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Summary
The cellular therapy of type 1 diabetes mellitus

Type 1 diabetes it’s an autoimmune disease in which pancreatic beta cells are destroyed.
The classical method of treatment, including substituted insulin injection, creates discomfort for
patients. Nowadays as alternative methods of type 1 diabetes treatment is: autogenous or
alogenous cells transplantation, embryonic stem cells, xenogenous transplantation and genetic
therapy.

Rezumat

Diabetul zaharat de tip I este o maladie autoimuna caracterizata prin distrugerea celulelor
beta pancreatice. Terapia clasica se efectueaza prin administrarea substitutiva a insulinei creand
astfel un disconfort pentru bolnavi. Actualmente ca metode alternative de tratament se utilizeaza
transplantarea autogena, transplantul alogen, celulele stem embrionare, xenotransplantul si
terapia genica.
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Actualitatea temei

Diabetul zaharat este una din problemele majore ale medicinei contemporane, deoarece
este o maladie autoimuna si este diagnosticatd cand sunt distruse deja 60-80% din celulele
insulin-producatoare ale pacientului. Actualmente nu existd metode eficace de a stopa acest
proces si acesti bolnavi sunt nevoiti toata viata sa-si administreze insulina.

Conform datelor Organizatiei Mondiale a sanatatii, in prezent, pe glob, peste 240 mln
persoane suferd de diabet zaharat, iar potrivit prognozelor, in urmatorii 20 de ani acest numar va
constitui 380 milioane [22].

Potrivit datelor statistice, in anul 2006 in Republica Moldova au fost inregistrate 45 845
persoane cu diabet zaharat, inclusiv 393 copii. Pe parcursul anului trecut (2007) au fost
inregistrate 6 828 cazuri noi de diabet zaharat, dintre care 56 la copii. 20% din numarul total au
diabet de tip I [22]. Anual, din buget, se cheltuie cel putin 30 000 lei per bolnav.

Terapia celulara a diabetului tip I pare mai avantajoasd in comparatie cu alte metode de
tratament. Utilizarea celulelor cu proprietdti insulin-secretorii diminuiaza necesitatea
administrarii insulinei. Tehnologiile celulre ar putea, in caz de gasire a metodelor optime de
utilizare, sa diminueze, sau sd excluda deregldrile metabolice ce apar ca rezultata al insuficientei
de insulina [4,19].

METODE DE TRATAMENT

1. Metoda clasica (administrare substituitiva de insulini)

Insulina se administreazd subcutanat si numai in cazul comei diabetice la indicatia
medicului — intravenos. La administrarea subcutana activitatea hipoglicemica incepe aproximativ
peste 20-30 min de la injectare si finalizeaza in 6-7 ore. Pe cale intravenoasd incepe imediat si se
sfarseste dupa 90 min. De regula, bolnavul isi injecteaza singur insulind, de 3 ori pe zi, cu 15 min
inaintea fiecarei mese. Dozele se stabilesc in dependenta de toleranta la glucide [10].

O metodd modernd de administrare a insulinei este utilizarea asa numitului “pancreas
artificial", care permite eliberarea continud de insulind prin catetere plasate in tesutul subcutanat.
Pancreasul artificial contine un senzor, un program computerizat si o pompa de insulinad ce
calculeaza cantitatea de insulind necesard pentru mentinerea unui nivel normal de glucoza in
sange. Pentru prima data a fost utilizat de catre cercetatori din Marea Britanie in ianuarie 2007,
la copii cu diabet de tip I. Scopul testelor a fost de a perfecta algoritmul programului astfel incat
senzorul de glucoza sa poata transmite datele pompei de insulind in mod eficient si sa imite
activitatea unui pancreas normal [22].
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2. Grefele autologice

O lucrare de o importantd ,,globald” a fost publicatd in anul 2003 de catre grupul lui
Andreea lanus, unde a fost ardtatd posibila diferentiere a celulelor MO (maduva osoasd) la
soareci in celulele beta in vivo. Celulele MO au fost modificate genetic in aga mod, ca la initierea
sintezei insulinei ele incepeau sd producd si proteina fluorescentd verde (la microscopia
fluorescentd ,,lumina in verde”). Peste 4-6 saptamani dupd trasplantare aproximativ 2-3% din
celulele MO ale donatorului ,,Juminau”, in cazul eficacitétii integrarii de 70-90%. Aceste celule
au fost selectate si aveau markerii caracteristici celulelor beta, sintetizau insulind si raspundeau
la stimularea cu glucoza [2].

