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POSSIBILITY OF USING STEM CELLS TO TREAT TYPE 1 DIABETES

Summary

Type 1 diabetes despite treatment with insulin is still a difficult-to-treat disease, which causes many complications. Due to increasing
incidence diabetes was considered to be a disease of civilization. Diabetes type 1 is a metabolic disease caused by chronic immune
attack on the insulin-producing cells in the pancreas. In the search for new treatments for the disease attention was paid to its autoim-
mune pathogenesis and possibility of the treatment by destroying autoreactive clones and then regeneration of new pancreas cells. Stem
cells (SCs) with their ability to regenerate and differentiate into various organs may be the future of diabetes treatment. SCs can restore
peripheral tolerance to pancreatic B-cells by converting the immune response and inhibition of T lymphocytes. In addition, insulin-
producing cells originating from SCs reduce hyperglycemia and insulin requirement. Currently, there are various possibilities of using
SCs from different sources. This paper presents the possibility of using SCs in the treatment of type 1 diabetes.
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Medycyna regeneracyjna obecnie zajmuje sie wyko-
rzystaniem komorek macierzystych (KM) w terapii uszko-
dzonych narzadéw i tkanek (1, 2). Podawanie zawiesiny
KM, ukierunkowanych dla danego narzadu, ktore beda
miaty za zadanie regeneracje/odbudowe uszkodzonych
organow, bedzie w przysziosci wypierato przeszczepianie
catych narzadow (1-3). Najwieksze nadzieje poktada sie
w wykorzystaniu KM w leczeniu zawatu mie$nia sercowe-
go, udaru mdzgu, parkinsonizmu, cukrzycy, dystrofiach
miesniowych, toksycznym uszkodzeniu watroby i nerek
(8-6). Koncepcja wykorzystania komdrek macierzystych
w klinice pojawita sie najpierw w hematologii. Od okoto
40 lat wykorzystuje sie bowiem krwiotworcze komorki
macierzyste (KKM) w leczeniu szeregu choréb uktadu
krwiotworczego. Istnieja trzy, obecnie standardowo sto-
sowane w medycynie, zrodta KKM: szpik kostny, krew
obwodowa i krew pepowinowa (5-8). Coraz czesciej
jednak w medycynie zaczyna by¢ stosowana druga pula
multipotentnych komdrek macierzystych - MKM. Mezen-
chymalne komorki macierzyste, w liczbie umozliwiajacej
zastosowanie lecznicze, zostaty wyizolowane miedzy
innymi z galarety Whartona (Wharton jelly), opisanej po
raz pierwszy przez doktora Thomasa Whartona w 1656
roku (6).

Komorki macierzyste to komorki posiadajgce zdol-
no$¢ do samoodnawiania oraz réznicowania sie w ko-

morki potomne. Pula komoérek macierzystych utrzymuje
w réwnowadze liczbe komdrek somatycznych organizmu
(1,8,5,7).

Ze wzgledu na zdolno$¢ do réznicowania, komorki

macierzyste dzieli sie na:

— totipotentne - takie, ktére moga ulec zréznicowa-
niu do kazdego typu komorek, w tym komérek
tworzacych fozysko,

— pluripotentne - takie, ktére moga da¢ poczatek
kazdemu typowi komorek dorostego organizmu z
wyjatkiem komorek tozyska,

— multipotentne — takie, ktére moga da¢ poczatek kil-
ku r6znym typom komorek, z reguty o podobnych
wiasciwosciach i pochodzeniu embrionalnym,

— unipotentne, inaczej komorki prekursorowe — moga
réznicowac sie tylko do jednego typu komorek.

Komorki macierzyste mogg pochodzi¢ z komorek

embrionalnych lub somatycznych (1, 6). Embrionalne
komérki macierzyste (ESC) wyprowadzone sg z komorek
embrionalnych. Moga by¢ totipotentne (gdy pochodzg
z kilkukomérkowego embrionu) lub pluripotentne (gdy
pochodza z wezta zarodkowego blastocysty). Natomiast
somatyczne (doroste) komérki macierzyste znajdowane
sg w tkankach dorostych organizmoéw. Sag to komorki
multipotentne, jak np. komérki hematopoetyczne lub
unipotentne, np. miesniowe komorki satelitarne. Nalezy
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pamieta¢, iz przy wykorzystywaniu embrionalnych komé-

rek macierzystych jest ryzyko powstania potworniakdw,

musi by¢ dawca komorki jajowej, jest problem zgodnosci

tkankowej (gdy izolacja jest z zarodkéw powstatych z

zaptodnienia in vitro) i sg oczywiscie zastrzezenia natury

etycznej (1-3).

