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Zastosowanie terapii komorkowych

w leczeniu cukrzycy typu 1

Application of cellular therapies for the treatment
of type 1 diahetes

STRESZCZENIE

Wspotczesnie obserwujemy wyrazny wzrost liczby zachorowan na cukrzyce typu 1. Z tego
wzgledu naukowcy oraz lekarze pracuja and nowymi terapiami, ktére pozwolityby zatrzymaé
rozwdj lub catkowicie wyleczy¢ z cukrzycy typu 1. Wyniki terapii komérkowych z zastoso-
waniem komadrek macierzystych, limfocytéw T regulatorowych oraz wysp trzustkowych sa
obiecujace. Wszystkie poprawiaja kontrole glikemii, a niektdre z nich pozwalaja nawet na
uzyskanie dfugoterminowej niezaleznosci od egzogennej insuliny.
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Stowa kluczowe: cukrzyca typu 1, terapia komorkowa, komérki macierzyste, limfocyty T
regulatorowe, przeszczepienie wysp trzustkowych

ABSTRACT

Nowadays, an increase in the number of new cases of type 1 diabetes has been observed.
Therefore, the researchers and physicians have been working on new drugs that could
stop development of type 1 diabetes or cure the existing disease. The results of cellular
therapies based on stem cells, regulatory T-cells or pancreatic islets are promising. All
procedures improve glycaemic control, and some of them eliminate the need for supply of
exogenous insulin for a long term.
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WSTEP si¢ bezobjawowo. Proces autoimmunologicz-

Cukrzyca typu pierwszego (T1D, type nyizwigzanyz nim ubytek komérek B trzustki
1diabetes) jest chorobg autoimmunologiczna, zreguly rozpoczyna sig kilka lat przed klinicz-
w ktorej zniszczeniu ulegaja komorki B wysp  ng manifestacja cukrzycy. Objawy pojawiaja

trzustkowych. Poczatkowo choroba rozwija si¢ dopiero, gdy w trzustce pozostaje okoto
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10-20% aktywnych komérek produkujacych
insuling [1]. W8rdd czynnikéw ryzyka zacho-
rowania na T1D wymienia si¢ tto genetycz-
ne, a takze wplyw Srodowiska, mi¢dzy innymi
uboga mikroflorg jelitowa, otytosé, wezesne
wprowadzenie owocéw do diety, spozywanie
glutenu i duzych iloSci produktéw mlecznych
u malych dzieci, niedobdr witaminy D, zaka-
zenie wirusami rézyczki, $winki, cytomegalii,
enterowirusami lub rotawirusami [2].

W Polsce notuje si¢ najwyzszy przyrost no-
wych przypadkéw cukrzycy u dzieci w Europie
—zwlaszczaw grupienajmtodszych (< 5.1z.)[3].
Szacuje sie, ze naszym kraju w 2025 roku licz-
ba nowych przypadkéw T1D u dzieci ponizej
15. roku zycia wzro$nie do ponad 4800 rocznie
[4]. Nieleczona cukrzyca jest chorobg $mier-
telna, a podwyzszone stezenie glukozy we krwi
powoduje liczne powiktania (mikro- i ma-
kroangiopatie), dlatego wazne jest wczesne
wykrycie choroby i ustabilizowanie st¢zenia
glukozy. Konwencjonalng metoda leczenia
jest postepowanie wytacznie objawowe, ktére
obejmuje substytucj¢ egzogenna insuling [2].
Na $wiecie prowadzi si¢ badania majace na
celu znalezienie nowego sposobu walki z cu-
krzyca. Warto zwréci¢ uwage na liczne terapie
komoérkowe, ktére hamuja rozwoj cukrzycy lub
zastepuja komorki produkujace insuling [5].

