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Ievads.
Kursa darbs tika izstrādāts Mikrobioloģijas institūtā onkoloģijas un virusoloģijas laboratorijā Dr. biol. Lidijas Černobājevas vadībā sadarbībā ar Mikrobioloģijas un biotehnoloģijas katedru un tās vadītāju Dr. biol. Natāliju Matjuškovu.

Kursa darba izstrāde tika veikta balstoties uz jau iepriekš veiktiem pētījumiem par Lentinula edodes ekstrakta ārstniecisko iedarbību uz Sarkomu S-180. 

Darbs tika izstrādāts ar mērķi noskaidrot Lentinula edodes ekstrakta profilaktiskās īpašības uz audzējiem un vai šo ekstraktu var izmantot kā barības piedevu.

Darba uzdevums.

1. Noskaidrot barības normas pelēm.

2. Noskaidrot ūdens normas pelēm.

3. Izpētīt peļu ķermeņa masas izmaiņas dabiskas barošanas rezultātā – ed libitum.

4. Izvēlēties pēc literatūras datiem audzēju augšanas metodiku un sagatavot lietošanai savā eksperimentā.

Darba mērķis.

1. Adekvātu metožu izvēle un izstrāde tālākai Lentinula edodes bioloģiski aktīvās vielas pētīšanai.

Literatūras apskats.

Šitakē bioloģija. 
[image: image1.jpg]Lentinula edodes





Šitakē sēnes zinātniskais nosaukums – Lentinula edodes un šo nosaukumu sēne ieguva 1975.gadā (Pagler 1975). Lentinula edodes pieder pie Bazīdijsēņu nodalījuma (Basidiomycota) himēnijsēņu klases (Hymenomycetes), pūkaiņu rindas (Tricholomatales) un pūkaiņu dzimtas (Tricholomataceae). Šitakē sēnes dzimtene ir Japāna un japāņu valodā sēnes nosaukums ir Shiitake. Vārds Shii apzīmē kādu no koka sugām, kas ir radnieciska mūsu ozolam, bet take ir vienkārši sēne japāņu valodā. Augšanai un attīstībai, kā arī lai vairotos sēne izvēlējusies koka stumbru. To pamanījuši, cilvēki 960. gadā (Ķīnā, Sunu dinastijas laikā) sāka šīs sēnes kultivēšanu. Pie mums sēne tiek audzēta uz iepriekš sagatavotiem baļķiem.

Lielāko dzīves cikla daļu šitakē sēnes atrodas otrējā micēlija formā. Šajā stadijā micēlijs ieaug koksnē, uzsūcot un uzkrājot no koksnes nepieciešamās barības vielas, lai varētu notikt augļķermeņu veidošanās.

Šitakē ārstnieciskais efekts.

Šitakē sēnes ārstnieciskais efekts ir plaši pazīstams visā pasaulē. Sēne jau kopš seniem laikiem ir populārs Austrumu tautu ārstniecības līdzeklis. Japānā šitakē sēni izmanto sirds un asinsvadu slimību ārstēšanā, paaugstināta un pazemināta asinsspiediena normalizēšanai, kā arī daudzu citu slimību un iekaisumu ārstēšanā.

Šitakē sēnei piemīt arī pretvēža darbība un tā ir arī pierādīta pētījumos ar eksperimentālajiem dzīvniekiem. Tā, piemēram, dodot pelēm šitakē sēņu ūdens ekstraktu vai sausu sēņu pulveri, sarkomas S-180 augšana samazinājās par 67 – 81%.

Galvenais faktors pretvēža efektā ir imunostimulācija, kuru nodrošina šitakē sēnes ekstraktā esošie komponenti aktivējot T-helperus un makrofāgus, kuru darbību nomāc audzējs vai kancerogēns.

Lentinans.

Lentinans, LC-11, LC-12, LC-13, EC-11 un EC-14 ir polisaharīdi. Šie polisaharīdi ir izolēti Šitakē sēnes ūdens ekstrakta sastāvā un ir izpētīti kā galvenais faktors pretvēža aizsardzībā, it īpaši Lentinans.

