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Sammandrag

MikroRNA (miRNA) ar sma icke-kodande transkript som reglerar mMRNA pa
posttranskriptionell niva. De ar vanligtvis negativa regulatorer av genuttrycket. En genklunga,
miR-302/367, har visat sig uttrycka atta olika miRNA speciellt i humana embryonala
stamceller (hESC) och i inducerande pluripotenta stamceller (iPSC). hESC har formagan att
sjalvfornyas samt att genomga ett obegransat antal celldelningar och differentieras till de tre
groddbladen. Daremot sa ar iPSC somatiska celler som har omprogrammerats till stamceller
genom en process som kallas dedifferentiering. Transkriptionsfaktorerna Oct3/4, Sox2, Nanog
och Rex1 ar regulatorer av miR-302/367 promotorn och &ar nddvandiga for bibehallandet av
pluripotensen under embryogenesen. miR-302 okar nivaerna av transforming growth factor
beta (TGF-p) signaleringen genom att inhibera uttrycket av Leftyl och Lefty2 som fungerar
som inhibitorer av denna signalering. Detta i sin tur gynnar bildningen av mesoendodermet i
hESC. Dessutom sa reglerar miR-302 positivt bone morphogenetic protein (BMP)
signaleringen vilket resulterar i cellernas formaga att bibehalla pluripotensen samt att inhibera
neurala induceringen. miR-302 reglerar ocksa cellcykeln och apoptosen. Det &r en negativ
regulator av cellcykels G1 fas och gynnar 6vergangen till S fasen och genom att forhindra
transkriptionen av BNIP3L/Nix kan miR-302 negativt reglera apoptosen.
Omprogrammeringen av somatiska celler till iPSCs kréver globala epigenetiska forandringar,
sasom DNA-metylering och histonmetylering. Genom dessa férandringar gynnas aktiveringen
av olika transkriptionsfaktorer som Oct3/4, Sox2 och Nanog. De stimulerar uttrycket av miR-
302 och gynnar bibehallandet av pluripotensen samt ar essentiella faktorer for
omprogrammeringen av somatiska celler till iPSC. Den har uppsatsen fokuserar pa vilken roll
miR-302 har i hESC och i iPSC, samt hur det paverkar deras pluripotens och
omprogrammering.

Inledning

Den méanskliga kroppen bestar av tusentals olika celler som utgor funktionella och strukturella
enheter med varierande uppgifter. James Thompson och kollegor lyckades 1998 for forsta
gangen isolera humana embryonala stamceller (hESC) fran den inre cellmassan (ICM) av den
humana blastocysten. Deras forskning var ett stort steg for regenerativ medicin och
lakemedelsscreening eftersom embryonala stamceller (ESC) utgor ett lovande verktyg som
obegransad kalla for bade klinisk och bioteknologisk forskning (Suh et al. 2004, Wade et al.
2015). Humana embryonala stamceller har tva egenskaper som skiljer dem &t fran andra
celler; de ar pluripotenta och de kan sjalvférnyas. Dessa karaktérsdrag gor de mojligt for
humana embryonala stamceller att odlas i odifferentierat tillstand och ge upphov till alla
differentierade celler och vavnader av de tre groddbladen (Ren et al. 2009).

Ytterligare en celltyp med manga likheter med embryonala stamceller, som anses som en
obegrénsad cellkalla for regenerativ medicin, kallas for inducerade pluripotenta celler (iPSC)
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(Hu et al. 2013). Inducerade pluripotenta celler induceras fran somatiska celler genom ett
patvingat dveruttryck av vissa transkriptionsfaktorer (TF) (Wilson et al. 2009). Dessa
transkriptionsfaktorer har en essentiell roll i etableringen samt underhallandet av det
pluripotenta stadiet samt regleringen av uttrycket av vissa gener (Suh et al. 2004).

MikroRNA (miRNA) &r sma, 19-25 nukleotider langa, icke-kodande transkript som reglerar
MRNA pa posttranskriptionell niva (Ren et al. 2009). miRNA ar produkter av RNA
polymeras II och binder genom basparning till 3 icke translaterade regionen (3’UTR) av
mRNA:t och inhiberar pa det sattet genuttrycket (Wade et al. 2015). miRNA sekvenser ar
konserverade mellan arter och 90 % av det nuvarande sekvenserade humana miRNA:t ar
identiska med moss (Lakshmipathy et al. 2007). Pa grund av deras formaga att reglera flera
gener samtidigt anses miRNA som bésta kandidater for att reglera fornyelsen och
differentieringen av humana embryonala stamceller och omprogrammeringen av somatiska
celler (Wade et al. 2015). De senaste studierna har visat att bland dessa miRNA ar det miR-
302 som uttrycks i hoga nivaer i humana embryonala celler, och 6veruttrycket av miR-302
klungan kan reglera dessa processer (Suh et al. 2004). Bland processerna som miR-302
reglerar i humana embryonala stamceller ar cellcykel- och apoptosvagar samt olika
kromatinmodifierare som paverkar signaleringsvagar vilka ar nédvandiga for normal
utveckling av groddbladen (Wade et al. 2015).

Rollen som miR-302 har i regleringen av pluripotensen och differentieringen under celluléra
programmeringen har upptackts nyligen. Darfor tycker jag att det &r viktigt att presentera och
forsta de mekanismer genom vilka miR-302 paverkar stamceller och deras formagor. Syftet
med den har uppsatsen ar att undersoka i detalj hur miR-302 reglerar humana embryonala
stamcellers differentiering samt hur miR-302 paverkar inducerade pluripotenta celler.
Embryonala stamceller ar valdigt viktiga for behandlingen av olika sjukdomar som bland
annat Parkinsons, diabetes och ryggmargsskador men alla mekanismer genom vilka miR-302
reglerar fornyelsen samt pluripotensen av dessa celler ar inte helt klargjorda.

Stamceller

Ernest McCulloch och James Till publicerade 1961 deras studie om benmargsceller som
utgjorde grunden till forskning kring humana stamceller. Stamceller &r odifferentierade celler
som kan genomga flera celldelningar samt differentiera till olika celltyper. Totipotenta celler
som kommer fran sammansmaltningen av agg- och spermieceller ger upphov till pluripotenta
celler. Pluripotenta celler i sin tur kan bibehalla sin identitet genom sjalvfornyelse och
differentiera till alla andra celltyper (Greer Card et al. 2008). Tva typer av pluripotenta celler
interagerar med miRNA, embryonala stamceller och inducerade pluripotenta celler. Den inre
cellmassan ger upphov till embryonala stamceller under déaggdjurets blastocyst embryonala
stadie medan somatiska celler gynnar bildning av inducerade stamceller (Greer Card et al.
2008, Hu et al. 2013).