TERAPIE KOMORKOWE U PACJENTOW ZE
SWIEZ0 ROZPOZNANA CUKRZYCA TYPU 1
N Przeszczepienie autologicznych

hematopoetycznych komorek

macierzystych

Przeszczepienie wtasnych hematopoetycz-

nych komérek macierzystych (aHSCT, autolo-
gous hematopoietic stem cell transplantation)
poprzedza ablacja szpiku, ktéra ma na celu
wyeliminowanie autoreaktywnych limfocy-
tow i w efekcie zatrzymanie procesu nisz-
czenia wysp trzustkowych. Pierwsze badanie
kliniczne przeprowadzit Voltarelli i wsp. [6]
u pacjentow ze zdiagnozowana cukrzyca typu
1w ciagu u pacjentéw z cukrzyca typu 1 zdia-
gnozowana w ciagu ostatnich 6 tygodni. Wsréd
kryteriéw wlaczenia znalazly si¢ dodatkowo
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hiperglikemia na czczo i obecno$¢ przeciwciat
przeciwko dekarboksylazie kwasu glutamino-
wego (anty-GAD, anti-glutamic acid decarbo-
xylase). Epizod kwasicy ketonowej stanowit
natomiast kryterium wykluczenia. W terapii
stosowano autologiczne komdrki macierzy-
ste chorego pozyskiwane z krwi obwodowej
w wyniku procesu leukaferezy po uprzedniej
stymulacji czynnikiem stymulujacym wzrost
kolonii granulocytéw (G-CSF, granulocyte
colony-stimulating factor). Przed podaza ko-
marek macierzystych pacjenci byli poddawani
chemioterapii niemieloablacyjnej opartej na
cyklofosfamidzie i globulinie antytymocytar-
nej. Wyniki przeprowadzonych badai sa bar-
dzo obiecujace, poniewaz 18 na 20 pacjentow
uzyskato insulinoniezaleznos$¢, ktéra trwata
od 2,5 do 46 miesiecy po przeszczepieniu.
Stezenie hemoglobiny glikowanej (HbA, )
przez caly okres obserwacji nie przekraczato
7%, a stezenie peptydu C wzrosto 6 miesigcy
po przeszczepieniu i utrzymywato si¢ przez
24 miesiagce po podaniu komérek macierzy-
stych. Potwierdzono ponadto bezpieczefistwo
terapii. Oprécz typowych skutkéw ubocznych
chemioterapii (tj. goraczka i nudnosci) odno-
towano jednak jeden przypadek obustronne-
go zapalenia ptuc, au dwéch innych pacjentéw
— dysfunkcje endokrynologiczne: niedoczyn-
nos¢ tarczycy i hipogonadyzm [7].

Bardzo dobre wyniki terapeutyczne
aHSCT w leczeniu T1D uzyskatl zespdt na-
ukowcow z Warszawy [8], ktorzy poddali tej
terapii 23 pacjentow i przedstawili bardzo cen-
ne wyniki 6-letniej obserwacji. Niewatpliwym
atutem tego badania klinicznego jest uwzgled-
nienie grupy kontrolnej oraz uzupetnienie te-
rapii etapami 2-3-krotnej plazmaferezy przed
mobilizacja komérek macierzystych, aby usu-
naé krazace we krwi przeciwciala i kompleksy
immunologiczne [9]. Pierwsze wyniki terapii
byly niezwykle obiecujace. Sze$¢ miesiecy po
przeszczepieniu sposrod 23 chorych 22 nie
wymagato podazy egzogennej insuliny [8].
Dalsze obserwacje wskazuja jednak, ze aH-

SCT daje najlepsze efekty terapeutyczne
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przez pierwsze 4 lata — grupa badana mia-
ta wowczas statystycznie istotnie nizszy po-
ziom glikemii na czczo oraz wyzsze stezenie
peptydu C w pordwnaniu z grupa kontrolna.
Mimo ze w ciagu 6 lat od aHSCT u wigkszo-
$ci pacjentdw poddanych terapii trzeba byto
ponownie wlaczy¢ leczenie insulina, to jeden
pacjent utrzymat insulinoniezalezno$¢ przez
caly okres obserwacji. Warto jednak zwrdcié¢
uwage, ze immunosupresja bedaca elemen-
tem aHSCT wiaze si¢ z powaznym ryzykiem
i opisywano réwniez przypadki zgonéw po
aHSCT w terapii T1D [8].

