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SAMMANFATTNING

Inducerad pluripotens innebar att man inducerar mogna celler till att 6verga i ett pluripotent
stadium och bilda sa kallade inducerade pluripotenta celler (iPS-celler). Detta gors till
exempel genom viral integration av transkriptionsfaktorerna octamer-binding transcription
factor 3 och 4 (Oct3/4), sex determining region Y-box 2 (Sox2), Krippel-like factor 4 (KIf4)
och c-Myec. Pluripotenta celler har formagan att bilda vilken vavnadstyp som helst i kroppen
och detta vill man i framtiden anvanda for behandling av olika degenerativa tillstand sa som
Parkinsons sjukdom. Idag kan iPS-celler inte anvandas kliniskt eftersom de ger upphov till
tumortyperna teratom och teratokarcinom vid injektion in vivo. Under de senaste aren har
mycket forskning lagts ned pa att hitta metoder som férhindrar/minskar teratombildningen.

Ett satt att forhindra detta & genom att lata iPS-celler differentiera, sa att deras
pluripotensgrad minskar innan de injiceras. Den ursprungliga metoden med de fyra
transkriptionsfaktorerna innebdr anvandning av virala vektorer och eftersom dessa har
associerats med tumorbildning har man forsokt hitta alternativa metoder som effektivt kan
inducera pluripotens utan anvéndning av retro- eller lentivirus. For induktion utan virala
vektorer har man bl.a. anvént plasmider, episomala vektorer och icke-bakteriella minicircle
DNA-segment.

De transgener som anvands vid induktion av pluripotenta celler (Oct3/4, Sox2, Klf4 och c-
Myc) har ocksa visat sig vara relaterade till tumorbildning. Genom anvéndning av Cre/LoxP
och PiggyBac transposoner har man kunnat plocka bort transkriptionsfaktorerna efter det att
omprogrammeringen har skett. Man har ocksa inducerat pluripotens genom att enbart
stimulera celler med transkriptionsfaktorernas (Oct3/4, Sox2, KlIf4 och c-Myc) proteiner,
vilket gor att man lattare kan kontrollera hur stora induktionsstimuli cellerna utsétts for. Den
metod som hittills har visat sig vara effektivast for induktion av pluripotens ar anvandning av
mikroRNA. Denna metod ger ingen integration av transkriptionsfaktorerna, men ger daremot
en integration av lentivirusvektorn som anvénds vid framstéllning.

Flera andra metoder har ocksa undersokts. En av dessa metoder innebéar behandling med
diabetes lakemedlet Metformin efter det att iPS-celler har injicerats in vivo och denna metod
visade sig minska den teratombildande formagan hos iPS-cellerna. Man har ocksa med hjélp
av apoptosgener inducerat apoptos hos odifferentierade iPS-celler samt hos transformerade
onkogena iPS-celler. Apoptosgenerna har visat sig vara mycket effektiva for att forhindra
teratombildning och i studier har man hos flera moss inte kunnat iaktta nagra teratom. Aven
en Okad dos av suppressorgenerna p53 och Ink4a/ARF har visat en effektiv minskning av
teratombildningen, bade i forekomst och storlek. Man har dessutom sett att celler med en
extra upplaga av suppressorgener svarat battre pa kemoterapibehandling.



ABSTRACT

Induction of pluripotency means that you reprogram somatic cells into a state of pluripotency
(iPS cells) comparable to that of stem cells. This can be achieved by viral integration of the
transcription factors octamer-binding transcription factor 3 och 4 (Oct3/4), sex determining
region Y-box 2 (Sox2), Krippel-like factor 4 (KIf4) and c-Myc. Pluripotent cells have the
ability to form any celltype and scientists hope that these cells will become an important key
to new techniques for treatment of degenerative diseases, such as Parkinsons disease. Clinical
use of iPS cells is however still not possible due to the formation of teratomas and
teratocarcinomas that occurs when iPS cells are transplanted in vivo. A lot of scientific efforts
have focused on finding methods that inhibit or decrease the tumorigenicity of iPS-cells.

One way to decrease the tumorigenicity of iPS cells is by letting the cells differentiate before
they are transplanted. When their pluripotency is reduced, so is their tumorigenicity. The
process of reprogramming somatic cells to iPS cells includes the use of viral vectors. These
have been associated with tumor formation and therefore scientist have tried to find
alternative methods, to produce iPS cells, that do not acquire the use of retro- or lentiviral
vectors. Plasmids, episomal vectors and minicircle DNA can be used for this purpose.

The transcription factors that are used to reprogram cells into iPS cells (Oct3/4, Sox2, KIf4
and c-Myc) have been associated with different kinds of tumorformation. By using Cre/LoxP
and PiggyBac transposons scientist have successfully been able to remove the
transcriptionfactors after reprogramming. Another way to minimize the impact of the
transcription factors is to directly stimulate the cells with the proteins. In this way scientists
have been able to gain better control of the amount of stimuli that the cells are exposed to and
to reduce the impact of the transcription factors after the reprogramming process is finished.
This method is however very ineffective and therefore not commonly used. Induction with
microRNA has so far been the most effective method of reprogramming iPS cells. This
method does not include integration of the transcription factors, but does give an integration
of the acquired lentiviral vector.

Other methods that have been explored include treating mice with Metformin, an antidiabetic
drug, after injecting iPS cells in vivo. Metformin has been shown to decrease the formation of
teratomas in size, weight and occurrence after iPS cell transplantation. Genes that induce
apoptosis have also been shown to have a great impact on the formation of teratomas. An
increased dosage of the tumor suppressor genes p53 and Ink4a/ARF can give an effective
decrease in teratomaformation. Cells with an additional p53 or Ink4a/ARF gene have also
been shown to respond better to chemotherapy treatment.



INTRODUKTION

Nobelpriset i medicin och fysiologi ar 2012 gick till John B. Gurdon och Shinya Yamanaka
for upptackten att mogna celler kan omprogrammeras till pluripotentstadium (Nobel
Foundation). Detta var ett enormt framsteg inom stamcellsforskningen och Iésningen pa den
etiska problematiken kring anvandandet av embryonala stamceller. I och med denna upptackt
kan man istallet anvdanda somatiska celler och omprogrammera dessa till inducerade
pluripotenta stamceller (iPS-celler).

IPS-celler kan med de ratta metoderna omvandlas till vilken celltyp som helst. | framtiden
hoppas forskarna att detta ska kunna anvandas for stamcellsterapi och generera celler som
sedan kan transplantera till patienter. IPS-celler kommer ocksa att fa en avgdrande roll vid
framtagning av lakemedel och olika toxikologiska tester. Yamanaka och Gurdons upptackter
har revolutionerat forskarvarlden och andrat manga forskares satt att tanka. Forr trodde man
att celler var fixerade i sina utvecklingsstadier och inte kunde aterga i mognadsgrad, men nu
har man forstatt att vi kan paverka cellernas pluripotensstadium och somatiska cellers
fenotypiska egenskaper.

