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Terapia komorkowa w leczeniu
cukrzycy typu 1 — czy bedzie mozliwa?

Cellular therapy in diabetes type 1 — will it be possible?

STRESZCZENIE

Cukrzyca typu 1 powstaje wskutek nieodwracalne-
go zniszczenia komorek beta wysp trzustkowych, co
prowadzi do zaburzen, a nawet catkowitego zanie-
chania produkcji insuliny. Mimo ogromnego poste-
pu w leczeniu tej choroby nadal u wiekszosci pacjen-
téw na pewnym etapie choroby dochodzi do rozwoju
p6znych powiktan cukrzycowych. Dlatego tez cukrzyca
typu 1 stata sie jednym z celow terapii komérkowe;j.
Obecnie uzyskiwanie zr6znicowanych komérek beta
wysp trzustkowych w hodowlach in vitro pozostaje
na etapie badan naukowych. Jednak w wielu pra-
cach wykazano, ze w przysztosci bedzie mozliwe
otrzymywanie komérek beta produkujacych insuline
i wrazliwych na stezenie glukozy we krwi, ktore be-
dzie mozna wszczepia¢ chorym na cukrzyce typu 1.
Powodzenie tej terapii zalezy jednak od wielu czyn-
nikéw, miedzy innymi od wypracowania bezpiecz-
nych protokotéw uzyskiwania komoérek beta wysp
trzustkowych oraz zadbania o to, aby wszczepione
komérki nie pobudzaty odpowiedzi immunologicz-
nej biorcy oraz zachowaty swoje biologiczne funk-
cje. (Diabet. Prakt. 2009; 10, 4: 157-161)
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ABSTRACT

Type 1 diabetes is results from the irreversible
damage of the pancreatic beta cells which leads to
disturbance and even to total termination of insulin
production. Despite enormous progress in the
treatment of type 1 diabetes still most of the patients
develop late diabetic complications. Because of that,
type 1 diabetes is one of targets of the cellular
therapy. Nowadays, in vitro culture of differentiated
beta cells continues to be at the scientific research
level. However several studies indicate that in the
future it would be possible to culture pancreatic
insulin-producing beta cells which would be sensitive
to glucose level in blood and which would be possible
to be injected to type 1 diabetic patients with . Success
of such treatment will depend however on many
factors, including safe protocols to culture beta cells.
Additionally, it would also be important to make sure
that immunological response against cells will not
appear and that such cells will maintain their biological
features. (Diabet. Prakt. 2009; 10, 4: 157-161)
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Wstep

Komoérki macierzyste (SCs, stem cells) oraz
zwigzana z nimi terapia komoérkowa jako potencjalna
metoda leczenia wielu schorzen stanowig cel badan
wielu pracowni naukowych [1, 2].

Komérki macierzyste sg komorkami niezrozni-
cowanymi. Wykazujg zdolnos¢ do réznicowania
w komorki o okreslonych funkcjach, przy jednocze-
snej zdolnosci do nieograniczonej proliferacji i od-
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nawiania wifasnej populacji, dlatego sa uwazane za
komorki niesmiertelne [3-5].

Ze wzgledu na zdolnos¢ do réznicowani SCs
dzieli sie na: totipotencjalne, pluripotencjalne, mul-
tipotencjalne i unipotencjalne. Z komérek totipoten-
cjalnych powstajg wszystkie komorki organizmu oraz
tozysko. Takg ceche wykazuje zygota. Komorki plu-
ripotencjalne mogga sie réznicowaé w komorki 3 list-
kow zarodkowych [6], natomiast komaorki multipo-
tencjalne dajg poczatek komoérkom nalezacym do
tego samego listka zarodkowego lub tej samej tkanki.
Komérki unipotencjalne, nazywane progenitoro-
wymi, przeobrazajg sie tylko w 1 rodzaj komorek
somatycznych [7].

