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ANOTACILJA

Lunasins ir 43 aminoskabju k&des gars§ peptids, kuru vispirms atklaja sojas pupas, bet vélak
atrada arT dazados graudaugos un citos augos. Ar lunasinu bagatinats sojas produkts nesen ir
registréts ASV ka uztura bagatinatajs holesterina ITmena samazinaSanai, un to sak izplatit
Eiropa. Nakotné lunasins varétu klt par zalém, ja izdosies izstradat 1&tu un piemé&rotu ta
ieguves metodi (sintézes vai rekombinétas biotehnologijas veids) un tiks veikti papildu pétijumi
lunasina farmakologisko un klinisko efektu noskaidroSanai. Lidz §im visvairak pétiti no sojas
izoleta lunasina vai ar lunasinu bagatinatu augu produktu pretvéza efekti, bet mazak — ta
pretickaisuma un antioksidativas ipasSibas. Joprojam maz ir zinams par lunasina lomu un
daudzumu augos un faktoriem, kas ietekmé& lunasina producésanos augu séklas. Latvija un ar1
citur Eiropa soja nav tik populars partikas augs ka graudaugi un kartupeli. Tapéc aktuali ir

petijumi par bioaktivajam vielam, taja skaita lunasinu, arT citos augos.

Promocijas darba mérkis bija eksperimentali noskaidrot lunasina izplatibu graudaugu un
kartupelu Skirn€s un Iinijas un raksturot ta produc@sanas saistibu ar skirni un selekcijas Itniju
un lauksaimniecibas sisttmu (biologiska un konvencionala), ka ari pétit lunasina
farmakologisko darbibu. Lai sasniegtu mérki, vispirms optimiz&jam skidruma hromatografijas
masspektrometrijas tandéma metodi lunasina koncentracijas meériSanai, ievieSot bitiskus
uzlabojumus lunasina kvalitativai un kvantitativai analizei. Izmantojot So metodi, atklajam
lunasinu auzas un tritikalé. Divu gadu razas monitoréjam lunasina saturu miezos, auzas, ziemas
rudzos un kvieSos, bet tritikale — trs gadu razas. Noveérojam, ka lunasina saturs augu seklas ir
mainigs un atskiras atkariba no $kirnes vai linijas, bet nekonstatéjam lunasina satura korelaciju
ar proteinu daudzumu graudos vai f§ glikana saturu auzas. Audzgjot 22 mieZzu Skirnes un linijas
paraléli biologiskaja un konvencionalaja lauksaimniecibas sistéma, noveértéjam agronomijas
tipa ietekmi uz lunasina Saturu un atklajam, ka Skirnei vai linijai ir liclaka ietekme neka
audzesanas veidam. Meteorologisko apstaklu zina pétijuma gadi (2010. un 2011. gads) bija
lidzigi. Daudz neat$kiras vid€ja temperatiira un nokriSnpu daudzums, tapéc klimata ietekmi
neizdevas noskaidrot. Pirmo reizi paradijam, ka lunasins atrodams ari laboratorijas dzivnieku
partikas granulas, kas pielauj biologiski aktiva lunasina nonaksanu laboratorijas dzivnieku

organos. Neskatoties uz to, ka lunasins ir atrasts arT naktenu dzimtas augos, més neatradam



lunasinu ne kartupelu bumbulos, ne s€klas. Zinatniskaja literatiira ir publicéts, ka no sojas,
mieziem un kvieSiem izolétais lunasins saglaba biologiski aktiva peptida ipaSibas. Mes

paradijam, ka arT no auzam izol&tais lunasins ir biologiski aktivs un uzrada sintez&tajam

Peéc darba iegttajiem datiem var secinat, ka lunasina produc€sanas graudaugos ir saistita
arskirni vai liniju, bet mazak — ar audz&Sanas veidu. M&s atklajam biologiskai audz€sanai
piemérotas graudaugu Skirnes un linijas, kas producé vairak lunasina un ko var€tu audzet
funkcionalas partikas iegiisanai, jo no graudaugiem izol&tais lunasins, salidzinot ar sintétisko
peptidu, ir tikpat biologiski aktivs. Sintétiskais lunasins tika izmantots ka kontrole lunasina
satura analizei augos un farmakologisko efektu parbaudei in vitro. Lunasins ir identificéta jauna
molekula dazadu signalcelu farmakologiskai regulacijai, un muasu pé&tjumi ir butiski

papildinajusi zinasanas par So dabas vielu.

Atslégvardi: lunasins, biologiskais un konvencionalais audz&$anas veids, graudaugi,

SH/MS/MS, antioksidativie efekti, $tinu proliferacija.



ANNOTATION

Lunasin is 43 amino acid residues long peptide originally found in soybeans and later
found in various cereals and other plant species. Recently, lunasin-enriched soy product
recommended for the lowering of cholesterol level has been registered as a food supplement in
USA and there are attempts to distribute it in the Europe. In the future, lunasin could become a
drug if we succeed in developing of a cheap its acquisition method (synthesis or recombinant
biotechnology), as well as there is a necessity to continue pharmacological and clinical studies.
Until now, the anti-cancer effects of lunasin isolated from soy or lunasin-enriched plant
products are widely studied, but is anti-inflammatory and antioxidative properties are less
investigated. Very little is known about the role of lunasin in plants and factors that determine
lunasins’ production in seeds. In Latvia and Europe soy is not so popular as cereals and potato.

Therefore we focused our studies on lunasin in these plants.

The aim of the thesis was to find out presence of the lunasin in cereal and potato varieties
and selection lines, to clarify whether growing manner and environment influence the levels of
lunasin, as well as to select appropriate varieties for organic farming and to study lunasin’s
pharmacological effects. Firstly, we have developed and optimized liquid chromatography
mass spectrometry tandem method for measuring the concentration of lunasin in seed extracts
by introducing substantial improvements for qualitative and quantitative analysis. Using this
method, we have discovered the presence of lunasin in triticale and oats. We monitored content
of the lunasin in barley, oats, winter rye and wheat during two harvests, but in triticale during
three years' harvests. We observed that level of lunasin in grains is variety or line-dependently
variable, but did not find correlation between the contents of the lunasin and protein in the
grains and with level of B-glucan in oats. By growing 22 barley varieties and lines alongside in
organic and conventional farming systems, we have evaluated influence of the agronomic
farming type on the levels of lunasin and have shown that variety has a greater impact on that
than the growing manner. Meteorologically the both study years were almost similar as the
average temperature and raining were alike. Therefore we could not draw conclusion about
influence of climate on the lunasin’s content. For the first time, we demonstrated that lunasin
is also found in laboratory animal food pellets, which allows us to speculate that the biologically
active lunasin may accumulate into the laboratory animal organs. Despite the fact that others
have found lunasin in Solanaceae plants, we did not find lunasin neither in potato tubers nor in
potato seeds. We have shown that lunasin isolated from oats is biologically active and displays
in vitro tests the similar antioxidant activity to that of synthetic lunasin and similarly affect cell



proliferation. Obtained study results confirmed that levels of lunasin produced by cereals are
variety-dependent and less dependent on the type of farming. We have selected appropriate
varieties and lines with the highest lunasin content for the organic growing. Lunasin isolated
from plants is similarly to the synthetic peptide biologically active therefore lunasin-containing
plants are suggested for comsumption as a functional food. In many studies lunasin has been
identified as a new signaling molecule involved in the regulation of different pharmacological
pathways and we have added essentially new data about this natural compound.

Keywords: lunasin, biological and conventional cultivation, cereals, LC/MS/MS, antioxidative

effects, cell proliferation.
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SAISINAJUMU SKAIDROJUMS

AESH augsti efektiva skidruma hromatografija
AKT serina-treontna kinazes signaltransdukcijas cel$
ANOVA (analysis of variance) dispersijas analize
apgr./min. apgriezieni/ mintté
BBI Bovmana- Bérka proteazu inhibitors
BSA liellopu seruma albumins
Caco-2 cilveka epitelialas kolorektalas adenokarcinomas Stinu linija
CBP CREBBP génu kodgjosais proteins; kodola proteins
CFE cietas fazes ekstrakcija
Cc-jun proto-onkogéns, kas kodé Jun proteinu
CNS- centrala nervu sisteéma
COX-2- ciklooksigenaze
DMEM Dulbecco modificéta Eagle barotne
DMSO dimetilsulfoksids
DPPH 2,2-difenil-1-pikrillhidrazilradikalis
D1 dopamina receptora pirmais subtips
D2 dopamina receptora otrais subtips
ECM ekstracelularas matricas
EDTA etilenediaminetetraetikskabe
(IUPAC 2-({2[Bis(karboksilmetil)amino] etil} (karboksimetil)amino)etikskabe)
ELISA enzimatkariga imiinsorbcijas metode
ESI (Electrospray lonization) elektroizsmidzinasana
E1A onkoproteins; adenoviralais onkogeéns
E2 prostaglandins
FDA partikas un zalu parvalde (ASV)
GCNS histonu acetiltransferaze
Gm2S1 géns
GPx glutationa peroksidazes aktivitate
G2/M faze sinu cikla faze
HATS histonu acetiltransferazes
HEK 293 cilvéka embrionalo nieru $iinu Itnija

HepG2 cilveka aknu karcinomas §iinu Iinija



HMG-CoA 3-hidroksi-3-metil-glutaril-koenzima-A reduktaze
H3 histons
ICs0 (half maximal inhibitory concentration) koncentracija 50% (1/2) inhibicijai
IL6 interleikins
IL-1p interleikins
INOS inducgjama slapekla oksida sintaze
Ki inhibicijas konstante
LES liellopu embrija serums
Leu — leicins
LPS lipopolisaharidi
LSE ar lunastnu bagatinats sojas ekstrakts
Lys - lizins
Met metionins
MTT 3-(4,5-di,metiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolija bromids;
MS/MS tandémmasspektrometrija
NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)- nuklearais faktors-
kappa B
PBS fosfatu, natrija hlorida buferis
PCAF histonu acetiltransferaze ( ari: P300/CBP-asociétais faktors)
pp32 tumorsupresgjosais proteins
p52 transkripcijas faktors
p65 un p50 heterodimeéri (NF-kB signalcela proteini)
p300 kodola proteins
RAW 264.7 pelu monocitu makrofagu $tinu Iinija
RDb retinoblastomas proteina géns
RT-PCR reala laika polikédes reakcijas metode
SD standartnovirze
SIR (Single lon Recording) viena jona pierakstiSana
SP1 transkripcijas faktors
SREBP (sterol regulatory element binding) -sterolu regulatora elementa saistiSanas proteins
THP-1 cilveéku makrofagu Stnu linija
o VB3 integrins
WST-8- 2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazols)
ZBL zema blivuma lipoproteins
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IEVADS

Augi ir nodro$inajusi visas cilvéku vajadzibas un devusi pajumti, apgerbu, partiku,
garSvielas, smarzas un zales. Tie ir sarezgitu tradicionalas medicinas sistému arstéSanas metozu
pamata, kuru vidi ir Ajurvédas, Unani un Kinas medicinas sistémas. Ari Afrikas, Australijas,
Centralas un Dienvidamerikas etnobotanikas un etnofarmakognozijas atklajumi ir devusi savu
artavu jaunu zalu molekulu atraSana (Gurib-Fakim, 2006). Pat Sodien dabas vielas farmacija
ienem tikpat svarigu vietu ka sintétiski atrastas molekulas. Aprekinats, ka apmeéram 50% zalu
vai aktivo vielu ir dabas vielu analogi (Koehn and Carter, 2005; Verpoorte, 2000), un jaunu
zalu meklgjumos, lai uzlabotu to atraSanas iesp€jas un noskaidrotu lietoSanas dro$ibu, tiek
izmantotas sen zinamas farmakognozijas metodes (Chin et al., 2006; Mishra and Tiwari, 2011;
Dhami, 2013). Tomér pasreiz&jie augu pétijumi notiek ar daudzpusigu pieeju, apvienojot
botanikas, fitokimiskas, biologiskas un molekularas metodes. Multidisciplinara pieeja ir
radijusi jaunas apakSnozares, pieméram, klinisko farmakognoziju, analitisko farmakognoziju,
industrialo farmakognoziju, un iezim&as pilnigi jauni virzieni, tadi ka molekulara
farmakognozija, genoma un metaboloma farmakognozija (Dhami, 2013; Yuliana et al., 2011).
Misdienas arstniecibas lidzeklu mekl&Sanas avots ir ne tikai augi: par izpetes mérkiem ceriba
atrast jaunas un efektivas zales kalpo ari dzivnieki, bakt€rijas, s€nes, jliras organismi un
minerali. Turklat ne tikai arstniecibas augi, bet arT €damie augi turpina bt ieguves vai
informacijas avots jauniem potencialiem zalu lidzekliem pret vézi, HIV/AIDS, Alcheimera
slimibu, malariju un sapém (Balunas and Kingborn, 2005; Petrovska, 2012). Tomér biologiski
aktivas vielas augos parasti ir niecigos daudzumos, kas reizé€m ir nepietiekami pat izpé€tei, tapec
vajadzigas sintézes iesp&jas vai genétiski modificétu augu radisana farmakologiski aktivas
vielas pavairoSanai auga. Bez genétiskas modifikacijas bioaktivo vielu saturu augos varétu
palielinat, ar1 izmantojot pieme&rotu agronomijas sisttmu un, piemé&ram, audz€jot augus

biologiskaja sistéma, ja ta nodrosinatu lielaku aktivo vielu saturu.

Misdienas daudzi medikamenti tiek sintez€ti, un mes aizmirstam, ka attiecigie
savienojumi vai ta analogi kadreiz bijusi dabas produkti. Pieméram, jau vairak neka pirms 2500
gadiem cilvéki izmantoja baltd vitola mizu, nezinadami, ka ta satur salicilskabi, ko v€lak
sintez&ja un radija aspirinu jeb acetilsalicilskabi. Sodien zinatnieki joprojam péta, kadi ir
aspirina darbibas mehanismi, atklajot arvien jaunus darbibas veidus. Bet neatkarigi no
zinatnieku atklajumiem, musdienu cilvéks aspirinu lieto tapat ka musu senci to darija pirms
tikstoSiem gadu, tikai vitola mizas ekstrakta veida. Daudzas dabas vielas, kas veésturiski

uzskatitas par zaleém, miisdienas lieto ka partikas produktus; pieméri ir kafija, t&ja, cukurs,
11



citrons, Sokolade, pipari, kiploki u.c. (Riddle, 2002). Tomér lielaka dala medicina lietoto dabas
vielu ir izol&tas no neédamiem augiem. Ipasi tas attiecinams uz pretvéza vielam: 65% jeb skaita
11 no augu izcelsmes pretvéza zalém ir izol€tas no ne€damiem augiem, bet 35% jeb 6 — no
€damiem augiem (Ji et al., 2014). Biologiski aktivas vielas augos var bt loti mazos
daudzumos, kas vari€ atkariba no augsnes un klimata, tapéc augu p&tijumi biezi vainagojas ar

aktivas vielas formulas izzinaSanu, un p&c tam $o vielu sintez€ vai iegiist pussint&tiska cela.

Daudzi no €édamajiem augiem izol&tie savienojumi tiek izmantoti ka uztura bagatinataji
un ka funkcionala partika, nesasniedzot zaleém izvirzitos kriterijus efektivitates un dozeSanas
zina. Par funkcionalu partiku sauc partikas produktus, kas sniedz labumu veselibai, ja tos pateré
ka sabalanséta uztura sastavdalu. Tomér to loma veselibas uzlaboSana ir zinatniski japierada,
lidzigi ka pierada zalu efektivitati. Tas nozimé, ka javeic atkartoti, randomizgti, ar placebo
kontrol&ti, intervences pétijumi ar cilvékiem. Sodien ne visi partikas produkti tirgd, kurus
uzskata par funkcionalo partiku, tadi ir, jo nav pietiekami uzticamu klinisko datu (Ozen et al.,
2012). Lidz $im funkcionalas partikas produkti lielakoties ir ar noradém par sirds slimibu risku
mazinaSanu un galvenokart koncentréjas uz galvenajiem riska faktoriem, proti, holesterina
IiTmena samazinasanu, cukura diab&a un hipertensijas risku samazinaSanu. P&dgja laika
sabiedriba pieaug interese par organiskas jeb biologiskas saimnicko$anas cela iegtitiem partikas
produktiem, un reiz€ sabiedriba gaida no zinatniekierm atbildes uz jautajumiem, vai $adi augi
satur vairak arstniecisku vielu un vai visus arstniecibas augus vajadz&tu audzét biologiska

veida.

Lidz $im ir loti maz pétijumu, kuros salidzinats arstniecisko vielu daudzums biologiski
un konvencionali audzetos partikas augos. EsoSajos pétijumos nav atrasti loti ticami
pieradijumi, ka biologiski audzgeti partikas produkti biitu ar citam ipasibam ka konvencionali
audzeti (Huber et al., 2011). Tomér organiska jeb biologiska pieeja nozimé audzet partikas
augus ar ierobezotu pesticidu, augSanas stimulatoru, antibiotiku, genétiski modificétu
organismu u.c. izmantoSanu, bet konvencionala jeb klasiska pieeja veicina intensivu industrialu

saimniekoSanu ar mérki iegit péc iesp€jas lielaku razu.

Sojas proteini var kalpot par avotu bioaktiviem peptidiem ar unikalam 1pasibam
veselibas uzlaboSanas zina — ar profilaktiskam 1pasibam un sp&ju arstet hroniskas saslimsanas,
piemé&ram, sirds slimibas, aptaukoSanos, samazinat imiinas sist€mas traucgumus un véza
progresiju. Salidzinajuma ar mazmolekularam zalu vielam peptidiem piemit augsta afinitate,

meérku selektivitate, zema toksicitate un augstas audu cauriesanas ipasibas (Bhutia and Maiti,
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2008). Pedgjo gadu laika sojas proteini un peptidi (taja skaita ari lektini un lunasins) tiek
uzskatiti par potencialiem zalu vielu kandidatiem, jo salidzinajuma ar alternativajam
kimijterapijas molekulam tiem ir vairakas priekSrocibas. Petljumos ar dzivniekiem sojas
proteins uzrada labus rezultatus kancerogénu kimisku vielu inducétos audzgjos (Koski, 2006).
No sojas izol&tie lektini ir specifiska biologiski aktivu glikoproteinu grupa, kas uzrada pretvéza
iedarbibu visu stadiju pétijjumos, ari kliniskajos (de Mejia et al., 2003). Lektinu aktivitates
darbibas mehanismi versti uz véza S$inu membranam, Stnu proliferacijas samazinaSanu,
apoptozes indukciju un makrofagu audzg&jspecifisko citotoksicitati. Doma, ka lektiniem varétu
but spécigs efekts uz iminsistémas regulaciju un ka tie iesaistas dazadu interleikinu
producésana (de Mejia and Prisecaru, 2005). Tomer ir nepiecieSsams veikt vel daudz petijumu,
lai noskaidrotu sojas lektinu ietekmi uz véza rasanas risku, lai art tos jau lieto véza arsteéSana,

jo petijumos tie ir uzradijusi augstu zalu potencialu.

Bowmana-Bérka proteazu inhibitors (BBI) ir polipeptids ar 71 aminoskabju k&des garu
struktiiru. Ta pretvéza aktivitate noteikta gan in vivo, gan in vitro testos (Losso, 2008). So
pétijumu rezultata ASV Partikas un Zalu departaments (FDA) 1992. gada BBI pieskira jaunas
zalu vielas statusu. Kliniskajos petijumos noteica BBIC (Bowmana-Bérka proteazu inhibitora
koncentrats) pretvéza darbibu (Armstrong et al., 2000, 2003; Meyskens, 2001). Rezultata
secindja, ka BBIC ir pacientiem labi panesams un norada uz daudzsoloSiem rezultatiem
prostatas un mutes vézu gadijumos. BBIC ir efektivs ar1 prostatas hiperplazijas un ¢uilaina kolita
sakumstadijas. Kunitztipa tripsina inhibitors (KTT) ir v&l viens proteazu inhibitors, kas sakotngji
tika izol€ts no sojas. KTI efektu atskiriba no BBIC ir saistama ar ta sp&ju supresét véza Stinu

invaziju un metastazes (de Mejia and Dia, 2010).

Lunasins ir soja un velak citos augos atklats 43 aminoskabju k&des gar§ peptids, kas
nesen ASV ir registréts ka uztura bagatinatajs un ko sak izplatit Eiropa. lesp&jams, ka nakotné
lunasins varétu k]t par zalém, bet nepiecieSami kliniskie p&tijumi un jaturpina farmakologiskie
petijumi. Strauji pieaugot interesei par lunasinu, ir izstradata rekombinéta lunasina ieguves
metode, jo augos lunasina daudzums nav tik liels, lai augu ekstraktam var€u noveérot
farmakologiskus efektus. Tomér rekombingtais lunasins vél nav komerciali pieejams, un lidz
Sim eksperimentos izmanto no augiem izol€tu peptidu vai ar to bagatinatu frakciju, vai ari
sintez&to lunasinu. Eksperimentos in vitro $tnu linijas un in vivo laboratorijas dzivniekiem ir
atklata lunasina pretvéza, pretiekaisuma un antioksidanta darbiba, ka ari spg€a pazeminat
holesterina Itmeni. Tomér vél trikst klinisko pieradijumu, un loti neliels ir arT lunasina

biopieejamibas pétijumu skaits, turklat biopieejamibas noskaidroSanas eksperimentos ir
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piedalijies mazs cilvéku skaits. Pretvéza vielas augos nav retums, bet lunasins ir 1pass, jo tam
ir specifisks darbibas mehanisms. Sis peptids atri internalizéjas $iinas, §iinas kodola inhibg
histonu acetiléSanos un, sabojajot histonu acetiléSanas/deacetilésanas dinamiku, izraisa $tinu
apoptozi. Uz So defektu vispirms reag¢ atri augosas $unas, kadas ir véza $tnas. Lunasinam
piemit plaSa spektra pretiekaisuma darbiba. Zinams, ka oksidativais stress un iekaisums ir
viskritiskakie riska faktori degenerativo un ar kancerogenézi saistito slimibu attistiba. Sojas
produkti jau kops seniem laikiem ieteikti ka funkcionalais uzturs kardiovaskularo saslimsanu
risku novérSanai un iesp&jams, ka So sojas efektu nodrosina tiesi lunasins. Lunasins samazina
holesterina saturu, jo inhib& 3-hidroksi-3-metil-glutaril-koenzima-A (HMG-CoA) reduktazes
geéna ekspresiju un lidz ar to pazemina HMG-CoA reduktazes limeni, ta samazinot aknu sp&ju

sintezét holesterinu.

Latvija sojas produkti nav tik populari ka graudaugi, tap&c aktuali ir p&tijumi par
lunasina izplatibu citos augos, arT misu klimata audzetos graudaugu un kartupelu skirn€s un
selekcijas Iinijas. Misdienas ir loti maz pétijumu par biologiski aktivo vielu saturu augos
atkariba no audzéSanas apstakliem. Lai atrastu pieradijumus graudu biologiski aktivo vielu
farmakologiskajiem efektiem, notiek graudu sastava, ka arT audzéSanas veida (biologiska jeb
organiska lauksaimnieciba, konvencionala jeb industriala lauksaimnieciba, integréta
lauksaimnieciba) ietekmes izvértéSana. Partikas graudus audzé gan biologiskajos, gan
konvencionalajos laukos, bet maz ir tadu pétijjumu, kuros vienas un tas paSas Skirnes bitu

audzgtas paraléli abos veidos un salidzinati biologiski aktivo vielu limeni.

Sis pétijums ir veltits galvenokart lunasina izplatibas graudaugos un ar lunasinu
bagatako skirnu un Iiniju noskaidrosanai, ka ari biologiska un konvencionala lauksaimniecibas
veida ietekmes uz lunasina saturu izvertéSanai. Petijumi tika veikti divu un tr1s gadu laika, kuros
nenovérojam dazadus klimatiskos apstaklus. Sintétiska lunasina efektu p&tjjumi in vitro
palidzg€ja uzlabot lunasina identificéSanas metodi un pieradit no auzam izoléta lunasina 43
aminoskabju struktiru. Lunasins ir identificéta jauna molekula dazadu signalcelu
farmakologiskai regulacijai. Tomér farmakologisko efektu pétijumi ir tikai sakuma stadija.
Joprojam aktuala ir sintétiska lunasina biopiejamibas un metabolisma noskaidroSana un ta

SkelSanas rezultata radusos fragmentu biopieejamibas un biologisko efektu pétiSana.

Promocijas darba eksperimentala dala izstradata Latvijas Universitates Medicinas
fakultateé. Graudaugu un kartupelu paraugi analizém sanemti no Valsts Priekulu laukaugu

selekcijas institlita un Valsts Stendes graudaugu selekcijas institlita peétniekiem.

14



Promocijas darba ieklauti publicéti un nepublicéti dati.

Darba merkis

Noskaidrot lunasina izplatibu partikas augos, raksturot faktorus, kas ietekmé ta daudzumu

graudos, un pétit peptida farmakologisko darbibu.

Darba uzdevumi

1. Optimizét un pilnveidot $kidruma hromatografijas/masspektrometrijas (SH-MS/MS)
tandéma metodi lunasina identific€Sanai augu ekstraktos un ta daudzuma noteikSanai.

2. Noskaidrot, vai lidz §im nepétitos graudaugos tritikale un auzas ir atrodams lunasins. P&tit
un salidzinat no auzam ekstrah&ta peptida un sintétiska lunasina antioksidanto darbibu un
ietekmi uz §tinu proliferaciju.

3. Pétit lunasina limena variacijas Latvija audz&tu graudaugu $kirn€s un linijas un noskaidrot
ar lunasinu bagatakas skirnes un Iinijas.

4. Salidzinat lunasina limeni 22 dazadas miezu $kirnés un linijas, kas audzéti biologiskaja un
konvencionalaja lauksaimniecibas sistéma, un noveértét audzéSanas veida ietekmi uz
lunasina producésanos augos. Noteikt biologiskajai lauksaimniecibai piemé&rotas ar
lunasinu bagatas Skirnes un Iinijas.