Ett stort hinder for klinisk anvéndning av iPS-celler ar bildning av teratom. Teratom é&r
tumarer som innehaller olika celltyper/igenkannbara vavnadselement fran samtliga av de tre
groddbladen. Det har kandidatarbetet syftar till att sammanfatta den forskning som pagar
kring teratomutveckling i samband med transplantation av iPS-celler samt utreda hur detta
eventuellt kan komma att férhindras i framtiden. Min fragestéllning som jag har jobbat utifran
ar; "Vilka metoder finns for att forhindra bildning av teratom vid transplantation av iPS-celler
in vivo?"



MATERIAL OCH METODER

Jag har sokt i databaserna Web of Knowledge och PubMed. Vissa av artiklarna har jag hittat
genom att soka pa google.

Vid mina sokningar anvande jag foljande sokord: Inducerade pluripotenta celler, iPS-celler,
pluripotens, teratom, cancerceller, virala vektorer, transgener, Oc3/4, KIf4, Sox2, c-Myc

LITTERATUROVERSIKT
Vad ar iPS-celler?

Inducerade pluripotenta stamceller (iPS-celler) &r celler med en morfologi och
tillvaxtegenskaper liknande de som ses hos embryonala stamceller, men som har sitt ursprung
I mogna somatiska celler. Man har lange varit intresserad av att kunna omprogrammera celler
och forskningen har gjort stora framsteg inom omradet. Dr J Gurdon som fick ta emot
nobelpriset i medicin och fysiologi 2012 visade att man kan klona individer genom att ta
somatiska tarmepitelcellkarnor fran fran Xenopus grodyngel och sedan transplantera dessa
till oocyter, vars egen cellkarna tagits bort (Gurdon, J.B.,1962).

Shinya Yamanaka, den andra nobelprisatagaren i medicin och fysiologi 2012, hittade
tillsammans med sina medarbetare de fyra transkriptionsfaktorer som idag framst anvands for
generering av iPS-celler; octamer-binding transcription factor 3 and 4 (Oct3/4), sex
determining region Y-box 2 (Sox2), Kriippel-like factor 4 (KIf4) och c-Myc. De hade en
hypotes om att faktorer som var viktiga for uppratthallande av de embryonala stamcellernas
identitet ocksa borde ha en pluripotensinducerande effekt pd somatiska celler. Utifran denna
hypotes valde de ut 24 tdnkbara gener. Geneticin (G418) resistens anvandes som kontroll for
att testa om pluripotens inducerats i cellerna. Genen for G418 resistensen ingick i ett fgeo-
komplex som sattes in pa Fbx15 genen genom homologrekombination. Fordelen med Fbx15
genen &r att den normalt uttrycks i embryonala stamceller utan att ha nagon paverkan pa deras
pluripotens (Takahashi och Yamanaka 2006).

De 24 generna som de ville undersoka introducerades genom retroviral transduktion i
embryonala fibroblaster fran mus, som var homozygota for Bgeo och G418 pa sitt Fbx15-
locus. Yamanaka et al. (2006) kunde da visa att ingen av de 24 generna enskilt kunde aktivera
Fbx15 och alltsa inte heller inducera pluripotens. Alla 24 generna tillsammans gav ett antal
kolonier med bade G418 resistens och stamcellsliknande morfologi hos cellerna; runda i
formen, stor karna, lite cytoplasma. De kunde &ven visa att manga transkriptionsfaktorer som
ar typiska for embryonala stamceller ocksa uttrycktes i dessa celler. Efter noggranna studier
av effekterna da olika transkriptionsfaktorer plockades bort, kom de fram till att Oct 3/4, Sox
2, KIf4 och c-Myc var de faktorer som hade storst inverkan och var kritiska vid
omprogrammering av iPS celler. (Takahashi och Yamanaka 2006). Senare har man upptéckt
att c-Myc kan uteldmnas vid induktion av pluripotenta celler (Nakagawa et al., 2008). Yu et
al. (2007) visade att man dven kunde omprogrammera humana somatiska celler till iPS-celler
med hjélp av de fyra transkriptionsfaktorerna Oct3/4, Sox2, KIf4 och c-Myc.
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Senare sag man att det var mojligt att omprogrammera humana somatiska celler till
pluripotenta celler genom att anvénda ett annat induktionsprogram &n det som Yamanaka och
hans medarbetare hade anvént tidigare. Istéllet for c-Myc och KIf4 som ar ké&nda
cancerrelaterade transkriptionsfaktorer anvande de transkriptionsfaktorerna Lin28 och Nanog.
Troligtvis har alltsa KIf4, c-Myc, Nanog och Lin28 inte en avgorande effekt for att
pluripotens ska kunna induceras. Effekten av dessa transkriptionsfaktorer har troligtvis en
gynnande effekt pa induktionen av pluripotens, vilket ger en 6kning av effektiviteten vid
generering av iPS-celler. Det bevisades dock att Oct3/4 och Sox2 &r essentiella fér generering
av iPS-celler med transkriptionsfaktorer, da inga iPS-celler kunde genereras utan dessa. (Yu
et al.,2007).

Transplantation av iPS-celler ger upphov till teratom och teratocarcinom.

IPS-celler & mer cancerogena &n vad embryonala stamceller dr (Ben-David & Benvenisty.,
2011) och vid injektion har man visat att de spontant differentierar och bildar benigna teratom
(Przyborski., 2005) och maligna teratocarcinom (Ben-David & Benvenisty., 2011). Teratom
ar tumaorer som innehaller olika celltyper/igenkannbara vavnadselement fran samtliga av de
tre groddbladen. Att dessa tumorer bildas ar ett tecken pa att iPS-cellerna verkligen har
omprogrammerats till pluripotens, men samtidigt ocksa ett stort hinder for den kliniska
anvandningen av iPS celler (Takahashi & Yamanaka 2006). Utéver teratom har man ocksa
sett utveckling av olika somatiska cancerformer, vilket kan vara cancer som harstammar fran
den vavnad som man tagit de reprogrammerade cellerna ifran (Okita et al., 2007), men som
ocksa kan uppkomma pa grund av genetiska och epigenetiska faktorer (Vazquez-Martin et al.,
2012). Att cancer kan utvecklas gor att transplantation av iPS-celler till patienter 4n s& lange
ar helt otankbart.

IPS-cellers cancerbildande forméaga och likhet med cancerceller

IPS-cellers formaga till obegransad proliferation och pluripotens gor att de delar manga
cellulara och molekyléra fenotyper med cancerceller enligt Ben-David och Benvenisty.
(2011):
e Snabb proliferationshastighet (Ben-David och Benvenisty., 2011)
e Bendgenhet till instabilitet i genomet som till exempel kan bero pa att olika DNA
reparationsmekanismer slagits ut (Ramos-Mejia et al., 2010).
e Mycket aktivt telomeras (Yehezkel et al., 2011; Marion et al., 2009a)
e Hogt uttryck av oncogener
e Generellt liknande genuttryck i cellerna
e Liknande epigenetisk status (Ben-David och Benvenisty., 2011)
e Avsaknad av kontaktinhibition gor att de kan véxa i lager och bilda ostrukturerade
cellmassor (Ben-David och Benvenisty., 2011)
e Liknande uttryck av MikroRNA (miRNA), som ar viktigt for genreglering och
epigenetik. MiRNA ar sma bitar av enkelstrangat RNA som binder till m-RNA
sekvenser och inaktiverar dessa. (Judson et al., 2009 )



Genuttryck och epigenetiska egenskaper kopplade till iPS-cellernas tumorbildandeférméaga.