Datele recente sugereaza ca celulele MO au capacitatea de a se diferentia in diferite tipuri
de celule inclusiv in celule producatoare de insulind, care formeazd conglomerate de celule
insulino-producdtoare cu arhitecturd similard insulelor Langerhans. Ele contin marcheri
caracteristici pentru insulind, glucagon, somatostatind si polipeptidul pancreatic. Cand aceste
agregate au fost transplantate sub capsula renald la soarecii hiperglicemici s-a observat
micsorarea nivelului glucozei in sange si mentinerea nivelului normal al glucozei circa 90 de zile
dupa trasplantare. in afard de aceasta, la microscopia electronici s-a depistat ca acest agregat are
ultrastructurd tipica celulelor beta mature. Aceste rezultate demonstreaza ca celule mature ale
MO sunt apte sd se diferentieze in structuri pancreatice in vitro si posibil reprezintd celulele care
pot fi utilizate pentru tratamentul diabetului zaharat [6, 20].

Izolarea celulelor umane a fost performata prin metoda Ricordi. Activitatea celulelor a fost
confirmata prin trei metode: colorarea cu detizon (celule ce contineau insulind se colorau in rosu-
aprins); colorarea imuno-fluorescenta a chisturilor; RT-PCR-ul semicantitativ pentru insulind
[8].

Susan Bonner-Weir si colegii ei au raportat, cd celulele ductale primare izolate din tesutul
pancreatic uman adult ar putea fi induse sd diferentieze in clastere ce contin celule ductale si
endocrine. Dupa o perioada de 3-4 saptdmani de cultivare, celulele secretd o cantitate mica de
insulind fiind expuse la o concentratie mica de glucozad si o cantitate mare de insulina fiind
expuse la o concentratie mare de glucozd. S-a constatat prin metode histochimice si
ultrastructurale ca aceste clastere contin celule endocrine [3]. Probabil s-ar putea, in principiu, de
a extrage prin biopsie celule ductale de la pacient, ulterior cultivandu-le pentru a obtine
cantitatea necesara de celule, dupa care sd fie transplantate donatorului[3,11]. Cercetatorii,
impreuna cu o echipa de la Ixion Biotechnology, au cultivat celule ductale pluripotente de la
soareci adulti, diabetici, fard obezitate, colectate pana la aparitia bolii. Din tesutul extras au fost
obtinute celule care s-au diferentiat, pe parcursul urmdtoarelor luni, in insule Langerhans
complet functionale, capabile de a produce insulina. Pentru a confirma functionarea celulelor,
cercetdtorii au adaugat concentratii crescande de nicotinamidd (care stimuleaza secretia de
insulind) si glucoza, iar ca raspuns celulele au inceput si produca insulina. In etapa urmatoare,
celulele s-au transplantat sub capsula renala la soareci diabetici. Desi au fost diminuate treptat
dozele de insulind folosite pana la transplantare, soarecii respectivi au ramas sandtosi. Ei au fost
sacrificati la intervale diferite, timp de 55 de zile, constatindu-se ca celulele transplantate
continuau sd secrete insulina[l]. Aceste experimente preliminare aratd, ca transplantarea de
celule pancreatice insulare, derivate din celule stem, sunt capabile sd opreasca diabetul la
soareci. S1 0 asemenea sursd de tesuturi, este mai buna decat tesutul fetal si poate duce, chiar, la
realizarea de transplanturi cu tesut pancreatic autolog. Este posibil de cultivat tesutul pancreatic
de la pacientii cu diabet care Incd mai au celule insulare functionale, care pot fi crescute si
multiplicate pentru transplantare ulterioara. Drept urmare, nu numai ca se va elimina riscul
asociat de rejectia tesutului strain, ci nici nu va mai fi nevoie, probabil, de administrarea zilnica a
injectiilor cu insulind [1].