5. Noskaidrot, vai kartupelu bumbuli, seklas un dzivnieku partikas granulas satur lunasinu.

Darba hipoteze
Augos biologiski aktiva lunasina producé$anos ietekmé dazadi faktori, piemé&ram,

Skirne un linija, audz@Sanas veids un klimats. Sintétiskajam un no augiem izolétajam lunasinam

ir identiski farmakologiskie efekti.
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Darba zinatniska novitate

Eksperimentalaja darba pétita biologiski aktiva peptida lunasina, kam nakotné paredz
jaunu zalu potencialu, izplatiba partikas augos un novértéta agronomijas veida ietekme uz
lunasina limeni graudos, ka ari pieradita no auzam izdalita lunasina biologiska darbiba,

salidzinot to ar sintétiska lunasina efektiem.

legttie rezultati  sasniegti, bitiski  uzlabojot  Skidruma  hromatografijas

masspektrometrijas/masspektrometrijas metodi.

e Aprobéta cietfazes kolonnu izmantosana lunasina ekstrahéSanai no miltiem un lunasina
molekularo jonu masas spektru izmantoSana peptida fragmentu identific€Sanai un

molmasas aprékinasanai.

e Pirmo reizi pieradits, ka lunasinu producg tritikales un auzu Skirnes un linijas un, ka So
peptidu satur arT ziemas rudzi un kviesi; monitorgjot $1 peptida daudzumu ziemas rudzos,
kviesos, tritikale, miezos un auzas 2-3 gadus, ir pieradits, ka peptida producéSanas

graudaugos ir atskiriga. Tritikale ir ar lunasinu bagatakais graudaugs.

e Pirmo reizi pieradits, ka atSkirigas lauksaimnieciskas audzeSanas sistémas audz&tu miezu
Skirn€m un Inijam lunasina produc€sanos miezu genotipos ietekmé tiesi skirne vai linija.
Paradita iesp&ja atlasit un selekcionét biologiskai lauksaimniecibai piem&rotu miezu
Skirnes, kas biitu ieteicamas ka funkcionala partika. Pieradits, ka Skirne Rubiola, kas ir

piemérota organiskai kultivéSanai, ir viena no ar lunasinu bagatakajam miezu skirném.

e Pirmo reizi pieradits, ka auzas satur biologiski aktivu lunasinu ar sintétiskajam lunasinam

lidzigu antioksidativo aktivitati un ietekmi uz $iinu proliferaciju.

e Pirmo reizi pieradita lunasina klatbiitne laboratorijas dzivnieku partikas granulas, kas

pielauj biologiski aktiva lunasina nonaksanu laboratorijas dzivnieku organos.

e Kartupeli, l1dzigi ka citi naktenu dzimtas augi, kuru seklas atrasts lunasins, var€tu

producét lunasinu. Tomér lunasins kartupelu seklas un bumbulos nav atrasts.
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Aizstavesanai izvirzitas tézes

1. Lunasins producgjas graudaugos. Ta producésanas ir saistita ar Skirni un Iiniju, mazak
ar audzeéSanas veidu. Biologiskajai audz€Sanai nepiecieSams atlasit piemérotas Skirnes

un Iinijas.

2. Lunasina atklasana kada augd nenozimé to, ka peptids produc€jas visos atbilstosas
dzimtas augos, tapec javeic petijumi par lunasina izplatibu katra konkréta auga un skirné

vai lija.

3. No augiem izdalitais lunasins ir biologiski aktivs.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Funkcionala partika

Kad iedzivotajus ludz izteikt viedokli par sintez&tu kimisko vielu un no augiem izol&tu
vielu izmantoSanu medicina, sabiedribas viedoklis biezi nosliecas dabas vielu laba.
Fitokimiskas vielas nav organismam nepiecieSamas baribas vielas, un tas nav vajadzigas
cilveka kermena dzivibas funkciju uzturéSanai, bet tam ir aizsargajoSas vai slimibu profilakses
ipasibas. Augi $1s kimiskas vielas razo, lai aizsargatu sevi vai nodro$inatu signalu parnesi $tinas,
taCu pétijumi pierada, ka tas var ari aizsargat cilvékus pret slimibam. Ir vairaki tukstosi zinamu
augu kimisko vielu (phytochemicals) ar farmakologisku darbibu (Hasler, 2002). Dazi labi
zinami pieméri ir likopéns tomatos, izoflavoni soja un flavonoidi auglos. Vislabak izpétiti ir
antioksidanti, kas aizsarga S$tinas pret oksidativiem bojajumiem un samazina risku saslimt ar
noteiktiem véza veidiem. Antioksidanti ir alilgrupas sulfidi (sipoli, puravi, kiploki), karotinoidi
(augli, burkani), flavonoidi (augli, darzeni), polifenoli (t&ja, vinogas) u.c. Cita savienojumu
grupa fitoestrogéni atdarina cilvéka hormonu estrogénu efektus un palidz mazinat menopauzes
simptomus un osteoporozi. Enzimu aktivitati stimul€ indoli, kas ir atrodami galvinkapostos. Tie
samazina krits véza risku, stimul&jot enzimus, kas samazina estrogénu aktivitati. Citas
vielas — enzimu blokatori — ir proteazu inhibitori, un ar tiem bagatas ir soja un pupas, un
terpéni (citrusaugli un kirsi). Saponini traucé $unas DNS replikaciju, tadgjadi noveérsot veza
Stinu vairo$anos. Kapsaicins (pipari) aizsarga DNS no kancerogéniem. Dazas vielas fiziski
saistas pie $tnu sieninam, tadejadi nepielaujot patogénu piesaistisanos $tinai. Ja patogéni nevar
piesaistities, tie neieklust cilvéka Stinas. Ta darbojas, pieméram, dz€rvenu proantocianidini, kas

samazina urincelu infekciju risku un ar uzlabo zobu veselibu (Hasler, 2002).

Lielaka dala partikas produktu, iznemot dazus rafingtos partikas produktus — cukuru
vai alkoholu, satur fitokimiskas vielas un jau ir dala no musu ikdienas uztura. Jédziens
»funkcionala partika” nav jauns. Jau Hipokrats macija: ,,Lauj, lai partika ir zales un zales ir tavs
€diens” (Sloan, 2002; Ozen et al., 2012). Tomér 19. gadsimta $i filozofija tika ignoréta un
priek$plana izvirzijas miisdienu medikamentoza terapija. 20. gadsimta pirmajos piecdesmit
gados zinatnieku uzmanibas centra bija bitisku partikas elementu identifikacija, un it Tpasi
pétija vitaminu lomu dazadu slimibu profilaksé. Uzsvars uz baribas vielu trikumu vai
nepietiekamibu mainijas ar citu filozofiju, kas slimibas saistfja ar parméribam (overnutrition)
un noradija, ka aptaukoSanas un liekais svars ir butiska sabiedribas veselibas probléma.

Tadgjadi saka mainities sabiedribas veselibas pamatnostadnes. Tagad uzsvars tiek likts uz
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sabiedribas veselibas politikas un izglitibas jomu, noradot, ka svariga nozime ir di€tai ar zemu
piesatinato tauku saturu un japaaugstina darzenu, auglu, veselu graudu un paksaugu paterins,
lai samazinatu hronisku slimibu, piem&ram, sirds slimibu, v&za, osteoporozes, diab&ta un
insulta risku (Sirtori et al., 2009; Ozen et al., 2012). Zinatnieki p&ta fiziologiski aktivas
sastavdalas partika gan no augu, gan no dzivnieku valsts (pazistamas attiecigi ka
phytochemicals un zoochemicals), kas potenciali varétu samazinat dazadu hronisku slimibu
risku. Izglitojosie pasakumi apvienojuma ar sabiedribas novecos$anos, iedzivotaju interesi par
savas veselibas uzlabosanu, izmainam partikas nozares regul&juma, daudziem tehnologiskiem
sasniegumiem un veselibu veicino$u produktu pieprasijumu tirgt radija tos produktus, ko mes
tagad pazistam ka "funkcionala partika” un visbeidzot vargja definét, ko nakotné uzskatit par
So jauno partikas produktu kategoriju. Lielaka funkcionalas partikas komponentu dala rodas no
augiem, tomer ir vairaki dzivnieku vai mikrobu izcelsmes fiziologiski aktivo funkcionalas
partikas sastavdalu pieméri (Hasler, 2002). Par funkcionalu partiku sauc partikas produktus,
kas sniedz labumu veselibai, ja tos patéré ka sabalanséta uztura sastavdalu. Tomér to loma
veselibas uzlaboSana ir zinatniski japierada, un tas butu jadara lidzigi, ka pierada zalu
efektivitati. Tas nozimé, ka javeic atkartoti, randomizéti, ar placebo kontroléti, intervences
pétijumi ar cilvékiem. Sodien ne visi tirgii pieejamie partikas produkti, kurus uzskata par
funkcionalo partiku, tadi patiesam ari ir, jo nav pietieckami daudz uzticamu klinisko datu.
Funkcionala partika ir viens no partikas un uztura zinatnes visintensivak pétitajiem un plasi
reklamétajiem produktiem. Tom@r jauzsver, ka Sie partikas produkti un sastavdalas nav
panaceja pret sliktiem veselibas paradumiem. Uzturs ir tikai viens aspekts no visaptverosas
pieejas veseligam dzivesveidam (Sloan, 2002). Prasibas kompleksi aplikot funkcionalas
partikas vai partikas produktu sastavdalu paterinu kopa ar sabiedribas veselibas pétijumu
rezultatiem prasa pardomatus zinatniskus pieradijjumus un zinatnieku vienoSanos par
kriterijiem, par attiecigo pieradijumu savaksanu labi izstradatos kliniskos, epidemiologiskos un

laboratorijas pétijumos un neatkarigu ekspertu atzinumus (Sirtori et al., 2009).

Lidz §im funkcionalas partikas produkti lielakoties ir ar noradém par sirds slimibu risku
samazinasanu un galvenokart koncentréjas uz galvenajiem riska faktoriem, proti, holesterina
limena samazinasanu, cukura diab&ta un hipertensijas risku samazinasanu. Tadi ir Skiedrvielas,
peptidus, fruktanus, fitosterinus, omega-3 taukskabes u.c. saturosi produkti. Ir veikti pétijumi
par tumso Sokoladi ka dislipidémijas un hipertensijas profilakses lidzekli, par t&as un kafijas

dzerSanas ieguvumiem veseliba, par E vitamina un kiploku lomu dislipidémijas un
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aterosklerozes profilaksei, tacu tajos iegtie rezultati ir pretrunigi (Sloan, 2002; Ozen et al.,
2012; Hasler, 2002; Sirtori et al., 2009).

1.2. Graudaugu vieta funkcionalas partikas klasta

Pilngraudu partikas pieméri ir kvieSu, rudzu, miezu, griku, risu, kukuriizas un auzu
pilngraudu produkti. Termins ,,pilngraudu” tiek attiecinats ari uz slipétiem graudiem. Tomér
Cochrane datu bazes apskata rezultati ir tadi, ka labums veselibai no pilngraudu lieto$anas
jainterpreté piesardzigi, jo konstatéts, ka esoSo klinisko pétijumu dalibnieku skaits nav bijis
liels, petijumi bijusi islaicigi un daudzi tikusi komerciali finanséti. Galvenokart pétijumi ir
bijusi par auzu produktu efektiem koronaro slimibu risku novérSana. Niderlande, Kipra,
Spanija, Zviedrija un Polija veikta p&tijuma par brokastu parslu lietosanas ietekmi uz veselibu
tika atzits, ka parslas varétu samazinat sirds slimibu, diab&ta un dazu véza tipu risku (Ozen et
al.,, 2012, Good et al., 2008). Niderlandé plasa pétijuma atrada, ka pilngraudu lictoSana
samazina kermena masas indeksu (Van de Vijver et al., 2009), un de Munters ar Iidzautoriem
(2007) secinaja, ka tiek samazinats arT otra tipa diab&ta risks. Lai atrastu pieradijumus graudu
biologiski aktivo vielu farmakologiskiem efektiem, notiek graudu sastava p&tiSana un apstrades
ietekmes izveért€Sana. No graudiem izol€tiem arabinoksilaniem, [ glikaniem,
alkilresorcinoliem, tokoliem un fitosteroliem pieradita profilakses loma sirds slimibu un diabéta
risku mazinasana (Barttomiej et al., 2012), bet augos tie nav tik lielos daudzumos, lai $os
efektus var€tu attiecinat uz partikas produktiem. 2012. gada maija Nujorka notika starptautisks
ekspertu darba seminars par auzu pétijumiem, lai apspriestu auzu ietekmi uz cilvéku veselibu
un §T auga pielietojumu. Sie dazadie eksperti parstavéja epidemiologijas, partikas reguléjuma,
uztura un partikas zinatnes, graudu audzESanas un augu genétikas, partikas parstrades,
medicinas un sabiedribas veselibas politikas nozares (Clemens and van Klinken, 2014).
Apspriedé pieversas trim svarigiem aspektiem: auzu dinamikai, jauniem pé€tijumiem
lauksaimnieciba un veselibas zinatn€s un iesp&jam nakotnes auzu pétijumu pieteikumiem.
Auzam ir daudzas unikalas kimiskas ipasibas, kas varétu dot ieguvumu veselibai, bet auzu
audzeSana pasaulé samazinas. Tas notiek, neskatoties uz misdienu pétijumu rezultata raditam
sausuma un klimata adaptivam skirném, kam ir ar lielaka sp&ja pretoties augu slimibam un kas

ir bagatakas ar Skiedrvielam, lipidiem, B glikaniem un avenantramidiem.
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Daudzos pétijumos noskaidrots, ka visvairak pétitie graudu komponenti — Skiedrvielas,
inulins, glikani, rezistenta ciete, karotinoidi, fenoli, tokotrienoli, tokoferoli un veseli graudi
— var bt nozimigi slimibu profilaksé (sirds un asinsvadu slimibas un insults, hipertonija,
metabolais sindroms, 2. tipa cukura diabéts, aptauko$anas, ka ari dazadi véza veidi). Zinasanas,
kas iegiitas par dazadu kimisko elementu saturu graudos un pilngraudu funkcionalajam
ipasibam, palidz€s radit jaunus partikas produktus ar veselibu uzlabojosam ipasibam (Borneo
and Leon, 2012). Summgjot tris prospektivo kohortu pétijumus, tika ieteikts kartupelus

aizvietot ar pilngraudu produktiem, jo tie bija statistiski ticami samazinajusi 2. tipa diab&ta risku

(Muraki et al., 2015).

Tritikale (x Triticosecale sp. Wittmack ex A. Camus 1927) ir cilvéku radits labibas augs,
kas iegits, krustojot kvieSus ar rudziem (Triticum spp. Linnaeus 1753 un Secale cereale
Linnaeus 1753). Tritikales potencials ir palicis liela méra nerealizéts, un 135 gadu laika, kop$
A. Stephen Wilson pirmais sakrustoja kvieSus un rudzus, tritikali galvenokart izmanto ka
dzivnieku baribu. Centieni izaudz&t skirnes, kas biitu piem&rotas maizes cepsanai, ir saskarusies
ar gritibam, lai gan tritikales miltus var izmantot neraudz&tu maizes izstradajumu cepSanai.
Turklat ir atrastas arT $kirnes, kuru graudu miltus var izmantot maizes cepSanai, bet lielaka
interese ir par tritikales graudu izmanto$anu biodegvielas razoSanai (McGoverin et al., 2011;

Martinek et al., 2008; Pena, 2004; Tsvetkov and Stoeva, 2003).

No kvieSiem ir izoléta peptidu frakcija ar molmasu 100-1000 Da, kurai pieradija
pretiekaisuma efektu zurkam, kuram kunga epitélijs tika bojats ar nesteroido pretickaisuma
vielu ievadiSanu lielas devas per os (Yin et al., 2014). Ari citi autori ir atradusi kvieSu peptidiem
antioksidantivus (Suetsuna and Chen, 2002), antihipertensivus (Matsui et al, 1999),
antibakterialus (Oita et al., 2000) un — lielakam peptidam (ap 5000 Da) lunasinam — pretvéza
efektus (Jeong et al., 2007). No kvieSiem izdalita peptidu frakcija ar pretsapju darbibu
(Fukudome and Yoshikawa, 1992). Sie pétijumi parada, cik daudzpusigas iedarbibas vielas

satur kviesi.

MieZiem tautas medicina tiek piedévéti pretiekaisuma un kardiovaskularie efekti, bet
pétijumi, kas to apliecina, publicéti pavisam nesen (Gul et al., 2014). Pé&tnieki konstatgja, ka

miezu graudu ekstraktiem summgjas antioksidantu un pretiekaisuma efekti.

Neliela pétijuma atklaja, ka virieSiem ar izoper€tu prostatas vezi péc tam, kad vini tris

nedélu garuma ik dienas bija lietojusi pa 295 g rudzu maizes, palielindjas prostatas véza Stinu
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apoptozes indekss, kas norada uz So $tunu dzivotsp&jas samazinasanos (Bylund et al., 2003).
Tika izteikta hipotéze, ka ar1 rudzi var€tu biit funkcionala uztura produkts. Secinajumi ir iegiiti
no epidemiologiskajiem pétijumiem par dazadam diétam. Cho ar lidzautoriem (Cho et al.,
2013), analiz€jot datu bazes PubMed publikaciju datus par laika posmu no 1965. gada lidz
2010. gadam, secinaja, ka petijjumos biezi ir ieklauti produkti, kas neatbilst pilngraudu
definicijai. Tie ir bagatinati ar citam papildvielam, un ar1 epidemiologiskajos pétijjumos no
diétam nav izslégti citi produkti. Tapec, neskatoties uz lielo publikaciju skaitu, ir loti maz

meérktiecigi dizain€tu petijumu par pilngraudu arstniecisko efektu.

1.3. Lunasina atklasana un izplatiba augos

Peptida nosaukums ,,lunasins” ir atvasinats no filipinieSu valodas varda ,,lunas”, kas
nozimé ,,izarstet, arstét”, un radies, pateicoties lunasina pétfjumos atklatajiem efektiem.
Lunasins nejausi tika atklats sojas pupas (Glycine max), kad 1996. gada Alfredo Galvezs Dr.
de Lumen’s UC Berkeley laboratorija méginaja uzlabot sojas proteina ipaSibas. Par lunasina
atklajeju uzskata A. Galvezu, bet proteina struktiru, kura fragments, ka izradijas, ir lunasins,
jau bija noskaidrojis Odani ar lidzautoriem (1987), izoljot 2S cDNS, kas kode ar Met bagatu
albumina protetnu soja. Izoletais géns Gm2S1 kodeé So ar Met bagato proteinu un vé&l tris
peptidus, kurus nosauca par signalpeptidu (1-21 aminoskabe), lunasinu (22-64), Gm2S-1
savienojuma peptidu (65-81) un alizinu (82-158). Vispirms producgjas proproteins, kas péc tam

tiek Skelts. Saja lielaja proproteina lunasins ir 43 aminoskabju kédes gar§ fragments.

Lai gan sakotng&ji lunasins tika atklats sojas pupas, pétijumi liecina, ka tas ir atrodams
arT citos augu valsts avotos, pieméram, graudaugos — kvieSos, miezos un rudzos (Hernandez-
Ledesma and Hsieh, 2013). Sobrid zinams, ka lunasinu satur ari medicina izmantojami
arstniecibas augi, pieméram, amarants (Amaranthus) (Silva — Sanchez et. al., 2008), lupina
(Lupinus) (Hernandez-Ledesma and Hsieh, 2013), un dazi naktenu dzimtas augi, bet ne L.
Chinensis (Jeong et al., 2007 b). Lunasins identificEjams arT sojas produktos péc parstrades,
piem&ram, tados produktos ka sojas mérce, tofu un sojas piens (Hernandez-Ledesma et al.,
2009b; Hernandez-Ledesma and Hsieh, 2013). P&tfjumos ir analiz&ts komerciali pieejams sojas
piens, kas izradas, ar1 satur lunasinu. Lunasina daudzums sojas piena ir atkarigs no ta
pagatavoSanai izmantota sojas produkta. Tika secinats arf, ka ir iespgjams pagatavot ar lunasinu

bagatinatu produktu, ko ikdiena cilveki varétu lietot profilakses noliikos (de Mejia et al., 2004).
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Biitiski, ka lunasins ir termostabils — ta struktiira un aktivitate nemainas pat péc 10 miniisu
ilgas variSanas (Park et al., 2005). Tomér vairakas publikacijas liecina, ka sojas pupinu
parstrade ietekmé lunasina saturu sojas produktos. Komerciali pieejama sojas proteina lunasina
daudzums ir no 13 lidz 44 mg/g miltu. Ar lunasinu bagatinati sojas milti saturgja 27,3 mg
lunasina/g miltu, bet ar izoflavoniem piesatinati sojas produkti péc ekstrah&Sanas ar etanolu
uzradija mazu lunasina saturu, kas norada uz slikto lunasina skidibu etanola (de Mejia et al.,
2004). Lunasina koncentracija ir izmérita arl attaukotos sojas miltos (5,5 mg lunasina/g
proteinu), kur tas salidzinajuma ar sojas izolatu (6,9 mg/ lunasina/ g proteinu) un sojas
koncentratu (8,7 Iidz 16,5 mg lunasina/ g proteinu) bija mazaka daudzuma (Jeong et al., 2003;
Jeong et al., 2007a). P&tijuma autori paradija, ka ar tideni Skaidits sojas koncentrats satur vairak
lunasina neka ar spirtu atSkaiditie sojas koncentrata paraugi. Tatad vislabak lunasinu ekstrahét,

ka skidinataju izmantojot tideni vai idens buferskidumu.

Noskaidrots, ka lunasina koncentracijas svarstibas soja var ietekmét dazadi faktori:
Skirne vai linija, s€klu attistibas pakape un apkart&jas vides faktori — audz@Sanas temperatiira,
augsne un mitruma Iimenis (de Mejia et al., 2004; Park et al., 2005). Sie faktori ir véra nemami,
jo liecina, ka iesp&jams mérktiecigi palielinat lunasina [imeni sojas pupas. Noskaidrots, ka sojas
s€klu aizmetnos lunasins sak sintez€ties 5—6 ned€las péc noziedesanas (0,01 pg/g seklu) un
saglabajas nobriedusas seklas (0,12 pg/g seklu ) un art no sojas pupam iegtitos miltos (Park et
al., 2005). Piecu dazadu skirnu sojas pupu paraugos tika noteikts lunasina saturs, salidzinot ta
Iimeni atkariba no divu dazadu augsnes mitrumu ietekmes un triju dazadu audz€Sanas
temperattiru ietekmes. Petijjums paradija, ka lunasina saturs sojas pupas mainas atkariba no
Skirnes un temperatiiras, bet augsnes mitruma Iimenis to batiski neietekmé (Wang et al., 2008).
Lunasina koncentracija analiz&tajos paraugos bija 7,5 1idz 10,4 mg/g miltu. ASV skirnes Loda,
Jack un Dwight uzradija augstakas koncentracijas neka fran¢u Queen un Imari. Augi, kas tika
audzeti augstaka temperatiira (28 °C), saturéja mazaku lunasina koncentraciju ka tie, kas tika
audzeti vidgja temperatiiras rezZima (23 °C) un zemas temperatiiras apstaklos, attiecigi 8,1 mg/
g miltu; 9,2 mg/g miltu un 8,8 mg /g miltu. Nozimiga sakariba tika atrasta, pa pariem skatoties,
ka lunasina ltmeni ietekmé Skirne un temperatiira vai $kirne un augsnes mitrums. Ar enzim-
saistito-imtinmetodi (ELISA) analiz&jot 144 dazadas ASV Lauksaimniecibas departamenta
sojas pupinu Skirnes, ieguva rezultatus, kas paradija lielas lunasina lIimena svarstibas, t. 1., no

0,1 g Iidz 1,3 g/ 100 g miltu (de Mejia et al., 2004).
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Zinatnieki mekl&ja lunasina molekulu ari citos augos, un to atrada popularu labibu
graudos (skatit 1.3.1. tabulu). P&tijumos tika analiz€tas dazadas pupinu Skirnes, graudi un
vairaku medicina izmantojamu augu un arT medicina neizmantotu augu s€klas. Lunasinu atklaja
divos popularakajos labibas graudaugos miezos un kvieSos (Jeong et al., 2007c; Jeong et al.,
2002). Tas netika atrasts neviena no analiz&tajiem paksSaugu dzimtas pupinu gints (Phaseolus)
augiem. Silva—Sanchez un kol&gi lunasinu atrada arT amaranta, kas ir tradicionals Meksikas

augs ar augstu uzturvértibu un medicina izmantojamam Tpasibam (Silva-Sanchez et al., 2008).
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1.3.1. tabula

Lunasina Iimenis daZados augu ekstraktos

Sojas pupas (de Mejiaetal.,
i 2004; Jeong et
(Glycine max) 4,4-70,5 0,5-8,1 al., 2007a)
Miezi (Jeong et al.,,
2002)
(Hordeum 5,9- 8,7 0,01-0,02
vulgare)
Kviesi (Jeong et al.,
. 2007a)
(Triticum vulgare) - 0,2-0,3
Amarants Silva-Sanchez
(Amaranthus et al., 2008
hypochondriacus) 9,5-12,1 )
Melna naktene Jeong et al,
) 2007a
(Solanum nigrum 36,4 1,8
L.)
Hyyodori- 22,3 0,4 Jeong et al.,
jogo(japanu 2007a
nosaukums)
Solanum lyratum
Fizali  (Physalis Jeong et al.,
alkekengi var. 2007a
Francheti) 17,0 01
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Epidemiologisko pétijumu datos ir atrodama korelacija starp sojas produktu uznemsanu un
veselibas uzlabosanos, parsvara kardiovaskularo slimibu riska samazinajumu (Anderson et al.,
1999) un dazadu véza veidu, pieméram, prostatas, kriits, plausu, endometrija un urinptsla véza
riska samazinajumu (Wu et al., 1996; Goodman et al.,1997; Jacobsen et al., 1998; Zheng et al.,
1999; Kolonel et al., 2000; Sun et al., 2002). Lai gan Eiropa sojas produktu lictosana pédgjos
gados kliist izplatitaka, tomér Sie produkti vairak ir iecieniti Azijas valstis (Kina, Japana, Koreja
un Taivana). Sajas valstis cilveki patére 20-80 g dazadu sojas produktu ik dienas (Coward et
al., 1993; Wang and Murphy, 1994). So produktu uznemsanu var pielidzinat 25-100 mg lielam
kop&jo uznemto izoflavonu daudzumam (Messina et al., 2006) un 8-50 g sojas proteina
patérinam (Erdman Jr. et al., 2004). Rietumu tautas uztura lieto mazak sojas produktu, vidgji
1-3 gramus diena, un parsvara parstradatu produktu formas — sojas dz€rienu, brokastu parslu

un citos veidos (Fournier et al., 1998).

1.4. Lunasina molekulas uzbiuive

Lunasins ir peptids, ko veido 43 aminoskabju kéde (attéls 1.4.1). Molekulas sastava
esosas aminoskabes ir ar dazadiem aktivajiem regioniem, bet arginina, glicina un aspartatskabes
atlikums (33-35 aminoskabju kéde molekula; saisinati — RGD regions) molekulu piesaista
Sinam. Tam seko poliaspartatskabes atlikumu regions, kas sastav no astoniem aspartatskabes

atlikumiem (saisinati: peptida C-gals) (Galvez, et. al., 2001).