Ghosh et al. (2011) gjorde en stor jamforande transkriptionsanalys av iPS-celler tagna fran
manniska. De tog somatiska celler deriverade fran embryonala stamceller, primara somatiska
celler samt celler fran de olika cancertyper som man sett i samband med iPS-cells
transplantationer. FOr att undersoka om det fanns variationer mellan olika typer av vavnader i
kroppen tittade de pa celler med ursprung i olika vavnader; endotel, hepatocyter och
neurallistceller. Studien visade att inte bara pluripotenta iPS-celler utan dven differentierade
iPS-celler uttrycker hogre nivaer av cancerrelaterade gener. IPS-cellerna visade sig ocksa vara
mer lika cancercellerna &n vad embryonala stamcellerna var. Genom att jamfora vilka
cancergener som uttrycktes i olika celltyper kunde de sedan hitta 20 potentiella cancergener
som uttrycktes i samtliga celltyper. Férutom uppreglering av onkogener sag de ocksa att flera
tumaorsuppressorgener var nedreglerade i jamforelse med priméra somatiska celler.

En annan studie har visat fordndringar av metylering i cancerrelaterade genpromotorer. Dessa
kan uppkomma redan tidigt under omprogrammeringen (Ohm et al.,, 2010) eller vara
egenskaper som finns kvar i cellens epigenetiska minne” och alltsa &r kvarblivna egenskaper
fran den somatiska ursprungscellen. Epigenetiskt minne visar sig genom individuellt
genuttryck och olika differentieringsegenskaper hos iPS-celler fran olika ursprung. Man har
pavisat ett sadant minne bade hos iPS-celler genererade fran manskliga somatiska celler (Hu
et al., 2010: Ghosh et al., 2010; Urbach et al., 2010) och hos iPS-celler genererade fran moss
(Polo et al., 2010; Kim et al., 2010). Vid jamforelse av iPS-celler och deras somatiska
ursprung, rorande metyleringsgrad av ett hundratal specifika genomsekvenser, har man
kunnat se att forandringar av metyleringsgraden sker pa bara nagra av dessa och att manga
locus &r helt oférandrade (Ron-Bigger et al., 2010). iPS-celler fran mdss som odlas lange i
kultur eller genomgar flera cykler av aterprogrammering tappar gradvis sitt epigenetiska
minne (Polo et al., 2010; Kim et al., 2010). Specifika metylgruppsmonster, sa kallad genetisk
pragling, skiljer iPS-celler fran embryonala stamceller. Tidigare har man visat att avvikande
genetisk préagling kan associeras med flera olika cancerformer (Jirtle 1999; Lim och Maher
2010) och vid studier gjorda pa iPS-celler har man kunnat visa att inhibering och aktivering
av olika gener under omprogrammeringen kan ha effekt bade pa differentieringen av iPS-
celler och deras tumorbildandeférmaga. Det finns en variabilitet i hur genetiskt praglade gener
uttrycks i olika iPS-cellslinjer (Pick et al., 2009; Stadtfeld et al., 2010).

MikroRNA

MikroRNA &r sma ickekodande RNA-molekyler (Chen & Rajewsky., (2007).) som kan
inaktivera mRNA-molekyler genom att binda till dessa. Pa sa vis ar de valdigt potenta vid
genreglering. Uttryck av miRNA kopplade till p53 gor iPS-celler mer lika cancerceller
(Neveu et al., 2010). MikroRNA ar sma RNA Vid en studie dar man jamforde miRNA uttryck
mellan humana iPS-celler och embryonala stamceller hittade man tio cancerrelaterade
miRNA molekyler, som Overuttrycktes i iPS-celler. Dessa fanns uttryckta i mer an tio ganger
sa hog grad hos iPS-cellerna jamfért med de embryonalal stamcellerna (Malchenko et al.,
2010).



Férlangning av telomerer och telomerasaktivitet

Telomerer &r heterokromatiska strukturer placerade pa kromosomernas andar med funktionen
att skydda kromosomerna fran degradering och rekombination. (Blackburn, 2001). Telomerer
forkortas ju aldre cellen blir (Harley et al., 1990) och telomerlangden &r darfor en viktig faktor
att titta pa nar man ska avgora en cells alder. Man har visat att det sker en telomerforlangning
hos iPS-celler, vilket har blivit en faktor att undersoka for att undersoka om iPS-cellernas
kérnor verkligen har omprogrammerats till pluripotens och liknar embryonala stamceller. Man
har visat att denna reaktion sker i huvudsak efter omprogrammeringen och kan paga sa lange
som iPS-stadiet halls, samt att celler fran bade yngre som éldre individer har férmaga att 6ka
langden pa sina telomerer till embryonala stamcellers motsvarighet vid omprogrammering
(Gourronc och Klingelhutz., 2012)

Tva kanda metoder for cellers forlangning av telomerer &r:
e Aktivering av telomeras (Greider and Blackburn, 1985)
e “Alternative lengthening of telomeres” (ALT) — vilket & en typ av homolog
rekombination mellan telomersekvenser. (Dunham et al., 2000)

Bada dessa metoder regleras av telomerasets epigenetiska status (Blasco., 2007). Vid
omprogrammering till iPS-celler har man inte kunnat se nagra tecken pa ALT och darmed
verkar denna mekanism inte vara avgorande for forlangning av iPS-cellernas telomerer. Man
har dock kunnat se en tydlig 6kning i telomerasaktivitet (Gourronc och Klingelhutz., 2012).