3. Celulele stem

Sangele ombilical, fiind o sursa bogata in celule stem hematopoietice si care poate fi usor
colectata fard riscuri pentru mama si fat.
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Prima lucrare despre transplantarea celulelor din sangele ombilical in cazul diabetului
experimental a fost publicatd in anul 2002. Ca rezultat al transplantarii s-a micsorat glicemia si a
crescut durata de supravietuire a animalelor cu diabet de tip I, dupa introducerea sistematica a
celulelor mononucleare din sange ombilical uman. Celulele mononucleare au fost separate din
sangele ombilical prin gradientul de centrifugare [9, 20].

In viitor, probabil, va fi posibil si se colecteze celule stem din sangele priferic, iar dupa
cultivare sa le reinfuzeze, dirijindu-le in asa mod, ca ele sa se indrepte anume spre acel organ,
care necesitd regenerarea, evitdndu-se reactia de rejectie a grefei si eliberand recipientul de
necesitatea utilizarii preparatelor imunosupresive. Prin utilizarea complexelor de semnale ce se
contin in pancreasul embrionar la soarece, se stimuleaza celulele stem mature de a se diferentia
in structuri asemanator insulelor pancreasului[7]. S-a dovedit ca celulele stem din singele
ombilical ca si celulele stem embrionare, produc atdt C-pentidul, parte a proteinei precursoare
insulinei, cat si insulina. Prezenta peptidului C, demonstreazd ca, cel putin partial, insulina
depistata a fost produsa de aceste celule diferentiate [17].

Melton, Nissim Benvinisty, Universitatea Hebreuw din Ierusalim si Josef Itskovitz-Eldor
din Technion, Haifa, Israel, sugereaza ca celulele stem embrionare umane pot fi manipulate in
culturd ca sd expreseze gena PDX-1 — responsabild de transcriptia insulinei. Acestea au fost
tratate cu diferiti factori de crestere, inclusiv cu NGF (nerve growth factor). Toate celulele,
inclusiv cele care nu au fost tratate cu NGF expresau PDX-1 [12]. Aceste rezultate sugereaza ca
celulele beta insulare probabil sunt unul din tipurile de celule care se diferentiaza spontan in
embrion. Cercetatorii considera ca acest factor nervos de crestere posibil este unul din semnalele
cheie pentru inducerea diferentierii celulelor beta insulare [5].

O prioritate potentiala a celulelor embrionare este ca ele, fiind mai plastice, pot fi induse sa
expreseze genele corespunzdtoare si in acest caz ele nu ar fi depistate ca celule straine de
sistemul imun al recipentului[7].

4. Transplant alogen

Alotransplantul este foarte bun, dar, din punct de vedere comercial nu este rentabil datorita
numarului mic de potentiali donatori (persoane decedate sau cu moarte cerebrald). Dupa care se
izoleaza si se separd insulele Langerhans de restul pancreasului prin enzimizarea lui, suspensia
obtinutd este prelucratd in “camera Ricordi”, un dispozitiv care, printr-o serie de procedee,
chimice si mecanice separa insulele Langerhans din tesutul pancreatic[14,17].

Transplantarea se face cu anestezie locald si sedare usoara, prin ghidare cu ulrasunete se
introduce un cateter in vena portd. Similar cu o perfuzie intravenoasa, celulele purificate curg
prin cateter, prin vena porta, catre ficat unde se ataseaza si incep sa produca insulina[14, 21].

Totodata s-a constatat distrugerea celulelor implantate este precedatd de o crestere a
markerilor ce tin de sistemul imun, proces care incepe cu cateva sdptdmani inainte de cresterea
glicemiei. La pacientii al caror sistem imun a acceptat celulele implantate nu au prezentat o
crestere a acestor marcheri specifici. Astfel este necesara o monitorizare constantd a reactiei
sistemului imun la grefa, pentru a interveni aditional cu scop de protejare celulelor producatoare
de insulina [13,14].

