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ANOTACIJA

Promocijas darbs ir veltits augu triterpenu: betulina, betulinskabes, lupeola un
partikas produkta — kartupelu CNS efektu izpétei, ka ar1 glikoalkaloidu un polifenolu
satura noteikSanai kartupelos. Bioaktivo vielu daudzuma noteikSanai augos un izol&to
biologiski aktivo dabas vielu darbibas molekularo mehanismu noskaidrosanai ir mérkis
— izvertét dabas vielu iesp&jamo pielietoSanu medicina. Dazi no Siem savienojumiem
jau tiek izvertéti kliniskajos pétijumos. Pieméram, betulins ir b&rzu tass galvenais
triterpens, bet ta atvasinajums betulinskabe un betulinskabes sintétiskie analogi klinika
tiek parbauditi melanomas un HIV arstésanai.

Promocijas darba rezultata ir iegtiti dati par pétito dabas vielu darbibas
mehanismiem. Atklats, ka betulins selektivi saistas pie melanokortinu receptoru pirma
apakstipa, kura aktivacija ir saistita ar adas pigmentaciju un melanomu, un antagonizg
a-MSH peptida izraisito cAMF stimulaciju. Betulins saistas ar ar smadzenu darbibu
bremzg&josa mediatora y—aminosviestskabes (GASS) A tipa receptoru GASS4.
Betulinskabe un lupeols nesaistas ne ar melanokortinu, ne ar GASS4 receptoriem.

Kartupelos noveérots mainigs benzodiazepinu (diazepama) saturs un pirmo reizi
pieradits, ka kartupeliem, pateicoties tajos atrastajai GASS vai GASS-ergiskam vielam,
piemit CNS efekti.

Divas sezonas monitoréts glikoalkaloidu a-solantna un a-hakonina Itmenis Latvija
audzgtos kartupelos un pieradits, ka to saturs kartupelos ir loti zems.

Noteikts polifenolu saturs kartupelu sula, kas, izteikts galluskabes ekvivalentos, ir
apmeéram zalas un melnas t&jas polifenolu limeni: apméram 0.95 mg/ml kartupelu

sulas.

Balstoties uz iegiitajiem rezultatiem, varam secinat, ka augu biologiski aktivo
vielu darbibas molekularie mehanismi ir daudzveidigi un vielu kimiskajai uzbtvei ir
loti liela nozime, jo no strukturali Iidzigajiem triterpenoidiem tikai betulins uzradija
CNS ietekméjosu darbibu. Betulina saistiSanas ar melanokortinu receptoriem varétu bt
betulina pretickaisuma un adas balinosa efekta darbibas mehanisma pamata, bet
saistiSanas pie GASS, receptoriem izskaidro betulma pretkrampju efektus. Betulina
farmakologisko efektu atSkiriba no Kkimiski radniecigajiem savienojumiem
betulinskabes un lupeola liecina par iesp&u betulina molekulu izmantot jaunu

biologiski aktivu vielu sintézei.



Pirmo reizi paradits, ka kartupelus var uzskatit par funkcionalu partikas produktu, kas
ietekmé smadzenu darbibu. Sads secindjums izdarits, jo 1idz §im nebija publicétu datu
par kartupelu ietekmi uz CNS péc peroralas ievadiSanas. Atseviskam vielam, kuras
atrastas kartupelos - benzodiazepiniem, GASS, polifenoliem, glikoalkaloidiem -
dazada koncentraciju diapazona ir pieradita biologiska darbiba in vivo, bet més pirmo
reizi paradijam kartupelu sulas pretkrampju darbibu pelém un izskaidrojam So efektu ar
kartupelu aktivo vielu saistiSanos ar GASS4 receptoriem. Pieradijam, ka aktivas vielas,

kas saistas ar GASS4 receptoru, ir diazepams un GASS.

Atslegvardi: betulins, betulinskabe, polifenoli, antioksidanti, benzodiazepini, GASS,

glikoalkaloidi, radioligandu saistisanas, AESH metode.



ABSTRACT

This doctoral thesis is devoted to studies of the CNS effects of the plant
triterpenes betulin, betulinic acid and lupeol, as well as those of potatoes. Determination
of the level of bioactive compounds in plants and molecular mechanisms of action of
isolated biologically active substances is consistent with the far-reaching goal of
evaluating applicability of biologically active plant substances in medicine. Some of
these compounds have already been investigated in clinical settings, where the anti—
melanoma and anti—HIV properties of betulin and betulinic acid have been demonstrated.
Clinical studies have revealed that betulin selectively binds to the first subtype of the
melanocortin receptor, whose activation regulates skin pigmentation and melanoma
prevention. Betulin also antagonizes o—MSH induced augmentation of cAMP production
in cells. In addition, betulin binds to A type receptors of the brain neuromediator y—
amino butyric acid (GABA,).

Our studies revealed variable concentrations of benzodiazepines (diazepam) in
potato tubers, with a novel demonstration that potato juice can initiate CNS effects due to
elevated content of GABA or GABA-ergic compounds in the potato. We monitored
levels of glycoalkaloids in potato varieties grown in Latvia and demonstrated that content
of the glycoalkaloids a-solanin and a-chakonine is low. The level of poliphenols in
potatoes, calculated as equivalents of gallic acid, was similar to that found in green and
black tea: 190-200mg/200 ml of potato juice.

Based on further results, we conclude that the molecular mechanisms of action of
plant bioactive substances are multifaceted and emphasize the significance of their
chemical structure, as only betulin showed CNS action when compared with other
structurally similar plant triterpenes. The anti—inflammatory and skin whitening effect of
betulin might be due to its binding to melanocortin receptors, but the anti—convulsant and
anxiolytic effects may result from its binding to GABA, receptors. Differences in
betulin's pharmacological effects in comparison with betulinic acid and lupeol suggest the
possible applicability of betulin in the synthesis of novel drugs.

We have demonstrated a novel finding that whole potato tubers may have the

ability to directly influence physiological processes affecting health, besides serving as a



functional food. While it was previously known that benzodiazepines, GABA,
poliphenols and glycoalkaloids act in vivo, our data demonstrating CNS effects of the

potato are novel.

Keywords: betulin, betulinic acid, polyphenols, GABA, glycoalkaloid, radioligand
binding, HPLC assay.
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DARBA STRUKTURA UN APJOMS

Promocijas darbs uzrakstits latviesu valoda, ta apjoms ir 104 lappuses. Darbs satur 10
tabulas un 21 att€lu. Literatiiras saraksta ir 174 literatiiras avoti.
Zinatniska darba aprobacija notikusi 5 konferenc€s un kongresos.

Promocijas darba rezultati apkopoti 3 starptautiski cit§jamos zZurnalos.

PUBLIKACIJU UN ZINOJUMU SARAKSTS

Publikaciju saraksts

Promocijas darbs ir veidots ka public€to rakstu kopa un promocijas darba ieklauti ari

vel nepubliceti dati.

I. Muceniece R., Saleniece Kr., Riekstina U., Krigere L., Tirzitis G., Ancans J. Betulin
binds to melanocortin receptors and antagonizes alpha-melanocyte stimulating hormone
induced cAMP generation in mouse melanoma cells. Cell Biochem Funct. 2007;25:
591-596.

II. Muceniece R., Saleniece Kr., Krigere L., Rumaks J,.Dzirkale Z., Mezhapuke R.,
Kviesis J., Mekss P., Klusa V., Schioth H.B., Dambrova M.

Potato (Solanum tuberosum) juice exerts an anticonvulsant effect in mice through

binding to GABA receptors. Planta Med. 2008;74(5):491-496.

III. Muceniece R., Saleniece Kr., Rumaks J., Krigere L., Dzirkale Z., Mezhapuke R.,
Zharkova O., Klusa V. Betulin binds to gamma-aminobutyric acid receptors and exerts

anticonvulsant action in mice. Pharmacol Biochem Behav. 2008;90:712-716.

Par rezultatiem ir zinots zinatniskajas konferencés un kongresos:

1. Krigere L., Saleniece K., Muceniece R., Dambrova M., Tirzitis G. The betulin
binding to the GABA and benzodiazepine receptors in the mice brain. The IX
International Congress ,,Actual problems of creation of new medicinal preparations of

natural origin”, Phytopharm 2005, St. Peterburg, June 22-25, 2005, 805p.
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2.Vrublevska Kr., Petjkane 1., Krigere L., Saleniece Kr., Muceniece R. Experience of
the dispensing of plant and sea animal extract-based rheumatoid arthritis drugs.
Abstracts 2" BBBB Conference on Pharmaceutical Sciences (Tartu, 13 — 15 September
2007), Eur J Pharm Sci, 2007, 32/1S, S33.

3. Kr.Saleniece, I.Korcagina, L. Krigere, Kr.Vrublevska, R. Muceniece. Studies on
extemporal drug storage and expiration dates. Abstracts 2" BBBB Conference on
Pharmaceutical Sciences (Tartu, 13 — 15 September 2007) Eur J Pharm Sci , 2007,
32/18 suppl., S24-S25.

4. Krigere L., Jekabsons Kr., Saleniece Kr., Muceniece R. Qualitative and quantitative
analysis of the phenazepam tablets 12 years after manufacturing. Abstracts 2™ BBBB
Conference on Pharmaceutical Sciences (Tartu, 13 — 15 September 2007) Eur J Pharm
Sci, 2007, 32/1S suppl., S24.

5. K. Saleniece, S. Bérzina, G. Tirzitis. Antiradical properties and ability to reduce
ferric ions in St. Johns wort and strawberry leaves. International conference
”Pharmacology in Latvia: stepping into the 21st century”, March 12-13, 2004, Riga,
Proc.Latvian Acad.Sci., Section B, 58, 2004, A10.

Daliba projektos:
1) LU pétniecibas projekta: Kartupelu (Solanum tuberosum, L.) ekstrakta arstniecisko

1pasibu zinatniska izp&te” (vaditaja prof. R.Muceniece).

2) LZP projekta: Melanokortinu un to sintétisko mimeétiku loma neiro-immino-
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1. IEVADS

Pedgjas desmitgades jaunu arstniecibas vielu izstrade un profilaktisko Iidzeklu
mekl&jumos liela uzmaniba tiek pieversta augu bioaktivajam vielam. Samera biezi jauni
zalu prototipi ir atrasti, pemot vera un kritiski izvert§jot tautas medicinas atzinas.
Misdienas empirisko zinasanu izvertésanai ir pieejamas modernas metodes. Tas ir lavis
noskaidrot daudzu dabas vielu darbibas mehanismus molekulara limeni. Savukart
cilvéka genoma atSifré€Sana ir veicinajusi kompleksu daudzfaktoru slimibu izpéti. Péc
biokimisko markieru salidzinasanas izradijas, ka daudzas saslimSanas un to riska faktori
ir cie$i saistiti, piem&ram, neiroiekaisums, aptaukosanas, kardiovaskularas slimibas un
vézis. Tapéc dabas vielu darbibas molekularo mehanismu noskaidroSana un
farmakologiskas darbibas novértéSana arvien plasak iegiist praktisku pielietojumu
klmika. Gan izoletas aktivas vielas, gan viss augs kompleksi iedarbojas uz Stnu
signalceliem, kurus var gan stimulét, gan nomakt dabas vai sintétisko vielu lietoSanas
rezultata. Svarigi ir parliecinaties par vielu ietekmi uz organismam svarigiem
procesiem. Pieméram, daudzas izolétas augu aktivas vielas ir lipofilas molekulas, kas
pariet asinsvadu-smadzenu barjeru un iedarbojas uz smadzenu receptoriem, izraisot
centralas nervu sisteémas (CNS) efektus.

Misdienas tiek pétita ar1 funkcionala uztura loma veselibas saglabasana.
Funkcionalais uzturs tiek definéts ka parastas di€tas dala, kas satur biologiski aktivas
vielas ar pieraditu ietekmi uz kadas slimibas riska faktoriem.

Bez proteinu, oglhidratu un lipidu sint€zes augos notiek dazadi biokimiski
procesi, kuru rezultata rodas biologiski loti aktivi savienojumi — sekundarie metaboliti.
Sekundarie metaboliti biezi ir izmantoti ka prototipi jaunu arstniecibas lidzeklu
radiSanai, jo ir atklats, ka augos sintezetas vielas, nokluvusas cilvéka organisma, atrod
bioktmiskos $iinu tiecamelementus (fargets) un var darboties Iidzigi hormoniem vai

neiromediatoriem.

Darba t€ma atbilst agrak izvirzitajam LR zinatnes prioritatem 2006-2010.
gadam ,,Biomedicina un farmacija”, ka art LZP priekSlikumiem zinatnes prioritarajiem
virzieniem 2010. — 2013. gadiem ,Jauni arstniecibas, diagnostikas lidzekli un
biomedicinas tehnologijas”, ari LU pétniecibas projektiem par t€mu ,Daba un

veseliba”. Eksperimentalais darbs dalgji veikts LU pétniecibas projekta ,Kartupelu
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(Solanum tuberosum, L.) ekstrakta arstniecisko 1pasibu zinatniska izpéte” ietvaros un
ietver vél nepublicétos datus par glikoalkaloidu daudzuma kartupelos mérjjumiem ar

augstefektivo $kidruma hromatografijas metodi (AESH).

1.1. Darba meérkis un uzdevumi
P&tljuma mérkis: P&ttt augu biologiski aktivo vielu darbibas molekularos
mehanismus.

Uzdevumi:
1) noskaidrot berzu tass aktivo vielu betulina, betulinskabes un lupeola spgu
saistities ar cilvéku melanokortinu receptoriem un ietekmé&t S$tinu sekundaras

signalmolekulas cikliska adenozinmonofosfata (cAMF) producesanos;

2) peétit triterpénu betulina, betulinskabes un lupeola saistiSanos ar pelu smadzenu

neiromediatora y—aminosviestskabes (GASS) A tipa receptoru (GASS,);

3) petit kartupelu ekstraktu CNS efektus: piesaistiSanos pie GASS, receptora

benzodiazepinu (Bzd) un GASS saistiSanas vietam;

4) ar augstefektivas $kidruma hromatografijas (AESH) metodi izmérit kartupelu

glikoalkaloidu, benzodiazepinu un GASS saturu vairaku skirnu kartupelos;

5) meérit polifenolu saturu kartupelos un salidzinat to vairakam kartupelu Skirném.

Darbs tika veikts doktorantiras un pecdoktoranttras studiju laika LU Medicinas

fakultate.
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2. LITERATURAS APSKATS

2.1. Augu sekundarie metaboliti

Augi satur tikstoSiem vielu, kas sintez&jas un metaboliz&jas dazadu faktoru

tiesa vai netiesa ietekmé. Pie augu sekundarajiem metabolitiem pieskaita vairak ka

30000 dazadas kimiskas struktiiras vielas, kuras sintez&jas loti mazos daudzumos un

nav oglhidrati, proteini, tauki, mineralvielas un vitamini. Visplasak petiti ir tie

sekundarie metaboliti, kuriem atklata farmakologiska darbiba — imtnas sistémas

stimulacija, antioksidantu efekti vai patogénu mikroorganismu nogalinasSanas spgja.

Pieméri minéti 1.tabula.

Tabula 1. Sekundarie metaboliti augos

Viela Avoti Efekti
Karotinoidi Organiskie pigmenti Antioksidanti, pretvéza
auglos, darzenos, darbiba, imunostimulatori,
galvenokart sarkana, infarkta profilakses Iidzekli
dzeltena, oranza krasa
Fitosteroli Saulespuku, sezama s€klas, | Pazemina holesterina
sojas pupas Itmeni
Saponini Spinati, pupas Pazemina holesterina
Iimeni, stimul€ imano
sistemu, profilaktiski
pasarga no zarnu véza
Glikolizanati Sinepes, marrutki, redisi, Profilaktiski pasarga no
kreses, kirbji infekcijam un véza
Flavonoidi Organiskie pigmenti Antioksidanti,

sarkana, violeta, zila krasa

antibakteriala, pretvirusu,
pretiekaisuma, pretaudzeju
darbiba

Proteazu inhibitori

Kviesi, pupas, kartupeli

Regulg cukura limeni,
pretvéza darbiba

Terpéni Augu aromatiskas vielas, Samazina risku saslimt ar
gteriskas ellas, garSaugi v&zi, palielina gremosanas
fermentu izdali
Fitoestrogéni Kviesi, paksaugi, sojas Lidzigi hormoniem,

pupas

pretvéza efekti

Séru saturosie savienojumi

Sipoli, kiploki, citi liliju
dzimtas augi

Antibakteriali, samazina
holesterina Itmeni,
antioksidanti, pretvéza
darbiba

Fitinskabe

Kviesi, pakSaugi, lini

Antioksidanti
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Lielakajai dalai sekundaro metabolitu piemit antioksidantu un vairdk vai mazak
izteiktas pretaudzeju ipasibas. DiemZgl, partika lietotajiem augu antioksidantiem ir loti
zema biopieejamiba, tapec in vivo to tieSie antioksidativie efekti vairuma gadijumu nav
pieraditi. Petot iemeslus, kapéc augiem ir pretvéza un imiinas sist€mas stimulacijas
darbiba in vivo, pétnieki secinajusi, ka augu bioaktivajam vielam ir lielaka ietekme uz
génu ekspresiju Stinas ka sakotngji tika domats. Atklata dazadu bioaktivo vielu ietekme
uz dazadu transkripcijas faktoru aktivaciju: AP-1, NF-kB, SREBPs, PPARs u.c (Polya,
2003). Sie novérojumi parada talaku nepieciesamibu pétit augu bioaktivo vielu darbibas
detalizétus molekularos mehanismus, lai noskaidrotu un izskaidrotu augu aktivo vielu
lomu daudzu slimibu — aptaukoSanas, aterosklerozes, hipertensijas un véza profilakse

(Heinrich et al., 2004; Pateraki and Kanellis, 2010; Chatterjee et al., 2010).