Transkriptionsfaktorer som uttrycks under den embryonala utvecklingen har en avgérande roll
i regleringsprocesser for cellens sjalvfornyelse samt differentieringen (Hu et al. 2013). Den
forsta faktorn, Oct4, uttrycks i blastocysten och undertrycker differentieringen i inre
cellmassan. Den andra faktorn, Sox2, binder till Oct4 och tillsammans aktiverar de gener som
behovs for tidig utveckling. Den sista faktorn, Nanog, forhindrar cellerna att differentieras till
viscerala och parietala endodermets celltyper (Greer Card et al. 2008). Dessa faktorer har stor
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betydelse for att stamcellerna ska kunna uppratthalla sin pluripotens under tidiga stadier av
utvecklingen och inte utvecklas for tidigt till andra celltyper (Lee et al. 2013).

Humana embryonala stamceller

Under utveckling av embryot, och mer specifikt under blastocyststadiet, produceras
embryonala stamceller av embryots inre cellmassa (Hu et al. 2013). Den forsta isoleringen av
embryonala stamceller skedde 1981 och deras ursprung var fran mus (mESC) (Evans &
Kaufman 1981). Thompson et al. (1998) lyckades for forsta gangen isolera humana
embryonala stamceller fran den humana blastocysten. Deras forskning var ett stort framsteg
inom utvecklingsbiologin, lakemedelsforskningen och transplantationsmedicin (Thomson et
al. 1998).

ESC har tva unika egenskaper som skiljer dem at andra celltyper. Forst kan de behalla sin
identitet i en vavnadskultur utan att differentieras, det vill sdga de kan sjalvférnyas. Den andra
egenskapen &r att de kan genomga ett obegransat antal celldelningar och differentieras till de
tre groddbladen: ektoderm, endoderm och mesoderm (Becker et al. 2006). ESC:nas tva
egenskaper, fornyelse och pluripotens, bibehalls genom ett regulatoriskt komplex som
inkluderar epigenetiska mekanismer, exempelvis modifiering av kromatin,
transkriptionsfaktorer och miRNA (Wade et al. 2015).

Inducerade pluripotenta celler

Vuxna stamceller kan inte differentieras till alla celltyper, da de har begransad potens jamfort
med ESC, och kallas darfor multipotenta celler. Daremot lyckades Takahashi och Yamanaka
(2006) att omprogrammera somatiska celler fran moss till ett pluripotent stadium som de
kallade for inducerade pluripotenta celler. Denna omprogrammering ar moéjlig genom
overforing av karninnehallet till oocyter eller genom fusion med embryonala stamceller. De
demonstrerade att virala trasduktionen (genom anvandning av retrovirala eller lentivirala
vektorer) av fyra transkriptionsfaktorer (OSKM eller Yamanaka faktorer) inducerar denna
process: Oct4, Sox2, KIf4 och c-Myc (Takahashi & Yamanaka 2006, Lee et al. 2013).

Mikro-RNA

Upptackt och terminologi

miRNA é&r korta, endogena, icke-kodande (nc)RNA molekyler som bestar av 19-25
nukleotider och reglerar post-transkriptionellt genuttryck samt & RNA-tystande (Ren et al.
2009). Victor Ambros och hans kollegor, Rosalind Lee och Rhonda Feinbaum, upptéckte det
forsta miRNA:t i Caenorhabditis elegans 1993. De observerade att genen Lin-4 som
kontrollerar tidpunkten for larvutvecklingen hos C. elegans inte kodar for nagot protein men
daremot producerar ett par korta RNA, ett RNA pa 22 nukleotider och ett langre RNA pa 61
nukleotider (Lee et al. 1993). Det kortare RNA:t har sekvenser som &r partiellt
komplementéra till 3°UTR av mRNA:t som kodar for Lin-14 genen. P& grund av denna
komplementaritet sa kan produkten av Lin-4 binda till 3>UTR av Lin-14 vilket leder till
negativ reglering av genen Lin-14 och darmed en minskning i nivaerna av Lin-14 proteinet.
Detta startar 6vergangen fran forsta larvstadiet till det andra larvstadiet (Lee et al. 1993,
Wightman et al. 1993).

Trots att det forsta miRNA:t upptacktes 1993 tog det ytterligare sju ar for det andra miRNA:t
att upptackas. Genen Let-7 kodar for en reglerande RNA molekyl 22 nukleotider langt, Let-7
RNA, och gynnar 6vergangen fran sent larvstadium till vuxna celler (Reinhart et al. 2000).



Dessutom identifierades Let-7 genens homologer i manniskans och flugans genom, och Let-7
RNA upptéacktes hos manniskan och Drosophila melanogaster (Pasquinelli et al. 2000).

Sedan de forsta tva miRNA:en, Lin-4 och Let-7 upptacktes har mer an 17000 mogna miRNA
sekvenser identifierats i 6ver 140 organismer (Kozomara & Griffiths-Jones 2011). For att
katalogisera och namnge alla miRNA har ett register inrattas, miRNA Registry som 2002 blev
miRBase (Kozomara & Griffiths-Jones 2011). miRNA har tre olika stadier dar alla betecknas
pa olika sétt: det priméra transkriptet (pri-miRNA) vilket sedan bearbetas i cellkarnan for att
ge en eller flera harnalprekursor-sekvenser. Dessa sekvenser kallas for pre-miRNA och de
innehaller det mogna miRNA:t (Griffiths-Jones 2004).

Alla miRNA &r tilldelade numeriska identifierare som baseras pa likheter mellan de 19-25
nukleotiderna som miRNA:t bestar av (Griffiths-Jones 2004). Homologer fran olika
organismer brukar fa samma namn och ett prefix pa tre eller fyra bokstaver anvéands for att
utse arterna. Exempelvis hsa-miRNA-101 héanvisar till det mogna miRNA:t 101 som finns hos
Homo sapiens och mmu-miRNA-101 hanvisar till det mogna miRNA:t 101 hos mus
(Griffiths-Jones 2004). Om tva miRNA kommer ifran samma organism men fran olika loci sa
brukar ett numeriskt suffix anges som mir-6-1 och mir-6-2 fran D.melanogaster (Griffiths-
Jones et al. 2006). Sekvenser som skiljer sig at i en eller tva baser far samma namn med olika
alfabetiska suffix, exempelvis miR-181a och miR-181h. Tack vare kloningen sa har forskarna
lyckats identifiera vilken arm av prekursorn som ger upphov till higre nivaer av den uttryckta
miRNA:t i celler. miRNA:t med den mindre dominerande formen marks med en stjarna,
miRNA-101* (Griffiths-Jones et al. 2006). Slutligen finns ett annat satt att beteckna om ett
mMiRNA kommer frén den 3°- eller 5°-anden av prekursornsekvensen, till dess att man far
tillrackligt med information for att se vilken ar den dominanta formen, vilket &r genom
suffixen 5p och 3p, miR-142-5p och miR-142-3p (Griffiths-Jones 2004).