Ser-Lys-Trp-GIn-His-GIn-GIn-Asp-Ser-Cys-Arg-Lys-GIn-Leu-GIn-Gly-Val-Asn-Leu-
Glu-Thr-Pro-Cys-Glu-Lys-His-lle-Met-Glu-Lys-1le-GIn-Arg-Gly-Asp-

Asp-Asp-Asp-Asp-Asp-Asp-Asp-Asp

1.4.1.attels. Lunasina primara aminoskabju struktuira.

Arg-Gly-Asp (jeb RGD-fragments) regions atbild par molekulas piesaisti §inam. Poliaspartatskabes

,»aste” ir nozimiga lunasina biologiskai aktivitatei.

Molekulas sekvences ir ar atSkirigu funkcionalo nozimi (1.4.2. att€ls). Aminoskabju
kédes fragmenta 1-22 funkcija vél nav zinama; 23-31 molekulas fragments padara molekulu
vieglak pieejamu hromatinam. 33-35 (jeb RGD fragments) nodroSina peptida transportu Stinas
kodola un poliaspartatskabes astei (36-43 fragments) ir atklats antimitotisks efekts, un ta saistas

ar hromatinu (Hernandez — Ledesma et al., 2009c).
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1.4.2. artels. Lunasina aminoskabju sekven¢u funkcionala nozime (Hermandez- Ledesma

et al., 2008).

Ir pieradits, ka vairaku peptidu sastava esoSais RGD fragments nover§ audzgja Stinu
metastazes, piesaistoties pie ekstracelularo matricu (ECM) integriniem (Ruoslahti and
Pierschbacher, 1986; Akiyama et al., 1995). RGD fragments tick uzskatits par ekstracelularaja
matriksa esoSo integrina receptoru ,,atpaziSanas” saitu. Integrini (heterodimeri receptori) tiek
asociéti ar Stinu adhéziju, ekstracelularo matriksu un véZa metastazém. 2001. gada Galvezs un
kolégi meginaja pieradit hipotézi, ka lunasina gadijuma RGD fragmenta internalizacija $tinu
kodola ir specifiska dazadam Stinu linijam. Petijumos tika izmantotas pelu multipotentas cilmes
Stinas C3H10T1/2 un pelu embriju fibroblastu Stnu Iinija NIH3T3, un tika noskaidrots, ka
lunasins nesaistas pie NIH3T3 $anam (Galvez et al., 2001). Sie pétijumi paradija lunasina
potencialas spgjas noteikta veida atSkirt Stinas, un velak pieradija, ka lunasins 1pasi labi saistas
ar véza §unam. Sie pétfjumi apliecindja peptida pretvéza ipasibas un uzlaboja turpmako

pétijumu dizaina izstradi.

Lunasina struktura ir 43 aminoskabes, un ta molmasa ir apméram 5 kDa. Lunasina
peptida struktiira, pierakstot aminoskabes ar viena burtu kodu,ir SKWQHQQDSCRK
QLQGVNLTP C -EKHIMEKIQG-RGD-DDDDDDDD. C-gala struktiira atgadina
hromatina-saistoSo proteinu stabili saglabato rajonu (conserved region) (Park et al., 2005;
Galvez et al., 1997; Galvez and de Lumen, 1999; Galvez et al., 2001). Nesen par lunasina

molekulas struktiiru izraisTjas debates, jo tika publicéta 44 aminoskabju kede (Seber et al.,
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2012). Tomer citi autori to nav apstiprinajusi. Sebers ar lidzautoriem rakstija, ka pedgeja 44.

aminoskabe ir asparagins (N vai ar tris burtu kodu Asn).

Citas debates ir par lunasina 14. stavokli esoSo aminoskabi Lys (K) vai Leu (L). Rizzello
un citi (2012) publicgja datus, ka lunasins var€tu rasties ferment&Sanas procesa un atrada, ka
formula ir SKWQHQQDSCRKQ”K”QGVNLTPCEKHIMEKIQGRGDDDDDDDDD, tomér
citi autori uzskata, ka lunasina sekvence ar kodu AAP62458, ko pieskiris ASV Nacionalais
Biotehnologijas informacijas centrs, ir ar Leu 14. stavokli (Guijarro-Diez et al., 2014). Nav
atrasti pieradijumi, ka biologiska aktivitate atskirtos peptidiem ar Lys 14. stavokli vai Leu.

P&éc zurku baroSanas per os ar 240 mg ar lunasinu bagatinata sojas produkta dzivnieku
asinis atrada lunasina monoméru 17,5 ng/mL koncentracija, bet no aknam izol&tais lunasins
bija diméra forma, un aknas peptida limenis bija 3,1 pg/g. Tomér in vitro un in vivo testos
monoméra un diméra aktivitate neatskiras (Hsich et al., 2010a;b).

Augos ir atrodams lunasins, bet patlaban tiek mekléti jauni efektivi un izmaksu zina
izdevigi lunasina iegtiSanas veidi, jo sint€tiska lunasina cena ir visai augsta. Ir publicéta
rekombinéta lunasina iegiiSanas metode, kura, izmantojot T7 ekspresijas sistemu, lunastna génu
levada E. coli baktérijas (Liu and Pan, 2010). Lunasina génu pavairo ar polimerazes k&des
(PCR) reakciju un ievieto taja poli-histidina (histidina aminoskabju sekvence) iezimi pie C- un
N-terminala. Péc tam génu ievieto pET29a plazmida un plazmidas E. coli baktérijas. Péc 4
stundam lunasina koncentracija Luria-Bertani barotné sasniedz 4,73 mg/L. Parbaudot
rekombinéta lunasina aktivitati atklajas, ka tas darbojas analogiski sintétiskajam peptidam un
uzrada tadas paSas IpaSibas. Prognozg€jama molmasa bija 11,35 kDa, kas ir lielaka par lunasina
monomera molmasu, jo ir pievienotas histidina aminoskabju iezimes. Rekombingtais lunasins
izradijas 92 aminoskabju garS. Tomeér pétnieki nav atradusi izmainas bioaktivitate, salidzinot ar
dabisko 43 aminoskabju garo lunasinu, un uzskata, ka rekombinétais peptids uzrada tadas paSas

pasibas (Liu and Pan, 2010).

Lunasina unikala strukttra lava izteikt pien€mumu, ka tam piemit vairakas augiem
fiziologiski nozimigas funkcijas (Odani et al., 1987), bet lidz $im neviena no tam ta isti nav
tikusi apstiprinata (Jeong et al., 2002). Meklgjot jaunatklata peptida lidzibu ar citiem, jau
zinamiem peptidiem, konstat€ja, ka vislielaka lidziba tam ir ar pelu prolaktinu, kas parsteidza
pétniekus (Odani et al., 1987). Tomér lidziba nav tik liela, lai uzskatitu Sos proteinus par
radniecigiem. Prolaktins ir 197 aminoskabju k&des gar§ peptids ar tris disulfidu tiltiniem starp

Cys: Cys4-Cys9, Cys56-Cys172 un Cys18 -Cysl97 (Kohmoto et al., 1984).
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Iesp&jams, ka lunasinam ir noteikta loma s€klas attistibas un nobrieSanas procesa. Pastav
hipotéze, ka lunasina sp&ja apturét véza Stnu daliSanos varétu biit nozimiga Stinu daliSanas
apturéSana arT augos, tadgjadi ierosinot $tinu attistibu un diferenciaciju (Spencer and Higgins,
1981; Jeong et al., 2002). Ir izvirzita hipotéze par lunasina lomu s€klu attistiba. Seklu
partraukSana centralas parenhimas Stnas digllapu un angiospermas augiem, kam seko $tinu
palielinasanas izméra, pieaugot oglhidratu, proteinu, lipidu un nukleinskabju biosintezes
intensitatei. Nobeiguma s€klas dehidrat&jas. Ta notiek séklu attistiba un nobrieSana. Otra faze
tiek uzskatita par specifisku angiospermas séklam, jo notick DNS endoreplikacija, tas ir, DNS
replikacija bez sekojosas Stinu daliSanas. Endoreplikacija ir process, kura $iinas cikla notiek G1
un S fazes bez sekojoSas Stnas daliSanas, un $1 procesa laika DNS sintéze ir atdalita no
daliSanas, laujot pavairot DNS intensivakai vielu sintézei un produktu uzkrasanai. Lunasina
loma $aja procesa ir endoreplikacijas nodroS§inasana, tada veida tas aktiveé otro seklu attistibas
fazi. P&c §Ts teorijas visas angiospermas séklas vajadzetu bit lunasinam, bet ta tas nav. Lidz ar
to §T hipoteze nav pieradita un secinat, kada 1sti ir lunasina loma augos, V&l ir par agru (de

Lumen, 2005).

Peptida prognoz€jama otr&ja struktira (skat. 1.4.3. att€lu) rada helicu homologiju ar

noteiktu regionu hromatina saistoSo proteinu — histonu struktira (Galvez et al., 2001).

1.4.3. attéls. lespéjama lunasina otréja struktiira.

Lunasina 3D struktiira joprojam ir pétijumu stadija. Izmantojot klasisko molekularo
dinamikas simulacijas metodi, secinats, ka lunastnam ir tr1s helices, kuras stiprina aminoskabju
atlikumi His>-Cys®, Cys?%-11e3° un Asp®-Asp*, bet fragments RGD neuzrada sekundaro

struktiiru (Singh and Bisetty, 2012). Pétnieki saskatija, ka 3D struktira N un C gali peptidam
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var biit savijuSies dazadas helicés un RGD fragmentam ir nozime to saviSana un atbrivoSana.
Jaunakaja Latvijas pétnieku publikacija aprakstita jauna rekombinéta lunasina razoSanas metode,
kas lauj efektivi ar izotopu iezim&t lunasinu kodolmagnétiskas rezonanses (KMR) p&tijumiem (Aleksis
et al., 2016). Sakotngjie KMR pé&tijumi paradija, ka lunasins var pastavet reducéta un oksidéta stavokli
ar intramolekularu disulfidu saiti atkariba no $kiduma. Abu peptida formu struktiiru pie pH 3,5 un 6,5
raksturoja ar cirkulara dihroisma spektroskopijas un daudzdimensiju KMR metodém. Dati liecinaja, ka
lunasins pieder pie nestrukturéto proteinu klases. Sekundaro struktiiru analize liecina par divu
spiralveida regionu un pagarinata beta palaga (beta sheet) elementa (beta strand) esamibu pie C-gala.
Autori pienem, ka, mijiedarbojoties ar histoniem H3 un H4, sekundaras struktiiras elementi varétu
1slaicigi nostabilizeties. Jaunatklatas lunasina redoksi Tpasibas varetu izskaidrot ta antioksidanta un

pretiekaisuma darbibu (Aleksis et al., 2016).

Lunasina peptids var veidot dimérus, trimerus un heksamerus, bet pagaidam to loma
nav lidz galam izpétita (De Mejia et al., 2004; Jeong et al., 2010a). Izmantojot lunasina
poliklonalas antivielas, géla novero divas joslas, vienu pie 5,45 kDa un vienu pie 13 kDa. Tatad
arT dimé@rs saistas ar lunasina poliklonalajam antivielam. Hidroliz&ts proteins un izolats art
parada joslu virs 5,45 kDa. Zinatnieki pielauj, ka 16 kDa atbilst lunasina triméram un 30 kDa
josla var€tu atbilst heksam&ram. 2010. gada, p&tot lunasinu miezos, pé&tnieki izolgja iesp&jamu
lunasina diméru ar molmasu 9 kDa, kas kopa ar lunastna monoméro molekulu tika izdalits no
zurku nierém un aknam. Farmakologiskais efekts diméram un sintétiskajam lunasinam bija loti
lidzigs (Jeong et al., 2010). Dimérs ir loti termoizturigs, jo saglaba sakotn&ju bioaktivitati pat

péc 5 min ilgas varisanas 100 °C temperattira (de Lumen, 2005).

1.5. Lunasina biologiska aktivitate

1.5.1. Lunasina pretvéza efekti

Pirmoreiz lunasina biologiska aktivitate tika pieradita 1999. gada. P&tijuma autori
Galvezs un de Lumens paradija, ka lunasina ekspresija ziditaju Siinas (eksperimentiem tika
izmantotas cilveka MCF-7 kriits véza Stunas, pelu hepatomas Siinas Hepa lclc7 un pelu
embrionalo fibroblastu CEH 10T1/2 $iinas) inhib€ §tinu mitozi un izraisa véza §tinu hromosomu
fragmentaciju un apoptozi (Galvez, et. al., 1999). Turklat Sie pétnieki paradija, ka lunasins

ietekme Stinu varpstveida Skiedru veidoSanos un primari piesaistas histonu proteiniem.
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Lunasina pretvéza darbiba ir daudzpusiga. Lunasins inhibé véza Stinu mitozi, bet nav
toksisks normalam $inam vai pétnieciba izmantotajam véza $iinu linijam. Sis §0nas lunasina
klatbutn€ aug un dalas, bet tas Siinas, kuras ir ierosinatas ar karcinog€niem, parstaj dalities, un
tam novero apoptozi. Sadu novérojumu ir daudz un dazadas $tnu linijas (Jones and Srivastava,
2014; Lam et al., 2003; Galvez et al., 2012; Dia et al., 2011a; Pabona et al., 2013). Bridi, kad
Stnas nedalas, kodola serdes (core) histoni ir deacetiléta stavokli. Histoni acetil§jas un atbrivo
hromatinu, kas inici€ transkripciju. Ja acetiléSanas process ir traucé€ts, Siina to tulko ka
nenormalu situaciju, un ka atbildes reakciju Siinas pasas veic apoptozi. Lunasins konkur€ ar
histonu acetiltransferazém (HAT) par saistiSanos pie histoniem. Ja piesaistitos HAT, saktos
transkripcija, producétos mitozes S fazes proteini (pieme&ram, DNS polimeraze alfa) un notiktu
mitoze. Ja pie deacetilétiem histoniem ir piesaistijies lunasins, process nenotiek. Autori (de
Lumen, 2005) nosauca lunasinu par “sargsuni” (watchdog), kas gaida transformaciju un inhibé
tikai transformétu Stnu replikaciju. Ciklin-atkarigas kinazes (Cyclin-dependent kinases —
CDKs) kontrolg stinu ciklu, un zems inhibitoru p21 un p27 limenis ir transformé&tu §tinu pazime.
Lunasins paaugstina p21 un p27 ekspresiju un aptur kolorektala véza (Lam et al., 2003; Dia et
al., 2011a) un pelu embriju fibroblastu $tnu dalisanos G2/M fazé (Lam et al., 2003; Dia et al.,
2011a). Angiogenézi un metastazes biezi izraisa ekstracelularas matrices (ECM) degradacija.
Lunasins regulé daudzu ar ECM un adh@ziju saistitu génu aktivaciju un tai sekojosu atbilstosu
proteinu ekspresiju. Piem&ram, metaloproteazes 10 ekspresija ir kritisks moments plausu véza
progresésana, un lunasins 7,7 reizes samazina $1 géna reguléto proteinu ekspresiju (Jones and
Srivastava, 2014). Eksogéni pievienojot lunasinu ziditaju Sinam, tas internaliz&as un
lokalizgjas kodola, kur piesaistas pie deacetilétiem serdes histoniem (H3 un H4) un no
koncentracijas atkariga veida inhibé to acetileSanos. Jau 10 nM koncentracija noveérojama
lunasina histonu acetiléSanas inhibicija par 25%, bet 1 uM koncentracija — par 80% (Galvez
et al., 2001; de Lumen, 2005; Lam et al., 2003). Jaunaks p&tijums ar cilvéka kriits véza §inam
paradija, ka lunasins dod lielaku HATs inhibgjoso efektu neka citi pretvéza savienojumi

(Hernandez-Ledesma et al., 2011; Balasubramanyam et al., 2004).

Uzskata, ka lunasinam ir epigenétisks darbibas mehanisms. Jeongs un kolégi paradija,
ka tas konkurée ar dazadiem histonu acetiltransferazu enzimiem— PCAF, CBP un
GCN5 — inhibgjot histonu acetilésanos un nomacot stnu cikla progresiju (Jeong et al., 2002;
Jeong 2007b). Uzskata, ka neregulétai HATs aktivitatei (piem&ram, parlieku liela enzimu
ekspresija) ir nozimiga loma dazados cilvéka audzgju veidos (Gayther et al., 2000). Véza

attistiba epigenétiskas modifikacijas iedarbojas uz signaltransdukcijas celiem. Ge&nu
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transkripcijas aktivacija un hromatina sairSana raksturo acetilésanos (Dalvai and Bystricky,
2010). Epigenétiskas izmainas raksturo ar vismaz tris faktoriem: DNS metiléSanu, histonu
modifikaciju un nekod&joso ncRNS-asociéto génu klusinasanu (silencing) (Holliday, 2006).
Ieviestais termins “epigenoms” nozimé to, ka atskiriba no genoma, kura géni ir tadi, kadi ir un
veic konkrétu darbibu, epigenoms piesaistas géniem un nosaka vai izmaina g€na darbibu.
Embrija attistibas perioda Stnas attistas un specializ€jas, pateicoties epigenétiskam
instrukcijam. Beérniba epigenoms paliek elastigs un uztver apkartnes un di€tas izmainas, ko
nodod talak géniem. Picauguso vecuma apkart€jas vides ietekmeétais epigenoms rada iedzimtibu
nakoSajai paaudzei. Vélina pieauguso vecuma epigenoms pasarga vai attalina slimibas un

uzlabo dzives kvalitati, ja to regul€ ar pareizi izvéletiem apkartejas vides un baribas faktoriem.

Lunasinam tika pieradita sp&ja inhib&t histonu acetilaciju ar kimisku karcinog€nu un/
vai virusa onkogénu induc€tu ziditaju $tnas. Inducétajas $iinas novero audz&ja supres€joso
proteinu (RB, p52 un pp32) nomakumu. Lunasins, piesaistoties Siinas kodolam, darbojas ka
audzgja supresora aizstajejs, un pats peptids saistas ar deacetilétiem histoniem un izjauc balansu
starp acetiléSanos-deacetiléSanos, kas noved pie Stnas bojaejas (de Lumen, 2005). In vitro
eksperimenti ar Stnu kultiram paradija, ka lunasins samazina ziditaju $iinu transformaciju péc
ierosinasanas ar kimiskajiem karcinog€niem, neietekmé&jot normalo Siinu proliferaciju.
Lunasins supresé audzgja Stinas 7.12 — dimetilbenz[a] antracéna (DMBA) un 3- metilholantréna
(MCA)- inducétas C3H10T1/2 stnas (Galvez et al., 2001). Pétijjuma ar DMBA inducétam
NIH3T3 sunam tika paraditi lidzigi rezultati (Hsieh et al., 2011). Lunasinam Sis efekts ir
izteiktaks, salidzinot ar BBI uzraditajiem rezultatiem. Ar transforméjot eksperimenta izvéletas
Stinas ar onkogéniem un géniem, kas inaktivé audz€ja nomacosos proteinus, vairaki p&tnieki
eksperimentos ir pieradijusi lunasina efektus C3H10T1/2 un NIH3T3 $tnas (Galvez et al.,
2001; Jeong et al., 2003; Lam et al., 2003). Ras onkogéni vairakas cilvéka véza $tnas biezi ir
aktiva forma, kas ir nozimigi Ras/mitogéna (MAPK) aktivétas proteinkinazes signalkaskade,
Barbacid, 2003). Lunasinam tika pieradita sp&ja samazinat NIH3T3 Stinu transformaciju, kuras
eksperimenta tika transfektétas ar ierosinatu ras-onkogéna formu (Jeong et al., 2003). Lunasina
pievienoSana pelu fibroblastu $tinam NIH3T3, kas transfektetas ar virusa onkogénu EIA,
paradija, ka lunasins nomac véza §tinu veidoSanos un samazina proteina p21 Iimeni (Lam et al.,
2003). Virusa onkogéns E1A tiek asociéts ar cilvéka audzgjiem, jo tas organisma inaktivé
tumorsupresgjoso retinoblastomas proteinu (RB), izraisot Siinu cikla parravumu un S$iinu

transformaciju (Helt and Galloway, 2003).
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2009. gada tika veikts petijums, kura secinaja, ka no attaukotiem sojas miltiem attirits
lunasins ir toksisks pret dazadiem cilvéka resnas zarnu véza $tinu veidiem (Dia et al., 2009).
Sis pétijums paradija lunasina pretvéza aktivitati uz véza $inam, kas jau ir izveidojusas. Vélak
in vitro tika noteikts, ka tas izraisa citotoksicitati ¢etras dazadas véza $unu linijas (KM1214,
RKO, HCT-116 un HT29) ar §adam ICso veértibam: attiecigi 13,0 uM; 21,6 uM; 26,3 uM un
61,7 uM (Dia and de Mejia, 2011a). Secinaja, ka lunasinam ir izteikts potencials nogalinat
KMI12L4 zarnu audzgja $tinas, kas ir vienas no agresivakajam veéza Sinam ar augstu metastazu
pakapi, salidzinot ar par§jam Sunu linijam, kas tika izmantotas eksperimenta. KM12L4 zarnu
v€za Sunu Iinijas paraugos p21 un p27 proteinu ekspresija péc lunasina pievienosanas bija
paaugstinata (up-regulated), ka arT HT29 §tinu paraugos p21 proteina ekspresija vienlaicigi ar

Stnu cikla apturéSanu G2/M fazg bija palielinata.

Hsieh ar kolégiem paradija, ka lunasins, no devas atkariga veida, inhibé
estrogénneatkariga kriits véza §tinu augSanu (ICso= 181 uM) (Hsieh et al., 2010c). Tika noteikta
ar1 lunasina struktiras C- gala (21 aminoskabi saturoSa sekvence) aktivitate, kas tiek uzskatita
par galveno, lai inhib&tu kriits véza Stinu proliferaciju. Noskaidroja, ka C gala peptida ICsg ir
138 uM (Hernandez-Ledesma et al., 2011). Tatad C gala peptids ir nedaudz aktivaks par pilnu

lunasina molekulu.

In vivo testos izmantoja ar lunasinu bagatinatu di€tu, ar kuru baroja ar 7.12 —
dimetilbenz[a] antrac€nu stimulétas eksperimentalas peles, un novéroja, ka lunasins uzrada
bitisku inhibgjosu efektu uz kriits audzgju attistibu (Hsich et al., 2010a). Eksperimenti lunasina
pretvéza aktivitates noteikSana in vivo sakotng&ji paradija, ka eksogénas sintétiska lunasina
aplikacijas izraisa adas audz€ja samazinasanos SENCAR linijas pelem (Galvez et. al., 2001).
lunasinu uz adas aplikaciju veida. Rezultata noveéroja, ka deva 250 pg/pelei nedéla tas samazina
kimisko karcinogénu ietekmi uz adu, samazinot adas véZa raSanos par 70%. Noveroja, ka
lunasina profilaktiskie efekti izpaudas art uz papilomas rasanos kairinajuma vietas — lunasins
to par 2 nedélam attalinaja (Galvez et al., 2001). Lunasins paléningja eksperimenta pelu adas
epidermas $Gnu daliSanos salidzinajuma ar kontroles grupas pelu adas paraugiem (Hsieh et al.,

2004).

Jeongs ar lidzautoriem pirmie paradija, ka lunasins, kas tika izol&ts no sojas pupinam,
inhib&ja Ras-onkogéna izraisitu koloniju veidoSanos un kodola H3 histonu acetiléSanos. Citos

pétijumos paradits, ka tas inhib€ ar1 virusu onkogénu, piemeéram, E1A, izraisito ziditaju Stinu
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transformaciju un koloniju veidos$anos un, inaktiv€jot tumoru supres€joso proteinu, induce siinu

proliferaciju (Lam et al., 2003).

Mingtie pétijumi pierada, ka lunasins ir aktivaks pret tiem véza veidiem, kas notiek ar
hromatina modifikacijam. Histonu deacetilazei (HDAC) noturét histonus deacetiléta veida
palidz Rb, iedarbojoties uz E2F promoteri. Rb-HDAC komplekss sabrik, onkoprotetnam E1A
inaktivéjot Rb. Acetilésanai ar HATs kliist pieejami deacetilétie histoni. Saja bridi paradas
lunasina efekti, jo tas konkuré ar HATs un piesaistas pie deacetilétajiem histoniem. Génu
transkripcija tiek blok&ta un $tinas notiek apoptoze (Jeong et al., 2007a; Jeong et al., 2007b).
Tomer mehanisms, ka tieSi lunasins inhibé histonu acetileSanos, nav 1sti skaidrs. Doma, ka
lunasins saistas pie deacetiléta histona ar negativi ladéto poli-D kéditi peptida molekulas C-
gala, jo, ja So fragmentu nonem, tad antimitotiskie lunasina efekti paziud. Peptida N-galam
varetu biit nozime deacetil&to histonu atrasanai. Paaugstinats a5p1 integrina limenis tiek saistits
ar paaugstinatu kolorektala véza Siinu invazitati, bet pazeminats, pretéji, samazina metastazes.
Lunasins samazina a5 integrinu ekspresiju, un tas pierada lunasina ka antimetastatiskas
molekulas lomu (Dia et al., 2011a; Jones and Srivastava, 2014). V&za $tinas apmé&ram puse
epigenoma ir izregulgjies un nespgj funkcionét ta, lai géni fiziologiski planoti funkcionétu,
tapec uzskata, ka lunastnam un tam lidziga darbibas mehanisma vielam ir liels pretvéza darbibas
potencials. Tomér visi minétie lunasina pretvéza efekti ir pé&titi in vitro un trokst in vivo
pieradijumu, ka lunasinam varétu biit véra nemama darbiba klinika. Ka vienkarsakais in vivo
organisms lunasina izpétei ir ieteikta auglu musina Drosophila (Jones and Srivastava, 2014).
Auglu musinas genoms ir vienkarss, un tai ir 8—10 dienu dzives cikls, kas lauj 1sa laika izpétit

daudzas paaudzes.