2.2. Funkcionalais uzturs

Jedziens ,funkcionalais uzturs” tika ieviests Japana 1980.0s gados, kad
veselibas sisteémas autoritates secindja, ka veselibas apriipes finansgjums ir jakontrolg,
un jo Ipasi sabiedriba ar lielu vecu cilvéku skaitu dieta nosaka dzives kvalitati un
novers riska faktorus saslimt ar plasi izplatitam slimibam, tai skaitd cukura diabétu,
sirds slimibam, v&zi. Tomer pasu ideju ir izteicis jau Hipokrats rakstidams, ka partika ir
zales, un S§is princips gadsimtiem ilgi ir bijis Kinas, Japanas un Korejas medicinas
vadmotivs (Anonims, 1998; Anonims, 1999; Anonims, 2000).

Miisdienas funkcionalais uzturs defin€ts ka parastas di€tas dala, kas satur
biologiski aktivas vielas ar pieraditu ietekmi uz kadas slimibas riska faktoriem
(Anonymous, 1999a; Ashwell, 2001; Bidlack and Wang, 1999). Funkcionala uztura
pieméri ir partikas produkti ar specifisku mineralu, vitaminu, taukskabju, bakteriju,
Skiedrvielu un fitokimisko vielu sastavu. Apzinasanas, ka ar uzturvielam var palidzet
atglt vai saglabat veselibu, ir notikusi pakapeniski. Vispirms tika atbalstita auglu,
veselu graudu un darzepu lietoSana partika, tad sekoja uztura bagatinataju ka
farmaceitisko firmu produktu ieviesana (Milner, 1999; Pariza, 1999; Edens, 1999). Ka

funkcionalais uzturs var kalpot dabigs produkts, produkti ar piedevam, piem&ram, p&c
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dabigo antioksidantu, fitoestrogénu, bakt€riju, vitaminu u.c. vielu pievienos$anas, un
produkti ar kadas sastavdalas modifikacijam. Funkcionalais uzturs ir kadas lielas
cilvéku grupas patérina prece (Anonymous, 2002; Anonymous, 2002a).

Lai koordingtu p&tijumus un ieviestu vienotu funkcionala uztura koncepciju,
Eiropa ir nodibinata organizacija FUFOSE (Functional Food Science in Europe), kas
sava programma atbalsta uzturvielu pétijumus 6 virzienos (Dwyer, 1999: Blenford,
1995; Caragay, 1992; Childs, 1994):
1) $iinu un organismu augSana, attistiba un diferenciacija;
2) substratu metabolisms;
3) aizsardziba pret brivajiem radikaliem;
4) funkcionalais uzturs, kas pasarga kardiovaskularo sisteému;
5) gastrointestinala fiziologija;

6) uztura ietekme uz psihi un uzvedibu.

Funkcionalajam uzturam ir divu veidu aktivitates: sp&ja paaugstinat fiziologisku

funkeciju, kas nav saistita ar slimibu un sp&ja samazinat saslimSanas risku (Dai and Luo,
1996). Pieméram, specifiski oligosaharidi uzlabo baktériju mikrofloru kunga-zarnu
trakta, produkta sastava esoSais kofeins dod mundrumu. Ar kalciju bagati produkti
novers risku saslimt ar osteoporozi un tapeéc ar kalciju tiek bagatinats piens, jogurts un
sulas.
Funkcionala uztura programma piedava jaunas pétniecibas projektu iespgjas, pieméram,
noteikt kada regiona plasi lietotu partikas produktu sastavu un izvertét atsevisku
komponentu ietekmi uz cilvéku veselibu, ieskaitot alergiskas reakcijas (Dai and Luo,
1996; De Felice, 1995; Goldberg, 1994).

Funkcionala uztura aktivas vielas var ietekmét: ar vecumu saistitas izmainas gan
Stinu, gan vesela organisma Itmeni, hormonu - atkarigo véza tipu veidoSanos, svara un
tauku nogulsn€Sanas izmainas un smadzenu darbibu (Hunt, 1994; Huggett, 1996;
Anonymous, 1995).

Ipasi popularas bioaktivas partikas sastavdalas vai augu ekstrakti tiek pétiti
plasak, lai noteiktu, ka tie ietekm&é Kkardiovaskularos, neirodegenerativos un
kancerogénos procesus. Tada griezuma ir pétiti zenSen, ginks, rieksti, graudi, tomati,
sojas fitoestrogéni, kurkumins, melatonins, polifenoli, vitamini, karnitins, karnozins,

ubikvivoni, utt. (Frusciante et al., 2000; Anonymous, 2003; Sloan, 2002; Cohen et al.,
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2003). Bioaktivo vielu aizsargajosa darbiba reizém tiek veért€ta péc antioksidativas,
mitohondriju stabiliz€josas aktivitates, metalu helatu veidoSanas, dzivo $tinu apoptozes
inhibicijas un v&za $iinu apoptozes ierosina$anas. Ipasi daudz datu ir publicéts par
sojas, linseéklu un sarkana abolina fitoestrogénu (izoflavonu) kardioprotektivo darbibu,
sp&ju aizkavet osteoporozi un samazinat risku saslimt ar krits, priekS§dziedzera vézi, ka
arl sp&ju samazinat menopauzes simptomus. Bez tam sojas proteiniem pieradita
labveliga ietekme uz kognitivam funkcijam (Messina and Messina, 2003; Cohen et al.,
2003).

P&c definicijas funkcionalais uzturs ir parastas diétas dala, kas satur biologiski
aktivas vielas ar pieraditu ietekmi uz kadas slimibas riska faktoriem (Anonymous,
1999a). Tomer zinatniskaja literatiira reiz€ém trukst pieradijumu par visa produkta
biologisko efektu un, ja produkts satur kadu ingredientu, kam ir pétita ietekme uz kadas
slimibas riska faktoriem, tad partikas produktam piedévé aktiva ingredienta pasibas
(Okura et al., 2010; Hirai et al., 2010; Rodriguez et al., 2010). Pieméram, genisteins ir
sojas izoflavonoids ar sp€ju samazinat risku saslimt ar kriits v&zi, bet likopeéns ir A
vitaminam lidziga viela, kas atrasta tomatos, meklgjot c€loni, kap&c tomati samazina
risku saslimt ar priekSdziedzera veézi un sirds slimibam. Katehini ir zalas tgjas
bioaktivas vielas, kas arT samazina risku saslimt ar v&zi un sirds slimibam (Messina and
Messina, 2003; Frusciante et al., 2000). Musdienas par funkcionalu uzturu uzskata gan
augu, gan dzivnieku, ka arT biotehnologiska cela raditus partikas produktus. Lidzigi ka
zalvielas (pharmaceuticals) ir ieviests termins uzturvielas ar arstniecisku efektu
(nutraceuticals) (Goldberg, 1994). Lai unificétu dazados viedoklus par funkcionalo
uzturu jeb funkcionalo partiku, 1985. gada tika nodibinata Starptautiska Partikas
Informacijas Padome (The International Food Information Council (IFIC))
(Anonymous, 2002). IFIC veikta patérétaju aptauja liecinaja, ka cilveki labpratak
pienem terminu funkcionalais uzturs neka piedavatos jaunos nosaukumus: dizain&tais
uzturs, farmapartika, fitokimikalijas, utt. Paterétaji izteikusi bazas, vai modificéta
uztura tiek kontroléts bioaktivo komponentu daudzums, lai partikas produkts
neparverstos par medikamentu.

Pirmas paaudzes funkcionalais uzturs bija ar vitaminiem, kalciju un
Skiedrvielam bagatinati produkti. So produktu epidemiologiskos pétljumus veica,
nemot vera attiecigo komponentu ietekmi uz organisma funkcijam. Otras paaudzes

funkcionalais uzturs bija dabigie produkti, ka zala tgja, brokoli, tomati, jogurti, un
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pétijumi tika veikti, nosakot komponentos nesadalita produkta efektivitati. Tresas
paaudzes funkcionala uztura piemeri ir jaunu ingredientu ievieSana un uztura p&tjumu
veikSana Iidzigi ka zalvielam, sakot ar skriningu, vado$as vielas bioaktivitates
noteikSanu un tas biopieejamibas petijumiem (Anonymous, 2002a).

Viena no funkcionala uztura pétjjumu sféram ir ta ietekme uz fiziologiskam
organisma funkcijam, pieméram, kunga - zarnu trakta darbibu. Ir zinams, ka miljoniem
baktériju nosaka gremosanas trakta floru. Ir aprékinats, ka So bakteriju masa ir lieclaka
par 1 kg un to veido vairak ka 400 dazadu baktériju celmu. Lidzsvars starp tam nosaka
cilveku labsajutu un veselibu. Savukart bakteriju lidzsvaru nosaka vairaki mainigi
faktori, ka zalu lietoSana, slimibas, stress, vecums un saindéSanas (Roberfroid, 1998;
Sandrs, 1999; Bouhnik et al., 1999). Prebiotiskas bakterijas darbojas, veicinot
vajadzigo bakteriju vairoSanos zarnas. Prebiotiskie produkti ietver arl citus
ingredientus, ka, piemeram, saliktos oligosaharidus (inulinu), kas tiek pievienoti daziem
jogurtiem.

Funkcionalo uzturu péc lietoSanas drosibas apsvérumiem iedala tris grupas:

1. uzturs vai ta sastavdalas, kas ir ekvivalentas tradicionali lietotai partikai;
2. uzturs vai ta sastavdalas, kas ir loti tuvas tradicionalajiem produktiem;
3. uzturs vai ta sastavdalas, kas atSkiras no tradicionala produkta.

Tradicionalai di€tai lietoSanas drosiba ir veidojusies gadsimtiem ilgas pieredzes
uzkrasanas cela. Pie kam uzskati par di€tu un tas ietekmi uz veselibu dazadas valstis
atSkiras (Dai and Luo, 1996). Funkcionala uztura maksliga veidosana rada produktu,
kas ir uz robezas starp partiku un zalém. TieSi Siem jaunajiem produktiem ir jabiit
izstradatai kontroles sisttmai (Anonymous, 2003; Fruciante et al., 2000; Huggett,
1996).

Par funkcionalo uzturu var uzskatit produktus, kas satur makroelementus,
kuriem piemit specifisks fiziologisks efekts (rezistenta ciete, nepiesatinatas omega-3
taukskabes) vai ar1 svarigus mikroelementus; tie var bt partikas produkti, kuru sastava
ir komponenti ar nelielu uzturvértibu (specifiski oligosaharidi) vai komponenti bez

uzturvertibas (mikroorganismi vai augu fitokimiskas vielas).

To, ka funkcionalais uzturs arvien vairak ienaks miusu &dienkarté, nosaka

vairaki apstakli: zinatniskie p&tijumi, kas parada di€tas lomu veselibas saglabasana un
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uztura kvalitates izmainas. Tomér funkcionalais uzturs neaizstaj veseligu, sabalansétu

dietu un aktivu dzivesveidu.

2.2.1. Kartupelu farmakologiskie efekti

Kartupeli ir nozimiga biologiska kultiira un ir viens no 20 musdienu partikas
pamatproduktiem. Kartupeli tiek uzskatiti par vienu no partikas “gigantiem” pasaulg, jo
péc uztura lietota daudzuma tie ienem ceturto vietu aiz risiem, kvieSiem un kukuriizas.
Diemz&l kartupelu farmakologiskos efektus saka pétit tikai péd&jos gados, pie kam
vairak pétijumu un zinatnisku publikaciju ir par kartupelu glikoalkaloidu toksicitati un
par to, vai cepti kartupeli nesatur kancerogénas vielas.

Lai partikas produkts iegiitu statusu ,,funkcionala partika” jeb ,,funkcionalais
uzturs” (tie ir sinonimi), sakotngji ir jabit precizi zinamam kimiskajam sastavam. Tikai
tad, kad ir zinami produktd esoSie savienojumi, var veikt to zinatnisko izpéti,
noskaidrojot iedarbibu uz organismu.

Kartupeli ir visizplatitakais naktenu dzimtas kultiraugs, kura izcelsme
meklgjama Dienvidamerika Andu kalnu regiona. Uzskata, ka kartupelus kultivgjusi Saja
regiona dzivojosie indiani apméram 5000 gadus pirms misu &ras. Eiropa tie tika ievesti
1570. gada, kad no Andu kalniem spani atveda vienas botaniskas sugas — Solanum
tuberosum, L. — kartupelus. Kartupeli ka partikas produkts savu popularitati ieguva tikai
17. gadsimta, jo Iidz tam kartupelus, tapat ka citus naktenu dzimtas augus, uzskatija par
toksiskiem (Andre et al., 2007).

Sobrid Solanum tuberosum, L. ir galvena kultiirsuga ar lielu praktisku nozimi,
kas ir loti izplatita mérena klimata josla, it Tpasi Eiropa. ST kartupelu botaniska suga tika
genétiski paplasinata un veidoti Solanum tuberosum, L. varianti. Kartupelu selekcija ir
virzita, lai ieglitu gan pret slimibam izturigus, karstuma un aukstumizturigus, gan ari ar
biologiski aktivam vielam bagatakus kartupelus (Andre et al., 2007). Kartupeli ir ar1
genétiski modificéti (Arvanitoyannis et al., 2008; Domingo, 2007) un par to lictoSanas
drosibu - [idzigi ka par citiem produktiem - notiek diskusijas (Domingo, 2007).

Misdienas kartupelus izmanto ne tikai ka partikas produktus, bet ari
tautsaimnieciba cietes un spirta iegiiSanai. Tie$i $adiem nolikiem izmanto gen&tiski
modificetus kartupelus. Kartupelus izmanto arT ka edamu “vakciu” modelus pret A un

=%

B hepatitiem. Kartupelus “ieprogrammé” producét imiinglobulinus, cilveku audzgju
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nekrozes faktoru u.c., lai reizé ar &dienu varétu stiprinat imtino sistému (Andre et al.,
2007). 2003. gada no kartupeliem izolgja 45 kDa protemu patatinu ar antioksidantu
aktivitati. Ar elektronu paramagnétisko rezonanses metodi nosakot brivo radikalu
Iimeni, §1 proteina antioksidanta sp&ju izsaka inhib&josa koncentracija ICso = 0,775
mg/ml (Liu et al., 2003). Patatins ir iden1 $kistoSs proteins un sastada apméram 40% no
kartupelu proteiniem. Tam ir lipidu fosfolipazes aktivitate. Patatina géns ir loti labi
raksturots, jo tiek izmantots genétiskam modifikacijam &damo vakcinu pétijumos.
Patatina géna struktiira ieliek vélama proteina DNS, un talak kartupeli produce So jauno
proteinu. Jaatzimg, ka saskarsmé ar termiski neapstradatiem kartupeliem daziem
cilvékiem veidojas alergija. Tas notiek tieSi patatina alergéna spgjas d€]. Varot
kartupelus, patatina alergéna ipaSibas pavajinas vai pilnigi pazud (Liu et al., 2003).
Patatina géna modifikacijas izmanto genétiski modificéto kartupelu Iiniju iegiisanai. Sis
Iinijas péta to cilvéku glikoproteinu iegtisanai, kurus varétu izmantot terapija (Kim et
al., 2008).

Kartupelos ir atklats mainigs salicilskabes saturs. Salicilskabei ir pretickaisuma
un pretsapju ipasibas, bet ta kairina kunga glotadu. Izradas, ka, inficgjot kartupelus ar
kadu patogénu vai kairino$u vielu, kartupelos paaugstinas salicilskabes saturs, kas
liecina, ka salicilskabei kartupelos ir aizsardzibas faktora loma (Panina et al., 2005;
Loake and Grant, 2007). Nesen ar transgénu kartupelu Iinijas palidzibu noskaidroja, ka
salicilskabes lTmena izmainas saistitas ar Nb géna meditétam aizsardzibas reakcijam un
salicilskabes limenis korele ar hipersensitivu rezistenci pret kartupelu virusu PVX
(Sanchez et al., 2010).

Kartupeli plasi tiek lietoti tautas medicina, kur tos iesaka ka baktericidus,
diurgtiskus, pretspazmu un pretklepus Iidzeklus (Vlachojannis et al., 2010). Kartupelu
mizu tgja tiek ieteikta laundabigo audzgju arstésanai. Savukart, Indija kartupelu mizu
tgju izmanto mutes dobuma skaloSanai, lai mazinatu smaganu uzpampumu. Svaigu
kartupelu sulu lieto apetites un gremosanas veicinasanai, to iesaka arT artritu un dazadu
ickaisumu arstéSanai. Kartupelu sula tautas medicina tiek lietota arT pret kunga calas
sapém, paaugstinatu kunga skabumu un pret paaugstinatu asinsspiedienu. Klinika tika
veikts pilotpetijums ar kartupelu sulu, un divam tresdalam dispeptiskiem pacientiem
atklaja gastrointestinalo traucgjumu noverSanu (Chrubasik et al., 2006). Tomér tas
nebija placebo kontroletais petijums, un kliniskie pétijumi jaturpina. Tautas medicina

karstas varTtu kartupelu masas kompreses tiek izmantotas reimatisku sapju un tiiskas
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mazinaSanai, bet svaigus, sarivétus kartupelus liek uz apdegumiem, ekzémam un adas
nobrazumiem.

Japasvitro, ka kartupelu sastava esos$as vielas var izraistt gan pozitivus efektus,
gan negativi ietekmét cilvéka veselibu. Tas atkarigs no ta, kada veida kartupeli tiek
uzglabati un gatavoti (cepti, variti utml.). Ir veikti pétijumi par aktivo vielu
termostabilitati un, pieméram, apstiprinats, ka benzodiazepini un y-aminosviestskabe
(GASS) ir termostabili savienojumi ((Jumaa and Muller, 2002; Enna et al., 1977;), bet,
varot kartupelus, patatina alerg€na ipaSibas pavajinas vai pilnigi pazud (Liu et al.,
2003).

Mineralvielu daudzums pazeminas, varot gabalinos sagrieztus kartupelus, bet

saglabajas, varot kartupelus ar mizu. Vislielakie ir kalija zudumi (Bethke et al., 2008).

2.2.2. Uzturvielu sastavs kartupelos

Kartupelu uzturvielu sastavs ir atkarigs no dazadiem faktoriem — Skirnes
(genétiskie faktori), augsnes tipa, kartupelu brieduma jeb gatavibas pakapes, piclietotas
nezalu apkaroSanas metodes, ka arT no vides un apstakliem, kados kartupeli tiek
uzglabati.

