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Biologian laitos
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Huhtikuu 2024

Indusoidut pluripotentit kantasolut eli IPS-solut ovat erilaistuneista somaattisista soluista uu-
delleenohjelmoituja kantasolun kaltaisia soluja. Uudelleenohjelmointi saadaan aikaan Oct3/4-,
Sox2-, Klf4- ja c-Myc-transkriptiofaktorien geenien eli Yamanaka-faktorien siirtdmiselld so-
maattiseen soluun. Ensimmadisen kerran uudelleenohjelmointi saatiin aikaan vuonna 2006, jol-
loin Takahashi & Yamanaka onnistuivat uudelleenohjelmoimaan hiiren fibroblastisoluja kan-
tasoluiksi. Havainto kdynnisti aktiivisen tutkimuksen ja kiinnostuksen IPS-solujen kdyttoon
ladketieteessd. Kuten alkion kantasoluilla my6s IPS-soluilla on kyky uusiutua ja erilaistua kai-
kiksi kudoksiksi lukuun ottamatta istukkaa ja sikiokalvoja, minké vuoksi IPS-soluilla on
useita terapeuttisia kdyttokohteita. Terapeuttisiin kdyttokohteisiin lukeutuvat tautimallinnus,
ladkekehitys, toksisuustestaus, soluterapiat ja geeniterapiat. Kéyttokohteita on useita, mutta
terapeuttiseen kiyttoon liittyy vield paljon haasteita. IPS-solujen tutkimus on kasvavaa, ja on-
gelmiin kehitelldén ratkaisuja IPS-solujen terapeuttista kiytt6d varten.

Avainsanat: Indusoidut pluripotentit kantasolut, Yamanaka-faktorit, 1dékekehitys, solutera-
piat
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1 JOHDANTO

Kantasoluksi luokitellaan solu, joka kykenee tuottamaan uusia kantasoluja ja erilaistu-
maan toisenlaiseksi soluksi. Kantasolut ovat vélttdméttomié alkion yksilonkehityksessé,
ja vaurioituneen kudoksen korjaamisessa, mutta my0s ldédketieteellisessd tutkimuksessa.
Perinteisesti kantasoluja on kerdtty ladketieteelliseen tutkimukseen alkion blastokystin
sisdsolumassasta, misséd kantasolut ovat pluripotentteja eli monikykyisid. Aikuisen kan-
tasolujen erilaistumiskapasiteetti taas on huomattavasti alhaisempi, miké tekee alkion
pluripotenteista kantasoluista patevid lddketieteelle. Tutkimusta on kuitenkin rajoittanut
alkion kantasoluihin kohdistuvat eettiset ongelmat, mihin ratkaisuksi on kehitetty aikui-
sen somaattisista soluista uudelleenohjelmoidut kantasolut eli indusoidut pluripotentit

kantasolut.

Indusointi on prosessi, missé erilaistunut somaattinen solu uudelleenohjelmoidaan tran-
skriptiofaktorien avulla kantasoluja muistuttavaan tilaan, jolloin syntyy indusoituja plu-
ripotentteja kantasoluja eli IPS-soluja. Kuten alkion kantasolut myds IPS-solut ovat mo-
nikykyisii eli ne pystyvit erilaistumaan kolmen alkiokerroksen soluiksi, miké tekee
IPS-soluista kdyttokelpoisia eri solutyyppien tuottamiseen ladketieteellistd kayttod var-
ten. Alkion kantasolujen seké IPS-solujen ominaisuuksiin kuuluvat myds uusiutuminen
eli jakautuminen, jonka seurauksena syntyy uusia kantasoluja. IPS-solujen uusiutumi-
nen mahdollistaa jatkuvan solujen tuotannon niin 1dékekehitykseen ja tautimallinnuk-
seen kuin esimerkiksi kudosvaurion korjaamiseen. Pluripotenttius ja uusiutuminen ovat

IPS-solujen avainominaisuuksia ladketieteelle.

Koska IPS-solut voivat erilaistua kaikiksi aikuisen solutyypeiksi, on IPS-soluilla monia
terapeuttisia mahdollisuuksia. Erilaistuneita soluja voidaan kéyttdé alkion kantasolujen
ja in vivo -mallien sijaan sairauksien mallintamiseen tai esimerkiksi ladkkeiden tehok-
kuuden ja toksisuuden testaamiseen. Toisaalta uudelleenohjelmointi on luonut mahdolli-
suuden tuottaa potilasspesifejéd soluja soluterapioita varten, jotka voisivat jopa palauttaa
solujen ja elinten normaalin toiminnan. Soluterapioden kehittdmistd on my6s mullista-
nut kyky muokata IPS-soluja geneettisesti CRISPR-Cas9-muokkausmenetelmaélla,
minkd avulla esimerkiksi potilaan geenimutaatiot on pystytty korjaamaan. IPS-soluilla

on potentiaalia toimia hoitomuotojen kehittimisessi tai suorana hoitomuotona.



2 KANTASOLUT

Kantasolut ovat kudosten uusiutumista yllépitava tekijd. Kantasoluja tarvitaan yksilon-
kehityksessd muodostamaan yksilon solut, kudokset sekéd elimet, ja aikuisen kudosvau-
rion korjaamiseen. Kaikkikykyisid kantasoluja esiintyy alkiossa hedelmdityksen jilkeen
vain rajallisen ajan, kun taas erilaistuneita kantasoluja 10ytyy myos aikuiselta. Kaikki
aikuisen kantasolut ovat erilaistuneita, ja kantasoluja esiintyy lahes kaikissa aikuisen

kudoksissa, esimerkiksi luuytimessi ja ohutsuolen mikrovilluksessa.

Kantasolut luokitellaan toti-, pluri-, multi-, oligo- ja unipotentteihin kantasoluihin, mista
totipotentit ja pluripotentit ovat alkion kantasoluja. Totipotentit kantasolut ovat morula-
vaiheen alkion kaikkikykyisid kantasoluja, jotka pystyvit erilaistumaan kaikiksi yksi-
l16nkehityksen solutyypeiksi. Pluripotentit kantasolut ovat monikykyisid kantasoluja,
jotka pystyvit erilaistumaan kolmen alkiokerroksen soluiksi eli kaikiksi muiksi kudok-
siksi paitsi istukaksi ja sikiokalvoiksi. Alkiokerroksen solut ovat puolestaan multipo-

tentteja kantasoluja, jotka voivat erilaistua useiksi solutyypeiksi tietyssd kategoriassa.

Aikuisen kantasoluja ovat multi-, oligo- ja unipotentit kantasolut. Multipotentteja kanta-
soluja ovat esimerkiksi luuytimen hematopoieettiset kantasolut, jotka voivat erilaistua
myeloidisen tai lymfoidisen linjan kantasoluiksi. Myeloidisen ja lymfoidisen linjan kan-
tasolut ovat puolestaan oligopotentteja kantasoluja, jotka voivat erilaistua tietyiksi veri-
soluiksi. Oligopotentit kantasolut voivat siis muodostaa vain tiettyja solutyyppejd kuten
multipotentit kantasolut. Kuitenkin unipotentit kantasolut voivat erilaistua ainoastaan

yhdenlaiseksi solutyypiksi kuten satelliittisoluiksi, jotka tuottavat vain luustolihassoluja.

2.1 Kantasolujen proliferaatio

2.1.1 Kantasolujen mikroympéristod

Niche on kantasolujen erilaistumattomuutta yllapitdva mikroymparisto, joka sddtelee
kantasolujen kohtaloa kudoksissa. Se on ympéristd, missd kantasolut vastaanottavat
suuren madrén erilaisia signaaleja: solu-solu vuorovaikutukset, soluviliaineen seké kan-

tasolujen vélinen vuorovaikutus ja biokemialliset signaalit kuten erilaiset kasvutekijat



(Nava ym. 2012). Kantasolujen vuorovaikutukset ja signalointireitit méaérittavét kanta-
solujen kohtalon: kantasolu 14htee tuottamaan uusia kantasoluja tai irtautuu nichesti, ja

ldhtee erilaistumaan toiminnalliseksi soluksi.

Rakenteeltaan niche koostuu kantasoluista, jotka ovat adheesiomolekyylien kautta yh-
teydessd tukisoluihin ja soluviliaineen rakenneproteiineihin. Adheesiomolekyylit vélit-
tavit kantasolujen tai kantasolun ja soluviliaineen viélistd vuorovaikutusta. Adhee-
siomolekyyleistd kadheriinit ovat reseptoreita, jotka toimivat kantasolujen vélisissi
solu-solu vuorovaikutuksissa. Integriinit ovat tarttumisreseptoreja, jotka vuorovaikutta-
vat soluviliaineen proteiinien kanssa, ja ankkuroivat tukisolut ja titd kautta myos kanta-
solut soluviliaineeseen. Kantasolujen ankkuroituminen soluvéliaineeseen on puolestaan
tarkedd, koska soluviliaineen sdikeiset rakenneproteiinit antavat rakenteellista tukea
sekd joustavuutta ja auttavat kantasolujen vélisessid signaloinnissa. Soluviliaineen ra-

kenneproteiineihin kuuluvat esimerkiksi kollageeni, laminiini, fibronektiini ja elastaani.