1.5.2. Pretiekaisuma un imunomodulé&josa darbiba

Oksidativais stress un iekaisums ir viskritiskakie riska faktori degenerativo un
karcinogéno slimibu attistiba. Lai noskaidrotu, vai lunasinam ir pretickaisuma efekti, to
parbaudija iekaisuma modelt RAW 264.7 makrofagu $tnu Iinija (Hernandez- Ledesma, et al.,
2009a). Iekaisuma modeli radija ar bakteriju lipopolisaharidiem (LPS). Izradijas, ka Saja modelt
lunasins 10-50 uM koncentracija uzrada antioksidanta un pretiekaisuma efektus. Lunasins ar
dazadam ICsp koncentracijam inhib&ja daudzu citokinu sekréciju. Piem&ram, tumora nekrozes

faktora alfa un interleikina- 6 sekréciju lunasins inhib&ja ar ICso 2 uM koncentracija,
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interleiktna IL-1P producésanos — ar 1Cso 13 uM koncentracija, kodola nukleara faktora NF-
kappaB translokaciju kodola — ar 1Csp 21 pM koncentracija, ciklooksigenazes 2 (COX-2) un
induc€jamas slapekla oksida sintazes (iNOS) ekspresiju — ar 1Csp 25-37 uM koncentracija,
prostaglandinu E2 producéSanos — ar 1Csp 41 uM koncentracija un p65 un p50 proteinu
nuklearo translokaciju —ar ICso 48-77 uM koncentracija. Sie pétfjumi apliecina no
koncentracijas atkarigu plasa spektra lunasina pretiekaisuma darbibu (de Mejia and Dia, 2009).
Lunasinam raksturiga pretickaisuma darbiba, ko raksturo slapekla oksida, tumor-nekrozes
faktora alfa, interleikina IL-1B un slapekla oksida producéSanas nomaksana (Jones and
Srivastava, 2014). THP-1 makrofagu Iinija lunasins pretickaisuma iedarbibu uzrada, inhibg&jot
AKT mediéto NF-xB celu (Cam et al., 2012). Autori pieradija, ka §is lunasina efekts notiek
mijiedarbiba ar VB3 integrinu celu, kas ir saistits ar ickaisuma celu, piem&ram, Akt / NF-«xB,
aktivéSanu. Turklat aVB3 integrins ir iesaistits makrofagu agregacija iekaisuma laika. Aguzzi
ar kolégiem (2010) pieradija, ka aVPB3 integrins piesaistas pie Arg-Gly-Asp (RGD) motiva
lunasina molekula un lunasins, pateicoties Sim RGD fragmentam, varétu kavét pro-iekaisuma

celus, mijiedarbojoties ar a V3 integrinu.

Pretiekaisuma darbiba ciesi saistita ar antioksidantu aktivitati, kas lunastnam pieradita
in vitro testos. Lunasins ,,uzker” peroksil- un superoksidu radikalus (Garcia-Nebot et al., 2014)
un koncentracija 0,5-25 uM péc 24 h pasarga cilvéku Caco-2 Stinu [iniju no tidenraza peroksida

un tertbutilhidroperoksida bojajumiem.

1.5.3. Holesterina limeni samazino$a darbiba

Sojas produkti ka funkcionalais uzturs jau kops$ seniem laikiem ieteikti kardiovaskularo
saslim8anu risku novérsanai. Nesen atklatais lunasins un ta noskaidrotais sarezgitais darbibas
mehanisms pamato Iidz Sim tikai ieteikuma forma noformul@to sojas produktu vértibu.
Lunasins specifiski saistas pie histona H3 un nomac H3-lizins'* acetilésanu, piedaloties vienai
no histonu acetiltransferazém (PCAF). HMG Co-A reduktaze ir holesterina biosintézi
regulgjosSs enzims, kura géna transkripcijas aktiveéSanai vajadziga H3 acetiléSana ar PCAF.
Lunasins, noblok&ot vienas no histonu acetiltransferazém (PCAF) specifisko histonu
saistiSanas poziciju, nomac H3 histona acetiléSanu. PCAF sauc ar1 par P300/CBP-asociéto
faktoru, bet CBP un p300 ir kodola proteini, kuri saista daudzus par Siinu augSanu un

diferencésanos faktorus atbildigus faktorus, tostarp c-jun un adenoviralo onkogénu EI1A
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(Hernandez-Ledesma et al., 2009a). Lunasins samazina holesterina saturu, jo inhibé 3-hidroksi-
3-metil-glutaril-koenzima-A (HMG-CoA) reduktazes géna ekspresiju un lidz ar to samazina
HMG-CoA enzima Iimeni, kas talak nozimé pazeminatu aknu sp&u sintezet
holesterinu. Lunasins samazina HMG-C0A reduktazes ekspresiju HepG2 aknu S§tnas.
Vesternblota un reala laika polikédes reakcijas (RT-PCR) metodes paradija, ka lunasina
klatbutne palielina zema blivuma lipoproteinu (ZBL) receptoru ekspresiju, kas izraisa
palielinatu plazmas ZBL holesterina klirensu. Lunasins pastiprina zema blivuma lipoproteinu
receptoru géna ekspresiju un receptoru proteina producésanos, jo lunasina klatbtitn€ divas reizes
palielinas SP1 proteina (ZBL receptoru producésanai nepiccieSsama sterolu regulatora elementa
saistiSanas proteina (sterol regulatory element binding (SREBP) koaktivators)) Iimenis. Talak
paaugstinatais ZBL receptoru skaits pastiprinati attira asinis no zema blivuma lipoprotetnu

kompleksa ar holesterinu (Lule et al., 2015).

Apmeéram 70-80% holesterina sintez&jas aknas, tap€c ir svarigi iedarboties aknu Stinas
uz holesterina sintézes agrinu stadiju. Saja zina lunasins darbojas agrak ka statini, kuri bloké
HMG-CoA enzimu aktivitati. So blokadi ir griiti noregulét, un statiniem aprakstiti nopietni
blakus efekti parlieciga holesterina sint€zes nomakuma del. Holesterins ir vajadzigs Stinu

normalai funkcion€Sanai — gan membranu integritatei, gan hormonu sintézei.

Lai noskaidrotu lunasina efektivitati in vivo, tika iegiits ar lunasinu bagatinats sojas
ekstrakts (LSE), kas saturgja 100-200 reizu vairak bioaktiva lunasina neka sojas proteini. Ar
LSE baroja piecas ctukas, kuram ZBL receptoru génu mutacijas dél bija augsts ZBL holesterina
limenis. Ieprieks ciikas bija barotas ar kazeina bazes di€tam, un péc divam nedélam to uzturs
tika papildinats ar 250 mg LSE ik dienas astonu ned€lu garuma. Asins un lipidu analizu rezultati
paradija, ka kazeina uzturs palielina ZBL holesterina Iimeni ZBL receptoru mutantu ctikam
vidgji par 6,7%, bet 250 mg LSE péc 4 un 8 nedélas ilgas lietoSanas samazinaja ZBL holesterina
limeni attiecigi par 8,6% un 6,4%. Sie rezultati liecina, ka lunasins ir sojas proteinu aktiva
uzturviela, kas atbild par ZBL holesterina limena pazeminasanu, un ta darbibas mehanisms ir

noskaidrots (Galvez, 2012).

ASV ir izstradati un registréti uztura bagatinataji holesterina limena samazinaSanai,
kuru sastava ir no genétiski nemodificétas sojas attirits lunasins. Viena kapsula “Nova Joint”
satur tikpat daudz lunasina cik 50 g sojas proteina, bet bez lunasina taja vél ir bosvélijas
ekstrakts, kurkumins, olivu lapu ekstrakts, hialuronskabe un citas vielas. Sis uztura bagatinatajs

tiek rekomendéts ka pretiekaisuma lidzeklis (http://www.novajoint.com/). Uznémums “Reliv
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International” razo “Luna Rich”, “Reliv Now” un “Luna Rich X, ko rekomend€ ka dabigus
lidzeklus holesterina Iimena pazeminasanai, un tie tieck d@véti par uztura epigenétikiem

(https://reliv.com/lunasin).

1.6. Lunasina biopieejamiba

Sesas stundas péc uznemsanas per 0s eksperimenta dzivniekos tiek absorbéti ap 35 % ar
tritiju iezim&ta lunasina, un tas izplatas daudzos organisma audos. Novérots, ka asinis un aknas
nonakusais lunasins nav metabolizgjies un, izol€jot no aknam vai asinim, tas ir biologiski aktivs
in vitro testos (Jeong et al., 2007a). Lidzigs eksperiments tika veikts arT 2010. gada ar CD-1
pelém. Hsieh ar Iidzautoriem iezimg&ja sintétisko lunasinu ar tritiju un noteica biopieejamibu
péc peroralas uznemsanas. Konstatgja, ka lunasins ir nonacis plausas, piena dziedzeros, prostata
un smadzenés (Hsieh et al., 2010a). Salidzinot sintez&a un no sojas izdalita lunasina
biopieejamibu, in vitro testos pétnieki mérija lunasina koncentraciju asins un aknu paraugos un
secindja, ka vienadas devas lietots dabigais un sintétiskais lunasins ir bioaktivs un var nomakt

audzgja veidoSanos.

Meklgjot jaunas zalu vielas, ir butiski panakt, lai organisma nonakusi viela péc per os
uznemsSanas biitu stabila un nonaktu audos neizmainita veida. Tadg] tiek noteiktas potencialas
zalu vielas 1pasibas: sp&ja saglabat stabilitati kunga skabaja vide, nesaskelties enzimu ietekmé,
péc uzsiiksanas nonakt mérkorganos neizmainita veida un Skérsot hematoencefalisko barjeru.
Lai noteiktu lunasina biopieejamibu, tika veikts eksperiments, kura iesaistija piecus
brivpratigus virieSus (18-25 gadus veci), kas 5 dienas péc kartas ik dienas apéda 50 g sojas
proteina. Viniem analiz€ja asins sastavu pirms eksperimenta, ka ar1 30 miniites un vienu stundu
péc devas uznemsanas. Lunasina noteikSanai asinis izmantoja jonu apmainas hromatografiju,
bet lunasina izol€Sanai no asinim izmantoja magnétiskas lodites un péc tam ar kvantitativas
noteikSanas metodi ELISA izmérija lunasina daudzumu. Eksperimenta beigas (piektaja
eksperimenta diena) lunasina koncentracija plazma bija 50,2-110,6 ng/ml (66,0 + 25,4 ng/ml),
30 min p&c proteina uznemsanas — 33,5-122,7 ng/ml, bet p&c 1 stundas — 71,0 = 32,8 ng/ml.
No asinim vargja izolét aptuveni 4,5% lunasina, kas ir vidgji 2,2—7,8% no kopé&ja uznemta
proteinu daudzuma. Ar So eksperimentu pieradija, ka lunasins no partikas nonak asinis un
uzsiicas audos neizmainita veida. Uzskata, ka sojas pupas esoSie BBI un citi proteazu inhibitori
pasarga lunasinu no saskelSanas (Hernandez-Ledesma et al., 2009c; Park et al., 2005; 2007b).

Lunasina stabilitate pieradita arT in Vitro testos ar pepsinu un pankreatinu (Jeong et al., 2009).
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Lunasina bioaktivitate organisma norada uz to, ka lunasinu saturoSiem partikas produktiem

varétu bt profilakses lidzeklu 1pasibas.

Tomeér lidz Sim ir publicéts loti maz datu par lunasina klinisko novérojumu vai klinisko

pétijumu rezultatiem.

1.7. Lunasina ietekme uz pelu uzvedibu un smadzenu dopaminergisko sistemu

Cilvéku un dzivnieku pétijumos ir pieradits, ka lunasins nonak smadzené&s (Hsieh et al.,
2010a), un Sie petijumi ir rosinajusi pétit, kads varétu bit lunasina iedarbibas veids uz centralo
nervu sisttmu (CNS). Lidz $im lunasina ietekme uz centralo nervu sist€ému ir maz pétita:
publicéti tikai viena pétijuma rezultati (Dzirkale et al., 2013). Injicgjot lunasinu intracisternali
pelu C57BL/6 téviniem, noveroja neiroleptisku un kataleptisku efektu. Izmantojot references
vielas amfetaminu un apomorfinu ar zinamu efektu uz dopaminergisko sist€ému, noskaidroja,
ka lunasins ievérojami samazina amfetamina izraisito lokomotoras aktivitates pieaugumu un
samazinaja apomorfina izraisito kapeléSanas uzvedibu (Dzirkale et al., 2013). P&tjjuma netika
novérota ietekme uz ketamina un bikukulina izraisitajam pelu uzvedibas reakcijam. Ar
dopamina D1 receptora génu transfektétas Siinas tika atrasta neliela lunasina afinitate (Ki = 60
+ 15 uM), bet netika pieradita saistiSanas pie D2 receptoriem. legiitie dati liecinaja, ka lunasina
darbiba CNS vismaz dalgji ir saistita ar dopaminergisko D1 receptoru celiem. Turpmakie
lunasina centralas darbibas pétfjumi ir daudzsoloSi, ipasi nemot véra to, ka ir liela

nepiecieSamiba péc jauna veida antipsihotiskiem Iidzekliem.

1.8. Lunasina mijiedarbiba ar zalu vielam

Domajot par lunasinu saturoSu uztura bagatinataju lietoSanu kopa ar zaleém, ir veikti dazi
pétijumi. Tika paradits, ka lunasins potencé aspirina darbibu vai aspirins potencé lunasina
darbibu, bet kombinéta veida tie uzradija karcinogenézi inhib&josu efektu NIH/3T3 $tnu
kultaras (Hsieh et al., 2011). Iekaisumam ir negativa loma ari kardiovaskularo slimibu
izcelsmé, un lunasinam ir paaugstinata spgja internaliz€ties Stinas iekaisuma apstaklos. P&tot,
ka iekaisuma modeli lunasins internaliz€jas THP-1 makrofagu $iinas, noskaidroja, ka nistatins
(54 uM) samazina lunasina internaliz€Sanos Stinas un ka lunasina iekltiSanu Stinas pasliktina ar1
amantadins un amilorids, kuri inhib& klatrina medi&to endocitozi (Cam et al., 2013). Tomér
mijiedarbibas pétijumu ir maz.
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Reagenti

Sint&tiskais lunasins tika nopirkts no Caslo ApS (Medicinske Laboratorier, peptide
synthesis Technologies, Danija).

Graudu un kartupelu Skirnes un linjjas tika sanemtas no Priekulu laukaugu selekcijas
institlita un Valsts Stendes graudaugu selekcijas instittita petniekiem.

Laboratorijas dzivnieku partikas granulas, s€rijas 30290 un 29429. Baribas maisijums
grauzg€jiem, ekstrudets (SIA Straume, Latvija). Granulu sastavs: kukuriiza, kviesi, sojas
spraukumi, lopbaribas raugs, zivju milti, parstradats dzivnieku proteins, kalcija karbonats,
natrija hlorids. Piedevas ir vitamini, mineralvielas. Analitiskie komponenti: kopgjais
proteins 20%, koptauki 3%, kokskiedra 3%, koppelni 6%, kalcijs 0,7%, fosfors 0,4%,
natrijs 0,26%, metionins+ cisteins 0,6%, lizins 0,9%.

Fosfatu, natrija hlorida buferis (PBS) (Sigma)

Proteazu kokteilis (Sigma)

Heksans (Sigma)

Dejonizéts tidens, H20 (Millipore MilliQ-plus)

Skudrskabe (Fluka, 99%)

Trifluoretikskabe (Fluka, 99%)

Acetonitrils (Sigma)

Metanols (Sigma)

Reagentu komplekts (Protein quantification kit (Dojindo Molecular Technologies, INC,
PQO02-10 Dojindo), kura ietilpst: WST-8 skidums, standartalbumina $kidums 10 mg/ml un
fosfatu, natrija hlorida (PBS) buferis.

2,2-difenil-1-pikrillhidrazilradikals (DPPH) (Sigma)

Glutationa peroksidazes aktivitates (GPx) mériSanas komplekts Nr 703102. Cayman
Chemical Company, Ann. Arbor, Ml

Cilveka embrija nieru §tinu Iinija HEK 293 (ASV, ATCC, Manassas, VA, kataloga Nr CRL-
1573)

Dulbecco modificeta Eagle barotne (DMEM) (Sigma)

Liellopu embrija serums (LES) (Sigma)

Antibiotiku maistjums 100 vienibas / ml penicilina un 100 g/ ml streptomicina (Sigma)
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3-(4,5-di,metiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolija bromids (MTT) (Sigma)

Liellopu seruma albumins (BSA) (Sigma)
e Tripsina/EDTA $kidums (Sigma)
e Dimetilsulfoksids (DMSO) (Sigma)

2.2. Materiali

e 96 laucinu plates

e Pipetes ar mainamu tilpumu 10 pl un 200 pl

e Daudzkanalu pipetes

e 1000 ml koniskas kolbas

e Centrifugas stobrini 15 ml un 50 ml

e Ependorfa tipa m&genes

e Magnéti

e Filtrpapira filtri

e Cietfazes ekstrakcijas kolonnas Strata X 3ml, 60 mg (Phenomenex)
e Hromatografijas kolonnas:

Phenomenex Synergi Hydro-RP 4um, 2,0x150mm

2.3. Aparatiira

1) Elektriskas dzirnavinas Falling Number Laboratory Mill 3100 ar 0,5 mm sietu

2) Analitiskie svari ( PRECISA XB 220A (+ 0,0001g)

3) Laboratorijas svari

4) Magnétiskais maisitajs

5) Vortex tipa maisitajs

6) Termostats

7) Sanu inkubators

8) Laminars

9) AESH iekarta Waters 2690 Alliance ar kolonnas un parauga termostatu, nepartrauktu

kustigas fazes degaz€Sanas iekartu, automatisko paraugu injicéSanas iekartu
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10) Masas spektrometrs Waters Quattro Micro™ API ar elektroizsmidzina$anas jonizaciju, ka

izsmidzinamo gazi izmantojot slapekli
11) Mikroplates lasitajs (elx 808, Biotek Instruments, Inc) ar Gen5 programmatiiru

12) Apgrieztas gaismas fazu kontrasta mikroskops (Leica, Solms, Vacija).

2.4. Lunasina ekstraheSana no graudiem, seklam un kartupeliem

. Nosver 4 g miltu vai kartupelu bumbulu masas un ieber 50 ml koniska kolbina

. Pievieno attieciba pret iesvaru 1:10 ml 0,1 M fosfatu, natrija hlorida (PBS) bufera

. Pievieno 0,1% dazadu proteazu kokteila (Sigma)

. Ievieto atbilstosa lieluma magn&tu

. Ekstrah€ 48 h, novietojot kolbu uz magnétiska maisitaja

. Ekstraktu nolej no miltu nogulsném 50 ml centrifiigas stobrinos

. Centrifugé 20 min 3000 apgr./min

. Supernatantu filtré caur papira filtriem

. 2 ml ieguta izfiltréta ekstrakta izmanto proteinu daudzuma meérisanai ar WST-8 reagentu
komplektu.

. AtlikuSajam filtratam pievieno 50 ml heksana, spécigi krata 5 min

. Nonem augsgjo heksana slani un 20 ml iegiita ekstrakta izmanto cietas fazes ekstrakcija.
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2.5. Cietas fazes ekstrakcija

e Sagatavo cietas fazes ekstrakcijas (CFE) kartridzu, laizot caur 3 ml metanola un péc tam

3 ml dejonizéta Gdens.
e Uznes parauga ekstraktu.
e Skalo kartridZu ar 3 ml 0,1 % skudrskabes $kiduma dejonizeta tiden.
e FElug lunasinu ar 2 ml 0,1% trifluoretikskabes skiduma 50 % acetonitrila skiduma.
e legiito ekstraktu atSkaida ar kustigo fazi “A” attieciba 1:1.
e P&c cietas fazes ekstrakcijas veic Skidruma hromatografiju un masspektrometriju.

Shematisks metodes att€lojums paradits 2.5.1. attela.

Parauga sagatavosana,
iesversana

A 4

Buferskiduma un - <. .
. . Cietas fazes Skidruma hromatografijas-
proteazu kokteila . R
L, ekstrakcija (CFE) > masspektrometrijas (SH-MS)
pievienosana
analize
yy
v
Ekstrakcija ar Heksa
magnétisko maisitaju ] (.a sarv\a Y
pievienosana Rezultatu nolasisana,
apstrade

A 4

Parauga centrifugésana - Filtrésana

A

2.5.1. attéls. Lunasina ekstrakcijas shema.
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2.6. StandartSkiduma pagatavoSana

Pagatavo lunasina pamata standartSkidumu. Iesver 2 mg lunasina standartvielas un

iz8kidina 50 mL dejonizeta Gidens. legiita standartSkiduma koncentracija ir 40 pg/mL.

2.7. Lunasina noteikSanas Skidruma hromatografijas — masspektrometrijas metode

Augsti  efektivai  Skidruma  hromatografijas  masspektrometrijas  tandéma
(AESH/MS/MS) analitiskajai metodei ir raksturigs loti augsts jutigums un specifiskums. Ta
apvieno fizisku vielu maisijuma nodaliSanu ar Skidruma hromatografijas palidzibu un vielas
masas analizi ar masspektrometrijas palidzibu. Kvadrupolu protongtais lunasina molekularais
jons tika uztverts ar viena jona pierakstisanu (single-ion recording (SIR). Masas spektrs tika
iegiits ar tandémmasspektrometriju (MS/MS) jeb triskarSo kvadrupolu masspektrometru, kas

bija papildinats ar elektroizsmidzinaSanas avotu (ESI). Analize tika veikta pozitivo jonu reZima.

§l,(idruma hromatografijas — masspektrometrijas apstakli:

» spriegums uz kapilara - 3kV;

= spriegums uz paraugu konusa - 60 V;

* jonu avota temperatira - 120 °C;

» desolvacijas temperatiira - 250 °C ;

* izvéleto jonu pieraksta reZims (SIR) - detekte jonu ar m/z 1258;
= Kkolonna - Phenomenex Synergi Hydro-RP 4um, 2,0x150mm;

= kustigas fazes — A:0,1% trifluoretikskabe tdeni; B:0,1% trifluoretikskabe acetonitrila
(2.7.1. tabula);

= kustigas fazes plasmas atrums — 0,3 ml/min;
» kolonnas temperatira — 30 °C;

* Injekcijas tilpums 50 pl
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2.7.1. tabula

Gradienta rezims

Laiks, min | Kustiga faze A, % | Kustiga faze B, %
0 80 20
8 40 60
11 40 60
12 80 20
20 80 20

Vispirms tika veikta izstradatds metodes validacija. Noteicam S$adus parametrus:
linearitati, metodes specifiskumu, detektéSanas un kvalitativas noteikSanas robezas,

atgiistamibu.

DetekteSanas un kvalitativas noteikSanas robeza. Hromatografija detektéSanas
robeza ir vielas koncentracija parauga, kuras hromatografiskas joslas signala un troksna
attieciba ir 3. Kvalitativas noteikSanas robezai §T attieciba ir 10. Sos lielumus aprékinajam péc

formulam:

LOD = % LOQ = ﬂ (1.formula)

=z
w
~
=z

Apzimé&jumi:

LOD — detektesanas robeza

LOQ - kvantitativas noteikSanas robeza

C — zemaka kalibracijas punkta koncentracija

S/N — signala un troksna attieciba zemakajam kalibracijas punktam.
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Atguistamiba. Atglstamibu nosaka, analiz€ot paraugu ar zinamu lunasina
koncentraciju un aprékinot koncentraciju péc kalibracijas grafika. Atgiistamibu aprékinajam

péc formulas:

C
Atgustamiba = Ca‘" -100%, (2.formula)

par

Apzimgjumi:
Capr- aprékinata parauga koncentracija

Cpar — patiesa parauga koncentracija

2.7.1. attéls. Augsti efektivas Skidruma hromotografijas modulis un masspektrometrs.

2.8. Lunasina koncentracijas aprekini

Lunasina koncentraciju nosaka ar augsti efektivas Skidruma hromatografijas-
masspektrometrijas tandema metodi (AESH-MS/MS), izmantojot standartpiedevu metodi. Veic
paraugu pagatavoSanu paraugiem, kuriem pievienots zinams daudzums lunasina
standartskiduma. Sos paraugus izmanto, lai konstrugtu kalibréSanas grafiku. Kalibrésanas
grafiku veido no ne mazak ka pieciem punktiem, ieklaujot art O punktu. No iegiita kalibréSanas

taisnes vienadojuma aprékina paraugos esoso lunasina koncentraciju.
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2.9. Proteinu daudzuma noteik$ana

Proteinu koncentraciju noteicam ar reagentu komplektu Protein quantification kit (Dojindo
Molecular Technologies, INC). Proteina kvantitativai noteikSanai izmantojam 96 laucinu
mikroplates. Krasu reakcija ir balstita uz SkistoSa tetrazola sals WST—8 reakciju ar proteiniem,
kuras rezultata veidojas formazans (2.9.1. att€ls). WST-8 formazana krasa ir dzeltena pie
neitralas pH vertibas, bet pie augstakas (sarmainakas) pH vertibas ta klust zila. Lineara

standartlikne ir no proteinu koncentracijas 50 pg/ ml Iidz 5 mg /ml.

N BLand Rx F-N
R_ﬂ - 2 R Reducéianas N R
" >0

N=N
R R

Tetrazols Formazans

2.9.1.att. Tetrazola reduceSanas par formazanu. ,,R” apzime dazadas grupas, kuras var

biit tetrazola sali.

Ka standartu izmantojam liellopa seruma albuminu (BSA) atSkaidijumos 1:2, sakot no
1 mg/ml. Atskaidot divas reizes, ieguvam katru nakamo koncentraciju. Katra laucina ieméra
180 pl bufera. Pievieno 20 pul BSA atSkaidijuma, katru koncentraciju triplikatos. Pargjos
laucinos triplikatos pievieno pa 20 pl no katra graudu miltu ekstrakta. Samaisa. Visos laucinos
pievieno 20 pul WST-8 skiduma. Samaisa. Inkubgé plati 37 C° 30 min tumsa vieta. P&c tam
mikroplasu lasitaja (Tecan) nolasa optisko blivumu (OD) pie 630—670 nm. P&c kalibracijas
liknes izrékina proteinu koncentraciju parauga. Visus eksperimentus atkartojam tris reizes ar

paraléliem mérjjumiem.

2.10. Antioksidantu aktivitates noteikSana

Dabas vielu antioksidativas aktivitates noteikSanai literattira aprakstitas vairakas

metodes: ar DPPH (Cheeseman and Slater, 1993; Brand-Williams, Cuvelier, and Berset, 1995;
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Tsai et al., 2009), B-karotina atkrasoSana (BCB) (Pratt, 1980), TBARS (tiobarbituratskabes
substancu noteikSana) (Ruberto & Baratta, 2000) un glutationa peroksidazes aktivitates
noteikSana (GPx). M@s lunasina antioksidantu aktivitates noteikSanai izv€l€jamies divas talak

aprakstitas metodes (skatit 2.10.1. un 2.10.2. apakSpunktu).

