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Humane embryonale stamceller:
potentiale og aktuelle udfordringer
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Resume

Humane embryonale stam (hES)-celler anses for at have stort po-
tentiale inden for behandling af en lang reekke celledegenerative
tilstande. hES-celler er karakteriseret ved at veere pluripotente,
dvs. at de under de rette betingelser kan give ophav til mange af
celletyperne i menneskekroppen, som f.eks. insulinproducerende
B-celler, kardiomyocytter og neuroner. Kliniske afprgvninger med
transplantation til patienter af specialiserede celler deriveret fra
hES-celler er neert forestdende. Ikke desto mindre skal en reekke
problemstillinger af iseer immunologisk og sikkerhedsmaessig ka-
rakter lgses, farend teknikken kan udbredes. Nar og hvis dette lyk-
kes, vil legevidenskaben uden tvivl komme til at sta over for et
betragteligt paradigmeskifte i behandlingen af en reekke syg-
domme.

Det eriar ti ar siden, at de forste humane embryonale stam-
(hES)- cellelinjer blev beskrevet [1]. Siden da er der udviklet
vellykkede differentieringsregimener af hES- celler in vitro, og

det har ledt til s forskellige specialiserede celletyper som
neuroner, kardiomyocytter, pankreatiske - celler, osteobla-
ster og hepatocytter [2-5]. hES-celler er derfor blevet spéet et
enormt terapeutisk potentiale for en lang raekke celledegene-
rative sygdomme sdsom diabetes, lzederet medulla spinalis, is-
kaemisk hjertesygdom, Parkinsons sygdom m.fl.; men nyere
forskning indikerer endvidere, at ogsa tilstande som blindhed
(makuler degeneration) [6], dissemineret sklerose [7] og infer-
tilitet (azoospermi) [8] vil kunne komme inden for terapeutisk
rekkevidde. Cellebaseret sygdomsbehandling kan derfor be-
tyde et paradigmeskifte inden for lzegevidenskaben.
Scenarier som disse har forstieligt nok givet anledning til
megen videnskabelig hype omkring hES- celler, og en littera-
tursegning pd PubMed viser da ogsa en markant vakst i antal-
let af publikationer omhandlende disse celler de senere ar.
Parallelt hermed ses en stigende interesse blandt patienter
verden over for den spirende sundhedsturisme, der iszr er
fremherskende i Fjernesten. Her tilbydes pakkelesninger med
kost, logi og stamcellebehandling af mere eller mindre tvivl-
som evidens. Ogsa danske patienter fatter naturligvis interesse
for sadanne tilbud og seger eller vil soge rid og vejledning hos
egen lege eller andre behandlere i sundhedsvasenet.
Formalet med denne oversigtsartikel er at beskrive og disku-
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Figur 1. Stamcelle- eller plasticitetshierarkiet: Ved sammensmeltningen mellem
metafase I1-oocytten og spermatozooen dannes den totipotente encellede zygote.
De farste tidlige celleklgvningsstadier bestar af blastomerceller, som hver isaer
ogsa er totipotente, hvilket er forklaringen pa den naturlige forekomst af homo-
zygotiske tvillinger »fysiologisk embryo-splitting«. Efterfalgende klgvninger resul-
terer i moruladannelse og blastocyststrukturen med den pluripotente indercelle-
masse (ICM). Ved gastrulation og dannelsen af de tre kimlag sker der en tilta-
gende cellespecialisering, som medfgrer nicher med multi- og oligopotente
stamceller med stadig aftagende plasticitet, f.eks. den haematopoietiske stam-
celle og den mesenkymale stamcelle. Nederst i plasticitetshierarkiet finder man
det altovervejende flertal af kroppens celler bestdende af fuldt differentierede,
celletyper f.eks. erytrocytter spermatozooer, pigmentepitel mv.

tere den nyeste viden om hES- celler og deres anvendelsesmu-
ligheder, men ogsa forholde sig kritisk til en raekke udfordrin-
ger af iseer teknisk- eksperimentel karakter, som skal imedegas
pa tilfredsstillende vis, for udbredt brug af regenerativ cellete-
rapi vil kunne implementeres pa klinisk tilfredsstillende vis.

Metode

Litteraturen er fundet ved sogning efter studier pd PubMed
med sogetermerne human embryonic stem cells, hES cells,
hESCs, epigenetics, nuclear reprogramming, somatic cell nu-
clear transfer, dedifferentiation, totipotency og pluripotency.