Kartupelos ir identificétas dazadas vielas, kuras var iedalit divas grupas — tidens
un taja iz8kidusas vielas, un sausne. Kartupelu bumbulos sausnes daudzums svarstas no
apméram 13 lidz 37% (vidgji sastadot 25%), par€jos 75% vidgji sastada Udens.
Kartupelu bumbulu sausnes lielako dalu veido oglhidrati — cukuri, ciete un necietes
polisaharidi (Sinu membranas esosas vielas). Neliela, bet nozimiga kartupelu cietes
dala ir rezistenta pret enzimatisku saskelSanu kungl un tievajas zarnas. Tadgjadi ta
nonak resnaja zarna, kur tiek paklauta bakterialai fermentacijai, ka rezultata veidojas
1su kézu taukskabes. Uzskata, ka rezistentajai cietei ir Skiedrvielam Ilidzigs
fiziologiskais efekts — ta samazina holesterina un trigliceridu limeni plazma un
samazina resnas zarnas véza risku (Lister and Munro, 2000). Kartupelu skiedrvielas
atSkiriba no cietes un cukuriem nav energijas avots, bet organismam tas ir
nepiecie$amas, lai sagremotu baribu un attiritu organismu. Skiedrvielas var “atskaidit”
partika esoSos daudzkaloriju komponentus, ka art stimulét zarnu peristaltiku, tadgjadi

nedaudz noversot aizciete§jumu veidosanos. Organisms Skiedrvielas parstrada maz, to
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skelsana galvenokart notiek resnaja zarna bakterialas fermentacijas procesa, veidojot
1so k&zu taukskabes no Skiedrvielam. Svarigaka no tam ir sviestskabe, jo, inducgjot
apoptozi, tad samazina kolorektala veza risku (Zhang et al., 2010). Nozimigakas
kartupelos eso$as Skiedrvielas ir celuloze, hemiceluloze, pentozani un pektinvielas
(Lister and Munro, 2000).

Bez oglhidratiem kartupelu sausnes sastavu veido ari proteini, kas vidgji sastada
1,5% no kartupelu kop€jas masas. Kartupelos esoSie proteini ir nozimiga enzimu, Stinu
membranu un citoplazmas strukttiru sastavdala. No kartupelu bumbulu proteiniem 60 —
70% ir globulini un 20 — 40% glutelini, bet tajos nav atrasts albumins.

Viena no proteTnu formam ir enzimi, kas organisma darbojas ka biokatalizatori
dazadas kimiskas reakcijas. Kartupelu sastava ir dazadi enzimi, kas piedalas gan
anaboliskos, gan kataboliskos procesos: amilaze, tirozinaze, katalaze, fosfataze,
peroksidaze, fosforilaze, polifenoloksidaze u.c. (Lister and Munro, 2000).

Kartupeli satur ne tikai aminoskabes, kas ietilpst proteinu sastava, bet ari
aminoskabes, kas ir briva veida, galvenokart tas ir glutamins un asparagins,
asparaginskabe un glutaminskabe, kas veido apméram 53% no visam aminoskabeém.
Vidgji kartupelu bumbulos mineralvielu daudzums sastada 1,1% no visas kartupelu
masas (Lister and Munro, 2000). Kartupelu mineralvielu daudzums mainas atkariba no
ta, ka kartupeli ir audzeti, kados apstaklos uzglabati un kada ir to gatavibas pakape.
Kartupeli satur dazadas mineralvielas - tajos ir kalijs, fosfors, magnijs, sérs, kalcijs,
hlors, dzelzs un silicijs. Visvairak kartupelos ir kalijs, kas galvenokart ir kartupelu
mizas un tiesi zem tam (Bethke et al., 2008). Kartupeli satur galvenokart C un B grupas
tiden1 SkistoSos vitaminus un E vitaminu, un citus organiskus savienojumus, kas veicina
cilvéka organisma augSanu, attistibu, ka ar1 regulé vielmainas procesus un aizsarga to
no saslimanas (Camire et al., 2009). Kartupelu uzglaba$ana &etrus ménesus 10 C°
temperatira samazina antioksidantu Itmeni, bet nesamazina E vitamina daudzumu

(Andre et al., 2009).

2.3. Benzodiazepini augos

2.3.1. Neiroaktivas vielas kartupelos

Kartupelos ir smadzenu darbibu nomacosas un uzbudinoSas vielas —

benzodiazepini un ziditaju centralas nervu sist€mas neiromediatori — acetilholins,
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noradrenalins, adrenalins, serotonins un smadzenu darbibu stimul€jo$as aminoskabes
glutamins un glutaminskabe (Lister and Munro, 2000). Katrai no $tm vielam organisma
ir specifiska nozime, pieméram, adrenalins ietekmé sirds-asinsvadu sistémas darbibu,
neiromuskularo parvadi; savukart, serotonins ir iesaistits kermena temperatiiras, sajtitu

uztveres regulacija.

2.3.2. Benzodiazepini kartupelos

Benzodiazepini ir smadzenu darbibu nomacosu vielu grupa ar dazadu hipnotisku,
sedativu, anksiolitisku un skeleta muskulattiru atbrivojosu efektu. Mediciniskaja prakse
§1s grupas parstavji tiek pielietoti bezmiega, panisku bailu, lekmju un muskulu spazmu
mazinasanai (D'Hulst et al., 2009).

20. gadsimta astondesmitajos gados pirmo reizi tika aprakstita benzodiazepinu
klatbiitne kartupelu audu kultiiras in vitro (Wildman et al., 1988). Sakotngji, kad
benzodiazepini tika atrasti mazas koncentracijas cilvéku, dzivnieku, ka ar1 savvalas
dzivnieku smadzengs, tika izvirzita hipotéze par to endogeno izcelsmi. Lai to pieraditu,
tika veikti daudzi eksperimenti, bet neizdevas pieradit benzodiazepinu endogénu
izcelsmi un saka pétit, vai tie nesintez€jas augos, ko izmanto partika (Sangameswaran
et al, 1986). lzdevas pieradit benzodiazepinu sintezé€Sanos kartupelos, kvieSos,
veérmel€s, baldrianos, métras, salvija, ritas, maura kumelités u.c. (Kavvadias et al.,
2000). Sie atklajumi parliecina, ka benzodiazepini cilvéku un dzivnieku organismos
patieSam nonak ar partiku.

1988. gada kartupelos atklaja lormetazepamu un pieradija, ka asnoSanas laika
lormetazepama koncentracija kartupelu asnos ir gandriz desmit reizes augstaka neka
bumbulu &damaja dala - attiecigi 0,4 ng/g un 0,05 ng/g (Wildman, 1988). Kviesu
graudos identificgja diazepamu, N-desmetildiazepamu, delorazepamu,
delormetazepamu, lormetazepamu un izodiazepamu, turpretim kartupelu bumbulos
konstateéts diazepams, N-desmetildiazepams, delorazepams, lorazepams un
delormetazepams (Wildman et al., 1988).

Sterili kultivétas vérmelu un kartupelu virszemes dalu $tinas noteica benzodiazepinu
saturu un pieradija, ka augi tos sintez€ paSi. Sterili kultivéto kartupelu augos

temazepama un diazepama saturs svarstijas no 70 — 450 ng/g audu (Kavvadias et al.,
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2000). Salidzinajuma ar diazepama terapeitisko dienas devu (5-20 mg) kartupelos esosa
diazepama daudzums ir niecigs. Nesen kartupelu meristému un parenhimas Siinas
atklaja ziditaju perifero benzodiazepinu receptoru (Corsi et al., 2004). Tas ir 30-36 kDa
proteins, kas nevienmérigi izplatits kartupelu auga (parenhimas S$iinas) un liela
daudzuma atrodams meristemas $iinas. Periferais benzodiazepina receptors ir ziditaju
mitohondrialo membranu proteins, kas iesaistits dazados metabolisma procesos —
steroidu genéze, oksidativaja fosforilacija un $tnu proliferacija, ka ar stresa reakcijas,
un 2005.gada publicéti dati par periféra benzodiazepinu receptora génu polimorfisma
saistibu ar cilveku T limfomu (Costa et al., 2006). Tomér $1 receptora loma augu

attistiba nav skaidra.

2.4. Polifenoli

2.4.1. Polifenolu biosinteze augos

Polifenoli ir vieni no augu sekundariem metabolitiem, kas augos sintezgjas no
Sikimskabes. To loma ir aizsargat augus no fotosintetiska stresa, aktivajam skabekla
formam un fitofagijas (Lambert et al., 2005: Cheynier, 2005).

Biosintézes procesos polifenolu molekulu funkcionalas grupas biezi tiek Esterificetas,
metilétas, dimeriz&tas vai talak polimeriz€tas, tadgjadi vairaku reakciju procesa tiek
sintez&tas jaunas polifenolu grupas. Pieméram, galluskabe sintezg€jas no Sikimskabes,
bet galluskabes dimérs ir ellagskabe, kas pieder pie ellagtanninu grupas.

Par polifenolu bazes vienibam var uzskatit galluskabi un kanglskabi, jo no Siem
savienojumiem talak sintezgjas citu polifenolu grupu parstavji, pieméram, kan&lskabe

piedalas izoflavonu biosintéze (Knaggs, 2001).

2.4.2. Polifenolu Kklasifikacija

Polifenoli ir kimiski savienojumi, kuru molekulas ir vairaki fenolu gredzeni.
Kimiskas struktiiras zina starp fenolu savienojumiem pastav liela dazadiba —
savienojumi var biit gan monoméri (vienkarSas molekulas), gan sarezgitas struktiiras

polimeri (lielmolekulari savienojumi) (Cheynier, 2005).
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Augos esosos fenolus var iedalit divas lielas grupas: 1) fenolskabes (oksiskabes)
un to atvasinajumi; 2) flavonoidu (polifenolu) savienojumi. P&c struktiiras vienkarSakas
ir fenolskabes, ka ar to atvasinajumi, kas galvenokart ir vienkarsi &steri. Fenolskabes
veido daudzpusigu savienojumu grupu, kuras parstavji ir kafijskabe, kumariskabe,
vanilins, galluskabe (Cheynier, 2005).

Sarezgitaka molekulara uzbiive ir flavonoidu grupas savienojumiem, kam
parasti molekulas centra ir heterocikls ar piesaistitu(iem) fenola gredzenu(iem).
Flavonoidi ietver ari antocianidinus (tideni SkistoSu pigmentu grupa, kas ir oksid&ti

flavonoli), katehinus, izoflavonus un proantocianidinus.

Tabula 2. Flavonoidu iedalijums *

Flavonoidu grupa Savienojumi

Antocianidini Cianidins, delfinidins, malvidins,
petunidins, pelargonidins

Flavanoli Katehini, gallokatehins, epikatehini,
epigallokatehini

Flavonoli Kvercetins, kamferols, ramnazins,
miricetins

Flavanoni Hesperetins, naringenins, eriodiktiols

Flavoni Apigenins, tangeritins

Izoflavonoli Genisteins, daidzeins, gliciteins

* http://www.metabolome.jp/software/Flavonoid Viewer

2.4.3. Polifenoli ka funkcionala uztura sastavdala

Polifenoli ir nozZimiga augos esoSa kimisko vielu grupa, kurai ir pétita loma
degenerativo slimibu, galvenokart, véza un kardiovaskularo slimibu novérsana. Agrak
polifenolu iedarbibu saistija ar to antioksidantu efektu (Czerwiecki, 2009; Biesalski,
2007), jo uzskatija, ka polifenoli ir vislielaka un visizplatitaka augu fitokimisko vielu
grupa, kas organisma darbojas ka antioksidanti. Tie aizsarga Siinas pret brivo radikalu
raditajiem bojajumiem — oksidativo stresu, kad organisms nespgj veikt pilnigu brivo
radikalu neitraliz€Sanu, rezultata izraisot saslimSanas (Lambert et al., 2005).

Tomér pedgja laika kritiski izvert€jot antioksidantu efektus in vivo, atklajas
atSkiribas in vitro un in vivo eksperimentos. Jaunakie pétijumi liecina, ka polifenoli
varétu darboties, tieSi saistoties ar $tinas kodola receptoriem un tadgjadi modulgjot

Stinas signalce]u kaskades (Tirzitis and Bartosz, 2010;Virgili and Marino, 2008).
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1. att. Brivo radikalu loma slimibu attistiba.

Aizsardziba pret brivajiem radikaliem tiek panakta ar lipidu peroksidacijas
kavesanu; oksidéSanos veicinoSo metalu jonu (FeH’ Cu*” saistiSanu, ka arT nodroSinot
daudzu reaktivo skabekla, hlora un slapekla aktivo formu neitralizaciju.

Daudzi augos esoSie polifenolu savienojumi p&tijumos uzrada pretiekaisuma un
pretvéza aktivitati (Lambert et al., 2005; Biesalski, 2007). Kaut gan dazi klmiskie
pétijumi liecina, ka izoflavoni aizsarga organismu pret estrogénatkarigo vézu (kriits
vezis, olnicu vézis) veidosanos (Messina and Messina, 2003; Arai et al., 2000), tom&r
tiek uzsveérta nepiecieSamiba agri uzsakt profilaktisku izoflanonu lietoSanu (Messina
and Hilakivi-Clarke, 2009). Jaatzim&, ka polifenolu antioksidativa un pretvéza
aktivitate ir parliecinoSi pieradita in vifro p€tijumos, tomer in vivo pétijumos ta ir
pieradita tikai dalgji. Epidemiologiskos novérojumos ir konstatéts, ka regulara auglu un
darzenu lietoSana uztura, samazina saslimstibu ar degenerativam slimibam. Tomér
nevar kategoriski noradit, ka So slimibu attistibu kave tikai augu valsts produktos esosie
polifenoli. Polifenoli var samazinat véza augSanai nepiecieSamo enzimu aktivitati un
inaktivét vielas, kas veicina v€za attistibu, parveidojot tos par mazak aktiviem
savienojumiem, pirms tie sasniedz DNS. Polifenoli inhibé dazus citohroma P450
(CYP450) kompleksa enzimus, kas, metaboliz&jot prokancerogénus, veido aktivus
savienojumus, kuri spgj saistities ar DNS un pastiprinat Jaundabigo audz€ju attistibu.
Nomacot So CYP450 enzimu aktivitati, polifenoli samazina v&za attistibas risku
(Messina and Hilakivi-Clarke, 2009).

Pétijumos in vitro daudzi no Siem savienojumiem uzrada ietekmi uz
signaltransdukcijas celiem, kas izraisa Stinu augSanas un transformacijas inhibiciju,
pastiprinatu apoptozi, samazinatu agresivu uzvedibu un paléninatu angiogenézi

(Lambert et al., 2005). Polifenolu izraisitas kancerogen&zes inhibicijas mehanisms var
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but Stnu augSanas inhibicija, apoptozes indukcija un arahidonskabes metabolisma
inhibicija.

Noverots, ka polifenoli pazemina glikozes un holesterina Itmeni. Glikozes
Itmeni pazeminosSais efekts ir izskaidrojams ar polifenolu sp&ju inhib&t amilazes
(enzimus, kas katalizé cietes hidrolizes reakciju, rezultata veidojot glikozi) un
fosforilazes (enzimus, kas ir iesaistiti cietes metabolisma).  Polifenoli nomac
proteolitiskos enzimus, kas gastrointestinalaja trakta katalizé proteinu hidrolizes
reakcijas (Arai et al., 2000).

In vivo petijumos atklats, ka zema blivuma lipoproteinu oksidésanas ir galvenais
sirds slimibu attistibas iemesls. Iespgjams, ka hlorogénskabe un citi polifenoli var
samazinat sirds slimibu risku, jo in vitro petijumos tie uzrada spécigu zema blivuma

lipoprotenu antioksidativo darbibu (Arai et al., 2000).

2.4.4. Polifenoli kartupelos

Kartupeli Iidzigi ka citi dabas produkti satur daudzpus€jas darbibas spektra
aktivas vielas (Andre et al., 2007; Ashwell, 2001). Viena no aktivo vielu grupam, kas
konstateta kartupelos, ir polifenoli. Miza fenolu savienojumu daudzums ir desmit reizes
augstaks ka pargja kartupelu bumbuli (Shirama-Kian et al., 2008). Tomér kopgjais
fenolu saturs kartupelos procentuali ir zems. Galvenie kartupelu bumbulos esoSie
fenolu savienojumi ir L-tirozins, kafijskabe, skopolins, galluskabe, p-kumarinskabe,
kriptohlorogénskabe. Kartupelu bumbulos ir dazadu grupu polifenolu savienojumi —
antocianini (augu pigmenti), flavanoni (naringenins), flavan-3-oli (katehins,
epikatehins) un ar1 flavonoli (kemferols, kvercetina glikozidi). Kartupelu bumbulos
kafijskabes daudzums ir 0,2 — 3,2 mg/kg, neohlorogénskabes daudzums 7 mg/kg,
p-kumarinskabes saturs 4 mg/kg, ka ari atrasti ferulinskabes amidi un kvercetina,
petunidina, delfinidina glikozidi (Lachman et al., 2001).

Polifenolu saturs kartupelu bumbulos var svarstities un tas ir atkarigs no
dazadiem faktoriem - uzglabaSanas ilguma (rudeni kartupelos polifenolu saturs ir
augstaks ka pavasari) un audz&Sanas laika pielietotajam nezalu apkaroSanas metodem.
Atkariba no ta, kada vide kartupeli audzeti, kopgjais fenolu savienojumu saturs var

svarstities no 36,85 — 52,89 mg/100g svaigas masas (Lachman et al., 2001).
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2.5. Glikoalkaloidi

2.5.1. Glikoalkaloidu biosintéze

Glikoalkaloidi arT ir uzskatami par sekundarajiem metabolitiem, kas auga

sintez&jas no holesterina, kas savukart sintezg€jas no cikloartenola.

