UPPSALA
UNIVERSITET

En kartlaggning &ver gardagens, dagens och morgondagens

stamcellsforskning och inducerbara pluripotenta stamcellers roll i

den

Jens Berndtsson

Independent Project in Biology
Sjalvstandigt arbete i biologi, 15 hp, varterminen 2012
Institutionen for biologisk grundutbildning, Uppsala universitet



Sammandrag

Stamceller har ldnge varit ett omrade som manga forskare ser som framtida hopp inom
lakemedelsforskningen. Den kallas terapeutisk stamcellsforskning och ir i dagsliget hetare dn
nagonsin forr. Tidigare forskning pd stamceller har kretsat kring embryonala stamceller och
adulta stamceller. P4 den fronten dr benmaérgstransplantationer, som &r en typ av applicering
av adulta stamceller, numera ett vanligt ingrepp som arligen riddar manga tusen liv. Ar 2006
publicerades en artikel dér inducerbara pluripotenta stamceller genom direkt reprogrammering
introducerades. Inducerbara pluripotenta stamceller skapas genom att en vanlig cell fran
kroppen behandlas med transkriptionsfaktorer som dndrar dess uttryck sé att den
dedifferentierar och bildar en stamcell. Fordelen med séddana stamceller dr inte bara
densamma som kénnetecknar adulta stamceller: att de &r DNA-specifika for virden de togs
ifrdn. Men ocksa att de i1 likhet med de embryonala stamcellerna har en extrem formaga att
kunna differentiera till nya typer av celler. En cell som ursprungligen kom frdn huden kan
sdledes omvandlas till en nervcell, levercell eller muskelcell eller annan typ av cell. Den
frimsta fordelen med inducerbara pluripotenta stamceller dr emellertid att de kan 16sa ett av
de storsta problemen stamcellsforskningen har moétt: de etiska problemen. Att kunna
framstilla vilka typer av celler 1 kroppen som helst utan att behdva extrahera stamceller fran
embryon eller aborterade foster har fram till det att inducerbara pluripotenta stamceller
kommit fram varit en omdjlighet. Och eftersom inducerbara pluripotenta stamceller framstélls
fran celler som frivilligt donerats fran individer kringgér dessa de etiska problemen som
associeras med embryonal stamcellsforskning. Aven om inducerbara pluripotenta stamceller
som forskningsomrade 1 dagsldget blomstrar behovs fortfarande forskning pa embryonala-
och adulta stamceller som komplement till den. Jimforande studier mellan embryonala
stamceller och inducerbara pluripotenta stamceller ar det bésta séttet att avgdra hur vdl man
lyckas med de senares forskning.

Inledning

Stamcellsforskningen inleddes 1 borjan av 1960-talet i och med stamcellens upptéckt (Becker
et al. 1963). Efter det har den expanderat, tack vare fyndet av inducerbara pluripotenta
stamceller (iPS) genom direkt reprogrammering (Takahashi & Yamanaka 2006) dr omradet
nu hetare dn ndgonsin

Den medicinska forskningen kring stamceller kallas terapeutisk stamcellsforskning.
Stamcellers forméga att differentiera till olika typer av celler gér dem intressanta for
medicinsk forskning. Okad kunskap i hur man kan styra stamcellers differentiering kan pa sikt
ge botemedel mot savél sjukdomar som skador dir celler 1 kroppen drabbas. Forskningen 1
dag ar fortfarande mycket 1 experimentstadiet men vissa behandlingar existerar och
praktiseras, ett sdidant exempel dr benmaérgstransplantation (Snowden et al. 1997). Det
langsiktiga malet med stamcellsforskning ur medicinsk synvinkel &r att kunna bota sjukdomar
savidl som att kunna skapa minskliga 'reservdelar'. Det dr dock inte bara ur medicinska syften
man studerar stamceller. Ett exempel pé ett annat forskningsomrade dir kunskap om
stamceller kan anvéndas dr till att bevara den biologiska méingfalden genom att dterinfora
genetiskt material till utrotningshotade populationer (Ben-Nun et al. 2011).

Det finns méanga typer av stamceller som man kan dela upp efter vilket ursprung de har. Den
mest kidnda stamcellstypen dr embryonala stamceller (ES), utdver den finns ocksd adulta
stamceller (AS) och iPS. De i dagsldget mest intressanta typerna av stamceller ér iPS eftersom
de béde ar pluripotenta och mest forskning har skett pa dem under de senaste dren.



Syftet med den hir uppsatsen ir att studera och presentera iPS genom direkt reprogrammering
och dess roll 1 dagens och framtidens stamcellsforskning. Kan iPS ersitta ES och AS som
kélla for pluripotenta stamceller och anvéndas praktiskt i sdvél forskning som medicin?

Introduktion till stamceller och deras uppdelning

De tre huvudsakliga celltyperna som utgor grunden i flercelliga organismer ér: somatiska
celler, konsceller och stamceller. De somatiska cellerna utgor den storsta delen och innefattar
alla celler utom konsceller och stamceller. Kdnscellerna innefattar spermier och dgg.

