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I den voksne pattedyrs- og menneskehjerne dannes
der nye nerveceller hele livet igennem. Efter de forste
ar er denne neurogenese og de tilknyttede stamceller
primeert lokaliseret til: a) den subventrikulere zone
under laget af ependymceller, der bekleeder lateral-
ventriklerne, og b) fascia dentata-delen af hippocam-
pus i hjernens tindingelap. Fra den subventrikulaere
zone fortil i lateralventriklerne migrerer der dagligt
tusinder af umodne neurale progenitorceller (hos
rotter 20.000-80.000 pr. dag) mod lugtekolben, hvor
de danner dopaminerge og gamma-amino butyric
acid-(GABA)-erge nerveceller [1]. I fascia dentata-
delen af hippocampus, som er et vigtigt center for
indleering og hukommelse, er den neurogene zone
placeret under korncellelaget, som tilfgres nye nerve-
celler gennem hele livet [2, 3]. Den reelle tilvaekst i
antallet af nerveceller og/eller astrogliaceller er dog
altid et resultat af balancen mellem celledeling, pro-
grammeret celledgd (apoptose) og neuronal versus
astroglial celledifferentiering. Aktiviteten af celle-
deling og nydannelsen af nerveceller reduceres og
@ndres med alderen i retning af astrogliaceller, men
oges af fysisk aktivitet og stimulerende omgivelser
[3, 4]. Ved depression sker der et fald i savel celle-
deling som i dannelse af hippokampale nerveceller,
mens behandling med serotonerge antidepressiva har
den modsatte effekt [5]. Funktionelt set synes de
overlevende, nydannede kornceller, som integreres

i det eksisterende neuronale og synaptiske netveerk,

Vigtige trin frem mod stamcellebaseret terapi

Metoder til isolering og opformering af humane embryonale
stamceller, inducerede pluripotente stamceller og vaevsderiverede,
neurale stamceller med dannelse af stabile cellelinjer.

Standardiserede procedurer, der er baseret pa kortlaegning af »nggle-

gener« og regulerende faktorer, til kontrolleret uddifferentiering af
stamceller til specificerede, stabile og transplanterbare celletyper.

Biologisk og regulatorisk anerkendt sikker produktion og indgift
(transplantation) af cellerne til de rigtige malomrader i organismen.

Standardiserede procedurer til reduktion af risici for immunologisk
betinget afstgdning og sygdomsbetingede autoimmune reaktioner,
hvor dette er relevant.

Funktionelle test til validering af signifikant og/eller kvalitativt bedre
effekt i forhold til eksisterende behandling.

at veere af seerlig betydning for ny indlaering, som
kraever at tidligere indleerte procedurer ma opgives
[6]. I forbindelse med iskaemiske og traumatiske cere-
brale leesioner opreguleres neurogenesen i hjernens
normale neurogene omrader samt i de lasionsnare
subependymale omrader i hjernen og rygmarven,
hvor der normalt ikke forekommer detekterbar ny-
dannelse af nerveceller. Neokortikale og striatale
vaskulere leesioner medfgrer sdledes en kraftig op-
regulering af celledelingen i subventrikuleerzonen og
migration af nydannede neurale progenitorceller og
neuroblaster hen mod og ind i laesionsomrédet [7].
Den efterfglgende overlevelse af nydannede nerve-
celler i leesionsomradet har dog vist sig at veere skuf-
fende lav. Dette skyldes sandsynligvis mangel pa
savel: a) lokal trofisk stgtte i infarkt- og penumbra-
omraderne, som b) autokrin opregulering af veekst-
og overlevelsesfaktorer, baseret pé stimulering af ner-
veforbindelser som under hjernens udvikling. Bortset
fra tilfeelde med mindre lokaliserede tab af nervecel-
ler [8] ma den naturligt forekommende neurogenese
anses for at veere utilstraekkelig til alene at kunne
kompensere for tab af nerveceller i den udvoksede
hjerne.

STAMCELLER OG NEUROLOGISKE SYGDOMME

Mange neurologiske lidelser er karakteriseret ved tab
af nerveceller, der er forarsaget af fysiske traumer,
iskeemi, blgdning eller neurodegenerative sygdomme
som chorea Huntington, amyotrofisk lateral sklerose
samt Alzheimers og Parkinsons sygdom.