Biogenes

De flesta miRNA gener &r placerade antingen i intergena regioner eller i antisense orientering
till annoterade gener vilket innebér att miRNA generna kan bilda sjalvstandiga
transkriptionsenheter (Cai et al. 2004). Det finns emellertid miRNA gener belégna i
intronregioner som kan transkriberas som en del av de annoterade generna (Lee et al. 2004).
miRNA transkriberas i cellkdrnan av RNA

polymeras 11 (Pol 1) som en del av langa .,[.;_.:,.....»,x,m;..l, —
primara transkript, pri-miRNA (Cai et al. 2004).

Dessutom finns det miRNA som &r arrangerade S'cap l

i klungor i genomet och transkriberas som en
del av langa icke kodande RNA (IncRNA).
Transkribering av dessa RNA leder till en lang
pri-miRNA som sedan ger upphov till flera
funktionella miRNA (Rodriguez et al. 2004).

TN pri-miRNA

Pri-miRNA som &r en Figur 1. miRNAs transkribering av Pol 11 ger en lang

ranskriberinasor kt av RNA Pol Il har primdr transkipt (pri-miRNA) med en 5'cap och en 3'
transkriberingsprodukt a ° a poly-A-svans. (Modifierad bild, hamtad fran:

en 5’kdpa (eller engelskans 5’ cap) ochen s //en. wikipedia.org/wiki/MicroRN A#/media/File:
3’ poly-A-svans (Cai et al. 2004). Denna MiRNA-biogenesis.jpg)

RNA molekyl innehaller det mogna
miRNA:t och bildar stamsling-sturkturer (stem-loop structures) anslutna genom en kort



terminal slinga (Figur 1.). Dessa strukturer ar
resultatet av den ofullstandigt parade
dubbelstrangade stammen (Lee et al. 2004).

Stam-slingstrukturer kanns igen av ett nukleart

protein, Di George Syndrome critical region gene 8

(DGCRS8 eller Pasha) och enzymet Drosha som
tillsammans bildar ett mikro-processorkomplex
(Landthaler et al. 2004). DGCRS8 kanner igen pri-
miRNA:t och binder till basen av stamsling-
strukturen och styr placeringen av Drosha i
molekylen. Drosha tillhér enzymfamiljen RNas
I11 och klyver den dubbelstrangade stammen

elva baspar (bp) fran harnalens bas (Han et al.
2006). RNA molekylen som har bildats har tva

S'cap

[T TN

pri-miRNA

Drosha,
Pasha

pre-miRNA _TTI7 T )

Figur 2. Pasha ké&nner igen och binder till pri-
miRNA och Drosha klyver det sa att en miRNA
prekursor pa 70-100 bp uppkommer. (Modifierad
bild, hamtad fran:
https://en.wikipedia.org/wiki/MicroRNA#/media/Fil
e:MiRNA-biogenesis.jpg)

nukleotider som hénger éver vid 3’ och en hirnélsform som bestar av 70-100 bp. Denna
molekyl kallas for miRNA prekursor eller pre-miRNA (Figur 2.) (Landthaler et al. 2004, Han

et al. 2006).

Pre-miRNA kénns igen av ett nukledrt
transportprotein, exportin-5 (Exp5), som
exporterar pre-miRNA:t fran cellkarnan till
cytoplasman (Lee et al. 2004). | cytoplasman
binder RNas III enzymet Dicer till 3’-&nden av
pre-miRNA:t med sin PAZ domén och klyver
RNA molekylen (Zhang et al. 2004). Klyvningen
av Dicer resulterar i en dubbelstrangad RNA
molekyl, ~22 nukleotider lang med tva
nukleotider som 6verhidnger vid 3’-4nden (Zhang
et al. 2004). Den ena strangen ar det mogna
miRNA:t som binder till RNA-induced silencing
complex (RISC) och leder RISC till det
komplementdra mMRNA malet medan den andra
strangen degraderas (Figur 3.) (Cai et al. 2004).

miR-302

l Dicer

. .
1l (NN

pre-miRNA

miRNA/MIRNA*
duplex

-----------

mMiRNA

Figur 3. Dicer klyver pr-miRNA:t som resulterar i en
~22 nukleotider Iang dubbelstrangad RNA molekyl.
Den ena strdngen &r det mogna miRNA:t som binder
till RISC och den andra strangen degraderas.
(Modifierad bild, hamtad fran:
https://en.wikipedia.org/wiki/MicroRNA#/media/File
:MiRNA-biogenesis.jpg)

Suh et al. (2004) klonade sma, mellan 19 och 24 nukleotider, RNA molekyler fran humana
embryonala stamceller for att, med hjélp av cDNA bibliotek, identifiera vilka miRNA som
reglerar hESC. Ett av deras resultat pavisar att atta miRNA loci ar placerade i en 700 bp lang
region, genklunga, pd kromosom 4. Mer specifikt hittades miRNA-302/367 klungan i intronet
i 4925 regionen av den humana kromosom 4 som samtranskriberas av Pol 11 i ett
polycistroniskt satt (ger upphov till flera proteiner) (Barroso-delJesus et al. 2008). De sju
forsta miRNA som &r transkriptionsprodukter: miR-302b*, miR-302b, miR-302c*, miR-302c,
miR-302a*, miR-302a och miR-302d utgor familjen miR-302 medan den sista miR-367 utgor
en egen familj. Tva mer miRNA som tillhor familjen miR-302 har upptéckts, miR-302e och
miR-302f. Dessa miRNA &r dock placerade pa tva olika kromosomer, 11 och 18 respektive
och tillhdr ddrmed inte miR-302/367 klungan, och reglerar andra gener (Morin et al. 2008).



Sekvensering av dessa miRNA har visat att fyra av dem (miR-302b, miR-302c, miR-302a och
miR-302d) dr homologa med varandra i stor grad. Deras sekvenser liknar varandra i 5’
regionen, 5’-UAAGUGCUUCCAUGUUUNNGUNN-3", vilket 6verensstimmer med
hypotesen att igenkdnnande av miRNA maélet sker primért genom 5’ sekvenserna eftersom
miRNA dr komplementira till malets 3> UTR (Lai 2002).

Dessutom observerade Suh et al. (2004) att uttrycket av pri-miRNA minskar nar hESC
utvecklas till embryoida kroppar. Pa grund av detta resultat kunde de dra slutsatsen att klung-
miRNA uttrycks i hESC och nedregleras under differentieringen. Slutligen klassificerade de
produkterna av miR-302/367 klungan som en grupp av miRNA vilka uttrycks bade i
embryonala stamceller och i embryonala carcinomceller, elakartade tumdrer som kommer
fran epitelceller.

Barroso-delJesus et al. (2011) utforde ett experiment som bekraftade att alla miRNA fran
miRNA-302/367 genklungan uttrycks i hdg grad i humana embryonala stamceller, samt i
humana embryonala carcinomceller medan de &r franvarande fran humana vuxna stamceller
och vuxna vavnader. Ytterligare observerade de att all miRNA fran miRNA-302/367 klungan
uttrycks i samma grad oavsett genomets stabilitet eller celluldra genetiska bakgrund.