2.1.2 Kantasolujen uusiutuminen

Kantasolut jakautuvat joko symmetrisesti tai epdsymmetrisesti. Symmetrinen jakautu-
minen tuottaa joko kaksi uutta kantasolua tai kaksi erilaistunutta solua, kun taas epi-

symmetrinen jakautuminen tuottaa yhden uuden kantasolun ja lyhytaikaisen esisolun,
joka erilaistuu toiminnalliseksi soluksi. Epdsymmetrisen jakautumisen lapikdyvét esi-
merkiksi hermojen kantasolut, kun taas symmetrisen jakautumisen lépikdyvit esimer-

kiksi karvafollikkelien kantasolut.

Kun jakautumisen seurauksena syntyy uusia tytirkantasoluja, puhutaan kantasolujen uu-
siutumisesta (self renewal). Uusiutumisella ylldpidetdan kantasolujen populaatiota lépi
eldmdn. Uusia kantasoluja syntyy kudosten tarpeiden mukaan, miké johtaa joko kanta-
solujen uusiutumiseen tai vastaavasti uusiutumisen rajoittamiseen (He ym. 2009). Kun
kantasolut ohjataan uusiutumaan, tapahtuu geenitoiminnan ja solusyklin muutoksia,
mitkd vaikuttavat nichen ja kantasolujen véliseen vuorovaikutukseen. Geenitoiminnan
muutokset pitdviat kantasolut vuorovaikutuksessa nichen tukisoluihin, jolloin kantasolut

uusiutuvat erilaistumisen sijaan.



Uusiutuessa kantasolujen ydintranskriptiofaktorit vuorovaikuttavat aputranskriptiofakto-
rien kanssa, jotka puolestaan aktivoivat kantasoluja ylldpitdvien geenien toimintaa ja es-
tavit erilaistumiseen vievid geenejd. Ydintranskriptiofaktoreita ovat esimerkiksi Nanog,
Sox2 ja Oct4, joita ilmennetdén runsaasti alkion kantasoluissa. Y dintranskriptiofaktorit
vaikuttavat my0s uusiutumista indusoivien proto-onkogeenien toimintaan, jotka vievét
solusyklid eteenpédin edistimalld solunjakautumista ja estimailld apoptoosia. Kasvunra-
joitegeenit puolestaan toimivat vastakkaisesti rajoittaen uusien kantasolujen synteesii

estdimadlld solua jakautumasta ja edistimalld apoptoosia.

2.1.3 Kantasolujen erilaistuminen

Yksilonkehityksessd kantasolut erilaistuvat ja muodostavat kaikki sikion kudokset. Toi-
saalta kantasoluja vaaditaan my0s esimerkiksi aikuisen kudosvaurion korjaamiseen, jol-
loin kudos signaloi erilaistuneiden solujen tarpeesta. Kun erilaistuneita kantasoluja tar-
vitaan lisdd, irtautuvat kantasolut nichen tukisoluista, ja ldhtevit erilaistumaan. Esimer-
kiksi kudosvaurio lisdd uusien valkosolujen tarvetta, jolloin valkosolujen tuotanto eli
hematopoieesi aktivoituu ja hematopoieettiset kantasolut erilaistuvat eri valkosoluiksi.

Lisaksi vaurioitunutta kudosta korvataan uusilla erilaistuneilla soluilla.

Erilaistumisen sddtelyssd tarkeitd ovat epigeneettiset sddtelytekijét, ei-koodaavat RNA:t
(non-coding RNA), pienet RNA:t (small RNA) ja mikro-RNA:t (Chen ym. 2022).
Epigeneettisid muokkauksia ovat esimerkiksi DNA:n metylaatio ja histonien modifikaa-
tiot. Metylaatiot uusiutumista edistavissd transkriptiofaktoreissa saavat kantasolut eri-
laistumaan, kun taas demetylaatiot edistdvét kantasolujen uusiutumista. Esimerkiksi eri-
laistuneissa soluissa pluripotenttiudelle tirkeiden Nanog- ja Oct4-transkriptiofaktorien
ilmentyminen on vdhentynyt metylaatioiden seurauksena. Myds histonien modifikaatiot
eroavat kantasoluissa ja erilaistuneissa soluissa, silld alkion kantasoluissa 87 % histo-
neista ei ole trimetylysoituneita, kun taas erilaistuneissa soluissa trimetylaatiot ovat ylei-

sid (Fouse ym. 2008).

RNA-molekyyleistd mikro RNA:t toimivat geeneji hiljentdvina tekijoind, minkd vuoksi
osa mikro RNA:sta estdd pluripotenttiudelle tarkeiden transkriptiofaktoreiden toimintaa
sitoutumalla kohdegeenin ldhetti-RNA:han. Esimerkiksi let-7 mikro-RNA estdd uusiutu-

mista edistdvin Myc-geenin toimintaa, jolloin myc-transkriptiofaktoria ei muodostu ja
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solut erilaistuvat. Puolestaan pitkét ei-koodaavat RNA:t pystyvét aktivoimaan uusiutu-

miselle tirkeitd geenejd sekd ATP:aasien aktiivisuutta edistden kantasolujen tuotantoa.

3 KANTASOLUJEN INDUSOINTI

Kantasolujen indusoinnilla tarkoitetaan erilaistuneen somaattisen solun uudelleenohjel-
mointia pluripotentiksi kantasoluksi ja uudelleenohjelmoitua kantasolua kutsutaan in-
dusoiduksi pluripotentiksi kantasoluksi. Erilaistuneet solut saadaan uudelleenohjelmoi-
tua alkion kantasoluja muistuttavaan tilaan siirtdmélld neljén transkriptiofaktorin geenit
somaattiseen soluun, jolloin kantasoluille tyypillinen geenitoiminta aktivoituu, ja solu
muuttuu pluripotentiksi. Ennen siirtimisti somaattiset solut kerdtién halutusta kudok-
sesta, jonka jélkeen soluja kasvatetaan, ja valmistellaan uudelleenohjelmointiin. Uudel-
leenohjelmointi tapahtuu kullekin solutyypille spesifisissé kasvatusolosuhteissa, johon
on lisdtty esimerkiksi tyypillisid kasvutekijoitd ja muita pienid molekyylejd, jotka autta-

vat uudelleenohjelmoinnissa.

Innovaatio IPS-soluista pohjautuu kolmeen havaintoon, joista ensimmadinen oli havainto
siitd, ettd erilaistuneilla soluilla on sama geneettinen informaatio kuin alkion soluilla.
Briggs & King 1952 osoittivat tumansiirtoa kayttien, ettd sammakkojen erilaistuneilla
soluilla on tarvittava geneettinen materiaali sammakkojen kloonaukseen. Toinen ha-
vainto syntyi pluripotenttien solulinjojen kehittdmisesté teratokarsinoomasoluista. Kun
kyseiset syopisolut fuusioitiin somaattisten solujen kanssa, ilmensivit hybridisolulinjat
teratokarsinoomasolujen ominaisuuksia, ja puolestaan somaattisten solujen ominaisuu-
det olivat hiljentyneinéd (Miller & Ruddle 1976). Pluripotentin tilan suosiminen viittasi
sithen, ettd teratokarsinoomasolujen pluripotenttia tilaa ylldpitivit tietyt liukoiset teki-
jat, jotka olisi mahdollista tunnistaa. Kolmas 16yt6 oli transkriptiofaktorien avainaseman
havaitseminen solujen kohtalon médarittimisessé. Tietyt transkriptiofaktorit pystyivat
muuttamaan solujen kohtalon, kun niitd ilmennettiin soluissa, joissa kyseisid faktoreita
ei normaalisti ilmennetty (Stadtfeld & Hochedlinger 2010). Ndmi havainnot kdynnisti-
vt tutkimuksen transkriptiofaktorien l0ytamiseen, jotka pystyisivit uudelleenohjelmoi-

maan erilaistuneet solut monikykyisiksi soluiksi.



Vuonna 2006 Takahashi & Yamanaka tutkivat 24:n transkriptiofaktorin vaikutusta al-
kion erilaistumattomissa kantasoluissa ilmentyvéin Fbxol5-geenin aktivaatioon, ja ha-
vaitsivat, ettd 24:n transkriptiofaktorin pooli sai aikaan kyseisen geenin aktivaation. Té-
mén havainnon jilkeen he selvittivdt, mitk4 transkriptiofaktoreista olivat valttaméttomia
pluripotentille tilalle poistamalla aina yhden faktorin kerrallaan. He huomasivat lopulta,
ettd ainoastaan neljélla transkriptiofaktorilla saavutettiin pluripotenttien kantasolujen
kaltainen tila hiiren fibroblastisoluilla. Kyseiset transkriptiofaktorit ovat Oct3/4, Sox2,
Klf4 ja c-Myc, joita alettiin myohemmin kutsumaan Yamanaka-faktoreiksi. Kuitenkin
tamén 10ydon jélkeen vuonna 2007 Thomson ym. osoittivat, ettd myods Oct3/4-, Sox2-,
Nanog - ja Lin28-transkriptiofaktoreilla saatiin indusoitua ihmisen fibroblastien uudel-

leenohjelmointi.