2.10.1. Briva 2,2-difenil-1-pikrillhidrazilradikala (DPPH) koncentracijas samazinasanas

metode

Ar AESH no auzu ekstrakta izolétam un attiritam lunasinam (acetonitrils: Gidens 1: 1)
noteicam koncentraciju saskana ar sint€tiska lunasina standarta zinamas koncentracijas likni.
Sintetisko lunasinu un no auzam izol&to lunasinu atSkaidijam ar @ideni 0,1; 1; 10 un 100 uM
koncentracija un parbaudijam briva 2,2-difenil-1-pikrillhidrazilradikala (DPPH) koncentracijas
samazinaSanas testa saskana ar publicéto metodi (Tsai et al., 2009). DPPH $kidums tika
sagatavots metanola, turpretl acetonitrils tika izmantots ka Skidinataja kontrole no auzam
ekstrah&tajam lunasinam. Katra 96 laucinu plates iedobg ar pipeti pipeté 25 pl parauga, kam
pievieno 175 pL 0,15 mM DPPH metanola skiduma. Plati 20 sekundes sakrata un 30 mindites

atstaj tumsa uz ledus.

Ja viela reagé ar DPPH, tad purpursarta krasa mainas uz dzeltenu vai klast pavisam
bezkrasaina. Absorbciju nolasijam spektrofotometriski pie 517 nm ar Bio-Tek,
PowerwaveX340, Boston, MA aparatu. Lunasina iedarbiba tika aprékinata % péc formulas:
((ApppH — Arcagenti) — (A paraugs — A paraugsireagenti))) (A ppPH — Awkss) X 100, kur Apppn ir DPPH
Skiduma absorbcija, A reagenti It metanola absorbcija, A paraugs ir DPPH plus parauga ar lunasinu

absorbcija un A paraugs/reagenti ir metanola plus lunasina absorbcija.

2.10.2. Glutationa peroksidazes aktivitates meriSana

Glutationa peroksidazes aktivitati (GPx) meérjjam ar glutationa peroksidazes testa
komplektu (Cayman Chemical, kit number 703102). HEK 293 §tinas 60 mm $tinu audz&s$anas
platés audz&jam 2 h sint&tiska un no auzam izoléta lunasina 0,1; 1; 10 un 50 uM koncentraciju
klatbiitne. Tad Stnas tika novaktas, izmantojot gumijas skrapi. legiito Stinu masu

homogeniz&jam auksta testa buferi, kas ir razotaja reagentu komplekta (assay buffer). P&c tam
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Stinas centrifugé€jam 10000 x g 15 min 4° C temperatiira un izmantojam supernatantu enzima
aktivitates mériSanai saskana ar razotaja instrukciju. Supernatantu parnes uz 96 laucinu plati.
Enzimatiska reakcija tika uzsakta, pievienojot 20 pL relativi stabila organiska peroksida
— kumilhidroperoksida (CoH1202) — un péc tam 96 laucinu mikroplati sakratija 20 sekundes.
Absorbciju mérijam ik péc 1 miniites 5 min laika pie 340 nm, un GPx aktivitati aprékinajam

nmol / min / mL.

2.11. Siinu kultivé$ana

Cilvéka embrija nieru $tnu linija HEK 293 tika audzéta Dulbecco modificétaja Eagle
barotné (DMEM), kas papildinata ar 10% liellopu embrija serumu, 100 vienibam/ ml penicilina
un 100 g / ml streptomicina. Siinas audzgjam CO; §inu inkubatora 37° C temperatiira, lidz tas
sasniedza konfluenci (kad S$iinas parklaja 80-90% no flakona virsmas). Tad Stnas ar
tripstna/EDTA $kiduma palidzibu tika savaktas un ar pipeti parsétas 96 laucinu platés. Stnu

proliferacijas un citoksicitates eksperimenti tika veikti atbilstosi katra eksperimenta dizainam.

2.12. Siinu proliferacijas parbaude

HEK 293 §tinam pievienojam sint€tisko un no auzam izoléto lunasinu koncentracija 0,1;
1; 10; 50 un 100 pM. P&c 24 stundam atsticam Stinu barotni un katra 96 laucinu plates laucina
pievienojam 10 pL 3-(4,5-di,metiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolija bromida (MTT) skiduma
(5 mg/ ml natrija fosfata un natrija hlorida (PBS) buferi) un inkubgjam $iinas 2 h 37 'C
temperattra 5% CO2 atmosfera Stnu inkubatora. Dzivo Siinu mitohondriju enzimu darbibas
rezultata veidojas neskistosi formazana kristali. Plati nocentrifugeé un $iinas mazga ar PBS. Tad
min maisa un nomeéra absorbciju pie 560 nm, izmantojot mikroplates lasitaju (elx 808, Biotek
Instruments, Inc). Rezultatus aprékinajam ar Gen5 programmatiiru. Eksperimenti tika veikti tr1s
reizes ar tris paraléliem mérfjumiem. Dzivo §tinu skaitu izteicam procentos no Siinu kontroles
skaita, ko pienem par 100%. Papildus novérojam $tinu morfologiju ar apgrieztas gaismas fazu

kontrasta mikroskopu (Leica, Solms, Vacija).

48



Datu aprekinasana

Lunasina koncentraciju izrékina péc standartliknes, izmantojot datu apstrades
sisttmuMasLynx 4.1. Statistikas aprékiniem izmanto datorprogrammas GraphPad Prism 6.00
un MS Excel. Rezultati uzskatiti par ticamiem, ja p < 0,05. Dati tika aprékinati p&c merjjumu
veikSanas 3 paraugos un attéloti ka vidgjais + standartnovirze (SD). Daudzfaktoru statistiskajai
analizei pielietots divfaktoru ANOVA tests. Fenotipiskas korelacijas koeficienti tika aprékinati
péc lunasina veértibam abos kultivéSanas veidos (biologiskais un konvencionalais) un starp
lunasina saturu un augu raksturojo$sam iezimém, kas noteiktas ka lunasinu ietekmégjosie faktori

(pieméram, graudu raza, 1000 graudu svars, graudu izméra svars un proteinu daudzums auga).
Plasaka analize veikta, pielietojot §$adu formulu:

h2=100 Vg/(Vg+Vgs/s+Velsr) , (3.formula)

kur: Vg — genotipiskas izmainas;
Vgs — genotipa izmainasx menedzmenta sist€mas mijiedarbiba;
Ve — kludas izmainas;
r— replikatu skaits;

S — menedzmenta sistému skaits.
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3. REZULTATI

3.1. Lunasina identitates un kvantitativas noteikSanas metodes optimizacija un
validacija

Sakotngji lunasina izol€Sanas un pieradisanas metodes tika izstradatas sojai. Tas bija
jonu apmainas hromatografija, ultrafiltracija, dalinu lieluma noskirSanas hromatografija un
imunoafinitates hromatografija, bet lunasina identitati pieradija ar vesternblotu, izmantojot
monoklonalas un poliklonalas antivielas pret lunasina C gala terminali (Dia et al., 2009; Wang
et al., 2008). Lunasina noteik$ana augos sastav no trim stadijam: proteinu ekstrakcijas no auga,
proteinu atdaliSanas, lunasina analizes (identific€Sanas vai/un kvantificéSanas). Lunasinam ir
liela molmasa, kas ierobezo masas spektrometru izmantoSanu, jo lielakajai dalai standarta
masas spektrometru, ko izmanto laboratorijas, mériSanas diapazons ir lidz 2000 Da. Lai butu
iesp&jams izmantot $ada veida aprikojumu, javeic lunasina derivatizacija. Par derivatizacijas
reagentu izmanto tripsinu. Derivatizacijas rezultata iegiist peptidus ar mazaku molekulmasu, un

tos var analiz€t ar masas spektrometru.

Sis metodes ir sarezgitas un laikietilpigas, protokolu izpildei ir nepiecieSams specifisks
aprikojums un prasmes. Més ka pirmie ieviesam cietfazes ekstrakciju lunasina attiriSanai un
atdaliSanai no traucgjosSiem savienojumiem. Cietfazes ekstrakcija ir atraka un I1&taka paraugu
sagatavoSanas un attiriSanas metode. Lunasina identificéSanai un noteikSanai izmantojam augsti
efektivas Skidruma hromatografijas un masas spektrometrijas tandéma metodi. Lai veiksmigi
varétu izmantot masspektrometru ar mérisanas diapazonu lidz 2000 Da, elektroizsmidzinasanas
jonizacijas reZima ieguvam molekularos jonus ar vairakiem ladiniem, tadgjadi samazinot m/z
vertibu. Salidzinajam lunasina detekt€Sanas iesp€jas, izmantojot fotodiozu matricas detektoru
un masas spektrometru, lai atrastu piemeérotakos apstaklus lunasina noteikSanai. Sint&tiska
lunasina standart§kidumu ievadijam hromatografa sistéma ar fotodioZzu matricas detektoru un

uznémam pilnu UV absorbcijas spektru robezas no 190 1idz 600 nm (3.1.1. attels).
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3.1.1.attéls. Lunasina UV absorbcijas spektrs.

Novérojam, ka peptidam lunastnam ir izteikts absorbcijas maksimums pie 210 nm un
273 nm. Pie vilpa garuma, kas ir mazaks par 210 nm, absorb€ izmantotie $kidinataji — metanols
un acetonitrils. Tadel, lai butu augstaka selektivitate, lunasina analiz€m izmantojam UV
detektoru pie vilpu garuma 273 nm. Tomér secindjam, ka UV detektora izmantoSana nav

piemérota metode lunasina kvantitativai noteikSanai.

Lai noteiktu lunasina daudzumu ar masas spektrometru, nepiecieSams iegiit vairak
ladétus molekularos jonus. Lunasinam $adus jonus ir iesp&jams iegit, jo molekulas sastava ir
vairaki heteroatomi, pie kuriem elektroizsmidzinaSanas jonizacijas gaitd var piesaistities
protoni. Sadu jonu masa un masas un ladina attiecibas paraditas 3.1.1. tabula. Ka redzams,
lunasina molekularajiem joniem, kuriem ir vairak par diviem ladiniem, masas un ladina
attieciba ir mazaka par 2000 Da, un tas nozimé, ka lunasinu ir iesp&jams detektet ar masas

spektrometru.
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3.1.1.tabula

Lunasina galveno ladeto molekularo jonu masas un ladina attieciba

M+Hn | n | m/z

5030 |1 |5030

5031 |2 | 2515

5032 |3 | 1677

5033 |4 | 1258

5034 |5 | 1007

Masas spektru ieguvam elektroizsmidzinasanas jonizacijas pozitivaja rezima.
Visintensivakos lunasina molekulara jona signalus ieguvam pie kapilara sprieguma 3 kV un
paraugu konusa sprieguma 60 V. Lunasina standartSkiduma masas spektrs tika pierakstits
diapazona no 1000 Iidz 2000 m/z. legiitaja masas spektra (3.1.2. attéls) intensivako signalu dod
molekularais jons ar 5 ladiniem, kas atbilst jonam ar m/z 1007 (3.1.1. tabula). Spektra labi
redzams ar1 lunasina molekularais jons ar 4 1adiniem, kas atbilst m/z 1258. Secinajam, ka abus
Sos jonus ar m/z 1007 un 1258 iesp&jams izmantot lunasina koncentracijas mérjjumiem un reizé

identitates pieradiSanai.
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3.1.2.attéls. Lunasina masas spektrs.
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AESH analizé veicam izvéléta jona pierakstu (selected ion regimen (SIR)), palielinot

metodes selektivitati un mazinot paraugu matricas ietekmi uz analizi.

Metodes validacijai novert§jam linearitati, specifiskumu, meériSanas robezas un

atgiistamibu.

Linearitate. Linearitati noteicam, veicot hromatografisko analizi standartS§kidumam 1,9;
3,8; 9,5; 12,7; 19; 38 png/ml koncentracija. KalibréSanas grafiks attelo joslas laukuma un
lunasina koncentracijas sakaribu (3.1.3. att€ls).

Compound name: Lunasins

Correlation coefficient: r = 0.996245, 12 = 0.992504

Calibration curve: 43.6267 * x+-22.7041

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: None

1600
1400
1200
1000

800

Response

600

400

200+

3.1.3. attels. Lunasina kalibreSanas grafiks.

Metodes specifiskums. Metodes specifiskumu raksturo tas, vai parauga, kas nesatur
lunasinu, nav traucgjoSu joslu. Iegiitie dati liecina, ka bez lunasina parauga hromatogramma
nav joslu, kas varétu ietekmét lunasina analizi. Visos paraugos ar lunasinu redz€jam
hromatogrammas smailes. Attéls 3.1.4. parada parauga ar lunasina koncentraciju 9,5 pg/ml

hromatogrammu.
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Tuksais paraugs

Lunasin_08_09_2010_ST1 Smooth(Mn,3x6)

SIR of 1 channel ES+

ST 0 ug/ml TIC
100+ 6.03 1047 8.280e+001
g.e1 944 12.7
6.47 12,50 13.92
1.63 10.82 15.5816.56
6,76 8.49 15.06
213 17.67
0.30 0,67 450 493573 A 48 19.89
o 212 || 292 N N 175 19.48 15

o6 125

[ .
L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L s L e s s s L e e s s R )
1.0 20 3.0 4.0 50 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 15.0 16.0 17.0 18.0 19.0 20.0

Paraugs ar lunasina koncentraciju 9,5 ug/ml

Lunasin_08_09_2010_ST8 Smooth(Mn,3x6) SIR of 1 channel ES+

ST 9.5 ug/ml TIC
Lunasins _ 2.419e+003
1007 5.78
430.46
2355
9.85

3.1.4. attels. Tuksa parauga un lunasinu saturosa parauga hromatogrammas.

Validacijas rezultati apkopoti tabula 3.1.2.

3.1.2.tabula

Lunasina noteikSanas metodes validacijas rezultati

Linearitate Linearitates apgabals: 0-38 pg/ml, R?=0,992

. Metode ir specifiska, tukSaja parauga nav joslu,
Metodes specifiskums ) )
kas ietekm@ lunasina noteikSanu
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3.1.2. tabulas turpinajums

Detektesanas robeza 0,3 pg/ml

Kvantitativas noteiksanas robeza | 1 mg/ml

Atgiistamiba 100,3 %

Bez noskaidrotajiem masas spektrometra detektéSanas parametriem: ka sprieguma uz
kapilara 3kV, sprieguma uz paraugu konusa 60 V, jonu avota temperattras 120 ° C, un izvél&to
jonu pieraksta rezZima, detekt&jot jonus ar m/z 1007 un 1258, vél bija janoskaidro piemé&rotaka
desolvacijas temperatiira. Pagatavoto standartSkidumu ievadijam masas spektrometra un
mainijam desolvacijas temperatiiru no 200 lidz 350 °C. Iegitas joslas laukums atkariba no
desolvacijas temperatiiras ir mainigs, bet 3.1.5. att€la redzams, ka vispiemérotaka desolvacijas

temperatira ir 250 °C.

3500
3300

3100 7/\

2900 AN
2700 AN
2500 N\

2300 \\
2100

1900 b d
1700
1500

Laukums

150 200 250 300 350 400

Temperatara °C

3.1.5.attéls. Desolvacijas temperatiiras ietekme uz lunasina joslas laukumu.

Veicam tris hromatografijas kolonnu Waters Spherisorb® 5 um NH> 4,6x250 mm un
Waters XTerra MS C18 3 um, 2,1x150 mm, un Phenomenex Synergi Hydro-RP 4 um, 2,0x150
mm kolonnu. salidzinajumu, lai atrastu labako. Par kustigo fazi izmantojam 0,1% skudrskabes
Skidumu tudeni (kustiga faze A) un 0,1% skudrskabes Skidumu acetonitrila (kustiga faze B).
Lunasina standartSkidumu ievadijam 20 pl tilpuma. Hromatografisko analizi veicam gradienta

rezima, kas paradits 3.1.3. tabula.
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3.1.3.tabula

Gradienta programma

Laiks, min Kustiga faze A, % | Kustiga faze B, %
0 90 10
20 10 90
25 10 90
30 90 10
35 90 10

Izmantojot atSkirigas kolonnas ieguvam lunasina hromatogrammas (3.1.6. attels).

== 0 il =T
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3.1.6.attéls. Lunasina hromatogramma, kas iegiita ar Waters Spherisorb® 5 um NH- 4,6x250 mm

kolonnu.
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Rezultati liecina, ka ar Waters Spherisorb® 5 um NH> 4,6x250 mm kolonnu netiek

novérota laba sorbcija.

Izmantojot Waters XTerra MS CI18 3um, 2,1x150 mm kolonnu, lietojam tadu pasu

kustigas fazes un gradienta rezimu ka ieprieks¢ja eksperimenta (3.1.7.att€ls).

1: SIR of 2Channels ES+

N 1258

1H—_ »aM 1.88e3
P ¥
3l

5,00 1000 15.00 2000 2500 30.00

3.1.7.attéls. Lunasina hromatogramma, kas iegiita ar Waters XTerra MS C18 3um, 2,1x150

mm kolonnu.

Novérojam labaku lunasina sorbciju, bet joslu bija daudz un netika iegiita viena simetriska
josla. No iegiitajiem rezultatiem secinajam, ka nepiecieSams izmantot cita tipa hromatografisko
kolonnu, kuras sorbents ir piemerotaks hidrofilu (polaru) savienojumu analizei. Tam ir ieteiktas

ar1 citas kustigas fazes sastavdalas, kas speécigak iedarbojas ar analiz€jamo vielu.

Izmantojot Phenomenex Synergi Hydro-RP 4 um, 2,0x150 mm kolonnu ka kustigo fazi
némam 0,1% trifluoretikskabes Skidumu tdent (kustigd faze A) un 0,1% trifluoretikskabes
Skidumu acetonitrila. Trifluoretikskabe darbojas gan ka buferviela, gan ka jonu paru reagents,

kas var uzlabot hidrofilu savienojumu sorbciju apgrieztas fazes hromatografija.

Saja eksperimenta ievérojami uzlabojas hromatografiskas joslas forma (3.1.8. attéls), bet

nebija redzams jons ar m/z 1007.
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ST. 3,8ug/mL, Hydro-RP, 0,1%TFA
Lunasin_08_08 2010_1
100

%

[

9.90

SIR of 2 Channels ES+
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[ |
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— Time

3.1.8.attels. Lunasina hromatogramma, kas iegiita ar Phenomenex Synergi Hydro-RP 4

um, 2,0x150 mm kolonnu.

Tas ir skaidrojams ar trifluoretikskabes ietekmi uz jonu veidoSanos. Trifluoretikskabe

apspiez jonu veido$anos jonu avota (ion suppression). Tomér ta nebija ictekmé&jusi jona ar m/z

1258 veidosanos, kas ir kandidats lunasina identifikacijai.

Lai samazinatu analizes laiku, mainijam gradienta programmu. Izmantota gradienta

programma paradita 3.1.4. tabula.

3.1.4.tabula

Gradienta programma

Laiks, min | Kustiga faze A, % | Kustiga faze B, %
0 80 20
8 40 60
11 40 60
12 80 20
20 80 20
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Lunasin_08_09_2010_ST6 Smooth(Mn,3x6) SIR of 1 channel ES+
ST 38 ug/ml TIC
Lunasins 1.104e+004
5.85
1939.68
10909*

100

%-

3.1.9.attéls. Lunasina hromatogramma, kas iegiita ar 3.1.4. tabula aprakstito gradienta

programmul.

Optimizacijas rezultata samazinajam lunasina izdaliSanas laiku no 9,9 min uz 5,8 min un

analizes laiku par 15 minatém (3.1.9. attels).

Balstoties uz veiktajiem eksperimentiem, izvélgjamies Skidruma hromatografijas — masas

spektrometrijas apstaklus, kuri paraditi sadala “Materiali un metodes”.

Uznemot meitas jonu spektru, taja ir redzams meitas jons ar m/z 646,8640 (Da) signals.

Salidzinot to ar datu bazi, tika secinats, ka tas atbilst lunasina fragmentam ar sekvenci
KQLQGVNLTPCEKH.

3.2. Miltu iesvara daudzuma izveértéSana

Sakotngji veicam eksperimentus, lai novertétu minimala iesvara lielumu lunasina limena
meériSanai. Analizes veicam ar ekstraktiem no 3, 5 un 10 g miltu. Ekstrah&ana notika 0,1 M

PBS bufert ar 0,1% proteazu inhibitoru kokteila piedevu, nemot miltus un buferi attieciba 1:10.

Iegttie rezultati liecina, ka nav statistiski ticamu atSkirbu lunasina satura, to ekstrah&jot

no dazada iesvara paraugiem (tabula 3.2.1.).
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Lunasina limenis daZada iesvara miltu paraugos

3.2.1. tabula

1. Idumeja 3 60,3 +44
2. Idumeja 3 63,5+£22
3. Idumeja 3 59,4+54
4. Idumeja 5 60,3 +£6,3
5. Idumeja 5 58,9+3,1
6. Idumeja 5 60, 8 £2.7
7. Idumeja 10 64,3+ 64
8. Idumeja 10 60,1+1,9
9. Idumeja 10 57,8+49

Dati paraditi ka vidgjais + standartnovirze (S.D.)

Analizes veicam ar diviem paral€liem mérjjumiem un eksperimentu atkartojam trs reizes.
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3.3. Lunasina atklasana tritikaleé

P&tijumam izmantotas tritikales Skirnes un Iinijas sanémam no Valsts Priekulu laukaugu

selekcijas institiita pétniekiem. Graudi tika samalti miltos un izsijati.

Salidzinot ar sintez€ta lunasina hromatogrammu, secinajam, ka no tritikales izol&tais

peptids ir lunasins (atteli 3.3.1.; 3.3.2.).

Lunasin
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3.3.1.attéls. Sintezéta lunasina hromatogrammma (A) un masspektrs (B).
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Lunasin_800 Gradan F1
paraugs

Lunasins _
8.23

100+

3.3.2.attéls. No tritikales miltiem ekstrahéta lunasina hromatogramma.

No tritikales miltiem ekstrah&ta Iunasina hromatogramma atbilst standarta

hromatogrammai.
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Lunasina saturs tritikales paraugos

3.3.1.tabula

Nr. | Paraugs Lunasins mg/g | Lunasins mg/g | Lunasins mg/g
2010. gada raza | 2011. gada raza | 2012. gada raza

1 Dinaro 3,109 +£20 2,160 + 22 3,837 + 88

2 9915-1-2K | 2,159+ 72 2,959 +£ 92 2,519+ 92

3 0008-86 K 3,123 £74 3,463 £94 3,203 +94

4 9915-40 B 2,076 £75 2,976 £75 2,236 £75

5 9933-109B | 2,835 +90 3,135 +90 3,105 +£90

6 ADM-4 1,666 + 79 1,856 =72 1,456 =72

7 DSGU 10/94 | 1,324 + 15 1,703 + 84 1,504 +£98

8 0317-14 0,929 + 12 1,384+ 71 1,284 + 100

9 0.002-26 6,458 + 24 6,458 +£90 6,008 £94

10 | 0213-22 1,984+ 15 1,279 + 44 1,179 +£90

11 | 0006-31 0,429 £ 10 0,529 + 30 0,459 +£40

Merijumi veikti 3 paraugos un dati attéloti ka vidgjais + standartnovirze. Koda burts K nozimé

Dinaro ir Polija radita tritikales $kirne, DSGU 10/94 ir no Cehijas, bet pargj;as skirnes

Visas tritikales Skirnes un Iinijas satur lunasinu, bet atskirigos daudzumos un seciba péc
augstaka Itmena: 0.002-26 >Dinaro>0008-86 K> 9933-109 B>9915-40B >9915-1-2K>0213-
22= ADM-4> DSGU 10/94>0213-22>0317-14>0006-31.

gan ir par maz, lai spriestu par audz&Sanas veida ietekmi.

audzgets konvencionala veida, burts B — biologiska veida. Bez K un B koda audz&ti integréta veida.

un Iinijas ir raditas Latvija. Stingri definéta lauksaimniecibas sistéma audzetu Skirpu un liniju




Lunasinu ekstrahé ar PBS buferi 48-72 h, maisot miltus uz magnétiska maisitaja 4 °C
temperatiira. PBS buferT pariet iden1 $kistoSie proteini. Tapéc, lai noskaidrotu, vai lunasina
saturs ir atkarigs no uUdeni SkistoSo proteinu daudzuma, izmérijjam proteina koncentraciju

tritikales sesu skirnu un liniju graudu ekstraktos (3.3.2. tabula).
3.3.2.tabula

Lunasina un ar WST-8 metodi noteiktais proteinu saturs tritikales §kirnés un linijas

Nr. Tritikales Lunasins pg/g miltu Proteina
Sicirne/ Tinija daudzums, mg/g
1 Dinaro 3109,22 + 29,22 0,17+0,01
2 SGU 10/94 1324,39 £ 15,1 0,25+0,01
3 0317-14 929,77+ 12,08 0,210,015
4 0002-26 6458,29 + 24,02 0,28+0,02
5 0213-22 1984,33+ 15,31 0,22+0,01
6 0006-31 429,97+ 10,06 0,40+ 0,02

Lunastna satura mérjjumu dati paraditi ka vidgjais = standartnovirze (S.D.), n=3

saturs. Visvairak proteinu ir Iinijai 0006-31, kuram ir viszemakais lunasina daudzums.

Korelacija starp lunasina saturu un tident $kistoSo proteinu daudzumu netika konstatéta.

Parrekinot lunasina saturu uz proteinu daudzumu, ieguvam ar dazam sojas Skirném
salidzinamu lunasina daudzumu. Sojas proteina lunasina koncentracija bija 13—44 mg/g miltu,

bet ar lunasinu bagatos sojas miltos koncentracijas sasniedza 27,3 mg/g miltu (de Mejia et al.,
2004).
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3.3.3.tabula

Vidgjais lunasina saturs mg/g pret iideni SkistoSo proteinu daudzumu

1 Dinaro 3,109 18,288
2 SGU 10/94 1,32 6,28

3 0317-14 0,929 3,716
4 0002-26 6,458 29,09
5 0213-22 1,984 7,085
6 0006-31 0,429 1,0725

Lunasina satura merfjumu dati paraditi ka vidgjais (bez standartnovirzes), n=3

legitie rezultati liecina, ka, rékinot lunasina daudzumu uz proteinu daudzumu, tritikale

ir ar lunasinu bagats graudaugs (3.3.3. tabula).
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3.4. Lunasina saturs rudzos

Eksperimentiem izmantojam Cetras Polija raditas ziemas rudzu Skirnes un vienu
Latvijas Skirni, tas ir, ‘Gradan’ F1, ‘Walet’, ‘Amilo’, ‘Dankowki Diament’un ‘Kaupo’ (Latvija)
(skat. 3.4.1. tabulu). Rudzu skirnes audz&tas konvencionalaja audzéSanas veida, izmantojot

standarta agronomijas praksi, kas ietver arT herbicidu un mineralméslu pielietoSanu.

3.4.1.tabula

Lunasina saturs rudzu Skirnés 2011. un 2012. gada

Nr. Rudzu skirne Lunasins pg/g miltu Lunasins pg/g miltu
2011.9. 2012.g.