Ze wzgledu na pochodzenie SCs wyrdznia sie
komorki embrionalne, uczestniczagce w organogene-
zie, oraz somatyczne (progenitorowe), ktorych rolg
jest regeneracja tkanek dorostego organizmu [8]. Do
niedawna uwazano, ze pluripotencjalny charakter
wykazujg tylko komorki pochodzenia embrional-
nego, natomiast SCs dorostego organizmu maja
zdolnos¢ réznicowania sie tylko w obrebie tej samej
tkanki. Jednak najnowsze doniesienia wskazujg, ze
mezenchymalne komérki macierzyste (MSCs, mesen-
chymal stem cells) szpiku kostnego moga ulegac
przeksztatceniu w komarki nerwowe [9].

Komorki macierzyste — potencjalne
mozliwosci terapii cukrzycy typu 1

Zrédta komérek macierzystych

Najczestszym zrédtem uzyskiwania SCs s3
embriony na bardzo wczesnym etapie rozwoju (do
6. dnia) pochodzace z niewykorzystanych komérek
w zaptodnieniu in vitro, z embrionéw uzyskanych
metodg klonowania lub z tkanek uzyskanych w wy-
niku poronienia. Alternatywnymi zrédtami uzyski-
wania SCs, niebudzacymi watpliwosci etyczno-mo-
ralnych, sg szpik kostny, krew pepowinowa oraz
tkanki dorostego cztowieka, miedzy innymi takze
posmiertne. Zdolnos¢ réznicowania dojrzatych SCs
jest, co prawda, mniejsza niz embrionalnych, jed-
nak w przypadku klinicznego zastosowania komo-
rek progenitorowych jest niwelowany problem od-
powiedzi immunologicznej [10].

Pluripotencjalno$¢ komérek macierzystych
Dobranie warunkéw hodowli SCs jest mozli-
we dzigki coraz wiekszej wiedzy o czynnikach odpo-
wiedzialnych za utrzymywanie pluripotencjalnosci
oraz znajomosci mechanizméw réznicowania i re-

programowania. Wyniki badan wskazujg, ze jednym
z wielu czynnikéw wptywajgcych na utrzymanie plu-
ripotencjalnosci ludzkich SCs jest kompleks biatko-
wy SWI/SNF remodelujacy chromatyne, nazywany
esBAF. Jest on odpowiedzialny za destabilizacje po-
tgczen DNA-histony i uczestniczy w ekspresji gendéw
biorgcych udziat w utrzymywaniu pluripotencjalno-
$ci [11]. Z zachowaniem pluripotencjalnosci wigze sie
réwniez obecnosc biatka Oct4 (czynnika transkryp-
cyjnego), ktére hamuje proces réznicowania [6].

Otrzymywanie komdrek beta
wysp trzustkowych

Prowadzone sg liczne badania majgce na celu
otrzymywanie komorek beta wysp trzustkowych przy-
datnych w terapii komdrkowej cukrzycy typu 1 [12-14].

Sugeruje sig, ze dorosty organizm posiada ko-
morki progenitorowe dla trzustki, ktére mogtyby sie
stac¢ zrédtem komoérek, z ktérych mozna by otrzy-
mac komorki beta wysp trzustkowych. W czasie
embriogenezy trzustka jest formowana z cewy
trzustkowej, z ktérej pochodzg zaréwno komérki
endokrynne, jak i groniaste. W okresie dojrzatosci
komorki z cewy nadal wykazujg zdolnos¢ do rézni-
cowania i ekspansji, co jest cechg charakterystyczng
dla SCs. Dodatkowo czes¢ komadrek wysp trzustko-
wych ulega podziatom i réznicowaniu w komorki
produkujace insuling, cho¢ proces ten jest ograni-
czony. Przyktadem potwierdzajgcym takie przypusz-
czenia byto wyizolowanie komérek z trzustki, ktore
w hodowli in vitro przeksztatcaty sie w réznorodne
komérki endokrynne, w tym komoérki produkujgce
insuline [13]. Cztonkowie innych zespotow badaw-
czych uwazajg natomiast, ze populacja komérek
beta wysp trzustkowych jest odbudowywana z ist-
niejgcych juz zréznicowanych komérek, ktére zacho-
wujg zdolnos¢ do proliferacji [14].