Ze wzgleddw etycznych i technicznych znacznie
trudniej jest uzyskaé¢ od zdrowych dawcow komérki ma-
cierzyste np. miesni szkieletowych, miesnia sercowego,
watroby, wysepek trzustki lub osrodkowego uktadu ner-
wowego w iloéciach pozwalajacych na ich potencijalne
wykorzystanie terapeutyczne. Z tego powodu w ostatnich
latach pojawity sie koncepcje wykorzystania terapeutycz-
nego bardziej prymitywnych pluripotencjalnych komoérek
macierzystych (PKM), ktére majg zdolnos¢ réznicowania
sie we wszystkie komorki zarodka bedacych tym samym
ukierunkowanymi tkankowymi komdrkami macierzystymi
(UTKM) (1, 6, 7).

Obecnie sg cztery zrédta pluripotencjalnych komaérek
macierzystych (PKM):

1. Pluripotencjalne komérki macierzyste izolowane z za-
rodkow (komorki macierzyste embrionalne). Komérki
takie mozna pozyskac z rozwijajgcego sie zarodka
w stadium moruli lub blastocysty. W tym celu wyko-
rzystuje sie np. zamrozone wczesne ,nadliczbowe”
morule, przechowywane w klinikach, gdzie wykonuje
sie zaptodnienia in vitro. Wykorzystujac takie zarodki,
uzyskano pierwsze ustalone ludzkie linie komérek
embrionalnych (1, 6). Wykorzystanie tych linii jest
regulowane w poszczegolnych krajach Europy czy
Ameryki Pin. zgodnie z prawem obowigzujgcym w
danym panstwie (1-3, 6).

2. Pluripotencjalne komaorki macierzyste uzyskiwane w
wyniku klonowania terapeutycznego.

Klonowanie terapeutyczne polega na utworzeniu in

vitro komorki, ktdra jest rowna pod wzgledem poten-

cjatu rozwojowego zygocie (9). Komérka taka zwana
jest klonotg. Podczas tworzenia klonoty stosuje sie
cytoplazme komorki jajowej, z ktorej uprzednio usu-
wa sie jadro posiadajace potowe (haploidalng liczbe)
chromosoméw. Do pozbawionej jadra komorki jajowej
wprowadza sie jadro dojrzatej komorki somatycznej

(np. jadro fibroblastu lub limfocytu), ktéra posiada pe-

fen garnitur chromosomalny. Wszystkie chromosomy

(zestaw diploidalny), w tym niosgce geny zgodnosci

tkankowej, pochodza z komérki somatycznej bedacej

dawca jadra komdrkowego (1, 2, 9).

3. Pluripotencjalne komorki macierzyste izolowane z
dorostych tkanek.

Doroste komorki macierzyste, chociaz posiadajg ogra-

niczong zdolnos¢ roznicowania w rézne tkanki, maja

przewage nad komorkami embrionalnymi w zasto-
sowaniu klinicznym. Po pierwsze nie tworzg potwor-
niakéw, a po drugie moga by¢ pobrane z wiasnego
organizmu pacjenta, dzieki czemu nie istnieje ryzyko
ich odrzucenia. Dodatkowo, pozyskanie dorostych
komérek macierzystych nie wiaze sie ze zniszcze-

niem embrionu, nie wywotuje zatem protestow o

naturze etycznej. Ogromne nadzieje poktadano wiec

w potencjalnym zastosowaniu krwiotwérczych komé-
rek macierzystych izolowanych ze szpiku kostnego,
mobilizowanej krwi obwodowej oraz krwi pepowi-
nowej, w terapiach regeneracyjnych uszkodzonych
narzadéw i tkanek. Szereg artykutow naukowych
sugerowato teorie plastycznosci KKM oraz donosito

0 pozytywnych wynikach wykorzystania tych komérek

w zwierzecych modelach regeneracyjnych w zawale

serca, udarze moézgu, mechanicznym uszkodzeniu

rdzenia kregowego oraz toksycznym uszkodzeniu

watroby (1-4, 6, 7).

4. Pluripotencjalne komérki macierzyste uzyskane w
wyniku transformacji komoérek somatycznych (indu-
kowane PKM).

Komorki te sa uzyskiwane w wyniku transformaciji do-

rostych komodrek somatycznych (hodowanych in vitro)

za pomoca gendw kodujacych czynniki transkryp-
cyjne kluczowe dla rozwoju komorek embrionalnych

(Oct-4, Nanog, Kif4) (1, 2, 9). Geny te wprowadzane

sg do komorki somatycznej (np. komorki fibroblasta)

za pomocg wektorow retrowirusowych. W wyniku
powyzszej strategii mozna uzyskac¢ transformowang
komoérke, ktora posiada szereg witasciwosci PKM

(m.in. réznicuje sie w komorki pochodzace ze wszyst-

kich trzech listkow zarodkowych). Jednak efektyw-

nos$¢ wspomnianej modyfikacji jest stosunkowo niska.