1 Gradan f1 930,78 + 19,22 1598,01 + 102

2 Walet 871,16 + 11,1 923,48 + 30

3 Kaupo 1453,07 + 13,06 1140,14 = 54

4 Amilo 732,69 + 14,02 1318,62 + 48

5 D. Diament 1510,27+ 15,21 1513,92 £52

Dati paraditi ka vidgja koncentracija ar standartnovirzi, n=3.

Rezultati liecina, ka lunasina saturs divu gadu razas ir atskirigs. Salidzinot datus par
lunasina saturu augos abos razas gados, var konstatét, ka Grandan F1, Walet un Amilo Skirnes
augos 2012. gada lunasina saturs ir lielaks neka iepriek$gja gada, D. Diament Skirnes augiem
tas praktiski nav mainijies, bet Skirnes Kaupo rudzos lunasina saturs ir 2012. gada raza ir

mazaks neka 2011. gada raza.

66



Lunasin

2
100+ 883
E
[l
z
2 %
=
&
a L L B B B B B L B B B B L R s R s s na s 11}
2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0
3.4.1.attels. Rudzu Skirnes ,,Kaupo” hromatogramma.
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3.4.2.attels. Rudzu Skirnes ,,Gradan” hromatogramma.

Visam rudzu Skirném lunasina hromatogrammas paradija labi izdalitu lunasina smaili,
un pec sintétiska lunasina standartliknes laukuma tika aprékinata lunasina koncentracija rudzu
paraugos. Lunasina izdaliSanas laiks ir 8,2 min un ir ieglstama tipiska sekojoSa

hromatogramma (3.4.1. un 3.4.2. attgls).
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3.5. Lunasina saturs kvieSos

Eksperimentiem izmantojam piecas ziemas kvieSu Skirnes un linijas, no kuram tris ir
selekcijas linijas, bet Skirni ,,Fredis” izaudz€jusi Valsts Stendes graudaugu selekcijas instittita
pétnieki; $kirne ,,Olivin” ir no Vacijas. Sis ziemas kvie$u $kirnes bija audzétas atbilstosi
biologiskas lauksaimniecibas sist€émai. ,,Fredis” un St.A-1 kviesi ir ieteikti ka partikas kviesi,
bet Iinija 99-115 — ka dzivnieku baribas Skirne. Valsts Stendes graudaugu selekcijas institiita

p€tnieki noraksturoja graudu mitrumu.

3.5.1.tabula

Lunasina saturs ziemas kvieSu $kirnés un linijas 2011. gada un 2012. gada razas

Nr. Paraugs Lunasins pg/g Lunasins pg/g Mitrums, %
miltu 2011.g. miltu 2012.g.
1 Ziemas kviesi ,,Fredis’ 233,87 £10,12 45,13+ 5 10,7
2 | Z. kvie$i 99-115 12+ 1,1 - 9,8
3 | Z. kviesi 94-5 10+ 1,02 62,32+ 3,1 10,5
4 | Zkviesi St.A-1 200,30 + 14,22 28,1+£1,2 10,6
5 | Z. kviesi ‘Olivin” 190,33 £ 12,21 10,96 + 1,1 10,2

Dati paraditi ka videja koncentracija ar standartnovirzi, n=3.

legiitie rezultati (3.5.1. tabula) paradija, ka kvieSu paraugos ir neliels lunasina
daudzums, kas ievérojami varié starp razas gadiem. 2012. gada, salidzinot ar 2011. gadu, tas

butiski samazingjies $kirném un linijam Fredis, 99-115 (2012. g. nebija nosakams), St.A-1 un
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Lunasin
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3.5.1.attels. Ziemas kvieSu $kirnes ,,Fredis” hromatogramma.

Visiem kvieSu genotipiem lunasina hromatogrammas paradija labi izdalttu lunasina
smaili, un p&c sintetiska lunasina standartliknes laukuma tika aprékinata lunasina koncentracija

kvieSu paraugos.

3.6. Lunasina izplatiba auzu $kirnés un linijas

Pirms miisu eksperimentiem nebija zinams, vai auzas ir atrodams lunasins. [zvel&jamies
eksperimentiem piecas atsénalotas auzu Skirnes — “Laima”, ”Arta”, ”Stendes Liva”, “Ivory”
(Vacija) — un selekcijas Iiniju S-156. “Laima” ir Latvija vispopularaka auzu Skirne, kurai auzu
graudi nobriest videji velu, bet ,,Arta” ir agra Skirne. ,,Stendes Liva” nobriest velu, bet ir labi
piemérota graudu ieguvei. Vacijas Skirne ,,Ivory”ir labi adapt€jusies Latvijas klimata, bet
selekcijas Iinija S-156 ir ar izcilu graudu nokulSanas potencialu. Auzu Skirnes un linijas bija
audzetas konvencionala veida. Graudu miltu ekstraktos lunasinu elu€jam 20 min laika no katra
parauga un ieguvam simetriskas smailes péc 8,8 minttem.

3.6.1. att€la paradits hromatogrammas un masspektra piemers sintétiskajam lunastnam.
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3.6.1. artels. Sintétiska lunasina hromatogramma (augs€jais attéls) un masspektrs (apaksgjais

attels).

Visam auzu $kirném un linijam atradam lunasinam raksturigas hromatogrammas, kas ir

identiskas sintezeta lunasina hromatogrammai.
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3.6.2. attéls. Auzu linijas S-156 hromatogramma.

ESI-MS/MS spektru analize deva pieradijumus peptida identitatei.

Scan ES+
100 595.1
[72] 7 4+
» .\ +
é e 596.1 (1£=: I.I)
&
12594
784.4 821.3

miz

500 600 900 1000 1100 1200 1300 1400

3.6.3.attels. ESI-MS/MS spektrs no m/z 500 Iidz m/z 1500.

m/z 1111.3 atbilst sekvencei GDDDDDDDDD, bet m/z 595.1 — sekvencei PCEKH
(3.6.3. attels). Kvadrupola protoné&tais molekulas jons ar m/z 1258 tika noteikts ar viena jona
pieraksta metodi (single-ion recording (SIR)). Izrékinatie un salidzinatie b un y joni apstiprinaja
lunasina C gala sekvenci GDDDDDDDDD. Lai aprékinatu molekularo jonu masas ladina
attiecibu un proteina masu, tika izmantots brivi pieejams tieSsaistes kalkulators (Institute of
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Systems Biology). Jona M+4H*" (m/z 1256.7 reizinats ar 4) masa norada uz peptida masu

apméram 5026,8 Da, kas atbilst lunasina masai.

Mges mérijam lunasina saturu divu gadu razas un secinajam, ka lunasins ir atrodams
VisS0S paraugos, bet koncentracija ir loti mainiga: no 0,064 lidz 0,197 mg/g 2010. gada un no
0,034 Iidz 0,195 mg/g 2011. gada. “Ivory” izradijas ar lunasinu visbagataka auzu Skirne, tai
seko “S-156” un ”Arta”. Lunasina saturs “Ivory” S$kirné abos gados bija apméram vienads.
Tomér 2011. gada més noveérojam, ka lunasina saturs ir samazinajies $kirn€ “Laima” (58%) un

“Stendes Liva” (apmé&ram par 13%), bet Skirnei “Arta” un Iinijai “S-156" noverojam nelielu

pieaugumu.
3.6.1. tabula

Lunasina daudzums auzu $kirnés un linijas

Nr. Sl,(irnes un linijas Lunasins mg/g graudu
2010 2011

1. Laima 0,081 + 0,005 0,034+ 0,002
2. Arta 0,084 + 0,003 0,117 +£ 0,004
3. Stendes Liva 0,064 + 0,007 0,056 + 0,003
4. Ivory 0,197+ 0,010 0,195 + 0,009
S. S-156 0,091 + 0,005 0,117 +£ 0,004

Dati paraditi ka vidgja vertiba + SD, n = 3.

3.7. AudzeSanas veida ietekme uz lunasina daudzumu miez0s

Priekulu Laukaugu selekcijas institiita laukos paraléli organiskaja un konvencionalaja
veida tika audzetas 22 pavasara miezu Skirnes un linijas, kas atSkiras péc morfologijas,
izcelsmes un registracijas statusa (8kirne vai selekcijas linija); katra $kirne un linija audzéeta
atseviski 6,5 m? laucinos. Kopa analiz&jam 44 paraugus. Konvencionalajos laucinos ieprieksgja
gada bija audzeti kartupeli un izmantoti mineralmésli, herbicidi un insekticidi, ko parasti lieto,
audzgjot kartupelus. Organiskajos laukos iepriek$&ja gada bija audzeti zalie zirnisi, lauki bija
ravéeti. Katra skirnes un Iinijas graudi péc novaksanas tika izzaveti 11dz 14% mitruma [imenim.

Lunasina saturu mérijam divu gadu razas (3.7.1. tabula).
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3.7.1. tabula

Lunasina saturs (png/g) organiska un konvencionala veida audzétas mieZu Skirnés un Iinijas

Skirne/ Organiska sistema Konvencionala sistema Vidgjais

linija 2010 SD. 2011 S.D. videjais 2010 S.D. 2011 SD. vidgjais eksp,

Idumeja 613 54 726 51 67,0 80,2 51 731 41 766** 71,8 +
Rubiola 1693 78 1781 74 173,7* 618 56 692 46 65,5 * 119,6 +
Abava 342 23 314 29 32,8 270 3,7 205 272 23,7 28,3

Rasa 50 04 80 07 65** 70 05 100 03 8,5 7,5-

Vienna 789 42 655 34 722* 113 19 123 27 11,8* 42,0

Annabell 841 33 798 36 820* 187 17 229 31 20,8 * 51,4

Inari 50 03 51 04 51* 80 04 50 03 6,5 5,8 -
PR-4814 309 36 360 28 33,4 144 21 10,7 19 12,5 23,0
PR-3605 120 14 133 19 127* 100 04 92 09 9,6 11,1 -
PR-4812 238 18 16,7 15 203** 35 08 66 04 5,0 12,6 -
PR-4825 470 4,7 545 23 50,7 128 25 208 16 16,8 33,8

PR-4407 99,8 5,7 1390 11 1194* 182 32 156 09 16,9 * 68,2
PR-5145 86,3 5,5 1660 43 1262* 134 29 194 09 16,4 * 71,3 +
PR-4181 689 43 806 22 748* 119 27 162 04 141> 44.4
PR-4121 1513 6,8 1560 22 153** 1316 35 1890 22 160,3** 157,0+
Primus 100 04 180 10 140* 130 04 139 09 13,5 13,7 -
Bz12-83 99 27 113 06 106** 100 09 146 08 12,3 115-
Anni 173 22 195 10 184* 190 04 923 11 55,7 ** 37,0
Dziugiai 1086 66 954 10 102** 820 25 1680 25 1252** 1136+

Bz14-12 74 18 135 0,22 104** 173 29 546 23 36,0 23,2
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3.7.1. tabulas turpindjums

Bz14-99 136 23 237 13 187** 91 22 124 09 10,8 14,7 -

Irbe 247 28 191 23 219** 191 22 303 07 24,7 23,3
videji 52,2 59,2 55,7 27,3 40,3 33,8 44,8
min 5,0 51 51 3,5 5,0 5,0 5,8
max 169,3 178,1 173,7 131,6 189 160,3 157

* p<0,05, vertgjot vid&jo vertibu atskiribas konkretajai Skirnei vai linijai dazadas audz&sanas sisteémas

** p<0,05, vertgjot videjas vertibas virs vai zem Skirnu vai Itniju vid€ja [imena atbilstoSaja audzéSanas
sistema.

Atseviskas miezu Skirn@s un linijas lunasina saturs svarstijas no 5,0 lidz 189,0 pg/g .

Skirnes vai Iinijas nozime uz lunasina saturu bija statistiski nozimiga. Vidgjais lunasina
saturs, nemot véra abus gadus un abas audz&S$anas sist€émas, seSam Skirném un linijam bija
augstaks par vidgjo, bet septiniem — zemaks par visu Skirnu un Iiniju vid&jo lunasina saturu.
Tacu, salidzinot lunasina saturu atSkirigu Skirnu un Iiniju augos tikai konvencionalaja
audzeSanas sistéma, trim Skirném un Iinijam lunasina saturs bija augstaks un nevienam no
paraugiem tas nebija zemaks par vid€jo Itmeni. Atskirigi dati tika iegtiti ar organiskaja veida
audz@tajiem mieziem: Seit lielakam skaitam Skirnu un Itniju lunasina saturs bija augstaks neka
vidgji, lai gan Skirném “Rasa” un “Inari” visas analiz€s tika konstatéts zems lunasina saturs (10

pg/g vai mazak).
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3.7.2. tabula

Nozimiguma faktori, kas ietekmé lunasina saturu mieZu graudos

Dati Skirne/ | AudzeSana | Gads | Skirnes | Skirne/ | Audze¥ana | Gads Skirnes/
Iinija / Inijas Iinija Itnijas un
un audzeéSana
audzesa S
nas mijiedarbi
mijieda ba
rbiba
2010 74,8 8,8 0,004 0,0029
2011 69,8 3,2 0,018 n.s.
Organiska 96,1 0,5 <0,0001
Konvenc. 88 2,4 <0,0001 0,028
Kopuma 68,7 5,2 19,4 <0,0001 | <0,0001 <0,0001

Gengétiska iedzimtiba Skirn€m un linijam sintez&t lunasinu bija loti izteikta - 71,7%.

Organiskaja audzeSanas veida tas pasas mieZu Skirnes producgja videji par 21,9 pg/g vai 64,8%

vairak neka konvencionalaja sistéma. Aprékini liecina, ka audz€Sanas veidam ir statistiski

nozimiga ietekme uz lunasina saturu. Tacu zZimigi, ka 2011. gada lunasina satura atskiriba starp

abiem audzg&sanas veidiem bija 18,9 pg/g, un statistiska ticamiba nesasniedza p < 0,05 vertibu.

Sesam Skirn€m un linijjam organiska audz&Sanas veida gadijuma lunasina saturs bija

lielaks, bet ar kirni “Anni” novérojam pret&ju efektu. Skirnei “Rubiola” abos gados un abas

audzeSanas sisttmas lunasina Itmenis parsniedza 100 pg/g. 3.7.1. attela salidzinats lunasina

saturs dazu $kirnu un Iniju augos atkariba no audzgSanas sisteémas.
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3.7.1. attéls. Lunasina saturs biologiskaja un konvencionalaja sistéma audzétas mieZu $kirnés un

Iinijas.

Organiskaja audzesanas sist€éma Skirne, kas visvairak producg lunasinu, ir “Rubiola”,
bet konvencionalaja sisttma — linijja PR-4121, turklat 2011. gada §is linijas augos lunasina
saturs bija 189 pg/g ari organiskaja sistéma. Skirnei “Anni” lunasina satura svarstibas
konvencionalaja sisttma abos gados sasniedza svarstibu koeficientu 93,1%. Statistiski
nozimiga bija Skirnes un audzeSanas sistémas mijiedarbiba. Augstakais vid€jais lunasina saturs
abas audzeSanas sistemas tika konstatéts 2011. gada, tacu statistiska ticamiba tika sasniegta
tikai konvencionalaja sistéma audz&tajam $kirném un linijam. Korelacija starp lunasina saturu,
gadiem un audz&Sanas veidu bija ticama (p<0,01). Korelacijas koeficients organiskajai sisteémai

un gadam bija 0,94, bet konvencionalajai 0,90, un tas svarstijas no 0,44 lidz 0,69.
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3.8. Lunasina satura salidzinajums graudaugos

Mgs atradam lunasinu tritikalé un auzas, ka arT izmerfjam lunasina daudzumu Latvija
audzetas rudzu un kviesu $kirngs, kas atSkiras no literatira minétajam, jo ir ziemas skirnes. Ja
salidzina visos graudaugos atrasto maksimalo un vid€jo lunasina daudzumu, redzams, ka
vsivairak lunasina satur tritikale. Tomer tritikales Skirn€s un Iinijas ir izteiktas atSkiribas starp
maksimalo un minimalo lunasina daudzumu. Atrastais minimalais lunasina daudzums tritikalé

ir mazaks ka ziemas rudzu skirn€s un Iinijas.
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3.8.1. artéls. Lunasina saturs (ug/g) graudaugos: 1 — auzas, 2 — miezi, 3 — kvies$i, 4 — rudzi un

5 — tritikale.

Vertgjot vid€jo lunasina saturu, pétitie augi sarindojas $ada  seciba:
tritikale > rudzi > kviesi = auzas > miezi. Miezu $kirnu un Itniju p&tijumos lielaks uzsvars tika
likts uz audz€Sanas veida novert€§jumu neka lunasina izplatibas noskaidro$anu. Tomér mieZiem

tika izpétits vislielakais Skirnu un liniju skaits, tapec par mieziem ir ieglits visvairak datu.
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3.9. Petijumi par lunasina producesanos kartupelos

Iepriek§ veiktos p@tijumos ir noskaidrots, ka lunasins produc€jas naktenu dzimtas
(Solanaceae) augos. Tapéc més parbaudijam lunasina producésanos vairaku kartupelu Skirnu

un liniju seklas un bumbulos (3.9.1. tabula).
3.9.1. tabula

Lunasina saturs kartupelu bumbulos

Nr.p.k. Laucins Skirne, linija Lunasina saturs
1. Konvencialais “Prelma” Netika atrasts
2. Konvencialais “Imanta” Netika atrasts
3. Konvencialais S-01085-21 Netika atrasts
4. Biologiskais “Prelma” Netika atrasts
5. Biologiskais “Imanta” Netika atrasts
6. Biologiskais S 01085-21 Netika atrasts
7. Biologiskais “Gundega” Netika atrasts
8. Biologiskais “Blue Congo” Netika atrasts
9. Biologiskais “Laura” Netika atrasts
10. Biologiskais “Monta” Netika atrasts

Neparadijas atskiribas starp biologiskajiem un konvencionalajiem laukiem, un neviena

parauga neieraudzijam lunasinam raksturigu hromatogrammu un masspektru.

Lunasins netika atrasts ar1 kartupelu s€klas (3.9.2. tabula).
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3.9.2. tabula

Lunasina saturs kartupelu seklas

1. S02058-13 Netika atrasts
2. S02085-5 Netika atrasts
3. S02067-13 Netika atrasts
4. S02125-57 Netika atrasts

legiitie rezultati tika apstiprinati ar1 ar hromatografijas metodi (3.9.1. attéls).

Lunasin_26_05_2011_P_94_5_KV Smooth(ln 2x8)

SIR of 1 channel ES+
TIC

11.62

paraugs
100+ 1.60
%_
115
5

12.28 .12 65

3.9.1. artéls. Kartupelu séklu ekstraktu hromatogramma

Hromatogramma redzams matricas fons, bet nav lunasinam raksturiga pika. Tadgjadi

secindjam, ka lunasina kartupelos nav.
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3.10. Lunasina koncentracija dzivnieku baribas granulas

Analiz€jot divus laboratorijas dzivnieku baribas granulu paraugus, ar to ekstraktiem

ieguvam lunasinam raksturigas hromatogrammas.

Lunasin_29_12_2010_P_10 Smooth(Mn,2x8) SIR of 1 channel ES+
st.1 TIC
151 8.580e+001

1009 136

Lunasins _
741
7.32

229 45
7 0.00
5.63

6.36.6.58

15.81

957 1053 1909
1109 1225 1518

18.93
_16.82 1812

% 19.75

3.10.1. artéls. Partikas granulu Nr. 30290 ekstraktu lunasina hromatogrammas.

Lunasins tika konstatéts parauga nr. 30290. Ir redzams lunasina pikis, kas liecina par ta

klatbiitni Sajas baribas granulas (3.10.1. attels).

Lunasin_29_12_ 2010_P_6 Smooth(Mn,2x8) SIR of 1 channel ES+
st.1 TIC
2.663e+002

Lunasins _
7.37
2591
209
0.00

100+

3.10.2. attéls. Baribas granulu Nr. 29429 ekstraktu lunasina hromatogrammas.

Lunasins tika konstatéts arl parauga nr. 29429 (3.10.2. att€ls). Aprekinot lunasina
koncentraciju baribas granulas péc sintetiska lunasina standartliknes, konstatéjam atskirigus
lunasina daudzumus. S€rija 29429 saturgja 3,5 reizes vairak lunasina neka sérija 30290 (3.10.1.

tabula).
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Lunasina saturs laboratorijas dzivnieku baribas granulas

Nr.p.k. Seérijas numurs Lunasina saturs
1. 30290 0,0206 + 0,001 mg/g
2. 29429 0,0719 = 0,001 mg/g

Dati paraditi ka vidgjais ar standartnovirzi, n=3.

3.10.1.tabula

3.11. No auzam ekstrahéta un sintétiska lunasina antioksidanta aktivitate

Antioksidanta aktivitates noteikSanai izvél§jamies izmantot DPPH koncentracijas

samazinasanas metodi, ar kuru nosaka vielas sp&ju samazinat §1 briva radikala koncentraciju,

kas liecina par antioksidanta darbibu. Lunasina antioksidanta efektu vert€jam pec ta spgjas 0,1;

1; 10 un 100 uM koncentracija samazinat stabila briva radikala DPPH limeni. Par kontroli

izmantojam DPPH Skidumu bez inhibitora (lunasina) klatbtitnes, un tapéc pienémam, ka DPPH

koncentracija ir maksimala iespgjama, bet inhibicija — nulle. Rezultati atspoguloti

3.11.1. attela.

Inhibicija, %

30-
251
201

154

k *
104 .
1 * {]L‘
5 ’—}ﬁ
0_ T T |
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Lunasina koncentracija, pM

3.11.1. artels. Sintétiska lunasina (baltie stabini) un no auzam izoléta peptida (pelékie stabini)

DPPH koncentraciju inhib&josie efekti, * p < 0,05 vs. kontrole (DPPH $kidums).
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3.11.1. attela redzams, ka abu peptidu efekti neatSkiras, un gan sintétiskais, gan no

auzam izdalitais lunasins $aja testa uzrada antioksidanta 1pasibas.

3.12. Lunasina efekts uz §iinu proliferaciju

Ir zinams, ka lunastnam, galvenokart, ir citotoksiska iedarbiba uz véza Stnu linijam,
tomér iesp&jams, ka lielaka koncentracija Sis peptids var€tu samazinat ari citu $tinu Iniju
dzivotsp€ju. Lai noskaidrotu lunasina ietekmi uz Stinu dzivotsp&ju, izmantojam cilvéka embrija
nieru Stinu Itniju HEK293, kas ir viena no eksperimentos plasi izmantotam Stinu Itnijam. Iegttie
rezultati liecina, ka So S$tinu dzivotsp&ju lunasins ietekmé tikai 100 uM koncentracija, to

samazinot. (skatit 3.12.1. att€lu).
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3.12.1. attéls. Lunasina ietekme uz HEK293 Siinu dzivotspéju.

# p <0,05 vs. kontrole bez lunasina.

Rezultati rada, ka lunasins nav toksisks normalam cilvéka S§tinam, jo dzivotsp&jigo Stinu

skaits par 20% samazinas tikai tad, ja lunasina koncentracija ir tik liela ka 100 uM.
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3.13. Lunasina efekts uz glutationperoksidazes aktivitati

Glutationperoksiodazes aktivitates pieaugums parada peptida antioksidanta darbibu, jo
§is enzims ir viens no enzimiem, kas regulé peroksidu limeni $inas. Sakot no 10 uM
koncentracijas, lunasins paaugstindja glutationperoksidazes aktivitati, un nekonstat€jam
atSkiribas starp sintétiska un no auzam izoléta lunasina efektiem. Rezultati grafiski att€loti

3.13.1. attéla.
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3.13.1.attels. Sintetiska lunasina (baltie stabini) un no auzam izdalita peptida (pelékie stabini)

ietekme uz glutationperoksidazes (GPx) aktivitati HEK293 §iinu Iinija.

* P <0,05 vs. kontrole bez lunasina.

Zinot lunasina citotoksisko darbibu 100 uM koncentracija, ka augstako koncentraciju
Saja eksperimenta izvélgjamies 50 pM, lai neietekmetu Stinu skaitu paraugos, kuriem pievienots

lunasins.
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4. DISKUSIJA

4.1. Lunasina kvantitativas noteik§anas metozu attistiba

P&c lunasina atklasanas soja sakas intensiva metozu izstradasana, lai varétu kvantitativi
izmerit lunasina daudzumu. De Mejia ar lidzautoriem (2004) izstradaja ELISA metodi, bet, lai
to paveiktu, vispirms bija jaiegiist antivielas pret lunasinu. Tika iegiitas monoklonalas antivielas
pelé un poliklonalas antivielas trusi, un ka sekundaras antivielas izmantoja ar sarmaino
peroksidazi konjuggtas anti-peles IgG vai anti-trusa IgG antivielas. Lunasina monoklonalas un
poliklonalas antiviclas ieguva pret epitopiem EKHIMEKIQGRGDDDDD un
CEKHIMEKIQGRGDDDDD. Ka redzams, izmantota lunasina ipatnéja C gala sekvence, kurai,
ka izradas, ir arT labas antigéna ipasSibas. Trusa poliklonalas antivielas tika izmantotas
atSkaidijuma 1:250, bet monoklonalas — atSkaidijuma 1:1000, un lunasina koncentracijas
noteikSanas liknes linearais posms bija no 8 vai 16 lidz 48 ng/ml (Dia et al., 2013).
Koncentracijas un asbsorbcijas blivuma pieauguma linearitate ir saméra zema, un ar So metodi
nevar izm&rit zemas un augstas lunasina koncentracijas. Linearais posms ir tik mazs, ka butu
griti eksperimentos atrast pareizo atSkaidijumu.

ELISA metodes autori ieteica lunasina attiriSanai izmantot jonu apmainas
mikrospinkolonnas un tad mérit lunasina koncentraciju plazma. Iesp&ams, ka merjjumiem
cilvéku vai dzivnieku asins plazma ELISA metodes biitu piemérotas, jo tas ir klinika ierastas
rutinas metodes un neprasa dargu aparatiiru. Petnieki uzsver, ka no augiem izol&ta peptida sp&ja
saistities ar antivielam norada uz saglabatu sekundaro struktiiru, tatad art uz biopieejamibu.
Sakotngji lunasina atklasanai un satura noteikSanai izmantoja imunologiskas metodes, kas
pamatojas tikai uz lunasina fragmenta/antigéna atklasanu. Tomgr, ja cits peptids butu lidzigs
lunasinam un atskirtos tikai ar vienu aminoskabi, to nevarétu atklat ne ELISA, ne vesternblota
testos. Autori ar ELISA metodi ieguva linearu standartlikni no 8 11dz 48 ng/ml, kas lava izmerit
lunasina saturu sojas Skirn€s un Iinijas, un vesternblota analiz€ pieradit peptida identitati.
Nenoliedzami ELISA metodi var izmantot un izmanto ari musdienas. Lidz $im gan nav
publicéti dati, ka biitu uzlabota linearitate.

