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Cercetari si perspective privind terapia
cu celule stem din sangele recoltat din cordonul
ombilical pentru pacientii cu diabet

Research and perspectives for stem cell therapy
using human umbilial cord blood in diabetes
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In the recent years human umbilical cord
blood (HUCB) - avaluable alternative to the
use of other stem cell sources - has emerged
as an attractive tool for cell based therapy.

A rising number of studies show potential
for further application in treatment of non-
hematopoetic diseases. The ex vivo expan-
sion of hematopoetic stem cells is a very
promising approach for different clinical
applications. The topic of this paper is to
emphasize the importance of the potential
Sfor converting HUCB - derived stem cells

into insulin producing beta-cells.

In vitro expansion prior to transplantation
appears to be the only way to increase the
low number of stem cells required for ap-
propriate number of islet beta-cells in a
single patient.

Even if it is not likely that HUCB contains
pancreatic progenitors, there is possible
that HUCB stem cells to be able to differen-
tiate toward pancreatic beta cells.
Keywords: stem cell, transplant, umbilical
cord blood, diabetes

lucru este important, intrucat celulele

Tn ultimii ani, sangele din cordonul ombilical uman - o alternativi valoroasa pentru
obtinerea celulelor stem - apare ca un instrument atractiv pentru terapia celulara.

Un numar mare de studii aratd un potential pentru aplicatii viitoare in boli nehe-
matopoietice. Stimularea in vederea proliferarii acestor celule i transplantarea lor
reprezintd un instrument terapeutic promititor, dar insuficient studiat. Din aceste
motive, potentialul de transformare a celulelor stem derivate din sangele din cordonul
ombilical in celule secretante de insulini este obiectivul principal de cercetare in acest
material. Degi nu s-a demonstrat cu certitudine faptul ca sangele din cordonul ombili-
cal contine progenitori pancreatici, este posibil ca celulele stem din sangele ombili-

cal sd aiba capacitatea de a se diferentia in acest tip de celule. Deoarece este necesar
un numdr mare de celule beta-insulare pentru un singur pacient, iar celulele stem
multipotente din singele din cordonul ombilical au o concentratie mici, este necesara
proliferarea in vitro inainte de transplant.

de la donorii adulti pot avea o calitate
alterata a ADN-ului si cauzata de factori
endogeni si de mediu care au actionat de-a
lungul vietii. Mai mult, aceste celule au un
risc scazut de contaminare virala cauzata
de o expunere minima a donorilor la
virusuri in timpul vietii prenatale. Unul din
avantajele majore ale celulelor din séangele
din CO in comparatie cu celulele stem
din séngele periferic sau méaduva osoaséa
ar putea fi incidenta redusd a rejetului
de grefa, care poate aparea ca rezultat al
transplantérii de celule active din punct de
vedere imunologic. Totusi, comparativ cu
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Sangele din CO, cu abundenta sa reala,
procedura de colectare simpl4, neinvaziva
sifard implicatii de natura eticd, reprezinta
o alternativa valoroasa pentru celelalte
surse folosite pentru obtinerea celulelor
stem?. Avantajele biologice ale celulelor
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stem din sangele de CO uman sunt chiar
mai evidente. Colectarea se face imediat
dupa ce copilul s-a nascut, ceea ce
inseamnad ca celulele stem din sangele CO
sunt printre cele mai tinere tipuri de celule
carepotfiizolatedelaofiintdumana. Acest

transplantul de maduva osoasa, incidenta
de rejectie a grefei este mai mica in cazul
transplantérii de sdnge din CO si acest
lucru se poate datora unui numar mai
mic de limfocite T, imaturitatii celulare
si functiei reduse a celulelor dendritice.
Ca o strategie concomitenta, depletia
de limfocite si alte celule imune ar putea
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in viitor sa limiteze incidenta bolii grefa
contra gazda.

S-au obtinut deja unele succese in ceea
ce priveste inducerea diferentierii celulelor
stem embrionare de goarece in diferite
tipuri celulare, si anume celule musculare
cardiace, celule de mugchi neted, neuroni,
hepatocite si celule secretante de insulina.
De curand s-a raportat diferentierea
celulelor stem embrionare umane in
neuroni, cardiomiocite si celule secretante
de insulind folosind o cultura de corpi
embrioizi. Una din provocarile majore
in cercetarea din acest domeniu este de
a creste numarul celulelor stem umane
transplantabile prin stimularea fractiunii
precursoare celulare a celulelor stem
hematopoietice ex vivo®!*, Multiplicarea
ex vivo a celulelor stem hematopoietice
este o modalitate extrem de promitétoare
pentru diferite aplicatii clinice. Ca urmare,
imbogatirea celulelor stem din séngele
din CO si transplantarea lor reprezinta
un instrument terapeutic promitator, dar
inca insuficient studiat.

