Izmēģinājuma projekta netehnisks kopsavilkums:

Projekta nosaukums:

Laboratorijas peļu imunizēšana pielietojot elektroporācijas metodi.

   Gēnu terapija un jaunu vakcīnu izveide (DNS, rekombinanti proteīni u.c.) ir aktuāli XXI gs. molekulārās medicīnas pētījumu virzieni.  Pasaulē strauji attīstās jauns terapijas un infekcijas slimību profilakses veids: DNS vakcinācija gan  izmantojot injekcijas adatu, gan pielietojot elekroporāciju (EP) t.i. izmantojot strāvas impulsu. Svarīgi, ka šādu terapiju jau izmanto cilvēku (brīvprātīgo) ārstēšanai pie dažādām vēža formām, galvenokārt, melanomas.

- „Phase I trial of Interleukin-12 plasmid electroporation in patients with metastatic melanoma. Daud, A.I.; De Conti, R.C.; Andrews, S.; Urbas, P.; Riker, A.I.; Sondak, V.K.; Munster, P.N.; Sullivan, D.M.; Ugen, K.E.; Messina, J.L. & Heller, R. (2008). J. Clin. Oncol., Vol. 26, No. 36, pp. 5896-5903”;
- “In vivo electroporation for gene therapy. Heller, L.C. & Heller, R. (2006). Human Gene Therapy, Vol. 17, No. 9, pp. 890–89.”;

 Tādēļ arvien plašāk DNS imunizācija un tai  sekojoša EP tiek izvērsta un pielietota pētot vakcīnu vai terapijas līdzekļu izveidi arī pret  infekcijas slimībām, piemēram, hepatīta C vīrusu (HCV). Ar elekroporācijas metodi vēlamajos audos tiek nodrošināts lokāls elektriskais lauks. Šūnu membrānas caurlaidībai palielinoties,  ķīmiskās vai citas vielas (DNS)  caur šūnas membrānu, kur elektriskā lauka ietekmē veidojas poras, droši un ātri nokļūt šūnā. Notiek DNS ekspresija un tiek sintezēts vēlamais proteīns kas būs kā terapijas līdzeklis jeb vakcīna pret konkrēto slimības ierosinātāju.
        Projekta ideja ir uz HCV core pamata izstrādāto  ģenētisko vakcīnu modeļu- DNS un  sintētisku rekombinantu proteīnu strukturālo, funkcionālo un imunoloģisko īpašību raksturošana in vivo apstākļos. Pētījumi, injicējot tos dzīvos organismos, šeit ir aktuāli,  jo- lai gan visi pētāmie objekti jau tika raksturoti komerciālajās cilvēku hepatocītu kultūrās ( Huh7, BHK21), noteikts to ekspresijas līmenis un toksicitāte, nav iespējams in vitro apstākļos noteikt un raksturot visu imūnajā atbildē iesaistītos procesus, šūnas un šo šūnu aktivitātes rezultātā izdalītās vielas (piem., citokīnus). Bez šādiem pētījumiem (in vivo), jaunu vakcīnu vai terapijas līdzekļu attīstība nav iedomājama.   Eksperimenta laikā nav paredzēts likt dzīvniekiem izjust sāpes; EP laikā dzīvnieki tiks iemidzināti uz 5-7 min, izmantojot anestēziju.
  Eksperimenta rezultātā tiks iegūti dzīvnieku asins paraugi un, pēc eksperimenta beigām, orgāni (liesa), kas tiks rūpīgi analizēti, izmantojot dažādas imunoloģiskas kā arī gēnu inženierijas metodes (T-šūnu proliferācijas,  citokīnu noteikšanas tests, ELISA, Bloti, ELISpot, FACS u.c.). Iegūtie rezultāti ļaus mums pietuvoties reālas vakcīnas vai terapijas līdzekļa izveidei, dati tiks publicēti starptautiski atzītos žurnālos, tie tiks iekļauti datu bāzēs, piem., PubMed, kur tiek publicēta visa jaunākā informācija par šādiem pētījumiem.
Projektā plānots izmantot:   80 gb. peles

Suga: peles Mus musculus BALB/c līnijas peles (18-20gr, mātītes, 2-4 mēneši)

Pieradījumi, kas ietver jau izvērtētās un noraidītās alternatīvās metodes, lai aizstātu, samazinātu un pilnveidotu dzīvnieku izmantošanu procedūrā.