Stamceller 4r 1 grunden en typ av cell som inte har differentierat klart till en specifik cell
(Lajtha 1979). For att en stamcell ska kallas en stamcell krdvs ocksa att den har ett
sjalvaterskapande system. Det vill sidga att varje gdng som den bildar en differentierad cell sa
skapar den ocksé en odifferentierad kopia av sig sjdlv genom asymmetrisk celldelning
(Morrison et al. 1997). Vidare kréavs det av stamceller att de har en potensgrad. Potensgraden
indikerar stamcellens formaga att differentiera (Jaenisch & Young 2008). Totipotenta
stamceller kallas de allra forsta cellerna i ett embryo, dessa kan differentiera till alla olika
celltyper hos en organism. Pluripotenta stamceller har néstan lika hog differentieringsgrad
som totipotenta stamceller och kan differentiera till nistan alla celler hos en organism, de kan
dock inte organisera sig till ett embryo och &r darfor inte totipotenta (Mitalipov & Wolf
2009). De multipotenta stamcellerna kan differentiera till celler som liknar varandra,
hematopoetiska stamcellers utveckling till celler inom blodomloppet och immunsystemet &r
ett exempel pa multipotenta stamceller (Orkin & Son 2008). Unipotenta stamceller ger endast
upphov till en typ av cell, till exempel konsceller (Cinalli et al. 2008).

Embryonala stamceller

Embryonala stamceller (ES) kallas sa eftersom de har sitt ursprung 1 embryon. ES isolerades
forsta gangen fran musblastocyter 1 borjan pd 1980-talet (Evans & Kaufman 1981, Martin
1981). De ar formodligen den mest kénda typen av stamceller badde pa grund av den etiska
aspekten i stamcellsdebatten men ocksé for att det har forskats pa dessa under en lidngre
period en de flesta andra typer.

Det finns totipotenta, pluripotenta och multipotenta stamceller i ES-gruppen. De allra tidigaste
stadierna av ett befruktat dgg, zygoten och 2-, 4-,6-8- och 16-cellsblastocysten utgor
totipotenta ES (Bongso & Richards 2004). De pluripotenta stamcellerna i ES-gruppen har sitt
ursprung fran blastocystens senare stadium da den har utvecklat ICM (inner cell mass)
(Thomson et al. 1998). ICM bildar epiblasten som 1 sin tur bildar ektodermet, mesodermet
och endodermet. I endodermet finns en grupp multipotenta stamceller som differentierar och
bildar alla endodermala organ till exempel lunga, lever och mage (Bongso & Lee 2005).

Embryoniska konsceller (EG) kallas en liten del pluripotenta stamceller (Stewart et al. 1994)
som hédrstammar fran de ursprungliga konscellerna (PGC) som formas dd embryot d&r mycket
ungt (Matsui ef al. 1992).

Adulta stamceller

Adulta stamceller (AS) dr ett samlingsnamn for nio typer av multipotenta stamceller som
aterfinns hos vuxna individer (Bongso & Lee 2005) (tabell 1). Deras uppgift ar att underhalla
kroppen och skapa nya celler att ersétta gamla med.



Tabell 1. Visar de nio stora grupperna av AS beskrivna av Bongso & Lee (2005) tillsammans med deras

ursprung och vad de kan differentiera till.

Stamcelltyp/ursprung

Typ av differentierad cell

Referens

Hematopoetisk/Benmérg, Blod

Mesenchymal/Benmairgsstroma

Mag/Mage, Tarmar
Lever

Ben
Epidermal/Hud
Neuronal/Hjirnan

Pankreatik®/Bukspottskérteln

Ogon

Blodkroppar, Myleoidceller,
Lymfoidceller

Brosk, Ben, Fett, Hud,
Ligament,

Muskler

Indlvskryptsystem
Gastrointestinalt carcinom
Hepatocyter, gallepitelceller
Adipocyter, Osteoblaster
Hudceller, Harceller
Neuroner, Astrocyter”,
Oligodendrocyter”

B-celler

Stavar, Bipolér neuron,

Reya et al. 2001.

Caplan & Dennis 1996.

Wright 2000.

Alison et al. 2004.
Nuttall et al. 1998
Blanpain et al. 2004.
Bottai et al. 2003.

Zulewski et al. 2001.
Dor et al. 2004.
Tropepe et al. 2000.
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Inducerbara pluripotenta stamceller

Inducerbara pluripotenta stamceller (iPS) &r ett namn for stamceller som skapats av att man
framkallat pluripotenta stamceller av vanliga somatiska celler. IPS-forskningen ar det senaste
tillskottet till stamcellsforskningen och hade sitt stora genombrott i och med att japanska
forskare framstéllde iPS genom direkt reprogrammering for forsta gdngen 1 mitten av 2000-
talet (Takahashi & Yamanaka 2006).

Eftersom iPS i likhet med ES édr pluripotenta men till skillnad frdn AS inte 1 forsta hand
kommer fréan ett specifikt stille fran kroppen delas iPS in i fyra grupper beroende pa vilken
metod man har anvént for att framstilla dem. Dessa d&r SCNT (cellkdrnstransplantation),
cellfusion, inducering med hjélp cellkulturer och direkt reprogrammering.

SCNT, cellfusion och inducering med hjdlp av cellkulturer.

Aven om iPS namngavs av Takahashis och Yamanakas i och med deras upptickt 2006 s& har
1PS 1 andra former funnits innan det. SCNT &r kanske mest forknippat med fodseln av Dolly,
ett klonat far som var resultatet av ett experiment av Wilmut et al. (1997). Konceptet med
SCNT ir att ta ut cellkdrnan ifran en dggcell och ersitta den med en cellkdrna ifran en
somatisk cell, lata den vixa och sedan fa ES med DNA ifran somatiska celler (Coleman &
Kind 2000). Dérefter kan man antingen goéra som Wilmut och hans forskargrupp och lata det
bli en organsim (reproduktiv kloning) eller sa kan man anvénda stamcellerna man fér av dem
for forskning och eventuella framtida medicinska applikationer (terapeutisk kloning).
Cellfusion dr ett annat sétt att skapa iPS. Metoden gar ut pa sld ithop en somatisk cell med en
ES, och pa sa vis skapa en tetraploid cell (Hochedlinger & Jaenisch 2002). Metoden har visat
sig fungera dven for ménskliga celler och utgor ett alternativ till dggcellerna som anvinds i
SCNT (Cowan et al. 2005). Bdde SCNT- och cellfusionsforskning kréver bruket av ES, nagot
som gor att de hamnar i samma sits som ES 1 stamcellsdebatten.