Yamanaka faktoreista c-Myc on transkriptiofaktori, jota koodaa Myc perheen proto-on-
kogeeni myc. c-Myc edistéd solujen proliferaatiota solun normaalissa toiminnassa,
mink& vuoksi mutatoitunut myc toimii onkogeeniné ja liittyy myds monien sydpien syn-
tyyn. c-Myc toimii uudelleenohjelmoinnin alkuvaiheessa aktivoimalla histoneita ase-
tyloivan histoniasetyylitransferaasi-entsyymin (Soufi ym., 2012). Asetylaatio puolestaan
avaa kromatiinirakennetta ja siten helpottaa RNA-polymeraasin toimintaa transkription
aikana, jolloin indusointia edistdvien geenien ekspressio kasvaa. Kromatiinin avaus li-

sdd my0ds Oct4- ja Sox2-transkriptiofaktorien kiinnittymistd DNA:han.

Kl1f4 kuuluu KIf perheen koodaamiin transkriptiofaktoreihin, ja toimii sekd alkuvai-
heessa ettd myohemmaéssi vaiheessa indusointia. Polo ym. 2012 osoittivat, ettd K14 es-
tad solujen uudelleenohjelmoinnin indusoinnin alkuvaiheessa inhiboimalla uudelleenoh-
jelmointiin erikoistuneiden geenien toimintaa. My6hemmaissé vaiheessa KlIf4 edistid in-
dusointia aktivoimalla pluripotenttiudelle tirkekitd geenejd kuten Nanog-geenid, mika

tapahtuu p53-kasvunrajoitegeenin ekspressiota vihentamaélla.

Sox2 kuuluu Sox perheen transkriptiofaktoreihin, ja toimii ainoana transkriptiofaktorina
jokaisessa indusoinnin vaiheessa. Alkuvaiheessa toimii eksogeeninen Sox2 ja mydhem-
méssd vaiheessa toimii endogeeninen Sox2 kuten kuvassa 1 ndkyy. Endogeeninen Sox2
aktivoi SALL4-transkriptiofaktorin ja LIN28-RNA:ta sitovaan proteiiniin (Buganim
ym. 2012). Buganim ym. 2012 havaitsivat myos, ettd SALL4 aktivoi FGF4-kasvuteki-
jén sekd Fbxo15-proteiinin, ja LIN28 puolestaan aktivoi DNMT3B-metyylitransferaa-
sin. SALL4 johtava signalointireitti saa aikaan Nanog-kasvutekijan ilmentymisen, kun

taas LIN28 aktivoi endogeenisen Oct3/4 ilmentymisen. Oct3/4-transkriptiofaktori on



osa POU perheen koodaamia transkriptiofaktoreita. Oct3/4 aktivoi kantasolujen uusiutu-
mista ylldpitdvien ja pluripotenttiudelle tdrkeiden geenien toimintaa seka estid erilaistu-
miseen liittyvien geenien toimintaa. Oct3/4 on tdrked transkriptiofaktori, koska se pys-

tyy sitoutumaan myds tiukemmin pakattuun kromatiiniin.
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Kuva 2. Yamanaka faktorien vasteet kohdesolussa.

(Kulcenty ym., 2015)

3.1 Kasvutekijdt

Yamanaka-faktorit vuorovaikuttavat keskendin, mutta myos kasvutekijoiden kanssa te-
hostaen indusoinnin tehokkuutta. Kasvutekijét edistdvéit solun proliferaatiota ja lisdévit
indusoinnin yhteydessd Yamanaka-faktorien ja muiden tarkeiden transkriptiofaktorien
miirdd solussa aktivoimillaan signaalireiteilld. Tunnettu kasvutekiji uudelleenohjel-
moinnissa on LIF eli leukemian vaimennustekijd, joka kuuluu IL-6 perheen sytokiinei-
hin. LIF edistdd uusiutumista ja estii erilaistumista aktivoimalla Jak-Stat3 signaalireitin
ja stimuloimalla PI3K:n eli fosfoinositodi3-kinaasin toimintaa, mikd puolestaan edistda
kantasolun jakautumista ja kasvua. LIF sitoutuu LIF-reseptoriin muodostaen heterodi-

meerin gpl30-membraaniproteiinin kanssa, mika johtaa Jak:n fosforylaatioon ja akti-



vaatioon, jolloin myds Stat3 ja PI3K fosforyloituu (Niwa ym. 2009). Jak-Stat3 signaali-
reitti lisdd K1f4 ja Sox2 madrad, kun taas PI3K lisdd c-Myc- ja Nanog-transkriptiofakto-
rien maardd. Jak-Stat3 signaalireitin on todettu edistdvén indusointia hiiren soluissa,
mutta ei ihmisen soluissa, kun taas PI3K reitti vahvistaa indusointia molemmissa so-

luissa.

Toinen indusointia edistédvi kasvutekija on FGF eli fibroblastinen kasvutekiji, joka vai-
kuttaa tyrosiinikinaasireseptorien vélitykselld. FGF:n sitoutumisen mydta reseptori di-
merisoituu ja autofosforyloituu, mikéa aktivoi PI3K-Akt ja MAPK-Erk signaalireitin.
MAPK-Erk reitissd reseptorin yhteyteen muodostuu myods SHP2-, Grb2- ja SOS-proteii-
nien muodostama kompleksi, joista SOS on osa GEF eli guanine exchange faktoria
(Overmeyer & Maltese, 2011). GEF aktivoi Ras-GTP:aasin, joka indusoi signaalireitin
kinaasien fosforylaation ja aktivaation, miké puolestaan lisdd Nanog-transkriptiofaktorin
ekspressiota, ja siten ylldpitéa pluripotenttia tilaa. PI3K-Akt signaalireitti taas toimii
mTOR-proteiinin kautta, joka sditelee Sox2-, Nanog- ja Oct4-transkriptiofaktorien il-
menemistéd. Lisdksi mTOR:n on todettu estédvin ihmisen pluripotentteja kantasoluja eri-

laistumasta alkiokerroksiksi.

3.2 Yamanaka-faktorien siirtotekniikat soluun

3.2.1 Virusvektorit

Virusvektorit ovat Yamanaka-faktorien siirrossa eniten kdytetty tekniikka, ja viruksista
usein kdytossd ovat retrovirukset ja adenovirukset. Virusvektoreiden kdyttd perustuu vi-
ruksen geneettiseen muokkaukseen, jossa poistetaan infektiota aiheuttavat tekijét ja
usein viruksen replikaatioon vaadittavat tekijdt. Tdmén liséksi viruksen genomiin on lii-
tetty Yamanaka-faktoreita koodaavat geenit, jotka siirtyvét viruksen kautta somaattisiin
soluihin. Retrovirukset ovat paljon kéytettyja IPS-solujen tuotannossa korkeammasta
transduktiotehokkuudesta johtuen. Adenovirukset eivét ole yhtd tehokkaita Yamanaka-
faktorien siirrossa, mutta saavat uudelleenohjelmoinnin aikaan ilman kohdesolun geno-
min muokkausta toisin kuin retrovirukset, jotka integroivat genominsa kohdesolun ge-
nomiin. Genomin integroituminen kohdesoluun voi laukaista mutageneesin, minka

vuoksi ei-integroituvat menetelmit ovat solujen kannalta turvallisempia.
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3.2.2 DNA- ja ldhetti-RNA-menetelmat

Kun Yamanaka-faktorit siirretddn ilman virusvektoria, puhutaan transfektiosta. Trans-
fektiossa vektorina voidaan sen sijaan kéyttdd plasmidi-DNA:ta, jolloin siirretty DNA ei
integroidu osaksi kohdesolun genomia. Plasmidi-DNA voi olla esimerkiksi episomaali-
nen plasmisi, joka siséltdd replikaation aloituskohdan, ja pystyy siten kahdentumaan
kohdesolussa. Indusoinnissa on kiytetty my0s minirengasvektoreita, jotka sisédltavit Ya-
manaka-faktorit, eukaryoottisen promoottorialueen seka siitelysekvenssit, ja ainoastaan
lyhyen segmentin prokaryootti-DNA:ta (Alves ym. 2021). DNA-vektorien lisdksi solut
voidaan transfektoida Yamanaka-faktoreita koodaavalla ldhetti-RNA:1la, joka on muihin

menetelmiin verrattuna hyvin tehokas.