Pagii importanti cétre dezvoltarea cu
succes a unei terapii celulare bazate pe
celule stem embrionare includ stabilirea
unui protocol care ar permite celulelor
stem sa se diferentieze in tipuri celulare,
ceea ce presupune cd o linie celulara sa
poata fi separata din populatia celulara
imbogatita, dar heterogena. Printre
diferitele modalitédti terapeutice, terapia
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celulard se remarca in mod special
printr-un potential curativ incurajator.
Pentru aceste motive, potentialul de
transformare a celulelor stem derivate
din sangele din CO in celule beta-
pancreatice secretante de insulind este
foarte important. In stransa legiturd cu
aplicatia clinicd a celulelor stem din CO
pentru tratamentul diabetului zaharat,
observatia ca celulele derivate din maduva
osoasd pot deveni celule producitoare
de insulina este de importanta enorma.
Deoarece celulele stem somatice derivate
din séngele din CO etaleazd cei mai
multi markeri celulari si proprietati, ca si
celulele progenitoare adulte multipotente,
s-ar putea considera ci sangele din CO
ar putea contine celule cu potential
de dezvoltare in celule secretante de
insulind.

Identificarea  celulelor progenitoare
endocrine pancreatice este o tinté foarte
grea. Markerii implicati in dezvoltarea
pancreasului endocrin si neogeneza
celulelor beta sunt intens folositi pentru
acest scop. Hitherto, un studiu dus la
bun sfarsit de Pessina et col. a investigat
exprimarea markerilor progenitorilor
endocrini pancreatici la nivelul celulelor
din sangele din CO uman®. Acestia au
aratat ca celulele nediferentiate din
CO au fost pozitive pentru nesting,
cytokeratina 19 si factorii de transcriptie,
cum ar fi neurogenina-3 (Ngn-3), care
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sunt considerati importanti pentru
diferentierea celulelor beta pancreatice.
Acest marker controversat - Nestina si
factorii de transcriptie sunt, de asemenea,
secretati de celulele neuronale si
Pprogenitorii lor si au fost detectati deja in
sangele din CO. Desi nu s-a demonstrat
inca faptul ca sangele din CO contine
progenitori pancreatici, este posibil ca
celulele stem din sangele ombilical si
aibd capacitatea de a se diferentia in
celule pancreatice. Candidatele pentru
precursoarele pancreasului  endocrin
au un fenotip similar cu celulele stem
neuronale si hepatice, acestea putand
fi deja reproduse din celule ale sangelui
ombilical. De aceea, viitoare experimente
in vivo si in vitro ar putea avea ca rezultat
aceasta diferentiere in celule pancreatice.
Diferite molecule, asa cum sunt
peptida glucagon-like-1, beta-celulina,
nicotinamida, gastrina, factorul de crestere
epidermal-1 si hormonii tiroidieni, joaca
roluri majore in initierea regenerarii
endogene insulare, la pacientii cu diabet.
Unele biomolecule, ca de exemplu beta-
celulina, un membru al familiei factorilor
de crestere epidermald (EGF), sunt
cunoscute ca declanseaza in vivo si in
vitro replicarea sau regenerarea insulelor
pancreatice din celulele stem intra-
insulare sau ductale non-pancreatice.
Cateva studii in vivo au investigat efectul
transplantérii celulelor din CO uman la
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animale diabetice. Unele dintre aceste
studii au aratat ca transplantarea acestor
celule a avut ca efect imbunatatirea
nivelurilor sangvine ale glucozei si
supravietuirea  soarecilor  diabetici.
Mai mult de atét, la soarecii tratati cu
sange din CO s-a observat o ameliorare
a hipertrofiei glomerulare si a dilatatiei
tubulare, complicatii frecvente atribuite
diabeticilor®. In alt studiu s-a aritat
ca transplantarea celulelor din séngele
ombilical uman la soareci cu diabet tip I
a intarziat manifestarea fenomenelor de
autoimunitate (insulita) si a imbunatatit
nivelurile sangvine ale glucozei. Autorii
au raportat cd soarecii transplantati
nu au avut nici o manifestare clinica
sau histologica specifici bolii grefa
contra gazda, in ciuda omisiunii terapiei
imunosupresive®. Pentru cd persistenta
celulelor umane a fost confirmata doar
in splina catorva soareci si nu au putut
fi detectate in pancreas sau alte organe,
raméane neclar carui mecanism i se
datoreaza imbunatatirea obtinuta.