HO
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UDP-gal V N‘ UDP-glu
H
CHy
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= o : ]
Dq olanins o H v-hakonins

CH
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2. att. Glikoalkaloidu biosintéze (McCue et al., 2005)

Glikoalkaloidu biosintezes process iedalams vairakos posmos:

1. posms - no holesterina izveidojas glikoalkaloidu aglikons — solanidins.
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2. posms — no solanidina un UDP-galaktozes, ka katalizatoram piedaloties
galaktoziltransferazei, veidojas y-solanins. Savukart no solanidina un UDP-glikozes
katalizatora glikoziltransferazes klatieng veidojas y —hakonins.

3. posms — no y-solanina un UDP-glikozes, glikoziltransferazei katalizgjot
reakciju, veidojas [-solanins. Savukart no y-hakonina un UDP-ramnozes, ar
ramnoziltransferazi ka katalizatoru, veidojas B-hakonins.

4. posms — no [-solanina un [-hakonina, ka ari UDP-ramnozes, ar
ramnoziltransferazi ka katalizatoru, veidojas attiecigi a-solanins un a-hakonins (McCue

et al., 2005; Lachman et al., 2001).

2.5.2. Glikoalkaloidi naktenu dzimtas augos

Naktenu dzimtas (Solanaceae) augos dazados daudzumos sintezgjas
glikoalkaloidi, kas ir no aglikona un cukura molekulu kombinacijam veidojusies
slapekli saturosi steroidie glikozidi. Struktiras atskiribas ir C-C dubultas saites esamiba
vai tas tritkums, funkcionalo grupu dazadiba, ka arT So funkcionalo grupu stereokimija.

Glikoalkaloidu aglikoni p&c struktiiras tiek iedaliti piecas dazadas kategorijas:

1) solanidani, kas veidoti no indolizidina gredzeniem;

2) spirosaloni, kam ir oksaazaspirodekana alkaloida dala;

3) 22,26 — epiminoholestani;

4) o—epiminociklohemiketali;

5) 3—aminospirostani (Vaananen, 2007).

Lielaka dala naktenu dzimta konstatéto glikoalkaloidu pieder pie solanidaniem un

spirosaloniem.
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Tomatidins Solasodins

3. att. Glikoalkaloidu aglikonu piemeéri (Friedman, 2004)

Aglikoni saistas ar dazadam cukura molekulam, veidojot glikoalkaloidus. Cukura
molekulu skaits, ar kuriem saistas aglikoni var bt dazads, tom&r vairuma gadijumu tas
ir tris vai Cetras cukura molekulas. Pastav dazadas kombinacijas, ka aglikoni saistas ar
cukura molekulam: glikozi, galaktozi, ksilozi un ramnozi.

Retak ir noveérota aglikonu saistiSanas ar vienu vai divam cukura molekulam.
Sadas kombinacijas ir konstatgtas kartupelos (y-hakonins; B-solanins).

Visizplatitakie solanidanu grupas aglikoni ir solanidins un ta dihidrogenéta forma
— demisidins. Solanidins kopa ar tris cukura molekulam (glikozi, galaktozi un ramnozi)
veido glikoalkaloidu o—solantnu, savukart a—hakonins veidojas solanidinam saistoties
ar glikozi un divam ramnozes molekulam.

Spirosalonu grupa visbiezak sastopamais aglikons ir tomatidins, kas kombinacija
ar cukura molekulam veido glikoalkaloidu o—tomatinu, kas sastopams daudzas augu
sugas, pieméram, tomatos. Dehidrogenéts tomatidina aglikons, kas tomatu augos biezi
tieck noteikts kopa ar tomatidina struktiiru, ir dehidrotomatidins. Daudzos naktenu
dzimtas augos ir konstateéti aglikonu tomatidina un dehidrotomatidina 22,25-

diastereoizomérie pari — soladulcidins un solasodins.

33



Tabula 3. Solanidinu un spirosalonu grupas glikoalkaloidi naktenu (Solanum) ginti

Glikoalkaloids Aglikons Cukura molekulas Naktenu gints augu
sugas
a- Solanins (Deahl et . ) S. tuberosum; S.
solanidins glikoze — galaktoze - ramnoze )
al., 1993) chacoense; S. vernei
a- Hakonins (Deahl ) ) S. tuberosum; S. vernei;
solanidins glikoze — ramnoze - ramnoze
et al., 1993) S. candolleanum
Dehidrodemisins ) . )
) ksiloze — glikoze — glikoze - B
(Carputo et al., solanidins S. commersonii
galaktoze
2003)
Demisins (Carputo . ksiloze — glikoze — glikoze - S. commersonii; S.
demisidins ]
et al., 2003) galaktoze acaule; S. demissum
o —Tomatins (Deahl ) ksiloze — glikoze — glikoze - S. lycopersicum; S.
tomatidins ] ]
et al., 1993) galaktoze demissum; S. brevidens
o — Solamarins S. medians; S.
dehidrotomatidins | glikoze — galaktoze - ramnoze
(Deahl et al., 1993) candolleanum
p — Solamarins
(Griffiths et al., dehidrotomatidins | glikoze — ramnoze - ramnoze | S. phureja; S. trilobatum
2000)
B — Soladulcidins ) )
soladulcidins glikoze — galaktoze - ramnoze | S. dulcamara; S. lyratum
(Schreiber, 1958)
Solamargins (Deahl S. paludosum; S.
solasodins glikoze — ramnoze - ramnoze

et al., 1993)

ambosinum; S. vernei

Glikoalkaloidi ir atrasti dazados auglos un darzenos, pieméram, abolos, kirsos,

cukurbiet€s, paprika; tomer galvenokart glikoalkaloidus satur naktenu dzimtas augi,

tostarp ar1 kartupeli.

2.5.3. Glikoalkaloidi kartupelos

Kartupelos 95% no kopgja glikoalkaloidu daudzuma veido a-solanins un o-hakonins,

tomér nelielos daudzumos ir konstatetas citas solanidina kombinacijas ar dazadam

cukura molekulam. Parasti glikoalkaloidu o-solanina un o-hakonina savstarp&ja

attieciba kartupelu bumbulos ir 40:60, bet ta var arT mainities.
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Tabula 4. Glikoalkaleidi kartupelos (Vaananen, 2007 )

Glikoalkaloids Aglikons Cukura molekulas
a-solanins Solanidins Solatrioze: galaktoze + glikoze + ramnoze
a-hakonins Solanidins Hakotrioze: glikoze + ramnoze + ramnoze
B-solanins Solanidins Solabioze: galaktoze + glikoze
p-hakonins Solanidins Hakobioze: glikoze + ramnoze
B2-solanins Solanidins Solabioze: galaktoze - ramnoze
y-solanins Solanidins Galaktoze
v-hakonins Solanidins Glikoze

Glikoalkaloidi pasarga augus pret kukainiem un citiem kait€kliem, bet augstas
devas tie ir spgjigi izraisit dazadus toksiskus efektus cilvékiem un dzivniekiem (Abreu
et al., 2007; Jensen et al., 2008; Mensinga et al., 2005). o-Solanns un o—~hakonins ir
toksiski cilvékiem devas 3 — 5 mg/kg, bet letala deva (LDsp) ir 3 — 6 mg/kg (Jensen et
al., 2008). Glikoalkaloidi kartupelim dod siiru garsu.

Kimiski glikoalkaloidi — a-solanins un a-hakonins — sastav no nepolara lipofila
steroida kodola, kur§ ir kondens€ts ar slapekli saturoSu heterociklisku gredzenu
(aglikons) un saistits ar trisaharidu. Sie savienojumi ir aglikona — solanidina —
atvasinajumi, kur katrs satur tris cukura molekulas (Friedman, 2004).

1820. gada tika atklats ,,solanins” un tikai v€lak zinatnieki pieradija, ka patiesiba
»solanins” ir divu dazadu glikoalkaloidu a-solanina un o-hakonina maisijums, jo

abiem savienojumiem ir viens aglikons, bet atskirigas cukura molekulas.

H3

N ”}
HOCH, /[::I:E;:I:j;jrzzj CHy

HOCH CH,
‘;é “OH HO

4. att. a.— Solanina struktira (Friedman, 2004)
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a~Solanins sastav no solanidina un tris cukura molekulam: galaktozes, glikozes un
ramnozes. o-Solanina molekulas formula ir C4sH73NOjs5. a- Solanina trisaharids tiek

saukts viena varda par solatriozi (Backleh et al., 2004).

HO un

HO OH

5. att. a-Hakonina struktira (Friedman, 2004)

a-Hakonins sastav no solanidina un glikozes, ka art divam ramnozes molekulam,
kopa §1s cukura molekulas sauc par hakotriozi (Backleh et al., 2004). a-Hakonina
molekulas formula ir C4sH73NO 4.

Visi kartupelos konstatétie alkaloidi ir glikozidu forma, to aglikoni sastav no 27
oglekla atomiem un viena slapekla atoma. Visiem glikoalkaloidiem ir holesterina

skelets ar —OH grupu pie ta tresas pozicijas.

2.5.4. Glikoalkaloidu saturs dazadas kartupelu dalas

Glikoalkaloidu ltmenis dazadas kartupelu auga dalas ir atskirigs. Glikoalkaloidi ir
konstatéti gandriz visas kartupelu auga dalas, tomér augstakas koncentracijas tie parasti
ir tajas auga dalas, kas paklautas augstai metaboliskai aktivitatei (Lachman et al., 2001;
Deahl et al., 1993).  Glikoalkaloidi kartupeliem pieskir patikamu garSu un smarzu,
bet augstakas koncentracijas tie garSu padara riigtu, un tie pat ir toksiski cilvékiem. Tie
pilda arT nozimigu aizsargfunkciju, pasargajot kartupelus no dazadam baktérijam,

senitém, virusiem, insektiem un pat dzivniekiem (Everard et al., 1997).
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Kartupelu ziedi, nenogatavojusas kartupelu ogas, jaunas lapas, kartupelu asni un
vietas uz bumbula apkart kartupelu acim ir tas auga dalas, kuras glikoalkaloidu
koncentracija ir visaugstaka. Lielaka o—solantna koncentracija ir kartupelu bumbulu
miza vai tieSi zem tas, kur glikoalkaloidu koncentracija ir 3 1idz 10 reizes augstaka neka
pasa kartupeli. Salidzinajuma ar par€jo auga dalu kartupelu bumbulos glikoalkaloidu
Iimenis ir daudz zemaks (Vaananen, 2007). Pasaules Veselibas organizacijas (PVO)
atlautais augstakais glikoalkaloidu daudzums kartupelos ka partikas produkta ir 20 mg
uz 100 g kartupelu. To koncentracija ir atkariga no augsnes apstakliem kartupelu
augSanas laika. Vidgjais glikoalkaloidu daudzums kartupela miza var svarstities no 3
mg Iidz pat 100 mg uz 100 g mizu (Bushway et al., 1983). Zinatnieki uzsver, ka visam
registrétajam un partika lietojamam kartupelu Skirném glikoalkaloidus vajadz&tu saturét
zem 50 mg/kg, jo tad iesp&jamiba sasniegt veselibai bistamo glikoalkaloidu daudzumu
(200 mg/kg) butu relativi zema (Zarzecka et al., 2007).

Augstaks glikoalkaloidu Itmenis ir mazos kartupelu bumbulos (jaunajos
kartupelos), tomeér, kartupeliem nobriestot un to izm&ram palielinoties, glikoalkaloidu
Iimenis samazinas (Vaananen, 2007). SaasnojuSiem kartupeliem kopgjais
glikoalkaloidu Itmenis ir lielaks un koncentracija miza un bumbula ieksgja dala ir
augstaka neka nesaasnojuSiem kartupeliem (Tomoskozi—Farkas et al., 2006).
Glikoalkaloidi a—hakonins un o—solanins ir atrasti arT svaigas, neapstradatas kartupelu
lapas, kur glikoalkaloidu aglikona solanidina daudzums ir 396 mg/kg (Lachman et al.,
2001).

Lai noverstu saindéSanos ar glikoalkaloidiem toksiskd daudzuma, ir japievers
nopietna uzmaniba ne tikai kartupelu audzg€Sanas procesam un augsnes atbilstibai, bet
ar1 to uzglabasanas apstakliem pec razas novaksanas (Cantwell et al., 1996). Kartupelu
mizas krasas maina uz zalu ir cieSi saistita ar glikoalkaloidu koncentracijas
palielinasanos (Everard et al., 1997). Visa pigmenta veidoSanas reakcijas procesa loti
svariga loma ir pH Itmenim. Vispiem&rotakie apstakli zaloSanai ir pie pH no 9.0 lidz
9.5. Pie pH 7.0 zaloSana notiek loti 1€ni, savukart pie pH 10.5 reakcija notiek Joti atri,
bet bez ieveérojamas zalas krasas intensitates (Goro et.al., 2001). Ir noverots, ka daudz
lielaka tendence sintez&t hlorofilu ir nenobriedusiem un maza izméra kartupeliem, nevis

lielaka izméra kartupeliem (Everard et al., 1997).
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2.5.5. Glikoalkaloidu Iimeni ietekmgjoSie faktori

Pastav dazadi faktori, kas ietekmé kartupelu bioaktivo vielu, tostarp
glikoalkaloidu Itmeni. Glikoalkaloidu uzkraSanas kartupelu bumbulos ir komplekss
process — to kop€jais daudzums ir atkarigs no daudziem faktoriem: genétiskam
IpaSibam, gaismas, temperatiiras, klimata, augsnes tipa un apstrades, augsnes
bagatinaSanas metodém, nezalu apkaroSanas metodém, bumbulu izmériem,
mehaniskiem bojajumiem un uzglabasanas apstakliem (Tajner et al., 2008; Machado et
al., 2007; Zarzecka and Gugata, 2007; Zhuk et al., 2008). No visiem faktoriem, kas
ietekmé glikoalkaloidu koncentraciju kartupelu bumbulos, vislielaka nozime ir
kartupelu Skirnei, gaismas ietekmei un gatavibas pakapei. Glikoalkaloidu sintéze
gaismas ietekm@ var notikt gan uz lauka, kura kartupeli aug, gan ari novacot razu vai
uzglabajot to. Ir pieradits, ka gaismas ietekme kopgjais glikoalkaloidu limenis kartupelu
bumbulos var palielinaties 2 — 3 reizes, bet luminisc€josa apgaismojuma ietekme pat 4
— 6 reizes (Machado et al., 2007). Pétijumos atklats, ka kartupelu uzglabasana gaisma,
mehaniski bojajumi un radiacija paaugstina glikoalkaloidu daudzumu un kartupelu
uzglabasanas apstakliem pe&c novakSanas ir lielaka ietekme uz  glikoalkaloidu
daudzumu ka klimata un augsnes ietekmei (Friedman and McDonald, 1999).

Glikoalkaloidu limeni kartupelos var ietekmét ari genétiskie faktori (kartupelu
Skirne), apkartgjas vides un agrotehnologiskie faktori. Augsnes apstrades tehnologijas
un nezalu apkaroSanas metodes (ieskaitot herbicidu izmantoSanu) nozimigi ietekmé
glikoalkaloidu uzkrasanos kartupelu bumbulos. Kopg&jais glikoalkaloidu Iimenis ir
augstaks kartupelos, kuriem nezalu apkarosanai izmantoti herbicidi, neka kartupelos,
kuri audzeti bez kimikalijam (Zarzecka and Gugata, 2007).

Viena no augsnes apstrades tehnologijam, kas ietekmé glikoalkaloidu daudzumu
kartupelu bumbulos, ir augsnes mesloSana. Zinatnieki konstatgjusi - ja augsné ir
paaugstinats slapekla un magnija daudzums, pieaug art glikoalkaloidu Iimenis kartupelu
bumbulos (Tajner et al., 2008; Lachman et al., 2001), bet kalijs samazina glikoalkaloidu
daudzumu kartupelu bumbulos. Glikoalkaloidu sint€zei ir nepiecieSama reduc€to
cukuru klatbutne. Ja kalija Iimenis kartupelu bumbulos ir saméra augsts, tad reducéto
cukuru Itmenis ir zems, lidz ar to samazinas ar1 glikoalkaloidu sintéze (Zarzecka and

Gugata, 2007).
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Glikoalkaloidu daudzuma izmainam ir parabolisks raksturs: pirms kartupelu
ziedeSanas glikoalkaloidu daudzums ir zems, visaugstakais tas ir pec kartupelu
ziede€Sanas un kartupelim nobriestot, glikoalkaloidu daudzums kartupelu bumbulos
samazinas.

Biitiska nozime glikoalkaloidu uzkrasanai kartupelu bumbulos ir laika apstakliem.
Tris gadus (no 2002. lidz 2004. gadam) vérojot apkart&jas vides un agrotehnologisko
faktoru ietekmi uz kartupeliem, novérots, ka visaugstakais glikoalkaloidu saturs
kartupe]u bumbulos bijis 2003. gada, kad bija silts, sauss laiks un registrétas augstas
gaisa temperatiiras (Zarzecka and Gugata, 2007). Savukart viszemakais glikoalkaloidu
limenis registréts 2004. gada izaugu$ajos kartupelos, kad nokrisnpu daudzums bijis
neliels un vienmérigs visa vegetacijas perioda laika, ka arT nav bijuSas augstas gaisa
temperattras (optimali laika apstakli). No ta varam secinat, ka auksts laiks un liels
nokriSpu daudzums, ka ari karsts laiks un tdens trukums kartupelu augSanas laika
veicina glikoalkaloidu sint€zes Iimena palielinaSanos kartupelu bumbulos.

Viens no faktoriem, kas samazina partika uznemto glikoalkaloidu daudzumu, ir
kartupelu mizo$ana un pagatavosana. Kartupelu apstrade ievérojami samazina kopg&jo
glikoalkaloidu Iimeni, lielaks glikoalkaloidu zudums verojams, ja kartupeli tiek mizoti.
Tas izskaidrojams ar to, ka lielaka dala glikoalkaloidu kartupelu bumbulos ir
koncentréti miza un tieSi zem tas. Ir pieradits, ka kartupelu mizosana kopgjo
glikoalkaloidu daudzumu samazina par 58% - hakonina [imenis samazinas par 54%, bet

solanina par 67% (Tajner et al., 2008).