Transkription av miR-302

Den kodande genen av humana miR-302/367 &r beldgen i den intergena regionen av
kromosom 4. Genen innehaller tre exoner och tva introner med alternativ splicing som kan
eller inte kan innehalla exon 2. miR-302/367 klungan ar placerad i forsta intronet av genen
(Barroso-delJesus et al. 2011). Transkribering av genen ger ett primart transkript 1974
nukleotider langt RNA. Pri-miRNA har 5’-anden beldgen 153 nukleotider uppstroms fran den
forsta kodande miRNA molekylen, miR-302b*, och 3’-dndan beldgen cirka tolv nukleotider
nedstroms fran polyadelyneringssignalen (Barroso-delJesus et al. 2011).
Transkriptionsfaktorerna Oct3/4, Sox2, Nanog och Rex1 &r uppstromsregulatorer av miR-
302/367 promotorn. Det vill saga att dessa faktorer sétter i gang transkriptionen av miR-302
mot 5’-dnden av RNA molekylen (Jesus et al. 2009).

miR-302 i hESCs

miR-302 i cellulara signaleringen

Bildningen av de tre groddbladen under den tidiga embryoutvecklingen &r en essentiell
process for en organism. Transforming growth factor beta (TGF-p) superfamiljen spelar stor
roll i cellens utveckling, differentiering samt apoptos (Onichtchouk et al. 1999). |
déggdjursvéavnader uttrycks tre isoformer av TGF-p (TGF-B1, TGF-f2 och TGF-B3) som
fungerar genom samma receptorsignaleringsvagar. TGF-B-signaleringen vidarebefordras av
tre cellytproteiner, TGF- receptor I (TBRI), IT (TPRII) och IIT (TPRIII) (Cheifetz et al. 1987,
Kang et al. 2012). De forsta tva receptorerna ar transmembrana serin- och treoninkinaser och
formedlar signaltransduktionen. Forst binder liganden till TBRII som i sin tur fosforylerar
TBRI och bildar ett TGF-p-receptorkomplex dar protein SMAD Anchor for Receptor
Activation (SARA) rekryterar SMAD (Kang et al. 2012). SMAD ér intracelluldra proteiner
vilka omvandlar extracellulara signaler fran TGF-B ligander till cellkdrnan som i sin tur
paverkar gentranskriptionen.



Reglering av mesendodermala utvecklingen i hESCs

For att mesendodermet ska utvecklas ar regleringen av signaleringsnatverket och kontrollen
av mekanismerna pa transkriptions-, posttranskriptions- och posttranslationsniva nédvéandiga
(Martello et al. 2007). miRNA har en avgérande roll for regleringen pa
posttranskriptionsnivan. miRNA familjen, miR-302, uttrycks speciellt i humana embryonala
stamceller under tidiga stadier av embryogenesen. Rosa et al. (2009) pavisade att miR-302
uttrycks under gastrula och att de inte ingdr i extraembryoniska strukturer. Deras reducering
under differentieringen papekar deras roll i bevarandet av pluripotens samt regleringen av
embryonala stamcellers forsta linje beslut.

Proteinet Nodal tillhdr familjen TGF-f och har en avgdrande roll for inducering av
mesodermet och endodermet (mesendoderm) samt for dorsoventrala, anter- och posteriorala
monstringen under embryots utveckling (Whitman 2001). Ytterligare ett protein som ar en
avvikande medlem av samma familj, och har en stor paverkan pa embryonala celler, kallas for
Lefty och fungerar som antagonist till Nodals signalvég. Uttrycket av Lefty foljer Nodals
uttryck och i de flesta vavnader sa ar Lefty beroende av Nodals signalvag da Lefty fungerar
som en feedback-inhibitor (Sakuma et al. 2002). Hos ménniskan finns det en Nodal ligand
och tva Lefties, Leftyl och Lefty2 (Rosa et al. 2009).

Lewis et al. (2005) anger att miR-302 har mer &n 500 gener som potentiella mal och bland
dessa mal finns medlemmar av familjen TGF- B. Bioinformatiska analyser visar att de tva
Lefties som finns hos manniskan innehaller sekvenser i deras icke-konserverade 3°’UTR som
motsvarar sekvenserna i miR-302. Rosa et al. (2009) utforde in vivo experiment for att bevisa
att miR-302 reglerar de tva Lefty ortologerna negativt. Genom att blockera uttrycket av miR-
302 visade de att aktiviteten av Lefties dkade.

For forskning kring hESC och iPSC &r anvandningen av stamcellsmarkorer ngdvéandig for att
indikera cellernas pluripotensstatus; varje markdr kan anvandas for att indikera i vilket av de
tre groddbladen cellen har differentierats till. Kubo et al. (2004) sag att i humana embryonala
stamceller leder en okad aktivitet av Lefties till en kad niva av neuroektodermala markarer,
en minskning av mesodermala markdrer, Brachyury och FoxF1, och endodermala markorer
sasom MixI1 och Sox17a. Denna 6kning av Lefties aktivitet pAverkar inte
pluripotensmarkorer, Oct4 och Nanog. Men daremot reducerar hdga nivaer av miR-302 i
hESC aktiviteten av Leftyl och Lefty2, och inducerar uttrycket av mesodermala och
endodermala markorer (Kubo et al. 2004, Tam & Loebel 2007). miR-302 siktar pa Lefty
endast p& mRNA niva och inhiberar dess translation. Detta har som konsekvens att bildningen
av mesodermet och endodermet gynnas medan den neuroektodermala differentieringen
forsvagas (Rosa et al. 2009).

Den biologiska funktionen av miR-302 i humana embryonala stamceller &r att negativt reglera
uttrycket av de tva Lefty liganderna. Néar aktiviteten av Lefties minskar sa 6kas aktiviteten av
deras antagonist, Nodal. Nodals signalering i embryonala celler kommer att framja bildningen
av mesodermet och endodermet och férsvaga signaler som gynnar bildningen av
neuroektodermet. Sa, miR-302 an nodvandigt for att uppratthalla balansen mellan pluripotens
och positivt Nodal signaleringen som har till uppgift att ombesoérja en korrekt specifikation av
groddbladen (Barroso-delJesus et al. 2011).



Reglering av mesodermets och trofektodermets utveckling i hESCs

Forutom TGF-B signaleringen sa reglerar miR-302 bone morphogenetic protein signalering
(BMP-signalering) i hESC (Lipchina et al. 2011). Ett annat protein av TGF-f superfamiljen
som har en essentiell roll for den tidiga embryonala utvecklingen och uppratthallandet av
homeostas dr bone morphogenetic protein 4 (BMP4). Precis som andra TGF-p medlemmar
binder det till receptor 11 som sedan fosforylerar receptor 11 kinasdoméanen (Kang et al. 2012).
Tva fosforylerade SMAD, R-SMAD, bildar ett heterotrimert komplex med SMAD4 och Co-
SMAD som sedan ska samverka med andra kofaktorer i cellkarnan och paverka genuttrycket
(Zhang et al. 2008).

