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» Inducerede pluripotente stamceller
(iPS)-celler dannes ved reprogramme-
ring af somatiske celler, f.eks. binde-
vaevsceller fra huden. Teknologien
blev lanceret af den japanske forsker
Shinya Yamanaka i 2006, og han mod-
tog i 2012 Nobelprisen i fysiologi og
medicin for sine opdagelser.

» Patient- og sygdomsspecifikke iPS-
celler kan modnes til alle celletyper og

Inducerede pluripotente stam (iPS)-celler dannes ved
reprogrammering af somatiske celler, og de kan, lige-
som pluripotente embryonale stamceller, dele sig uen-
deligt og udvikle sig til enhver af kroppens ca. 230 for-
skellige celletyper.

iPS-cellekonceptet blev lanceret af japaneren Shinya
Yamanaka i 2006, hvor han som den fgrste péviste, at
det var muligt at omdanne fibroblaster fra mus til pluri-
potente stamceller [1]. 12007 péviste han, at metoden
kunne overfgres til fibroblaster hos mennesker [2], og
herefter spredte teknologien sig til store dele af forsk-
ningsverdenen. I 2012 blev Yamanaka tildelt Nobel-
prisen i fysiologi og medicin for sine opdagelser.

Selvom iPS-celleteknologien er brugbar inden for
naesten ethvert medicinsk forskningsomréde, kan seer-
ligt forskningen i neurodegenerative sygdomme f&
gleede af teknikken. Det skyldes fgrst og fremmest, at
det inden iPS-cellens lancering ikke var muligt i labora-
toriet at arbejde med levende nerveceller fra patienter.
Studier af nervevev fra patienter var siledes overve-
jende begrenset til patologisk vaev, der langt oftest re-
praesenterer slutstadiet af sygdommen med lille mulig-
hed for at forsta dens patogenese. Med iPS-cellerne er
det nu muligt at producere og dyrke sygdoms- og pa-
tientspecifikke neuroner og gliaceller i laboratoriet.
Dette muligggr molekylere undersggelser af sygdoms-
mekanismer pd levende celler og i et langt tidligere
udviklingsstadium end det hidtil har vaeret muligt.
Teknologien giver desuden mulighed for at screene po-
tentielle legemidler mod den pdgealdende sygdom di-

tiske studier, screening af lazgemidler
0g potentielt autolog stamcelleterapi.

» IPS-celleteknologien er anvendelig
inden for ethvert medicinsk forsk-
ningsomrade, men nok isaer inden for
forskningen i neurodegenerative syg-
domme, da dette omréde hovedsage-
ligt har veeret begraenset til undersg-
gelser af dyremodeller og vaev fra
afdede patienter.

efterfglgende anvendes til patogene-

Forfatternes egne inducerede pluripotente stam (iPS)-celler far og
efter neuronal uddifferentiering. A.IPS-celler under opformering.
De erimmunfluorescensfarvet for pluripotensmarkeren Sox2.

B. Tilsvarende iPS-cellerimmunfluorescensfarvet for den gene-
relle neuronale marker B-tubulin Il (rede celler) efter uddifferen-
tiering. En subpopulation af cellerne udgeres af tyrosinhydro-
xylasepositive dopaminerge nerveceller (grenne celler, pile).
Cellekernerne er farvet med 4',6-diamidino-2-phenylindol (DAPI)
(bla).

rekte pé nervecellerne og for at modellere sporadiske
og genetisk komplekse sygdomme, som det ikke tidli-
gere har vaeret muligt at studere. Dette er i seerdeleshed
vigtigt for forskningen i neurodegenerative sygdomme,
da kun 5-10% af alle patienter med f.eks. amyotrofisk
lateral sklerose, Alzheimers sygdom og Parkinsons syg-
dom har arvelige, monogene varianter af sygdommene
forarsaget af kendte mutationer [3, 4]. Netop de neuro-
degenerative sygdomme er omdrejningspunktet i stam-
cellekonsortiet BrainStem (www.brainstem.dk), som
via stgtte fra Innovationsfonden samler flere centrale
aktgrer i dansk og svensk iPS-celleforskning.

PRINCIPPET BAG INDUCEREDE PLURIPOTENTE
STAMCELLER
iPS-celler produceres ved reprogrammering af differen-
tierede somatiske celler, f.eks. fibroblaster fra huden
(Figur 1). Reprogrammeringen sker ved at tilfgre be-
stemte pluripotensgener, som er aktive i embryonale
stamceller, men som slukkes, nér cellerne differenti-
erer. Oprindeligt blev retrovirale vektorer anvendt til at
udtrykke pluripotensspecifikke transkriptionsfaktorer,
men teknologien er sidenhen blevet videreudviklet, sd
dette nu kan opnés uden brug af vira [5].