Inducering med hjalp av cellkulturer ar ett potentiellt tredje sétt att alstra iPS. Att odla PGC
under ritta forhéllanden kan skapa ES-liknande celler (Kanatsu-Shinohara et a/. 2004) och
inte bara EG celler som man tidige trott (Matsui et al. 1992). Huruvida metoden fungerar pé
samma sétt med somatiska celler dr dock inte sjélvklart (Jaenisch & Young 2008).



Sedan Takahashis och Yamanakas experiment 2006 har fler forskare fatt upp dgonen for
potentialen hos iPS genom direkt reprogrammering. Detta har lett till att fler
dedifferentieringsmetoder for somatiska celler har uppkommit. IPS har en stor potential som
framtida forskningsomrade eftersom de till skillnad fran AS ar pluripotenta och till skillnad
fran ES é&r relativt létta att {4 tag pd. Dock existerar frigetecken kring iPS, till vilken
utstrackning &r iPS pluripotenta, kan de anvindas terapeutiskt?

Ovriga stamceller

Utover ES, AS och iPS finns det dven stamceller fran andra ursprung. Av dessa sa ér de
fetala- och infantila stamcellerna de som sticker ut ur méngden. Fetala stamceller dterfinns i
organ hos foster och infantila stamceller hittas i navelstrdngsblod och 1 Wharton's jelly (typ av
cell inuti navelstrangen) (Mitchell ef al. 2003). Precis som 1 fallet med ES ar forskning pa
fetala- och infantila stamceller begriansad eftersom det finns etiska beténkligheter kring denna
forskning.

Framstallning av iPS via direkt reprogrammering

Framstéllning av iPS via direkt reprogrammering &r det senaste framsteget i iPS-forskningen.
Kortfattat kan man sdga att processen mojliggors genom ektopisk uttryckning (uttryckning av
en normalt sett inaktiv gen) av specifika transkriptionsfaktorer. Sedan dess genombrott har
tekniken forbéttrats och nya tekniker uppkommit. Maherali och Hochedlinger (2008) har
emellertid identifierat sju punkter som géller for framstéllning av iPS via reprogrammering;
(1) Transkriptionsfaktorsval f6r reprogrammeringen, (2) Vektorval for leverans av
transkriptionsfaktorn, (3) Celltypsval {for reprogrammeringen, (4) Faktorparametrar
(koncentrationer, tidpunkter for tillsdttning, etc.), (5) Cellkultursforhallanden 1
framstéllningen, (6) Identifiering av iPS och (7) Karaktérisering av reprogrammerade celler.

Transkriptionsfaktorsval, vektorval och celltypsval for reprogrammering av iPS

De forsta sakerna att ta hansyn till vid framstillning av iPS ar valet av transkriptionsfaktorer,
vektor att leverera sagda faktorer och vilken typ av cell man vill reprogrammera. En
kombination som péverkar effektiviteten och funktionaliteten for terapeutisk forskning hos
den reprogrammerade cellen (tabell 2).

Transkriptionsfaktorer dr speciella proteiner som sitter igdng transkription. Vid direkt
reprogrammering av somatiska celler till iPS inducerar dessa transkriptionsfaktorer proteiner
som far cellen att omvandlas. De fOrsta transkriptionsfaktorerna att anvéndas for det
andamalet var Oct3/4, Sox2, c-Myc, och KlIf4. Dessa hade tagits fram ur en pool av 24
kandidater som tidigare karaktdriserats som faktorer viktiga for ES (Takahashi & Yamanaka
2006). Liknande transkriptionsfaktorer har visat sig fungera som substitut for dessa (Yu et al.
2007). Det har ocksa visat sig att andra faktorers medverkan kan skapa mer gynnsamma
forutsittningar for reprogrammeringen till iPS (tabell 2).

Vektorval dr det som avgdr med vilken metod man véljer att leverera faktorerna in i cellen.
Takahashi och Yamanaka (2006) anvinde i sitt experiment en retroviral vektor som
integrerade med virdcellen. Men mer aktuell forskning forsoker att anvinda icke-integrerade
och till och med DNA-fria alternativ till vektorer. Detta for att undvika forhojd
mutationsfrekvens som korrelerar med integrerade vektorer. Icke-integrerade vektorer har
emellertid ldgre effektivitetsgrad &n de integrerande (tabell 2).



Celltypsvalet avgor vilken typ av cell man vill reprogrammera. Det finns tre variabler man
maste ta hdnsyn till i1 celltypsvalet: (1) Hur létt transkriptionsfaktorerna for reprogrammering
kan introduceras, (2) Hur tillginglig cellen &r for experiment, (3) Hur gammal cellen ifraga ér
(Mabherali & Hochedlinger 2008). Den vanligaste celltypen for iPS-forskning har varit
fibroblaster (typ av bindvévscell) som tidigare blivit iPS genom cellfusion (Cowan et al.
2005). Andra celltyper har dock anvénts och precis som med transkriptionsfaktorsvalet och
vektorvalet spelar dven celltypsvalet in 1 effektiviteten och funktionaliteten for terapeutisk
forskning (tabell 2).