BMP-signaleringsvégen har flera biologiska funktioner som uppnas genom
transkriptionsreglering av olika gener med hjalp av SMAD transducerer. | humana
embryonala stamceller gynnar BMP-signalering differentieringen till mesodermet och
trofektodermet, trofoblasten som ligger intill embryots ektoderm och som senare kommer att
utvecklas till moderkakan (Zhang et al. 2008, Lipchina et al. 2011). Detta sker eftersom miR-
302 inhiberar den neurala differentieringen samt gynnar BMP-signaleringen i icke
differentierade humana embryonala stamceller (Lipchina et al. 2011).

Lipchina et al. (2011) visade att miR-302 gynnar BMP-signaleringen genom att inhibera
uttrycket av Tob2, Dazap2, och Slainl vars produkter fungerar som BMP inhibitorer. Tob2
som tillhor familjen Btg/Tob inhiberar BMP-signaleringen genom att paverka SMADG6/7
medan Dazap2 kan paverka indirekt BMP. Mycket information om Slain1 har inte hittats men
genen uttrycks i hESC. Genom att tysta dessa gener undertrycker miR-302 den neurala
induceringen och framjar pluripotens.

Sammanfattningsvis ar en av mekanismerna, genom vilka miR-302 bibehaller pluripotensen i
humana embryonala stamceller, att 6ka BMP-signaleringen som inhiberar den neurala
differentieringen. Den andra mekanismen involverar inhiberingen av BMP inhibitorer
(Lipchina et al. 2011). Nivaerna av miR-302 i hESC under differentieringen av mesodermet
maste vara hdga nog for att forhindra den neurala induceringen samt laga nog for att forhindra
induceringen av trofektodermet (Kang et al. 2012).
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Cellcykelprogression regleras av cyklinproteiner som aktiverar och bildar komplex med
cyklinberoende kinaser (CDK). Cyklin D1 &r noédvéndig for G1 fasen och det utgdr en
regulatorisk underenhet av CDK4,6 som reglerar évergangen fran G1 till S fas (Savatier et al.
1996). | figur 4 visas cellcykelns faser och vilka cyklin-CDK komplex som reglerar varje fas
eller 6vergangen fran en fas till en annan. Daremot uttrycks inte alla cykliner i samma méangd
i alla celler och tiden som celler spenderar i varje fas varierar bland celltyper. | embryonala
stamceller ar cyklin D1 nivaerna laga och G1 fasen valdigt kort, en till tva timmar, medan i
differentierade celler sa ar G1 den langsta fasen (Greer Card et al. 2008).

Greer Card et al. (2008) undersokte vilken roll miR-302 spelar i regleringen av cellcykeln. De
antog att ju mer hESC differentierar desto fler cellcykelpopulationer som befinner sig i G1
fasen vaxlas fran en kort G1 till en lang G1 fas. Detta skifte orsakas pa grund av det dampade
uttrycket av miR-302 i pluripotenta celler. En anledning till denna hypotes var att en produkt
av miR-302 klungan, miR-302a, har liknande sekvens med en del av cyklinets D1 3’UTR. De
visade att en funktion av miR-302:s produkter, miR-302a, -b, -c, -d, &r att inhibera uttrycket
av cyklin D1 pa posttranskriptionell niva. Dessutom visade de att det exogena uttrycket av
miR-302 Okade antalet celler som befann sig i S fasen. Mer specifikt, miR-302 &r en negativ
regulator av G1 fasen och gynnar évergangen till S fasen. Ett sista resultat av deras
experiment visade att proteinnivaer av CDK4 hade 6kat nar de undertryckte miR-302. Detta
tyder pa att CDK4 utgor ett mal for miR-302.

miR-302 i reglering av apoptosen

miR-302 forutom cellcykeln reglerar ocksa apoptosvégar i humana embryonala stamceller
genom att en negativ reglering av olika cellcykelregulatorer (Zhang et al. 2015). Ett exempel
ar regleringen av BH3-only proapotiska faktorn, BNIP3L/Nix, som tillhér familjen Bcl-2.
Overuttrycket av BNIP3L/Nix kan inducera apoptos i hESC, men miR-302 férhindrar dess
transkription och reglerar pa det sattet apoptosen. Butyrat ar en karboxylsyra och histon-
diacetylas inhibitor som gynnar den cellulara omprogrammeringen. Ett mitogen-aktiverande
protein kinas (MAPK eller MAP-kinas), p38, reglerar celluléra processer som differentiering,
celltillvaxt och apoptos och darfor kan utgdra ett potentiellt mal for butyrat. Witt et al. (2000)
visar i sin studie att butyrat ar involverat i regleringen av vissa signaleringsvagar, bland annat
i signaleringen av p38 som &r ndra kopplad till apoptosen. Zhang et al. (2015) visade att
butyrat kan inhibera apoptosen genom att reducera uttrycket av BNIP3L/Nix som i sin tur
inducerar overuttrycket av miR-302.

Histondimetylas Jmjd1C reglerar epigenetiskt miR-302

Histonmetylering &r en viktig process som leder till genaktivering, oftast i eukromatin eller
genrepression i heterokromatin. Denna process regleras av tva grupper enzymer som fungerar
som antagonister, histonmetyltransferas och histondimetylas (Wang et al. 2014). Epigenetisk
reglering genom histonmetylering och DNA metylering har visats vara valdigt viktiga i
utvecklingen av tidiga embryon och differentieringen av embryonala stamceller (Pedersen et
al. 2016). Exempelvis sa leder hypermetylering av histon 3 pa lysin 9 (H3K9) till deaktivering
av vissa gener och har en essentiell roll for embryogenes och celldifferentiering. Till exempel
sa kan H3K9 dimetylaserna Jmjd1A och Jmjd2C reglera uttrycket av Nanog och Tcll i moss
(Wang et al. 2014).

Kim et al. (2010) kom fram till att H3K9 histondimetylas jumonji domain containing 1C,
(Jmjd1C) (andra namn: TRIP8 eller KDM3c), kontrollerar transkriptionsreglering genom
interaktion med histonmetyltransferas, Whistle. Wang et al. (2014) maérkte att forekomsten av
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Jmjd1C ar véldigt hog i hESC och att det minskar under de embryonala stamcellernas
differentiering. De pastar att minskningen av H3K9 histondimetylas Jmjd1C under
differentieringen &r en epigenetisk process som ar nddvandig for initiering av det neurala
programmet. Genom att utféra olika funktionsnedséttande (loss of function) experiment kom
de fram till att tystandet av Jmjd1C gynnar den neurala differentieringen.