Oct3/4 och Nanog har visats binda till nagra av de gener som reglerar telomerasaktivitet och
man tror darfor att de tva transkriptionsfaktorerna har en viktig funktion vid uppregleringen
av telomeras under omprogrammeringen av iPS celler (Gourronc och Klingelhutz., 2012;
Agarwal et al., 2010). Det ar valkant att c-Myc uppreglerar uttrycket av TERT, en av de gener
som reglerar telomeras aktivitet, men man har kunnat generera iPS celler med langa telomerer
aven utan exogen expression av c-Myc. Det verkar som att telomerasaktiveringen i iPS-celler
ar reversibel precis som i den normala utvecklingen av embryonala stamceller, da det sker en
nedreglering av telomeras nér cellerna differentierar. (Gourronc och Klingelhutz., 2012)

| en studie undersokte man huruvida telomerasaktiviteten hade betydelse for
omprogrammering av somatiska celler till iPS-celler. Detta gjordes genom att jamféra
omprogrammeringsforsok mellan celler tagna fran telomerasdefekta moss (Terc-/-) med celler
tagna fran vanliga friska moss. Ingen skillnad i effektivitet visades vid forsoken, vilket tyder
pa att man inte behover nagon telomerasaktivitet for generering av iPS celler sa lange
telomererna ar tillrackligt langa eller sa lange det finns en tillrackligt stor telomerasreserv i
den somatiska cellen. Fran cellerna tagna fran de defekta mossen fick man dock inte nagra
friska chimarer. Nedreglerad telomerasaktivitet ar saledes inte en begransande faktor for iPS-
cellers proliferation, men cellerna har en forsamrad formaga att kunna utvecklas till friska
moss. De visade ocksa att telomeras ar den viktigaste mekanismen bakom foérlangningen av
telomerer i iPS celler. (Marion et al., 2009a).



Genetiska férandringar, transgener och integration av virala vektorer
Anvéndning av virala vektorer

Den ursprungliga metoden for generering av iPS-celler innebér att man anvander sig av
retrovirus eller lentivirus for att integrera transgener (Takahashi & Yamanaka., 2006; Yu et
al., 2007). Virus anvander sa kallade long terminal repeats (LTRs) vid insertion av DNA i
vardcellen vilket, dven om det inte paverkar omprogrammeringen, ger férandringar i
vardcellens genom i form av bland annat insertionsmutationer. Virala DNA-segment eller
gener inkorporeras da pa olampliga stallen i den omprogrammerade cellens DNA. Man har
visat att forhdjda LTR nivaer ger en aktivering av olika proto-onkogener. Kombinationen av
att forandra DNA med virala faktorer och samtidigt 6ka LTR nivaerna och saledes uttrycket
av onkogener, gor att risken for cancer 6kar betydligt (Hacein-Bey-Abina,et al., 2003; Okita
et al., 2007). Anvéandningen av virala vektorer i kombination med ett 6kat uttryck av
transgenerna Oct3/4, Sox 2, Nanog och c-Myc som anvénds vid induktion av pluripotens
paverkar ocksa differentieringsgraden (Yu et al., 2007) och gynnar tumorbildning (Okita et
al., 2007).

Integration av transkriptionsfaktorer

Transkriptionsfaktorerna Oct3/4, Sox2, KIf4 och c-Myc, som integreras i cellernas vid
induktion av pluripotens har pavisats vid flera cancerformer och har i vissa fall ocksa blivit
sammankopplade med tumdrprogression (Schoenhals, M. et al., 2009). Aterintroduktion, dvs
okat uttryck da det normalt inte borde finnas, av dessa transkriptionsfaktorer har visats 6ka
benédgenheten for instabilitet i genomet (Ramos-Mejia et al., 2010).

Octamer-binding transcription factor 3/4

Oct3/4 ar transkriptionsfaktorer som tillhér POU familjen. Denna familj har sa kallade
homeodomaner som binder till DNA. Oct4 uttrycks i blastomerer, pluripotenta celler under
tidigt embryonalt stadium och i konscells-linjens celler. Den reglerar flera gener och kan ha
bade en aktiverande och en nedreglerande verkan (Scholer et al.,1990a; Schéler et al.,1990b;
Scholer et al.,1991; Rosner et al., 1990; Yeom et al., 1996; ). Man vet annu inte vilken
mekanism som ligger bakom Oct4s inverkan pa tumdrceller, men man har visat att
odifferentierade Oct4-postitiva embryonala carcinomceller (EC-celler) ar de celler som framst
ar ansvariga for teratombildning vid injektion av iPS-celler (Vazquez-Martin et al., 2012).

Krippel-like factor 4

KIf4 &r en transkriptionsfaktor som reglerar gener som styr proliferation, differentiering och
cell-cykelarrest. (Rowland & Peeper., 2006) Den nedreglerar gener som stimulerar
proliferation och uppreglerar gener som har en nedreglerande verkan pa proliferationen.
Genom att stimulera transkription av p21 har den en inducerande verkan pa cell-cykelarrest.
(Chen et al., 2003). KIf4 har saledes normalt en tumorsupprimerande funktion. Om p21
saknas kan KIf4 istallet fa en onkogeneffekt. KIf4 hammar uttrycket av p53 vilket gor att den
gynnar celltransformation  (Nandan och Yang 2009). KIf4 d&veruttrycks i flera olika



tumortyper och kan vara en bidragande faktor till cancerformation hos celler i cellkultur (Ben-
David och Benvenisty., 2011). Den har ocksa blivit associerad med onkogener (Evans et al.,
2008). Deletion eller metylering av genen som ger upphov till KIf4 kan forekomma vid vissa
typer av cancer. (Ben-David och Benvenisty., 2011)

c-Myc

C-Myc éar en transkriptionsfaktor som reglerar flera gener kopplade till bland annat
cellproliferation och celltillvéxt. Den ar mycket potent nar det géller induktion av pluripotens
(Nakagawa et al., 2008) och &r ocksa en mycket potent proto-onkogen. C-Myc stimulerar
uttrycket av p53 och p21 och dessa har en hammande effekt pa reprogrameringen. P53 behovs
dock for att man ska undvika instabilitet i genomet och tumdrbildning (Marion., et al, 2009b).
Vid overuttryck av c-Myc okar uttrycket av p53 kraftigt, vilket gor att cellen gar in apoptos
(Azevedo & Feldman., 2010).

Mutationer och aneuploidi

Forandringar i genomet kan uppkomma hos iPS-celler innan omprogrammering, under
omprogrammering och efter omprogrammering (Ben-David & Benvenisty., 2011).

Den mogna somatiska cellen

IPS-celler har sitt ursprung i somatiska mogna celler. Dessa celler har genomgatt flertalet
mitoser och har under en langre tid kunnat férvarva olika mutationer. Om dessa mutationer
leder till anti-apoptotiska egenskaper eller uttryck av gener som gynnar proliferationen, kan
dessa celler gynnas under framtagningsprocessen av iPS celler (Ben-David & Benvenisty.,
2011).

Omprogrammering av den somatiska cellen till iPS-cell

Omprogrammeringsprocessen utgér ocksa en stor risk. Celler som utsatts for
omprogrammeringen stressas, vilket okar risken for mutationer. Den metod som man idag
anvander for omprogrammering av celler leder till uppreglerat uttryck av onkogener (Ben-
David & Benvenisty., 2011).