Mange ars forskning og investering i farmako-
logisk og vaekstfaktorbaseret neuroprotektion har
ikke skabt de forventede behandlingsmaessige gen-
nembrud for disse sygdomme, men har — sammen
med anden forskning — skabt grundlaget for stamcel-
lebaseret celleterapi som en anden mulighed. Det
veere gennem: a) erstatning af tabte celler ved tilfor-
sel/transplantation af eksogene, stamcellederiverede
celler (celleerstatningsterapi), eller b) beskyttelse af
overlevende celler og/eller stimulation af endogene
neurale stamceller gennem tilfgrsel af veekstfaktorer/
antiinflammatoriske stoffer, der er produceret af til-
forte/transplanterede stamcellederivede eller gen-
modificerede celler (cellefabrikterapi) [9].

Eksperimentelle studier og kliniske behandlings-
forspg udfert i 1980’erne og 1990’erne viste séledes:
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1) at nerveceller i fgtalt hjerne- og rygmarvsvaev kan
overleve transplantation som smé vaevsblokke eller
cellesuspensioner til rygmarven og hjernen af dyr
(og mennesker), og 2) at transplanterede umodne
nerveceller, som i forskellig grad er afhangige af
recipientalder og nervecelletype, kan integreres i
recipientens neuronale netverk og have funktionel
og adferdsmeessig effekt som vist i dyreeksperimen-
telle sygdomsmodeller og Parkinson- og Huntington-
patienter [10, 11].

I forhold til fgtalt hjerneveev forventes brug af
stamceller som udgangspunkt for neural celleterapi
at byde pé en reekke vaesentlige fordele i form af:

a) reduktion i meengden af oprindeligt donormate-
riale, fordi celler kan opformeres inden brug, og

b) en hgj grad af standardiseret ensartethed af det
kvalitative celleindhold i transplantaterne.

UDFORDRINGER VEDR@RENDE STAMCELLER

OG NEURODEGENERATIVE SYGDOMME -

FOKUS PA PARKINSONS SYGDOM

Isolering af embryonale stamceller fra blastocyster
og neurale veevsstamceller fra fosterhjerner og neuro-
gene omrader i den voksne hjerne er i dag rutine i
mange laboratorier.

Der mangler dog stadig afggrende viden om de
ydre faktorer og cellulaere interaktioner, der kan fast-
holde disse stamceller pa et bestemt udviklingstrin
under opformering og siden precist kontrollere deres
videreudvikling i neural og derefter cellespecifik
neuronal og glial retning. Hertil kommer sikkerheds-
meessige krav om, at isolering, opformering og diffe-
rentiering af celler til human transplantation kun
ma udfgres i certificerede faciliteter jeevnfgr EU’s
veevsdirektiv om donation, udtagning og testning af
humane celler og nationale myndigheders bestem-
melser.

For Parkinsons sygdom forventes det, at der in-
den for en meget kort arrackke vil blive udfgrt kliniske
behandlingsforsgg med intrastriatal transplantation
af umodne dopaminerge nerveceller, der er dannet
fra stamceller. Dette skyldes, at proof of concept for
celleterapi allerede er opndet med umodne dopamin-
erge nerveceller fra aborterede fosterhjerner, som vi-
ste steerkt forbedret motorisk funktionstilstand, nér
antallet af de dopaminerge nerveceller i transplanta-
terne var tilstraekkeligt stort [10].

Stamcellebaseret udvikling af transplanterbare
dopaminerge nerveceller forventes at kunne lgse pro-
blemerne med: a) at det kun er 5-15% af det forven-
tede antal dopaminerge celler, der overlever i trans-
plantaterne af fgtalt hjerneveev, hvilket medfgrer
behov for vaev fra op til otte fosterhjerner pr. patient,
b) en manglende standardisering af donorvavet pga.

I |

Eksempel pa induceret
differentiering af hu-
mane neurale stamcel-
ler, der er deriveret fra
mesencephalon af et ti
uger gammelt foster.
Efter ti dages differen-
tiering ved tilsaetning af
vaeksfaktorer efterfulgt
af immunocytokemisk
farvning ses tyrosin-
hydroxylase-positive
(dopaminerge) neuro-
ner (rgd) og gamma-
amino butyric acid-
(GABA)-erge neuroner
(grgn). Endvidere ses
4' 6-diamidino-2-
phenylindol (DAPI)-far-
vede cellekerner (bl3).
Malestok = 30 um.

variation i donoralder, samt c) udvikling af dyskinesi
hos nogle transplanterede patienter, som forklares
ved et hgjt indhold af serotonerge nerveceller i trans-
plantaterne.