Uppgifterna som Wang et al. (2014) fick visade att den neurala differentieringen uppstar pa
grund av tystandet av Jmjd1C som ar ansvarig for minskning i miR-302 uttrycket. Jmjd1C har
ocksa en effekt pa den cellulara signaleringen: TGF- B signalering 6kas samtidigt som BMP-
signalering inhiberas. Deras forskning visade att Jmjd1C binder till proximala
promotorsekvenser av miR-302 i humana embryonala stamceller. Genom att binda till miR-
302:s promotor och dimetylera H3K9 som finns pa dess sekvens sa gynnar Jmjd1C miR-302
uttrycket. miR-302 som produceras kommer i sin tur att inhibera neurala differentieringen.

mMiR-302 reglerar Brgl kromatinkomplexet

En av faktorerna som paverkar embryonala stamcellernas utveckling och bildningen av
inducerade pluripotenta celler & Brgl kromatinombyggnadskomplex, som ar ATP-beroende
(Wade et al. 2015). Komplexet bestar av en central ATPas, antingen Brm eller Brgl, och flera
Brgl associerade faktorer (BAF), och reglerar genuttrycket genom att 6ppna
kromatinstrukturer och flytta pa nukelosomerna (Chen & Archer 2005).

BAF53a och BAF170 utgor tva ytterligare utvecklingsreglerade mal for miR-302. Wade et al.
(2015) fokuserade deras forskning pa miR-302-mal i humana embryonala celler som reglerar
kromatinstrukturen och som ar essentiella for cellens fornyelse samt differentiering. En sadan
kromatinstruktur ar Brgl komplexet. Genom att leta efter miR-302 bindningsstéllen i alla
sekvenser i 3’°UTR av kdnda gener som kodar for BAF underenheter, visade de att miR-302
har som mal de gener som kodar fér BAF45c, BAF53a, BAF170 och BAF180. Overuttryck
av miR-302a i hESC hade som resultat att BAF53a:s och BAF170:s uttryck nedreglerades;
repression av BAF53 skedde pa proteinniva medan repression av BAF170 skedde bade pa
protein- och mRNA-niva. Overuttrycket av miR-302a hade ingen effekt pd BAF180 eller p&
andra komplex. Daremot sa leder inhibering i miR-302 uttrycket till 6kade nivaer av den
neuroektodermala markoren Pax6 samtidigt som den endodermala markorens Cerl nivaer
sjunker. Ytterligare en konsekvens av denna inhibering &r att uttrycket av BAF53a och
BAF170 okar vilket tyder pa att dessa miR-302-mal ocksa ar involverade i differentieringen
(Wade et al. 2015).

Utvecklingen av nervsystemet intraffar vid utgangen fran mitosen samtidigt som cellen
forlorar sin pluripotens. Denna 6vergang fran stamcell till nervcell &r beroende av vaxlingen i
ATP-beroende kromatinmekanismen som innebér uttryck av BAF53b istéllet for BAF53a
(Lessard et al. 2007). BAF53a:s roll i cellen ar att gynna uttrycket av BAF53b som ar
essentiell for utvecklingen av dendritceller. Nar miR-302 binder till BAF53a hdmmar det dess
uttryck och dérmed inhiberar neurala differentieringen (Yoo et al. 2009). Repression av
BAF170 kontribuerar till variationerna som uppstar vid genuttrycket pa grund av miR-302.
Dértill gynnar uttrycket av BAF170 i stora mangder cellernas differentiering mot ektodermet
och inhiberar mesendodermala differentieringen. miR-302:s roll som mesendodermalas
promotor kan dven bekréftas i det har fallet; miR-302 inhiberar BAF53a och BAF170 for att
inducera mesendodermala differentieringen (Wade et al. 2015).
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mMiR-302 reglerar differentieringen av iPSC

Ett patvingat uttryck av exogena transkriptionsfaktorer kan inducera omprogrammeringen av
somatiska celler (SCR) till inducerande pluripotenta stamceller (Lee et al. 2013). Olika
kombinationer av dessa transkriptionsfaktorer ar involverade i processen och dessa variationer
kan innehalla bland annat: Oct4, Sox2, KIf4 och c-Mys eller Oct4, Sox2, Nanog och Lin28
(Hu et al. 2013). Eftersom miRNA och mer specifikt miR-302 i stor grad reglerar
pluripotensen och sjalvfornyelse i humana embryonala stamceller vécks intresset for studier
om vilken roll miR-302 har i somatiska cellers omprogrammering och i iPSC.

Inducering av miR-302 uttrycket reglerar SCR

Omprogrammering av somatiska till inducerande stamceller kraver globala epigenetiska
forandringar sasom DNA-metylering och histonmetylering for att aterstalla cellernas
stamformagor (engelskans stemness) (Lin et al. 2011). Dessutom kravs en forskjutning i
uttrycket av flera gener och reglering av deras aktivitet (Subramanyam et al. 2011). Under
omprogrammeringen utgors en stor del av cellpopulationen av partiellt dedifferentierade
celler som uppstar pa grund av ofullstandig repression av transkriptionsfaktorerna, och DNA
hypermetyleringen av specifika loci (Lee et al. 2013). Flera studier har visat att miR-302 &r
involverat i regleringen av vissa transkriptionsfaktorer samt att det kan tysta vissa
epigenetiska regulatorer och reglera SCR pa det sattet.

Tva epigenetiska regulatorer, lysin-specifik histondimetylas (AOF) och metyl CpG-bindning
proteiner (MECP), utgor malen for miR-302. AOF familjen har tva enzymer, AOF1 och
AOF2, som dimetylerar histon 3 pa lysin 4 (H3K4) och detta resulterar i att
gentranskriptionen undertrycks. Inhibering av antingen AOF1 eller AOF2 kan inducera
globala dimetyleringen av DNA:t i ett genom. DNA metyltransferas 1 (DNMT1) &r
nddvandigt for den globala DNA metyleringen och dess aktivitet styrs av AOF2. miR-302
tystar ned AOF2 sa att aktiviteten av DNMT1 minskas och samtidigt inhiberar MECP1/2
uttrycket (Lin et al. 2011). miR-302 inducerar omprogrammeringen av somatiska celler
genom att undertrycka dessa tva grupper av enzymer, AOF1/2 och MECP1/2. Detta leder till
forekomsten av globala DNA metyleringen och H3K9 modifieringen som i sin tur gynnar
aktiveringen av Oct4-Sox2-Nanog vilka stimulerar uttrycket av miR-302. Pa det sattet bildas
det en positiv feedbackslinga som ar essentiell for bibehallandet av SCR (Lin et al. 2011).