Tabell 2. Fordelar och nackdelar med olika kombinationer av vektorer, celltyper och faktorer for att inducera
pluripotens. Modifiering av Robinton & Daley 2012. For ytterligare referenser se originaltabellen.

Vektortyp Celltyp Faktorer* Fordelar och nackdelar
Inte- Retroviral Fibroblaster, OSKM, Metoden ar effektiv men innefattar
grerande neurala OSK, genomisk integration, har problem med
stamceller, OSK kvarstaende viral uttryckning och
magceller, +VPA, OS langsam reprogrammerningskinetik.
leverceller, + VPA
keratinocyter,
amniotiska
celler, blod-
celler och
fettceller
Lentiviral  Fibroblaster OSKM Metoden ér effektiv och transducerar
och miR302/3  bade delande och icke-delande celler.
keratinocyter 67 cluster ~Men den medfor genetisk integration
+ VPA och problem med kvarstdende viral
uttryckning.
Inducibel  Fibroblaster, OSKM Metoden ar effektiv och tillater
lentiviral ~ B-celler, OSKMN  kontrollerad uttryckning av faktorer.
keratino- Men den medfor genetisk integration
cyter, blod- and krav for transaktivator uttryck.
celler och
melanocyter
Urklipp-  Trans- Fibroblaster OSKM Metoden ér effektiv och ar utan
bar poson integrering men den &r ocksd arbetsam
pa grund av screening av urklippning i
genomet.
loxP- Fibroblaster OSK Metoden ér effektiv och dr utan
flankerad integrering men den &r ocksd arbetsam
lentiviral pa grund av screening av urklippning i
genomet. LoxP &r kvar 1 genomet.
Icke-inte-  Adeno- Fibroblaster OSKM Ingen genetisk integration men ar
grerande  viral och lever- ineffektiv.
celler
Plasmid Fibroblaster OSNL Naéstan ingen genetisk integration, dr
dock ineffektiv.




Vektortyp Celltyp Faktorer* Fordelar och nackdelar

DNA fri  Sendai Fibroblaster OSKM Saknar genetisk integration men har

virus sekvenskénsligt RNA replikase, och
svarigheter i att ta bort virusen fran
cellerna.

Protein Fibroblast oS Saknar genetisk integration, levererar

faktorerna direkt och saknar DNA-
relaterade komplikationer. Men &r
ineffektiv, har kort "half-life" och
behover stora méngder av proteiner
samt multipla anvéndningar av de.
Modified  Fibroblaster OSKM Saknar genetisk integration, forbiser
mRNA OSKML + kroppens antivirala respons, snabb
VPA reprogrammeringskinetik, effektiv och
kontrollerbar men kraver multipla
transfektionsomgéngar.

Micro- stromala miR-200c, Saknar genetisk integration, relativt
RNA fettceller och  miR-302s  effektiv, snabbare reprogrammerings-
dermal miR-369s  kinetik dn lentivirala eller retrovirala
fibroblaster vektorer och saknar exogena faktorer.
Men har lagre effektivitet 4n vanligare
metoder.

*OSKM och liknande faktornamn representerar kombinationer av reprogrammingsfaktorer: K=KLF4; L=LIN28;
M=c-MYC; N=NANOG; O=0CT4; S=SOX2; och VPA=valproinsyra.

Faktorparametrar och cellkultursforhillanden i framstillningen av iPS

Nir val av transkriptionsfaktorer, vektor och celltyp har gjorts méste parametrarna kring dessa
uppmaérksammas. Detta innebér att miangden transkriptionsfaktorer och hur dessa samordnas
tidsméssigt samt hur stokiometrin (méngdforhillandena mellan faktorerna for reaktion) maste
granskas. Vid cellkultursforhallanden krévs det inte bara att cellerna far den naring de
behover, det dr ocksa viktigt att de dissocierar med varandra for att hélla isdr de kulturer som
uppstér fran varandra.

Samordningen av transkriptionsfaktorer under tiden for experimentet har visat vara en viktig
komponent och ndgot som maste kvantifieras ifall man vill vidareutveckla tekniker att
framstilla iPS. En av de forsta sddana studier gjordes pa musfibroblaster, dir man fastslog att
det krdvdes minst 12 dagar under extern transkriptionsfaktorspdverkning med hjilp av
doxycycline (dox) inducerbar lentvirusvektor (figur 1) (Brambrink et al. 2008). Liknande
studier har ocksa utforts pa méanskliga celler med liknande resultat: 10 dagar (Maherali ef al.
2008).

Kvantifiering av transkriptionsfaktorskoncentrationer och stokiometrin som innefattar dessa
ar annu ett icke fastslaget forskningsomrade utan utfors fran fall till fall. Det &r likafullt
viktigt att forsdkra sig om att tillrickliga mangder transkriptionsfaktorer uttrycks for lyckad
framstéllning av iPS.

Pé grund av iPS likheter med ES har det i néstan alla fall anvénts samma medium som
anvénds for underhall av ES i ES-forskning. Akutsu et al. (2006) rekommenderar att man
anvinder trypsinmedium for enzymatisk dissociation eftersom det underléttar rakning av



antalet celler samt mdjliggor skapandet av DSCC (definite single cell clone) vilket inte dr
fallet om man anvinder medium med collagenase eller dispase for enzymatisk dissociation.

o
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~ for reprogrammering

Figur 1. Vid reprogrammering sker aktivering av pluripotensmarkdorer sekventiellt. AP- (alkaline phosphatase)
och SSEA1-celler upptécks redan dag 3 respektive 9 efter introduktion av faktorer. Produkter fran Oct4- eller
Nanog-loci visas inte foren efter 2 veckor. For fullstdndig reprogrammering krévs alltsa ungefar 2 veckors
uttryck av faktorerna. Modifierad fran Jaenish & Young 2008.