Efter omprogrammering/odling av celler i kultur

Hos embryonala stamceller har man funnit ett fenomen kallat culture adaption. Detta innebar
att cellerna utvecklar kromosomféréandringar vid odling i cellkultur under en langre tid.
Vanligaste foérandringen hos dessa celler &r extra kopior av kromosomerna 12 (p) , 17(q),
20(q11.21) och X. Vilka alla har kopplats ihop med cancer i olika studier. Studier kring detta
har &ven gjorts pa humana iPS-celler och dessa har visat att den vanligaste
kromosomforandringen i iPS-celler till féljd av culture adaption ar trisomi av kromosom 12.
Man har visat att denna forandring okar uttrycket av Nanog och growth /differentiation factor
3 (GDF3), men man har inte kunnat dra nagon koppling mellan fynden och teratombildning
vid injektion av iPS-celler i SCID moss (Mayshar et al., 2010). Ett gemensamt drag for
embryonala stamceller och iPS-celler som genomgatt culture adaptation &r att de prolifererar


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Azevedo%20JL%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feldman%20RA%5Bauth%5D

snabbt och att de verkar vara mindre beroende av tillvaxtfaktorer. Mindre kromosomala
tillagg (onkogener) och deletioner (suppressorgener) som uppkommer efter/under
omprogrameringen utgor ocksa en okad risk for tumorbildning. (Ben-David och Benvenisty.,
2011)

p53

Man har visat att p53 har en negativ effekt vid generation av iPS celler. Nedreglering av p53
samt induktion av p53s negativa dominant ger darfor en kraftig 6kning av genereringen av
iPS-celler. P53 har en viktig funktion nér det géller reglering av apoptos och cellcykeln och ar
en viktig skyddsmekanism vid skador pA DNA. Suppression av p53 ses ofta kopplat till cancer
(Rowland, & Peeper, 2006). Man har sett att nedreglering av p53 och andra
tumaorsuppressorgener kopplade till p53 kan mojliggora induktion av pluripotens med enbart
de tva transkriptionsfaktorerna Oct4 och Sox2 (Marion et al., 2009b; Utikal et al., 2009; Hong
et al., 2009; Li et al., 2009; Kawamura et al., 2009).

Hur kan man férhindra bildning av teratom och teratocarcinom vid
transplantation av iPS celler?

Differentiering

Den priméara metoden for att minska tumorférekomsten innebar att man later iPS-cellerna
differentiera innan de injiceras. Detta ger minskad tumorbildande férmaga hos cellerna in
vivo. Risken att cellerna bildar cancerceller innan denna differentiering sker kvarstar
fortfarande. Differentieringen ar ocksa en komplex process och det ar inte alltid sékert att alla
celler i en cellkultur differentierar. Vid urvalet av vilka celler som man ska transplantera ar
det darfor mycket viktigt att man undersoker differentieringsgrad noga. (Ghosh et al., 2011).

L-Myc och transformationsdefekt c-Myc

Enligt en studie av Okita et al (2007) beror den 6kade forekomsten av tumérer som ses hos
chimarer fran iPS-celler fran moss primért pa reaktivering av c-Myc retrovirus (Okita et al.,
2007). Man har lyckats framstalla iPS-celler utan c-Myc. Effektiviteten vid dessa
induktionsprotokoll ar dock mycket lagre an induktionsprotokoll dar c-Myc ingar. L-myc,
som &r en annan medlem i Myc-familjen, har visat sig ha en béttre effekt vid generering av
humana iPS-celler &n c-Myc. Den har dock inte en lika bra effekt pa iPS-celler fran moss. L-
Myc péverkar ocksa cellens transformation mindre &n vad c-Myc gér. Aven mutationer av c-
Myc som minskar transformationsaktiviteten (transformationsdefekt W136E c-Myc) har visat
sig ha en battre effekt pa generering av humana iPS-celler. Transformationsprocessen och
iPS-cells generation verkar saledes anvanda olika funktionella grupper pa c-Myc-molekylen.
L-Myc och W136 c-Myc hdmmar troligtvis uttrycket av gener som styr cellens
differentiering. Manga gener som uttrycks i iPS-celler genererade med “vanlig” c-Myc,
embryonala celler och cancerceller uttrycks inte vid induktion med L-Myc och W136 c-Myc.
Man kan misstanka att dessa gener som inte uttrycks vid induktion med L-Myc och W136 c-
Myc kan ha effekt pa transformationen (Nakagawa et al., 2010). Chimarer som inducerats
utan ¢c-Myc har inte visat nagon 6kad tumorbildande formaga. (Nakagawa et al., 2008) Detta

10



betyder att okad effektivitet vid generering av iPS-celler inte nddvandigtvis ocksa maste
betyda en 6kad forekomst av tumorer (Nakagawa et al., 2010).

Framtagning av iPS-celler utan retrovirus och lentivirus

Anvandningen av virala vektorer fran retrovirus och lentivirus vid induktion av iPS celler
innebdr en 6kad risk for cancer (se tidigare stycke ”Anvéndning av virala vektorer”). FoOr att
slippa problemen associerade med viral integrering forsoker forskarna nu hitta alternativa
metoder for induktion av pluripotens i celler.

Icke-integrerande adenovirus

Adenovirus behdver inte integrera sitt eget DNA i vardcellen vid 6verforing av transgener.
Effektiviteten av omprogrammeringen vid forsoken var relativt 1ag och det ar darfor osékert
om man kommer att kunna anvanda denna metod kliniskt. (Stadtfeld et al., 2008)

Plasmider och episomer

Ar 2008 pévisades mojligheten att inducera pluripotens med hjalp av plasmider.
Transkriptionsfaktorerna Oct3/4 , Sox 2 och KIf4 kopplades ihop pa en plasmid och c-Myc
pa en annan. Dessa fordes sedan in i embryonala fibroblaster fran mus. For att
transkriptionsfaktorerna skulle hallas pa en tillracklig niva for omprogrammering av cellen,
utfordes plasmidtransfektionen ett flertal ganger. | manga av de omprogrammerade cellerna
kunde man se att generna hade integrerats i vardcellens genom, men i ca en tredjedel av de
celler som hade omprogrammerats sags ingen integration. Fordelen med denna metod jamfort
med anvéandandet av retrovirala vektorer ar avsaknaden av LTRs. Metoden fungerade men
visade sig vara mycket ineffektiv, ca 1000 ganger mindre effektiv &n anvandningen av virala
vektorer. Forsoket utfordes bara pa fibroblaster tagna frdn moss. Troligtvis skulle effekten
varit annu samre vid omprogrammering av manskliga fibroblaster, da man generellt har sett
en lagre effektivitet nar det galler omprogrammering av humana celler. Troligtvis spelar den
stokiometriska balansen, det vill sdga mangdforhallandet, mellan transgenerna stor roll vid
framstéllning av iPS-celler med hjalp av plasmider. (Okita et al., 2008; Okita & Yamanaka.,
2011)