Plasmidi-DNA voidaan transfektoida soluun mekaanisesti partikkelipommituksella,
jossa DNA:lla pééllystettyjé partikkeleita ammutaan kohdesoluihin. Toisaalta seki plas-
midi-DNA ettd 1dhetti-RNA voidaan siirtdd mekaanisesti soluun korkeajénnitteisen séh-
kovirran avulla. Menetelméd kutsutaan elektroporaatioksi, joka tuottaa solukalvoon pie-
nid reikid, ja siten lisdé solukalvon ldpdisevyyttd vieraille molekyyleille. Transfektio
voidaan toteuttaa myds kemiallisesti esimerkiksi kationisilla polymeereilla, jotka pak-
kaavat Yamanaka-faktoreita koodaavan DNA:n tai ldhetti-RNA:n kationisen polymee-
rin ympéardimiksi nanopartikkeliksi. Kationiset nanopartikkelit siirtyvét soluihin elekt-

rostaattisten vuorovaikutusten vaikutuksesta negatiivisesti varatun solukalvon kanssa.

3.2.3 Transposonit

Liikkuvat elementit eli transposonit ovat DNA-sekvenssejd, jotka pystyvét litkkkumaan
genomissa paikasta toiseen mekanismeilla, jotka eroavat homologisesta rekombinaa-
tiosta. Yamanaka-faktorien siirrossa on kdytetty kahta transposonipohjaista menetelmas,
jotka ovat Piggybac- ja Sleeping Beauty -menetelmd. Molemmissa menetelmissé kiyte-
tadn DNA-transposoneja, joissa transposonien liikkkuminen eli transpositio tapahtuu
leikkaa ja liitd -mekanismilla. Transpositio perustuu transposonin pdissd oleviin kéantei-
siin toistojaksoihin, joiden vélissi siirrettivdt Yamanaka-faktorit sijaitsevat. Yamanaka-
faktorit siséltdvé transposoni saadaan siirrettyd kohde-DNA:han transposaasi-entsyymin

avulla, joka katalysoi transposonin integraation kohdesolujen genomiin.



Transposonipohjaiset Piggybac- ja Sleeping Beauty -menetelmét vaativat toisin sanoen
plasmidin, joka sisdltdé transposonin, ja plasmidin, joka siséltda transposaasia koodaa-
van geenin. Uudelleenohjelmoitavat solut transfektoidaan molemmilla plasmideilla, jol-
loin Yamanaka-faktorit siirtyvét transposition kautta genomiin. Uudelleenohjelmoin-
nissa transposaasi on joko hyperaktiivinen Sleeping Beauty -transposaasi tai Piggybac -
transposaasi. Sleeping Beauty -transposaasin geeninsiirtotehokkuus on korkeampi kuin
Piggybac -transposaasissa. Lisdksi Sleeping Beauty -transposaasi on turvallisempi, silld
Piggybac -transposonilla on taipumus integroitua transkription sditelyalueille, miké voi
johtaa esimerkiksi geenien inaktivoitumiseen tai mutatoitumiseen (Grabundzija ym.
2013). Transposonipohjaiset menetelmét ovat kuitenkin kokonaisuudessaan yksinkertai-

sia ja tehokkaita geeninsiirtomenetelmia.

3.2.4 Proteiineihin perustuvat menetelmét

Proteiineihin perustuvia menetelmié on rajoittanut proteiinien kyky ylittdd puolildpéi-
sevé solukalvo. Yamanaka-faktorit on kuitenkin onnistuttu siirtdimédn somaattiisiin so-
luihin CPP:n eli solukalvon ldpdisevin peptidin avulla (Kim ym. 2009). Kyseisessd me-
netelmissad hyddynnetidén rekombinanttiproteiineja, joissa kukin indusoiva proteiini on
fuusioitunut CPP:n kanssa. Toinen solukalvon ldpi proteiineja kuljettava peptidi on pro-
teiinin transduktiodomeiini eli PTD. Rekombinanttiproteiinien tuotanto tapahtuu usein
Escherichia coli -bakteerissa, jonka jdlkeen proteiinit puhdistetaan ja siirretdéin somaat-
tisiin soluihin. Proteiineihin perustuvien menetelmien tehokkuus on kuitenkin muihin
menetelmiin verrattuna hyvin heikko, minka vuoksi usein muita menetelmia suositaan

proteiinien sijaan.

4 TPS-SOLUJEN KAYTTO LAAKETIETEESSA

IPS-soluja on kiytetty laajasti viimeisen vuosikymmenen ajan ldédketieteellisessa tutki-
muksessa, silld IPS-solut pystyvit uusiutumaan ja erilaistumaan kaikiksi aikuisen solu-
tyypeiksi. Indusoinnilla tehty muutos geenitoimintaan on soluperiytyvaa, minka vuoksi
my0s [PS-solujen jakautuessa syntyy IPS-soluja, miké tekee indusoinnista alkion kanta-
soluille vaihtoehtoisen menetelmén tuottaa uusia kantasoluja laéketieteelliseen kayttoon.

Toisaalta IPS-soluja kédyttdmalld voidaan luoda potilaan omista soluista potilasspesifisid
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soluja, jotka ottavat huomioon potilaan perimén ja siten vihentdvit esimerkiksi hylki-
misreaktioiden riskid, mikd on etu muihin kantasoluhoitoihin verrattuna. IPS-soluilla on
terapeuttista potentiaalia jopa elinsiirroissa, silld luovutettavia elimid on hyvin rajallinen
maiira. [PS-solujen kyky uusia ja korvata kudosta luo mahdollisuuksia soluterapioihin

sekd elinsiirtoihin.

4.1 Tautimallinnus

IPS-soluilla on mahdollisuuksia toimia monenlaisten sairauksien tautimalleina. IPS-so-
lujen ominaisuuksiin kuuluu solujen uusiutuminen, minké vuoksi myds tautimallien so-
lut uusiutuvat. Lisdksi IPS-soluilla on samat geneettiset mutaatiot kuin potilaalla, jolta
solut on keritty, mink takia IPS-soluista tehdyt potilasspesifiset mallit ilmentévét poti-
laalle tai taudille tyypillisid fenotyyppid. IPS-solujen etuna on myds niiden kyky ilmen-
tad taudille tyypillistd patofysiologiaa kuten Torrent ym. 2015 osoittivat Parkinsonin
taudin kohdalla. He osoittivat, ettd Parkinsonin tautia sairastavilta potilailta erilaistetut
neuronit ilmensivit taudille ominaista mitokondrion heikentynyttd toimintaa, oksidatii-
viseen stressiin liittyvien geenien ekspression kasvua sekd a-synukleiinin aggregaatiota.
Geneettisesti ihmisestd poikkeavat eldinmallit eivdt usein anna todenmukaista kuvaa ih-

misen fysiologisista muutoksista ja siten taudin molekulaarisista mekanismeista.

IPS-soluja on kéytetty laajalti 2D-tautimalleissa, silld 2D-mallit ovat 3D-malleihin ver-
rattuna yksinkertaisempia, edullisempia ja helpommin ylldpidettivissd. Kuitenkin 2D-
malleissa ongelmana on, etteivét solut kasva 2D-ymparistdssi in vivo, ja 2D-ympéris-
tossd esimerkiksi vuorovaikutukset muiden solujen ja soluviliaineen kanssa ovat puut-
teellisia. Liséksi erityisesti 2D-malleissa IPS-soluista erilaistuneiden solujen kypsyys-
aste on usein aikuisen soluja alhaisempi. Baxter ym. 2015 osoittivat, ettd [PS-soluista
erilaistuneet maksan hepatosyyttisolut osoittivat enemmén epakypsié piirteitd kuin ai-
kuisen solun kaltaisia piirteitd kdytettdessd 2D-mallia, miké puolestaan voisi viitata 2D-
mallien soveltuvuuteen varhaisemman ién sairauksissa. Kuitenkin IPS-soluista erilaistu-
neilla hermosoluilla on mallinnettu onnistuneesti aikuisten sairauksista esimerkiksi neu-
rodegeneratiivisia eli hermostoa rappeuttavia sairauksia kuten Parkinsonin tautia seka
Alzheimeria. IPS-soluilla on mallinnettu myos sydénlihassairauksista oikean kammion

arytmogeenista kardiomyopatiaa kdyttden IPS-soluista erilaistuneita sydénlihassoluja.
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IPS-soluja hyodyntidva 3D-mallinnus luo puolestaan tulevaisuudelle suurta potentiaalia,
silld kyseinen malli tuottaa todenmukaisemman in vitro -ympariston soluille. IPS-so-
luista luodut 3D-mallit eli organoidiviljelmét saadaan aikaan erilaistamalla IPS-solut ha-
lutuksi solulinjaksi, minké jalkeen solut siirretdén 3D tukirakenteeseen kuten hydrogee-
liin. Hydrogeeli on runsaasti vettd sitonut polymeeriverkko, joka tekee soluille soluvi-
liainetta muistuttavan kasvualustan, jossa solut pystyvit vuorovaikuttamaan seka tois-
tensa ettd soluvéliaineen kanssa. IPS-soluista luotuja hydrogeelipohjaisia organoideja
kidytetddn esimerkiksi luustolihaksia vahingoittavien sairauksien molekulaaristen meka-
nismien tutkimisen (Pinton ym. 2023), silld monet letaalit sairaudet vaikuttavat luustoli-

haksiin.