Pats Lentinans ir nešķīstošs aukstā ūdenī, skābē un gandrīz visos organiskos šķīdinātājos. Pagatavojot Šitakē sēņu ekstraktu sēnes samaļ un aplej ar verdošu ūdeni un atstāj uz 8- 15h nostāvēties, pēc šīs procedūras ekstraktu nofiltrē un tas ir gatavs lietošanai.

Sarkoma S-180.

Sarkoma ir gaļīgs audzējs, kuras masu (parenhīmu) galvenokārt veido pārveidojušies saistaudi. Pirmo reizi tas tika atklāts 1914. gadā baltās peles tēviņa paduses rajonā W. H. Woglama laboratorijā ASV. Pie pār transplantācijas audzējs atgādināja sarkomu.

Materiāli un metodes.

Materiāli.

Laboratorijas trauki

· Sterilas plastmasas Petri plates

· Stikla mēģenes centrifugēšanai. Tilpums – 10ml

· Pudeles 50ml

· Mērcilindri ar iedaļas vērtību 1 ml

Patalogoanatomisko piederumu komplekts.

· Sterilizators

· 5 saspiedes

· 5 skalpeļi

· 5 pincetes

· 3 grieznes

Šļirces.

· Insulīna šļirces – sterilas, plastmasas, vienreizējas lietošanas šļirces ar tilpumu 1ml.

Aparatūra.

· Svari V-200 ‘’ACCULAB’’

· Svēršanas diapazons – 200,0g

· Izšķiršanas spēja – 0,01g

· Linearitāte – 0,01g

· Svēršanas mērvienības – g, unces, Trojas unces, dwt

· Ekspluatācijas uzsākšanas datums – 09/1999

· Stabilizācijas laiks – 3sek.

· Pieļaujamā pārslodze – 150% no sv.d.

· Pārslodzes indikācija – ‘’E’’ un skaņas signāls

· Optimālā darba temperatūra – 18 -25°C

· Optimālais gaisa mitrums - <80%

· Barošana – adapters

· Kalibrācijas atestācijas pārbaude derīga 04/2002 – 04/2003 (Nr.323673)

Dzīvnieku modelis.

Savus pētījumus veicu Mikrobioloģijas institūtā onkoloģijas un virusoloģijas laboratorijā Dr. Biol. Lidijas Černobājevas vadībā. Savos pētījumos par dzīvnieku modeli izmantoju peļu kultūru stok ICR no 1949. gada, kas ieviesta onkoloģiskiem pētījumiem Anglijā.

Šai peļu kultūrai (Stokam) piemīt augsta reprodukcijas spēja, strauja augšana un jūtīgums pret vairākiem audzēja celmiem.

Pavisam eksperimentā izmantoti 46 dzīvnieki.

Turēšanas apstākļi.

Peles ICR 

· Svars 15 – 17g 

· Dzimums - ♀

· Turēšanas apstākļi – deviņos T2 45x35x25 tipa būrīšos pa 5 – 6 gab. Pavisam 9 gab.

· Temperatūra - 22°C

· Gaisa mitrums 55 – 60%

· Dabīgais apgaismojums

Peles tika barotas ar standartbarību par ūdens resursu izmantots krāna ūdens. Pakaiši – zāģu skaidas, kas ik dienas tika mainītas.

Barības un ūdens patēriņa noteikšana.

1. Barību, pirms došanas dzīvniekiem, nosvēra. Uz katru būrīti tika nosvērti 200g barības. Pirms barības papildināšanas, barības pārpalikušais daudzums tika nosvērts. Pēc elementāru aprēķinu veikšanas tika iegūts vidējais barības patēriņš uz katru būrīti un peli individuāli.

· Aprēķinu formula (A – B = X)/N, kur, A – sākotnējais barības daudzums – g, B – pēc barošanas pāri palikušais barības daudzums – g, X – iegūtais barības daudzums uz būrīti – g, N – dzīvnieku skaits būrītī.

2. Ūdens, pirms došanas dzīvniekiem, tika nomērīts ar mērcilindru. Uz katru būrīti nomērīja 200ml ūdens. Pie ūdens maiņas, pāri palikušais ūdens tika nomērīts ar mērcilindru atkārtoti. Tādējādi iegūstot ūdens tilpumu pēc, kura var aprēķināt vidēji patērēto ūdens tilpumu. Identiski, kā pie barības vidējā patēriņa aprēķiniem, tā arī pie ūdens vidējā patēriņa aprēķināšanas izmantots tika viens un tas pats paņēmiens.