Réwniez w tym procesie jest ryzyko wytworzenia

potworniakéw (1-3, 6).

Poniewaz zastosowanie komdrek macierzystych w me-
dycynie jest coraz szersze, rozpoczeto rowniez stosowanie
tej metody w leczeniu cukrzycy (diabetes mellitus) (6).

Obecnie na $wiecie coraz wiecej oséb choruje na
cukrzyce i uwazana jest ona za chorobe cywilizacyjna.
Okoto 5-6% catej populacji dorostych w Polsce choruje
na cukrzyce. Wyrézniamy 2 typy tej choroby: cukrzyce
typu 1itypu2 (10, 11).

Cukrzyca typu 2 rozwija sie w przypadku, gdy poja-
wiajg sie czynniki sprzyjajace, m.in. niewtasciwy sposob
odzywiania i mata aktywnos¢ fizyczna. Jest ona dzie-
dziczna i wystepuje u cztonkéw rodziny w kolejnych
pokoleniach (10).

Cukrzycatypu 1 jest przewlektg chorobg metaboliczng
z autoagresja (12, 13). Rozwija sie u 0sdb predysponowa-
nych genetycznie, pod wptywem czynnikéw $rodowisko-
wych, ktére dajg poczatek autoimmunizacyjnemu nisz-
czeniu komorek  wysp trzustki. Bezobjawowy przebieg
tego procesu uniemozliwia w wiekszosci przypadkdéw
proby zahamowania autoagresji przed ujawnieniem sie
cukrzycy (12-14). Wyrézniamy 2 podtypy cukrzycy typu 1:
typ 1A i 1B. Typ 1A ma podioze autoimmunologiczne.
W typie 1B, zwanym tez cukrzyca typu 1 idiopatyczna,
jest znaczny niedobér insuliny, bez autoimmunologicz-
nego niszczenia komérek B wysp trzustki (15-18).

Rola czynnikéw genetycznych w patogenezie cukrzycy
typu 1 nie jest jeszcze dobrze poznana. Wazna role w dzie-
dziczeniu odgrywa region kodujacy geny uktadu zgodnosci
tkankowej (HLA — human leucocyte antygen) zlokalizowa-
ny na chromosomie 6. Wykazano zwiazek zachorowa-
nia na cukrzyce typu 1 z nastepujgcymi genotypami:
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DR3, DR4, DQA1*0301, DQA1*0501, DQB1*0201,
DQB1*0302 (13, 15, 19). U okoto 95% chorych na cu-
krzyce rasy kaukaskiej obecny jest antygen DR3 lub
DR4. Same predyspozycje genetyczne nie sg czynnikiem
wywotujgcym cukrzyce, muszg istnie¢ jeszcze czynniki
Srodowiskowe, takie jak: zakazenia wirusowe (gtéwnie
coxsackie) i stres (13, 14). Pod wptywem tych czynnikéw
dochodzi do zmiany antygendéw powierzchownych ko-
moérek B, co zapoczatkowuje proces autoagresji. Objawy
cukrzycy typu 1 pojawiajg sie woéwczas, gdy zniszczeniu
ulegnie okoto 80-90% komorek B wysp trzustki (14, 16).

Cukrzyca typu 1 rozwija sie wiele lat. W stanie utaje-
nia choroby mozna znalez¢ wiele przeciwciat, ktore sg
wyznacznikiem toczgcego sie procesu autoimmuniza-
cyjnego (19). Najczestsze przeciwciata stwierdzane u
chorych z cukrzyca to:

— przeciwinsulinowe (IAA — insulin autoantibodies),

— przeciwwyspowe (ICA - islet cell autoantibodies),

— przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego

(GAD - antyglutamic acid decarboxylase),

— przeciw biatkowej fosfatazie tyrozyny (IA-2 — auto-

antibodies).

