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Snabb och effektiv

framstallning av manskliga
astrocyter underlattar
forskning om svara
neurologiska sjukdomar

Forskare vid Lunds universitet har utvecklat en ny battre metod for att odla
fram manskliga astrocyter fran embryonala stamceller. Den nya metoden ar bade
enklare och avsevart snabbare an tidigare tillvdgagangssatt och kommer att
underlatta forskning pa astrocyters roll i neurologiska sjukdomar. Studien, som
genomférdes pa Stamcellscentrum inom det strategiska forskningsomradet
StemTherapy, beskrivs i denna artikel av forskargruppledaren
Henrik Ahlenius vid Lunds universitet.

Astrocyter dr den vanligast forckommande typen
av gliaceller 1 det centrala nervsystemet hos diggdjur.
Linge trodde man att dessa celler enbart hade en stodje-
funktion i hjirnan som support for nerveeller. Under de
senaste drtionden har det dock framkommit att dessa cel-
ler har flertalet viktiga funktioner, dr nédvindiga for
hjirnans normala funktion och ir involverade i minga
om inte alla neurologiska sjukdomar.' Bland annat till-
handahaller astrocyter niring till nerveeller, de tar upp
overflodiga signalsubstanser {or att begrinsa neurotoxi-
citet, de kommunicerar via kanalférbindelser, koordine-
rar nervcellsaktivitet, skickar kalciumsignaler genom att
reglera sina nivder av intracellulirt kalcium samt stodjer
bildningen av synapser. Astrocyter kan idven kontrollera
vattenbalans, via vattenkanaler, och blodfléde vid sina
kontakter med blodkiirl vilket idr en del av blod-hjirn-
barridren. Astrocyter bidrar dven till immunf6rsvaret i
hjirnan; de kan till exempel svara pa skador och inflam-

mation 1 hjirnan genom att frisitta signaleringsmoleky-
ler, sa kallade cytokiner.

Forskning p4 astrocyter har till stor del begrinsats till
musmodeller eftersom det dr svdrt att {4 tillgidng till
minsklig hjirnvivnad och att det dr mycket komplicerat
att odla fram dessa celler frin minniska. Studier har vi-
sat att det idr stora och fundamentala skillnader mellan
miinskliga och musastrocyter. Bland annat dr miinskliga
astrocyter mycket storre, morfologiskt mer komplexa och
kontaktar avsevirt mycket fler synapser 4n astrocyter i
mdoss. Det idr dirfor mycket viktigt att utveckla nya me-
toder for att framstilla minskliga astrocyter.

Pluripotenta celler sisom embryonala stamceller (ES-
celler), utvunna frin det tidiga fostret, och inducerat plu-
ripotenta stamceller (iPS-celler), skapade frin somatiska
celler som till exempel hudceller, har f6rmigan att mog-
na ut till alla olika typer av celler i kroppen.”* Sedan
dessa ES-/iPS-celler isolerades och framstiilldes for forsta




"Astrocyter bidrar aven till immunforsvaret 1
hydrnan; de kan till exempel svara pd skador
och inflammation 1 hjdrnan genom att frisdtta
signaleringsmolekyler, sd kallade cytokiner.”
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Grundforskning
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Figur 1: Schematisk bild (6vre) som visar metoden. Stamceller infekteras med virus som bar pa transkriptionsfaktorerna Sox9 och Nfib,
celler som uttrycker faktorerna selekteras och odlas i medium som mojliggér bildandet av astrocyter som sedan analyseras vid olika
tidpunkter. Graf (nedre, vanster) som visar att 6ver 90 procent av cellerna uttrycker det astrocytspecifika proteinet Vimentin efter 7,

14 och 21 dagar. Graf (nedre, mitten) som visar att metoden ar mycket effektiv och genererar 2-7 ganger sa manga astrocyter (GFAP-,
S100B- och Vimentin-positiva celler) som startmangden stamceller. Bild (nedre, héger) visar exempel pé inducerade astrocyter fargade
for astrocytmarkdren GLAST och Phalloidin for att tydliggéra morfologin. Bilder fran Isaac Canals, Nature Methods.

gingen har flera metoder utvecklats for att odla fram olika
typer av celler, bland annat astrocyter. De traditionella me-
toderna ir dock oftast komplicerade och mycket tidskrivan-
de. Det kan ta flera médnader att {8 fram funktionella astro-
cyter frin minskliga ES-/iPS-celler.