Lee et al. (2013) presenterar i sina studier att uttrycket av Nanog ar huvudhéndelse i
omprogrammeringen av somatiska celler till iPSC. Ett annat metyl DNA bindningsprotein,
MBD2, reglerar epigenetiskt uttrycket av olika gener som till exempel Nanog och reglerar
tystandet av DNA metyleringen. MBD2 utgor ocksa ett mal for miR-302 och Lee et al. (2013)
visade att nedtrycket av MBD2 6kade Nanog:s uttryck eftersom MBD?2 binder till metylerade
regioner av Nanog:s promotorer, men uttrycket av Oct4 var oforandrat. Det visar att 4 ena
sidan &r reglering av Oct4 oberoende av MBD2 men & andra sidan &r regleringen av MBD2
essentiell for uttrycket av Nanog. Frutom detta visade de att MBD2 uttrycks i hog grad i
somatiska celler och partiellt omprogrammerade celler men dess utryck i helt
omprogrammerade celler ar valdigt 1dg. miR-302 uttrycks i omprogrammerade och andra
pluripotenta stamceller och Lee et al. (2013) visade for forsta gangen data som bekraftade att
MBD2 utgér miR-302:s primara mal for att uppna fullt SCR till iPSC.

Uttrycket av Oct4 i humana embryonala stamceller &r beroende av nukleér receptor
underfamilj 2, grupp F, medlem 2 (NR2F2). Hu et al. (2013) undersokte forhallandet mellan
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miR-302 som uttrycks i hdg grad i pluripotenta celler och NR2F2 som uppregleras i
somatiska celler. Bioinformatiska analyser visade att NR2F2 innehaller bindningsstallen i sin
3’UTR for miR-302. Deras forskning indikerar att miR-302 inhiberar uttrycket av NR2F2
genom att binda till tva regulatoriska bindningsstéllen i 3°UTR vilket paverkar cellernas
pluripotens och differentiering. Oct4 gynnar uttrycket av miR-302 genom att binda till dess
promotorer och NR2F2 inhiberar uttrycket av Oct4 genom promotorbindningen. Alltsa Oct4
uppreglerar miR-302, miR-302 undertrycker NR2F2 och NR2F2 undertrycker Oct4. |
differentierade celler sa &r nivaerna av miR-302 laga och paverkar inte transkriptionen av
NR2F2 som resulterar till 1aga nivaer av Oct4. Hu et al. (2013) tror att inhiberingen av
NR2F2, via miR-302, utgor en viktig mekanism for forstaelse av pluripotensen samt
induceringen av iPSC.

Diskussion

Sammanfattningsvis sa ar miR-302 en viktig regulator av humana embryonala och inducerade
pluripotenta stamcellers differentiering och fornyelse. hESC och iPSC visar stora likheter,
trots vissa skillnader. miR-302 utgér pa grund av sin formaga att reglera flera gener en
regulator av hESC:s och iPSC:s celluldra processer relaterade till olika transkriptionsfaktorer
som styr celldifferentieringen (Wilson et al. 2009). Dessutom ar miR-302 en
kromatinmodifierare som genom histon modifieringar, metyleringar av promotorer och
regleringen av andra kontrollelement ar essentiell for pluripotens och organismernas
utveckling (Wade et al. 2015).

Suh et al. (2004) genomforde en omfattande forskning kring humana embryonala stamceller
och de miRNA som paverkar dessa celler. Bland dessa miRNA fanns miR-302 klungan som
producerar fem miRNA: miR-302a, -b, -¢, -d och miR-367 vilka hade identifierats ett ar innan
hos embryonala stamceller i moss (Houbaviy et al. 2003). Suh et al. (2004) jamforde sin
upptack med Houbaviys et al. (2003) och visade att miR-302 fran kromosom 4 hos manniskan
ar valdigt nara homolog med ESC fran kromosom 3 i klonade mdss. De klassificerade
produkterna av miR-302 klungan som miRNA, som uttrycks i bada organismerna, och har en
konserverad roll i deras pluripotenta celler. Denna studie ar grunden for senare forskningar
som forsoker beskriva mekanismerna bakom vilka miR-302 reglerar pluripotensen.

Bland transkriptionsfaktorerna som utgér mal for miR-302 ar Oct4, Sox2 och Nanog. De &r
ansvariga for initiering och bibehallandet av genuttrycket som positivt reglerar den
pluripotenta fenotypen, och for nedregleringen av generna associerade med
celldifferentieringen (Greer Card et al. 2008). Oct4 binds ihop med Sox2 under den tidiga
embryonala utvecklingen och ar essentiella for den transkriptionella aktiveringen av miR-302,
medan Nanog uttrycks vid senare blastocyststadiet. Alla tre binder till promotorsregioner av
miR-302 klungan (Greer Card et al. 2008). Transkriptionsfaktorerna c-Myc och KIf4 &r
associerade med kontrollen av cellcykeln i omprogrammeringen av differentierade celler till
pluripotenta celler (Hu et al. 2013). D&remot ar mekanismerna bakom regleringen av
cellcykeln via de tva faktorerna inte helt utredda. Hu et al. (2013) visade att dveruttrycket av
Oct4, Sox2, KIf4 och c-Myc resulterar i hogre omprogrammeringseffektivitet samt att
inhibering av NR2F2 via miR-302 forbattrar induceringen av iPSC och ger en battre forstaelse
av pluripotensen.
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Inducerig av miR-302 leder till en minskning av uttrycket av cyklin D1/D2 samt laga nivaer
av CDK4 i humana embryonala stamceller (Greer Card et al. 2008, Lin et al. 2010). Genom
att inhibera dessa tva faktorer gynnar miR-302 cellerna i S-fasen medan cellerna i G1-fasen
minskar. Detta tyder pa att miR-302 &r en negativ regulator av G1 och framjar dvergangen till
S-fasen (Greer Card et al. 2008). Greer Card et al. (2008) pastar att inducering av miR-302 i
hESC kan behalla cellerna i pluripotenta tillstandet medan inhibering av miR-302 leder till en
omvandling av dessa celler till ett mer differentierat tillstand.

miR-302 reglerar pluripotensen av hESC positivt genom att inducera TGF-B-signaleringen.
Detta uppnas genom inhiberingen av Leftyl och Lefty2 som fungerar som antagonister av
Nodal proteinet. Genom att inhibera Leftyl och Lefty2 forstarks signaleringen av Nodal och
detta gynnar utvecklingen av endodermet och mesodermet samt inhiberar ektodermets
utveckling (Rosa et al. 2009). Dessutom inhiberar miR-302 den neurala induktionen genom
att positivt reglera BMP-signaleringen (Lee et al. 2013). Detta betyder att miR-302 kan
undertrycka den neurala differentieringen och bevara pluripotens som ar essentiell for att
forhindra differentieringen. Enligt Lipchina et al. (2012) sa tyder detta pa att miR-302 har tva
motsatta roller: positivt reglering av pluripotens och positiv reglering av BMP-signaleringen
som resulterar till hESC differentiering mot mesendodermala linjer. I hRESC maste nivaerna av
miR-302 uttrycket vara sa pass hoga for att kunna forhindra den neurala induceringen och
laga nog for att forhindra induceringen av trofektodermet (Lipchina et al. 2012).