Innymi komoérkami uwzglednianymi w terapii
komarkowej cukrzycy typu 1 s embrionalne komorki
macierzyste (ESCs, embryonic stem cells). W warun-
kach in vitro otrzymano z nich komoérki o wysokiej
ekspresji insuliny. Proces ten nie jest jednak efek-
tywny, poniewaz spontanicznie z ESCs powstaje tyl-
ko 1-3% komorek beta wysp trzustkowych wyka-
zujacych wrazliwos¢ na wzrost stezenia glukozy
w medium. Uzyskanie wiekszej liczby komérek beta
tg droga jest ztozone. W pierwszym etapie nalezy
uzy¢ odpowiednich czynnikéw wzrostu, takich jak
czynnik wzrostu hepatocytéw (HGF, hepatocyte
growth factor) oraz czynnik wzrostu neuronow (NGF,
nerve growth factor). Prowadzi to do réznicowania
w kierunku komoérek endodermalnych, z ktérych po-
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chodzg komérki produkujace insuline. Kolejnym eta-
pem jest zwiekszenie ekspresji czynnikdw transkryp-
¢ji inicjujacych ekspresje gendéw warunkujacych roz-
woj komorek beta wysp trzustkowych. Efekt ten
mozna uzyskac¢ poprzez infekcje hodowli wirusem
zawierajacym specyficzny gen promotora genéw
o wysokiej ekspresji w komérkach beta potgczony
z genem opornosci na antybiotyk. W celu wyselek-
cjonowania komorek zawierajgcych gen promotora
prowadzi sie hodowle w medium z odpowiednim
antybiotykiem. Liew i wsp. [15] zauwazyli, ze wy-
wotanie nadekspresji czynnika transkrypcji Pax4
w ludzkich ESCs powoduje zwiekszone réznicowa-
nie tych komaérek w komoérki produkujace insuline,
wrazliwe na wahania stezenia glukozy w medium.
Nalezy jednak podkresli¢, ze uzyskane dotychczas
z ESCs komorki beta produkujace insuline komaérek
nie wykazywaty profilu fizjologicznego i nie zacho-
wywaty sie w warunkach in vivo w ten sam sposob
jak komorki powstate w wyniku ontogenezy [16].
Niejednoznacznos¢ wynikéw badan zwigza-
nych z progenitorowymi komérkami oraz kontrower-
syjnos¢ stosowania ESCs sprawiajg, ze poszukuje sie
alternatywnych metod uzyskiwania komérek produ-
kujacych insuline. Wykazano, ze MSCs szpiku posia-
dajg zdolnos¢ do réznicowania sie w wiele réznych
linii komdrkowych: fibroblasty, chondrocyty, oste-
oblasty czy miocyty. Tak duza plastycznos¢ oraz
dostepnosc¢ tych komoérek powoduje, ze sg one zré6-
dtem zainteresowania osrodkéw naukowych, w celu
wykorzystania ich w leczeniu wielu choréb, w tym
cukrzycy typu 1 [17, 18]. Na podstawie wtasciwosci
MSCs Karnieli i wsp. [19] przeprowadzili badania ma-
jace na celu otrzymanie komaérek beta wysp trzust-
kowych. Bazujac na obserwacjach dotyczacych roli
czynnika transkrypcyjnego PDX1 zaprezentowali
procedure réznicowania komérek MSCs w komorki
beta wysp trzustkowych. Juz wczesniej zaobserwo-
wano, ze ekspresja na statym poziomie czynnika
transkrypcyjnego PDX1 warunkuje reprogramowa-
nie hepatocytow w komérki o fenotypie zblizonym
do komorek produkujgcych insuling. Wychodzac
z tego zatozenia, wykonano transfekcje MSCs po-
chodzacym od dawcéw szpiku retrowirusem
zawierajacym gen szczurzego Pdx-1. Zainfekowane
komoérki zaczety produkowac insuline, a sekrecja
hormonu byta regulowana przez stezenie glukozy
w medium [19]. Nad inng metodg otrzymywania
komorek produkujacych insuline z MSCs szpiku pra-
cowat zespot naukowcdw japonskich. Szpik pocho-
dzit od pacjentéw z cukrzyca typu 1. Protokét otrzy-
mania komorek beta skiadat sie z 3 etapdw. Poczat-