Epstein-Barr nuclear antigen -1 (EBNAL)ar ett exempel pa en episomalvektor som man har
anvant vid lyckade forsok att omprogrammera humana neonatala fibroblaster. For att tekniken
ska fungera krévs dock bland annat SV40 som &ar en potent onkogen. Man har inte heller
lyckats att omprogrammera celler fran vuxna givare med denna metod, vilket utgor ett hinder
for Kklinisk anvéndning (Yu et al.,, 2009). Ytterligare ett hinder &r att EBNAL1 oOkar
immunsvarets igenkanning av transfekterade celler (Munz et al.,2000). Ghosh et al (2011)
visade att iPS-celler som omprogrammerats med episomala vektorer, istéllet for
programmering med lentivirus, uttrycker lagre nivaer av de 20 gemensamma cancerrelaterade
generna (se tidigare avsnitt “genuttryck och epigenetiska egenskaper kopplade till iPS-
cellernas tumorbildandeformaga™). Signifikant uttryck av dessa gener kvarstod dock &ven i
dessa celler.
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Minicirclevektorer ar sma DNA vektorer som inte innehdller bakteriellt DNA. De har en
hogre transfektionseffektivitet an plasmider och ger ett langvarigt ektopiskt uttryck, dvs
uttryck i celler som normalt inte ska uttrycka proteinet, eftersom de inte aktiverar exogena
h&mmande mekanismer lika starkt som bakterieplasmider gor. Vid induktion av pluripotens
med minicirclevektorer slipper man anvanda sig av SV40 och metoden kan anvéandas aven pa
celler tagna fran aldre givare. Denna metod har dock en mycket lag effektivitet i jamforelse
med omprogrammering med hjalp av virala vektorer (Jia et al., 2010).

Induktion av pluripotens med proteiner

Ar 2009 gjordes en studie pd mojligheten att framstalla iPS-celler utan virala eller genetiska
vektorer. Man inducerade istéllet pluripotens genom att stimulera celler med proteinerna Oct
4, Sox2, KIf4 och c-Myc. Cellerna genomgick 16 timmar av proteinbehandling for att sedan
inkuberas i 6 dygn. Denna process behdvde upprepas i 6 cykler for att cellerna skulle uttrycka
de markorer (Oct4, Nanog, Alkalinfosfat m.fl) som tyder pa att cellerna ar fullt
omprogrammerade. Metoden var betydligt mindre effektiv (0.001%) (Kim et al., 2009) an
induktion av pluripotens med virala vektorer 0.2-0.8% (Huangfu et al., 2008).

MikroRNA

Judson et al visade 2009 att miRNA kunde anvéndas for att Oka effektiviteten vid
programmering av iPS-celler med Oct4, Sox2, KlIf4 och c-Myc. Man har inte kunnat visa
exakt hur dessa gynnade processen, men tror att det har att géra med deras formaga att reglera
cellcykeln (Judson et al., 2009). Dessa miRNA molekyler uttrycks normalt i embryonala
stamceller och man tror att de har betydelse for de embryonala stamcellernas fenotyp (Babiarz
et al., 2008; Wang et al., 2007; Wang and Blelloch,2009) samt homeostas och uppehallande
av pluripotens. Man har kunnat se att nivder av miR302/367 stammer Gverens med
transkription av Oct4 under tidig embryonal utvekling (Card et al., 2008).

Ar 2011 visades att miRNA-klustret, miR302/367, kan anvéndas for att programmera celler
till iPS-stadium utan anvéndning av de transgena transkriptionsfaktorerna. Effektiviteten nar
det galler att bilda iPS-kolonier for miR302/367 ar uppat 10% vilket ar mycket hégre an
effektiviteten som iakttagits vid anvéndning av Yamanakas ursprungliga faktorer 0.2%-—
0.8%). Metoden verkar fungera lika bra pa celler tagna fran mdss som celler tagna fran
manniskor och iPS-cellerna som genereras har samma egenskaper som iPS-celler genererade
med tidigare metoder visat; pluripotens, uttryck av specifika markérgener (alkalinfosfatas,
Oct4, Sox2, Nanog m.fl.) och teratombildning med derivat fran samtliga tre groddblad vid
injektion av iPS-celler i SCID-mdoss. MiR302/367 iPS-celler kan ge upphov till vuxna
chimarer. MiR302/367 styr normalt hundratals olika mMRNA molekyler som i sig bland annat
styr remodellering av kromatin och cellproliferation (Betel et al., 2008; Grimson et al., 2007;
Krek et al., 2005). Detta i kombination med att mRNA molekyler inte behover genomga
translation kan vara en av anledningarna till att miR302/367 snabbt kan orsaka sa stora
forandringar pa cellens fenotyp och pluripotens (Anokye-Danso et al., 2011).
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Uttryck av miR367 har visats aktivera Oct4 genen. For att kunna inducera pluripotens med
hjalp av miRNA har man sett att genen Hdac2 maste inhiberas. Valproinsyra bryter ner Hdac2
proteinet (Kramer et al., 2003) och okar effektiviteten vid framtagning av iPS-celler fran
musfibroblaster. Utan Valproinsyra ar framtagningen med miR302/367 inte sarskilt effektiv.
Vid framstéllning av iPS-celler fran humana férhuds- och hudfibroblaster med miRNA-
metoden har valproinsyra ingen okad effekt da Hdac-proteiner uttrycks i mycket lagre grad i
humana celler. Laga nivaer av Hdac kan alltsa gynna eller till och med vara nodvandiga for att
induktion av pluripotens ska kunna ske med miR302/367 (Anokye-Danso et al.,2011).

Mekanismen bakom den effektiva omprogrammeringen med miR302/367 &r fortfarande
okand. En mycket hog korrelation mellan iPS-cellerna och embryonala stamceller vad det
galler genuttryck sags och ett identiskt uttryck av pluripotensgener vid forsoken. Storsta
fordelen med denna metod &r att den inte ger nagon integration av de transgena faktorerna
Oct4, Sox2, KIf4 och c-Myc, daremot ger den integration av miR302/367-lentivirusvektorn i
genomet. Man har dock visat att denna integrering tystas efter ett antal cellpassager (Anokye-
Danso et al.,2011).

Avlagsnande av transgener efter omprogrammering

Tva metoder finns for avlagsnande av transgener efter omprogrammering av iPS celler:
e Cre-rekombinas (Cre/LoxP) — Startar ett mycket effektivt rekombinationssystem vilket
kan rekombinera specifika DNA sekvenser. Vektorn lamnar dock residualvektorer
bakom sig som eventuellt kan leda till mutationer av DNA (Kaji et al., 2009).
e PiggyBac transposoner (Yu et al., 2009)

Fordelen med att plocka bort transgena transkriptionsfaktorerna ar att man undviker
ateraktivering av dessa. Det ar mycket viktigt vid klinisk anvandning eftersom dveruttryck av
flera av dessa ar associerat till cancer. Det har ocksa betydelse vid anvandning av iPS-celler
for lakemedelstester (Kaji et al., 2009).