Identifiering av iPS och karaktirisering av reprogrammerade celler

For att vara séker pa cellerna som odlats verkligen har reprogrammerats och blivit
pluripotenta stamceller maste de testas. Det finns minga sétt att testa detta genom att selektera
de reprogrammerade cellerna efter skapandet av dem (tabell 3). Att endast identifiera iPS med
hjélp av selektion dr dock inte nog for att kunna pasté att man har framstéllt dem. Tre
karaktirsdraggrupper som iPS maéste uppvisa inkluderar morfologiska, molekyldra och
funktionella likheter med ES.

Tabell 3. Olika metoder, och vad dessa innebir, for selektering av mojliga iPS.

Metod Om metoden Referens
Selektering av Fbx15 Selektering av ES-specifik gen, forst Takahashi & Yamanaka
att anvindas, indikerar endast 2006
partiell reprogrammering av iPS
Selektering av Oct14, Selektering av ES-specifika gener, Wernig et al. 2007
Nanog och Sox2 indikerar full reprogramering av iPS
Ytantigenstest Selektering for uttryck av ES- Stadtfeld et al. 2008

specifika ytantigener (t ex SSEA-1).

Morfologiskt menas att de méste se likadana ut som ES samt vara sjélvaterskapande.
Molekyléra likheter innefattar att den har korrekta miangder av ES-proteiner som Oct4, Nanog
och Sox2 och de specifika ytantigenerna for stamcellen 1 fraga. Det krdvs ocksd att den har
funktionellt telomerasuttryck (Stadtfeld ef al. 2008) och att gener som é&r involverade 1
retroviral inaktivering uttrycks vilket gors genom att undersoka metyleringsstatusen hos deras
promotorer (Cowan et al. 2005). Kvinnliga iPS maste uppvisa ateraktivering av den inaktiva
X-kromosomen, nadgot som hinder sent i reprogrammeringen (Maherali et al. 2007).
Funktionella likheter innebér att iPS méste kunna forma embryodiska kroppar in vitro fran
vilka man kan avgora ifall ektodermet, mesodermet och endodermet kan bildas. Bildandet av
ektodermet, mesodermet och endodermet kan dock ske till f61jd av celluldr stress vilket
innebadr att vidare test méste genomforas. Man kan ocksa testa i fall iPS kan bilda konsceller
(Jaenisch & Young 2008). Hos moss ar utvecklandet av en chimir (organism med celler fran
olika individer) viktigt. Detta visar att iPS kan folja den normala gangen for ES. Celler fran



virden kan dock kontaminera sadana tester sa ett liknande test ddr man for in iPS 1 en
tetraploid blastocyst istédllet brukas anvindas. Detta for att tetraploida vardceller kan inte
kontaminera pa det séttet (Nagy et al. 1990). Hos méinniskor anvénds istéllet utvecklandet av
teratoma vilket skapas av att iPS injekteras i moss (in vivo) och da skapar en tumor vars
bestandsdelar kommer fran ektodermet, mesodermet och endodermet (Lensch ez al. 2007).

Terapeutisk stamcellsforskning

Den terapeutiska stamcellsforskningen dr den typ av medicinsk forskning som gér ut pd att
anvinda stamceller for att pa ett eller annat sitt bota sjukdomar och skador. Av befintliga
stamcellsmediciner dr 1 dagsldget benmérgstransplantationer det bédsta exemplet, nagot som
gor att adulta stamceller toppar listan for praktisk anvindning av stamceller. Adulta stamceller
har dock inte samma potential som finns hos de pluripotenta cellerna hos ES och iPS.
Potentialen att inte bara bota de &kommor som drabbar de omradena vi kan extrahera adulta
stamceller ifrdn utan ocksad de mer svardtkomliga som till exempel de som finns i 6gonen &r
ett av malen med iPS-forskningen. Ett mer langsiktigt mal 4r skapandet av hela organ.

Benmiirgstransplantation med AS

Benmaérgstransplantation dr som tidigare betonats det bista exemplet pd hur adulta stamceller
kan anvéndas i terapeutisk forskning. Benmérgstransplantationer anvénder hematopoetiska
stamceller och fungerar sa att man forst méste fa tag pa friska stamceller, dessa kan komma
frén patienten sjilv (autolog) eller frén en vérd (allogen). Sedan behandlas de drabbade
omradena med kemoterapi eller strdlbehandling eller en kombination av bdda till alla de
drabbade cellerna dor eller delar av de drabbade cellerna dor. Sedan fors de friska cellerna
tillbaka till patienten och bildar nya friska celler i de doda cellernas plats (Burt ef al. 2008).
Benmargstransplantationer har praktiserats langre 4n man véntar sig nér man tanker pé det
som en del av stamcellsforskningen. Sa tidigt som 1968 utférdes den forsta lyckade
benmairgstransplantationen (Hansen 2003). Tack vare anvdndandet av hematopoetiska
stamceller har man med hjélp av behandlingen kunnat bota en rad sjukdomar dér leukemi och
immunologa sjukdomar riiknas som de frimsta. Aven om benmirgstransplantationer numera
forekommer frekvent sa &r det en riskfull operation med pétaglig risk for komplikationer
under behandlingen. GVHD (graft-versus-host disease) kallas det tillstindet som uppstar nir
patientens kropp inte dr kompatibel med de transplanterade stamcellerna. Det tillsammans
med infektioner och blodningar dr de vanligaste komplikationerna som kan uppsta vid
benmairgstransplantation och bidrar med en dodlighet pa 7% - 23% (Gratwohl et al. 2005,
Nash et al. 2007).