I den oprindelige metode, som blev lanceret af
Yamanaka et al [1, 2], anvendte man transkriptionsfak-




torerne c-Myc, K1f4, Oct3/4 og Sox2, men ogsa denne
del af teknologien har udviklet sig, s forskellige kom-
binationer af helt ned til to transkriptionsfaktorer
(Oct4 og Sox2) nu kan anvendes [6]. Nér fgrst repro-
grammeringen har fundet sted, kan iPS-cellerne opfor-
meres i laboratoriet og holdes pluripotente ved tilfgrsel
af de rigtige vaekstfaktorer. Fjernes vaekstfaktorerne fra
dyrkningsmediet, vil cellerne spontant uddifferentieres
til forskellige celletyper.

Med afset i neurobiologiske udviklingsstudier har
man identificeret en reekke signalmolekyler og vekst-
faktorer, der kan anvendes til differentiering af dyr-
kede iPS-celler i retning af bestemte neurale celletyper.
Med denne viden er det nu muligt at tage en hudbiopsi
fra en patient og reprogrammere fibroblasterne til iPS-
celler, hvorefter de kan differentieres til den eller de
celletyper, der gnskes undersggt. Der findes en lang
reekke eksempler pé sddanne tiltag, herunder studier
hvor fibroblastceller fra patienter med Parkinsons syg-
dom [7], amyotrofisk lateral sklerose [8] og spinal mu-
skelatrofi [9] reprogrammeres til iPS-celler for dernaest
at blive uddifferentieret til neuroner med henblik pa
undersggelse af sygdomsmekanismer og test af laege-
midler.

Fgr introduktionen af iPS-cellen var det kun muligt
at danne pluripotente patientspecifikke stamceller ved
brug af terapeutisk kloning. Her erstatter man celle-
kernen i en &gcelle med en somatisk cellekerne fra en
patient. Det cytoplasmiske miljg i eegcellen vil herefter
reprogrammere den somatiske cellekerne tilbage til et
udifferentieret stadium. Efterfplgende lader man den
manipulerede agcelle dele sig, indtil den danner en
blastocyst, hvorfra pluripotente patientspecifikke stam-
celler kan isoleres fra den indre cellemasse (Figur 1).
Det at tilvirke humane embryoner ved kernetransplan-
tation er kompliceret og begranses desuden af behovet
for egnede eegceller fra mennesker. Endvidere er der
etiske problemer knyttet til brugen af klonede foster-
anlaeg, hvilket gor iPS-celleteknologien veesentligt mere
attraktiv end den terapeutiske kloning [10].

TEKNOLOGIENS ANVENDELSESMULIGHEDER
IPS-cellernes anvendelsesmuligheder og perspektiver
er mange (Figur 2) og udvikles til stadighed. Der intro-
duceres lgbende bedre differentieringsprotokoller og
nye teknikker til manipulation af de genererede iPS-
celler. Muligheden for at danne sékaldte isogene celler,
iPS-cellelinjer, som er genetisk identiske pé neer speci-
fikke sygdomsrelevante mutationer, har gjort iPS-cel-
lernes potentiale inden for sygdomsmodellering endnu
stgrre. Isogene iPS-cellelinjer kan dannes ved enten at
inducere en mutation i en oprindeligt rask iPS-cellelinje
eller ved at rette en mutation i en patientderiveret iPS-
cellelinje. Nyere og nu etablerede redskaber til udfg-
relse af sddanne genetiske modifikationer er sdkaldte

ginc-finger nucleases, transcription-activator-like effector
nucleases og clustered regularly interspaced short palin-
dromic repeats-Cas9 [11]. Metoderne muligger selek-
tive undersggelser af effekten af en mutation i ét speci-
fikt gen som f.eks. PARK2, der kan veere muteret ved
familieer Parkinsons sygdom [12], og som vi pa Syd-
dansk Universitet i gjeblikket har meget stort fokus pa.
IPS-cellerne kan ogsé anvendes til screening af nye
leegemidler via teknikker, hvor de celler, som er rele-
vante for sygdommen, behandles med et panel af for-
skellige stoffer. Denne teknik kreever store mangder af
levende celler, som det med iPS-celleteknologien nu er
muligt at producere. Metoderne muligggr endvidere
undersggelser pé flere forskellige celletyper fra samme
patient, saledes at der sidelgbende med en leegemid-
delscreening kan foretages prekliniske test af f.eks.
lever- og neurotoksicitet. Processen for legemiddel-
udvikling formodes herved at kunne fremskyndes be-
tydeligt, ligesom succesraten ved kliniske forsgg poten-
tielt vil kunne forbedres ved pé forhénd at have testet
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g FIGUR 1

