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RESUME

Selv om rekonstruktion af en funktionel B-cellemasse gennem
transplantation af isolerede Langerhanske ger kan genskabe
euglykaemi i fraveer af insulinbehandling, er anvendelsen af
celleterapi til behandling af type 1-diabetes vanskeliggjort af
bl.a. manglen pd donormateriale. Fremskridt i malrettet diffe-
rentiering af stamceller imod B-celler ved trinvis at rekapitulere
fosterudviklingen tyder pa, at stamceller er en egnet kilde til
frembringelse af B-celler. Vi kaster her lys over nogle af de
problemstillinger, som i gjeblikket forhindrer brugen af celle-
baserede diabetesterapier i klinikken.

Diabetes mellitus er en familie af metaboliske lidel-
ser, der er karakteriseret ved kronisk hyperglykaemi
og forstyrret kulhydrat-, fedt- og proteinstofskifte,
som er forarsaget af utilstraekkelig produktion af —
eller celluleer resistens mod — peptidhormonet insu-
lin. Type 1-diabetes mellitus (T1DM) er kendetegnet
ved fuldsteendig mangel pa insulin, der er forérsaget
af autoimmun destruktion af insulinproducerende
B-celler, hvorimod type 2-diabetes mellitus (T2DM)
er fremkaldt af en relativ insulinmangel og perifer
insulinresistens. I 2010 har mere end 280 millioner
individer diabetes pé globalt niveau (prevalens pé
6,6%), og dette tal forventes at stige til 438 millioner
12030. Disse hgje antal pafgrer verdenssamfundet
enorme gkonomiske byrder bade i form af direkte

Transplantation af isolerede langerhanske ger ved type 1-diabetes
mellitus (T1IDM) kan ggre patienterne uafhaengige af insulinbehand-
ling i op til 5-10 ar. Manglen pa donorvaev er en af de vaesentligste
begrzaensninger for brugen af celleterapi i behandlingen af TLDM.

Humane pluripotente stamceller (embryonale stamceller eller
inducerede pluripotente stamceller) har potentialet til at differentiere
til alle celletyper i kroppen.

Der forskes i malrettet at differentiere stamceller til glukosefgl-
somme, insulinproducerende B-celler ved trinvist at rekapitulere den
embryonale udvikling af bugspytkirtlen.

Mulige strategier til at beskytte de transplanterede celler uden
livslang immunsuppressiv behandling inkluderer indkapsling af
transplantatet eller induceret immuntolerance.

ombkostninger til medicinsk behandling og indirekte
som fplge af reduceret gkonomisk produktivitet.

T1DM behandles med injektioner af eksogen
insulin, som afvaerger akutte metaboliske komplika-
tioner, men ikke er i stand til fuldsteendigt at genop-
rette stofskiftehomeostasen, hvilket fgrer til mikro-
og makrovaskulere komplikationer i gjne, nyrer og
hjerte. Intensiv diabetesbehandling med det mél at
normalisere blodsukkerniveauet reducerer risikoen
for senkomplikationer, men er ogsa associeret med
en gget risiko for hypoglykaemi. Derfor er der behov
for forbedrede behandlinger, som forhindrer udvik-
lingen af senkomplikationer uden at gge risikoen for
hypoglykaemi.

Insulin bliver produceret i -cellerne, som til-
sammen med o-(glukagon), 8-(somatostatin) og
(pankreatisk polypeptid (pp)-celler udger de langer-
hanske ger i den endokrine pancreas. B-cellerne
reagerer pa forhgjede blodsukkerniveauer ved at
secernere insulin til blodet via gernes kapillaersystem.

Opdagelsen og oprensningen af insulin i 1920’
erne @ndrede fuldstaendigt udsigten for patienterne,
som hidtil var blevet diagnosticeret med en dgdelig
sygdom [1]. Igennem injektioner med oprenset in-
sulin fra dyr kunne diabetespatienterne nedsette
deres blodsukker og undgé livsfarlige tilfaelde af
ketoacidose. I 1980’erne blev det muligt at producere
rekombinant human insulin, og i slutningen af
1990’erne blev hurtigtvirkende insulinanaloger
introduceret efterfulgt af langtidsvirkende analoger,
som tilsammen forbedrede blodsukkerreguleringen
hos patienterne [2]. I det seneste &rti har fremskridt i
transplantation af hele ger [3, 4] samt in vitro-pro-
duktion af B-celler fra pluripotente celler [5-9] skabt
grobund for engang at kunne genskabe en funktionel
B-cellemasse i patienter med diabetes. Denne over-
sigtsartikel praesenterer nogle af de fremtidige ret-
ninger og udfordringer, der er forbundet med stam-
cellebaserede terapier til behandling af diabetes
(se desuden [10]).

