Izmēģinājuma projekta netehniskais kopsavilkums
Izmēģinājuma projekta nosaukums: Hepatoprotektīva augu izcelsmes produkta efektivitātes izpēte in vivo modeļos un jaunas produkta formas izstrāde
Projekta mērķis: Izpētīt augu izcelsmes produkta ar hepatoprotektīvu iedarbību efektivitāti un ietekmi uz modelētu slimības procesu in vivo un izstrādāt jaunu produkta formu kapsulu veidā.

Projekta mērķa sasniegšanai vispirms tiks veikta augu ekstraktu kombināciju hepatoprotektīvās aktivitātes novērtēšana salīdzinājumā ar silimarīnu izmantojot akūtu aknu patoloģijas modeli, lai atlasītu kombinācijas ar labākām hepatoprotektīvām īpašībām kā silimarīnam. Akūts aknu bojājums tiks izraisīts žurkām vienreiz intraperitonāli ievadot tetrahlorogleki (CCl4), kas ir visbiežāk izmantotā metode hepatīta un aknu fibrozes pētīšanā, kā arī jaunu hepatoprotektīvu vielu testēšanā. Šis modelis ataino visas svarīgākās aknu bojājuma pazīmes/procesus līdzīgi kā cilvēkam – iekaisumu, reģenerāciju, saistaudu veidošanos (Liedtke et al. 2013). CCl4 tiek metabolizēts hepatocītos, kā rezultātā rodas toksiski trihlormetilhlorformiāta (CCl3) radikāļi. Tie izraisa toksisku nekrozi, kas noved pie bioķīmiskām pārmaiņām, kuru klīniskās pazīmes ir līdzīgas akūtam vīrusu hepatītam (Ibrahim et al. 2008; Liedtke et al. 2013). Akūtai CCl4 izraisītai aknu bojājuma fāzei ir raksturīga Kupfera šūnu aktivācija un iekaisuma reakcijas indukcija, kas rezultējas ar citokīnu, hemokīnu (chemokines) un citu iekaisuma faktoru sekrēciju. Tas, savukārt, piesaista un aktivizē monocītus, leikocītus un limfocītus, kas vēl vairāk veicina aknu nekrozi, kam seko spēcīga reģeneratīvā reakcija, kas rada būtisku hepatocītu un neparenhīmas aknu šūnu proliferāciju aptuveni 48 stundas pēc pirmās CCl4 ievadīšanas (Liedtke et al. 2013). Procedūrās izmantojamā CCl4 deva 2 ml/kg ķermeņa masas tiek uzskatīta par neletālu un vairākos pētījumos dzīvnieku mirstība nav novērota (Limaye et al. 2007; Donthamsetty et al. 2007).

Sekojošās četras dienas dzīvniekiem per os ievadīs pētāmās augu ekstraktu kompozīcijas (deva atkarīga no augu ekstraktu kompozīcijas sastāva un dzīvnieka svara) vai silimarīnu atšķaidītus ūdenī. Dzīvnieki katru eksperimenta dienu tiks svērti. Eksperimenta noslēgumā žurkām tiks paņemti asins paraugi veicot astes vēnas punkciju seruma bioķīmisko rādītāju noteikšanai (kopējais olbaltums, sārmainā fosfatāze, kopējais bilirubīns, urīnviela, kreatinīns, ASAT, ALAT). Dzīvnieki tiks nogalināti orgānu paraugu iegūšanai, kas nepieciešami oksidatīvā stresa rādītāju (glutationperoksidāze, malondialdehīds) noteikšanai audos, kā arī histoloģiskajiem pētījumiem.
Pēc rezultātu apstrādes tiks izvēlētas divas augu ekstraktu kompozīcijas, kas tālāk tiks testētas izmantojot hronisku aknu bojājuma modeli uz žurkām, lai izvēlētu kombināciju ar labāko antifibrotisko efektu. Hroniska aknu bojājums žurkām tiks izraisīts intraperitonāli injicējot dimetilnitrosamīnu (DMN) – 3 dienas/nedēļā, trīs nedēļas ilgi. Deva -1 mkL (atšķaidīts attiecībā 1:100 ar 0.15 M sterilu NaCl šķīdumu) uz 100 g ķermeņa masas. DMN izraisītie aknu bojājumi žurkām atspoguļo izmaiņas, kādas rodas cilvēka aknu fibrozes gadījumā un parāda daudzas pazīmes, piemēram, portāla hipertensija, ascīts, kā arī virkni citu histopatoloģisko un bioķīmisko patoloģiju. Šis modelis ļauj pētīt agrīnu galvenā fibrozes proteīna kolagēna uzkrāšanos, kas ir atslēga tālākai cirozes attīstībai. Tas ir atbilstošs dzīvnieku modelis aknu fibrozes mehānismu pētīšanai, un var kalpot kā modelis antifibrotisko aģentu skrīningam (George et al. 2001).