· Aprēķina formula (A – B = X)/N, kur, A – sākotnējais ūdens tilpums pudelē – ml, B – ūdens tilpums, kas tika nomērīts pirms tā maiņas – ml, X – iegūtais, patērētais ūdens tilpums – ml, N – dzīvnieku skaits būrītī.

Eksperimenta nosacījumi.

1. Dzīvniekus individuāli nosver un marķē ar melno marķieri uz astes ik pēc 3 dienām.

2. Noteiktu dzeramā ūdens tilpumu ielēja pudelītēs, kuru mainīja katru dienu, izdzertā ūdens tilpumu aprēķina pēc pāri palikušā tilpuma, kuru izmēra ar mērcilindru (iedaļas vērtība – 1ml).

3. Barības daudzums tika nosvērts pirms un pēc barošanas. Pakaišus mainīja katru dienu.

Darbs ar Sarkomu S-180.

Darbs ar sarkomu prasa lielu individuālo uzmanību, piesardzību un drošības tehnikas punktu ievērošanu. 

Procedūrā izmantotais aksesuārs 

· Patalogoanatomiskais komplekts

· Gāzes deglis ar gāzes pievadi (instrumentu dezinfekcijai)

· Medicīniskais Spirts

· Fizioloģiskais šķīdums

· Metāla siets

· Stampiņa

· Kokvilnas vate

· Sterila marles saite

· Petri plates

· Centrifūga

· Halāts

· Sejas aizsegs

· Cepure

· Brilles 

Metode.

1. No jau iepriekš ar audzēju inokulētām 2 pelēm izgrieza audzēja ķermeņus un izspieda caur metāla sietu fizioloģiskajā šķīdumā, veidojot audzēja šūnu suspensiju.

2. Šūnas suspensiju salēja 5 mēģenēs un mazgāja ar fizioloģisko šķīdumu 3 reizes. Pēc katras reizes nostādinot. Šajā procesā atbrīvojas no lielajiem audu gabaliem

3. Pēc mazgāšanas procesa, audzēja šūnu suspensiju centrifugēja un pēc centrifugācijas supernatantu atlēja un centrifugēja atkārtoti. Rezultātā iegūtajā suspensijā šūnu skaits tuvinās skaitlim 5x106. Skaitlis 5x106 – šūnu skaits/ml, kas nepieciešams tālākā eksperimenta pozitīvam rezultātam.

4. Gala rezultātā iegūtā suspensija tiek krāsota ar nedzīvās krāsošanas metodi. Ar tripānzilo – nokrāsojās nedzīvās šūnas, bet paliek nekrāsotas dzīvās, jo to šūnu membrānas nelaiž cauri krāsvielu.

Injicēšana.

Dzīvnieki tika sadalīti trijās lielās grupās, kur 1. lielā grupa bija kontroles grupa, bet 2. un 3. grupa tika injicēta ar divu veidu injicēšanas metodēm.

1. Subkutānā injicēšana (s/k) – tika veikta peli turot fiksētā stāvoklī ar vēderu uz leju, fiksējot sprandas rajonu ar roku, uz stabilas virsmas. Pirms injekcijas peles muguru dezinficē ar spirtu. Šļirci ievada lāpstiņas rajonā zem ādas.

2. Intraperitoneālā injicēšana (i/p) – tika veikta peli satverot un stingri nofiksējot aiz sprandas ādas. Pirms injekcijas vēdera rajonu dezinficē ar spirtu. Turot peli ar galvu uz leju, šļirci ievada vēdera dobumā 3mm dziļi un izdara injekciju.

Injicēja 0,3ml audzēja šūnu suspensiju katrai pelei šūnu skaits ~ 5x106 šūnas/ml.

