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Naslov projekta

Trajanje pro_i_(_-fda

—l\h—uam—e rijeci (najvise do 3)

.
J

in vivo istrazivanje

OBRAZAC 3

= b “Protutumorska u¢inkovitost
bioloski aktivnih tvari iz ljekovitih gljiva u in vitro i in vive
uvjetima™

Dvije todine (I.6.20_m]x70m

Mis, Angiogeneza, kolorektalni karcinom, imunomodulacija, ljekovite |
gljive, S-Muorouracil (5-FL!)

Opisite ciljeve projekia (e primjer,
Snansivene nepoznanice il znanstvene
ili klinicke potrebe).

lzdanje 1., 2013

Swvrha projekta (kao u ¢lanku 5. Pravilnika): =

|

Temeljno istrazivanje da ne
| Translacijska i b‘rilTijcuielmt;E-vﬁ_i*ﬂ___ - m_d;___ — ‘ne_
_Kori§tcnjc odredeno propisima i rutrm_kmoizvodnja_“da __hnc ]
Zastita b?ir_odnog okoliga u interesu zmlj_a_il'i—__ _da_ _]:1‘(;—_
| dobrobiti ¢ovjeka ili Zzivotinje - _r
Oc¢uvanje vrste da ne
Visoko obrazovanje ili OSpO;(;EU:l_\ZI'njC du—- Fé- "
Forenzicka ispitivanja da ne

Od_rk_;faﬁ:-kmllli_c-ggl_w'lsmzllﬁﬁmﬁfh Zivotinja da | ne
koje se ne koriste u drugim postupenma | |
Neke kronic¢ne bolesti poput bolesti srca i krvnih zila, mozdanog
udara, raznih oblika raka. kronicnih respiratomih bolesti te dijabetesa
vodeci su uzroci smrtnosti u svijetu. Iscrpei odredenih vrsta ljekovitih

eljiiva (engl. medicinal mushrooms) imaju dokazane obecavajuée
utinke na bolesti krvozilnog sustava, rak. dijabctes i mnoge druge
bolesti te protuviralne, protubakterijske, protuparazitske, protuupalne.
nefroprotektivine, neuroprotektivie i hepatoprotektivne utinke (Wasser
Apl Microbiol Biotechnol., 2011).

Dva su glavna mehanizma odgovorna za protutumorsko djelovanje
liekovitih aljiva; direktno citotoksi¢no te indirektno
imunomodulatorno (Borehers i sur. Exp Biol Med., 2004). Polisaharidi
iz ljckovitih  gljiva imaju  primarno imunostimulacijsko i
imunomodulacijsko djclovanje; u vecini slucajeva polisaharidi nemaju
direktan  ucinak na stanice raka, ve¢ pomazu  domacinu  bulje

podnosenje postojecih stresora te sprecavanje razvitka stanica raka

pojacanim imunitetom (Parkinson Am ] Med.. 1995, Mizuno Int J
Med Mushr., 1999). Beta glukani su velika grupa makromolekula koje
se ne sinfetiziraju v ljudskom tijelu, pa se prepoznaju kao strane
molekule koje aktivitaju imunitet domadina (Brown 1 sur. Nawre.,
2001). B-glukani brzo ulaze u proksimalno tanko crijevo te ih tamo
prihvacaju makrofagi nakon oralne primjene (Lehne i sur. Clin Cxp
Immunol., 2006, Chan i sur. J Hematol Oncol , 2009); cijepyju se na
manje B-glukanske ulomke (e se prenose u kostanu srz i endotelni
retihulurni sustav (Hong 1 sur. ) immunol., 2004). Makrofagi potom

otpustaju te male ulomke. preuzimaju ih cirkulirajuci granulociti,
monociti i dendriticke stanice (Revillard Fur 1 Dermatol., 2002) ¢ime
se potite urodeni (nespeciticni) i osteceni (specifidni)  imunosni
odgovor.  Tmunomodulacija se temelji na aklivaciji citotoksicnih
makrofaga. monocita, neutrolila. NK stanica, dendritiékih stanica te
njihovih  kemijskih - glasnika  (citokina,  primjerice  interleukine.

interferone i ¢imbenike stimulacije koloniju).Takoder mogu potaci
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Koje su potencijaine prednosti za koje

je vjerojatno da proizlaze iz ovog
projekta (kako znanost moze biti
unapriedena ili kako fjudi ili Zivotinje
mogu imati koristi od projekta).

| Koje vrste i priblizni broj zivotinja se
otekuje da ¢e se koristiti.

U k(';nl;-ks-rﬁ(;noga sto se radi na
zivotinjama, §to su o¢ekivani negativni
ucingi na Zivotinjama, vijerojatna /
ocekivana razinu tezine postupuaka i
sudbina zivotinja?

lzdanje 1., 2013,

—

Jedan od glavnik ciljeva in vive istrazivanja je usporediti uéinke dvaju

U dijeku pokusa uslijed injiciranja - S-fluorouracila te  primjene

génsku- ckspresiju raznih imunomodulatornih citokina i citokinskih
receptory kao kljuenih posrednika u svaranju stecene (adaptivne)
imunosti te sudionika u jacanju specificnog imunosnog adgovora s
imunosnim paméenjem, gdje svaki patogen ostaje ‘zapaméen’ po
svojstyenom mu antigenu (Munz. i sur. J Exp Med., 2005, Kurashige i
sur. Immunopharmacol Immunotoxicol.. 1997).