4.2 Lddkekehitys

Ladkekehitys on pitkd ja monivaiheinen prosessi, missd yli 90 % ladkkeista ei lapdise
kliinisié testejd (Yu ym. 2013). Eldinmalleilla testatuista ladkkeistd vain noin 6 % tode-
taan turvallisiksi ja tehokkaiksi, minka lisdksi eldinmallit ovat todella kalliita verrattuna
in vitro-malleihin. Ladkkeiden sietotasoissa on myds eroja, silld esimerkiksi hiiren on
todettu sietdvén noin kymmenenkertaisesti paremmin 37 % léédkkeistd verrattuna ihmi-
seen (Rajamohan ym. 2013). Tdmain takia, vaikka lddke olisi turvallinen ja tehokas el&i-
milld, voi se silti olla jopa vaarallinen ihmisille. Esimerkiksi talidomidi todettiin eldin-

kokeissa turvalliseksi, mutta aiheutti vakavia kehityshairigitd ihmisille.

IPS-solut luovat ratkaisuja eldinmalleja koskeviin ongelmiin. Iso syy miksi vain pieni
osa eldinmalleilla testatuista 1ddkkeistd ldpdisee kaikki kliiniset kokeet, ovat geneettiset
erot ihmisen ja eldimen vililld. Toisaalta my0s ihmisten geneettiset variaatiot yhdessi
ympéristotekijoiden ja epigeneettisten tekijoiden kanssa voivat johtaa erilaisiin ja epé-
toivottuihin lddkevasteisiin. IPS-soluista luotuja potilasspesifisid soluja voidaan tutkia
myo0s farmakogeneettisestd ndkokulmasta, jolloin yksilon perima ja esimerkiksi geneet-
tiset mutaatiot huomioidaan minimoidakseen epétoivotut lddkevasteet ja maksimoiden
ladkkeen tehokkuus. Potilasspesifit solut ovat lupaavia my0s yksildllisen ladkehoidon
kehittdmisessd ja toisaalta lddkkeen tehokkuuteen vaikuttavien geenivarianttien 16ytdmi-

sessd.
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4.2.1 Neurodegeneratiiviset sairaudet

Neurodegeneratiiviset sairaudet ovat etenkin ikdéntyvien ihmisten ongelma, ja esimer-
kiksi Parkinsonin taudista kérsii yli 10 miljoonaa ithmistd ympéri maailman. Johtuen
puutteellisesta ymmaérryksesté tautien molekulaarisiin mekanismeihin ei neurodegenera-
titvisiin sairauksiin ei ole parannuskeinoja. Kuitenkin IPS-soluja on pystytty hyodynté-
méén niin taudin mekanismien kuin my0s potentiaalisten lddkkeiden tutkimuksissa.
Peng ym. 2013 tutkivat 44:n jyrsijoilld toimiviksi todettujen yhdisteiden hermosoluja
suojaavia vaikutuksia Parkinsonin taudissa. Vaikutuksia tutkittiin dopaminenergisiksi
hermosoluiksi erilaistuneilla soluilla, jotka ovat tirkein dopamiinin 1dhde nisdkkédiden
keskushermostossa, ja kyseisten hermosolujen tuhoutumisesta johtuvaa dopamiiniva-
jetta pidetddn Parkinsonin taudin kehittymisen taustalla. Peng ym. 2013 havaitsivat, ettd
ainoastaan 16:ta yhdisteelld oli hermosoluja suojaava vaikutus IPS-soluista tuotetuilla
hermosoluilla, vaikka kaikilla 44 yhdisteilld oli aiemmin havaittu olevan hermosoluja
suojaavia ominaisuuksia jyrsijoilld. Tdma havainto tukee IPS-solupohjaisten mallien
kayttod ladkekehityksessd, ja ihmisen solulinjan kiyton merkitystd tehokkaan ladkkeen

16ytdmiseksi Parkinsonin tautiin.

4.2.2 Syddmen rytmih&iriot

Sydédmen rytmihdiridt eli rytmin poikkeavuudet ovat yleinen vaiva, johon altistavat esi-
merkiksi stressi, valvominen ja liiallinen alkoholin kéyttd. IPS-soluista erilaistuneilla
syddnlihassoluilla on tutkittu 1dékkeitd rytmihiirididen hoitoon. Yokoo ym. 2009 ha-
vaitsivat, ettd [PS-sydénlihassolujen ja alkion kantasoluista erilaistuneiden sydédnlihas-
solujen supistumiskyky ja lyontitiheys reagoivat syddnsairauksien hoidossa kéytettyihin
ladkkeisiin samankaltaisesti. Koska IPS-syddnlihassolut osoittautuivat toimivaksi mene-
telméksi lyontitiheyden ja supisumiskyvyn tutkimiseen, voitaisiin IPS-soluja kayttaa
myos yksilollisen hoidon kehittdmiseen rytmihiirioti sairastavalle. Rytmihéairiolaak-
keissd kuten muissakin 1dékkeissd ongelmana on ollut 16ytdd potilaalle sopivaa ladketti,
koska sama ldéke ei toimi halutulla tavalla kaikilla potilailla. T4td vasten potilaan peri-
mén huomioivat potilasspesifit IPS-sydinlihassolut voisivat mahdollistaa toimivan ja

turvallisen rytmihdiridladkkeen 16ytdmisen.
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IPS-sydénlihassoluja on hyddynnetty my0s katekoliamiiniherkdn polymorfisen kam-
miotakykardian eli CPTV:n ja pitkén QT-oireyhtymén l4dékekehityksessd. CPTV on har-
vinainen periytyva sydénsairaus, jossa sarkoplasmakalvostosta vapautuu poikkeukselli-
sesti kalsiumioneja diastolisessa vaiheessa, miké johtaa rytmihédiridihin. Jung ym. 2012
havaitsivat, ettd hypertermiaan kéytetty dantroleeni palautti potilasspesifeilld IPS-lihas-
soluilla kalsiumionien normaalin vapautumisen, ja siten vdhensi rytmihdirioitd. Toi-
saalta Itzhaki ym. 2011 kéyttivit IPS-soluja tutkiakseen pitkdd QT-syndroomaa, missé
natrium- ja kaliumkanavat toimivat epétavallisesti. He huomasivat, etté tutkimistaan yh-
disteistd kaliumkanavia estévit yhdisteet pahensivat tautia ja kalsiumkanavien toimintaa
estavit yhdisteet lievensivét taudin vaikutuksia. Molemmat tutkimukset osoittivat, ettd
IPS-soluilla on mahdollista luoda rytmih&iriditd muistuttava fenotyyppi, joka mahdollis-

taa sairauksien lddkekehityksen.

4.3 Toksisuustestit

Ladkekehityksessé ladkkeen toksisuus tai huono tehokkuus ovat yleisimpii syitd miksi
ladke ei lapdise kliinisié testejd. Toksisuustesteissd maéritetddn yhdisteen myrkyllisyys
ja vaikutukset biologisiin toimintoihin. Testeissd on perinteisesti kiytetty eldinmalleja,
syopésolulinjoja tai geneettisesti manipuloituja kuolemattomia solulinjoja, mutta ongel-
mana ovat olleet erot solujen toiminnoissa, koska normaaleilta soluilta puuttuvat kyky
jakautua loputtomasti. Koska IPS-soluista tuotetut solut jiljittelevdt paremmin normaa-
lia kudosta, pystytdén IPS-soluja hyddyntdméaén myds ladkkeiden toksisuuden médritta-

misessa.

4.3.1 Neurotoksisuus

Neurotoksiset yhdisteet eli hermoston rakenteelle tai toiminnalle haitalliset yhdisteet
ovat kasvava ongelma yhteiskunnassa kemikaaleille altistumisen my6téd. Pei ym. 2016
tutkivat neurotoksisuutta aiheuttavien yhdisteiden ja potentiaalisesti neurotoksisuutta ai-

heuttavien yhdisteiden vaikutuksia IPS-soluilla sekd IPS-soluista erilaistuneilla hermo-

14



solun kantasoluilla, hermosoluilla seki astrosyyttisoluilla. He antoivat jokaista yhdis-
tettd 1 uM, 10 uM ja 100 pM konsentraatioissa ja selvittivdt vasteiden eroja solutyyp-
pien ja annoskoiden vililla. 80:std yhdisteestd 50:114 oli merkittévid sytotoksisia vaiku-
tuksia ainakin yhdessé solutyypissd, kun taas neljd yhdistettd osoitti sytotoksisuutta kai-
kissa solutyypeissd. Kuitenkin solutyypisté ja annetusta konsentraatiosta riippuen syto-
toksisten vaikutuksen vahvuus vaihteli ndilld neljdlla yhdisteelld, mika osoitti toksisuu-
den vertailun solutyyppien vililld hyvin tirkeédksi. Koska solutyyppien vasteissa oli
eroja, viittaisivat tulokset IPS-soluista tuotettujen solujen soveltuvuuteen eri solutyyp-

pien toksisten vaikutuksen selvittdmiseen ja toksisten vaikutusten vertailemiseen.