Gorjājeva kamera.
Šūnu skaitu gala suspensijā pārbaudīja skaitot dzīvās audzēja šūnas Gorjājeva kamerā. Gorjājeva kamera ir speciāli pārveidots priekšmetstikls, uz kura iegravēts īpaši smalks režģītis šūnu skaitīšanai. Starp priekšmetstiklu un segstiklu, to uzliekot, veidojas tilpums 1mm3.

Formula šūnu skaitīšanai Gorjājeva kamerā.


X = (a x 4000 x b)/δ, kur X – meklētais šūnu daudzums 1mm3,






a – saskaitīto šūnu skaits,






b – atšķaidījums






δ – saskaitīto kvadrātu summa

Preparāts.
Kā preparāts tika izmantots Šitakē sēņu ekstrakts. Ekstraktu vedu no Mikrobioloģijas un biotehnoloģijas katedras (Bioloģijas Fakultāte, Kronvalda bulvāris 4). Ekstrakts tika uzglabāts ledusskapī.

Šitakē sēņu ekstrakts dzīvniekiem tika dots kopā ar dzeramo ūdeni. 

Devas.

Ekstrakta deva vienā dienā uz vienu peli - 50μl.

Ūdens pelēm tika liets 200ml pudelēs

Ņemot vērā ūdens patēriņu uz katru būrīti aprēķināju ekstrakta daudzumu uz katru būrīti. (skatīt 1.tabulu)

Rezultāti.
1.tabula. Kontrolgrupas peļu svara maiņas.

	 
	D
	I
	E
	N
	A
	S
	Ūdens
	Barības
	Ekstrakta

	N.p.k
	0
	5
	8
	15
	19
	23
	patēriņš, ml
	patēriņš, g
	deva uz 200ml

	1-(18g gr)
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	1
	18g
	26g
	26g
	28g
	31g
	30g
	6,6
	5,8
	1,6ml

	2
	18g
	25g
	26g
	28g
	29g
	29g
	6,6
	5,8
	1,6ml

	3
	18g
	27g
	28g
	28g
	31g
	32g
	6,6
	5,8
	1,6ml

	4
	18g
	25g
	26g
	27g
	29g
	29g
	6,6
	5,8
	1,6ml

	5
	18g
	26g
	26g
	27g
	28g
	28g
	6,6
	5,8
	1,6ml

	2-(17g gr.)
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	1
	17g
	24g
	25g
	25g
	28g
	28g
	6,1
	5,5
	1,5ml

	2
	17g
	24g
	24g
	24g
	27g
	28g
	6,1
	5,5
	1,5ml

	3
	17g
	26g
	26g
	26g
	28g
	30g
	6,1
	5,5
	1,5ml

	4
	17g
	25g
	26g
	26g
	27g
	28g
	6,1
	5,5
	1,5ml

	5
	17g
	27g
	28g
	28g
	30g
	31g
	6,1
	5,5
	1,5ml

	6
	17g
	25g
	26g
	26g
	29g
	29g
	6,1
	5,5
	1,5ml

	3-(17g gr.)
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	1
	17g
	22g
	23g
	20g
	28g
	27g
	9,3
	6,5
	1,0ml

	2
	17g
	24g
	25g
	20g
	26g
	27g
	9,3
	6,5
	1,0ml

	3
	17g
	23g
	24g
	22g
	27g
	27g
	9,3
	6,5
	1,0ml

	4
	17g
	24g
	25g
	24g
	27g
	27g
	9,3
	6,5
	1,0ml

	5
	17g
	24g
	24g
	23g
	27g
	27g
	9,3
	6,5
	1,0ml

	4-(17g gr.)
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	1
	17g
	25g
	25g
	27g
	28g
	28g
	6,7
	5,2
	1,6ml

	2
	17g
	22g
	23g
	25g
	29g
	29g
	6,7
	5,2
	1,6ml

	3
	17g
	24g
	25g
	27g
	30g
	29g
	6,7
	5,2
	1,6ml

	4
	17g
	24g
	25g
	26g
	30g
	29g
	6,7
	5,2
	1,6ml

	5
	17g
	24g
	25g
	26g
	28g
	27g
	6,7
	5,2
	1,6ml

	5-(16g gr)
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	1
	16g
	22g
	24g
	25g
	27g
	26g
	6,4
	5
	1,6ml