lako postoje izdvojeni radovi o Koridtenju pojedinacnih vrsta
lickovitih gljiiva u kombinaciji sa standardnim kemoterapeuticima, kao
na primjer Klasiéni rad o ucincima Lentinana (registrirani lijek u
lapanu iz vrste Lentinus edodes) u kombinaciji sa 5-Nuorouracilom i
Tegaturom (Taguchi Gan To Kagaku Ryoho., 1983) na pacijente s
rekurentnim tumorom Zeludea, debelog crijeva i dojke, te npr. vrste
Taivwanofingus salmoneus (vide bazidiomicete) u kombinaciji sa
cisplatinom in vitro (Chien i sur. Int J Med Mushr., 2015), jo§ necma
radova u kojima se istrazuju utinei sloZenih prehrambenih dodataka iz
ljckovitih gljiva sa standardnim kemoterapeuticima in vivo. Ispitivanje
takvih utinaka izuzetnog je znacenja jer je zakljuceno da se jacanje
imunog  odgovora  najbolje  posti¢i njesavinom  polisaharida  sa
odredenim  kombinacijama iserpaka  gljiva  (Kurashige i sur.
Immunopharmacol  hnmunotoxicol., 1997, Shamtsyan i sur. J
Biotechnol., 2004; Jakopovich Int J Med Mushr., 2011). Kombinirani
u¢inei ukljucuju povedanje broja i aktivnosti citotoksicnih T limfocita i
NK limfocita. Kombiniranjem vise vista liekovitih gljiva imuoni sustay
dobiva vise raznih poticaja. $to dovodi do jacanja prirodne obrane
organizma (Ivankovic¢ 1 sur. Int J Med Mushr., 2004; Zaidman i sur.
App! Microbiol Biotechnol., 2003).

komercijalnih - pripravaka iz ljekovitih  gljiva (AGARIKON.I i
AGARIKON PLUS) na modelu misa (BALB/c) nositelja karcinoma
Kolona samostalno i u kembinaciji sa 5-Nuorouracilom koji se koristi u
kemoterapiji karcinoma kolona. Smatramo da ée dobiveni rezultati
omoguciti razvoj novih ucinkovitijih protwumorskib pripravaka koji
$e mogu primijeniti sami Vil zdvuzeni s citostatikom. Uporabom in

vitro 1 in vivo metoda zelimo istraziti protutumorsku utinkovitost
pripravaka wljiva na: a) prezivijenje zivotinja; b)Y rast tumora: ¢)
angiogenezu i invazivnost: ¢) gensku ekspresiju odabranog pancla
gena: d) imunosne paramelrre u zivotinja (funkcionalnu sposobnost
makrofaga).

AGARIKONAT ili AGARIKONA PLUS wastricnom kanilom nc
otekujemo promjene v ponasanju Zivotinja. Ocekuje se da ¢e i kod
uznapredovalih promjena razing tezine pokusa biti UMJERENA . Sve
¢e zivotinje na kraju pokusa u trajanju vd 0 jedana bitt Zrtvovane, te

e se izvisiti njihovo neskodljivo uklanjanje i zbrinjavanje lesina,
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Primjena nacela 3R

1. Zamjena

Navedite zadlo s¢ moraju Koristiti
Zivotinje tc zasto se ne mogu Koristiti
alternativne metode koje ne ukljucnju
Zivotinje.

izazvane tumorom. medudjelovanje imunomodulacijskih Cimbenika.
oksidacijskog stresa, angiogeneze i rasla tumora ne moze se proucavati
na ljudima, a i virro istrazivanja tih procesa nedostatna su za njihovo
razumijevanje.

Objasnite kako moze bitt osigurano

koristenje minimalnog broja zivotinja.

U pokusu ¢e se koristitt najmanji moguci broj zivotinja s obzirom na
svrhu istrazivanja. Kake bi rezultati dosegli statisticku znacajnost v
analizi Kvantiwativnih varijabli jednosmjernom analizom varijance s p
< 0.05, za navedeni se tip istrazivanja preporucuje vzeti najmanje 10
Zivotinja pu skupind, pa ce tako biti uinjeno i u ovom isoazivaniu.

| 3. Poboljsanje

Objasniti izbor vrsta i zaSto su
koristeni zivotinjski modeli
primjereniji od drugih, uzimajuéi u
obzir znanstvene ciljeve.

Objasniti opée mjere koje ¢e se
poduzeti kako bi se smanjile 3tele za
Zivotinje.

Zivotinje u pokusu drzali ée se u uobicajenim uvjetima za odrzavanje
laboratorijskih zivotinja (hranjenje, njega), te s obogaéenim okolisem i
materijalima za grizenje. trganje | manipuliranje,

Misji imunosni sustav poklapa se 98-99%6 sa humanim, §to odrazava
nuznost proucavanja mchanicama  humane imunomodulacije na
modelima sisavaca.

Sa Zivotinfama ¢e se tijekom pokusa postupati u skladu s propisima o
dobrobiti  Zivotinju Prije procedure injiciranja lumorskih  stanica
CT26.WT. S-fluorguracita, te administracije AGARIKONALL Vil
AGARIKONA PLUS gastricnom kanilom, kao i prije zrivovanja, sve
zivotinje  biti - ¢e adekvatno  anestezirane i analgezirane
intraperitoncalnom primjenom kombinacije ketamina i ksilazina.

lzdanje 1., 2013.