2.5.6. Glikoalkaloidu loma augos

Glikoalkaloidi ir vieni no augos esoSajiem kimiskajiem savienojumiem, kas
pasarga augus pret bakt€rijam un citiem parazitiem. Kartupelos glikoalkaloidu limenis
paaugstinas ka atbildes reakcija uz baktériju izraisttu puvi (Lachman et al., 2001). o—
hakonmmam piemit fungicidas, nematodes iznicinoSas sp€jas, tas darbojas ari ka
pesticids, un ar1 o—solanins darbojas ka pesticids un fungicids. Visspécigakie efekti
piemit tomatinam. Tas darbojas ka fungicids un pesticids; tomatinam piemit ari
baktericida iedarbiba un tas aizsarga augus pret gliemjiem (Lachman et al., 2001).

Augsts glikoalkaloidu limenis palielina izturibu pret virusu un mikroorganismu

izraisttam slimibam, pieméram, bakteriju izraisitu miksto puvi; pret dazadu kukainu
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nevélamo iedarbibu (cikadém, kartupelu lapgrauzi un tumso sprakski), kas izalo

kartupelu bumbulus (Arnqvist, 2007).

2.5.7. Glikoalkaloidu ietekme uz §iinam, dzivnieku un cilvéka organismu

2.5.7.1. Glikoalkaloidu toksiskie efekti

Visbiezak glikoalkaloidu izraisita saind@Sanas izpauzas ka akiita saind@Sanas.
Daudzos gadijumos akiitas saindéSanas iemesls ir ne tikai zalu, bet arT bojatu vai
saasnojusu kartupelu nepareiza lietoSana partika (Maga, 1980). Cilveékiem akitas
saindéSanas sindroms tiek noveérots, ja uznemto glikoalkaloidu limenis ir apméram 2,8
mg/kg kermena masas (Jadhaw et al., 1981). Sakotngji tika uzskatits, ka hroniska
glikoalkaloidu izraisita saindéSanas saistita gan ar o-solanina, gan o—hakonina
uzkrasanos audos, tomer Siem glikoalkaloidiem p&c oralas ienemsSanas ir zema
absorbésanas sp&ja gastrointestinalaja trakta. No organisma glikoalkaloidi tiek izvaditi
salidzinosi atri (apmeéram 12 stundu laika) ar urinu un ekskrementiem, tadgjadi tiek
noveérsta So savienojumu uzkrasanas audos. Glikoalkaloidu detoksikacija piedalas ar1
zarnu bakterijas, kuras hidroliz€ glikoalkaloidus aglikona — solanidina, kas ir mazak
toksisks neka o—solanins un o—hakonins (Korpan et al., 2004; Patel et al., 2002).

Salidzinot y-solanina un y-hakoninu toksicitati ar a—solanina un o-hakonina, y-
solantnam un 7y-hakoninam noveéro mazak toksisku iedarbibu. Glikoalkaloidu
biologisko aktivitati ictekm& S$o savienojumu sastava esoS$o oglhidratu (glikozes,
galaktozes vai ramnozes) kimiska struktiira; oglhidratu grupu skaits, veidojot sanu k&di
pie aglikona solanidina, ka ar1 stereokimiska konfiguracija (Lachman et al., 2001).
Glikoalkaloidu  toksicitati  skaidro ar  acetilholinesterazes = (AChE) un
butirilholinesterazes (BuChE) inhibésanu (tiek imit€ta vai blok&ta nervu transmiteru
darbiba), ka rezultata tiek trauc@tas normalas neiralas funkcijas (Krasowski et al.,
1997). Starp apméram 5000 augos konstatetiem toksiniem glikoalkaloidi ir vienigie,
kas inhib&€ gan AChE, gan BuChE (Laurila et al., 1999). a-Solantnam un a-hakoninam
ir specigaka iedarbiba uz BuChE neka uz AChE (McGehee et al., 2000). Ir pieradits, ka

40



glikoalkaloidi inhibe BuChE pat pie tadas a-solanina un a-hakonina koncentracijas,
kada tiek uznemta, ja individs uztura lietojis nebojatus un nesazalojusus kartupelus
(McGehee et al., 2000). BuChE sauc arT par seruma holinesterazi, bet ta nepiedalas
acetilholina hidrolize. Ta neitralizé holinesterazes inhibitorus, ka ari hidroliz€ un
ierobezo darbibas ilgumu neiromuskularo funkciju blok&joSiem agentiem —
mivakurinam un sukcinilholinam.

Vel glikoalkaloidi, lidzigi saponiniem, izraisa §iinu membranu sair§anu, saistoties
ar 3 B-hidroksisteroliem un izmainot jonu aktivo transportu caur Stinu membranam.
Tadejadi tie rada gastrointestinalus trauc€jumus un vispargjus organisma vielmainas
traucgjumus (Lachman et al., 2001). Gastrointestinalie traucgjumi — v&dera sapes,
vemsSana, caureja - parasti tieck noveroti, ja notiek saindéSanas ar glikoalkaloidiem
zemas devas. Uznemot lielaku glikoalkaloidu daudzumu, cilvékiem novéro nopietnakus
saindéSanas simptomus: drudzi, pazeminatu pulsu, zemu asinsspiedienu, paatrinatu
elposanu un neirologiska rakstura traucéjumus (Korpan et al., 2004).

Ir pieradits, ka kartupelu glikoalkaloidi nelabveligi ietekmé zarnu caurlaidibu un
saasina zarnu ickaisuma slimibas. Glikoalkaloidi zarnu Stnu sienipas saistas ar
holesterinu; palielinoties glikoalkaloidu daudzumam, membranas slana virsma tiek
izliekta un pec tam parrauta. Glikoalkaloidu darbibas mehanisms epitelialaja barjera ir
saistits ar holesterina un glikoalkaloidu Iidzibu un to sp&ju iekliit holesterinu saturosajas
membranas (Patel et al., 2002).

Mitohondrijos solanins atver kalija kanalus, palielinot membranu potencialu. Tas
rada Ca®” jonu izpliSanu no mitohondrijiem un Ca®" jonu piecaugumu §iind, kas,
savukart, rada Stinu bojajumus un apoptozi (Patel et al., 2002).

No kartupelos esosajiem glikoalkaloidiem o-hakonins uzrada vislielako
iedarbigumu Herpes simplex virusa inaktivéSana, bet o-solanins paaugstina cukura

Itmeni asinis un rada hiperglikémisku efektu (Lachman et al., 2001).
2.5.7.2. Glikoalkaloidu arstnieciskie efekti
Atseviski pétijumi ir pieradijusi, ka kartupelu sastava esoSie glikoalkaloidi ne
tikai inaktive Herpes simplex virusu, bet arl aizsargd pret infekciju, ko izraisa

Salmonella typhimurium, stimulé malarijas vakcinas darbibu, pazemina holesterina

Iimeni plazma un inhib& cilvéka resnas zarnas véza Stnu HT29 augSanu (Friedman,
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2004). 2001.gada tika publicéti p&tijumi par kartupelu ekstrakta sp&ju in vitro nomakt
kriits véza Stnu augSanu (De Lorenzo et al., 2001). Citos eksperimentos ar zurkam
kartupelu ekstrakts pasargaja zurku aknu hepatocitus no gamma starojuma bojajumiem,
kas liecina par radioprotektivam tpasibam (Kim et al., 1994).

Solanins un hakonins gan individuali, gan arT darbojoties sinergiski pazemina
HeLa, aknu (HepG2), limfomas (U937), kunga (AGS un KATO III) véza $unu
dzivotspéju (Friedman et al., 2005; Lee et al., 2004).

AChE inhibitoru pielietoSana ir viena no Alcheimera slimibas kognitivo
simptomu arstéSanas metodém un viena no iespgjamam Parkinsona slimibas, vecuma
planpratibas un ataksijas (kustibu koordinacijas un lidzsvara traucgumu) arstéSanas
metodeém. Visizplatitakie dabigie AChE inhibitori — glikoalkaloidi — ir atrasti naktenu
dzimtas augos, piem&ram, kartupelos, tomatos un baklazanos (McGehee et al., 2000).
Glikoalkaloidi, kas darbojas ka AChE inhibitori, atsevisku slimibu gadijumos (piem.,
Alcheimera slimiba) teor€tiski varétu dot velamu efektu, tomér veselam cilvekam
AChE inhibicija nav nepiecieSama, jo tadejadi var tikt izraisiti neiralo funkciju
bojajumi.

Nozimiga ietekme uz cilvéka veselibu ir arT citos naktenu dzimtas augos
esoSajiem  glikoalkaloidiem: o-—solamarginam, o-solasolinam un aglikonam
solasodinam, kuriem piemit pretvéza aktivitate (Korpan et al., 2004). Solamargins, kas
ieglts no Solanum incanum, tika izmantots, lai izpé€titu pretvéza aktivitati cilvéka
hepatomas $tnas (Hep3B) un raksturotu parmainas $inu morfologija, DNS sastava un
genu ekspresija $iinds peéc arstéSanas ar solamarginu. Cilvéka hepatomas S$tnas no
solamargina var noverot hromatina sablivéjumu, DNS fragmentaciju un papildus G
piki DNS histogramma, kas izraisa $tinu bojaeju apoptozes rezultata (Korpan et al.,
2004). Solamargins uzrada augstu citotoksicitati cilvéka plausu, prostatas un kriits véza
sunas. Glikoalkaloidi solamargins un solasonins, kas izol&ti no Solanum sodomaeum,
tiek izmantoti laundabigu adas audz€ju arsteéSana, ieskaitot bazalo un zvigaino $iinu
karcinomas (Lee et al., 2004). Solamargins inaktivé ari dazadu virusu darbibu.
Petijumos ir pieradits, ka pacienti, kas inficéti ar Herpes simplekss virusu, Herpes
zoster virusu jeb jostas rozi vai Herpes genitaliju virusu, lokali lictojot krému, kura
sastava ir solamargins, tika izarstéti péc 3 — 10 dienam (Korpan et al., 2004).

Parbaudot solasonina, izoléta no Solanum critinum, un solasodina, izoléta no

Solanum jabrense, aktivitati pret Erliha karcinomas $inam un cilvéka K562 leikémijas
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Stinam, atklaja, ka in vitro Sie savienojumi izraisa no devas atkarigu véza Siinu augSanas
inhibésanu (Esteves—Souza, 2002).

Solamargins un solasonins apvienoti viena zalu forma tiek izm&ginati klinika
dazadu v&zu tipu arstesana: daudzveidigas glioblastomas, cistas un metastez&jusas
plausu melanomas arstéSana. Pielietojot Sos glikoalkaloidus, novéro daudzsolosus
rezultatus: audzgja izmera samazinasanos, augsanas atruma samazinasanos un pacientu

dzivildzes pagarinaSanu (Esteves—Souza, 2002).

2.6. Gammaaminosviestskabe (GASS) augos

Ilgu laiku GASS augos tika uzskatita tikai par stresa laika raduSos metabolitu
(Bouche and Fromn, 2004; Kinnersley and Turano, 2000) un tas loma augos talak
netika petita. Augiem stresu rada aukstums, karstums, sali, saspieSana, vgjs, lietus u.c.
Tad atri pieaug intracelularais Ca®" limenis, kas talak stimulé kalmodulmatkarigas
glutamatdekarboksilazes aktivitati un GASS sintézi. P&dgja laika uzskata, ka GASS ir
arT signalmolekula augos un sadarbojas ar augu hormoniem. GASS limenis pieaug augu
augSanas un slimibu laika. Augiem nav tadu GASS receptoru ka ziditajiem, uz kuriem
GASS varétu darboties, bet atklati proteini, kuru strukttira atgadina cilvéku jonotropos
glutamatreceptorus (Lacombe et al., 2001). Dzivnieku un cilveku GASS receptoru
agonisti un antagonisti uz augu glutamatreceptoriem darbojas pretgji, ta pieradot GASS
mediatora lomu augos. Piem&ram, GASS receptoru agonists bakloféns stimulgja augu
augSanu, bet antagonisti bikukulins un pikrotoksins trauc€ja (Bouche and Fromn,
2004). Tapéc Sodien uzskata, ka GASS augos ir gan metabolita, gan signalparneses
molekulas loma. Ka signalparneses molekula GASS stimulé augu augSanu (Bouche and

Fromn, 2004).

2.7. Lupana rindas triterpéni: betulins, betulinskabe, lupeols

Pentacikliskie triterpéni ir plasi izplatiti augos un tiem ir liela loma dazadas
tautsaimniecibas nozarés. Sodien ir izol&ti apméram 4000 triterpénu.

Betulins bija viens no pirmajiem terpéniem, kuru 1788.g. Lovics (Lowifz) ar
lidzautoriem izolgja no b&rzu tass, tomér kimisko struktiiru precizi noteica tikai
1952.gada. Miisdienas betulins ir atklats arT citos augos, tomer bérza tasis ta saturs ir

visaugstakais 10-30% un tieSi betulins nosaka beérzu tass virsgjas dalas balto krasu.
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Somija no koksnes parstrades atkritumiem gada iegiist 200000 tonnu 95% betulina.

Betulinu sakausgjot kopa ar polim€riem ieglist jaunas plastmasas (Patocka, 2003;

Alakurtti et al., 2006), bet galvenais betulina pielietojums ir kosmetika.
Pentacikliskajiem triterpeniem struktiira ir lupana uzbiive — viens seSloceklu

gredzens un otrs piecloceklu gredzens (6.att.).

BETULIN

BETULINIC ACID
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LUPEOL

6.att. Lupana rindas triterpénu struktiira

Betulinskabe daba ir mazakos daudzumos, bérza tasi apméram 2%, bet lupeols
ir atrasts Joti mazos daudzumos (Alakurtti et al., 2006). Visiem lupana atvasinajumiem
ir atklata pretiekaisuma (Zdzisinska et al., 2003; Yamashita et al., 2002), pretvirusu un
pretvéza darbiba (Gong et al., 2005; San et al., 1998), bet betulinskabei ir patentgta ar1
anksiolttiska iedarbiba (Durst et al., 2002). Triterpéni ir lipofilas molekulas un spgj
Skersot smadzenu—asinsvadu barjeru. Anksiolitiska darbiba novérota pec per os un
intraperitonealas (i.p.) betulinskabes ievadiSanas pelém un zurkam (Udeani et al.,
1999). Betulinskabes farmakokinétikas mérijjumi liecina par atru absorbciju péc i.p.
injekcijas (Udeani et al., 1999). Kaut gan daba betulinskabes ir maz, to samera viegli
var sintezet no betulina.

Pedgjos gados pieaugosa melanomas statistika veicinajusi antimelanomas
lidzeklu mekl&jumus augu vidii. P&tot betulinskabes un betulina darbibas molekularos
mehanismus, atklaja to sp&ju aktivet mitogénaktiveto kinazu kaskadi (Tan et al., 2003),
inhibeét fosfolipazi A2 (Bernard et al., 2001) un modulét interleikina 10 (IL-10),
tumornekrozes faktora un gamma interferona produc€sanos (Zdzisinska et al., 2003).
Betulinam atklaja sp&ju inhibét superoksida rasanos, noblokg&jot tirozina fosforiléSanos
45 kDa protena molekula, kas atrasts cilvéka neitrofilajas $tinas (Yamashita et al.,
2002). Tomér pretvéza darbibas molekularos mehanismus S§ie dati neizskaidro.
Betulinskabei tika atklata selektiva sp&ja nonaveét adas veza (melanomas) un
neiroblastomas $iinas, ka arT atrasta speciga antimelanomas darbiba bez izteiktas in vivo

toksicitates pelem (Pisha et al., 1995; Schmidt et al., 1997; Selzer et al., 2000). P&dgjos
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gados tiek public€tas arvien jaunas no betulina vai betulinskabes molekulas atvasinatu
sintetisku vielu struktiiras ar citotoksisku iedarbibu (Santos et al., 2009; Santos et al.,
2010).

Betulinam un ta analogiem atrasta pretsénu darbiba dazadas sénu kultiiras, bet
efektiva koncentracija (ECsp) ir no 15 Iidz 50 uM robezas (Jasicka-Misiak et al., 2010).

Tome@r betulina un betulinskabes pretvirusu darbibai ir pievérsta vislielaka
uzmaniba (Yu et al.,, 2007; Aiken and Chen, 2005; Patocka, 2003), jo atklaja, ka
betulina diacetats inhibé cilvéku imtndeficita pirma tipa virusa reverso transkriptazi ar
ICso 1.4 puM koncentracija (Akihisa et al., 2001). Veélak tika sintez&ti daudzi betulina
analogi, bet izradijas, ka betulinskabe ir aktivaka un tagad mekl€ jaunus betulinskabes
analogus ar vél specigaku anti-HIV darbibu (San et al., 1998). Bet nesen sintez&ti
savienojumi, kas uzrada anti-HIV efektu pat nanomolara koncentracija (Alakurtti et al.,
2000).

Dodot betulinu kopa ar aknu S$iinas aizsargajosam vielam, novéroja, ka ar
gamma stariem apstaroti eksperimentalie dzivnieki izdzivo ilgak ka kontroles dzivnieki,
kas sanéma tikai aknu protektorus. Lidzigi betulins pastiprina pretvirusu (pret Herpes

simplex) preparatu darbibu (Gong et al., 2005).
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3. MATERIALI UN METODES

3.1. Reagenti

Visus reagentus, iznemot pétamos peptidus un $tinu audz&Sanas barotnes, pirkam
no Sigma/Aldrich Chemical Co (St. Louis, MO, ASV) parstavniecibas Latvija
Labochema. Radioaktivie ligandi ['*’J]-NDP-MSH, [*H]JGASS (92 Ci/mmol) un
[3H]ﬂunitrazepams (91 Ci/mmol) tika sanemti no Amersham Bioscience (Upsala,
Zviedrija). Visus $tinu audz&S$anai nepiecieS§amos reagentus un barotnes pirkam no Life

Technologies, Zviedrija. Peptidus pirkam no NeoMPS (Strasbura, Francija).