Stamcellebegrebet

En stamcelle defineres som en celle, der er i stand til at forny
sig selv i udifferentieret form samtidig med at kunne give op-
hav til en eller flere mere differentierede datterceller [9]. Der
kan herske nogen tvivl om antallet og karakteren af stamcel-
letyper, og det er derfor vigtigt at sla fast, at der findes flere ty-
per af stamceller med hver deres karakeeristika. Disse forskelle
illustreres maske bedst ved at behandle den embryonale ud-
vikling (Figur 1): Ved fusionen mellem den ovulerede meta-
fase I (MII)- oocyt og spermatozooen dannes den encellede
totipotente zygote. Zygoten indeholder dermed det kom-
plette arvemateriale, som alle senere deriverede celletyper
(med fa undtagelser) vil indeholde en identisk kopi af. Zygo-
ten og cellerne i de meget tidlige celleklovningsstadier (bla-
stomerer) betegnes som totipotente, idet de giver ophav til
det egentlige foster savel som de strikt ekstrafotale vaev i pla-
centa (ydre chorion). Efter en reekke yderligere celledelinger
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har det tidlige embryon antaget karakter af en blastocyst.
Denne vaskefyldte struktur bestar af en ydre »skal« af diffe-
rentierede trofoblastceller, der bliver til placenta, og en indre
cellemasse (ICM) bestiende af 100-200 embryoblastceller. Det
er cellerne i ICM, som giver ophav til det egentlige foster med
dets histo- og organogenese, dvs. at disse celler potentielt kan
give ophav til samtlige celletyper i kroppen, sikaldt pluripo-
tens. Efter begyndende cellespecialisering med dannelsen af
de tre kimlag (ektoderm, mesoderm og endoderm) ved ga-
strulation accelererer den mere specialiserede celledifferentie-
ring og egentlige organogenese. Efter fuldendt histo- og orga-
nogenese vil organismen dog indeholde nicher af sikaldte
adulte stamceller, som fremover vil fungere som kroppens re-
servelager, og som 1 hver sin niche vil erstatte udtjente specia-
liserede celler. Differentieringsgraden af adulte stamceller er
omdiskuteret, men konsensus synes at vere, at de kun kan
give ophav til et mindre antal af specialiserede celler inden for
samme kimlag. Den hazmatopoietiske stamcelle (HSC), der gi-
ver ophav til sdvel myeloide som lymfoide forstadier til blo-
dets formede legemer, er det klassiske eksempel pa en adult
stamcelle. Der er dog ogsa beskrevet adulte stamcellenicher i
bl.a. huden, leveren og centralnervesystemet. Begrebet stam-
celler deekker siledes over en temmelig heterogen gruppe af
celler, som er ordnet i et egentligt stamcellehierarki med fal-
dende differentieringskapacitet (plasticitet) korreleret til tids-
punktet for deres dannelse under embryogenesen (Figur 1).

Tilvejebringelse, dyrkning og karakteristik af

humane embryonale stamceller

hES- celler dannes fra blastocystens pluripotente ICM. Hu-
mane blastocyster udvikles i forbindelse med in vitro- fertili-
sation (IVF)-behandling, nir det befrugtede =g dyrkes i 5-7
dage i laboratoriet. Tiloversblevne embryoner tilvejebringes
ved donation efter informeret samtykke. Det er kun i specielle
situationer, at infertile par har embryoner tilovers, og oftest er
der tale om embryoner af sd ringe kvalitet, at de er vurderet
ikke at kunne resultere i en graviditet, hvorfor de alligevel
ville blive destrueret.

Nar embryonet er udviklet til en blastocyst, isoleres ICM
enten mekanisk eller enzymatisk og anbringes i en dyrknings-
skal beklaedt med sakaldte feeder- celler. Disse er som regel
dermale fibroblaster, som danner en matrice og afgiver ikke-
karakteriserede vakstfaktorer, der understotter vaeksten og
anses for at holde hES-cellerne udifferentierede. I nogle til-
felde begynder ICM- cellerne at proliferere og vil da antage et
karakteristisk udseende. Fortsztter proliferationen, vil cel-
lerne kunne danne en egentlig hES- cellelinje (Figur 2).