4.3.2 Kardiotoksisuus

Kardiotoksisuudella tarkoitetaan esimerkiksi ld4kkeiden aiheuttamaa sydénlihaksen va-
jaatoimintaa. Kardiotoksisuutta médrittdessd on yleisesti kdytetty CHO-solulinjaa (Chi-
nese hamster ovary-cell line) tai HEK-solulinjaa (Human embryonic kidney-cell line),
joiden kéytto perustuu solulinjojen geneettiseen muokkaukseen. CHO- ja HEK-solulin-
jat eivét kuitenkaan kuvaa sydédnlihaksen biokemiallisia omainaisuuksia tiysin toden-
maukaisesti johtuen solulinjojen geneettisistd eroista ja poikkeavasta ionikanavien eks-
pressiosta ihmisen sydénlihassoluihin verrattuna. IPS-soluista erilaistuneet sydénlihas-
solut sen sijaan ilmentdvét monia ihmisen sydénlihakselle ominaisia toimintoja kuten
tyypillistd supistumiskykya. Erilaistuneiden sydanlihassolujen on myds osoitettu reagoi-
van sydén- ja verisuonilddkkeisiin samankaltaisesti kuin alkion kantasolut, mik on teh-
nyt IPS-soluista pétevid in vitro -malleja kardiotoksisuuden méérittamiselle (Laustriat

ym. 2010).

Kardiotoksisia vaikutuksia ovat esimerkiksi reaktiivisten happiradikaalien syntyminen,
apoptoosi ja syddmen rytmihéiriot. Kardiotoksisuuden méiritys kuuluu osaksi sydin- ja
verisuonisairauksien lddkekehitystd sekd joidenkin sydpdhoitojen kehitykseen. Syopé-
hoidoissa kéytetyt tyrosiinikinaasi-inhibiittorit ovat esimerkki lddkkeistd, joiden syto-
toksisia vaikutuksia on tutkittu IPS-soluilla. Osassa syovistd tyrosiinikinaasit toimivat
litan aktiivisina, minkd vuoksi inhibiittorit ovat toimiva hoitomuoto. Tastd huolimatta
inhibiittorien sivuvaikutukset ovat kardiotoksisia. Sharma ym. 2017 osoittivat IPS-so-

luista erilaistuneiden sydénlihaksen endoteelisolujen ja fibroblastien toimivan tyrosiini-
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kinaasi-inhibiittorien kardiotoksisten vaikutusten tutkimisessa. He havaitsivat molem-
pien solutyyppien ilmentivan kardiotoksisia vaikutuksia altistuessaan tyrosiinikinaasi

inhibiittoreille.

4.3.3 Hepatotoksisuus

Hepatotoksisuudella viitataan maksan vaurioitumiseen tai vajaatoimintaan kemikaalien
vaikutuksesta, ja lddkkeiden aiheuttama maksavaurio (drug-induced liver injury) on
yleisin syy maksan vajaatoiminnalle. Ladkkeiden aiheuttama maksavaurio on myds yksi
yleisimmistd syistd lddkkeiden takaisinvetoon myynnistd. Hepatotoksisuustesteissd on
kaytetty tarkasti leikattuja maksapaloja (precision-cut liver slices) ja kuolemattomia so-
lulinjoja kuten HepaRG-solulinjaa, mutta ongelmana ovat olleet, etteivit mallit ole
osoittaneet ihmisen metabolisia reaktioita todenmukaisesti. Tétd vasten priméériset he-
patosyyttisolut eli suoraan maksasta eristetyt hepatosyyttisolut ovat toimineet péatevina
in vitro -alustoina esimerkiksi ladkkeiden biotransformaation tutkimiselle, ja siten hepa-
totoksisten vaikutusten tutkimiselle. Priméédristen hepatosyyttisolujen eristiminen on

kuitenkin rajallista.

Sen sijaan IPS-soluista erilaistuneilla hepatosyyttisoluilla on havaittu olevan primééris-
ten hepatosyyttien kaltaisia ominaisuuksia, ja tavallisista priméérisistd hepatosyyteisté
poiketen IPS-hepatosyyttien tuottaminen on tehokkaampaa. Primééristen hepatosyyttien
ominaisuuksista esimerkiksi glukoosin varastoitumista, urean tuotantoa ja veren albu-
miinin ekspressiota on havaittu [PS-hepatosyyteilld (Choi ym. 2013). Szkolnicka ym.
2014 hyddynsivat primédristen hepatosyyttien kaltaisia IPS-hepatosyyttejd, ja osoittivat,
ettd 1adkkeiden aiheuttamaa maksavauriota on mahdollista mallintaa IPS-hepatosyy-
teilla. Tutkimus osoittaa, ettd IPS-hepatosyyteilld pystytdédn tutkimaan hepatotoksia vai-
kutuksia lddkkeiden aiheuttamassa maksavauriossa tuottamalla potilasspesifisid IPS-he-

patosyytteja.

4.4 Soluterapiat
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IPS-solujen kéyttd laajentuu myds regeneratiiviseen ladketieteeseen, jossa korvataan tai
elvytetddn solujen, kudosten ja elinten normaalia toimintaa. IPS-solut saadaan erilaistu-
maan halutuiksi soluiksi, jotka puolestaan voidaan siirtdd esimerkiksi vaurioituneeseen

kudokseen. Kuitenkaan IPS-soluja ei vield kéytetd aktiivisesti sairauksien hoidossa toi-

sin kuin kantasoluhoitoja, jotka ovat tehokkaita hoitomuotoja esimerkiksi leukemiassa.

IPS-solujen kayttoon liittyy vield haasteita esimerkiksi riittdvén toiminnallisuusasteen

saavuttamisessa kuin myds kasvaimen muodostumisen riskin pienentdmisessa.

4.4.1 Fibroosi

Fibroosilla tarkoitetaan arpeutumista, missd sidekudosta kertyy kudoksen solujen tilalle,
mika johtaa elinten toimintahdiridihin. Fibroosiin liittyy usein sidekudoksen fibroblas-
tien aktivaatio sekd soluviliaineen proteiinien kertyminen, ja siti esiintyy usein eli-
missd, joissa kudos uusiutuu hitaasti. Fibroosiin eli ole parantavaa hoitokeinoa, mutta
IPS-solujen kyky uusiutua ja erilaistua luo mahdollisuuksia korvata vaurioitunutta ku-
dosta terveilld soluilla. Esimerkiksi maksa-, sydénlihas- ja keuhkofibroosiin on tutkittu

hoitokeinoja IPS-soluterapioita kdyttdmalla.

Yan ym. 2014 osoittivat, ettd hiiriin siirretyt IPS-soluista erilaistuneet alveolien ho-
meostasialle tirkeét 2. tyypin alveoliepiteelisolut ennaltachkéisivdt keuhkofibroosia. He
havaitsivat, ettd kyseiset solut edistivit vaurioituneiden alveolien epiteelisolujen uusiu-
tumista ja siten tukivat hiirten keuhkojen toimintaa. Toisaalta myds sydanlihasfibroo-
sissa on todettu olevan positiivisia vaikutuksia IPS-soluja kaytettdesséd (Suzuki ym.
2021). Tutkimuksessa huomattiin IPS-sydénlihassolujen vdhentidvén sydédnlihasfibroosia
syddninfarktin rottamallissa, mutta myds muissa in vivo-malleissa on huomattu saman-
kaltaisia ominaisuuksia. Suzuki ym. 2021 havaitsivat, ettd vaikutukset perustuivat IPS-
syddnlihassolujen kykyyn lisdtd hiussuonten tiheyttd, ja vihentdd hypertrofisten eli pak-
suuntuneiden sydédnlihassolujen méérdi. Tutkimusten perusteella IPS-soluhoidoilla voi-
taisiin korvata fibroosissa vaurioitunutta kudosta, mutta myos ennaltachkéisti fibroosin

syntyé.

IPS-soluja voidaan hyddyntéa fibroosin hoidossa myds eristimaélla IPS-solujen ekso-
someja eli biomolekyyleja kuljettavia nanovesikkeleitd. IPS-soluista eristettyjen ekso-
somien on todettu ehkéisevin keuhkofibroosia estimalld tautia indusoivien M2-makro-

fagien toimintaa (Zhou ym. 2021). IPS-sydédnlihassoluista eristetyt IPS-eksosomit ovat
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sen sijaan tukeneet syddnlihassolujen uusiutumista sydadninfarktissa ja siten estéineet sy-
dénlihasfibroosia. Tulosten perusteella IPS-alveoliepiteelisolujen tai IPS-sydanlihasso-
lujen sijaan fibroosin hoitokeinona voitaisiin kadyttdd myos IPS-pohjaisia eksosomeja

(Santoso ym. 2020).