CELLETERAPI TIL BEHANDLING AF DIABETES

Tilbage i 1890’erne fik en lille dreng med fremskreden
diabetes transplanteret et stykke af bugspytkirtlen fra
et far, og man observerede en kortvarig forbedring i



Ugeskr Leeger 172/38 20. september 2010

VIDENSKAB

2609

I |

Malrettet differentiering af humane embryonale stamceller imod B-celler ved trinvist at efterligne fosterudviklingen af pancreas. @verst ses vigtige stadier i den embryonale
udvikling af pankreatiske endokrine celler, mens de tilsvarende trin i differentieringen af stamcellerne in vitro er vist nedenfor. (Kilde: [29]).
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hans tilstand, fgr han dgde fa dage efter indgrebet.
Transplantation af hele bugspytkirtlen fra en afded
donor er mest anvendt i TIDM. Dette genskaber den
endokrine funktion, og 60-80% af transplantaterne
bestér 36 maneder efter indgrebet [11].

Transplantation af hele pancreas er dog et stgrre
operativt indgreb, der er forbundet med en ikke ube-
tydelig perioperativ mortalitet og behov for livslang
immunsuppressiv behandling, hvorfor operationen
ikke laengere udfgres i Danmark, og en mindre inva-
siv procedure som transplantation af isolerede ger til-
straebes. I 1972 blev den forste vellykkede transplan-
tation af isolerede ger fra ikkediabetiske til diabetiske
rotter rapporteret, og kort efter fulgte de fgrste mel-
dinger om succesfulde gtransplantationer i menne-
sker. Generelt har succesraten for transplantation af
isolerede ger dog veaeret lav. I &r 2000 publicerede
Shapiro et al en forbedret succesrate ved infusion af
friske ger fra 1-2 donorer kombineret med en gluko-
kortikoidfri immunsuppressiv behandling, hvilket
forte til fuldsteendig uafthangighed af insulinbehand-
ling umiddelbart efter indgrebet [12], men hovedpar-
ten af patienterne blev igen insulinatheengige i lobet
af fem ar [3].

Dog blev der observeret en positiv effekt pa blod-
sukkerniveauet ved femarsopfglgningen, idet cirka
80% af patienterne stadig havde tilbagevarende
funktion i de transplanterede ger (malt ved cirkule-
rende C-peptid), og frekvensen af hypoglykaemi for-
bundet med insulinbehandlingen forblev minimal.

Lignende resultater er rapporteret i flere internatio-
nale transplantationsstudier [4].

Selv om hovedparten af patienterne falder til-
bage til insulinafhangighed med tiden, findes der be-
meerkelsesvaerdige eksempler pa langtidsoverlevelse
(> 10 ar) og funktion af de transplanterede ger [13].
Disse data demonstrerer, at langsigtet uafthengighed
fra insulinbehandling er et opnéeligt mél ved trans-
plantation af isolerede ger. Manglen p& donorveayv er
en af de veesentligste begraensninger for brugen af
celleterapi i behandling af T1DM, hvilket ansporer
forskere til at finde alternative kilder til B-celler, her-
iblandt voksne eller embryonale stamceller (ES).

METODE

Denne litteraturgennemgang er baseret pa litteratur-
spgning (Pubmed/Google Scholar) inden for omrédet
»betaceller og diabetes/celleterapi af diabetes/beta-
celleudvikling/betaceller fra stamceller«. Herfra har
vi udvalgt de mest relevante citationer med saerligt
fokus pa nyere litteratur (siden ar 2000) samt inklu-
deret relevante tidligere ngglearbejder.

[-CELLE-ONTOGENESE

— FRA DEN INDRE CELLEMASSE TIL 3-CELLER
Hovedparten af de publicerede differentieringsproto-
koller, der har haft til formél at lave pankreatiske en-
dokrine celler fra ES forsgger at efterligne fosterud-
viklingen [5-7, 9, 14, 15] (Figur 1). Den embryonale
udvikling af bugspytkirtlen og B-celleontogenesen er
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Ektoderm: Ydre kimlag, som giver ophav til hud og nervesystem.

Embryonale stamceller (ES): Celletype afledt fra blastocystens indre cellemasse,
som er karakteriseret ved evnen til selvfornyelse (celledeling til identisk embryonal
stamcelle) og pluripotens (differentiering til celletyper fra alle kimlag).

Endoderm: Indre kimlag, som giver ophav til fordgjelseskanalen samt associerede
organer (skjoldbruskkirtel, thymuskirtel, lunger, bugspytkirtel og lever).