Ud over deres karakteristiske udseende og behov for szr-
lige vaekstbetingelser, vil hES-celler som regel blive karakte-
riseret ved immunologisk detektion af visse stamcellemar-
kerer som bl.a. OCT4-, SSEA- og TRA- overfladeantigener
(Figur 3). Iser transkriptionsfaktoren OCT4 menes at spille en
helt afgarende rolle for, at hES-cellerne forbliver i udifferen-
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Figur 2. Fasekontrastbillede af enkelt koloni fra humane embryonale stam-
(hES)-celler-cellelinje (LRBO3) etableret pa Reproduktionsbiologisk Laborato-
rium, Rigshospitalet. Kolonien udviser karakteristisk morfologi bestéende af
sma kompakte hES-celler med sparsomt cytoplasma og tydelige nucleoli. | peri-
ferien anes langstrakte fibroblaster der fungerer som stgttende feeder-celler.

tieret tilstand. Dette afspejles ogsa af, at OCT4- proteinet kun
udtrykkes funktionelt i celler tilherende den reproduktive
sojle som f.eks. blastomerceller, primordiale kimceller og
oocytter. For en cellelinje dog definitivt kan betegnes som en
hES- cellelinje, er det dog et krav, at der kan pavises genuin
pluripotens ved dens evne til at kunne differentiere til celle-
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typer fra alle tre kimlag. Den hyppigst anvendte metode hertil
er at transplantere et stort antal celler ind i s3kaldte severe com-
bined immuno-deficiency (SCID)-mus, som grundet thymus-
aplasi ikke vil afstode de xenogene celler. Efter nogle uger kan
der observeres teratom(er) bestiende af vavstyper fra samt-
lige tre kimlag. Alternativt kan hES-cellernes dyrkningsme-
dium modificeres, si spontan differentiering fremmes. Her-
ved dannes der sdkaldte embryoide legemer, som indeholder
en mosaik af forskellige mere specialiserede celletyper, som
kan pévises med forskellige immunfarvninger.
hES- cellelinjer er endvidere karakteriseret ved naermest
uendelig vaekst, og cellefordoblinger pd mange hundrede er
ikke uszedvanligt. Netop muligheden for at danne et meget
stort antal celler i laboratoriet gor hES- celler attraktive som
kilde til mere funktionelt specialiserede celler til klinisk brug,
da et stort antal af transplanterede celler formodentlig vil
veere af afgorende betydning.
Det anslas, at der pa verdensplan er dannet omkring 400-

500 hES- cellelinjer. Heraf findes der ca. 20 i Danmark [10-12],
hvoraf de 13 er etableret pa Rigshospitalet med resten fordelt
pa Odense Universitetshospital og den private IVF-klinik
Ciconia i Arhus.

Veaevstypeforligelighed
Da hES-celler er af embryonal oprindelse, vil de have en
genotype, som er identisk med den oprindelige zygote, som

hES (LRBO3)

Oct4 SSEA-3 SSEA-4

TRA-1-60 TRA-1-81

Lamin A/C

Figur 3. Immuncytokemiske analyser af geengse markerer for humane embryonale stam (hES)-celler (OCT4, SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81) samt lamin A/C,
som er en marker for differentierede celler. Markgrerne er visualiseret ved hjeelp af fluoresceinkonjugerede sekundeere antistoffer (gran/turkis). Cellerne er endvidere
kontrastfarvet for cellekerner (bld) og cytoskelet (red). Omkring hES-cellerne ses humane dermale fibroblaster, der hyppigt anvendes som feeder-celler.
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embryonet dannedes fra. Specialiserede celler differentieret
fra hES-celler vil derfor ogsé udtrykke embryonets vaevstype-
profil og vil dermed kunne give anledning til host vs graft-
reaktion ved allogen transplantation [13]. Risikoen for en si-
dan afstedning er den storste hindring for klinisk anvendelse
af specialiserede celler deriveret fra eksisterende hES- celle-
linjer. Der er derfor blevet foreslaet forskellige metoder til at
omga inkompatibilitet mellem donorceller og recipient, f.eks.
ved dannelse af en universel hES-cellelinje med blokeret eks-
pression af humant leukocyt-antigen (HLA)-klasse I-over-
flademarkerer. Forsag med mus har dog vist, at donorvav fra
HLA" individer afstodes af recipienterne med samme fre-
kvens som hos vildtypekontrollerne [14], og fraveeret af HLA-
molekyler kan endvidere fore til viral replikation, tumordan-
nelse og angreb fra natural killer-celler [15]. Det har ogsa veeret
foreslaet at skabe en veevsbank bestdende af forskellige hES-
cellelinjer med passende HLA- diversitet [16], og f.eks. er det
svenske biotekfirma Cellartis pdbegyndt etablering af en hES-
cellefrabrik i Skotland mhp. produktion af klinisk anvende-
lige hES- celler med diverse HLA-haplotyper. P4 grund af
mulighed for resterende HLA-mismatches samt uoverensstem-
melser i minor histocompatibility antigen-systemet [17] kan sup-
plerende immunsuppressiv terapi dog stadig veere nodvendig,
hvilket kan fore til bivirkninger som infektion og malignitet
[18, 19]. Den ideelle klinisk anvendelige hES- cellelinje ber
derfor veere immunologisk identisk (autolog) med recipien-