ES och iPS pluripotentiella potential i sjukdomsmodellering, medicinutveckling och
celltransplantationer

Béde ES och iPS ér pluripotenta, ndgot som gor dem extra intressanta d4 dess ursprung inte
hindrar deras differentieringsforméga i samma grad som for AS. Ett mal som forskare ldnge
haft dr att utveckla patientspecifika stamceller. Tanken med dessa ér att undvika GVHD och
minimera behovet av donatorer inom stamcellstransplantationer. ES som inte &r DNA
specifika for patienten gjorde att SCNT var ett hett forskningsomrade innan upptickten av
iPS. I och med iPS upptéckt har vissa forskare havdat att det problemet ar 16st medan andra
stiller sig mer reserverade till det pdstdendet.

Den terapeutiska stamcellsforskningen for iPS liknar den forskning som har gjorts och gors pa
ES i det att flera typer av differentierade celler skapas av iPS (tabell 4). Sjilva skapandet av
differentierade celler &r dock bara forsta steget 1 den terapeutiska forskningen kring dem. Den



mesta forskningen idag fokuserar pa sjukdomsmodellering, men medicinutveckling och i
framtiden celltransplantationer ar praktiska applikationer som borjat tilldmpas pa
forskningsniva.

Tabell 4. Urval av iPS differentierade celler.

Typ av differentierad cell Referens
Neuronala, gliala och dopaminneuroner Wernig et al. 2008
Motorneuroner Dimos et al. 2008
Hematopoetiska stamceller och blodceller Hanna et al. 2007
Hjartmuskel Shi et al. 2008
Oligodendrocyter Jang et al. 2011
B-lika celler Maehr et al. 2009
Skelettmuskel Kawagoe ef al. 2011
Retinala, fotoreceptorer och retinal pigment epitel, Osakada et al. 2009
Vita och bruna fettceller Ahldeldt ef al. 2012

Det finns sé pass mycket forskning péd sjukdomsmodellering och potentiella behandlingar med
hjalp av iPS att en fullstdndig forteckning 6ver alla dr omojlig hdr. Vad sjukdomsmodellering
innebdr dr att man skapar iPS 1 fran celler av en sjuk patient, vilka man sedan gor vidare
experiment pé for att 6ka kunskapen om sjukdomen patienten har. Ett av de mest kidnda
exemplen pé sédan forskning dr den pa familjar dysautonomi (Riley-Day syndromet), som ar
en genetisk sjukdom som orsakas av en punktmutation i en specifik gen (/KBKAP). Vad
forskarna kom fram till var att orsaken till mutationen berodde pa ett splicing fel samt att
nerurogenesen (skapandet av neuroner fran stamceller) och migrationen for NC (nerunal
crest) prekursorceller var defekta (Lee ef al. 2009). Vidare s visar forskarna att vixthormonet
kinetin kraftigt reducerar splicningsfelet i den drabbade genen. Yngre och mindre kidnda
exempel pa sjukdomsmodellering med hjélp av iPS har gjorts pa bland annat schizofreni
(Brennand et al. 2011) och den neurodegenerativa sjukdomen Sanfilippo syndromet typ B
(Lemonnier et al. 2011). Brennands och hennes kollegors forskning visade pa forminskad
neuronal konduktivitet i iPS-inducerade nervceller. De visade ocksa att likemedlet loxapine
okade samma konduktivitet, och att ldkemedlen clozapine, olanzapine, risperidone och
thioridazine inte hade nagon signifikant effekt for 6kandet av neuronal konduktivitet. I fallet
med Sanfilippo syndromet som orsakas av en mutation i NAGLU, visade Lemonnier och hans
kollegor att genom tillforsel av exogena NAGLU-enzym kunde forhindra sjukdomen.

Nir det giéller celltransplantationer med ménskliga iPS finns det &nnu en del problem som
maste 10sas. Det har dock gjorts studier pa moss med till exempel Parkinsons sjukdom
(Wernig et al. 2008) och sickelcellanemi (Hanna et al. 2007). Dér bada forskargrupperna visat
forbattring av mossens tillstdnd efter iPS transplantation av de drabbade omradena.

Problematik med stamcellsforskning

Precis som med den mesta forskning sé finns det ett viss métt av problematik kring
stamcellsforskning. ES-forskningens debatt om huruvida den ir etisk forsvarbar eller inte &r i
grund och botten en subjektiv friga och har darfor inget rétt svar. Ett problem som ar
overgripande for all typ av ménsklig stamcellsforskning &r det praktiska problemet med att det
kraver minskliga celler for att forska i och det &r en bristvara.



Praktiska, etiska och juridiska problem med ES

All forskning pé ES stills infor tre problem: praktiska, etiska och juridiska. Det praktiska
problemet med forskning kring ménskliga ES kommer alltid att vara brist pa tillgdngen. For
att fa tag 1 ES maste du forst ha ett embryo med ICM och de enda sétten att fa ett sént ar att
abortera ett tidigt foster eller via 6verblivna embryon frin infertilitetsbehandlingar vilket
minskar utbudet rejélt.

Det etiska problemet dr dnnu svarare att kringga eftersom det 1 sin natur ar subjektivt. I ett
ndtskal sd ar frigan man maste stilla sig, nir borjar ménskligt liv? De som anser att livet
borjar vid befruktning anser att fostret redan da bor ha fullvardiga ménskliga rittigheter. Att
extrahera ES bryter i sd fall mot artikel 3 1 FN:s allménna forklaring om de ménskliga
rittigheterna: rétten till liv (Regeringskansliet 2009) samt lagstiftningar kring
vévnadsdonation.