. Mezenchymalne komdrki macierzyste
Mezenchymalne komérki macierzyste
(MSC, mesenchymal stem cells) to komoérki
progenitorowe, ktdre maja zdolno$¢ do samo-
odnawiania i r6Znicowania si¢ w rozne linie
komérek mezodermalnych, w tym adipocy-
ty, osteocyty i chondrocyty w kontrolowa-
nych warunkach hodowli. Zrédtem bogatym
w MSC jest szpik kostny, pepowina, tkanka
ttuszczowa i taczna [10]. Mezenchymalne
komorki macierzyste wykazuja wtasciwosci
immunomodulujace, migdzy innymi poprzez
hamowanie proliferacji i aktywacji cytotok-
sycznych limfocytéw T, wzrost liczby limfocy-
tow T regulatorowych oraz supresj¢ produkcji
cytokin prozapalnych. Dzigki tym whasciwo-
Sciom MSC zaczeto postrzegad jako narzedzie
terapeutyczne, ktére mozna uzy¢ do zahamo-
wania rozwoju cukrzycy typu 1. W szwedzkich
badaniach klinicznych z randomizacja wzie-
o udziat dwudziestu dorostych pacjentéw ze
§wiezo zdiagnozowana cukrzyca typu 1 [11].
Byly to pierwsze badania wykazujace bezpie-
czefnstwo oraz poprawe kontroli metabolicz-
nej po przeszczepieniu MSCw T1D. W bada-
niu tym 10 pacjentéw ze §wiezo rozpoznang
TD1 leczonych insuling otrzymato przeszczep
autologicznych MSC pochodzacych ze szpiku
kostnego. Po roku obserwacji ich wyniki ze-
stawiono z wynikami grupy kontrolnej, ktéra
przyjmowata jedynie insuling. Mimo ze za-
den z leczonych pacjentéw nie uzyskat insu-

linoniezalezno$ci, wykazano, ze pacjentow

poddanych terapii charakteryzowata istot-
nie wyzsza sekrecja peptydu C (co koreluje
pozytywnie z sekrecja endogennej insuliny)
w odpowiedzi na podanie positku (MMTT,
mixed-meal tolerance test). Otrzymany efekt
ma istotne znaczenie dla utrzymania prawi-
dtowej glikemii i prewencji powiktan cukrzy-
cowych. Wiadomo bowiem, Ze jak najdluzsze
zachowanie aktywno$ci komorek B trzustki,
mierzone poziomem wydzielania peptydu C
w testach dynamicznych (np. MMTT), chroni
chorychna T1D przed epizodami zagrazajacej
zyciu hipoglikemii oraz rozwojem powiktan
naczyniowych [12]. Nalezy tez nadmienic, ze
terapii nie towarzyszyly zadne dziatania nie-

pozadane.

I Limfocyty T regulatorowe

Komorki Treg (Treg, regulatory T cells)
to niewielka populacja limfocytéw T, ktore
pelnia wazna rol¢ w utrzymaniu tolerancji
immunologicznej, w tym hamuja dziatanie
komorek autoreaktywnych. Ich niedob6r lub
zaburzona funkcja to jedne z patomechani-
zmOw choréb z autoagresji [13]. Naukowcy
z Gdanska jako pierwsi wykorzystali whasciwo-
$ci immunosupresyjne limfocytéw Treg w te-
rapii T1D. Badania objety dzieci ze §wiezo
rozpoznang cukrzyca typu 1 (< 2 miesigcy)
w wieku 8-16 lat. Terapia polegata na dozyl-
nym wlewie limfocytéw Treg pacjenta, ktére
wczesniej izolowano z jego z krwi obwodowej
i namnazano in vitro do terapeutycznie istot-
nychilosci (10-30 mIn komorek/kg me.). Lim-
focyty T regulatorowe izoluje si¢ z krwi pacjen-
taipodaje z powrotem po ich namnozeniu do
odpowiedniej iloSci w trakcie hodowli in vitro
[14]. Rok po terapii zaobserwowano, ze dzieci,
ktdre zostaly poddane leczeniu, charakteryzo-
walo wyzsze stezenie peptydu Cimniejsze za-
potrzebowanie na egzogenna insuling. Dwéch
sposréd 12 pacjentéw, ktorzy otrzymali limfo-
cyty Treg, nie wymagato podazy egzogennej
insuliny [15]. Dluzsze obserwacje wskazuja, ze
terapia komorkami Treg nie jest w stanie cat-
kowicie zahamowac progresji T1D. Obecnie
wszyscy pacjenci poddani leczeniu otrzymuja
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insulinoterapie¢. Chorych, ktorzy przyjeli dwie
dawki komérek Treg, charakteryzuje jednak
istotnie wyzsze stezenie peptydu C na czczo
niz dzieci, ktore nie zostaly poddane terapii.
Fakt ten przeklada si¢ bezpoS§rednio na za-
potrzebowanie na egzogenng insuling, kto-
re jest najnizsze w grupie leczonej dwiema
dawkami limfocytéw Treg. Jednocze$nie pa-
cjenci ci uzyskali najlepsza kontrolg glikemii.
Ponadto osoby poddane terapii komdérkami
Treg maja zachowana popositkowa sekrecje
peptydu C (MMTT), podczas kiedy zjawi-
sko to nie wystgpuje u dzieci, ktére nie byly
leczone komdrkami Treg. Najlepsze wyniki
charakteryzuja grupe, ktéra otrzymata dwie
dawki limfocytéw Treg. Co wigcej, zaobser-
wowano, ze u dzieci nieleczonych doszto do
znacznego wzrostu st¢zenia TNF-o (tumor
necrosis factor alfa) w surowicy juz w pierw-
szym roku od manifestacji T1D, podczas kiedy
dwa lata od diagnozy w obu grupach leczonych
komorkami Treg stezenie tej cytokiny w suro-
wicy pozostaje bez zmian i jest kilkukrotnie
nizsze niz w grupie kontrolnej [16]. Majac na
wzgledzie, ze TNF-o stanowi istotny czynnik
ryzyka powiktan naczyniowych w T1D [17],
a zachowanie sekrecji endogennej insuliny
chroni przed rozwojem tych powiktan, na-
lezy si¢ spodziewad, ze pacjenci poddani te-
rapii komérkami Treg nie rozwing powiktan
lub wystapia one u nich znacznie pdZniej niz
u 0s6b, ktore nie otrzymaty podobnego le-
czenia. Pelne potwierdzenie tych wnioskow
wymaga jednak wieloletnich obserwacji.