ten. Derfor er der pa det seneste rettet aget fokus mod at
frembringe sidanne autologe pluripotente stamceller vha. di-
rekte reprogrammering af donors egne somatiske celler [20].
Iser fire strategier har gjort sig bemzrket: somatisk celleker-
netransplantation (SCNT), cellefusion, celleekstraktinkuba-
tion og retroviral transduktion (Figur 4).

Ved SCNT (»terapeutisk kloning«) injiceres en cellekerne
fra en differentieret donorpatientcelle ind i en MII-oocyt,
som er blevet tomt for sit eget DNA. Dernzest aktiveres den
frembragte »zygote« vha. en svag elektrisk strom, hvorved
MII-oocytten »narres til at tro, at den er blevet befrugtet og
begynder at reprogrammere det fremmede somatiske genom.
I princippet er et individ siledes dannet - genetisk identisk
med donor. De ansvarlige reprogrammerende faktorer i MII-
oocyttens cytoplasma er stort set ukendte, men der udtrykkes
adskillige faktorer af betydning for den sdkaldte epigenetiske
regulering [21]. Det har derfor vaeret nerliggende at forsege at
frembringe klonede humane embryoner mhp. at danne hES-
celler, der er genetisk og immunologisk identiske med donor
(Figur 4A). I praksis har det dog hidtil vist sig at vaere over-
ordentlig vanskeligt at foretage terapeutisk kloning med hu-
mant vav. En sydkoreansk forskergruppes hojt profilerede
succes med at danne donorspecifikke hES-celler [22, 23] viste
sig siden hen at vere helt igennem uredelig. Endvidere viste
det sig, at der var anvendt langt flere humane oocytter
(>2.000) til kloningsforsegene end oprindelig rapporteret.
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Andre grupper har forsegt at foretage SCNT med humane
celler pa oocytter fra pattedyr for at omga manglen pa done-
rede humane oocytter [24], men validiteten og ikke mindst de
etiske aspekter af forsagene er steerkt omdiskuterede. Efter
utallige forseg er det for nylig lykkedes at frembringe de forste
klonede ES-celler fra primater vha. af en ny og serlig skan-
som kloningsteknik [25], hvorved sandsynligheden for at
frembringe klonede hES-celler er steget betragteligt.

En alternativ metode til at frembringe autologe hES-celler
er forsogt med fusion af hES- celler med somatiske celler
(Figur 4B). hES- celler er med held fusioneret med bl.a. fibro-
blaster, hvilket resulterede i en reaktivering af hES- cellespeci-
fikke gener i fibroblastgenomet samtidig med en nedregule-
ring af fibroblastmarkerer [26]. Den fremkomne hybridcelle
udviser en pluripotent fzenotype, bide hvad angir morfologi,
vaekst og overflademarkerer, og er sigar i stand til at danne
teratomer og embryoide legemer. En tetraploid celle frem-
kommet ved fusion mellem to diploide celler er dog helt ude-
lukket fra at kunne anvendes i klinisk ojemed grundet den
overhzengende risiko for kromosomanomalier og tumorigeni-
citet. Forsog har vaeret gjort for at fierne det overskydende
genom fra den oprindelige hES- celle- fusionspartner, blandt
andet vha. sofistikerede centrifugeringsregimener [27], men en
tilfredsstillende losning lader stadig vente pa sig.

I en anden tilgang benytter man sig af transient inkubation
af somatiske celler i heterologe celleekstrakter. Ved ekstrakt-
induceret reprogrammering udsattes en given somatisk do-
norcelle kortvarigt for en detergent, som i svage doser danner
porer i cellemembranen, hvilket gor den reversibelt permea-
bel for makromolekyler inkl. proteiner. Dernzest inkuberes
donorcellen i et celleekstrakt udvundet fra den enskede mal-
celle, og cellemembranen lukkes og restitueres ved efterfol-
gende celledyrkning (Figur 4C). Det antages, at donorcel-
lespecifikke transkriptionsfaktorer i cellekernen erstattes af
heterologe transkriptionsfaktorer fra celleekstraktet under in-
kubationsfasen, sdledes at cellens epigenetiske profil og der-
med fenotype @ndres i retning mod malcellens, hvorimod
selve arvemassen forbliver uzndret. I forseg pa egentlig de-
differentiering og reprogrammering af somatiske celler vha.
ekstrakter fra en pluripotent cellelinje, er opregulering af bl.a.
OCT4 observeret [28, 29]. Effektiviteten og varigheden af re-
programmeringen synes dog indtil videre at vaere begraenset,
og en lang rakke eksperimentelle forhold kan optimeres.