De juridiska problemen med ES har fotts ur de etiska. I den europeiska unionen finns inget
direktiv for ES-forskning som géller for alla lander utan man har ldmnat det upp till
medlemmarna att sjdlv lagstifta om fragan. Detta har lett till att vissa lander har lagar som gor
det mgjligt att forska pa dverblivna embryon (Sverige, Finland, Grekland, Nederldnderna och
Storbritannien, ddr Storbritannien till och med tillater skapandet av embryon for
forskningssyfte) medan andra linder (Tyskland, Frankrike, Irland, Osterrike och Danmark)
inte tillater sddan forskning (Wiedemann et al. 2005). I USA finns det bide federala och
delstatliga lagar som reglerar ES-forskningen. De federala lagarna bestimmer vad federala
skattepengar ska ga till. 2001 beslots att ES-forskningen endast fick ske pa ett fatal stamcells-
linjer. Detta luckrades 1 viss mén upp 2009 (Vita Huset). De delstatliga lagarna i USA ar mer
lika de lagar som finns 1 Europa i det att ndgra stater forbjuder stamcellsforskning och nagra
ger ES-forskning delstatligt stod.

AS multipotens medfor differentieringsbegrinsningar

I likhet med ES ir vissa adulta stamceller svéra att tillga. For att till exempel fa neuronala
stamceller krévs att man dissekerar en hjdrna vilket endast kan ske 1 fall vivnadsvérden ar
avliden. Att AS inte dr pluripotenta &r ocksd ndgot som gor dem mindre attraktiva att forska
om. Pluripotenta stamceller dr per definition mer anvindbara dn multipotenta stamceller
eftersom de dr mer méngfaldiga i dess anvidndningsomraden.

Inducerbara pluripotenta stamceller

Aven om iPS inte kriver minskliga embryon vid framstillning och har ssmma DNA som
vérden den togs ifran finns det vissa frigetecken som har dykt upp pé senaste tiden. Hinder
som maste dvervinnas inkluderar vektorproblem, tumdrproblem vid transplantation och
huruvida cellvalet paverkar effektiviteten hos iPS. Verifieringsproblem &r ocksé ett stindigt
aktuellt &mne 1 1PS-forskningen

Ett typiskt problem under framstéllningen av iPS dr vektorvalet, som har gétt fran integrerade
vektorer (retrovirus, lentvirus, transposoner, etc) till icke-integrerande vektorer. Anledningen
ar att de integrerande vektorerna eller faktorerna de levererar i vissa fall kan visa sig
cancerogena, sarskilt transkriptionsfaktorn c-Myc har visat sig ha onkogena egenskaper
(Okita et al. 2007). Att ha icke-integrerande vektorer loser det problemet eftersom
transkriptionsfaktorerna slutar uttryckas efter reprogrammering. Men som tidigare diskuterats
sa har dessa icke-integrerande vektorer oftast lidgre effektivitetsgrad i reprogrammeringen én
deras virala motsvarigheter eller dr pa annat vis svérare att jobba med (tabell 2). En annan
kélla till tumorer i arbetet med iPS ligger vid transplantationen av iPS fran provroret till
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patienten. Kontamination av odifferentierade iPS kan likt deras ES motsvarigheter orsaka
tumorer vilket innebér att identifiering och borttagning av odifferentierade iPS méste ske
innan ndgon transplantation kan ske (Choo et al. 2008).

Effektivitetsgraden &r ett &mne som inte bara ifrdgasitts i samband med vektorval. En
effektivitetsstudie dar man jamfor ES med iPS har visat att iPS 1 sig dr mindre effektiva och
har negativa funktionella skillnader ndr man jaimfor dem med ES (Feng et al. 2010). Studien
visar dven pa okad apoptos, minskad formaga for tillvixt och expansion och minskad forméga
for kolonibildning hos hematopoetiska celler. Snabbare cellulért dldrande pavisades ocksé for
vissa differentierade iPS. Fengs slutsatser att iPS alltid skulle vara mindre effektiva har dock
fétt kritik, dir andra forskargrupper hivdar att effektivitetsskillnaderna mellan iPS och ES kan
utjdmnas med ett béttre cellval for reprogrammering (Bar-Nur et al. 2011). I sin studie visar
Bar-Nur och hans kollegor hur iPS fran bukspottskorteln som differentierat till insulin-
producerande B-celler &r béttre pé att skapa insulin @n B-celler frin andra iPS och ES. Detta
tar upp fragan huruvida det finns ett slags cellminne dér iPS delar epigenetiska drag med sin
originalcell och vilken effekt den isé fall har pa iPS 1 ett terapeutiskt syfte. Att det existerar ett
saddant minne hos iPS ar vidldokumenterat inte bara fran Bar-Nurs experiment men dven frn
andra forskargrupper (Kim ef al. 2010, Ghosh ef al. 2010). Huruvida detta minne har stor
effekt pd iPS terapeutiska forméga dr daremot inte lika vélstuderat. In vivo studier pa klonade
moss har visat att individerna kan vara relativt taliga emot epigenetiska avvikelser
(Humpherys et al. 2001).

Verifiering av pluripotens dr svarare i ménskliga iPS 4n de ifrdn mdss. Detta beror pd att de
verifieringstest som gors kan utforas grundligare pa iPS fran mdss eftersom skapandet av
chimir samt observationer om deras funktionella egenskaper i tetraploida blastocyster ger
bittre bild &n skapandet av en teratoma. Aven om iPS-forskningen med minskliga iPS har
sddana inbyggda problem &r det fortfarande viktigt att man infor en standard i forskarvirlden
for hur man verifierar pluripotens. Daley et al. (2009) foreslar att man alltid anvéander sig av
det bésta testet for pluripotens, och podngterar hur viktigt det &r att alla gor det {or att
underlitta jaimforelser av studier gjorda pa olika hall.