  Zinātniskā projekta ideja ir ar gēnu inženierijas metodēm konstruētu jaunu sintētisku vakcīnu modeļu (DNS un rekombinanti sintētiski proteīni) imunogenitātes pārbaude in vivo apstākļos.  Peles kā modelis ir izvēlēti, jo tos viegli pavairot, uzturēt un imunizēt- injekcijas neprasa lielu devu, ar pelēm ir viegli strādāt un statistiski  tās var izmantot eksperimentos, pēc vajadzības variējot dzīvnieku daudzumu, ņemot vērā, ka arī paša dzīvnieka  dabiskā imunogenitāte  (tāpat kā cilvēkam) atšķiras indivīdu robežās. Pierādījumi šādai praksei ir atrodami  Pub Med, SCOPUS.  Te tiek publicēti visi jaunākie pētījumi, kas aizstāj vai  pilnveido dzīvnieku izmantošanu zinātniskajos eksperimentos, analizēti jau iegūtie rezultāti,  pirms šādi jauni vakcīnu modeļi tiks  izmantoti  eksperimentos jau ar cilvēkiem, jo skaidrs, ka bez šiem in vivo datiem jaunu vakcīnu modeļi, lai tos izmantotu cilvēkiem,  nevar tikt attīstīti. Svarīgi, ka pati DNS injekcija un tai sekojoša elekroporācija kā metodes efektivitāte jau ir pierādīta ne tikai grauzējiem (http://cdn.intechopen.com/pdfs-wm/46638.pdf) , bet arī cilvēkiem (brīvprātīgajiem), tāpēc arī aktīvi diskutēta, pilnveidota un izmantota (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18370225).
   Tādējādi tiek noraidītas citas alternatīvās metodes šādiem pētījumiem, jo cilvēkiem izmantojamie vakcīnas un terapijas līdzekļi nevar tikt nekā citādi imunoloģiski raksturoti kā tikai injicējot tos imunoorganismos, t. i. dzīvos- veselos- organismos, kur notiek visi imunoprocesi un tajos iesaistīto šūnu, vielu, fermentu  un procesu savstarpēja mijiedarbība. Eksperimentu plānošana ietver arī interneta vietņu caurskatīšanu, iegūstot aktuālāko informāciju,  piem., no ES alternatīvās dzīvnieku testēšanas laboratorijas pētījumiem un ieteikumiem (https://eurl-ecvam.jrc.ec.europa.eu/eurl-ecvam-recommendations ). 
 Pasākumi, kas veikti, lai izvairītos no procedūru dublēšanās.

       Līdzīgi pētījumi ar mūsu izgudrotiem un pārbaudāmajiem materiāliem (vīrusveidīgās daliņas, DNS) nav veikti iepriekš, jo tas ir oriģināls izgudrojums.  Jāmin arī, ka darba dublēšanās nav  iespējama, jo nav iespējams piem., publicēt rezultātus starptautiski atzītos žurnālos vai piedalīties jebkādos starptautiskos projektos, ja pētījumi, t.i. jaunizgudrotie preparāti  ir analogi vai tuvi citu zinātnisko institūciju objektiem.  Visi izmēģinājumi ar eksperimentālajiem dzīvniekiem,  procedūras ar tiem, pieņemot rakstus starptautiskajos žurnālos, tiek rūpīgi pārbaudītas, lai tās atbilstu ES noteikumiem par dzīvnieku labsajūtu izmēģinājuma laikā (piem. tiek apskatītas imunizācijas shēmas- vai ievadāmās devas, materiāls, injekcijas tilpums, vieta).   Plānotā eksperimenta unikalitātes pārbaude tika analizēta un salīdzināta interneta vietnēs: 
A) EURL ECVAM- interneta vietne alternatīvu metožu  izmantošanai, strādājot ar eksperimentālajiem dzīvniekiem;
B) PubMed un SCOPUS - vietnes, kurās ir iespējams atrast un uzzināt visus jaunākos mūsdienu atklājumus, kas ir publicēti starptautiski atzītos žurnālos;
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