W 2015 roku pierwsze wyniki swoich ba-
dafi nad zastosowaniem komodrek Treg w te-
rapii T1D opublikowat réwniez zesp6t ze Sta-
néw Zjednoczonych. Byly to badania I fazy,
ktorych wyniki potwierdzily bezpieczefistwo
terapii komérkami Tregw T1D [18].

TERAPIE KOMORKOWE U PACJENTOW
Z WIELOLETNIA CUKRZYCGA TYPU 1
I Przeszczepienie wysp trzustkowych

W ciagu ostatnich lat, w niekt6rych krajach
przeszczepienie wysp trzustkowych stato sig ru-
tynowa procedurg kliniczng z przewidywalna
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skutecznoscia dlawybranych pacjentéwz T1D.
Leczenie jest dedykowane osobom z niesta-
bilna T1D, u ktérych wystepuja zagrazajace
zyciu epizody hipoglikemii mimo prowadzonej
insulinoterapii [19]. Wyspy trzustkowe zawie-
raja zaréwno komorki 3, produkujace insuling,
jak i komorki a, produkujace glukagon. Wy-
dzielanie obu hormondw zalezy od stgzenia
glukozy we krwi i zachodzi antagonistycznie,
przywracajac fizjologiczna regulacje glikemii.
Wryspy trzustkowe sg izolowane z trzustki po-
branej od zmartego dawcy i podawane w in-
fuzji, zazwyczaj bezpoSrednio do zyly wrotne;j
chorego przez cienki cewnik wprowadzony
przezskérnie w znieczuleniu miejscowym.
Przeszczepienie wysp trzustkowych moze za-
pewni¢ choremu insulinoniezalezno§¢, lecz
najczesciej pozwala na zmniejszenie dawek
insuliny o 50-70%. Gtéwna zaletg i efektem
terapeutycznym tej metody jest wyelimino-
wanie niekontrolowanych napadéw hipo-
i hiperglikemii. Wigkszo$¢ pacjentéw po kilku
miesigcach otrzymuje drugi przeszczep wysp,
ktory poprawia efekt terapeutyczny i czesto
pozwala przerwac terapi¢ egzogenna insuling
nawet na kilka lat. Chociaz przeszczepianie
wysp jest uwazane za bezpieczng procedure
(o znacznie mniejszym ryzyku niz transplan-
tacja trzustki), wymaga statego podawania
lekéw immunosupresyjnych, z tego powodu
nie jest stosowana u dzieci. Przeszczepienie
wysp trzustkowych wykonuje si¢ roéwniez
u chorych cierpiacych na przewlekle zapale-
nie trzustki wymagajacych pankreatektomii.
Woéwczas, autoprzeszczep nie jest zagrozony
odrzuceniem i nie wymaga stosowania lekéw

immunosupresyjnych.