5. Terapia genica

Bernat Soria si colegii lui de la Universitatea Migul Hemandez in San Juan, Alicante,
Spania, au adaugat un fragment de ADN ce contine gena insulinei la celulele embrionare de la
soareci. Gena insulinei a fost lincata la o altd gena care asigurd rezistenta lor la antibiotice.
Cultivand celulele in prezenta antibioticelor, numai acele celule care activau promotorul
insulinei, au supravetuit. Celulele cultivate in prezenta unei concentratii mici de glucozd au
raspuns la schimbarea concentratiei de glucoza, marind secretia insuliniei aproape de 7 ori.
Celulele obtinute au fost implantate in splina soarecilor diabetici, dupd care simptomele
diabetului au disparut [8].

7. Xenotransplantul

Celulele insulinice extrase de la porcine reprezintd cel mai bun xenotransplant deoarece
insulina secretatd de acestea difera de cea umana printr-un singur aminoacid. Desi aceasta
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procedura a fost deja efectuata (in Moldova N. Vicol), nu este clar cat timp aceste celule raman

functionale in organism. Pentru prevenirla rejectieie xenogrefelor au fost propuse trei metode de

imunoizolare a celulelor pancreatice obtinute de la alte specii: bazatd pe perfuzie (proteze
vasculare); difuzie cu macroincapsulare si difuzie cu microincapsulare.

Metoda cu proteza vasculara este bazata pe instalarea protezei (tub acoperit din exterior de
membrana impermiabild, iar din interior comunicd cu lumenul vasului prin membrana
semipermiabild, intre ele fiind plasate celulele pancreatice) pe traiectul fluxului sanguin venos
sau sunturi arterio-venoase. A fost constatatd o viabilitate mare ale celulelor, dar si multiple
tromboze la nivel de proteza [18].

Microincapsularea este bazata pe incorporarea celulelor in acid algic, alginat (polizaharid),
agaroza. Viabilitatea grefei celulare a fost de aproximativ 9 luni, moartea survine din cauza
fibrozarii microcapsulelor, urmata de hipoxie. Macroincapsularea include plasarea celulelor in
capsule mari, reprezentdind membrana semipermiabild. Viabilitatea insulelor a durat aproximativ
4 luni. Au fost evidentiate 2 probleme: prima - agregarea celulelor in interiorul capsulei ce ducea
la necrozd in centrul conglomeratului din cauza hipoxiei (problema a fost solutionatd prin
inroducerea agarozei in interiorul capsulei ce exclude formarea de conglomerate); a doua - care
nu a fost solutionatd, este fibrozarea capsulei[15].

Concluzii

Majoritatea metodelor precautate au in esenta transplantarea celulelor insulin-producatoare,
fiecare din ele avand anumite avantaje si dezavantaje. Totodatd raiman multiple probleme legate
de supravetuirea celulelor transplantate, adicd de selectarea acelor grefe celulare cu
histocompatibilitate majora si posibilitate de integrare in organismul recipientului. Oricum,
terapia celulard pare o metoda mai avantajoasd, comparativ cu metoda care utilizeaza insulina ca
metoda de tratament.
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ARAHNOPIAFILUM — BIOMATERIAL NOU DE SUTURARE iN CHIRURGIE
Radu Turchin
Catedra Chirirgie operatorie si Anatomie topografica

Summary
Arahnopiafilum - new biological material of suture in surgery

A new suture biomaterial for wide surgical practice has been obtained from such
anatomical underlayers as arahnoidea and pia mater of the spinal cord. This suture material has
iproved quality characteristics: simplicity of storage and strerilization, complete resorbtion,
minimal antigenic properties, high durability and elasticity, low sweling, capillarity and
resistente to infection.

Rezumat

Pentru folosirea larga in chirurgie se propune un biomaterial nou de suturare
arahnopiafilum, obtinut din arahnoida si pia mater medulard a animalelor. Acest material de
suturare are calitdti avansate: simplitatea obtinerii §i sterilizdrii, rezorbabilitatea completd,
proprietati antigenice minimale, durabilitate si elasticitate inalta, imbibitie si capilaritate mica si
rezistentd la infectii.

184