442 Sybpi

Sy0Opa on sairaus, missd mikdén solusyklin tarkistuspisteistd ei toimi, mik& johtaa solu-
jen kontrolloimattomaan ja rajattomaan jakautumiseen. Kuten normaaleja somaattisia
soluja, my0s syopdsoluja on onnistuneesti uudelleenohjelmoitu kantasolujen kaltaiseen
tilaan, mikd on mahdollistanut pahalaatuiseen syOpain liittyvien solujen neutraloimisen
muuttamatta DNA-sekvenssid. Utikal ym. 2009 uudelleenohjelmoivat hiiren mela-
noomasolulinjan soluja IPS-soluiksi, jotka injektoitiin hiiren blastokystiin. Blastokys-
tistd kasvatettiin hiirialkioita, ja alkioista kimeerisid hiiriyksilité, joilla ei havaittu kas-
vaimia. Tulos viittaisi siihen, ettd syopasoluista uudelleenohjelmoidut solut erilaistuisi-
vat normaalisti, miké puolestaan osoittaa IPS-solujen toimineen pahalaatuisten sy&péaso-

lujen ennallistamisessa.

Lupaavia tuloksia on saatu myds esimerkiksi ihmisen keuhkosydvin, eturauhassyovin
ja tukikudossydvén solulinjoista. Pahalaatuisia kasvaimia aiheuttavat solut uudelleenoh-
jelmoitiin IPS-soluiksi, jotka puolestaan saatiin erilaistumaan halutuksi kudokseksi. Eri-
laistuneilla soluilla oli huomattavasti pienempi riski muodostaa kasvaimia kuin alkupe-
rdisilld solulinjoilla. Lisdksi normaaleista somaattisista soluista tuotetuilla IPS-soluilla
on osoittautunut olevan terapeuttisia ominaisuuksia. Alaa El-Din ym. 2019 havaitsivat,
ettd IPS-solujen injektio sylkirauhasten okasolusydpéd sairastaville rotille lisdsi sylki-
rauhasten uusiutumista. Tutkimukset osoittavat, ettéd [PS-soluja voitaisiin kayttdd mah-

dollisten syopidhoitojen kehittimiseen.

4.5 Geeniterapiat

IPS-solujen geneettinen muokkaus on avannut mahdollisuuksia sairauksien parannuk-

seen. IPS-solujen muokkaukseen on kiytetty CRISPR-Cas9-muokkausmenetelmaa,

18



joka perustuu bakteerista perdisin olevaan Cas9-endonukleaasiin, jolla on kyky katkaista
kohdesekvenssi nukleotidin tarkkuudella. Ohjain-RNA (sg-RNA) sitoutuu muokkauk-
sen kohteena olevaan komplementaariseen sekvenssiin, jolloin endonukleaasi pystyy
kiinnittyd DNA:han. Menetelmé mahdollistaa sekvenssien poistamisen, jolloin saadaan
indusoitua lukukehysmutaatioota ei-homologisessa katkoskohtien korjauksessa. Kuiten-
kin myos nukleotidien lisddmisen tai korvaamisen ovat mahdollisia, kun korjauksen yh-
teydessd lisatddin katkaisualueen kanssa osittain homologinen templaatti. Tatd tapahtu-
maa kutsutaan homologian ohjaamaksi korjaukseksi. Menetelmélld voidaan luoda sai-
raudelle altistavia mutaatiota tai korjata potilasspesifien IPS-solujen sairautta aiheutta-
via mutaatiota isogeenisen solulinjan muodostamiseksi, jotka saadaan erilaistumaan ter-
veiksi soluiksi, ja siirrettyd potilaalle taudin parantamiseksi. Toisaalta isogeeninen solu-

linja on valttiméaton kontrollisolulinja tutkimukselle.

4.5.1 Perinndlliset sairaudet

Geneettisesti muokattuja IPS-soluja on tutkittu verenvuototaudeista esimerkiksi hemofi-
lia A:n ja B-talassemian hoitokeinoksi. Hemofilia A on X-kromosomaalinen sairaus,
jossa geenimutaatio on kohdistunut FVIII-hyytymistekijdd koodaavaan F§-geeniin. Mu-
taatio johtaa hyytymistekijén puutteeseen, minkd seurauksena veri ei hyydy normaalisti
ja verenvuodot pitkittyvit. Son ym. 2022 kéyttivdt F§-geenimutaatiolta korjattuja IPS-
soluja, jotka injektoitiin hemofiliaa ilmentdviin hiirimalleihin. He havaitsivat, ettd
FVIII-hyytymistekijén aktiivisuus lisdéintyi, verenvuodot lyhenivit huomattavasti ja ve-
renvuotojen uusiutuminen véheni. Sen sijaan B-talassemiaa aiheuttaa HBB-geenimutaa-
tio, jolloin hemoglobiiniproteiinin B-globuliiniketjun synteesi vihenee, ja johtaa anemi-
aan. Ou ym. 2016 osoittivat, ettd mutaatiolta korjatuista IPS-soluista erilaistuneet hema-
topoieettiset kantasolut pystyivit erilaistumaan punasoluiksi hiirelld, ja syntetisoimaan
B-globuliinia. B-globuliinin tasot todettiin hiirissd normaaleiksi eikd kasvaimia havaittu.
Tulokset viittaisivat sithen, ettd homologian ohjaama korjaus olisi mahdollinen hoito-

keino kyseisiin sairauksiin.

Muokattuja IPS-soluja on kéytetty myos kystisen fibroosin hoitokeinoa tutkiessa. Kysti-
nen fibroosi on periytyva aineenvaihduntasairaus, jonka aiheuttaa CFTR-kloridikanavaa

koodaavan CFTR-geenin mutaatio. Oireena sairaudessa on kloridi-ionien kertyminen
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soluihin, miké johtaa liman kertymiseen hengitysteihin. CRISPR-Cas9-muokkausmene-
telméd kaytettiin potilasspesifisten IPS-solujen CFTR-mutaation korjaamiseen kysti-
sessé fibroosissa (Firth ym. 2015). IPS-solut erilaistuivat hengitysteiden epiteelisoluiksi,
joiden CFTR-kanavalle tyypillisen kloridi-ionien kuljetuksen havaittiin palautuneen,
mika osoittaa, ettd CRISPR-Cas9-muokkausmenetelmin kéyttiminen korjasi mutaation,

ja voisi toimia tulevaisuudessa hoitomenetelmina kystiseen fibroosiin.

4.5.2 Immunoterapia syovén hoidossa

Sytotoksiset T-solut toimivat normaalin immuunipuolustuksen hankitussa immuunivas-
teessa tunnistaen vaurioituneita ja epdnormaaleja soluja kuten syopdsoluja. Sydvin im-
munoterapiassa voidaan kéyttda T-solujen T-solureseptoreita, jotka ovat sydpésolujen
antigeeneille spesifisid. Esimerkiksi leukemiaa sairastavan potilasspesifisistd T-soluista
voidaan indusoida IPS-soluja, jotka saadaan erilaistumaan kasvainspesifisiksi T-soluiksi
leukemiaa vastaan. Esimerkiksi NY-ESO-1-antigeenid ilmentévid leukemiasoluja vas-
taan on osoitettu merkittdvad sytotoksisuutta IPS-soluja kdyttdmélld (Montel-Hagen ym.
2019). Kuitenkin somaattisen rekombinaation takia ongelmaksi on muodostunut anti-
geenispesifiyden menettdminen osassa IPS-soluissa. CRISPR-Cas9-menetelmélld on
onnistuttu hiljentimain IPS-soluista somaattiseen rekombinaatioon osallistuva RAG2-
geeni (rekombination activation gene 2), miki esti uudelleenjirjestdytymisti ja titen en-

naltaehkadisi antigeenispesifiyden menetysta.

My®ds IPS-soluista erialistuneilla NK-soluilla (natural killer cells) on kehitetty immuno-
terapioita syovén hoitoon, silld kuten sytotoksiset T-solut myds NK-solut tuhoavat omia
epdnormaaleja soluja. Seké sytotoksisia T-soluja ettd NK-soluja voidaan geneettisesti
muokata ilmentdméén CAR-reseptoreja, mutta [PS-soluista tuotettuja NK-soluja on hel-
pompi muokata kuin T-soluja. CAR-reseptorit muuttavat solujen antigeenispesifisyyttd,
jolloin soluista tulee spesifisid sydpésoluissa ilmentyvié antigeenejd kohtaan. Muodos-
tuneet CAR-T-solut ja CAR-NK-solut ovat lisdnneet kasvaimen tuhoamista edistdvaa
toimintaa useiden tutkimusten mukaan esimerkiksi lymfoomassa, leukemiassa ja mye-
loomassa. Myelooman hoidossa hy6dyllistd on ollut myds CD38-reseptorin hiljentdmi-
nen NK-soluista CRISPR-Cas9-menetelmailld, silld myeloomasolut ilmentévit kyseisti

reseptoria, ja vasta-ainehoidot tuhoavat titen sekd myeloomasoluja ettd NK-soluja (Ka-
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raroudi ym. 2020). CRISPR-Cas9 on tehokkaampi IPS-soluissa kuin tavallisissa so-

luissa, minkéd vuoksi menetelmalld uskotaan olevan terapeuttisia ominaisuuksia myds

IPS-NK-soluissa.