Med udgangspunkt i 24 gener relateret til cellevaekst og plu-
ripotens har man i nylige forseg med retroviral transduktion
identificeret en kernegruppe pa fire gener (Oct4, Sox2, Kif4,
¢-Mpyc), der synes at vere tilstreekkelige for udvikling af pluri-
potens [30, 31]. Humane fibroblaster tranduceret med disse fire
gener (sdkaldte induced pluripotent stem (iPS)-celler) viste tegn
pa dedifferentiering med udtryk af hES-markerer, hoj telome-
raseaktivitet, dannelse af embryoide legemer in vitro og tera-
tomer in vivo (Figur 4D) [31]. Kun en mindre del af de ekspo-
nerede fibroblaster, som udtrykte de fire gener, dedifferentie-
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redes til iPS- celler, hvilket bl.a. kan skyldes at den ektopiske
ekspression af disse fire gener maske skal vere neje koordine-
ret. Til forskel fra de andre tre metoder er iPS-celler baseret pa
transduktion, hvorved ikke kun det epigenetiske regulerings-
niveau berores, men ogsa selve genomet @ndres, hvilket indtil
videre udelukker klinisk anvendelse hos mennesker.

Andre udfordringer

Det har vist sig, at hES-celler ved standarddyrkningsbetingel-
ser optager og udtrykker immunogent materiale fra murine fi-
broblaster-feeder-celler [32]. Endvidere ses der ogsa ofte gene-
tiske anomalier opstéet i hES-celler efter leengere tids dyrk-
ning [33], og karakteren af anomalierne afspejler zendringer
observeret i visse humane cancerformer. Dette vil der dog for-
mentlig kunne screenes og selekteres for, idet det har vist sig,
at overflademarkeren CD30 er associeret med transformation
af hES- cellelinjer [34]. En klinisk acceptabel transplantation af
specialiserede celler differentieret fra hES- celler, som skal leve
op til good manufacturing practice- og good clinical practice-krav,
ma siledes veere forudgaet af dyrkning pa en ikkeanimalsk
deriveret matrice og i et komplet kemisk defineret dyrknings-
medium baseret udelukkende pd humane proteiner.

Konklusion

Celler udviklet fra embryonale stamceller er i dyremodeller
pavist at besidde et stort terapeutisk potentiale til behandling
af'en lang rekke celledegenerative sygdomme, som i dag kun
kan behandles palliativt eller symptomatisk. F.eks. har man i
forseg med rotter sdledes pavist, at behandling med motori-
ske neuroner deriveret fra murine embryonale stamceller kan

Faktaboks

Humane embryonale stamceller er pluripotente og kan dif-
ferentieres til en lang reekke af de specialiserede cellety-
per, som den humane krop bestar af

Cellerne spas et enormt terapeutisk potentiale ved den
fremtidige behandling af en lang reekke celledegenerative
sygdomme og tilstande

Humane embryonale stamceller dannes fra overskudsem-
bryoner doneret af patienter i behandling med kunstig be-
frugtning

For tiden forskes der intensivt i frembringelsen af humane
embryonale stamceller eller pluripotente stamceller, som
er immunologisk kompatible med recipienten, for at
undga afstgdning

For humane embryonale stamceller vil kunne anvendes
klinisk, bar problemer af sikkerhedsmaessig karakter lgses,
herunder risikoen for overfarsel af patogener fra dyr og ri-
sikoen for tumordannelse
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medfore regeneration af selektivt lederet ventral medulla spi-
nalis og reducere graden af paralyse betragteligt [35].

Stamcelleforskningen nyder stor opmaerksomhed i disse
ar, og politiske beslutningstagere i en reekke lande og ameri-
kanske forbundsstater har da ogsa valgt at investere enorme
summer i dette forskningsomrade. Imidlertid er der som skit-
seret stadig en reekke udfordringer, som skal loses pa tilfreds-
stillende vis. Nar og hvis dette sker, vil der til gengaeld dbne
sig uanede perspektiver for den regenerative medicin til gavn
for millioner af patienter verden over.
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