Gastrulering: Proces, ved hvilken de uspecialiserede celler i blastocysten prolifererer
og skifter beliggenhed, hvorved de tre kimlag, endo-, meso- og ektoderm dannes.

Indre cellemasse (ICM): Celleklump i blastocysten (det befrugtede aag omkring den
6. dag), som giver ophav til fosteret.

Inducerede pluripotente stamceller (IPS): Pluripotent celletype, som svarer til
embryonale stamceller, men er fremkommet ved introduktion af pluripotensrela-
terede gener (bl.a. Oct4, Sox2) i en somatisk celle.

MafA: B-cellespecifik transkriptionsfaktor.

Mesoderm: Midterste kimlag, som giver ophav til hjerte, milt, nyrer, knogler, skelet-

muskulatur, bindevaev og bloddannende system.

Ngn3: Alle endokrine celler stammer fra Ngn3-udtrykkende celler. Mus med gdelagt
funktion af dette gen udvikler ingen endokrine celler.

Nkx6.1: Udtrykkes sammen med Pdx1 i de endokrine celletyper.

Oct4, Nanog og Sox2: Netvaerk af transkriptionsfaktorer, som er ngdvendige
for at opretholde den pluripotente feenotype bade i det tidlige embryo og i
embryonale stamceller.

Pdx1: Transkriptionsfaktor, som er ngdvendig for pancreasudviklingen og mod-
ningen af B-celler. Mus med gdelagt funktion af dette gen udvikler ingen pancreas.
Savel det eksokrine som det endokrine vaev og udfgrselsgangene kan spores tilbage
til Pdx1*-celler.

Pluripotens: Evnen til at differentiere til alle kroppens celletyper, men ikke til
Ekstraembryonale vaev.

Ptf1: Udtrykkes sammen med Pdx1 i det pankreatiske epitel. ptf1a~--musemutanter
udvikler ingen eksokrine celletyper og udfgrselsgange, hvorimod endokrine celler
stadig opstar.

Trofoblast: Blastocystens ydre cellelag, som er ansvarlig for implantationen i
livmodervaeggen og danner fosterhinder og moderkagen.

grundigt studeret, og denne viden skaber basis for at
kontrollere og overvige malrettet differentiering af
pluripotente celler.

Den tidligste opdeling af cellelinjer under foster-
udviklingen er adskillelsen af den indre cellemasse
(ICM) fra den omgivende trofoblast. Herved frem-
kommer en vaskefyldt blastocyst, hvor ICM placeret
i den ene ende indeholder de pluripotente celler, der
skaber epiblasten og siden embryoet, mens trofobla-
sten giver ophav til fosterhinder og til moderkagen.
De tre kimlag (endoderm, mesoderm og ektoderm)
dannes fra epiblasten ved gastrulering, hvor cellerne
vandrer ned gennem en klgft i epiblasten, der kaldes
primitivstriben, og danner fosterets mesoderm og
definitive endoderm. Alle disse dynamiske begiven-
heder styres af molekylere signaleringsnetveerk i det
embryonale og ekstraembryonale vev.

Alle gastrointestinale organer, inklusive bug-
spytkirtlen, stammer fra den definitive endoderm.
Urtarmen dannes ved, at den forreste og bagerste del
af den flade endoderm folder ned og samles p& mid-
ten, mens tarmen lukkes til et rgr. Bugspytkirtlen
dannes fra to knopskydninger pa tarmen ved over-
gangen mellem den senere mave og tolvfingertarm.
Nar tarmen roterer, mgdes de to pankreatiske knop-
per og fusionerer til et organ, imens cellerne prolife-
rerer og differentierer til endokrine og eksokrine
celletyper. De endokrine celler lgsnes fra epitelet
og samles i det omgivende mesenkym som langer-
hanske ger.

Udviklingen af bugspytkirtlen bliver reguleret af
flere transkriptionsfaktorer (for grundig gennemgang

se [16, 17]). Meget veesentlig er pancreatic and duode-
nal homeobox 1 (Pdx1), som er udtrykt i den forreste
del af tarmen, der senere vil udggre bugspytkirtlen og
dele af tolvfingertarmen og maven. Mus sdvel som
mennesker med gdelagt funktion af dette gen udvikler
ingen bugspytkirtel, men kun den fgrste knopskyd-
ning. Endnu mere specifik for de to pancreasknopper
er pancreas-specific transcription factor 1 (Ptf1). De
tidligste multipotente celler i det pankreatiske epitel
er altsé pdx1/ptfla-dobbeltpositive celler. Disse mul-
tipotente celler udtrykker ogsd Nkx6.1, og den efter-
folgende opdeling i pdx1/ptfla- og pdx1/nkx6.1-ud-
trykkende celler repreesenterer adskillelsen af
henholdsvis eksokrine og endokrine celletyper.
Udviklingen af den endokrine linje er afthengig
af neurogenin 3 (Ngn3), mens modningen af B-celler
til glukosefglsomme celler afthenger af MafA.
Pankreatiske eksokrine celler kan omdannes til B-cel-
ler ved kombineret udtryk af Pdx1, Ngn3 og MafA.