Principperne bag reprogrammering af somatiske celler til inducerede pluripotente stam (iPS)-
celler versus dannelsen af pluripotente stamceller ved terapeutisk kloning. A.Patientspeci-
fikke iPS-celler dannes ved reprogrammering af fuldt differentierede somatiske celler, f.eks.
fibroblaster fra huden. Reprogrammeringen sker ved at tilfare bestemte pluripotensgener, som
er aktive i embryonale stamceller, men som slukkes, nar cellerne differentierer. Oprindeligt
blev retrovirale vektorer anvendt til at udtrykke gener for pluripotens, men teknologien er si-
denhen videreudviklet, s& dette nu kan opnas uden brug af virus. B.Ved terapeutisk kloning
erstatter man cellekernen i en segcelle med en somatisk cellekerne fra en patient. Det cyto-
plasmiske miljg i agcellen vil herefter reprogrammere den somatiske cellekerne tilbage til et
udifferentieret stadium. Efterfolgende lader man den manipulerede aegcelle dele sig, indtil den
danner en blastocyst, hvorfra pluripotente patientspecifikke stamceller kan isoleres fra den

indre cellemasse.
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leegemidlerne i velvalgte raske og syge celler, der af-
spejler den patientgruppe, som leegemidlet sigtes mod.
En beskrivelse af iPS-celleteknologiens potentielle
anvendelsesmuligheder ber ogsa inkludere celleterapi,
hvor degenererede celler erstattes af nye celler, eller
hvor syge celler beskyttes gennem tilfgrsel af stoffer
produceret af transplanterede celler [13]. Igennem
1980’erne og 1990’erne blev der udfgrt en serie klini-
ske forsgg, der viste proof of concept vedrgrende mulig-
heden for at anvende umodne nervecelleforstadier fra
fgtalt hjerneveev til intracerebral transplantation hos
patienter med Parkinsons sygdom og Huntingtons cho-
rea [14-16]. Videre anvendelse af denne strategi har
dog veeret heemmet af veevsmangel, inkonsistent over-
levelse eller funktion af de transplanterede nerveceller
og etiske betaenkeligheder forbundet med brugen af
fotalt humant veev [17]. [ igangveerende kliniske forsgg
(www.transeuro.org) sigter man derfor nu mod at for-
berede feltet pd anvendelse af stamceller som et alter-
nativ til fgtalt veev. Brugen af stamceller som f.eks. em-
bryonale stamceller eller neurale stamceller har den
klare fordel, at cellerne kan opformeres inden brug, og
kvaliteten af cellerne kan standardiseres, hvormed man
sikrer et transplantat med hgjt indhold af de gnskede
celler. Brugen af embryonale stamceller og neurale

m FIGUR 2

Den inducerede pluripotente stam (iPS)-celles potentielle anvendelsesmuligheder. Patient-
specifikke iPS-celler kan potentielt anvendes til autolog stamcelleterapi. Dette kraever, at de
forud for transplantation differentieres til forstadier af den relevante celletype, eventuelt med
forudgaende korrektion af en sygdomsfremkaldende mutation. Sygdoms- og patientspecifikke
iPS-celler kan efter uddifferentiering ogsa anvendes til patogenetiske undersggelser med mu-
lighed for at identificere nye mal for medicinsk intervention, ligesom cellerne kan bruges til

screening af laagemidler.
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stamceller lpser dog ikke de etiske problemer, og sa-
danne transplantationer kraver efter al sandsynlighed
immunsuppressiv behandling af patienten. Med iPS-
celleteknologien er det potentielt muligt at producere
patientspecifikke neuroner til autolog transplantation
uden veesentlig risiko for immunologisk afstgdning.

UDVALGTE FORSKNINGSRESULTATER | RELATION TIL
NEURODEGENERATIVE SYGDOMME

I et af de fgrste iPS-cellebaserede studier af sygdoms-
mekanismer reprogrammerede forskere fibroblastceller
fra en patient med spinal muskelatrofi og fra patientens
raske mor [9]. Studiet viste nedsat viabilitet af motor-
neuroner, som var lavet via de patientderiverede iPS-
celler, og reduceret niveau af sdkaldt survival of motor
neuron (SMN)-protein i cellerne sammenlignet med
motorneuroner produceret ved differentiering af de ra-
ske iPS-celler. Ved en efterfglgende screening blev det
pavist, at SMN-proteinniveauet delvist kunne normali-
seres ved behandling med valproat eller tobramycin.
Studiet var pa denne baggrund et af de fgrste, hvor
man kunne dokumentere iPS-celleteknologiens poten-
tiale som platform til screening af leegemidler.

