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1. TÓM TẮT NỘI DUNG LUẬN ÁN


Cấy ghép tế bào gốc trung mô là liệu pháp mới trong điều trị đái tháo đường, đặc biệt là đái tháo đường típ 1. Bên cạnh khả năng biệt hóa thành nhiều loại tế bào, trong đó có tế bào tiết insulin, tế bào gốc trung mô còn có khả năng điều biến miễn dịch và khả năng tiết nhiều chất dinh dưỡng và yếu tố tăng trưởng có thể thúc đẩy sự tái tạo và chữa trị tụy. Trong nghiên cứu này, kết quả cho thấy tế bào gốc trung mô từ mô mỡ người (gọi tắt là tế bào gốc mô mỡ người) được nuôi cấy không nhiễm khuẩn, nấm, mycoplasma và không gây u. Do đó, các tế bào này an toàn cho cấy ghép. Hơn nữa, tế bào gốc mô mỡ người có thể biệt hóa thành các tế bào tiết insulin in vitro trong môi trường cảm ứng biệt hóa. Đồng thời, ghép tế bào gốc mô mỡ người an toàn đối với chuột và phác đồ ghép 2x106 tế bào/con cho hiệu quả điều trị bệnh đái tháo đường trên chuột tốt hơn so với liều 1x106 tế bào/con. Với liều tế bào 2x106 tế bào/con, 100% chuột sống sau ghép đến 56 ngày và 42% chuột sống đến 6 tháng; đồng thời, glucose máu duy trì không tăng và bắt đầu giảm từ ngày thứ 42 sau ghép. Ở những con chuột sống đến 6 tháng, glucose máu của chúng trở về mức bình thường. Ngoài ra, các chuột được ghép tế bào còn có các cải thiện về sự dung nạp glucose, cấu trúc và chức năng của tiểu đảo tụy. Sau khi được ghép vào cơ thể chuột đái tháo đường, tế bào gốc mô mỡ người đã di cư đến một số cơ quan và có thời gian sống khác nhau: gan, phổi, tim, thận, lách, tụy. Từ kết quả nghiên cứu, chúng tôi kết luận rằng ghép tế bào gốc mô mỡ người với liều 2x106 tế bào/con tốt hơn so với liều 1x106 tế bào/con trong điều trị đái tháo đường do streptozotocin ở chuột.
2. NHỮNG KẾT QUẢ MỚI CỦA LUẬN ÁN

· Xác lập được quy trình tạo chuột mô hình đái tháo đường típ 1 bằng streptozotocin với liều 100 mg/kg, tiêm đường xoang bụng với thời gian nhịn đói trước tiêm là 24 giờ. Quy trình đơn giản và có thể lặp lại trong các nghiên cứu sau;

· Tế bào gốc mô mỡ người được đánh giá một số chỉ tiêu về tính an toàn của một chế phẩm tế bào ghép. Tế bào trước ghép không bị nhiễm khuẩn, nấm; không nhiễm mycoplasma và không gây u in vivo;
· Nhiều nghiên cứu cận lâm sàng và lâm sàng gần đây đã chứng minh hiệu quả của việc cấy ghép MSC trong việc giảm đường huyết và tăng sản xuất insulin. Tuy nhiên, hiện nay chưa có nghiên cứu nào khảo sát về liều tế bào ghép. Vì thế, nghiên cứu này đánh giá các liều ghép khác nhau lên việc điều trị đái tháo đường típ 1 ở chuột mô hình. Kết quả cho thấy ghép tế bào gốc mô mỡ người với liều 2x106 tế bào/con có tác dụng điều trị đái tháo đường tốt hơn so với liều 1x106 tế bào/con trên mô hình chuột thực nghiệm.
3. CÁC ỨNG DỤNG/ KHẢ NĂNG ỨNG DỤNG TRONG THỰC TIỄN HAY NHỮNG VẤN ĐỀ CÒN BỎ NGỎ CẦN TIẾP TỤC NGHIÊN CỨU 