kowo komorki hodowano w medium z niewielkim
stezeniem glukozy (DMEM, Dulbecco’s Modification
of Eagle’s Medium). Nastepnie pasazowano komor-
ki do medium zawierajgcym aminokwasy oraz czyn-
nik wzrostu fibroblastow (FGF, fibroblast growth
factor). Ostatecznie hodowle prowadzono w me-
dium z betaceluling oraz aktywing, czynnikami wzro-
stu regulujacymi réznicowanie SCs w komorki beta
wysp trzustkowych. Wyhodowane komérki wykazy-
waty zdolnos¢ do produkgji insuliny, a co najwaz-
niejsze — bylty wrazliwe na zmiane stezen glukozy
[20]. Z kolei inny zesp6t naukowy zaobserwowat re-
programowanie komoérek w odwrotnym kierunku,
czyli z komorek beta wysp trzustkowych w MSCs,
pod wptywem dodania surowicy do medium. Jed-
noczesnie stwierdzono, ze usuniecie z medium su-
rowicy spowodowato powr6t cech komorek beta
wysp trzustkowych [21].

Kolejnym potencjalnym zrédtem komérek, kto-
re mozna by wykorzysta¢ w terapii komorkowej, sg
komorki macierzyste krwi pepowinowej (UCBs, umbi-
lical cord blood cells). Ich uzyskiwanie nie wigze sie
z wystepowaniem powiktan u dawcy, a pobranie nie
wymaga skomplikowanych procedur. Badania wska-
zujg, ze wszczepione UCBs migrujg w obreb uszko-
dzonych naciekiem limfocytarnym komorek beta
wysp trzustkowych, réznicujac sie w kierunku ko-
morek produkujgcych insuline. Ponadto UCBs praw-
dopodobnie tagodzg proces autoimmunologiczny
toczacy sie w obrebie wysp Langerhansa u oséb
z cukrzyca typu 1, poprzez supresje aktywnosci lim-
focytéw T [22].

Komorki macierzyste w leczeniu
cukrzycy typu 1

Do 1922 roku, w ktérym Frederic Banting wraz
z Charlesem Bestem odkryli insuline, cukrzyca typu
1 byta choroba smiertelng [23]. Od tamtego przeto-
mowego odkrycia osiggnieto ogromny postep w le-
czeniu chorych na cukrzyce typu 1. Stosowana po-
wszechnie metoda intensywnej insulinoterapii
pozwala pacjentom na aktywne i diugie zycie. Jed-
nak nie jest ona wolna od niedoskonatosci. Czesto
utrzymanie normoglikemii przez dtugi czas jest trud-
ne do osiggniecia, co prowadzi do rozwoju péznych
powiktan cukrzycowych, takich jak: nefropatia, reti-
nopatia, neuropatia czy choroba niedokrwienna ser-
ca [16]. Dlatego tez poszukuje sie metod bardziej
skutecznego leczenia cukrzycy typu 1, a terapia ko-
morkowa moze by¢ procedurg mozliwg do zastoso-
wania [19, 24]. Chociaz ten rodzaj terapii nie pro-
wadzitaby do bezposredniego wyeliminowania przy-
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czyny cukrzycy typu 1, jej zastosowanie zmniejszy-
toby ryzyko powtoérnego nacieku limfocytarnego
komoérek beta wysp trzustkowych i nawrotéw obja-
woéw choroby. Zastosowanie terapii komérkowej
w leczeniu tej choroby ma duzg szanse powodze-
nia, poniewaz zniszczeniu ulegaja tylko selektywne
komorki, a nie cata tkanka czy organ, ktére relatyw-
nie fatwo mozna zastgpi¢ prawidtowymi komorka-
mi pochodzacymi z hodowli in vitro. Dodatkowo
otrzymywanie komérek beta wysp trzustkowych
metoda in vitro zmniejszytoby niebezpieczenstwo
immunogennosci, a takze — poprzez zwigkszenie
dostepnosci komérek beta — umozliwitoby wyko-
nywanie przeszczepow na wiekszg skale. Obecnie
przeprowadza sie przeszczepy catfej trzustki albo
tylko komérek beta wysp trzustkowych, jednak zré-
dta tych komorek sg bardzo ograniczone, poniewaz
pochodza od oséb zmartych.