Ytterligare en faktor som ar viktig for mesendodermala differentieringen ar Brgl komplexet.
miR-302 binder och nedreglerar dess tva faktorer, BAF53a och BAF170. Inhibering av
BAF53a leder till inhibering av den neurala differentieringen och BAF170 har en avgorande
roll for cellernas formaga att fornya sig sjalva. BAF170:s inhibering av miR-302 &r nddvandig
for den mesendodermala utvecklingen (Wade et al. 2015).

Slutligen sa fokuserar forskarna mer och mer pa att hitta hur miR-302 inducerar
omprogrammeringen av somatiska celler till inducerade pluripotenta celler samt hur de
behaller deras pluripotens. Mekanismerna bakom dessa tva processer &r inte helt klargjorda.
Forutom detta sa ar mekanismerna bakom pluripotens bevarandet mellan hESC och iPSC inte
heller tydliga &n (Lipchina et al. 2012). Lee et al. (2013) &r de forsta som gav en fullstandig
inblick i mekanismerna involverade i SCR. De bevisar att MBD2 utgor ett mal for miR-302
klungans produkter och att MBD?2 i sin tur &r essentiell for Nanog uttrycket vilket ar viktigt
for full omprogrammering av iPSC.

Aven da iPSC 4r ett valdigt bra verktyg med stor potential for regenerativ medicin sé finns det
vissa begransningar i deras bildning. Till exempel s& har inducering av somatiska celler till
iPSC valdigt lag effektivitet (0,2 %-1,0 %) och den &r beroende av det patvingade uttrycket av
vissa transkriptionsfaktorer, bland annat Oct4 och Nanog (Anokye-Danso et al. 2011). Darfor
forsoker forskarna hitta nya metoder genom vilka celldifferentieringen kan uppnas. En sadan
process ar transdifferentiering da redan en fullutvecklade somatisk cell omvandlas till en
annan celltyp utan att genomga det pluripotenta stadiet (Gruh & Martin 2009). De forsta
studierna som utfordes fokuserade mest pa hur olika transkriptionsfaktorer reglerar
transdifferentieringen men Ambasudhan et al. (2011) visade att miRNA ocksa utgor
regulatorer av denna process. Mer specifikt visade de att miR-124 kan omprogrammera
humana fibroblaster till funktionella neuroner. Adlakha och Seth (2017) skriver i sin
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oversiktsartikel om miRNA:s funktion i celluldra omprogrammeringen att inga bevis har
hittats som kan koppla miR-302 med transdifferentieringen.

hESC och iPSC har en stor terapeutisk potential pa grund av deras formaga att bibehalla
pluripotens och sjélvfornyas. For att kunna anvénda dessa celler fér behandling av olika
sjukdomar i regenerativ medicin, ar det viktig att forst forsta hur processer som
transkriptionell kontroll och cellcykeln regleras samt vilka faktorer som férmedlar dem.
Denna studie visar att miR-302 har en avgdrande roll for reglering av dessa processer i hESC
och iPSC men att mer forskning ar nddvandig for att kunna fa en klar inblick i mekanismerna
som styr dessa processer.
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Jag vill rikta ett stort tack till mina medstudenter, Sophia Forsskahl och Carolina Viman, for
deras hjalpsamma muntliga och skriftliga kommentarer. Jag vill &ven tacka min handledare,
Lage Cerenius, for handledningen och hans vardefulla kommentarer under skrivprocessen.
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Vilken roll har miR-302 i humana embryonala och inducerade
pluripotenta stamceller?: Etisk bilaga

Stefan Bublic
Sjalvstandigt arbete i biologi 2017

Ar det etiskt ratt att anvanda humana embryon som kalla for

forskning kring embryonala stamceller?

Humana embryonala stamceller (hESC) har sitt ursprung fran inre cellmassan av blastocysten
som ar det tidiga stadiet av embryots utveckling. De utvecklas vid femte dagen efter
befruktningen av oocyten. hESC har formaga att fornya sig sjalva samt att utvecklas till de tre
groddbladen, endodermet, ektodermet och mesodermet. Darfor ar de bésta kandidater for
regenerativ medicin och vévnadserséttning efter skada eller sjukdom. Forskningen kring
humana embryonala stamceller involverar utveckling och anvéndning av embryon samt deras
destruktion. En av karnfragorna kring embryonala stamceller for forskning ar om det &r etiskt
rétt att anvanda dessa celler.

Fragan “nér borjar livet?” ar véldigt kontroversiell och néra kopplad till debatten om abort.
Manga manniskor tror att dessa embryon har en stor potential att utvecklas till manniskor och
darfor borde ett embryo i dessa stadier ha samma rattsliga och moraliska status som en vuxen
individ eller ett barn. Religionens syn pa fragan &r att destruktionen av humana embryon ar
detsamma som att morda en person.

Foresprakarna har en annan syn pa saken och anser att embryonala stamceller inte &r
manniskor i egentlig mening. Dessa celler har sitt ursprung i inre cellmassan och &ven om de
kan utvecklas till de flesta celltyper sa ar de inte i stand att utvecklas till extraembryoniska
membranet eller till moderkakan. Darfor kan inte inre cellmassan utvecklas till foster och
sedan till barn. Dessutom har inte dessa celler utvecklats till fardiga organ och de kan anses
vara ekvivalenta som en somatisk cell.

Det mest kansliga &mnet i den hér debatten &r hur dessa celler isoleras. Jag tycker att dessa
embryon inte har samma réttsliga och moraliska status som en fullutvecklad individ. Forst och
framst maste man forsta att hESC har sitt ursprung i embryon och inte i foster. Ett embryo
utvecklas under det tidiga stadiet efter dgget har befruktats medan ett foster ar det utvecklade
embryot med armar och ben som har bérjat vaxa. Det gar enligt mig inte att likstalla ett
embryo med en vuxen individ och darmed heller inte med dess etiska rattigheter.

For att aterga till frigan “nir borjar livet?” kan man ocksa resonera kring huruvida ett liv kan
vara mer vart &n ett annat. Syftet med den hér typen av forskning ar att med alternativa sétt
kunna behandla olika sjukdomar som exempelvis cancer och Alzheimers. Det handlar alltsa
om att hjalpa manniskor som kampar for sina liv pa daglig basis. Den hér typen av forskning
kan alltsa leda till att dessa méanniskor som exempelvis lider av en kronisk sjukdom eller har
daligt fungerande organ kan fa hjalp. Darfor anser jag att den moraliska skyldigheten att
hjalpa en manniska som lider slar hogre an att ge ett outvecklat embryo en forutsattning till ett
eventuellt fortsatt liv.
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