Ryzyko zachorowania na cukrzyce wzrasta wraz z licz-
ba stwierdzanych przeciwciat i przy obecnosci czterech
z nich jest prawie 100%. Markerem rozwoju cukrzycy
typu 1 jest tez biatko transportujgce cynk (ZnT8, Zinc
transporter 8). Mutacja genu tego biatka odgrywa rowniez
role w patogenezie cukrzycy typu 2. ZnT8 nalezy do ro-
dziny biatek transportowych kontrolujgcych wewnatrzko-
mérkowg homeostaze cynku, wptywa na sekrecje endo-
gennej insuliny poprzez udziat w tworzeniu heksametrow
tego hormonu. Ponadto hamuje wydzielanie glukagonu
przez komorki B wysp trzustki. Pierwszym nastepstwem
postepujacego zmniejszania sie masy czynnych komo-
rek B jest zaburzenie pierwszej fazy wydzielania insuliny.
Trwajacy proces autoagresji niszczacej komorki  pro-
wadzi do systematycznej redukcji wydzielania insuliny.
Hiperglikemia i zwigzane z nig objawy kliniczne pojawiajg
sie, gdy zniszczeniu ulegnie okoto 90% komorek 3 wysp
trzustki (18-20).

Wiedzac, ze proces autoimmunizacyjny rozpoczy-
na sie wiele lat przed rozpoznaniem cukrzycy typu 1,
zastanawiano sie nad mozliwosciami zapobiegania tej
chorobie (20). Przeprowadzono wiele badan klinicznych,
ktére dotyczyty osob z grypy ryzyka:

— krewnych pierwszego stopnia chorych na cukrzyce

typu 1,

— 0s0b z populacji ogélnej z diabetogennym profilem

genetycznym,

— 0s0b z obecnoscig przeciwciat przeciwko antyge-

nom wysp trzustkowych,

— 0s6b z zaburzona pierwszg faza wydzielania insu-

liny endogenne;.

Jednak prewencja zaréwno pierwotna, jak i wtérna
okazaly sie nieskuteczne (14, 15, 17).

Obecnie mimo leczenia cukrzycy przy pomocy insu-
liny, diety, ¢wiczen fizycznych nadal musimy pamieta¢
o licznych powiktaniach wystepujacych w przebiegu tej
choroby. Nalezg do nich m.in.: schytkowa niewydolno$¢

nerek, utrata wzroku, nieurazowa amputacja kohczyn
oraz przedwczesna $mieré z przyczyn sercowo-naczynio-
wych (10, 11). Z tego powodu prowadzone sa badania
wykorzystujace inne metody leczenia, jak: przeszczepie-
nie trzustki, wysp trzustkowych oraz wtasnych krwiotwor-
czych komoérek macierzystych (21, 22). Ze wzgledu na
znaczne ograniczenia dwoch pierwszych metod, obecnie
nadzieje poktada sie w komérkach macierzystych (21-
26). Poniewaz cukrzyca jest chorobg powstajacg w pro-
cesie autoagresiji, wydaje sie, ze jedyng metoda likwidacji
klonu autoreaktywnego jest catkowite zniszczenie uktadu
odpornosciowego. Jego odtworzenie jest mozliwe dzieki
przeszczepieniu wiasnych krwiotwdrczych komérek
macierzystych. Teoria ta zostata wykorzystana w lecze-
niu choréb o podtozu autoimmunizacyjnym, takich jak:
stwardnienie rozsiane, twardzina uktadowa czy toczen
rumieniowy. Po raz pierwszy zabieg taki zostat wykonany
w 2003 r. w Brazylii przez Voltarelli i wsp. (22) u chorych
na cukrzyce typu 1. Dzieki przeszczepieniu komorek
macierzystych pacjenci nie musieli otrzymywac insuliny
przez okres okoto 2,5 roku. Od tego czasu wykonano juz
wiele takich przeszczepien na $wiecie, w tym réwniez w
Polsce (24-26). Nalezy podkresli¢, iz metoda ta moze by¢
zastosowana tylko w przypadkach $wiezo rozpoznanej
cukrzycy (do 6 tygodnia) i bez dodatkowych obcigzen
(obecno$¢ kwasicy ketonowej w chwili rozpoznania cu-
krzycy, wirusowe zapalenie watroby typu B i C, choroby
hematologiczne, uszkodzenie watroby, nerek, schorzenia
psychiczne, ciaza) (21, 22, 24-26).

Komérki krwiotworcze przed pobraniem poddaje
sie mobilizacji ze szpiku do krwi. Wykorzystuje sie do
tego leki cytostatyczne — przewaznie cyklofosfamid, a
nastepnie rekombinowane ludzkie czynniki wzrostu,
w tym przypadku kolonie granulocytéw — rh-G-CSF.
Nastepnie ocenia sie ilo$¢ komorek krwiotwdrczych po-
siadajgcych na powierzchni antygen CD34. Jesli jest ich
wystarczajgco duzo, woéwczas zbiera sie je za pomocg
cytoaferezy i przechowuje w ciektym azocie do czasu
przeszczepienia.