Un raport recent s-a concentrat pe
capacitatea sangelui din CO uman de
a genera celule pancreatice insulare in
vivo®. Dupd transplantarea intravenoasi a
sangelui de CO la soarecii NOD/SCID, s-au
gasit in insulele pancreatice ale soarecilor
celule beta insulare de origine umana.
Desi originea umand si potentialul de
producereacelulelorsecretantedeinsulind
sunt aproape indiscutabile, mecanismul
prin care are loc transformarea raméane
discutabil. Celulele din sangele CO uman
sunt capabile sé secrete mediatori critici
pentrumigrare, proliferare sifenomenul de
homing pentru progenitorii endogeni si sa
participe la un proces de neovascularizare
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pentru tesuturile ischemice sau vatamate.

Din cauza faptului ca este necesar
un numar mare de celule beta-insulare
pentru un singur pacient si celulele stem
multipotente din CO au concentratie mica,
este necesara proliferarea in vitro inainte
de transplant. Capacitatea celulelor
sangvine din CO de a se multiplica in vivo
si in vitro pare sa fie satisfacatoare atat
pentru generarea unui numar suficient de
celule, cat si pentru mentinerea lor de-a
lungul vietii pacientului.

Sunt doua strategii care merita s fie
studiate. Cea mai simpld abordare este
transplantarea directa a celulelor stem
cultivate sau a celulelor precursoare
diferentiate partial. Celulele din CO au
capacitatea de a migra catre diferite
tesuturi, trasaturd ce poate fi folosita
pentru acest scop. Cu toate acestea,
mecanismele exacte care dirijeazéd
fenomenul de homing al celulelor in
pancreas si care determind fenotipul
celulelor grefate nu este cunoscut inca.

Houtarietal. ausugeratrolulbeta-celulinei
inregenerarea sineogenezainsulara. Functia
unor biomolecule din familia factorilor
proteici de crestere epidermala (EGF), ca
de exemplu beta-celulina si activina A in
timpul dezvoltarii pancreasului, este bine
documentatad. S-a aratat ca un alt agent
promitator - nicotinamida - protejeaza
insulele pancreatice de inflamatie si
stimuleazd diferentierea endocrina a
celulelor beta-pancreatice de sobolan in
vivo. Cercetétorii au folosit aceste celule
din sangele CO pentru a investiga dacd
ele pot juca un rol in scaderea glicemiei
prin protectia insulelor pancreatice intr-
un pancreas bolnav sau agresionat. S-a
aratat cd transplantarea intravenoasd a
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unei fractiuni de celule mononucleare
din CO la soarecii NOD a condus la o
scadere semnificativa a nivelului glicemiei
si la o reducere semnificativa a procesului
inflamator insular. Investigatii ulterioare
conduc la concluzia ca aceste celule
amelioreaza diabetul zaharat tip I prin
Pprotejarea celulelor pancreatice endocrine
la soarecii NOD. Beneficiile obtinute nu
se limiteaza numai la diabetul de tip I,
aceleasi rezultate obtindndu-se si pentru
diabetul de tip II. Dupé transplantarea
celulelor mononucleare din sangele
CO uman la soareci obezi cu evolutie
spontana a diabetului tip II, soarecii au
manifestat o ameliorare a nivelurilor
glicemiei, a patologiei renale, precum si o
imbunatatire a ratei de supravietuire.

Naruse et al. au cercetat daca obtinerea
neovascularizatiei terapeutice folosind
celule din sangele CO are si implicatii
asupra ameliordrii neuropatiei diabetice.
Rezultatele obtinute sugereaza faptul ca
transplantarea celulelor din CO poate fi
un tratament eficace pentru neuropatia
diabeticd”. De aceea, celulele stem din
CO pot oferi o alta optiune a terapiei cu
celule stem in diabetul zaharat. Avand ca
premisé faptul ca celulele din sangele CO
si-au aratat potentialul de diferentiere in
celule beta-insulare, obiectivele viitoare
urmaresc identificarea unei populatii
celulare corespunzatoare si dezvoltarea
unor metode pentru diferentierea celulelor
stem din CO uman in celule insulare beta-
pancreatice. Desi, in momentul actual,
cercetarea acestor celule pentru un
potential tratament celular al diabetului
este in stadiul timpuriu®®, suntem de
pérere cé dovezile prezentate aici aduc
motive in plus de optimism.
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