Imunometodém piemit augsta jutiba, bet trukst nepiecieSamas selektivitates, lai noteiktu
atSkiribu starp pirm&jiem peptidiem un to attiecigajiem metabolitiem. Ne vienmer ar antivielam
var uztvert metabolisma inducétaju ierosinatas peptida molekulas izmainas (piem., N-vai C-
gala noskel$anu), un $is tests uzrada parrobezu aktivitati (Cross-reactions), jo antivielas saistas

ar radniecigiem peptidiem, kuriem ir lidzigs antigéna rajons (Tamvakopoulos, 2007; Murao et
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al., 2007; Xi et al., 2012). Ar ELISA metodi nebija iesp&jams mérit lunasina koncentraciju
plasa diapazona, un metozu izstradasana turpinajas. Tika izméginata jonu apmainas
hromatografija, dalinu lielumu izslédzosa hromatografija ar ultrafiltréSanu, ELISA varianti,
vesternblots, augstefektiva $kidruma hromatografija (AESH jeb HPLC) ar diozu rindas
detektoru un matriksa asistéta lazera desorbcijas/jonizacijas lidojuma laika (MALDI-TOF)
peptida masas noteik§anas metode (Dia et al, 2009). Tika izméginata ari AESH
masspektrometrijas/masspektrometrijas tandéma metode (Dia et al., 2009). Bet, atskiriba no
misu pieejas, literatlira aprakstitaja metodé analiz€ja vispirms ar tripsinu saskelta peptida
fragmentus. Jeong et al. (2007) izmantoja Skidruma hromatografijas elektroizsmidzinasanas
masspektrometrijas metodi (SH-ESI-MS), lai izmé&ritu lunasina daudzumu no kviesiem iegiitos
ekstraktos. Lunasina peptidu identificgja péc fragmenta KQLQGVNLTPCEKH ar molmasu
656,8640 Da. No rudziem izol&to lunasinu identificja un ta daudzumu izmérija ar AESH-UV
detektora metodi (Jeong et al., 2009). Analiz&jot 21 rudzu $kirni un liniju, sesas lunasins netika
atrasts, kas liecina par iesp&jamam lielam lunasina satura svarstibam un nepiecieSamibu péc

metod@m, ar kuram iesp&jams mérit dazadus lunasina daudzumus.

MS lictosana peptidu identificéSanai lauj parvarét galvenos imunologisko metozu
trilkumus, bet katram peptidam ir nepiecieSama atseviska analize (Hook et al., 2010; Xi et al.,
2012). MS spgj sniegt pilnigu informaciju par strukturalo specifikaciju, tad€jadi nelaujot notikt
interferencei, un vienas analizes laikd var vienlaicigi identificét vairakus peptidus
(Tamvakopoulos, 2007; Xi et al., 2012). Tomér praksé novéro, ka imunologiskas metodes
peptidu un proteinu daudzuma noteikSana tiek izmantotas daudz plasak, jo ir komerciali
pieejami reagentu komplekti (kiti), un masspektometrijas potencials farmakologiski aktivu
peptidu pétnieciba nav pilnigi izmantots (Tamvakopoulos, 2007; Xi et al., 2012). Mé&s $aja
darba lunasina identific€Sanai un noteikSanai izmantojam Skidruma hromatografijas un masas
spektrometrijas tandéma metodi (SH-MS/MS). Turklat més pirmie ieviesam cietfazes
ekstrakciju lunasina attiriSanai un atdaliSanai no traucgjosiem savienojumiem (Nakurte et al.,
2012), kas lava atteikties no ultracentrifugéSanas, jonu apmainas un citam pirmapstrades
attiriSanas metodém. Lai veiksmigi var€tu izmantot masspektrometru ar meriSanas diapazonu
Iidz 2000 Da, elektroizsmidzinaSanas jonizacijas rezima ieguvam molekularos jonus ar
vairakiem ladiniem, tadgjadi samazinot m/z vertibu un izvairoties no vajadzibas vispirms
saskelt peptidu ar tripsinu Iidz fragmentiem. M&s veicam lunasina satura mériSanas metozu

salidzinajumu un noskaidrojam, ka pilns lunasina UV absorbcijas spektrs ir robeZas no 190 lidz
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600 nm. Tomér UV detektora lietoSana nenodroSina labu kvantitativo analizi, un més no ta

atteicamies.

Progress Skidruma hromatografijas un masas spektrometrijas tehnologiju attistiba
piedava lieliskas iesp&jas bioaktivo peptidu noteikSanai (Guijarro-Diez et al., 2014). Augstas
1z8kirtsp&jas masspektrometrijas izmantoSana lava apzinaties nepiecieSamibu péc jaunas
metodes, ar kuru varétu ticami identific€t un noteikt lunasinu. Zinatniskaja literatura aprakstitas
dazadas pieejas izcelsmes signala slap&Sanai, matricu atSkaidiSanai, ieprieks€jai lunasina
frakcijas attiriSanai, apgrieztas fazes vai jonu apmainas cietas fazes ekstrakcijai un dazadu
hromatografijas kolonnu izmantoSanai ar mérki samazinat interferenci. Apgrieztas fazes
Skidruma hromatografija lava ievérojami samazinat matricas interferenci. Matricas traucgjumi
ir saistiti ar endog€niem, sugai raksturigiem piemaisijumiem, kas joprojam pastav péc
pirmapstrades vai ekstrakcijas. Sie trauc&umi var izraisit jonu slapéSanas paradibu analita
pilienu veidoSanas (vai iztvaikoSanas) efektivitates izmainu dél un nosaka, cik liels skaits

analiz€jamo vielu jonu sasniedz detektoru (Annesley, 2003).

Parasti potenciali jonu slapétaji ir gaistoSie savienojumi vai metaboliti ar lidzigu
kimisko uzbiivi, kas elugjas 11dzigi analiz€jamai mérka vielai. PatieS$am, noteikti jonu veidi
(neorganiskie elektroliti, sali), polarie savienojumi (fenoli, arilsulfonati), ka ari organiskas
molekulas (oglhidrati, amini, urinviela, lipidi, peptidi) var biutiski ietekm& metodes
selektivitati, atkartojamibu, precizitati, reakcijas linearitati (signals vs. koncentracija) un
kvantitativas noteikSanas robezu (Annesley, 2003; Gosetti et al., 2010). Jaunu, gultai lidzigu
kolonnu iepakojumu tehnologiju (pieméram, fused-core®) attistiba ir pavérusi jaunas iespéjas,
lai parvarétu So problemu. Sakausétas serdes dalinas sastav no cieta kodola 1,7 pm izméra, ko
ieskauj neliela poraina ¢aula 0,5 pm izméra. Salidzinot ar pilnigi porainam dalinam, kausetas
serdes dalinas paatrina hromatografisko sadalijumu un palielina efektivitati, jo saisina diftizijas
celus, kas samazina masu parsiitiSanas pretestibu un samazina maksimalo hromatografijas piku
paplasinasanu. Petijumi pieradija, ka kaus€tas serdes kolonnas prieksrocibas ir tadas, ka neprasa
ipasus instrumentus un ir mazak uzn€migas pret sastrégumiem, jo ir lielaks iepliides poraina
materiala izmé&rs. Tomer, neskatoties uz $o tehnologisko attistibu, ir daudzi gadijumi, kad ari
§is tehnologijas nelauj atklat vélamo biologiski aktivo peptidu, jo trauc€jumus izraisijusi signala
apspiesana (Ruta et al., 2010). Péc SH/MS/MS metodes optimizacijas un selektivitates,
linearitates, precizitates un kvantitativas noteikSanas robezu apstiprinasanas bija iesp&ams
izméerit ar1 nelielu lunasina saturu soja — 25 ng /ml (1,5 pg lunasina/g proteinu). No sojas

miltiem izol€ta lunasina koncentracija svarstijas no 14,0 [idz 22,5 mg lunasina/g proteinu
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(Guijarro-Diez et al., 2014). Citi autori, pieméram, Guijarro-Diez et al. (2014) atzinigi verté
misu izstradato metodi ar tadiem jaunindjumiem ka cietfazes ekstrakciju, reversas fazes

kolonnas un zemas masspektrometrijas analizi, ko aprakstijam sava publikacija (Nakurte et al.,

2012).

Ir publicéti lunasina Skidumu stabilitates pétijumi, un tajos secinats, ka istabas
temperatira Skidumi ir stabili 12 h, ledusskapja temperatira — vairak neka 24 h, bet,
uzglabajot saldétava —22 °C temperatira, visa petijjuma laika nekonstatgja koncentracijas
samazinasanos. Istabas temperatira péc 12 h novéroja peptida pielipSanu pie mégenes

sieninam, bet ne struktiiras sabrukumu (Guijarro-Diez et al., 2014).

Skidruma hromatografijas-masspektrometrijas metodi arvien vairak iesaka izmantot
biologisku vielu testéSanai (Aubry, 2011). Tomér arT ta nav bez trikumiem, un pé&tnieki jau
strada pie citas — mikropliismas $kidruma hromatografijas-masspektrometrijas — metodes
(MFLC), kas samazinatu matricas ietekmi uz mérjjumiem un prasitu mazaku mobilas fazes

skidinataju patérinu (Steuer et al., 2015).

Jonizacijai ar elektroizsmidzinasanu (ESI) parauga esoSiem peptidiem un protelniem
pievieno vienu vai vairakus ladinus aminoskabju N-gala atkariba no to baziskuma pakapes.
Peptidiem pieskirtais 1adina lielums vari€ atkariba no tadiem faktoriem ka joniz&€jamo grupu
skaits, proteina struktiiras Tpasibas (pirm&ja vai telpiska struktira), izmantota Skidinataja
pasibas (Skidinataja polaritate, pH vertiba, piemaisijumu klatbiitne), ka ar no jonizacijas avota
un iesp&jamas dalinu mijiedarbibas masas analizatora. Uznemtaja masas spektra peptidi tipiski
tiek noveéroti, ja to ladina lielums ir no diviem lidz pieciem protoniem [(M+2H)2+ lidz
(M+5H)5+] un masas/jona ladina lieluma attieciba ir starp 300 un 1500 m/z (Soares et al.,
2012). Proteinu skel$anai tiek izmantots enzims tripsins, kas katalizé peptidsai$u hidrolizi aiz

katra Lys un Arg gandriz visos proteinos (Soares et al., 2012).
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4.2. Lunasina limena svarstibas augos

Lai varétu salidzinat lunasina daudzumu dazados augos, to pienemts izteikt masas
vienibas uz seklu vai protetnu daudzumu. DaZos augos, pieméram, piparu s€klas, ir loti maz
lunasina (Kwon et al., 2005), un lidz §im noskaidrotais augu izcelsmes produkts ar visbagatiako
lunasina saturu ir sojas pupinas. Lunasina proproteinu soja kode Gm2S-1 géns, un sojas petnieki
ir parliecinati, ka lunasins atrodams tikai se€klas un neviena cita auga dala. Peptids sak
producéties 5 ned€las péc ziedéSanas un saglabajas nobriedusas séklas. Tomér Park et al.
(2007a) publicgja petijumus par lunasina atklasanu nediferencétu sojas audu kultiira — kallusos
(callus) — un paradija no kallusiem izol&ta lunasina pretvéza efektus in vitro. Kallusi saka

producét lunasinu péc 6 ménesiem (Park et al., 2007a).

P&tijumos par sojas un graudu miltu un amaranta se€klu fermentacijas izmainam maizes
ierauga pienskabas riigSanas procesa (Rizzello et al., 2012) atklaja, ka 18-22 kDa izméra
albumini var€tu biit lunasina prekursori, jo péc to saskelsanas SDS-PAGE gela paradas lunasina
molmasai atbilstosi peptidi. Ar SH-ESI-MS metodi pieradija, ka tas patie§am ir lunasins un ka
pienskabas riigS§anas procesa lunasina saturs ir palielinajies 2—4 reizes. Lactobacillus curvatus
SAL33 un Lactobacillus brevis AM7 sintez&ja visaugstako lunasina daudzumu visos miltu
paraugos. Bez lunastna atrada arT 1sakus peptidus, kuru struktiira bija imtnreaktivais motivs
RGDDDDDDDDD. Sie pétijumi lava izvirzit hipotézi, ka lunasina daudzums seklas tik izteikti
varié mikroorganismu iedarbibas d€l, un vienlaikus paradija celu, ka iegiit funkcionalus graudu

produktus.

Mes savos petijumos monitor&jam lunasina saturu tritikale, miezos, ziemas rudzos un
kvieSos. Mes esam pirmie, kas atklaja lunasinu tritikalé un auzas, tapec nav citu autoru darbu,
ar ko salidzinat iegiitos datus. Nav ar1 citu autoru publikaciju, kuras butu salidzinats lunasina
saturs vienos un tajas pasas Skirn€s un linijas vairaku gadu griezuma. Miisu dati liecina, ka
lunasina saturs augos atskiras pa razas gadiem. Mums nebija liela rudzu un kviesSu Skirnu un
Iiniju kopa, jo misu primarais mérkis bija parliecinaties, vai lunasins atrodams ar1 ziemas
skirn€s, jo par ta esamibu graudos jau bija publikacijas. Interesanti, ka Jeong et al. (2009)
neatrada lunasinu visos rudzu genotipos. Lunasina saturs graudaugu séklas sasniedza videji
0,05-0,150 mg/g seklas. Latvija audzetajos ziemas rudzos tas bija augstaks — vid€ji ap 1 mg/g
s€klu. Ziemas kvieSos (Iinija 99-115) lunasina daudzums bija loti neliels 2011. gada, bet 2012.
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gada tas vispar nebija izmérams. 2011. gada zems lunasina saturs bija ar1 Iinija 94-5, bet Sai
Iinijai 2012. gada bija vérojams biitisks lunasina daudzuma pieaugums, lai gan kopuma tads
lunasina saturs tomer nav uzskatams par augstu. 2011. gada vid€jais lunastna daudzums kviesu

Skirn@s un linijas bija apmeéram 129 pg/g miltu, bet 2012. gada — 36,5 pug/g miltu.

Zinamas neskaidribas par lunasina produc@Sanos citos augos, nevis so0ja, raisija italu
zinatnieku pétijumi: publiceti dati, ka graudu transkriptoma un DNS datu bazeés nav atrastas
lunasina vai prekursorproteina struktiram atbilstoSas struktiras (Mitchell et al., 2013).
Mingtaja petijuma zinots, ka lunasina proteTnam atbilstoSs gé€ns atrasts tikai soja, tap&c Sie autori
uzdod jautajumu, no ka graudos rodas lunasins. Dinelli et al. (2014) pétija kviesu genotipus ar
SH-ESI-MS metodi, m&ginot izol&t peptidu un uztvert lunasina hromatogrammas, ka ari centas
noteikt kod€joso génu ar molekularas biologijas metodi polikédes reakciju (PCR), tacu lunasina
standartam identisku vielu neatrada un izvirzija hipot€zi, ka kviesi nevar sintezet lunasinu un
tam jarodas no mikroorganismiem vai citu kimisku reakciju rezultatd. Mes nemeklgjam
lunasina izcelsmes avotu graudos, tomér neliela daudzuma lunasinu konstatéjam visas Latvija
audzetajas ziemas kvieSu Skirn€s un Iinijas. Salidzinot hromatogrammas un masspektrus ar
sinttiska lunasina spektriem, nav Saubu, ka no visam graudu Skirn€m un Iinijam izol&tais

peptids ir identisks sintez€tajam lunastnam.

A11 auzas vidgjais lunasina daudzums nav liels, bet kopa ar citam auzu biologiski
aktivajam molekulam — cieti, B glikaniem un mineralvielam — tas nostiprina auzu ka
funkcionala uztura produkta vértibu. Auzam (Avena sativa L) ir daudzveidigas ipasibas un
plass uzturvertibas profils (Butt et al., 2008). Auzu Skiedrvielam un 3 glikaniem ir holesterina
limeni pazeminoSa darbiba (Czerwinski et al, 2004; EI Khoury et al, 2012; Othman et al, 2011.).
Auzu parslas un auzu blakusproduktus izmanto ka papildu arstéSanas lidzeklus pacientiem ar
cukura diabétu un sirds un asinsvadu slimibam. Pirms neilga laika pieradits, ka auzu klijas
ietekmé génu kopas, kas saistitas ar insulina sekréciju un B $tinu attistibu, ka ari proteinu sintézi,
un génus, kas saistiti ar véza slimibam (Ulmius et al., 2011). Meklgjot auzu $kirngs un linijas
lunasinu, m&s ar1 preciz&jam lunasina C gala sekvenci, jo Sebers et al. (2012) bija atradis vél
vienu aminoskabi un uzskatija, ka lunasins sastav no 44 aminoskabém (Seber et al., 2012). Mé&s
papildu aminoskabi lunasina molekula neatradam, un ari neviens cits autors lidz §im nav
apstipringjis ideju par 44 aminoskabju atlikumiem, bet tomér dazi autori piekrit Sebera
uzskatam un publikacijas raksta, ka lunasins ir 44 aminoskabju k&di satuross peptids (Alaswad
and Krishnan, 2016).

89



Savos pétijumos nenoveérojam lunasina satura korelaciju ar kop€jo proteinu daudzumu
graudos (Nakurte et al., 2013). Vidgjais auzas konstatétais § glikanu daudzums bija 3,1-4,63%
koncentracija. Ari literattira noradits, ka vid€jais B glikanu daudzums ir ap 4% (Manthey et al.,
1999). Auzu biologiski aktivo vielu spektra lunasins iederas loti labi, jo auzu ekstraktiem

kopuma ir konstatéta labvéliga ictekme uz cilvéka kardiovaskularo sistemu (Wong et al., 2013).

Miezu Skirnu un Iiniju petijjumos galveno uzmanibu més veltijam audzeSanas veida
izveérte§jumam. P&tijam lunasina saturu 22 $kirn€s un linijas un noskaidrojam, ka tas ir
salidzinos$i zems. Koreja audz&tos 22 miezu genotipos vidgjais lunasina saturs bija 0,4-0,6 mg/g
(Jeong et al., 2010). Tas ir apméram 2-3 reizes vairak neka miisu pétijuma konstat&tais vid&jais

lunasina Itmenis, kas ir ap 0,17 mg/g graudu.

MiezZos lunasinu pirmoreiz atklaja 2002. gada (Jeong et al., 2002). Lunasina identitate
tika pieradita ar vesternblota analizi un masas spektrometrijas peptidu kart€Sanu tripsina
saSkelta proteina g€la josla. Lunasins bija dalgji attirits ar anjonu apmainas un imunoafinitates
hromatografiju. Dal&ji attirits lunasins nomaca IPTG-inducétu koloniju veidoSanos stabili ras-
transfektétas peles fibroblastu §iinas. ST proteinu frakcija nomaca arf histona acetiléSanu pelu
fibroblastu Itnija NIH 3T3 un cilvéka kriits dziedzera adenokarcinomas $tinu Iinija MCF-7
histonu deacetilazes inhibitora natrija butirata klatbaitné (Jeong et al., 2002). Ta tika pieradits,
ka miezos atrastais lunasins ir biologiski aktivs un ka ta aktivitate lidzinas no sojas izoléta

lunasina aktivitatei.

Kartupelu bumbulos ir atrastas daudzas biologiski aktivas vielas, un més pielavam, ka
starp tam var€tu but arT lunasins, jo lunasins ir atrasts citos naktenu dzimtas augos. Tiesa,
ticamaka Skita lunasina producesanas se€klas. Kartupelu s€klas ieglist no virszemes vasas
zalajiem augliem, un to potencialais mediciniskais pielietojums netiek pétits. Ka pétijjuma
objektu mes izvelgjamies 10 kartupelu Skirnes un linijas, un ¢etru Skirnu un Iiniju séklas, tatu
ne seklas, ne bumbulos lunasinu nekonstatéjam. Iesp&jams, ka, atSkiriba no citiem
kultiiraugiem, lunasinu satur tikai noteikti naktenu dzimtas augi. Janem veéra, ka naktenu
dzimtai pieder loti daudzveidigi augi un $ai dzimtai izdala daudzas gintis, kuras ietver
auglaugus, ziedaugus un darzenus, pieméram, kartupelus (Solanum tuberosum L.), tomatus,
piparus, dekorativos augus, pieméram, petiinijas, Un arstniecibas augus, pieméram, vilkogu
(Atropa belladonna L.), velnabolu (Datura stramonium L.) un drigenes (Hyoscyamus niger L.).

Velnabola, melnas naktenes un piparu séklas ((Kwon et al., 2005; Jeong et al., 2007) ir atrasts
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lunasins. Ari tas bija viens no iemesliem. kapéc més parbaudijam lunasina produc€sanos

vairaku kartupelu skirnu un liniju s€éklas un bumbulos.

Lunastnu neatradam ar pupas, kaut gan sojas pupas ir tik bagatas ar lunasinu, ka varétu

domat, ka ta ir visai pakSaugu dzimtai kop&ja un raksturiga 1pasiba.

Laboratorijas dzivnieki tiek baroti ar baribas granulam, kuras satur nepiecieSamas
uzturvielas un vitaminus. Nemot véra literatiiras datus par no sojas vai graudiem izol&ta
lunasina labo biopieejamibu, jo to no proteazém aizsarga augos esosie proteazu inhibitori, més
parbaudijam hipotézi, ka laboratorijas dzivnieki varétu uznemt lunasinu no baribas granulam.
ST hipotéze apstiprinajas, jo mums izdevas noteikt $1 peptida klatbatni dzivnieku baribas
granulas. Turklat ta koncentracija dazadu seriju granulas bija atSkiriga 0,0206 + 0,001 mg/g un
0,0719 + 0,001 mg/g. Sada lunasina koncentracija ir relativi liela, ja to salidzina ar lunasina
saturu auzas, kas ir 0,081 + 0,005 mg/g un 0,034 + 0,002 mg/g. Redzams, ka lunasina saturs
baribas granulas lidzinas lunasina Itmenim auzas. Baribas granulas nav standartizétas pec
biologiski aktivo vielu satura, bet gan p&c receptiiras, un, vertéjot noraditas baribas granulu
sastavdalas (kukurtiza, kvieSi un sojas spraukumi), redzams, ka lunasina klatbiitne baribas
granulas varétu but skaidrojama gan ar misu datiem, gan Jeong et al. (2007) datiem par
lunasina Iimeni kvieSos. Noteikts, ka viena grama kviesu graudu ir 0,211-0,249 mg lunasina
(Jeong et al., 2007). Paslaik nav zinams, vai lunasinu satur kukuriiza un sojas spraukumi.
Aprakstits, ka sojas pupu asnoSana izraisa lunasina daudzuma samazinaSanos, tapéc nav isti
skaidrs, vai sojas asni satur lunastnu. Nakotné var€tu parbaudit, vai lunasins ir atrodams

kukuriza.

Jeong et al. (2007) pétijuma, lai noteiktu lunasina biopieejamibu pelu aknas p&c ta per 0s
uznemsSanas, veica vielu hromatografisku sadaliSanu un, pamatojoties uz histonu inhibiciju,
noteica lunasina biopieejamibu. Saja pétijuma tika novérota loti laba gan no séklam izdalita
lunasina, gan no pelu aknam izoléta lunasina korelacija Stinu kodolu serdes histonu inhibicijas
testa. Tas netie$i pieradija to, ka lunasins ir biopiejams un netiek saskelts kunga-zarnu trakta
gremoganas procesa (Jeong et al., 2007). Saja pétijuma peles sanéma ar lunasinu bagatinatus
kviesus, kas lauj izdarit pienémumu, ka tajos bija Bowman-Birk (BBI) un Kunitz tripsina (KTT)
inhibitori, kas pasargaja lunasinu no sadaliSanas, un tade] varja noverot lunasina izplatiSanos

audos (Hernandez- Ledesma et al., 2009b).
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4.3. Lauksaimniecibas sistemas ietekme uz lunasina saturu mieZos

Jau jaunas tikstoSgades sakuma pieauga interese par funkcionalo partiku, arT par
svarigakajam pamata uzturvielam un biologiski aktivam vielam, kuras varétu kalpot ka
profilakses lidzekli (Malaguti et al., 2014). Sodien ir zinatniski pieradits, ka veselu graudu un
pilngraudu produktu lietoSana uztura ir saistita ar tadu hronisku slimibu ka vézis, sirds un
asinsvadu slimibas, aptaukoSanas un diabéts samazinaSanos populacija. Ipasa nozime
graudaugiem un paksaugiem, kurus daudzos pasaules regionos kultivé jau kops seniem laikiem,
ir Vidusjiiras un Azijas tautu diéta, un tie nodro$ina ikdiena uznemamo proteinu daudzumu.
Peptidi ir protetnu molekulas, kas mazakas par 10 kDa un var pastavét dabiski vai ir iegtistamas
no dabiga proteina sekvences. Peptidi rodas galvenokart proteinu hidrolizes procesa vai augu
proteolitisko fermentu un mikrobu darbibas rezultata (Coda et al., 2012). Bioaktivajiem
peptidiem ir atSkiriga ietekme uz cilvéka veselibu: pieméram, tiem var biit antiproliferativi
efekti, pretmikrobu 1pasibas, asinsspiedienu pazeminoSa iedarbiba, angiotenzinu konvertgjoso
enzimu inhib&josa iedarbiba, tie var pazeminat holesterina limeni un uzradit prettrombu un
antioksidanta aktivitati, uzlabot mineralu absorbciju/biopieejamibu un nodro$inat opiatiem
lidzigu pretsapju efektu (Zambrowicz et al., 2013). Daudzi pétijumi liecina, ka ikdienas
edienkarte ieklauti parastie dzivnieku un augu izcelsmes produkti ir svarigs bioaktivo peptidu
avots. Augu avoti parasti ietver labibu (kviesi, miezi, kukurtza, risi), pseidolabibu (griki un
amarants), pakSaugus (soja, pupas, zirni) un citas augu sugas (piem., saulespuke). Biologiski
aktivo peptidu klatbutne graudaugos un pakSaugos paaugstina to ka partikas proteinu avota
kvalitati un pievieno "funkcionalitati". Ka pieméru var minét Italija veiktu petijumu, kura
paradija, ka organiski audzétas saulespuku seklas ir bagataks fitokimisko vielu saturs, kas
apliecin@ja iesp&ju ar biologisko audz&sanas veidu palielinat vélamo vielu Iimeni (Picchi et al.,
2012).