STAMCELLER: DEFINITION, KLASSIFIKATION

0G KILDER

Stamceller er defineret som celler, der bade kan forny
sig selv og lave nye stamceller, samtidig med at de
har evnen til at differentiere til specialiserede celle-
typer. Stamceller klassificeres ud fra deres udviklings-
meessige potentiale, som straekker sig fra totipotent til
unipotent.

Totipotente celler, som f.eks. det befrugtede g
(zygoten) og de tidlige blastomerer, har potentialet
til at lave en hel organisme inklusive somatiske og
ekstraembryonale celler og kgnsceller. Pluripotente
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celler, inklusive ES og inducerede pluripotente stam-
celler (iPS), kan differentiere til alle celletyper i krop-
pen, men kan ikke skabe en hel organisme uden
stotte fra andre celletyper. Multipotente celler (f.eks.
bloddannende og neurale stamceller) kan producere
et begranset antal cellelinjer, mens unipotente celler
kun kan udvikle sig til en moden celletype (f.eks. de
spermdannende celler). Stamceller kan desuden klas-
sificeres ud fra deres afstamning (embryonale celler,
fosterceller eller voksne celler), hvilket for det meste
ogsé reflekterer deres udviklingsmeessige potentiale
[18,19].

Multipotente stamceller i den voksne organisme
er blevet identificeret i flere veev fra alle tre kimlag,
hvor disse celler har stor betydning for udbedring af
vaevsskader. Dog er det stadig et &bent spgrgsmal, om
pankreatiske stamceller kan bidrage til produktionen
af nye B-celler.

Pluripotente stamceller fra forskellige kilder
deler mange biologiske egenskaber, blandt andet
evnen til at differentiere til celletyper fra alle tre kim-
lag. Pluripotensen kan defineres som ekspressionen
af et vigtigt regulatorisk signaleringsnetveerk, der be-
stér af Oct4, Nanog og Sox2. ES er afledt af ICM i den
tidlige blastocyst [19], mens iPS fremstilles fra repro-
grammerede somatiske celler [20-22], men begge
celletyper er athengige af de samme transkriptions-
faktorer for at opretholde deres pluripotente tilstand.
iPS frembringes netop ved at overudtrykke en reekke
af disse felles faktorer i somatiske celler. iPS er en at-
traktiv kilde til produktion af terapeutiske celler til
brug i celleterapier, idet de kan produceres fra pa-
tientens egne somatiske celler, hvorved man bade
undgdr immunsystemets afstgdelse af transplante-
rede celler samt de etiske problemstillinger omkring
afledningen af ES fra befrugtede g.

FRA STAMCELLER TIL 3-CELLER
Selv om pluripotente celler er en potentielt attraktiv
kilde til B-celler, har realiseringen af deres potentiale
vaeret langsom og udfordrende. Flere grupper har
rapporteret mélrettet differentiering af humane ES
mod B-celler ved trinvist at rekapitulere fosterudvik-
lingen fra pluripotente celler over urtarm og pankrea-
tisk epitel til modne hormonproducerende endokrine
celler [5-7, 9, 14, 15] (Figur 1). Samme tilgang er
blevet overfert til differentiering af iPS [8, 9]. Selv
om de producerede B-celler tydeligvis stadig afviger
fra modne B-celler, er der sarligt et studie fra Kroon
et al, som giver proof of principle for, at disse humane
ES-afledte celler har potentialet til at modnes til
glukosefglsomme B-celler efter transplantation ind
imus [5].

Screening af enorme biblioteker med sma syn-

tetiske molekyler har identificeret nogle fa celleper-
meable stoffer, som kan anvendes i differentieringen
af ES mod B-celler [23]. Kemiske forbindelser, som
primer ES for differentieringen, kan maske ogsa an-
vendes til at forgge produktionen af en sarlig celle-
linje [24].

Det vil sandsynligvis vere vigtigt at finde sma
syntetiske molekyler til anvendelse i produktionen af
specifikke celletyper til celleterapi, idet disse moleky-
ler kan syntetiseres relativt billigt og i hgj kvalitet og
betydelig kvantitet. Desuden undgas problemstillin-
gen om sikkerhed, der er associeret med brugen af
animalske produkter og veekstfaktorer.