3.2. Petamas vielas

Betulinu, betulinskabi, lupeolu, o-solaninu un o-hakoninu pirkam no
Sigma/Aldrich parstavniecibas Latvija Labochema. Betulins, betulinskabe un lupeols
tident neskist, tapéc in vitro eksperimentos tos $kidinajam dimetilsulfoksida (DMSO),
lai pagatavotu 10 mM koncentratu, kuru pec tam atSkaidijam ar atbilstoSu
eksperimentiem buferi. In vivo eksperimentiem triterpénus suspendéjam fiziologiskaja
NaCl skiduma ar 0,5% Tween—80 palidzibu. a—Solaninu un a—hakoninu $kidinajam
paskabinata destiléta ideni un nolidzsvarojam pH lidz 7,4 ar 5 N NaOH skidumu.
Melanokortinu peptidu (o—melanocitstimul&josais hormons (¢—MSH)) skidinajam 0.9%
NaCl skiduma, skidumus alikvotgjam un lidz eksperimentam uzglabajam saldétava —
20°C temperatura. Ja peptidu Skidumi netiek atkartoti atsald€ti un sasaldéti, tie
saglabajas stabili. Eksperimentos atSkaidijumi tika veikti ar metodei atbilstosu

buferskidumu.

Kartupelu pétjjumos izmantojam dazadas Skirnes kartupelus un dazadus
ekstraktu iegiiSanas veidus. Radioligandu saistiSanas eksperimentos izmantojam
kartupelu sulu. Aktivo vielu diazepama, GASS un glikoalkaloidu noteiks$anai gan sulu,
gan kartupelu masas ekstraktus.

Radioligandu saistiSanas eksperimentos izmantojam ,Adretta” Skirnes
kartupelus, ko audzgja biologiskaja zemnieku saimnieciba un novaca no lauka 2005. un

2006. gada rudeni. Citos eksperimentos izmantojam dazadu Skirgu kartupelus.

47



Kartupelus uzglabaja tumsa vieta, 10°C temperatiira telpa ar relativo mitrumu
50%. Kartupelus nomizojam un izspiedam sulu. Sulu izfiltr§jam caur nitrocelulozes
filtru ar 0,5 pm poram un nocentrifug€jam ar 12000 apgr./min. 5 min. [zmantojam
supernatantu, kuram ar 2 M NaOH palidzibu panacam pH 7,4. Eksperimentos
izmantojam svaigi spiestu sulu, kuru atSkaidijam ar saistiSanas eksperimentos lietoto
buferi.

Augstefektivas §kidruma hromatografijas (AESH) metodé izmantojam dazadu
kartupelu Skirnu ekstraktus, kurus ieguvam, homogeniz&jot kartupelus ar mizu vai
nomizotus kartupelus ar paskabinatu tdeni. Kartupeli bez mizas (apm&ram 15-25
grami, precizs iesvars) tika sagriezti nelielos gabalos un sablenderéti kopa ar 100 ml
5% etikskabes (CH3COOH) §kidumu Iidz viendabigai masai. No sablenderéto kartupelu
Skiduma panéma masas Skidro dalu un parnesa cita trauka uz nostadinasanu. Pec
nostadinasanas panéma augsejo Skiduma slani un filtrgja ar 0,45 um lielu poru filtru.

Nofiltreto skidumu atdalija ar CFE metodi.
3.3. Stnu Iinijas

Stinu Iinijas nopirkam no ATCC §inu bankas ASV, kur $iinas ir registrétas ar

kodiem: COS-7 — ATCC CRL-1651 un B16-F1 — ATCC CRL-6323.

3.4. Stinu kultiras

Visus Stnu audzéSanai nepiecieSamos reagentus un barotnes pirkam no Life
Technologies, Zviedrija. Katru Stunu lmiju kultivgjam barotn€s saskana ar Stinu liniju
sertifikatu. COS-7 un B16-F1 §tinu kultivéSanai izmantojam Dulbecco’s barotni ar 10%
liellopu embrija seruma piedevu (FBS) un antibiotikam 1% penicilins/streptomicins,
pretsénu preparatu — 0,5% amfotericinu.

Stinas audzg&jam $tinu inkubatora 37°C temperatiira, 5% CO, atmosfera, lidz tas par
80% aizpildija audz&Sanas plates (parasti sterilas T25 vai T75). Tad §tinas tripsiniz&jam
ar 0,25% tripsina/EDTA Skidumu, ar pipeti savacam centrifugéSanas stobrinos un
centrifuggjam istabas temperattra ar 2000 apgr./min. 5 min. P&c centrifug€sanas virsgjo
slani nolgjam un nogulsn&jusas Siinas resuspend&jam barotn€ vai eksperimentam
piemérota buferskiduma un saskaitfjam. Stinu skaiti$anai izmantojam mikroskopu un

hematocitometru.
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B16-F1 Stnas dabigi ekspresé melanokortinu receptoru pirmo apakstipu, tapéc tas
tulit péc konfluences (vismaz 80% plates aizpildijjums) sasniegSanas izmantojam

attiecigajiem eksperimentiem.

3.5. TripsinizéSana un Siinu skaitiSana

Tripsina §kidumu pievienojam Siinu kulttiram p&c barotnes nolieSanas ar aprekinu
75 cm’ traukam — 2,5-5 ml, 150 cm® — 5-10 ml. Tripsins izraisa §inu disocidciju no
plates plastmasas, un Stinas var savakt ar pipeti no audz&Sanas platém un centriftigas
stobrinos nocentrifugét. Tripsina inaktivacijai pievienojam FBS vai tripsina inhibitora
skidumu 1:1.

Stnu skaitu 1 ml suspensijas noteicam ar hematocitometru.

3.6. Dzivo Siinu skaita noteikSana
Lai atSkirtu dzivas $tnas no miru$am, izmantojam krasvielu tripanzilo. Krasviela
iekraso mirusas Siinas, kuru raksturiga pazime ir laut krasvielai caur membranu iepliist
$ana. Stinu suspensijas 10 pl pievieno 10 ul tripanzila $kiduma un raugoties
mikroskopa hematocitometra laucinos saskaita dzivas Stinas. Aprékinos nem v&ra

atSkaidijumu.

3.7. Siinu transfekteSana

COS-7 siinas neekspresé melanokortinu receptorus (MKR), tapéc tas transfektgjam
ar pétamo receptoru cDNS konstruktiem ekspresijas vektoros. Ependorfa mégené
ielgjam 70 pl OptiMEM barotnes, pievienojam 20 ul Lipofectin reagenta un apméram
1 pg katra melanokortinu receptora apakstipa plazmidu DNS uz 1 miljonu $tnu.
Inkubgjam apméram 1 min istabas temperatiira. Tad COS-7 $tinu monoslanim nol&jam
audz€Sanas barotni un pilinot pievienojam sagatavoto OptiMEM barotni. Inkubg&jam
Stnu inkubatora 12 stundas. Tad nomainijam OptiMEM uz parasto $iinu audz€Sanas
barotni un audzgjam Siinas CO; inkubatora 48 stundas. P&c tam $iinas tripsiniz&jam un

saskaitijam.
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3.7.1. Melanokortinu receptoru apakstipu DNS kontrukti

Melanokortinu receptoru 1. un 5. apakstipu (MKR1 un MKRS5) proteinam
atbilstoSas DNS klonétas pRc/CMV ekspresijas vektora (Invitrogen), bet 3. un 4.
apakstipa (MKR3 un MKR4) atbilstosas DNS ir klonétas pCMV/neo ekspresijas

vektora (sanemti ka davana no prof. Ira Gantz, Miciganas universitate).

r ac |
flaon

cm / T7 Promaoter
E promater é Net |
g MCS\ EcaR |
Bl i

pCMVE-Nao  pgjya Kpn |

EcoRV
| A sgnal 5 | g
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7. att. pCMV/neo vektors (Origene katalogs)

Coding Region 3' Untranslated Region
ATG TGA
TRICHOAT, , 1977 bp
THCHOAT , 1185 bp

(

CMY Promoter

B-Lactamase

ColEI ORI

8. att. pRc/CMYV ekspresijas vektora struktiira (Invitrogen katalogs)
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3.8. Ligandu - receptoru saistiSanas noteikSana

3.8.1. Melanokortinu ligandu receptoru saistiSanas noteik§ana

Radioligandu receptoru saistiSanas noteikSanu veicam, izmantojot Stnu
monoslani 96 laucinu platés, ka aprakstits Schioth et al., 1995. Siinas sadalijam pa
100000 katra laucina 50 ul-os buferskiduma, kas bija pagatavots no MEM (Minimum
essential medium) ar 0,2% lielopu seruma albuminu, 1 mM 1,10-fenantrolina, 0,5 mg/I
leupeptina, 200 mg/1 bacitractna un 25 mM HEPES piedevam, pH=7 4.

Stnas inkub&jam ar ieziméto ligandu ['*’J]-NDP-MSH 0,2 nM koncentracija,
bet petamas vielas tika pievienotas dazadas koncentracijas.

P&c iezZiméta liganda un p&tamo vielu pievienoSanas §iinas inkub&jam 2 stundas
CO, inkubatora. Péc inkubacijas Stinas tika noskalotas 2 reizes ar ledus aukstu buferi un
izskidinatas 0,1 M NaOH skiduma. Izskidinato Stinu radioaktivitate tika skaitita ar 1450
Microbeta Trilux Wallac-Wizard skaititaju, un iegitie dati analiz&ti ar datorprogrammu
GraphPad Prism. Eksperimenti tika veikti ar 2—-3 paraleliem mérjjumiem un atkartoti

3—4 reizes.

3.8.2. Ligandu saistiSanas pie benzodiazepinu saistiSanas vietas uz
GASS, receptoriem
Smadzenu audus sagatavojam pé&c ieprieks publicétam metodém (Cope et al., 2004;
Klusa et al., 1990). ICA pelu tévinu smadzenes homogeniz&jam ar ledus aukstu 50 mM
Tris/HCI buferi, pH 7,4 tilpuma un audu attieciba 1:32. Homogenatus centrifuggjam
150000 x g 15 min. un nogulsnes sasaldéjam —20°C 30 min. Tad resuspend&jam atkal
Tris/HCI buferT un atkartoti centrifugéjam. So procediiru atkartojam tris reizes. Péc
tam nogulsnes resuspend&jam buferT ar tadu aprékinu, lai proteinu koncentracija butu
0,5-0,7 mg/ml. Proteinu koncentraciju noteicam ar Bradforda metodi (Bradford, 1976),
izmantojot liellopu seruma albuminu ka standartu. Membranas sasaldéjam —80°C un
uzglabajam lidz eksperimentu veikSanai.
Radioligandu ~ konkurences  saistiSanas  testa  izmantojam  konstantu
[*H]flunitrazepama 3 nM koncentraciju un daZadas p&tamo vielu koncentracijas un
inkubgjam 60 min. 4°C 96 laucinu MultiScreen mikroplates. Nespecifisko saistiSanos

noteicam ar 100 uM diazepama. P&c inkubg&Sanas suspensiju filtr§jam caur Vatmanfiltru
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(GF/B). Péc tam filtrus skidinajam skidruma scincilacijas kokteili OptiPhase. Filtriem
piesaistito radioaktivitati mérijam 1 min ar scincilacijas un luminiscences mérisanas

aparatu 1450 Microbeta Trilux (Wallac, Somija).

3.8.3. Ligandu saistiSanas pie GASS saistiSanas vietas GASSA receptora

molekula

Smadzenu membranas sagatavojam péc iepriekS publicétas metodes (Mehta and
Ticku, 2001). Pelu smadzenes homogeniz&jam ledus auksta 0,32 M saharozes bufert,
pH 7.4 attieciba 20 ml/g audu. Tad homogenatu centrifuggjam 140000 x g 30 min. 4°C,
lai iegiitu mitohondrialo un mikrosomalo frakciju. P&c centrifugéSanas nogulsnes
resuspendejam dejonizeta, destiléta Gident un atkal homogenizgjam un centrifuggjam.
Tad nogulsnes resuspendgjam 50 mM Tris/HCl buferi un centrifuggjam atkal. So
procediiru atkartojam tris reizes. Tad nogulsnes maza bufera tilpuma sasaldéjam —20°C
un uzglabajam 12 h. P&c tam atkaus€jam, resuspende¢jam 20 ml/g audu 50 mM
Tris/HCL buferT un centrifuggjam 140000 x g 30 min. So procediiru atkartojam divas
reizes. Tad nogulsnes resuspendgjam bufert ar aprékinu, lai proteinu koncentracija biitu
0,5-0,7 mg/ml.

Ligandu saistiSanas konkurences eksperimentos membranas inkub&am 60 min ar
konstantu 10 nM [*H]GASS koncentraciju un dazadam neieziméto vielu
koncentracijam bufert 50 mM Tris/HCl ar 50 mM KCI (pH 7,4) temperatiira 4 oC.

Nespecifisko saistiSanos noteicam ar 100 uM GASS koncentraciju.

Pec inkub&Sanas suspensiju filtrgjam caur Vatmanfiltru (GF/B). Péc tam filtrus
skidinajam Skidruma scincilacijas kokteili OptiPhase. Filtriem piesaistito radioaktivitati
mer;jam | min ar scincilacijas un luminiscences mériSanas aparatu 1450 Microbeta

Trilux (Wallac, Somija).

3.9. cAMF producéSanas mérijumi

B16—F1 un COS-7 siinas péc transfektéSanas ar melanokortinu receptoru cDNS péc
tripsinizésanas un centrifugé$anas inkub&am 30 min 37 °C ddens vanna DMEM
barotn€ bez FBS, pievienojot 0,5 mM 3-izobutil-1-metilksantinu (IBMX), lai inhib&tu
fosfodiesterazes aktivitati un saglabatos sintezgjusies cCAMF. P&c §is apstrades Stinas
sadaltfjam pa 50000 katra 96 laucinu plates laucina. Barotni nocentrifuggam 1500

apgr./min. 5 min un nolgam, bet Stinu monoslanim pievienojam 0,05 ml
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DMEM-+IBMX, kura bija iz8kidinatas p&tamas vielas dazadas koncentracijas. Sanas
inkubg&jam 20 min $tnu inkubatora, tad nocentrifug€jam, un cAMF ekstragg€jam ar 4,4
M HCIO4. Pec 5 min skabi neitraliz§jam ar 5 M KOH/1 M TRIS buferi un
centrifug€jam. cAMF koncentraciju $tinu lizatos merjjam ar cAMF proteina saistiSanas
metodi (Nordstedt and Fredholm, 1990). cAMF koncentraciju paraugos izrékinajam

péc cAMF standartliknes, kuru ieguvam meérot zinamas koncentracijas cAMF paraugus.

3.10. Diazepama un GASS Ilmenu noteikSana kartupelu ekstraktos
ar AESH metodi

Izmantota aparatiira, reagenti un metodes apstakli

o Hromatografs Waters 2690 Alliance;

o Shimadzu LC201 D Binary HPLC pumpis

e Fotodiozu matricas detektors 996;

e Datu apstrades sistema — MasLynx,

o Automatiska paraugu injic€Sanas iekarta;

o Apgrieztas fazes Waters Spherisorb™ 5 um NH, 4,6x250 mm vielu izdalisanas
kolonna;

e pH metrs

e Analttiskie svari PRECISA XB 2204 (+ 0,0001g);

o Membranfiltri kustigas fazes filtréSanai SARTORIUS 0,45 um;

o Kustigas fazes filtréSanas iekarta MILLIPORE saistita ar AIR ADMIRAL™

vakuumsiukni;

Diazepama hromatografija

Mobila faze bija acetonitrils (A) un tdens (B): 0—5 min, 20% A; 5-15 min —20—
25% A; 15-30 min, 25-30% A, p&c 30 min 100% A, plismas atrums 0,8 ml/min,
monitoréSanas vilni 235 nm.

Diazepamu identific€jam hromatogramma pé&c standarta spektra un pika paradiSanas
laika. Diazepama standartlikni uzn@mam koncentraciju diapazona no 0,5 Iidz 8 pg/ml.

15 g kartupelu ekstrahgam 15 min tris reizes ar 25, 10 un 10 ml n—
heksana/etilacetata/trihlormetana maisijuma proporcijas 65:30:5 un 3 reizes sonificgjam
pa 15 min istabas temperatiira. TrTs reizu ekstrakcija bija pietiekoSa, lai izekstrah&tu

99,8% diazepama. Totalais ekstrakta tilpums (45 ml) tika centrifugéts 5 min pie 4000
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apgr./min. Augs€jo organisko slani savacam koniska kolba un iztvaic€jam slapekla
pluisma udens vanna 40 °C temperatira. Sauso atlikumu skidinajam 1 ml
acetonitrila/idens maisijuma (3:7 v/v), centrifugéjam un supernatantu injicgjam AESH

kolonina.

GASS hromatografija

AESH metodes validacijai un standartliknes iegiidanai GASS standarti dazadas
koncentracijas tika izmantoti ka tidens metanola Skidumi. GASS neizmainita veida ar
UV detektoru nevar noteikt, tap&c jaizmanto tas kimiskie derivati. Dansilderivatizaciju
veicam péc ieprieks publicétas metodes (Kang et al., 2006), sagatavojot dansilreagenta
Skidumu acetonitrila. Mobila faze bija 35:65 metanols/udent (v/v) ar 1,5%
trietilamonija un 5 mM/l tetrabutilamonija hidroksida piedevu, pH 2,5. GASS
standartam vai kartupelu sulai 20 pl tilpuma pievienojam 50 pl 2 M KCO;-KOH
Skiduma, pH 9,8 un 50 pl dansilreagenta skiduma acetonitrila. M&geni spécigi maisijam
5 s tumsa vietd, tad sildijam 30 min tidens vanna 80°C. P&c sildiSanas pievienojam 20
pl etikskabes, lai apturétu reakciju. Maisfjumu centrifuggjam 10000 x g 5 min.
Supernatanta 20 pl injicgjam AESH sistéma ar diozu rindas detektoru, izmantojam
koloninu ar parametriem: c¢18, 5 um, 150 mm x 4,6 mm. Mg&rjjumus veicam istabas

temperattra pie 286 nm vilpu garuma.