TRANSKRIPTIONSFAKTORER INDUCERAR DIFFERENTIERING
AV STAMCELLER TILL ASTROCYTER
I min forskargrupp ér vi intresserade av hur dldrande och
neurodegenerativa sjukdomar pdverkar hjidrnan och dess cel-
ler. For att forstd dessa processer anvinder vi oss av Crispr/
Cas9, den populirt si kallade gensaxen, for att introducera
sjukdomsframkallande mutationer i minskliga ES-celler
som vi sedan differentierar till nerveeller och pa si sitt skapa
modeller av dessa sjukdomar. I ett sddant projekt vi jobbar
med blev det uppenbart att det inte var tillrickligt att stu-
dera enbart nerveeller utan dven viktigt att studera astrocyter
och deras interaktion med andra celler.

Eftersom de existerande protokollen for att framstilla ast-
rocyter fran stamceller dr komplicerade och extremt tidskri-
vande bestimde vi oss for att utveckla en ny béttre metod.!
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Isaac Canals, post-doc 1 mitt laboratorium, ir forsteforfattare
av studien och den som tillsammans med andra forskare vid
Lunds universitet drivit projektet.

Vi baserade vira forsok pd tidigare resultat dir éverut-
tryck av gener och transkriptionsfaktorer som ir involverade
1 bildningen av nerveeller har visats kunna omprogrammera
bdde hudceller och stamceller till nerveeller.

Vi identifierade forst ett antal transkriptionsfaktorer
(NFTA, NFIB och Sox9) som ir viktiga, under embryonal
utveckling, for bildandet av astrocyter och dven visats kunna
omprogrammera hudceller frin méss till astrocyter.” Sedan
anvinde vi oss av virus for att 6veruttrycka dessa faktorer 1
humana embryonala stamceller. Vi testade olika kombina-
tioner av NFIA, NFIB samt Sox9 och kom fram till att
NFIB eller NFIB tillsammans med Sox9 pi ett mycket ef-
fektivt och snabbt sitt inducerade stamcellerna att bilda ast-
rocyter [figur 1]. Man kan siiga att dessa transkriptionsfak-
torer driver pd och paskyndar utvecklingen av astrocyter
samtidigt som vi 1 cellodlingsmediet tillsitter faktorer som
hjdlper till utvecklingen. Detta gor att stamcellerna inte har
ndgot annat val in att snabbt bilda astrocyter.




Figur 2
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Figur 2: Figuren visar exempel pa funktionalitet hos inducerade astrocyter. Grafen (vénster) visar attinducerade astrocyter (B och SB)
tar upp glutamat lika effektivt som normala astrocyter. Fas-kontrast- och fluoroscensbilder (héger) visar att inducerade astrocyter har
férmagan att bilda kanalférbindelser och pa sa satt kunna sprida biocytin (fargat i gront) fran celltill cell. P=pipett dér biocytin injice-
rats. Pilarna visar den injicerade cellen. Cellkérnor &r infargade bléaa med Hoechst. Bilder fran Isaac Canals, Nature Methods.

Figur3

Figur 3: Immunofluoroscensbilder som visar 1) att iAs inmarkta med GFP (gréna) 6verlever i mushjérnor efter transplantation. 2) Att trans-
planterade astrocyter (grona) kontaktar CD31inmaérkta (violetta) blodkarl och uttrycker vattenkanalen AQP4 (gult) pa karaktaristiskt satt.
3) Att astrocyter tillverkade fran normala stamceller (WT) uttrycker de astrocytspecifika proteinerna GFAP (gréont) och S100B (violett)
medan 4) stamceller som bar pa mutationen fér Alexanders sjukdom (AxD) ger upphov till astrocyter déar GFAP aggregerar. Cellkarnor

arinfargade blaa. Bilder fran Isaac Canals, Nature Methods.