I Przeszczepienie MSC wytwarzajacych
insuline w potaczeniu
Z przeszczepieniem hematopoetycznych
komorek macierzystych
Jak dotad tylko jeden zesp6t badawczy
zastosowal podobng procedure u czlowieka.
W Indiach grupe chorych na T1D poddano
terapii, ktora polegata na podazy MSC oraz

hematopoetycznych komérek macierzystych
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(HSC, hemapoietic stem cell) pochodzacych
od spokrewnionego dawcy. Mezenchymalne
komorki macierzyste uzyte do terapii izolo-
wano z tkanki ttuszczowej i hodowano in vitro
w specjalnych warunkach, ktére pobudzaty
je do produkcji insuliny. Ze szpiku kostne-
go tych samych dawcéw pobierano ponadto
HSC. W tym samym czasie biorcéw podda-
wano tagodnemu niemieloablacyjnemu kon-
dycjonowaniu, ktére obejmowato napromie-
niowanie oraz zastosowanie przeciwcial skie-
rowanych przeciw limfocytom T i B. Tak przy-
gotowanym biorcom podawano jednocze$nie
modyfikowane MSC oraz HSC w infuzji do
zyly wrotnej. W pierwszym badaniu klinicz-
nym, powyzszej terapii poddano 5 pacjentow
wwieku < 30 lat zwykrywalnym peptydem C
w surowicy i TD1 trwajaca od 6 miesigcy do
10 lat. Wyniki obserwacji trwajacej Srednio
3 miesiace od przeszczepienia wykazaty
wzrost stezenia peptydu C u wszystkich leczo-
nych chorych, zmniejszenie zapotrzebowania
na insuling oraz poprawe kontroli glikemii,
zwlaszcza u pacjentdw z najwyzszym steze-
niem HbA,  przed terapig. Badacze nie za-
obserwowali zadnych dziatan niepozadanych
terapii [20].

Ten sam zesp6t opisat ponadto 2 przy-
padki pacjentéw z T1D trwajaca 6 i 11 lat,
ktorej towarzyszyly nawracajace epizody kwa-
sicy ketonowej [21]. Przed przeszczepieniem
pacjenci otrzymali bortezomib, metylpred-
nizon oraz krélicza globuling antytymocy-
tarng. Mezenchymalne komérki macierzyste
i HSC podawano réwnoczesnie do krazenia
wrotnego, grasicy oraz w podskérna tkanke
thuszczowa brzucha. Okres obserwacji wynosit
odpowiednio 13,8 oraz 23 miesigce. U leczo-
nych pacjentéw doszto do istotnego wzrostu
stezenia peptydu C, co umozliwito trzykrotne
zmniejszenie dobowej dawki insuliny przy jed-
noczesnie lepszej kontroli glikemii.

Wyniki te sa bardzo obiecujace, jednak do
oceny bezpieczenstwa i efektywnosci potrzeba

wigkszej liczby badafi.

PODSUMOWANIE

Wszystkie préby kliniczne majace na celu
zahamowanie rozwoju T1D jedynie spowal-
nialy jej progresj¢. Ich niewatpliwym sukce-
sem jest przedtuzenie produkcji endogenne;j
insuliny, co pozwala na utrzymanie lepszej
kontroli glikemii oraz chroni pacjentéw przed
rozwojem powiktan cukrzycowych. Lepsze wy-
niki terapeutyczne uzyskiwano u pacjentéow
z poczatkowo wyzszym stezeniem peptydu C.
Z tego wzgledu dla powodzenia podobnych
terapii kluczowe jest maksymalnie szybkie ich
rozpoczecie od momentu rozpoznania T1D.

Sprawdzong opcja terapeutyczng dla cho-
rych z niestabilna T1D jest obecnie przeszcze-
pienie wysp trzustkowych. Wciaz prowadzi si¢
badania nad stworzeniem komérek produku-
jacych insuling, ktore by¢ moze wyeliminuja
w przysztosci problem T1D.
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