Imod celleterapi til Parkinsonpatienter kunne
tale, at man siden 2008 i nogle, men ikke alle, under-
spgte transplantater fra afdgde Parkinson-patienter
har observeret Parkinsonlignende forandringer (Lewi
bodies), hvilket kunne indikere, at transplantaterne
angribes af sygdommen [12, 13]. Disse observationer
kan bidrage med ny forstéelse af arsagerne til og
mekanismerne i Parkinsons sygdom, men de er ikke
et vaesentligt argument imod celleterapi, da: a) de
navnte forandringer tager 10-15 ar om at udvikles,
hvilket skal sasmmenholdes med, at stamcellebaseret
celleterapi typisk vil blive tilbudt 50-70-arige patien-
ter, og b) forandringerne ikke synes at have pavirket
transplantaternes funktion [13]. Endelig forventer
man, at udvikling af ensartede, transplanterbare
dopaminerge neuroblaster fra master-cellelinjer
markant vil forbedre mulighederne for at sammen-
ligne resultater mellem centre og dermed optimere
behandlingen [14]. For yderligere information om
overlevelse og mulige forandringer i transplantater til
Huntingtonpatienter se [11].

Ved Neurobiologisk Forskning, Syddansk
Universitet, udfgres eksperimentelle studier af hu-
mane neurale stamcellers modning til dopaminerge
nerveceller med det formal at optimere udbyttet
af dopaminerge nerveceller og teste deres funktio-
nelle effekt i dyremodeller for Parkinsons sygdom
(Figur 1) [15].
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Parkinsons sygdom
+ Lokaliseret tab af en bestemt celletype (dopaminerge nerveceller) svarende til
motoriske symptomer. Humant proof of concept opnaet ved intrastriatal transplan-

tation af celler fra fgtal ventral mesencephalon (positiv effekt pa motoriske sympto-

mer og medicinbehov, hvis der er et tilstraekkeligt antal overlevende dopaminerge
neuroner).

—Transplantater placeres i basalganglier — ikke i substantia nigra — med gget risiko
for ufuldstaendig etablering af normale neuronale netvaerk. Ved sygdommen ses
ogsa tab af andre dopaminerge og noradrenerge nerveceller, samt ikkemotoriske
kognitive symptomer. Udvikling af dyskinesi, sandsynligvis pga. forekomst af sero-
tonerge neuroner i transplantaterne af fgtalt vaev. Transplantater kan efter en ar-
raekke udvikle parkinsonistiske celleforandringer, som dog ikke er bevist at pavirke
transplantaternes funktion.

Chorea Huntington

+ Primaert tab af bestemt neurontype (medium-sized spiny neuron) i basalganglier.
Humant proof of concept med intrastriatal transplantation af cellesuspension fra
fgtalt basalganglievaev.

— Fgtale transplantater stopper ikke degeneration af basalganglier og hjernebark,
som ikke har relation til transplantatet.

Amyotrofisk lateral sklerose

+ Tab af veldefineret celletype: motoriske forhornsceller i rygmarven.

— Progredierende sygdom med heterogent tab af motorneuroner pa forskellige
niveauer af rygmarven, hvilket ggr homotopisk transplantation saerdeles vanskelig.

Sklerose

+ Tab af en bestemt celletype: myelindannende oligodendrocytter i centralnerve-
systemet.

— Disseminerede (spredte) laesioner; multiple transplantationer er derfor
ngdvendige, medmindre systemisk applicerede celler selv kan spge mod lzesions-

stederne (homing). Autoimmun sygdom, ved hvilken transplanterede celler ma
formodes at blive angrebet af sygdommen. En mulig Igsning kunne vaere trans-
plantation af savel oligodendroblaster til centralnervesystemet som etablering
af et »nyt« immunsystem ved transplantation af egne bloddannende stamceller,
der er isoleret fra blodet inden kemoterapeutisk gdeleggelse af det oprindelige
immunsystem.

Alzheimers sygdom

+ Mulig effekt af neuroprotektive og antiinflammatoriske stoffer, der er frigivet fra
intracerebrale indkapslede cellefabrikker i igangvaerende humane studier. Primaert
fokalt tab af nerveceller i hippocampusomradet.

— Ikke humant proof of concept. Tab af forskellige nervecelletyper i hjernebarken;
det er vanskeligt at definere malomrade og celletype for transplantation.

Rygmarvsskader

+ Mulig effekt af humerale neurotrofiske og antiinflammatoriske faktorer fra trans-
planterede »cellefabrikker«.

—Tab af forskellige nerve- og gliacelletyper og afbrydelse af lange nervebaner med-
fgrer behov for kombinationsterapi i form af brobygning, celleerstatning og vaekst-

faktorer.