"Att det dr mojligt att framstalla
astrocyter pd sd kort tid som ett
par veckor dr en fantastisk forbdtt-
ring av de existerande metoderna
som kriver flera mdnader for

att producera liknande celler.”

Redan efter en till tvd veckor hade stamcellerna drama-
tiskt dndrat sin morfologi till stjirnformade celler med
komplexa utskott som mycket vil efterliknar morfologin hos
miinskliga astrocyter. Vi kallar dessa celler inducerade astro-
cyter eller forkortat 1As. Att det dr mojligt att framstilla ast-
rocyter pad sd kort tid som ett par veckor dr en fantastisk for-
bittring av de existerande metoderna som kriver flera ma-
nader for att producera liknande celler.

INDUCERADE ASTROCYTER HAR EN LIKNANDE FENOTYP
SOM HOS MANSKLIGA ASTROCYTER

For att siikerstilla att 1As inte bara ser ut som, utan verkligen
ir astrocyter si undersokte vi med firgningar vilka proteiner
de uttrycker. Vi kunde visa att éver 90 procent av cellerna
uttryckte kinda astrocytmarkérer sisom GFAP, S100b och
Vimentin redan efter en vecka. De uttryckte dven andra vik-
tiga astrocytmarkérer som GLAST och Aldhlll. En annan
viktig egenskap hos mogna miinskliga astrocyter ir att de
slutar att dela sig vilket skiljer dem fran stamceller och omog-
na astrocyter som kontinuerligt delar sig. De astrocyter vi
framstiller slutar att dela sig efter 2—3 veckor, ett tecken pa
att de snabbt mognar.

Vi kunde dessutom visa att vir metod dr mycket effektiv. Vi
beriknar att tvd till sju gdnger sd minga astrocyter som start-
mingden stamceller kan bildas med var metod. Detta innebir
att stora mingder astrocyter kan produceras pé kort tid.

For att se hur vil iAs 6verensstimmer med astrocyter i
den minskliga hjirnan, jimforde vi genuttrycket i individu-
ella celler med hyilp av kvantitativ singel cell-PCR. Resulta-
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Grundforskning

Forskargruppledare Henrik Ahlenius (vanster) och post-doc Isaac Canals (héger) som tillsammans med andra forskare vid Lunds uni-
versitet ligger bakom studien. Bild fran Claire McKay.

ten fran dessa forsok visade att iAs dr en homogen population
av astrocyter och har ett genuttryck som mycket vil liknar
det hos astrocyter framodlade frin kirurgiskt avligsnad
hjirnvivnad fran patienter.

HAR SAMMA FUNKTIONER SOM MANSKLIGA ASTROCYTER
Som nimnts tidigare har astrocyter mdnga och viktiga funk-
tioner i den minskliga hjirnan. Om de celler vi framstéller
skall ha nigon nytta f6r forskning och eventuella framtida
behandlingar méste de vara funktionella. Vi testade dirfor
om de astrocyter vi framstéller med var metod uppvisar dessa
funktioner samt jimférde dem med normala astrocyter. Re-
sultaten visade att 1As kan utfora alla testade funktioner pd
liknande siitt som astrocyter frin den minskliga hjirnan. De
kan bland annat dteruppta glutamat, bilda kanalférbindelser,
skicka kalciumsignaler, svara pd inflammationsstimuli ge-
nom att utséndra cytokiner och stodja bildningen av synapser
mellan nerveeller [figur 2]. Detta dr dnnu ett bevis for att de
celler vi framstiller verkligen ir astrocyter och ett mycket
viktigt framsteg eftersom vi nu pd ett bittre och enklare sitt
kan studera dessa processer.