3.11. Diazepama identifikacija ar gazu hromatografu

Izmantojam Shimadzu GC-2010 gazu hromatografu un temperatiiras rezimu: 1 min
100°C, tad ar atrumu 25 gradi/min temperatiru paaugstinajam lidz 310 °C uz 4 min.
Iesmidzes temperatiira bija 300 °C.

Injicgjam 1 pl diazepama skiduma, par nes€jgazi lietojot héliju ar plismas atrumu
0,94 ml/min. Masspektrometra (MS) darbibas apstakli bija: elektronu jonizacija ar 70
eV elektronu energiju, jonu avota temperatira bija 230°C, GC-MS temperatiira
(interface) 280°C, kvadrupla (Quadruple) modula temperatira — 150°C. Skidinataja
izpludes laika nobide bija 4 min. Izvélgjamies SIM registracijas veidu un monitorgjam

masspektrus izveéletiem joniem: 165, 256, 283 un 284.
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3.12. Glikoalkaloidu limenu mérijumi kartupelos ar AESH metodi

Metodes validacijai tika izmantoti reagenti un paligvielas:
e H,0 - dejonizets idens, (Millipore MilliQ-plus);
o HCI - salsskabe, (Riedel-de-Haén);
e CH;CN — acetonitrils (Fluka / Aldrich);
o KH,PO, - kalija dihidrogenfosfats, buferviela (Fluka / Aldrich);

e Analiz€jamas standartvielas — o-solanins un o-hakonins (Sigma /Aldrich,

Labochema Latvia);

Visas analizes tika veiktas ar AESH iekartu Waters 2690 Alliance, ar fotodiozu
matricas detektoru 996, kolonnas un paraugu termostatu, nepartrauktu kustigas fazes
degazesanas iekartu, automatisko paraugu injiceéSanas iekartu un MasLynx datu
apstrades sistému. Izmantojam apgriestas fazes Waters Spherisorb® 5 um NH; 4.6x250
mm vielu izdaliSanas koloninu, kustigas fazes filtréSanas iekartu MILLIPORE saistitu ar
AIR ADMIRAL™ vakuumsiikni, kustigas fazes filtréSanai SARTORIUS 0,45 pm
membranfiltrus.
ieglistot kop€jo standartSkidumu ar koncentracijam attiecigi 0,33 mg/ml un 0,24
mg/ml.

AESH apstakli. Izmantojam 75% organiska modifikatora koncentraciju, par kustigo

fazi (pH 6) lietojot acetonitrila fidens buferskidumus (20 mM KH,POj,). Par sorbentu
izmantojam apgrieztas fazes Waters Spherisorb™ 5 um NH, 4,6x250 mm vielu
izdaliSanas kolonigu. StandartSkidumus injicgjam 50 pl tilpuma. Vielu sadaliSanas
kolonnas temperatiira bija 40°C.

Glikoalkaloidi: a-hakonins un a—solanins tika izdaliti ar cietfazes ekstrakcijas

(CFE) metodi (anglu valoda - solid phase extraction (SPE)).
Vispirms CME kasetnes (Waters, OasisHLB 3cc) izskalojam ar metanolu un

fideni. Tad ievadijam analiz€jamo standartvielu paraugu, izskalojam liekos

savienojumus sakuma ar stipri skabu, tad bazisku vidi un visbeidzot ar metanolu
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ieguvam vajadzigo frakciju analiz€m. Metanola slani nofiltrgjam ar 0,20 um poru filtru

un analiz&jam ar AESH metodi.

1 ml metanols — 1 ml Gidens —> | 4 ml analiz&jamais paraugs

U

0
I'ml 3(? % met%nols 1 ml 0,5% amonija 0/ =1 lm
0,5% amonija <= hidroksida <= 1 ml 1 % salsskabe
hidroksida
1,5 ml metanols —> | ParaugafiltréSana | —> AESH

9. att.. Glikoalkaloidu izdaliSanas seciba, izmantojot CME

Eksperimentiem némam kartupelus ar un bez mizas. Nosveéram apmeram precizi
25 gramus svaigu kartupelu, sagriezam nelielos gabalinos, ievietojam blenderT un
pielgjam klat 100 ml 5% CH3;COOH $kidumu, tad blenderi ieslédzam un uz vidéji liela
atruma atstajam maisities apmeram 10 min. Tad ieglto sulu bez putam parlgjam cita
trauka un centrifugé€jam. P&c centrifugésanas némam augs¢jo skiduma slani un filtrgjam
ar 0,45 pm lielu poru filtru. So nofiltréto $kidumu talak atdalfjam péc minétas shémas
(9.att.). Savakto glikoalkaloidu slani pirms ievadiSanas hromatografa filtréjam, lietojot

0,20 pm poru filtru.

3.13. Polifenolu satura noteik§ana

Polifenolu satura noteik3anai izmantojam Folina — Cikalteu metodi (Singleton et
al., 1999). Kopgjo polifenolu daudzumu nosaka kompleksa veidoSanas reakcija ar
fosfortannata reagentu vaji baziska vidé. Sis reagents stehiometriski reagé ar jebkura
tipa fenolgredzeniem. 1 ml standarta Folina — Cikalteu reagents (Merck) tika atskaidits
ar destiletu tdeni attiecibas 1:10. Natrija karbonata (Reachem) 7,5% Skidumu

pagatavojam, nosverot 7,50 g Na,COs3 un atskaidot ar destiléto @ideni [idz 100 ml.
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Ka standartvielu lietojam galluskabi (Sigma). Kalibracijas Iliknes iegiiSanai
pagatavojam galluskabes 0,175; 0,14; 0,0875; 0,035; 0,0175 mg/ml standartskidumus
dejonizeta tdeni. Pie 0,5 ml galluskabes standartSkiduma pievienojam 2,5 ml svaigi
pagatavota Folina — Cikalteu reagenta un 2 ml 7,5% natrija karbonata $kiduma.

Absorbciju mérjjam péc 30 mindtem (25°C) pie 765 nm (spektrofotometrs
Spectronic 20D+, Milton Ray, ASV). Kontrolei galluskabes vieta némam destiléto
ideni.

Polifenolu noteikSanai augu ekstraktos galluskabes vietd némam 0,5 ml ekstrakta.
Kopgjo polifenolu saturu galluskabes ekvivalentos (GSE) ekstrakta aprékinajam péc
formulas:

C=neceV, kur

n — atSkaidiSanas faktors

V — ekstrakta tilpums

¢ — galluskabes daudzums, ko nosaka péc kalibrésanas Iiknes, mg/ml.

Kalibrésanas likne polifenolu noteiks anai

1,5 1
1,4 /

13 /
7

0,8 *
0,7 4 /
0,6

o

Optiskais blivums, D

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,1 0,11 0,12 0,13 0,14 0,15 0,16 0,17 0,18 0,19

Galluskabes koncentracija, mg/ml

10. att. Galluskabes standartlikne

3.14. Datu apstrade

Datu apkopos$ana un statistiskaja analiz€ tika izmantotas programmas Microsoft
Excel 2000 for Windows un GraphPad Prism 3,00. Rezultatu ticamiba noteikta ar (one—
way analysis of variance) ANOVA un Bonferroni vai Dunneta testiem. Rezultati tika

uzskatiti par ticamiem, ja P vértiba lidzinas vai ir mazaka par 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Betulina saistiSanas pie melanokortinu receptoriem

Radioligandu konkurences liknes liecina par betulina sp&u saistities pie

melanokortinu receptoru (MKR) apakstipiem 1,3, 4 un 5.
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o
o
T
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Betulina konc. log (nM)
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o
o
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a MSH konc. log (nM)

0,02

0,015

NDP-MSH (nM)
o
o
T

T T T T T T T T T
1 5 10 15 20 25 30 35 40

DMSO konc. (%)
11. att. Betulina, o-MSH un DMSO konkurence ar ieziméto NDP-MSH par

saistiSanos pie MKR. Kvadrati — MKR1, apli — MKR3, tristiiris — MKR4 un rombi — MKR5.
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Betulins izkonkurgja ieziméto NDP-MSH no saistiSanas vietam uz visiem
melanokortinu receptoru apakstipiem. Betulinskabe un lupeols nesaistljas pie
receptoriem, jo nekonkurgja ar ieziméto peptidu NDP-MSH. Peptidu a-MSH lietojam
ka references ligandu ar zinamu afinitati pret visiem MKR apakstipiem. S kontrole
apliecingja ar1 veiksmigu S§tinu transfekciju ar MKR cDNS, jo neizmainitas COS-7
Stinas neekspresé melanokortinu receptorus.

Triterpéni neskist tideni, tapéc tie bija Skidinati DMSO un péc tam 10 mM
koncentrétais Skidums tika atSkaidits ar eksperimentam piemérotu buferi. Parbaudijam
ar buferi atSkaidita DMSO ietekmi uz receptoriem koncentracijas no 1 lidz 40%.
Izradijas, ka DMSO vienadi trauce NDP-MSH saistiSanos pie visiem MKR
apaksStipiem. Selektivitati nenovérojam. NDP-MSH saistiSanas samazinas DMSO
klatbutng, sakot no 20% DMSO koncentracijas. Betulina saistiSanas eksperimentos
DMSO koncentracija neparsniedza 10%, kas ir augstaka DMSO koncentracija betulina
atSkaidijumos, tapéc var uzskatit, ka DMSO efekta nav un betulins pats konkuré ar
NDP-MSH par saistiSanos pie receptoriem. Noveérojam, ka betulins uzradija
selektivitati pret pirmo apakstipu. Tomér afinitate ir zema, jo betulins saistas tikai pM
koncentracijas ar afinitates prioritati: MKR1 > MKR3 > MKR5 > MKR4. Atklajam, ka
betulins saistas nedaudz Iidzigi MK peptidu farmakoforam — sint&tiskajam MSH vidus

fragmentam ar aminoskabju secibu HHFRWG (Schioth et al., 1997).

Tabula 5. Inhibicijas konstantes (K;) pM koncentracijas betulinam un MSH

peptidiem

Ligands MKR1 MKR3 MKR4 MKRS

Betulins 1,02+0,12 5,96 £ 0,31 26,02 + 0,71 17,5+0,3

a—MSH 0,000134 +10,0167 +0,004 | 0,60=+0,10 7,45+1,58
0,00002

B—-MSH 0,0012 + | 0,00367 +1 0,375+ 0,09 14,4 £1,67
0,00027 0,000134

vy1-MSH 0,00267 0,0071 +£0,003 | 29+1,8 42,6 +6,6
+0,00035

y2-MSH 0,011 +£0,0054 | 0,018 £0,0019 | >100 >100

HdFRWG 0,292+0,053 |7, 76+1,9 7,17 + 0,98 61,20 +£28

Eksperimentus veicam ar paraugu dublikatiem un atkartojam tris reizes. Rezultati paraditi
ka vidgjais + S.D. (standartnovirze). MK peptidu saistiSanas dati nemti no publikacijas Schioth
et al., 1996.
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Kaut gan betulina afinitate ir daudz zemaka par dabigo MSH peptidu afinitati,
tomer pie MKRS5 betulins saistas [1dzigi endogénajiem MSH peptidiem un pie MKR4 ta

saistiSanas inhibicijas konstante K; ir tuvu y1-MSH saistiSanas K; koncentracijai.

4.2. Betulina efekti uz cAMF producésSanos Siinas

Pelu melanomas $iinas B16—-F1 eksprese MKR1 un péc ta stimuléSanas producé
cAMF. Mgs stimul€jam §is Siinas un transfekt€tas COS—7 Stinas 20 min ar dazadam
betulina un o—MSH koncentracijam. Nestimul@tas Siinas kalpoja ka kontrole.
Noveérojam, ka B16—F1 nestimulétas Stnas producé apméram 6-8 nM cAMF bazala
Iimena. o-~MSH wuzradija tam raksturigu cAMF Ilimena stimulaciju, sasniedzot
maksimalo efektu 1 nM koncentracija. Betulins nestimulgja cAMF producgsanos ne
pelu melanomas $tinas, ne COS—7 §tnas. Turpmakajos pétijumos pievienojam betulinu
nemainiga 100 uM koncentracija pie mainigam o—MSH koncentracijam un noveérojam,
ka betulins inhibé o—MSH efektu pie zemakam par 2 nM o—MSH koncentracijam, bet
uz augstakam o—MSH koncentracijam betulina ietekme vairs neizpauzas. Betulins
neietekm&ja ari o—MSH maksimalo cAMF stimulacijas efektu. Ar betulmu vai bez

betulina 0—MSH ietekm& cAMF limenis palielinajas 9—10 reizes virs bazala limena.
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12.att. Vielu efekti uz cAMF limeni B16-F1 §tinas.
Bazalais Iimenis — rombs, kvadrati betulina efekti, trisstiiri — a-MSH efekti, apli — betulins 100
uM koncentracija + mainigas o—MSH koncentracijas.

*P o—MSH efekti pret betulins + o—MSH.

4.3. Betulina saistiSanas pie GASS receptora benzodiazepinu un GASS
saistiSanas vietam

legttie dati triterpénu konkurences testa ar iezimeto flunitrazepamu paradija, ka
betulinskabe un lupeols vispar nekonkurgja par saistiSanos pie benzodiazepinu
saistiSanas vietas uz GASS, receptora (13.att.), bet betulina Skietamo saistiSanos vargja
izskaidrot ar DMSO efektu. Izradijas, ka DMSO koncentracijas virs 5% pats samazina
flunitrazepama saistiSanas sp&ju. Tapéc pienémam, ka neviens no parbauditajiem
triterp€niem ticami nekonkuré ar flunitrazepamu par saistiSanos pie benzodiazepinu
saistiSanas vietas. Ka kontroli un references vielu izmantojam diazepamu. Diazepams
saistfjas ar K; 6 = 2 nM koncentracija un zemu nespecifisko saistiSsanos 1-4%, kas
liecina par atbilstosi sagatavoto audu materialu un labu eksperimentu kvalitati.

DMSO mazak ietekméja ["TH]GASS saistisanos pie GASS saistiSanas vietas uz
GASSa receptora. Efekts bija pamanams sakot no DMSO 20% koncentracijas, tapéc
betulina konkurence ar iezimi $ajos eksperimentos ir ticama. Betulins saistijas pie

GASS saistiSanas vietas ar K; koncentraciju 64 £ 5 puM. Betulinskabe un lupeols
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nesaistljas un neizmainija iezimétas GASS afinitati. Ka kontroli un references vielu
izmantojam neiezZiméto GASS un tai noteicam K;, kas bija apméram 10 nM
koncentracija.

Sajos eksperimentos pieradijam betulina selektivo saistisanos pie GASS receptora —

tiesi pie GASS saistiSanas vietas.
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13.att. Vielu saistiSanas pie GASS4 receptora.
A. Kvadrati — diazepams, apli betulins, trisstiri — betulinskabe, rombi — lupeols.

B. Kvadrati — GASS, apli betulins, trisstiiri — betulinskabe, rombi — lupeols.
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4.4. Kartupelu sulas saistiSanas ar benzodiazepinu un GASS
saistiSanas vietam uz GASS, receptora

Ar1 Sajos eksperimentos diazepams un GASS kalpoja ka references un kontroles
vielas. Kartupelu sula konkurgja ar iezimé&to [3H]ﬂunitrazepamu no koncentracijas
atkariga veida, uzradot inhibicijas koncentraciju ICso 2,0 + 0,7% atskaidijuma
(A, att.14). Nespecifisko saistiSanos noteicam ar diazepamu 2 mM koncentracija un ta
bija apméram 3%. Zinot, ka kartupelos ir dazadi benzodiazepini, aprékinajam
benzodiazepinu saturu péc diazepama ekvivalenta (pienemot, ka visiem konkurgjoSiem
benzodiazepiniem bitu tada pati afinitate ka diazepamam). Gan 2005. gada, gan 2006.
gada kartupelu razas paraugos diazepama ekvivalentu l[imenis bija apm&ram 2,85 + 0,52
ng/ml.

Kartupelu sula loti spécigi konkurgja ar iezim€to GASS par saistiSanos pie
GASS saistiSanas vietas un 50% inhibiciju uzradija atSkaidijuma 1:100 000 (B, att.14).

Jau atskaidijuma 1:1000 kartupelu sula pilnigi izkonkurgja ieziméto GASS.
Kontroles testa GASS inhibicijas konstante K; bija 14 £ 6 nM, kas atbilst GASS
saistiSanas afinitatei. Diazepams slikti saistijas pie GASS saistiSanas vietas, ta K;
vertiba bija 19 + 4 uM, kas liecina, ka kartupelu sula saistas pie GASS vietas citu vielu
nevis benzodiazepinu dél. M&s pielavam, ka kartupelu sula satur GASS vai tai lidzigas
vielas ar augstu afinitati pret GASS4 receptoru. Aprékinot GASS ekvivalentu, ieguvam
GASS koncentraciju 300 + 56 pg/ml.
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14. att. Kartupelu sulas konkurence ar iezimétiem GASS, receptora

ligandiem.

0 — kontrole bez kartupelu sulas. Eksperimenti veikti ar paraugu dublikatiem un

atkartoti 3—4 reizes katra gada kartupelu razai.

Megs noverojam, ka 2005. un 2006. gada kartupelu efekti bija loti 11dzigi un abos

gados ieguvam lidzigas kartupelu sulas konkurences liknes.
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4.5. Diazepama pieradiSana kartupelos

Salidzinajam diazepama standartliknes un kartupelu sulas hromatogrammas,

iegiitas identiskos AESH apstaklos. Korelacijas koeficients r* > 0,99 (n=7) uzradija

linearu procesu. Diazepama pika laiks bija 15,8 = 0,1 min. Analiz&tajos kartupelu

paraugos diazepama pikis bija labi atdalits no citiem pikiem (15. att.).
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15. att. Diazepama noteikSana Kkartupe]u ekstraktos. Standarta (diazepama)

hromatografija (A) un analizéjama ,,Adretta” kartupelu parauga hromatografija (B).
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Izrékinot iesp€jamo diazepama Iimeni analiz€tajos paraugos péc diazepama
standartliknes, ieguvam datus, ka diazepams ir 0,038 + 0,01 mg/kg kartupelu.
Kartupelu sulas diazepamu saturo$o frakciju izol&jam ar preparativas AESH koloninu
un analiz&jam ar gazu hromatografu (16. att.). Diazepams kalpoja ka references viela.