Cerebral iskaeemi, haemorragia cerebri

+ Mulig effekt af humerale neurotrofiske og antiinflammatoriske faktorer fra trans-
planterede »cellefabrikker«. Firmaet ReNeuron Ltd. er teet pa at kunne indlede et
klinisk fase I-forsgg med transplantation af en neurotrof, neuronal cellelinje til om-
rader, der er gdelagt af forudgaende stroke-laesioner. En tysk neurokirurgisk gruppe
har udfgrt nogle fa transplantationer af indkapslede, genmodificerede celler til
akutte stroke-lzesioner. For yderligere eksempler se tabel i [9].

— Variation i lzesioners stgrrelse og beliggenhed; tab af komplekst vaev med forskel-
lige celletyper; manglende systematik og sammenlignelighed i de fleste cellefabrik/
vaekstfaktor-studier.

INDUCEREDE PLURIPOTENTE STAMCELLER
— TERAPI OG PATOGENESE

dystrofi [19] er desuden blevet reprogrammeret til
iPS-celler og uddifferentieret til henholdsvis dopa-

Baseret pé forskningen i embryonale stamceller og
kernetransplantation (terapeutisk kloning) kan man
nu ved tilfgrsel af 2-4 gener/transkriptionsfaktorer,
som er aktive i embryonale stamceller, reprogram-
mere modne somatiske celler. For eksempel kan
humane bindevavsceller reprogrammeres, sa de far
egenskaber som embryonale stamceller. Ved brug

at standardiserede protokoller og cellespecifik diffe-
rentiering af sddanne humane, inducerede pluripo-
tente stamceller (iPS)-celler vil man fra det enkelte
individ kunne producere celler af forskellig type til
autolog transplantation uden risiko for immunologisk
afstgdning. Neurale cellelinjer fra personer med neu-
rodegenerative sygdomme vil tilsvarende kunne an-
vendes til eksperimentelle studier af sygdomsmeka-
nismer og test af medicin. Indtil nu er det lykkedes
at behandle parkinsonistiske rotter med neurale cel-
ler udviklet fra iPS-celler, der var frembragt ved re-
programmering af bindevevsceller [16]. Bindeveevs-
celler fra patienter med Parkinsons sygdom [17],
amyotrofisk lateral sklerose [18] og spinal muskel-

minproducerende celler og motorneuroner med hen-
blik studier af sygdomsmekanismer [20].

CELLETERAPI BASERET PA CELLEFABRIKSKONCEPTET
Som spin-off fra tidligere studier af neuronal trans-
differentiering af bloddannende og mesenkymale
stamceller fra knoglemarven (som ikke er bekraftet),
synes det klart, at sdvel mesenkymale som neurale
progenitorceller, der er transplanteret til leesionsom-
réder i hjernen, kan reducere omfanget af cerebrale
infarkter og funktionelle udfald gennem friseetning af
neuroprotektive, antiinflammatoriske og angiogene-
tisk aktive stoffer [9]. Afprevning af sddanne humo-
ralt virkende cellefabrikker i kliniske fase I-forsgg er
igangsat eller forestdende pa patienter med cerebrale
infarkter (ReNeuron, Ltd., London i samarbejde med
Glasgow Southern General Hospital, Scotland), ryg-
marvsskader (Geron Corporation, California, USA)
og Alzheimers sygdom (NsGene A/S, Ballerup). Cel-
lerne, som i visse tilfaelde er genmodificerede, trans-
planteres enten direkte til leesionsomraderne eller
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indseettes indkapslet med mulighed for mekanisk fjer-
nelse. Cellefabrikkonceptet er i gvrigt det neermeste,
man — meget venligt sagt — kommer et biologisk fun-
deret argument for den »stamcelleterapi« mod dege-
nerative sygdomme, som diverse klinikker i udlandet
uden videnskabelig evidens tilbyder i form af autolog
transplantation af personers egne knoglemarvsceller.

KONKLUSION

Celleterapi mod neurologiske sygdomme med trans-
plantation af stamcellederiverede celletyper til erstat-
ning af tabte celler eller med henblik pé lokal humo-
ral friggrelse af neuroprotektive og/eller restorative
stoffer er i flere tilfzelde pa vej mod klinisk afprgv-
ning, primeert for at vurdere de sikkerhedsmaessige
aspekter, men ogsa for at vurdere en mulig effekt.
Fremskridt pd omrédet er baseret pd multidisciplinaer
translationel forskning, herunder pé samarbejde med
regulatoriske myndigheder. P4 grundlag af eksiste-
rende proof of principle, opndet ved transplantation af
fgtalt veev, forventes Parkinsons sygdom at veere teet-
test pé reguleer eksperimentel klinisk behandling,
mens »cellefabrikker«, der producerer humorale fak-
torer, kan vise sig at blive gavnlige i behandling af ce-
rebral infarkt eller Alzheimers sygdom.
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