KAN ANVANDAS FOR TRANSPLANTATION

Det mest betydande anvindningsomridet f6r stamcellsderi-
verade astrocyter ir for forskning pa deras normala funktion
och for att studera sjukdomar. De skulle dock teoretisk dven
kunna anvindas for transplantation till hjarnan vid sjukdo-
mar dir astrocyter dor eller skadas. Vi testade dirfor om de
astrocyter som vi framstiller har majlighet att 6verleva och
integrera i hjirnan pd méoss efter transplantation.
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Vi injicerade iAs 1 hjirnan pd bide nyfédda och vuxna
immundefekta méss och analyserade hjirnorna efter en till
tre mdnader. Dessa forsok visade att iAs 6verlevde bide 1
hjdrnan hos nyfédda och vuxna djur, att de fortsatt hade ast-
rocytlik morfologi och uttryckte astrocytspecifika proteiner.
Vi visade dven att de integrerat 1 hjirnvivnaden eftersom de
dven efter transplantation hade funktionella kanalférbindel-
ser med bdde transplanterade och endogena celler i mushyir-
norna. De transplanterade cellerna visade dven tecken p att
ta del i blod-hjdrnbarriiren eftersom de ofta hade utskott som
kontaktade blodkirl. I dessa kontakter uttryckte de ocksd
vattenkanaler pd ett for astrocyter korrekt sitt. Att 1As kan
overleva och integrera i hjirnan pd méss stédjer ytterligare
vér slutsats att de ir likvirdiga normala minskliga astrocyter
och att de 1 framtiden potentiellt skulle kunna anvindas te-
rapeutiskt [figur 3].

GER NY KUNSKAP OM NEUROLOGISKA SJUKDOMAR
Eftersom vi ir intresserade av att skapa modeller av neurolo-
giska sjukdomar var det viktigt for oss att bevisa att de astro-
cyter vi skapar verkligen kan efterlikna symtom hos patienter.
Vi valde dirfor att studera Alexanders sjukdom, en demyeli-
nerande sjukdom som uppstdr pd grund av mutationer i en
gen som specifikt uttrycks i och orsakar problem 1 astrocyter.
Aven om astrocyter sannolikt ir involverade pa ett eller annat
sitt 1 alla neurologiska sjukdomar, sd ir Alexanders sjukdom
en av de f3 dir det idr klart att problemet ligger i astrocyterna.
Vi anvinde oss av CRISPR/Cas9 for att introducera en
sjukdomsframkallande mutation i den astrocytspecifika ge-
nen GFAP 1 minskliga embryonala stamceller. Sedan an-



vinde vi oss av vir metod for att tillverka astrocyter fran
normala och muterade stamceller. Nir vi sedan jimforde
dessa sdg vi att det bildades proteinaggregat innehédllande
GFAP i de muterade cellerna men inte 1 de normala astrocy-
terna. Aggregering av GFAP ir ett av de mest tydliga tecken
pd Alexanders sjukdom 1 patienter och detta kunde alltsd
terspeglas med var metod. Vi kunde dven visa att uttrycket
av vissa gener och kalciumsignalering var annorlunda i mu-
terade jimfért med normala astrocyter, nigot som har fore-
slagits vara forindrat i patienter med Alexanders sjukdom.

Dessa forsok visar att vir metod kan anvindas for att ge-
nerera betydande ny kunskap om sjukdomsmekanismer, ska-
pa modeller av och utreda astrocyters roll i neurologiska sjuk-
domar.

SAMMANFATTNING
Sammanfattningsvis har vi utvecklat en éverligsen metod
for att snabbt och effektivt generera minskliga astrocyter
fran embryonala stamceller. Dessa inducerade astrocyter ir
mogna, fullt funktionella och efterliknar mycket vil astrocy-
terna i den minskliga hjirnan. De kan anvindas for trans-
plantation och f6r att skapa cellbaserade modeller av sjukdo-
mar 1 hjirnan. Vir metod kommer att bli mycket viktig for
forskningen pd astrocyters normala funktion och deras roll i
neurologiska sjukdomar.

Studien har redan haft stor internationell genomslags-
kraft, mdnga laboratorier runt om i virlden bérjar nu an-

vinda vir metod och detta har lett till flertalet spinnande
samarbeten. I min grupp kommer vi nu att anvinda vir me-
tod for att studera astrocyters roll i svira neurologiska sjuk-
domar sdsom ldersrelaterade demenssjukdomar och demy-
elinerande sjukdomar.

HENRIK AHLENIUS

PhD, docent, Lunds Stamcellscentrum,
Lunds universitet
henrik.ahlenius@med.lu.se
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