Galvenais §1 darba meérkis bija pétit agronomijas veida un lunasina produc€Sanas
mijiedarbibu miezos. Agronomijas veida ietekme uz biologiski aktivo vielu saturu &@damos
augos ir maz pétita. Zinams, ka augu bioaktivie peptidi pilda daudzas dazadas funkcijas, tai
skaita nodroSina aizsardzibu pret patogénu infekcijam un regulé augu augSanu un attistibu.
Turklat daziem augu partikas peptidiem ir izSkiro$i svariga nozime cilvéka veselibas
saglabasana. Lai veicinatu veselibai labvéligu biologiski aktivo peptidu uznemsanu ar partiku,
ir svarigi palielinat to koncentraciju augu partikas produktos, izmantojot optimalas kultiiraugu

audzeSanas metodes. Jamin, ka, lai gan ir pieejami daudzi zinatniskie zinojumi par augu
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biologiski aktivo peptidu identifikaciju un raksturoSanu (Farrokhi et al., 2008; Coda et al.,
2012; Zambrowicz et al., 2013; Belovic et al., 2011; Ortiz-Martinez et al., 2014), ir loti maz
pétijumu par korelaciju starp agronomijas praksi un dabisko peptidu koncentraciju, turklat nav

pieejami dati par hidrolizes cela iegiitiem bioaktivajiem peptidiem (Malaguti et al., 2014).

Iepriek$gjos pétijumos tika paradits, ka dazadas sojas Skirn€s lunasina saturs mainas
atkariba no vides apstakliem, bet 1idz §im nebija veikti p&tijumi, lai tiesi salidzinatu biologiski
un konvencionali audzetus augus. Tapéc més divas augSanas sezonas novertgjam Skirnes un
Itnijas un vides ietekmi uz lunasina limeni 22 biologiski un konvencionali audz&tu miezu
Skirn€s un linijas (Legzdina et al., 2014). Lunasina saturs miezu graudu paraugos bija robezas
no 5,0 lidz 189,0 ug/g, un kopgja videja vertiba bija 44,8 pg/g. Skirne un Iinija,
lauksaimniecibas sistéma un mijiedarbibu ietekme starp Siem faktoriem uz lunasina saturu
miezu graudos bija nozimiga (p <0,0001). Vidgjais lunasina saturs organiskaja audzeSanas
sistéma ir augstaks (21,9 pg/g jeb par 64,8%) neka tradicionalaja sistéma. Sie rezultati bija
lidzigi Koreja audz&tiem 5 miezu genotipiem, kuriem lunasina saturs bija 13,6-21,5 ug/g
(Jeong et al., 2002). Misu pétijuma miezu Skirnu un liniju diapazons bija lielaks, kas liecina
par lielaku genétisko daudzveidibu musu eksperimenta. Iesp&ju atlases un selekcijas cela iegit
sojas Skirnes ar augstu lunasina saturu ierosingja Hernandez-Ledesma et al. (2009a). Ari miisu
atrasta salidzinosi liela Skirnes un Iiijas ietekme uz lunasina saturu dazadas vidés atbalsta
iesp&ju izveleties un selekcionét ar lunasinu bagatus miezu genotipus. Miisu rezultati saskan ar
Wang et al. (2008) zinojumu par to, ka lunasina koncentracija sojas pupinas galvenokart ir
atkariga no Skirnes vai linijas un zin@ama méra — ar1 no vides faktoriem. Tika konstatéts
temperattiras un augsnes mitruma efekts un mijiedarbiba starp Siem faktoriem un Skirni vai
Iiniju. Lai gan misu eksperimenta lunasina satura atSkiribas, salidzinot lauksaimniecibas
sisteémas, bija tikai 5,2%, bet Skirne vai linija noteica 68,7% atSkiribu lunasina satura, kas
norada, ka galvena nozime ir Skirnei vai linijai, un abu faktoru mijiedarbiba noteica 19,4%
atSkiribu lunasina satura, biologiska audz€Sana ir laba perspektiva, un iesp&jams izvéleties
labibas genotipu ar uzlabotu lunasina saturu. DiemZgl kailgraudu mieZu Skirnei “Irbe” lunasina
saturs bija ievérojami zem vidgja. ,Irbe” ir Latvija radita Skirne, kas piemérota audzeSanai
augstas graudu razibas dél. Biologiskai audzésanai visdaudzsolosakas miezu Skirnes un Iinijas
ar augstu lunastna saturu bija “Rubiola”, PR-4407 un PR-5145. Abos pé&tijuma veikSanas gados
augstakais lunasina saturs skirnei 'Rubiola" tika konstatéts to audzgjot organiskaja audzésanas
sisttma. ST ir nesen registréta $kirne ar tadam agronomiskajam Ipasibam, kas to padara
piemérotu tieSi audz&Sanai biologiskaja lauksaimnieciba (Legzdina et al., 2008). Samazinatu

93



lunasina daudzumu novéroja miezu pavairoSanas Iinijam PR-4407 un PR-5145. Vaislas Iinija
PR-4121 un agrak zinama lietuviesu Skirne "Dziugiai" uzradija salidzinoSi augstu un stabilu
lunasina saturu abas lauksaimniecibas sist€émas. M&s pienemam, ka lunasina saturu nav
ietekm@jusi apstakli Skirnes radiSanas gada un ka tas nav zaud@ts intensivi veiktaja selekcijas
darba, jo otra veca Skirne “Primus” abas audz€Sanas sistémas abos razas gados uzradija zemu

lunasina saturu.

Meteorologiskajiem apstakliem un augsnei konkrétaja razas gada ietekme uz lunasina
saturu bija nozimiga tikai parastaja audzeSanas sistema, un tika I€sts, ka So faktoru ietekmes
apjoms ir tikai 2,4% pretstata skirnes vai Iinijas ietekmei, kuras lielums ir 88%. Selekcionariem
noderigi secinajumi péc misu pétijuma bitu tie, ka miezu skirnes un Iinijas atskirigi reagé uz
lauksaimniecibas sisttmam: sesi no 22 Skirném un linijam ieverojami vairak lunasina sintezgja
biologiskas agronomijas laukos, savukart viena linija vairak lunasina sintez&ja tad, ja to audz&ja
konvencionalaja sisttma. legltie rezultati apliecina biologiski audzétas partikas produktu
vertibu cilvéka veselibas uzlaboSanai. Kaut gan miezu Skirnes un Iinijas nav tik bagatas ar
lunasinu ka sojas un tritikales, més pieradijam, ka audzeSanai biologiskaja sist€ma ir nozime,
jo vienas un tas pasas Skirnes un Iinijas vienada augsné un klimata producé vairak biologiski
aktiva peptida — lunasina. Selekcijas darba varétu atlasit miezu Skirnes un linijas, kuras
producé visvairak lunasina, un audzgét tos biologiska veida. Miisu pétijuma par tadu izradijas

Skirne ,,Rubiola”.

Mgs esam pirmie, kas pétijusi lunasina Iimeni biologiskajos un konvencionalajos laukos
audzétos miezos. Sadi pétijumi ir bijusi un ir aktuali, jo aizvien turpinas diskusijas par partikas
augu audze$anu un auga notieko$ajam izmainam atkariba no audzeSanas apstakliem. Grinder-
Pedersen et al. (2003) atzimg&ja, ka biologiskas lauksaimniecibas sistéma audzeti graudaugi
satur daudz vairak antioksidantu un citu biologiski aktivu vielu, skaidrojot to ar augu stresa
faktoru, jo biologiskaja lauksaimnieciba mazak izmanto agrokimikalijas un palielinas augu
saskare ar dazadiem stresa faktoriem. Organiski audzetajos produktos atrasts palielinats
sekundaro augu bioaktivo vielu un C vitamina daudzums (Cardoso et al., 2011) un par 85%
augstaks flavonoidu Itmenis (Carbonaro and Mattera, 2001). Misu iegiitie rezultati apstiprina
hipotézi, ka biologiska graudu partika var saturét augstaku pretvéza vielas lunasina saturu, ja
audze€Sanai izveleta atbilstosa Skirne vai linija. Tomér misu pétijums paradija ar1 izteiktas
svarstibas dazadu gadu razas, un audzeSanas veidam statistiski bija mazaka ietekme ka Skirnei

vai linijai . Augstakas razoSanas izmaksas sadardzina biologisko partiku (par 45-200%), tapéc
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tiesi cena ir galvenais faktors, kas ietekmé tas patérinu. Pieméram, lai uzlabotu veselibu un
samazinatu véza risku, ieteicams ik dienu lietot uztura 5 darzenu un auglu porcijas, bet
biologiski audz&tu produktu iegade izmaksa dargak neka intensivaja (konvencionalaja)

razoSana audz&ti augli vai darzeni (Magkos et al., 2003, 2006).

4.4. No auzam izoléta lunasina biologiska aktivitate

Bioaktivi peptidi ir definéti ka "partikas atvasinati komponenti” (isti vai raditi), kas
papildus uzturvértibai organisma uzrada fiziologisku ietekmi. Daudzos pétijumos apstiprinats,
ka dzivnieku un augu proteinu hidrolizati var darboties ka dazadu brivo radikalu kéraji vai ka
antioksidanti dazados oksidativa stresa modelos. PEdgjos gados antioksidativa darbiba pieradita
loti daudziem augu proteiniem un Tsakiem peptidiem, tai skaita sojas, kviesu, turku zirpu,
kukuriizas, rapSu, kanepju séklu, zirpu séklu u.c. augu paraugos. P&tfjumos ar Afrikas jamsa
pupu séklam pieradija, ka mazmolekularie peptidi ar augstu hidrofobitati uzrada labaku
antioksidativo aktivitati DPPH testa, tiem ir labakas metalu helatu veidosanas 1pasibas un lipidu
oksidésanas samazinasanas efekts (Ajibola et al., 2011). Lidzigi secinajumi iegiti sezama seklu
peptidu pétijumos. Autori konstatja, ka visaugstaka antioksidantu aktivitate ir peptidiem ar
molmasu zem 1 kDa (Das and Bhattacharjee, 2013). Lunasins ir 5 kDA monomérs, un
iesp&jama ari ta atrasanas organisma dim&ru vai trimeru veida, tapéc iesp&jams, ka in vivo
lunastnam nebiitu izteikts antioksidanta efekts. Tomér in vitro testos lunasinam pieradita
parliecinos$a antioksidanta aktivitate (Garcia-Nebot et al., 2014; Jeong et al., 2010a; Hernandez-
Ledesma et al., 2009a; Liu et al., 2014). ASV razota uztura bagatinataja ar lunasinu LunaRich
X lietoSanas instrukcija noradits, ka lunasins ir aktivs tris visbiezak pétnieciba izmantotajos
antioksidantu testos, ka tam noverota linoleinskabes oksidéSanas samazinasana un ka lunasins

darbojas ka brivo radikalu kérajs un samazina makrofagu producétos skabekla brivos radikalus.

Miisu uzdevums nebija pieradit lunasina antioksidativo sp&ju, kas jau bija zinama, bet
parliecinaties, ka no auzam izol&tais peptids ir saglabajis bioaktivitati, jo m&s pirmo reizi
paradijam lunasina klatbtitni auzas un nebija citu literatiiras datu, uz ko atsaukties. Lunasina
izoleéSanai no auzu ekstrakta izmantojam Skidruma hromatografiju, savacot un apkopojot
eluatus (Nakurte et al., 2013). Péc tam izmérjjam lunasina koncentraciju eluatos un
pagatavojam lunasina standartam identiskus atSkaidijumus. Lai parliecinatos, ka lunasins nav
samazinajis Stinu skaitu un més tieS§am parbaudam lunasina antioksidativo efektu, vispirms
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proliferacijas MTT testa novért§jam lunasina efektu uz Stunu dzivotsp&ju. MTT testa
konstatgjam, ka lunasins 100 uM koncentracija samazina $tinu dzivotsp&ju, tap&c citos testos
izmantojam lunasinu zemaka koncentracija. Musu iegitie rezultati liecinaja, ka auzas satur

lunasinu, kas ir biologiski aktivs ari antioksidanta Tpasibu zina.

Glutationperoksidazes (GPx) galvena biologiska loma ir pasargat organismu no
oksidativa stresa izraisitiem bojajumiem. Biokimiski GPx samazina lipidu hidroperoksidu un
tdenraza peroksida Itmeni (Bhabak and Mugesh, 2010). GPx ir daudz izoformu, bet meés
nemérijam proteinu ekspresiju un nekoncentréjam pétijumu uz izoformu ekspresiju. GPx
aktivitati ar izmantoto reagentu komplektu méra netiesi péc reakcijas ar glutationa reduktazi.
Oksidéta GPx, kas veidojas, reducgjot hidroksiperoksidu un recikl€jot reakcija ar
glutationreduktazi un NADPH, tiek atgriezta atpakal reducéta stavokli. Savukart NADPH
oksidesana par NADP izraisa absorbcijas blivuma samazina$anos pie 340 nm. ST optiska
blivuma (OD) samazinasanas ir proporcionala GPx aktivitatei. GPx aktivitates palielinasana

11dz $im lunastnam nebija aprakstita.

Lunastna antioksidativa darbiba tiek uzsverta, runajot par ta pretvéza un pretickaisuma
darbibu, jo tas ir ciesi saistitas. Tap€c Sie testi ir nozimigi lunasina ka potencialas zalu vielas

izvertgjuma.

4.5. Lunasina molekulas potencials jaunu zalu dizaina

Lunasins augos nav tik liela koncentracija, lai biitu izdevigi to ekstrahét lielos
daudzumos un uzskatit ekstrah&Sanu par izdevigu peptida ieguves veidu. Peptida sintéze ir
darga. Parasti peptidu petnieciba mekle 1sakus peptidus un péc aktivu mazmolekularo peptidu
atklasanas mekle iesp&jas veikt struktiiras pareju uz organiskam molekulam. Augu pétijumi
kalpo tam, lai atklatu jaunas struktiiras ar interesantu darbibas mehanismu. Rekombinéta
lunasina radisana ir pavérusi biotehnologisku celu lunasina iegtisanai (Kyle et al., 2012; Aleksis
etal., 2016), tomér tas vél nav komerciali pieejams. Starplaika jau ir sakusies lunasina ka uztura
bagatinataja tirgoSana, un to veicina lunasina izcelsme no édamiem augiem. PatieS$am — lidz
Sim pétijumos lunasinu saturoSiem produktiem nav konstatétas nekadas blakusparadibas vai
toksicitate. Tomér ta alergéna 1pasibas vél nav pétitas, un dazi autori uzskata, ka lunasina sp&ja
pazeminat holesterina Itmeni var€tu bt saistita ar bitiskiem blakusefektiem, ja holesterina

limenis samazinatos parmeérigi. No augiem izol&tais lunasins nav 100% tirs, un uzskata, ka tiesi

96



citu proteinu apvalks pasarga lunasinu no sagremo$anas kunga-zarnu trakta. SintStiskais
lunasins tiek atri sagremots, un tas varétu bt Skérslis per 0s zalu formu radiSanai. lesp&jams,
ka nakotng lielaks potencials buis 1sakiem lunasina fragmentiem un tiks atrastas jaunas zalu
formas sintétiska peptida “iepakoSanai” cita forma, lidzigi ka gadijumos, kad zalu vielas iepilda
nanodalinu cietaja rezgl vai liposomas. Paslaik lunasinam ka netoksiskam véza profilakses vai
papildterapijas Iidzeklim nakotn€ prognoze lielus panakumus (Dia and de Mejia, 2013). No
sojas izoletu lunasinu ar 95% tiribas pakapi ievadot pelém per 0s un intraperitoneali zarnu véza
modeli, novéroja zarnu véza metastazu samazinasanos, bet nenovéroja, ka nozime biitu lunasina
ievadiSanas veidam, jo efekts neatSkiras un metastazes par 50% samazinajas gan péc per os,
gan intraperitonealas ievadiSanas (Dia and de Mejia, 2013). IepriekS bija novérots, ka
intraperitoneali injic€ts lunasins potencé oksaliplatina pretvéza efektu (Dia and de Mejia,
2011b). Tie gan vél ir tikai dzivnieku eksperimenti, tacu tie liecina, ka lunasinu var ievadit per

0S un izmantot véZa terapija ka papildlidzekli.

Nozimigako lunasina pétnicku Alfredo Galvez, de Lumen, Elvira Gonzalez de Mejia un

Vermont P. Dia publikacijas minéti $adi labvéligi lunasina efekti:

e epigenétisks darbibas veids;

o dabas produkts;

e visparpienemts ka lietoSanai dross;

o ideala hemoprotektiva pretvéza darbiba;
e pretnovecoSanas efekts;
 antioksidanta efekts;

o pretiekaisuma efekts;

e minimalas efektivas devas;

e neinvaziva lietosana (Lule et al., 2015).

Arl jaunakie lunasina pétfjumi joprojam ir veérsti uz ta pretvéza darbibas izpéti.
Kolorektalajam vézim ir raksturigi metabolisma trauc€jumi, un petnieki ir petijusi, ka lunasins
ietekmé véza cilmes $tinu augSanu, dzivotsp€ju un iedzivoSanos cilveka HCT116 Siinu Iinija,
kuru kultivéja kopa ar lunasinu 2 uM koncentracija, metforminu 60 uM koncentracija un citiem
sojas komponentiem, piem&ram, genistetnu 2 uM koncentracija un § konglicininu un glicininu
3 uM koncentracija. Sis vielas inhibgja §inu aug$anu un véza cilmes §inu sféru veido$anos
(Montales et al., 2015). Lunasins potenc€ja metformina efektu, kas norada uz ta potencialu

piemérotibu diabéta slimnieku arstésana.
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Ar1 pétot nesikSiinu plausu vé€za Siinu dzivotsp&ju lanasina klatbutn€, konstat&ja, ka
lunasins nonavé véza S$iinas, bet neietekm& normalu bronhu epitélija Sinu dzivotspgju
(McConnell et al., 2015). Par lunasina darbibas mehanismu S§ie autori uzskata retinoblastomas

proteina fosforiléSanas inhibiciju, kas rodas samazinata fosforiléta Akt [imena dgl.

Dazi pétnieki (Pabona et al., 2013) uzskata, ka lunasinu saturosa funkcionala partika
dod lielaku ieguvumu neka uztura bagatinataji. Tas secinats, salidzinot lunasina un genisteina
efektus un nekonstatejot atSkiribas. Tapéc tika visparinats, ka nav verts izdalit no sojas lunasinu,
bet vertigak ir uztura lietot sojas produktus. Tomér komerciali izdevigak ir tirgot uztura
bagatinatajus ar lunasinu, jo ne visi cilvéki vélas lietot sojas partikas produktus. Tapeéc sojas
pétnieki joprojam censas uzlabot metodes lunasina iegiiSanai no sojas, un ir aprakstita metode,
kura lunasinu izgulsné no metanola $kiduma ar kalciju (Krishnan and Wang, 2015). Sadi
izgulsnéts produkts satur tris proteinus ar molmasu 21, 14 un 5 kDa. Izgulsnétais 5 kDa peptids

ir lunasins.

Lidz $im loti maz ir pétita lunasina fragmentu biologiska aktivitate. HepG2 $tinu barotné
lunasina klatbutng 10 uM koncentracija pec 2 h sakas fragmentacija, un péc 20 h p&tnieki vairs

neatrada pilnu molekulu (Fernandez-Tome et al., 2014).

Izm@érama daudzuma barotné atrada tikai C gala fragmentus:

F1, f(32-43), GRGDDDDDDDDD

F2, f(30-43), IQGRGDDDDDDDDD

F3, f(29-43), KIQGRGDDDDDDDDD

F4, f(26-43), IMEKIQGRGDDDDDDDDD
F5, f(25-43), HIMEKIQGRGDDDDDDDDD

To vidi domingja 5. frakcija lunasins 25-43. Tapéc uzskata, ka S§im fragmentam ir
vislielaka biologiska aktivitate. Patie§$am lunasina 25-43 C gala lunasina fragmentam var&tu bt
vislielaka loma lunasina struktiira, jo N galam nav konstatéti nekadi biologiskie efekti.
Iesp&jams, ka lunasina N gala struktiira bija sadalijusies lidz atseviskam aminoskab&m, tapéc
pétnieki atrada tikai dazadus C gala fragmentus. lesp&ams ari, ka lunasins ir internalizgjies
§tinas un tapec barotn€ vairs nebija atrodams. Noskaidrots, ka $tinu Iinijai ir loma lunasina
stabilitate, jo, pieméram, Caco-2 $iinu linijai pievienotais lunasins bija stabils 24 h un fragmentu

raSanos nenovéroja (Garcia-Nebot et al., 2014).
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Nemot veéra N gala nestabilitati, ir piedavata vél viena metode rekombinéta lunasina
iegtiSanai, kura N galu aizsarga, lai ieglitu neizmainitas strukttiras lunasinu. Pie lunasina N gala
pievieno pH inducétu paSnoskelSanas struktiiru Ssp DnaB mini inteinu, kas pievienots hitina
saistiSanas doménam. Sadi sagatavotu proteinu (fusion protein) bioreaktora ar laktozes
palidzibu ekspresé zarnu nijjinas. Proteins piesaistas pie hitina afinitates kolonnas un, mainot
pH un temperatiiru, var panakt pievienota inteina atSkelSanos. Ta tiek iegiits attirits lunasins
koncentracija 75 mg litra (Setrerrahmane et al., 2014). Parrékinot uz molaro koncentraciju, ta
ir 15 mM. Mingétajas publikacijas in vitro pétijumos lunasinu $tnu kultiram pievieno dazadas
koncentracijas, bet visbiezak no 0,1 lidz 20 uM koncentracija. Tatad iegiito lunasina skidumu
var atSkaidit 1000 un vairak reizu. In vivo eksperimentos lunasins ir izmantots aplikacijas uz
adas, ievadits intraperitoneali un per 0s, ka arT intracisternali, un izmantotas devas ir bijusas

dazadas.
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5. SECINAJUMI

1. Ieviesta cietfazu ekstrakcija un elektroizsmidzinaSanas Skidruma hromatografijas
masspektrometrijas optimizacija lauj identificét un kvantitativi noteikt lunasinu péc ta
molekularajiem joniem. Izstradata metode bitiski uzlabo lunasina ekstrah&€Sanu no augu
materiala, un lunastna molekularo jonu masas spektru izmantosana atvieglo peptida fragmentu

identific€Sanu un molmasas aprékinasanu.

2. Lunasins atklats tritikale un auzas, ka ar1 ziemas rudzu un kviesu $kirn€s un linijas. Pieradits,
ka lunasina daudzums augos vari€. Atrastas ar lunasinu bagatakas skirnes un linijas un paradits
selekcijas virziens, mekl&jot linijas ar lielaku lunasina producesanas sp&ju. Tritikale ir ar

lunasinu bagatakais 11dz §im zinamais graudaugs.

3. Pirmoreiz pieradits, ka lunasina producé$anos miezos visvairak ietekme tiesi Skirne vai linija.
Atrastas biologiskajai lauksaimniecibai piemérotas ar lunasinu bagatakas Skirnes un linijas.
Ipasi piemérota ir Latvija radita $kirne ,,Rubiola”. Paradita iesp&ja atlasit un selekcionét

biologiskajai lauksaimniecibai piem&rotas miezu Skirnes.
4. Lunasins neproducgjas kartupelos un kartupelu seklas.

5. Lunasins atklats laboratorijas dzivnieku baribas granulas, kas satur sojas, kukuriizas un

graudu piedevas.

6. No auzam izol&tais lunasins ir biologiski aktivs, un ta efekti antioksidantu testos in vitro

neatSkiras no sintetiska lunasina efektiem.

7. Graudaugos lunasins ir plasi izplatits, bet ta daudzumi nav pietiekosi lunasina ekstrah&Sanai
pétnieciskiem noliikiem un nav pietiekosi kliniskajiem pé&tijjumiem. Tomér augos peptids ir
biologiski aktivs un no graudiem izol€to lunasinu var izmantot farmakologiskas darbibas

mehanisma un biopieejamibas noskaidroSanai.
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7. PATEICIBAS

Izsaku pateicibu visiem, kas sniedza moralo atbalstu, deva noderigus padomus un

finansiali lava paveikt So man tik nozimigo darbu.

Vislielako pateicibu velos izteikt savai darba vaditajai, sirsnigam cilvékam un lieliskai
profesorei Dr. hab. biol. Rutai Muceniecei par pretimnakos$o attieksmi visu studiju gadu
(bakalaura, magistra un doktora studiju) laika. Paldies par ieteikumiem magistra darba tapSana,
par disertacijas izstrades gaitd sniegtajiem ieteikumiem, palidzibu un atbalstu. Paldies par
cilvécigako un saprotosako attieksmi, ar kadu studiju laika esmu saskarusies. Paldies par doto

iesp&ju biit doktorantu rindas un giit fantastisku pieredzi akadémiskaja un zinatniskaja darba.

Vislielakais paldies arT maniem milajiem— manai gimenei par emocionalo atbalstu un

sapratni. IpaSs paldies vecakiem — paldies, ka jiis devat milzu artavu manai nakotnei.

Paldies Latvijas Universitates Medicinas fakultates kolégiem par noderigajiem
padomiem un patikamo darba vidi. Ipass paldies Dr. kim. Ilvai Nakurtei par atbalstu, pacietibu
un palidzibas snieg$anu; Prickulu Laukaugu selekcijas instittita un Valsts Stendes Graudaugu
selekcijas institiita petniekiem; asoc. prof. Unai Riekstinai par padomiem dazadu jautajumu
sakara; Dr. farm. Zanei Dzirkalei par atbalstu; Kasparam Jeékabsonam par pacietibu, apmacot

in vitro eksperimentu veikS$ana; Dr. farm. Ulrikai Beitnerei; Dr. med. Evitai Rostokai un citiem,

Paldies maniem ,,SIA Latvijas aptiecka” kolégiem par izpalidzibu un atbalstu brizos, kad

man tas bija vajadzigs.

Pateicos par iesp&ju veikt petijumus ar finansialo atbalstu. Paldies par finansgjumu
ESF projektam Nr. Nr.426 2009/0218/1DP/1.1.1.2.0/09/APIA/VIAA/099, ka art
doktorantiiras projektam D-715005d-ST-N-840.

Pateicos par doktorantiiras laika sanemto stipendiju ESF projekta ,,Atbalsts doktora

studijam Latvijas Universitate” Nr. 2009/0138/1DP/1.1.2.1.2/09/TPTA/VIAA/004 ietvaros.

Pateicos par iesp&ju piedalities Latvijas-Lietuvas-Taivanas projekta ,,Mezenhimalo

Cilmes $tinu un audzgja cilmes $tinu reakcija uz nanodalinam”, projekta Nr. 11-13/1ZM 14-13,

LU Nr.FP-2937-ZF-N-840 realizacijas darba grupa. Ta bija lieliska iesp&ja apgit jaunas darba

metodes Stinu laboratorijas darba un giit pieredzi ka brivpratigajai §1 projekta realizacija. Bez

finansiala atbalsta butu sarezgitak realizét studiju un pétniecibas darbu veiksmigai doktora
studiju programmas izpildei.
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