Nghiên cứu thêm về vai trò của tế bào gốc mô mỡ trong điều trị bệnh đái tháo đường típ 1 do STZ như:

(i) Khả năng biệt hóa in vivo;
(ii) Khả năng điều biến miễn dịch in vitro và in vivo: điều biến theo tương tác tế bào – tế bào, điều biến theo yếu tố thể dịch, khả năng kháng viêm, …

(iii) Khả năng tiết các yếu tố tăng trưởng in vivo: khả năng cận tiết của tế bào gốc mô mỡ;

(iv) Sự chữa trị, tái tạo tại mô tụy như sự gia tăng số lượng tế bào gốc/ tiền thân tụy, sự biệt hóa của các tế bào tiền thân tụy, …

(v) Xác định vai trò/cơ chế chính của tế bào ghép trong điều trị ĐTĐ.
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1. ABSTRACT

Recently, transplantation of mesenchymal stem cell (MSC) is a novel treatment for diabetes mellitus (DM), especially type 1 DM. Beyond the capability of differentiation into many types of body cells, including insulin-producing cells, MSCs have potentials of immunomodulation, secretion of trophic and growth factors. Therefore, MSCs graft can promote the regeneration and recovery of the pancreas. In this study, it was found that the cultured human adipose tissue-derived mesenchymal stem cells (hereinafter called adipose stem cells, ASCs) were free of bacteria, fungi, and mycoplasma; and they did not cause tumors when they were injected intracutaneously into the mice. Therefore, these cultured cells were safe for transplantation. Moreover, the ASCs could differentiate into insulin-producing cells in vitro when they were treated with differentiated medium. Intravenous transplantation of ASCs did not cause death in mice and the dose of 2x106 cells/mouse achieved better therepeutic effects than that of the dose of 1x106 cells/mouse. With the dose of 2x106 cells/mouse, all the mice were alive (100%) for 56 days after transplantation while 42% of treated mice were alive for 6 months after the treatment. After grafting, the blood glucose of these treated mice did not increase and start a decrease from day 42 after transplantation. The ASC-grafted mice alive for six months after treatment had the normal blood glucose concentrations. They also had the amelioration regarding glucose tolerance and the structure and function of the pancreatic islets. Moreover, transplanted ASCs were detected in the mice’s livers, lungs, hearts, spleens and pancreas. From these findings, we concluded that the transplatatation of human ASCs with the dose of 2x106 cells/mouse was more suitable for streptozotocin-induced diabetic treatment in mice than that of the dose of 1x106 cells/mouse.
2. SUMMARY OF THE NEW FINDINGS OF THE THESIS
· A mouse model for streptozotocin-induced diabetes mellitus was established. The protocol feasible and reproducible including the single intraperitoneal injection of 100 mg/kg streptozotocin and 24 hours of fasting before injection;
· The adipose stem cells were cultured and evaluated that they were free of bacteria, fungi and mycoplasma. Moreover, the ASCs did not cause tumor in mice’s skins.

· Many recent publications have demonstrated the efficacy of MSC transplantation on reducing blood glucose and increasing insulin production in both preclinical and clinical trials. However, the investigation of grafted cell doses has been lacking. Therefore, this study aimed to evaluate the different doses of MSCs on treatment of type 1 diabetes in mouse models. The results showed that the dose of 2x106 cells/mouse achieved better therepeutic effects than that of the dose of 1x106 cells/mouse.

3. FURTHER RESEARCH DIRECTIONS
Futher studies regarding the therapeutic role of ASC in streptozotocin-induced diabetes mellitus treatment should be carried out:

· The capability of in vivo differentiation;
· The capability of in vitro and in vivo immunomodulation: cell-cell interaction and humoral factor immunomodulation, anti-inflammation capability, …

· The capability of secreting growth factors in vivo: the paracrine effects of ASCs;

· The recovery, regeneration of the pancreas as well as the increase of the pancreatic stem/progenitor cells, the differentiation of pancreatic stem/progenitor cells shoule be studied;
· Confirmation of the main role of transplanted cells.
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