet, &r detta inte det viktigaste men problemet kommer kvarsta.

Varianter av byggnadsstéliningar och bioreaktorer har utvecklats och mycket pengar
laggs ner pa denna forskning. Véavnadsteknik eller "tissue engineering” har blivit ett
véaletablerat omrade eftersom det erbjuder, bland annat stamcellsforskning, en
plattform att fa ihop alla komponenter for att stimulera tillvaxt. Aven i detta fall kravs
vidare forskning for att uppna framgang.

En annan aspekt &r priset, mediet maste vara miljovanligt, fritt fran antibiotika,
sjukdomar, ge véalsmakande produkt och dessutom far det inte vara dyrt. Min asikt &r
att detta kommer vara det svaraste problemet. Sa fort nagot ska vara miljovanligt drar
priserna ivag och vad ar syftet om priset per kg ar 6ver 1000 kr? In vitro kétt blir i sa
fall en lyxvara for formogna och vilket inte & malet. Som det ser ut nu kostar en
hamburgare 2,2 miljoner kr, ett pris som maste minska.

Om in vitro kétt skulle vara majligt att slja storskaligt till ett rimligt pris &r fragan
om folk skulle vilja kdpa det. Det finns en risk att in vitro kott inte k&nns naturligt och
blir frammande. | dagsléget har 1,7 miljoner mé&nniskor i Europa skrivit under for att
stoppa bistand till stamcellsforskning vilket formodligen innebér att de inte vill ata
syntetiska hamburgare (Brors, 2013).

Nér syntetiskt kott val existerar i storskalig produktion kommer fler problem in. Till
exempel kvalitékontroller, sterilitet, kvalité och fodsel av donationsdjur och sa vidare.
Dessa problem &r dock dverkomliga och existerar i varje industri.

Framtidsutsikter

Om in vitro kott skulle vara framgangsrikt skulle detta 16sa manga problem som
varlden star infor. Ett argument mot in vitro kéttproduktion &r att det skulle sla ut det
nuvarande lantbruket och jobb skulle férsvinna. En aspekt som har glomts bort &r att
detta kan vara ett till alternativ som &ven kan hjalpa till att méatta kravet pa kott.
Annars kommer djuren missgynnas och kvalité férsvinna vid en massproduktion som
vi inte kan kontrollera. Denna artikels syfte var att undersdka om in vitro kott har en
framtid eller inte och med de svarigheter som tidigare har diskuterats gar det inte med
sakerhet att forutse. Det aterstar flera artionden av forskning for att vara i narheten av
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en storskalig produktion. Dock gar det inte att bortse att detta falt enbart har existerat
under en kort period och redan finns mangder av information. In vitro kotts potential
ar enorm och det &r ett omrade pengar och tid borde satsas pa. Till en borjan kan
syntetiskt kott vara tillgangligt till ett hogre pris och enbart for formogna daremot ska
slutresultatet vara for alla. Etiska aspekter gar att 16sa nar IPS-celler ar mer accepterat
och gar att anvanda. Stamceller &r fortfarande nagot nytt och blir nog mer accepterat i
framtiden da det kan I6sa mer problem exempelvis inom medicin.

Tack

Ett stort tack till Adam Reger och Alexander Boikov for tankvarda kommentarer
under skrivtiden. Aven ska min handledare Martin Svenda ha ett enormt tack for
uppmuntran och kloka rad som har underléattat arbetsbordan och hojt arbetet till nasta
niva.
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