Det er ligeledes lykkedes forskere at fremstillet iPS-
celler fra patienter med amyotrofisk lateral sklerose
[8] og differentiere disse celler til motorneuroner for
dernest at anvende dem til l&egemiddelscreening.
Screeningen fgrte til, at anacardic syre (en histonacetyl-
transferaseheammer) i 2012 blev identificeret som et po-
tentielt terapeutisk leegemiddel mod sygdommen [18].

I relation til Parkinsons sygdom har anvendelsen af
iPS-celler bidraget med vigtig viden om menneskets do-
paminerge nervecellers sdrbarhed over for bestemte ge-
netiske og miljgmaessige pavirkninger. I undersggelser
af patientderiverede nerveceller har man koblet bl.a.
proteinmisfoldning, oxidativt stress og lysosomal dys-
funktion til sygdommens patogenese og samtidig truk-
ket bénd til mutationer i gener som LRRK2, GBA og
SNCA [19].

En umiddelbar udfordring ved at studere aldersrela-
terede neurodegenerative sygdomme er, hvorvidt de
iPS-cellederiverede nerveceller kan dyrkes leenge nok
til, at de udviser sygdomsafthangige faenotypiske for-
skelle. Dette er blevet adresseret pé forskellig vis, her-
under ved at udseette cellerne for oxidativt stress eller
ved genetisk introduktion af progerin for at fremme de-
res aldring [20, 21].

Andre neurologiske sygdomme, som er blevet mo-
delleret ved brug af iPS-celler, er bl.a. familieer dys-
autonomi, Retts syndrom, skizofreni, Huntingtons cho-
rea og Alzheimers sygdom [22].

BEHOV FOR OPTIMERINGER
Eksisterende protokoller bgr stadig optimeres med hen-
blik pé at sikre en mere fuldstaendig reprogrammering.




Dette er vigtigt for at undgé feenotypisk variation pé
tvaers af forskellige iPS-cellekloner som fglge af f.eks.
forskelle i antallet af genkopier, punktmutationer og
unormal DNA-metylering, herunder ogsa epigenetisk
hukommelse, som kan influere pa iPS-cellernes diffe-
rentiering [22]. Disse problematikker er bl.a. relateret
til brugen af integrerende virale vektorer under repro-
grammeringen og overudtryk af onkogener som c-myc,
der potentielt ogsa vil kunne reaktiveres i iPS-cellederi-
vaterne. I en lang rekke studier har man dog allerede
adresseret disse problematikker, og det er nu muligt at
anvende mere sikre, nonintegrerende metoder som
adenovirus [23], sendaivirus [24], rekombinante pro-
teiner [25] og episomale plasmider [26] til reprogram-
mering, ligesom tracersystemer er blevet lanceret til
fjernelse af transgenerne, sa snart cellerne er blevet
pluripotente [27].

Fremtidige optimeringer af iPS-celleteknologien bgr
sikre en mere effektiv og sikker reprogrammering samt
udvikling af billigere, mindre omfattende og mere stan-
dardiserede differentieringsprotokoller til produktion
af homogene cellepopulationer. Hvis disse forbedringer
opnas, vil teknologien utvivlsomt endnu mere end nu
kunne bidrage til forstaelsen af mekanismerne bag de
neurodegenerative sygdomme og desuden méske
kunne udggre fundamentet for fremtidige autologe
celleterapier.

KONKLUSION

iPS-cellerne og de relaterede teknologier har revolutio-
neret vores mulighed for at afdaekke patogenesen bag
de neurodegenerative sygdomme, herunder ogsa mu-
ligheden for at identificere nye mél for potentiel medi-
cinsk intervention. Selvom perspektiverne er enorme,
er der fortsat problemstillinger, som skal udfoldes og
adresseres, fgr metodernes fulde potentiale vil kunne
udnyttes.

SUMMARY
Sissel Ida Schmidt, Matias Jul Knudsen, Helle Bogetofte Barnkob
& Morten Meyer:

Induced pluripotent stem cells revolutionise research of
neurodegenerative diseases
Ugeskr Leeger 2016;178:V03160226

Research into the causes of neurodegenerative diseases
like Parkinson's- and Alzheimer's disease has long been
hampered by the lack of access to live disease-afflicted
neurons for in vitro studies. The introduction of induced
pluripotent stem (iPS) cells has made such studies possible.
iPS cells can be reprogrammed from somatic patient-
derived cells (e.g. skin cells) and differentiated into any cell
type of the body. This allows for the production of neurons,
which have the genetic background of the patients and
show disease-relevant phenotypes.
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