Zastosowanie terapii komorkowej nie ograni-
cza sie tylko do bezposredniego zastepowania znisz-
czonych komérek beta wysp trzustkowych. By¢ moze
juz w niedalekiej przysztosci bedzie mozliwe lecze-
nie terapia komérkowa przewlektych owrzodzen
i ran na konczynach dolnych, nazywanych stopg cu-
krzycowa. Metodg, ktora pozwolitaby na leczenie
tego schorzenia, jest hodowla fibroblastéw pobra-
nych z owrzodzenia w obecnosci czynnika stymulu-
jacego wzrost kolonii granulocytow i makrofagow
(GM-CSF, granulocyte macrophage colony-stimulating
factor). Zastosowanie GM-CSF miatoby na celu po-
budzenie migracji i proliferacji keratynocytéow [25].

Zastosowanie terapii komérkowej w leczeniu
cukrzycy typu 1 i jej powiktan, oprocz bezposred-
niej poprawy i przedtuzenia zycia pacjentéw, dato-
by réwniez efekt ekonomiczny. Dane z Banku Swia-
towego wskazuja, ze cukrzyca zajmuje 2. miejsce
w skali wielkosci obcigzenia ekonomicznego spote-
czenstwa sposrdd wszystkich choréb, a leczenie za
pomocg komorek zredukowatoby naktady finanso-
we zwigzane z terapig cukrzycy typu 1 [26].

Niebezpieczenstwa wynikajgce
z terapii komoérkowej

Komorki macierzyste, ze wzgledu na swoje
mozliwosci nieograniczonego podziatu oraz niezréz-
nicowanie, fatwo ulegajg przeobrazeniom w komorki
nowotworowe [4]. Potwierdzajg to obserwacje do-
tyczace hodowli komérek macierzystych in vitro.
Komoérki hodowane in vitro czesto ulegajg zmianom
genetycznym i kariotypowym prowadzacym do
transformacji nowotworowej [27]. Wprowadzenie
SCs czy tez juz zréznicowanych w wyniku hodowli
in vitro ich pochodnych do organizmu ludzkiego

w celu zastosowania leczenia przyczynowego wigze
sie ze wzrostem ryzyka rozwoju nowotworu
u biorcy.

Nalezy réwniez zwréci¢ uwage, ze zastosowa-
nie terapii komérkowej u chorych na cukrzyce typu
1 nie wyeliminuje u nich przyczyny schorzenia, a je-
dynie uniezalezni pacjentéw od koniecznosci wyko-
nywania codziennych iniekcji insuliny i kontroli war-
tosci glikemii. W kazdym momencie moze dojs¢ do
wznowy choroby na skutek ponownej destrukgji
wszczepionych komorek beta wysp trzustkowych [16].

Podsumowanie

Wstepne wyniki badan dotyczace hodowli in
vitro komorek beta budza duzg nadzieje, ze wpro-
wadzenie terapii komdrkowej jako metody leczenia
cukrzycy typu 1 bedzie mozliwe. Wymaga to jednak
jeszcze wiele czasu i zaangazowania osob pracuja-
cych nad rozwojem tej terapii u chorych na cukrzyce.
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