Metformin

Metformin &r ett antidiabetiskt lakemedel som anvéands framgangsrikt for behandling av
diabetes typ 2. Verkningsmekanismen for metformin innebér en sekundar agonistverkan pa
AMP-activated protein kinase (AMPK), ett enzym i kroppen som styr cellular
energihomeostas (Vazquez-Martin et al., 2012; Corominas-Faja et al., 2012). Forskarna tror
nu att metformin &ven ar mycket viktig for att reglera de gener som kopplas samman med
cancerstamceller och teratombildning av iPS-celler (Hirsch et al., 2009; Vazpuez-Martin et
al., 2011; Song et al., 2012; Bao et al., 2012). Vid férsok har man kunnat iaktta bade en
minskning av teratomens storlek, férekomst och vikt ndr man behandlat med Metformin efter
injektion av iPS-celler i moss. | en studie dar denna behandling pagick i 64 dagar efter
injektion, bildades bara teratom hos en av fem moss (Vazquez-Martin et al., 2012).

Odifferentierade oct4 postitiva embryonala carcinomceller (EC-celler) har visat sig vara
ytterst ansvariga for teratombildning. Metformin verkar nedreglera de Oct4 drivna maligna
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stamcellerna ansvariga for bildandet av teratocarcinom samtidigt som Oct4 kompetensen att
generera terminalt differentierad vavnad bibehalls. Detta har man kunnat se da teratomen som
bildats vid forsok, trots att de minskat i omfattning, har bestatt av vavnader fran samtliga tre
groddblad. Mer forskning krévs for att klargora metforminets verkan, men de forsok som har
gjorts idag visar pa att tumorbildande formaga och stamcellsegenskaper sa som pluripotens, ar
nara relaterade, men kan skiljas at genom enzymer till exempel AMPK (Vazquez-Martin, A et
al., 2012).

Apoptosgener

Ett satt att hamma teratombildning in vivo & genom anvandning av sa kallade apoptosgener.
Vid reglering av en for genen specifik prodrog kan man inducera apoptos i cellen. De
apoptosgen-/prodrogkombinationer som man har gjort forsok med betréffande iPS-celler ar
yeast cytosine deaminase (YCD) med prodrogen 5-fluorocytosine (5-FC) och inducible
Caspase 9 (iCaspase9) med prodrogen AP20187, som &r en lipid-permeabel, icketoxisk,
dimeriserande drog. Bada dessa kombinationer visade sig kunna skydda mot potentiella
pluripotenta iPS-celler som inte differentierat och transformerade onkogena iPS-celler bade
fore och efter transplantation. Man kunde vid studien inte se nagra tecken pa att
sjalmordsgenerna hade nagon effekt pa iPS-cellernas pluripotens-, proliferations- eller
differentieringsgrad. Bada kombinationerna var effektiva, men YCD/5-FC kombinationen
visade sig vara mer effektiv da den kontrollerade saval teratominitierande celler som redan
tumoromvandlade iPS-celler in vivo. Hos de moss som fatt YCD genen genom en lentivirus
vektor och som behandlades med 5-FC forsvann tumdorerna fran tva av moéssen och bara en
mycket liten nekrotiserad tumor hittades i den tredje musen. Man kommer i framtiden att
behdva forfina metoden for att minska potentiell toxisk effekt pa celler i andra vavnader och
rikta den inducerade apoptosmekanismen mot endast odifferentierade och tuméromvandlade
iPS-celler. (Zhong et al., 2011)

Okad dos av tumorsuppressorer

Man har ocksa undersokt huruvida en okad dos av tumorsuppressorgenerna p53 samt
Ink4a/ARF ocksa har effekt pa iPS-cellernas tumérbildande formaga. iPS-celler tagna fran
moss med en extra upplaga av en av dessa gener har inte visat nagra tecken pa avvikande
egenskaper jamfort med iPS-celler tagna fran andra moss vid ostressade tillstand.
Korrelationen for genuttryck mellan dessa iPS-celler och embryonala stamceller har visat sig
vara 0.99 och det tyder pa att en extra kopia av en tumdorsuppressorgen inte har nagon storre
inverkan pa iPS-cellernas genuttryck. En extra kopia av dessa gener har inte heller nagon
effekt pa iPS-cellernas pluripotens. Vid tillvéaxttester, dar man undersoker hur celler klarar sig
i miljoer med lag naringshalt och Iag syrehalt, har man sett en minskad tillvéxt hos dessa
celler. Da cancerceller ofta visar en 6kad tillvaxt tyder detta pa en minskad tumorbildande
formaga. Man testade ocksa teratomférekomsten genom att injicera dessa iPS-celler i mass.
Antalet teratom minskade och de teratom som bildades var mindre i storlek och vikt &n de
som sags vid injektion av vanliga iPS-celler. Hos vissa av mossen sags ingen tumérbildning
alls under testperioden. Nar man tittade pa differentierade celler tagna fran teratom i mossen
visade man att p53 samt Ink4a/ARF iPS-celler hade en minskad proliferationshastighet. Detta
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gallde dock inte nar cellerna var odifferentierade. Da man inte kunde se nagra tecken pa
apoptos i tumorerna &r proliferationsminskningen den troligaste orsaken till minskningen av
teratomen. Celler med en extra kopia av p53 eller Ink4a/ARF visade ocksa en 6kad respons pa
kemoterapibehandling och en minskad risk for utveckling av teratocarcinom (Menendez et al.,
2011).

DISKUSSION

iPS-celler har varit ett stort genombrott for den medicinska forskningen och kan komma att
bli nyckeln till att hitta ny behandling mot Parkinson och en rad andra degenerativa
sjukdomar. Dessa celler kommer med stOrsta sannolikhet att ersatta anvandningen av
stamceller tagna fran embryon i framtiden, men ett stort hinder for klinisk anvandning av iPS-
celler kvarstar. Nackdelen &r deras formaga att bilda teratom in vivo. Man har vid forsok sett
att iPS-celler ar lika cancerceller pa flera olika satt (Ben-David och Benvenisty., 2011).
Mekanismen bakom teratombildningen ar idag ej kand och darfor svar att forhindra. Man har
dock hittat en rad olika faktorer som kan minska dessa cellers tumérbildandeformaga.

Genom att lata iPS-celler differentiera innan man injicerar dem i moss har man kunnat visa en
minskad tumorbildning (Ghosh, Z et al.,2011). Andra metoder har syftat till att ersatta
anvandningen av virala vektorer, da dessa har visats 6ka nivan av LTRs och pa sa vid dven
uttrycket av onkogener. Anvéndandet av plasmider och episomala vektorer har varit en metod
att gora detta pa. Dessa har visat sig ge en integration av transgener i musmodeller, men har
ocksa visat sig vara mycket ineffektiva i jamforelse med metoder dar man anvant lentivirus
och retrovirus. Forskarna tror att den laga effektiviteten kommer att vara annu lagre vid
induktion av pluripotens i humana celler (Okita et al., 2008; Okita & Yamanaka 2011). Vid
anvandning av den episomala vektorn EBNAL har man kunnat inducera pluripotens i humana
neonatala fibroblaster, men for att denna metod ska fungera krdvs onkogenen SV40 och
mojligheterna for kliniskanvandning av denna metod ar darfor begransade (Yu et al., 2009).
Genom att anvéanda icke-bakteriellt DNA i forma av minicirclevektorer kan man fa en
effektivare induktion av pluripotens an vad man far med plasmider och episomala vektorer.
Minicirclevektorerna ger ett mer langvarigt uttryck av transgenerna i iPS-cellerna och man
slipper anvanda SV40. Effektivitetens for denna metod ar dock fortfarande mycket lagre an
effektiviteten vid anvandning av lenti- eller retrovirus (Jia et al., 2010).