4.6 IPS-solujen haasteet ja tulevaisuuden nékymd

Vaikka IPS-solut ovat monella tavalla hyodyllisid lddketieteessa, liittyy solujen kayttoon
ongelmia, jotka tulee tulvaisuudessa ratkaista. Uudelleenohjelmoinnin tehokkuus on
vield alhainen, minkd vuoksi IPS-solujen tuotto on usein hidasta ja eldinmallien tapaan
kallista. Esimerkiksi IPS-sydénlihassolujen tuottaminen kestdd noin nelja kuukautta,
mika on tehokkaalle sydénlihassolusiirrolle liian pitka aika. Ratkaisuksi on ehdotettu
biopankkeja, jotka sisdltdisivét eri HLA-fenotyypeiltd keréttyja soluja. Biopankit mah-
dollistaisivat siirtokykyisten IPS-solujen tuotannon ja toisaalta myds alentaisivat kus-

tannuksia potilasspesifeihin soluihin verrattuna.

Puolestaan Dos Santos ym. 2014 tutkivat uudelleenohjelmoinnin tehokkuuteen ratkai-
sua, ja havaitsivat, ettd indusointitehokkuutta pystytdan parantamaan lisddmalla
Mbd3/Nurd-kompleksin ekspressiota. Mbd3/Nurd-kompleksi eli nukleosomin uudel-
leenjérjestidytymis- ja deasetylaatiokompleksi on vélttiméaton alkion kantasolujen pluri-
potenttiudelle ja uusiutumiselle. Tutkimuksessa todettiin, ettdi Mbd3-komponentin eks-
pression vihentdminen heikensi indusointitehokkuutta, ja toisaalta kompleksin ekspres-
sion kasvu lisdsi tehokkuutta. Tima puolestaan osoitti kompleksin toimivan avainase-
massa solujen uudelleenohjelmoinnissa. Tehokkuus on parantunut myos Lin28- tai Na-

nog-transkriptiofaktorien yhdistimiselld Yamanaka-faktoreihin.

Ladketieteellisestd kdyttod rajoittaa myds indusoinnin aiheuttama kasvaimen muodostu-
misen riski sekd geneettinen epédvakaus. Erilaistumattomina IPS-solujen on todettu ai-
heuttavan pahalaatuisia kasvaimia in vivo -malleissa, minkd vuoksi soluterapioissa haas-
teena on erilaistuneiden IPS-solujen kontaminoituminen erilaistumattomilla IPS-so-
luilla, jolloin terapia synnyttéisi riskin syovén kehittymiselle. Yamanaka-faktoreista c-
Myc ja KIf4 ovat onkogeenisii, ja ovat useissa syovissa yliekspressoituneina, minka
vuoksi IPS-soluista saattaa kehittyd tuumorigeenisid. Toisaalta my0s indusointiin kdyte-
tyistd siirtotekniikoista retrovirukset ja transposonit lisddvat riskid syovén syntymiselle

integroidessaan genominsa kohdesoluun. Integraation aikana isédntdsolun genomiin voi
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syntyd mutaatioita, miké johtaa esimerkiksi c-Myc-onkogeenin yliekspressioon ja syo-
vén kehittymiseen. Toisaalta in vitro -malleissa IPS-solut voivat kerryttdd kromosomi-
mutaatioita ja menettdd heterotsygoottisuuden. Esimerkiksi Mandai ym. 2017 tutkivat
IPS-soluista erilaistuneiden verkkokalvon solujen siirtdmistd silmépohjan rappeumaa
sairastavalle potilaalle. Tutkimuksessa toiselle potilaista ei tehty siirtoa johtuen IPS-so-

luissa havaituista geneettisitd muutoksista.

Kasvaimen muodostumisen lisdksi ongelmana on solulinjojen heterogeenisyys. Tauti-
mallinnukseen ja toksisuustesteihin oleellisena osana kuuluvat kontrolli IPS-solulinjat,
joihin on aikaisemmin kdytetty samalta sukupuolelta ja samasta suvusta luovutettuja so-
luja, joissa on kuitenkin ollut paljon variaatiota. Ratkaisuna ongelmaan on kehitetty ge-
neettisesti muokattuja isogeenisid solulinjoja, missd uutena haasteena puolestaan ovat
epaspesifit ja tahattomat muutokset genomissa. Seka solulinjojen heterogeenisyys etté
genomin tahattomat muutokset heikentivat IPS-solulinjojen kykya toimia soveltuvina

kontrollisolulinjoina tautimallinnuksessa ja toksisuustestauksessa.

Toisaalta IPS-solujen epékypsyys tuo haasteita niin tautimallinnukseen, toksisuustestei-
hin kuin soluterapioiden kehittimiseen. Varhaisemman vaiheen sairauksissa epakypsit
IPS-solut ovat osoittautuneet soveltuviksi tautimalleiksi, mutta useissa aikuisten sai-
rauksissa IPS-solut eivét ole ilmentdneet taudille tyypillisid ominaisuuksia epakypsyy-
den vuoksi. Kypsyytti on saatu indusoitua esimerkiksi yliekspressoimalla ennenaikaista
vanhentumista aiheuttavaa progeriinia ja kdyttimalla 3D-malleja 2D-mallien sijaan.
Kypsyytti ei kuitenkaan ole saatu kasvatettua huomattavalla tavalla, minka vuoksi on-

gelma tulee vield ratkaista tulevaisuudessa.

5 YHTEENVETO

IPS-solut ovat oleellinen osa timénhetkisti ja tulevaisuuden ladketieteellistd tutkimusta
sekd kehitystd. Yamanakan & Takahashin innovaatio indusoiduista pluripotenteista kan-
tasoluista kdynnisti aktiivisen tutkimuksen IPS-solujen kdyttdmahdollisuuksiin niin tau-
timallinnuksessa kuin soluterapioiden kehityksessd. IPS-soluilla on kyky erilaistua kai-
kiksi aikuisen solutyypeiksi ja uusiutua kuten alkion kantasoluilla, mik4 tekee IPS-so-
luista vaihtoehtoisen menetelmén kantasolujen tuottamiselle alkion kantasolujen rin-
nalle. IPS-soluilla on monia etuja verrattuna alkion kantasoluihin, silla IPS-solut voi-

daan tuottaa suoraan potilaan soluista, jolloin saadaan aikaan potilasspesifisid IPS-so-
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luja, joilla on myds pienempi riski hylkimisreaktioihin. Toisaalta IPS-solut antavat eetti-
semman, ja mahdollisesti tulevaisuudessa tehokkaamman menetelmén kantasolujen tuo-

tantoon.

IPS-soluja on onnistuttu tuottamaan useista eri solutyypeisti kuten maksan hepatosyytti-
soluista, sydédnlihassoluista, hermosoluista ja liséksi myds sydpésoluista. IPS-soluista
erilaistuneet solut ovat osoittaneet solutyypeille ominaisia piirteitd, ja erilaistuneista so-
luista luodut tautimallit sairaudelle tyypillistd patofysiologiaa. Monet tutkimukset ovat
korostaneet ihmisen solulinjan kidyton merkitystd niin tautimallinnuksessa kuin lddkeke-
hityksessd, minkd vuoksi IPS-solut ovat potentiaalinen vaihtoehto in vivo -malleille tu-

levaisuudessa.

Kantasolut ovat valttiméattomid niin tutkimukselle kuin monien sairauksien hoitoon.
Kantasoluhoidot ovat vakiintunut hoitomuoto esimerkiksi leukemian ja muiden vaka-
vien syOpien hoidossa. Kuitenkin sopivien kantasolujen luovuttajia on rajallinen méaara,
mink& vuoksi kantasolujen tarve on kasvava, ja uusia menetelmid kantasolujen saantiin
tarvitaan. IPS-soluja on ryhdytty testaamaan hoitomuotona ihmiselle, mutta soluihin liit-
tyy vield paljon haasteita, jotka tulee ratkaista ennen kuin IPS-soluja voidaan aktiivisesti
kayttad sairauksien hoidossa. IPS-solujen kaytto 1ddkekehityksessd kuin myds solu- ja
geeniterapioiden tutkimuksessa on kasvavaa, ja luo tulevaisuuden kannalta potentiaali-

sen menetelmén sairauksien hoitoon.
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