Muligheden for at producere pankreatiske f3-
celler fra multipotente voksne stamceller er blevet
udforsket. Selv om man umiddelbart har opndet posi-
tive resultater, har man endnu ikke adresseret celler-
nes evne til at give ophav til fuldt funktionelle B-cel-
ler, hvilket er ngdvendigt, for disse celletyper kan
betragtes som et alternativ til produktionen af celler
til celleterapi. Desuden er mange af disse protokoller
bygget pa transgen overudtryk af vigtige transkrip-
tionsfaktorer, hvilket yderligere vil komplicere udvik-
lingen mod klinisk anvendelse af disse protokoller.

HANDTERING AF IMMUNBARRIEREN VED CELLETERAPI
Immunsuppressiv behandling er toksisk for de trans-
planterede B-celler, hvorfor forbedrede immunsup-
pressive behandlingsmuligheder er ngdvendige.
Funktionsdygtige alternativer — som for eksempel
indkapsling af transplantatet eller induceret immun-
tolerance — kan vise sig som nye strategier til at be-
skytte de transplanterede ger fra veertens immunan-
greb. Indkapsling har til formal at isolere perne fra
immunsystemets celler ved hjelp af en semiperme-
abel membran [25], som stadig giver adgang til nee-
ringsstoffer (f.eks. glukose og ilt) og tillader sekretion
af et terapeutisk protein (insulin).

Teknikken indebeerer unikke udfordringer, som
skal lgses, inklusive materialets forligelighed med pa-
tientens veev og immunsystem, permeabilitet og
strukturel udformning af kapslen, samt problemstil-
linger om vaskularisering, placering og funktionel
ydeevne af de indkapslede celler.

Det ultimative mal i klinisk transplantation er
at inducere tolerance over for transplantatet, saledes
at veertens immunsystem accepterer donorvavet
uden behov for Isbende immunsuppressiv behand-
ling, samtidig med at det kan reagere pa andre anti-
gener.

Lovende resultater pd omradet er opnéet i ekspe-
rimentelle dyremodeller ved brug af forskellige meto-
der, f.eks. kan en blanding af donor og modtagers
dendritiske celler ggre modtageren i stand til at ac-
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ceptere ikke-human leukocyt antigen (HLA)-matchet
vaev [26]. Sidelgbende produktion af terapeutiske en-
dokrine B-celler og dendritiske celler fra samme kilde
af pluripotente stamceller kan maske give immunolo-
gisk tolerance uden brug af barsk immunsuppressiv
behandling [27]. Celleterapi i T1DM stgder imidler-
tid pa en dobbelt immunologisk barriere, idet induce-
ret tolerance ikke ngdvendigvis hdndterer den auto-
immune destruktion af patientens endogene f-celler.
Derfor kan andre strategier, som for eksempel ind-
kapsling, vise sig at veere ngdvendige for at beskytte
de nye ger mod destruktion.

KONKLUSION

Fremskridt i mélrettet differentiering af pluripotente
celler imod B-celler samt i transplantation af isole-
rede ger har skabt proof of concept for, at celleterapi
muligvis kan anvendes til behandling af diabetes.
Dog er udviklingen af denne teknologi mod klinisk
anvendelse langsom og kraevende.

En robust og effektiv differentieringsprotokol til
produktion af funktionelle B-celler fra pluripotente
celler er endnu ikke fundet, men udviklingen af defi-
nerede cellekulturbetingelser vil kunne muligggre en
fremtidig brug af cellebaserede diabetesterapier i kli-
nikken. Derudover er det vigtigt at vurdere den po-
tentielle risiko for tumorudvikling fra tilbageveerende
ES i transplantatet. Ogsé forbedrede metoder til at
undgd immunmedieret afstgdelse af transplantatet er
pakravede.

Anvendelsen af sygdomsspecifikke pluripotente
celler til at lave modeller for humane sygdomme gi-
ver nye muligheder i studiet af sygdommenes pato-
genese eller til screening for nye biomarkgrer eller
leegemiddelkandidater. I 2009 blev iPS afledt fra
T1DM-patienter, hvorefter de blev differentieret til
B-lignende celler [28].

Co-kultur af disse patientspecifikke celler med de
respektive lymfocytter kan méske for forste gang give
mulighed for at studere udviklingen af autoimmuni-
tet og B-celledestruktion in vitro, hvilket kan fgre til
forbedrede forebyggelses- og behandlingsstrategier.
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