Istallet for att fokusera pa att hitta metoder utan virala vektorer har man, genom anvandning
av Cre/LoxP (Kaji et al.,2009) och PiggyBac transposoner (Yu et al.,2009), satsat pa att ta
bort de integrerade transgenerna efter det att omprogrammeringen skett sa att ateraktivering
av dessa forhindras (Kaji et al.,2009). Man har ocksa inducerat pluripotens genom att
stimulera celler med transgeners proteiner utan integration av generna. Aven for denna metod
ar effektiviteten an sa lange valdigt 1ag (Huangfu etal.,2008). Anvéandning av mikroRNA &r
den metod som hittills har visat storst effektivitet vid induktion av pluripotens. Det ar ocksa
den enda metoden som har givit en hogre effektivitet &n induktion med lentivirus/retrovirus.
Denna metod ger ingen integration av transgener, men ger integration av miR302/367-
lentivirusvektorn, vilket kan ha effekter pa de omprogrammerade cellernas genom.
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Metformin &r ett lakemedel som anvands mot diabetes och som nu ocksa har visat sig ha
effekt mot tumorbildning vid injektion av iPS-celler (Vazquez-Martin et al.,, 2012).
Anvandning av apoptosgener som inducerar apoptos &r en annan metod som undersokts.
Tanken &r att dessa gener ska kunna aktiveras i iPS-celler som inte differentierat eller i
transformerade onkogena iPS-celler. Vid studien gav dessa apoptosgener en Kraftigt
minskning av och hos nagra moss total avsaknad av teratom (Zhong et al gjorde 2011). |
framtiden maste man undersdka vilka toxiska effekter anvandandet av dessa gener har pa
kroppens normala vavnader. Man har ocksa kunnat se en effektiv minskning av teratom, bade
I forekomst och storlek, genom att 6ka dosen av suppressorgenerna Ink4a/ARF och p53 hos
moss. Celler med en extra upplaga av dessa gener svarar dven battre pa kemoterapibehandling
(Menendez et al., 2011).

Metoderna som tagits upp i den hdr uppsatsen ar bara ett urval av de metoder som presenterats
under de senaste aren. Det faktum att det finns sd& manga olika satt att minska
teratombildningen tyder pa att det ar en komplex process som ger upphov till teratom vid
injektion av iPS-celler in vivo. | framtiden bor fokus for forskningen ligga pa att hitta en
metod eller en kombination av metoder som gor att iPS-celler kan anvéndas inom
regenerativmedicin utan att utgora en cancerrisk for patienten. Ett led i detta &r att studera och
lara oss mer om vad som &r den gemensamma faktorn hos de iPS-celler som
teratomomvandlas. Ar differentieringsgraden hos cellerna den storsta faktorn till
teratombildningen eller finns det andra gemensamma faktorer hos de iPS-celler som ger
upphov till teratom? Om sa ar fallet kan man kanske hitta metoder for att salla bort celler
med dessa faktorer, sa att de inte anvands kliniskt.

En fraga som forskarna inom omradet vill ha svar pa ar huruvida det & mojligt att skilja
pluripotens och teratombildande formagan at? Enligt Vazquez-Martin och hans medarbetare
(2012) tyder resultaten som de presenterar i sin artikel pa att detta ar mojligt genom enzymer,
sd som AMPK. Jag tycker att de har dragit lite for stora slutsatser baserat pa de resultat som
de har presenterat. Vid deras studie bedémde de att cellerna var pluripotenta da de tumorer
som bildades uppvisade vavnadsrepresentanter fran samtliga av de tre groddbladen (teratom).
Detta &r den metod som generellt anvands av forskare for att beddma om cellerna har kvar/har
uppnatt pluripotens. Eftersom Vazquez-Martin et al (2012) anvander teratomomvandlade
celler som ett matt pa pluripotens anser jag inte att deras resultat stodjer teorin om att AMPK
och andra enzymer kan skilja dessa egenskaper at. De har visserligen dven kontrollerat att de
celler som injicerats har uttryckt de specifika proteiner som ar kopplade till pluripotens, men
detta gors ju innan Metforminet har sin verkan. Dessutom &r uttrycket av proteinerna inte en
garanti for att cellerna har uppnatt total pluripotens, utan mer en indikation pa att de kan vara
det. | artikeln anger de sjdlva ocksa att en sankning av proliferationshastigheten vid
behandling av Metformin &r den troligaste orsaken till minskningen i teratomformationen. Det
skulle alltsa kunna vara sa att antalet iPS-celler som teratomomvandlas vid behandling med
Metformin motsvarar antalet celler som teratomomvandlas i kontrollerna, fast att teratomen
blir mindre vid behandling med Metformin till foljd av att cellerna férokar sig langsammare.
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En annan fraga som jag har funderat Gver ar hur manga av de celler som injiceras som bildar
teratom? Om nagra celler inte bildar teratom vad hander da med dessa celler? Differentierar
de? Hur stor ar skillnaden mellan teratom och det vi faktiskt vill uppna (differentierad
vavnad)? Kanske maste vi bara bli battre pa att fa iPS-celler att differentiera till den vavnad vi
onskar for att l6sa problemet med teratombildningen. Manga av dessa fragor kan vara svara
att besvara idag och vi maste utveckla nya tekniker for att kunna studera detta. Mer forskning
behdvs ocksa for att se vilka foljder det epigenetiska minnet och mutationer forvarvade under
somatiska cellstadier far for iPS-celler.

Forutom teratomformationen ar aven den extremt laga effektiviteten for manga av metoderna
som anvands for generering av iPS-celler ett problem. Varfor sker omprogrammeringen
enbart i en liten andel av cellerna? Beror det pa att integrationen av generna ar slumpméssig
och alltsd bara lyckas i nagra fa celler eller finns det dven en predisponeradefaktor for
omprogrammeringen?

Jag tror att vi inom en snar framtid kommer att ha svar pa flera av dessa fragor. | alla fall om
forskningen fortsatter i samma takt som den har gjort sedan 2006, da Yamanaka och hans
medarbetare forst presenterade deras artikel om inducerad pluripotens. Férhoppningsvis blir
dessa svar till nya behandlingsformer for patienter med degenerativa sjukdomar samt nya
metoder for farmakologiska- och toxikologiska tester.

SLUTSATS

Idag har man hittat flera olika metoder som minskar forekomsten och storleken pa teratom vid
transplantation av iPS-celler in vivo. Ingen av dessa metoder ger en fullstdndig inhibition av
teratomformationen och mer forskning behovs for att sékerstélla en séker klinisk anvéandning
av iPS-celler.
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