Zabieg przeszczepienia wtasnych komérek krwio-
twérczych poprzedza kondycjonowanie, czyli podanie
megachemioterapii (zwykle cyklofosfamid, globulina
antylimfocytarna), ktéra powoduje zniszczenie catego
dojrzatego ukfadu odpornosciowego razem z klonem
autoreaktywnym (24-26). Pobrane uprzednio komérki
macierzyste sg rozmrazane przy t6zku pacjenta bezpo-
$rednio przed przeszczepieniem. Dzieki immunoablacii
i przeszczepieniu wtasnych komoérek krwiotworczych
jest mozliwe catkowite uniezaleznienie sie od insuliny
lub zredukowanie jej dawki (23, 25, 26). Nalezy jednak
pamietaé, iz procedura ta nie powoduje catkowitego
uwolnienia sie od cukrzycy. Nowy ukfad immunologiczny
nie likwiduje u chorych genetycznej predyspozycji do
rozwoju cukrzycy typu 1, co wiaze sie z mozliwoscia na-
wrotu procesu autoimmunizacyjnego (22-26). Jak wynika
z danych opublikowanych przez Voltarellego i wsp. (23),
ryzyko nawrotu wynosi okoto 20%. Ze wzgledu na mate
grupy pacjentéw poddanych tej metodzie leczenia po-
trzebne sg jeszcze dalsze badania nad udoskonaleniem
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tej metody leczenia w celu polepszenia wynikow oraz
zmniejszenia ryzyka nawrotow.

W leczeniu cukrzycy bierze sie pod uwage wykorzy-
stanie innych zrodet komdrek macierzystych, poza wia-
snymi komoérkami hematopoetycznymi (27-29). Trwajg
badania nad wykorzystaniem komérek pochodzenia
embrionalnego z krwi pepowinowej, komérek mezen-
chymalnych i indukowanych komérek macierzystych (1,
6, 28-31). Komorki macierzyste pochodzace z krwi pepo-
winowej (CB-SC) majg kilka zalet, w tym bezpieczehstwo
pobrania, mniejsza immunogennosé, a wieksza plastycz-
nos¢ i tym samym wieksze mozliwosci ich regeneracji
w poréwnaniu z komdrkami somatycznymi. Jednak tez
trzeba pamietaé, ze w krwi pepowinowej nie zawsze jest
odpowiednia ilos¢ komorek macierzystych (1, 6, 30, 31).
W licznych badaniach prébowano ustali¢, czy CB-SC
maja zdolnos$¢ réznicowania sie w komorki B ludzkiej
trzustki (29). Huang i wsp. (29) dowiedli, iz CB-SC majq
zdolno$¢ réznicowania w komorki produkujace insuline u
ludzi bez cukrzycy, ale pozostaje ustalenie, czy komorki
te posiadajg wiasciwosci komérek f (6, 29, 32, 33).

Haller i wsp. (30) opublikowali dane Il fazy badan
klinicznych na 15 pacjentach (w wieku od 1 do 18 lat)
Z nowo rozpoznang cukrzyca typu |, ktérzy otrzymali
pojedyncza infuzje dozylng niezréznicowanych komérek
autologicznych z krwi pepowinowej wczesniej prze-
chowywanych w prywatnym banku. Po roku od zabie-
gu stwierdzono tylko niewielkie réznice w poréwnaniu
do grupy kontrolnej pod wzgledem zapotrzebowania
na insuline. Nie obserwowano u pacjentéw zadnych
objawéw ubocznych (30). Konieczna jest kontrola pa-
cjentdow w kolejnym roku w celu oceny korzysci lub nie
zastosowania krwi pepowinowej w cukrzycy. Obecnie w
Niemczech prowadzone jest kolejne badanie (http://www.
ClinicalTrials.gov), w ktérym pacjenci z nowo rozpoznang
cukrzyca otrzymuja wtasng krew pepowinowa (6).

Nalezy podkresli¢, ze komorki macierzyste z krwi
pepowinowej majg zdolno$¢ migracji do wysp trzustko-
wych i réznicowania sie w komorki produkujace insuling
u ludzi (32-36). Nadal jeszcze sg to gtdwnie badania
kliniczne i nie jest to postepowanie standardowe w tej
chorobie. Czeka nas jeszcze wiele lat dtugotrwatych
badan, zanim leczenie cukrzycy oraz innych choréb za
pomoca komdrek macierzystych stanie sie rutynowym
postepowaniem. O
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