Diskussion

Trots att iPS-forskning genom direkt reprogrammering &r en vildigt ny foreteelse har den
redan ldmnat ett gigantiskt avtryck 1 stamcellsforskningen. Men kan den ersétta ES och AS
som kalla for pluripotenta stamceller och anvidndas savil praktiskt som i forskning? I
dagslaget skulle jag sdga nej, det kan den inte. Problemen som existerar med iPS-forskningen
ar annu fOr stora for att forlita sig enbart pd iPS. Nagra av problemen kriver jamforande
studier mellan iPS och ES, nagot som gor ES-forskningen nddvéndig. En annan anledning att
inte sluta upp med den befintliga forskningen av de dvriga stamcellerna ar att den méinskliga
iPS-forskningen inte har kommit i ndrheten av applicerbarhet for medicinskt bruk, ndgot som
forskningen pa AS har gjort dd benmérgstransplantationer arligen utfors cirka 50 000 ganger
(Gratwohl et al. 2010).

Manga av problemen kopplade till iPS ér att val i framstéllningen har stor paverkan nér det
giller effektiviteten hos iPS men ocksd att vissa hidvdar att iPS har en inneboende minskad
effektivitet jaimfort med ES. Det &r sant att bade epigenetiska och till och med genetiska
skillnader har observerats hos iPS om man jimfér dem med ES, bland annat av Hussein et a/
(2011). Varfor det ér s och huruvida detta paverkar dem i friga om terapeutisk forskning &r i
dagslédget svart att svara pd. Kommer skillnaderna fran s enkla saker som kultur-
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forutsittningar som Newman och Cooper (2010) foreslér eller finns svaret pé annat hall ar
frdgor som bara mer forskning pa omradet kan svara pa. Gillande verifieringsproblemen med
iPS s4 dr det svart att inte hélla med Daley et al. (2009) i det att de bésta testen for pluripotens
anvéands. Utvecklingen av dedifferentieringsmetoder gar framéat, metoderna som anvéindes
2006 ér redan forlegade, och det dr svart att sdga hur metoderna kommer se ut om 5 ar annat
an att de kommer att réra sig mot applicerbarhet for terapeutisk forskning. Att metoderna for
framstéllning utvecklas dr normalt, precis lika normalt som att metoderna for identifiering och
verifiering utvecklas. Daley och hans kollegors podngtering av hur en standard for verifiering
medfor forenklingar 1 jimforande arbeten mellan labb dr aterigen bara ndgot man kan halla
med om.

Sammanfattningsvis kan man siga att det dr svart att dra slutsatser om problemen med iPS 1
dagsliget. IPS genom direkt reprogrammering dr nytt och det behdvs mer forskning 1 omrédet
for att faststdlla huruvida om iPS kan leva upp till potentialen och férvéntningarna som sa
ménga forskare tillskriver den. Det finns dock yttre krafter som pdverkar framtidens
stamcellsforskning minst lika mycket som de vetenskapliga framstegen och det &r politiska
beslut. Som tidigare framlagts beror stamcellsforskningen inte bara pa kvalitén hos forskarna
men ocksé hur det politiska ldget ser ut i landerna dér den bedrivs. USA som é&r ledande i
stamcellsforskning i det att de mest ansedda stamcellsforskarna verkar dér, ar ett land dir
stamcellsdebatten stidndigt tas upp och forskningens existens sétts pa prov. Det som redan
ndmnts &r att lagarna lattades upp och underléttade for stamcellsforskningen 2009, mycket
beroende pé presidentbytet 2008. I ar (2012) &r det aterigen valar i USA. Den sittande
presidenten har genom sina handlingar visat stod for stamcellsforskningen, hans
oppositionskandidater har dock varierande asikter. De fyra stora kandidaterna som det
troligtvis kommer std emellan &r (i bokstavsordning): Newt Gingrich, Ron Paul, Mitt Romney
och Rick Santorum. Gingrich har utryckt stod for AS-forskning men motsétter sig ES-
forskning (Gingrich 2011). Paul dr emot federalt stdd till stamcellsforskning men anser att
samma forskning &r viktigt (Paul 2007). Romney ér liksom Paul emot federalt stod, men bara
i fall det gér till ES-forskning. Han stodjer dock metoder ddr embryon inte har nagon roll
(Romney 2007). Santorum motsitter sig forstorandet av embryon (Santorum 2006). Skulle
ndgon av dessa kandidater vinna presidentvalet finns en dverhidngande risk att ES-forskningen
1 USA kan regleras pé ett liknande sitt som innan 2009. Naturligtvis skulle inte
stamcellsforskningen forsvinna men eftersom manga av de allra bésta forskarna i omradet
verkar fran USA skulle det bli en fordrojning med framstegen. En intressant upptiackt som
nyligen gjordes kan dock gora framtiden for ES lite ljusare. I slutet av 2000-talet lyckades
amerikanska forskare att extrahera ES utan att forstora embryot (Chung ef al. 2008). En
bedrift vars paverkan pa lagindringar kan komma att fi stor betydelse inte bara i USA men
ocksa resten av vérlden.

Tack

Tack till min handledare Lage Cerenius och mina medstudenter Emmy Borgmastars och
Helen Kahsay for kommentarer och aterkoppling pé arbetet.
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