	2
	16g
	24g
	24g
	25g
	26g
	27g
	6,4
	5
	1,6ml

	3
	16g
	26g
	26g
	27g
	29g
	30g
	6,4
	5
	1,6ml

	4
	16g
	23g
	23g
	24g
	26g
	25g
	6,4
	5
	1,6ml

	5
	16g
	26g
	26g
	26g
	26g
	28g
	6,4
	5
	1,6ml

	6-(15g gr.)
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	1
	15g
	23g
	24g
	25g
	28g
	28g
	8
	5,4
	1,25ml

	2
	15g
	24g
	24g
	26g
	27g
	28g
	8
	5,4
	1,25ml

	3
	15g
	23g
	26g
	24g
	28g
	28g
	8
	5,4
	1,25ml

	4
	15g
	24g
	24g
	24g
	27g
	27g
	8
	5,4
	1,25ml

	5
	15g
	24g
	25g
	24g
	27g
	28g
	8
	5,4
	1,25ml


Pirmajā tabulā apkopotie dati rāda peļu svara pieaugumu nepievienojot šitakē sēņu ekstraktu un pēc ekstrakta pievienošanas. Ir skaidri redzama atšķirība starp ekstrakta iedarbību un bez tā. Lietojot ekstraktu peļu ķermeņa svars strauji pieaug, bet nelietojot, ķermeņa masas pieauguma krasa augšupejoša tendence netiek novērota. Ar zaļo krāsu atzīmētās dienas norāda uz to, ka tiek dots Šitakē sēņu ekstrakts.

2.tabula. Ar audzēju inokulēto peļu svara maiņas.

	 
	D
	I
	E
	N
	A
	S
	Ūdens
	Barības
	Ekstrakta

	N.p.k
	0
	5
	8
	15
	19
	23
	patēriņš, ml
	patēriņš, g
	deva uz 200ml

	i/p
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	1(X-1)
	23g
	27g
	28g
	30g
	26g
	27g
	8,4
	5
	1,6ml

	2
	25g
	34g
	26g
	24g
	ex.let
	 
	8,4
	5
	1,6ml

	3
	20g
	25g
	28g
	ex.let
	 
	 
	8,4
	5
	 

	4
	19g
	24g
	26g
	ex.let
	 
	 
	8,4
	5
	 

	5
	20g
	25g
	29g
	ex.let
	 
	 
	8,4
	5
	 

	1(X-3)
	21g
	26g
	28g
	22g
	26g
	28g
	5,5
	5
	1,6ml

	2
	20g
	25g
	25g
	ex.let
	 
	 
	5,5
	5
	 

	3
	21g
	27g
	27g
	26g
	27g
	28g
	5,5
	5
	1,6ml

	4
	21g
	25g
	28g
	19g
	ex.let
	 
	5,5
	5
	1,6ml

	5
	23g
	27g
	28g
	31g
	ex.let
	 
	5,5
	5
	1,6ml

	6
	19g
	24g
	27g
	27g
	29g
	30g
	5,5
	5
	1,6ml

	s/k (X-2)
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	1
	21g
	25g
	28g
	ex.let
	 
	 
	6,1
	5
	 

	2
	20g
	24g
	25g
	22g
	ex.let
	 
	6,1
	5
	1,0ml

	3
	21g
	25g
	ex.let
	ex.let
	 
	 
	6,1
	5
	 

	4
	19g
	20g
	20g
	ex.let
	 
	 
	6,1
	5
	 


Tabulā apkopotie dati rāda ar audzēju slimo peļu svaru maiņu. Redzams kā ekstrakta darbības rezultātā ar audzēju novājinātie peļu ķermenīši atgūst normālu ķermeņa svaru.

Secinājumi.
1. Lai izpētītu Šitakē sēņu ekstrakta profilaktisko ietekmi, Sarkomas S-180 šūnu suspensijas injicējamais daudzums ir jāsamazina divas reizes, lai iegūtu vienmērīgāku izdzīvotības līkni.

2. Sarkomas S-180 zemādas ievadīšanas gadījumā slimības attīstība noritēja straujāk, tāpēc labāk izvēlēties intraperitoneālo injicēšanas metodi.

Pielikums.
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