Dimetilnitrozamīns (DMN) ir spēcīgs hepatotoksīns, kancerogēns un mutagēns (Haggerty and Holsapple, 1990). DMN mērķis galvenokārt ir aknas, kur tā metabolizēšanos nodrošina ar mikrosomālo membrānu saistīts enzīms, citohroms P-450IIE1. DMN aktivizēšanas un degradācijas procesā rodas formaldehīds un metanols, un alkilējošie starpprodukti reaģē ar nukleīnskābēm un olbaltumvielām, veidojot metilētas makromolekulas. Žurku modelī, DMN ievadīšana izraisa smagu nekrozi un ārpusšūnu matriksa olbaltumvielu, īpaši kolagēna, nogulsnēšanos aknās (George et al. 2001). DMN saņemšanas laikā sakot no 10 dienas ir tikušas novērotas dzīvnieku uzvedības izmaiņas, barības un ūdens uzņemšanas samazināšanās, ķermeņa masas zudums. Pēc ilgstošākas DMN ievadīšanas dzīvnieki var kļūt letarģiski, parādīties spēku izsīkums (George et al. 2001). Mirstība šādos hroniska aknu bojājuma modeļos variē no 0% līdz pat 42% (Nishino et al. 2008; Liu et al. 2008; George et al. 2001).
Sākot no hroniskā aknu bojājuma izraisīšanas 2. nedēļas žurkām katru dienu per os dos vienu no augu ekstraktu kompozīcijām – hepatoprotektoriem atšķaidītu ar ūdeni. Pēc četrām nedēļām dzīvniekiem tiks paņemtas asinis bioķīmisko rādītāju (kopējais olbaltums, sārmainā fosfatāze, kopējais bilirubīns, urīnviela, kreatinīns, ASAT, ALAT) noteikšanai. Pēc dzīvnieku nogalināšanas tiks veikta disekcija un izņemtas aknas un liesa to masas noteikšanai, oksidatīvā stresa rādītāju (glutationperoksidāze, malondialdehīds) noteikšanai audos un histoloģiskajiem pētījumiem.

Izmēģinājumu dzīvnieku skaits: kopā 72; suga: žurkas (līnija: b/l Wistar)
Šis izmēģinājumu projekts ir lietišķs pētījums, kura nolūks ir jauna hepatoprotektīva uztura bagātinātāja no augu ekstraktiem izstrāde un tā efektivitātes pārbaude. Augu ekstraktu kompozīcija, kas izmēģinājumos ar dzīvniekiem uzrādīs labāko hepatoprotektīvo iedarbību, tiks patentēta un izmantota kā jaunā uztura bagātinātāja receptūras pamats. Jaunais produkts palīdzēs atjaunot traucētās aknu funkcijas un kavēt fibrozes attīstību pacientiem ar hronisku hepatītu. Tālākā perspektīvā var tikt veikti šī produkta klīniskie pētījumi un medikamenta statusa iegūšana.

Iegūtie rezultāti papildinās arī zinātniski apstiprināto informāciju par augiem kā hepatoprotektīviem aģentiem.
Šajā projektā in vivo testējamās jaunās augu ekstraktu kombinācijas iepriekš tiks izstrādātas/ pārbaudītas in vitro izmantojot immortalizētas šūnu kultūras, kas sniegs priekšstatu par pētāmo augu kombināciju citoprotektoro aktivitāti – spēju novērst ar CCl4 apstrādātu hepatocītu bojāeju in vitro. Tomēr, ja vēlamies izstrādāt produktu, kas darbotos arī in vivo, jāņem vērā fakts, ka immortalizēto šūnu līniju genotips, fenotips un fizioloģija ir izmainīta. Tādēļ tās pilnīgi neattēlo celulāro reakciju in vivo apstākļos (Liedtke et al. 2013). Kā iespējamā alternatīva varētu būt primāri izdalītas aknu šūnu kultūras, kuru genotips, fenotips nav būtiski mainīti, turklāt uz tām iespējams pētīt kompleksākus celulāros procesus, bet to iegūšanai arī nepieciešama dzīvnieku nogalināšana un to fizioloģiju var ietekmēt izdalīšanas radītais stress (Halliwell 2003). Turklāt arī šī alternatīva in vivo metodēm nesniedz priekšstatu par aktīvo vielu uzsūkšanos gremošanas traktā un nespēj pilnībā imitēt organisma reakciju uz aknu bojājumu – imūnsistēmas atbildi, bioķīmiskajiem procesiem. 

Tā kā tālākajā perspektīvā iespējama jaunā produkta reģistrēšana medikamenta statusā un Ministru kabineta noteikumi Nr.376 Zāļu reģistrēšanas kārtība paredz eksperimentus in vivo, nepieciešami eksperimenti ar laboratorijas dzīvniekiem.
Procedūrās izmantojamais dzīvnieku skaits samazināts līdz minimālajam kāds ir nepieciešams statistiski ticamu rezultātu iegūšanai.
Pirms procedūrām ar dzīvniekiem in vitro pētījumu laikā un pirms tiem veikta rūpīga zinātniskās literatūras (datu bāzes – PubMed, Scopus, EBSCO), kā arī patentu (izmantotā datu bāze – PATENTSCOPE) izpēte, lai izvairītos no identiskas augu ekstraktu kombinācijas sastādīšanas un efektivitātes atkārtotas novērtēšanas.

Projektā tiks pārbaudīta unikālu, pašu veidotu augu ekstraktu kombināciju hepatoprotektīvā aktivitāte, tādēļ nav iespējama procedūru dublēšanās.
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