Monitoréto jonu intensitate atbilda diazepama masspektru standartiem.

8 +
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16.att.. Atdalita savienojuma pika SIM veida hromatogramma un mass-

spektromertija atzimétie diazepama joni (m/z 165, 256, 284).

Tris kontrol&tie joni tika atziméti, lai var€tu analiz€jamo paraugu salidzinat ar
diazepama standartu. Diazepama pika retences laiks ir 9,94 miniites.

legiitie rezultati rada, ka diazepams kartupelu suld ir nieciga daudzuma.
Kartupelu masas ekstraktos atrasta un identificeéta diazepama saturs ,,Adretta” Skirnes
kartupelos ir apméram 30 — 45 pg/kg.

Salidzinot vairakas kartupelu Skirnes atklajam, ka starp tam nav ticamas
diazepama satura atSkiribas. Tomér negaiditi augstaku diazepama Iimeni izmérijam

nezinamas Skirnes kartupelos, kurus audze kada Erglu rajona majsaimnieciba.
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Tabula 6. Diazepama saturs Latvija audzeétas kartupelu skirnés 2006.g.

Kartupelu $kirne Diazepama saturs mg/kg
Adretta 0.04 £0.1

Herta 0.028+0.12

Laura 0.055+0.1

Nezinama  (audzéti  Erglu | 1.02£0.07 *

apkaimes majsaimnieciba)

* Ticama atSkiriba no pargjiem paraugiem. ANOVA tests, n=6

Tadejadi pieradijam diazepama identitati un izmé&rjjam diazepama saturu kartupelu

masa.

4.6. GASS noteikSana kartupelu sula

GASS kvantitativa AESH metode vél jaturpina pilnveidot, jo, lietojot UV
detektoru un dansilreagentu, hromatogramma ir redzami divi tuvu stavosi piki (17.att.).
Neskatoties uz to, aprekini pec standarliknes liecinaja, ka kartupelu sula ir augsts GASS
Itmenis 2 mg/ 10 pl.
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17. att. GASS hromatogramma kartupelu sula
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4.7. Glikoalkaloidu saturs kartupelos

Lai izv€letos optimalo darba vilnu garumu, tika uznemti katras standartvielas UV
absorbcijas spektri. Veiktie eksperimenti paradija, ka a-hakoninam un a-solaninam nav

izteiktas UV absorbcijas virs 210 nm (18. att.).

193.4 1934
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18. att. Glikoalkaloidu a-hakonina un a-solanina UV absorbciju spektri

Sis fakts sarezglja metodes izmanto$anu, jo virs 220 nm analiz&jamas vielas
vienkarsi netiktu detektetas.

a—Solanins un o—hakonins ir savstarp&ji izoméri, tapec to atdaliSana apgrieztas
fazes (AF) AESH apstaklos bija komplicéta. [zméginot virkni sorbentu un kustigo fazu,
gala rezultata veiktie eksperimenti paradija, ka So glikoalkaloidu optimalai
hromatografiskai analizei apgrieztas fazes apstaklos nepiecieSama augsta organiska
modifikatora koncentracija (75%). Par sorbentu izmantojam vielu sadaliSanas koloninu,
kas satur NH, grupas. Sadas koloninas parasti izmanto tadu izoméru ka glikoalkaloidu
vai dazadu cukuru atdaliSanai, ko ir griiti vai vispar nav iesp&jams realizet uz tipiskam
C18 sorbentu saturosam vielu atdaliSanas kolonam.

Lai uzlabotu sistemas efektivitati abiem p€tamajiem savienojumiem, palielindjam
vielu sadaliSanas kolonas temperatiiru lidz 40°C. Rezultata abu savienojumu savstarpgja

iz8kirsana (Rs) ir robezas no 6-7, kas ir augsts raditajs apgriestas fazes AESH (Rs>1,5).
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19. att. Glikoalkaloidu o-hakonina un a-solanina hromatogramma péc CME atdaliSanas

ar Spherisorb NH; kolonnu un acetonitrilu/20 mM KH,PO, (pH 6) Skidumu ka kustigo fazi

Hromatogramma (19. att.) redzams, ka pirms abu standartvielu joslam elugjas ar1

citas trauc€josas joslas, kuras rada gan kustigd faze, gan cietfazes mikroekstrakcija

izmantotie §kidinataji, kuri visi nedaudz absorb€ pie zemajiem vilpiem (210 nm).

Aprékinot procentuali, cik liela koncentracija tika ievietota un p&c tam atgiita péc

CME, tika secinats, ka zudums nav liels, rezultati ir parsteidzosi augsti (apmeram

hakontnam 99%, solaninam 98%).

Pec metodes validacijas izmérijam glikoalkaloidu saturu kartupelos. Pieméri

paraditi 20. attela.
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20..att. Glikoalkaloidu a-hakonina un a-solanina noteik$ana Latvija audzétos kartupelos.
A-Laura bez mizas; B-Laura ar mizu; C-Adretta bez mizas

Vel tika veikta kartupelu analize divam vecakam kartupelu skirném — ,,Borodina”

un ,,Agrie dzeltenie”, un kartupeliem ,,Mutag€nagrie”.

Tabula 7. Glikoalkaloidu a—solanina un a—hakonina saturs Latvija audzetos

kartupelos
Kartupelu sula Kartupeli
Kopgjais Kopgjais,
skil‘ne Hakonins, Solanins, vidaiais Hakonins, Solanins, videjais
> mg/ml mg/ml Jais, mg/100 g kart. mg/100 g kart. mg/100 g
mg/mL kart.
Laura 0,079+ 0,015+
bez mizas 0.008 0,006 0,094 1,264+ 0,08 | 0,240+ 0,008 1,5
Laura ar 0,064+ 0,113+
mizu 0,004 0.005 0,177 1,024+ 0,05 1,808+ 0,03 2,8
Adretta 0,073+ 0,011+
bez mizas 0,002 0,004 0,084 1,168+ 0,06 0,176x 0,08 1,3
Mutagen
agriebez | 000745 | 0004754, 6101 1 0.118£0,08 | 0,0752+ 0,008 0,19
. 0,008 0,0003
mizas
Mutagen
. 0,0640+ 0,0166+
agrie ar 0.006 0.008 0,0806 1,024+ 0,02 0,2656=x 0,004 1,29
mizu
Borodina 0,0306+ 0,0048+
bez mizas 0,008 0,0008 0,0354 0,499+ 0,008 | 0,0768+ 0,003 0,58
Agrie
dzeltenie | O11IE | OOISSE g 346 1y 0061 0,004 | 0,248+ 0,002 2,15
b . 0,01 0,003
ez mizas

Glikoalkaloidu saturs sula un blendergtos kartupelos atSkiras. M&s nenoteicam visu

glikoalkaloidu saturu, bet, piepemot, ka a-solanins plus a-hakonins sastada 95% no

visiem glikoalkaloidiem, neviena gadijuma kopgjais vid€jais glikoalkaloidu limenis
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neparsniedz atlautos 18-20 mg/100 g (Tomoskozi — Farkas et al., 2006). No 100 g
kartupelu ieguvam apméram 35 — 50 ml sulas.

Salidzinot iegiitos rezultatus, secinajam, ka visaugstakais glikoalkaloidu Itmenis
kartupelos, kas analizéti bez mizas, ir $kirné ,,Agrie dzeltenie”, bet viszemakais —
kartupelu skirné ,,Borodina”.

Kartupelos, kuri analizéti ar mizu, visaugstakais glikoalkaloidu Itmenis bija
skirnes ,,Laura” kartupelos, bet viszemakais — ,,Mutagénagrie” $kirnes kartupelos.

Salidzinot hakonina un solanina daudzumu, redzams, ka visas kartupelu Skirn€s
hakonina daudzums ir augstaks ka solanina. Pieméram, kartupelu skirng ,,Laura”, kas
analizéti bez mizas, hakonina saturs ir apméram 5 reizes augstaks salidzinajuma ar

solanina daudzumu.

4.8. Polifenolu saturs kartupelu Skirnes — ,,Adretta”, ,,Herta” un

2
HlLaura

Polifenolu saturu noteicam ar destilétu tdeni atSkaiditai kartupelu sulai
(atSkaidijums 1:10 — kartupelu sula destiléta tideni).

Kartupelu sulu pirms absorbcijas mériSanas 5 min nocentrifuggjam 3200
apgr./min. Polifenolu saturu izteicam galluskabes ekvivalentos péc galluskabes
standartliknes.

Tabula 8. Galluskabes ekvivalenti dazadu Latvija audzétu kartupelu

at§kaiditas sulas

Kartupelu Galluskabes koncentracija,
Skirne (mg/ml)
Adretta 0,082 + 0,004
Herta 0,094 + 0,006
Laura 0,11 +0,008

Kopgjais polifenolu saturs dazadas Skirn€s nedaudz svarstas, vidgji sastadot 0,095
+ 0,006 galluskabes ekvivalentu mg/ ml kartupelu sulas. Nemot vé&ra sulas
atSkaidijumus 1:10 kopgjais polifenolu daudzums ir 95 + 6 galluskabes ekvivalentu

mg/ml kartupelu sulas.
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5. DISKUSIJA

5.1. Betulina selektiva piesaistiSanas pie MK receptora pirma
apakstipa

Mes atklajam un pirmo reizi paradijam augu triterpéna betulina sp&ju saistities
ar cilvegka MKR apakstipiem un salidzinajam ta afinitati ar dabigajiem
melanokortiniem. Betulins uzradija selektivitati pret pirmo apakstipu. TieSsi MKR1 ir
atrasts gandriz visas adas S$Gnas un regulé epidermas melanocitu proliferaciju un
diferencésanos (Roberts et al., 2006; Wikberg et al., 2001; Catania et al., 2004). Kaut
gan betulina afinitate ir daudz zemaka neka o-MSH, ta ir salidzinama ar peptidu serdes
fragmenta afinitati (Schioth et al., 1997), bet afinitate pret MKR4 un MKRS ir tuvu
dabigo hormonu f—MSH un y—MSH afinitatei (Schioth et al., 1996). Tiesi serdes dalas
fragments ir izmantots jaunu sint€tisku MKR ligandu meklgjumos un veiksmigs
atradums ir peptids melanotans I un cikliskais peptids melanotans II, kas ir kliniski
parbauditi ka adas pigmentaciju veicinosi lidzekli (Catania et al., 2004). Velak klinika
melanotanam II atklaja erekcijas pastiprinasanas efektu un uz ta bazes sintez€ jaunus
analogus. Abi melanotani samazina risku saslimt ar adas vezi (Hadley and Dorr, 2006).

Daudziem Iidz Sim sintez&tajiem MKR ligandiem piemit pretiekaisuma,
pretaptaukosanas, pretmelanomas un seksualo funkciju stimulgjosi efekti, tap&c atrasta
betula afinitate pret MKR var tikt izmantota jaunu MK mimétiku sint€zei.

DMSO loti biezi izmanto ka skidinataju, tap&c par DMSO efektiem ir diskutéts
daudzu autoru darbos. To izmanto ar1 Stnu Iiniju saldéSana ka krioprotekt&josu vielu.
P&tot saldéSanas ietekmi hematopo@tiskajam priekstecu Stinam, pieradija, ka DMSO ari
cilmes $iinas pasarga no bojajumiem sasaldeéSanas laika (Veeraputhiran et al., 2010).
DMSO piemit s§tinu membranu caurlaidibas pastiprinaSanas sp&ja (Macdonald et al.,
2010) un tas ir ticis lietots ka pretsapju, pretreimatisma un pretiekaisuma Iidzeklis.
Tomer §tnu un organu kulttras atkara no koncentracijas DMSO var uzradit toksiskus
efektus. Petijuma ar zurku auss $iinam noskaidroja, ka DMSO koncentracijas no 0,5
lidz 6% izraisa apoptozi (Qi et al., 2008), bet 0.1% DMSO noblok&ja [a-
2 ]bungarotoksina saisti§anos ar acetilholina N tipa receptoriem (Eaton et al., 1997).
Mes neatradam literatiira public€tus datus par DMSO saistiSanos pie MKR, tapéc

uzskatam, ka esam pirmie, kas publicgja datus par DMSO saistiSanos vai saistiSanas
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imitaciju ar MKR. Mg&s secinajam, ka MKR receptori in vitro koncentracijas atkariga
veida ir jutigi pret DMSO. Mg&s nenovérojam DMSO selektivitati un nevaram spriest,
vai DMSO saistas vai saboja receptora proteina struktiru un tadejadi pasliktina no
DMSO koncentracijas atkariga veida ligandu saistiSanas speju. Tomeér literatira ir dati,
ka DMSO pastiprina pigmentaciju melanomas §tinas un melanocitos (Brown, 2001),
kas netiesi norada uz iesp&jamu iedarbibu uz MKR1.

Visi MKR apakstipi ir ar Gg proteinu saistitie receptori un to aktivacija stimulé
cAMF producésanos un cAMF signalcelu ierosinasanu (Wikberg et al., 2001). cAMF
testu izmanto, lai atklatu, vai MKR ligands darbojas ka agonists vai antagonists.
Literatiira ir aprakstits, ka cilvéku melanomas Stinu bagatinasana ar MKR1 izraisija
cAMF bazes Iimena paaugstinasanos (Mas et al., 2003). Tatad ari MKR1 ekspresijas
blivuma izmainas var ietekmét caMF produc€Sanos S$iinas. Misu eksperimentos
betulins antagoniz§ja o—MSH efektu pie zemakajam o—MSH koncentracijam,
iespgjams, betulins ta var€tu samazinat adas pigmentaciju, kuru o—MSH stimule.
Betulins ka balinatajs tiek lietots kosmétika bez §1 efekta molekulara mehanisma
skaidrojuma.

Kaut gan betulinskabei ir spécigaka pretvéza aktivitate ka betulinam (Zuco et
al., 2002; Fulda et al., 1999; Alakurtti et al., 2006) un tiesi selektiva citotoksicitate pret
melanomas Stunam (Pisha et al., 1995), betulinskabei un lupeolam saistiSanos pie MKR
nenoverojam. lesp&jams, nelielas triterpenu struktiiras atSkiribas tomér ietekmé to
saistiSanos pie receptora proteina un betulinam piemit Tpasibas, kas vajadzigas, lai
iekllitu receptora saistiSanas ,,kabata” (binding pocket). Mg&s neatradam pieradijumus,
ka betulinskabes antimelanomas darbiba saistita ar MKR stimulaciju vai blok&Sanu.

legttie rezultati rada, ka turpmakie MKR pétijumi varétu palidz&t noskaidrot
betula un citu augu triterpénu pretvéza un antiHIV efektu molekularos mehanismus

un uz triterpénu molekulu strukttru bazes radit jaunus zalu Iidzeklus.

5.2. Betulins — GASS, receptora agonists

Darba hipotéze, petot triterpenu CNS efektus, balstijas uz to lipofilo dabu un
speju skersot asinsvadu—smadzenu barjeru un nonakt smadzengs. Misu pienémums
izradijas pareizs un lidzigi ka eksperimentos ar MKR mes novérojam betulina

saistiSanos ar GASSA receptoru. Izradijas, ka no parbauditajiem lupana rindas
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triterpéniem tikai betulins saistas ar GASS, receptoru, konkurgjot ar ["H]GASS par
saistiSanas vietam. Betulinskabe un lupeols nekonkur§ja ne ar benzodiazepinu
saistiSanas vietas iezimi [3H]ﬂunitrazepamu, ne ar GASS saistiSanas vietas iezimi
[’H]GASS.

Endogéni GASS sintezgjas no glutamata, piedaloties enzimam L-glutaminskabes
dekarboksilazei, un ka kofaktors darbojas piridoksalfosfataze. GASS medicina nelieto,
jo ta ir smadzenu endogéna viela, kas slikti Skérso smadzenu-asinsvadu barjeru, tomer
ievadita eksogeni, ta var piesaistities pie perifériem receptoriem un neliela daudzuma
nonakt smadzengs (Vignolo et al., 1992). Organisma GASS saistas ar specifiskiem
transmembranu receptoriem plazmas membranas, kas pec struktiiras ir hlora jonu
kanala lielmolekulars komplekss. GASS piesaistiSanas atver hlora jonu kanalu, tadgjadi
paverot celu negativi ladéto hlora jonu iepliiSanai §iina vai pozitivi ladeéto kalija jonu
izpluSanai no tas, izraisot hiperpolarizaciju un neironalo inhibiciju. GASS ir smadzenu
darbibu bremzg&joss mediators, kas piesaistas pie GASS receptoriem, kurus iedala divas
lielas klas€s — jonotropie (GASSA un GASSc) un metabotropie receptori (GASSg). No
Siem trim apakstipiem visvairak izpétiti ir GASS4 receptori. Sim kompleksam ir piecas
saistiSanas vietas, kas var piesaistit GASS, benzodiazepinus, barbituratus, konvulsantus
un neirosteroidus (Holtkamp and Meierkord, 2000). Sis vielas, saistoties ar GASS
receptoru, izraisa ta stimulaciju un CNS nomierinoSu efektu, bet antagonisti
(bikukulins) izraisa krampjus.

Organisma normalai funkcionéSanai GASS Iimenim smadzenés jabiit
sabalansétam. Nesabalanseéts GASS Iimenis smadzengs ir pie dazam slimibam
(Alcheimera, Hungtingtona, Parkinsona slimiba, ari epilepsijas gadijumos). Sajos
gadijumos ir nepiecieSams stimulét GASSA receptorus ar sint€tiskam zalu vielam —
barbituratiem, benzodiazepiniem, kuriem ir atSkirigas piesaistiSanas vietas pie Siem
receptoriem.

ArT GASS4 receptoru saistiSanas testos §kidinatajs DMSO izmainija abu iezimju
speju piesaistities pie receptora proteina, pasi samazinot benzodiazepinu vietas iezimes
flunitrazepama saistiSanos. DMSO ietekme bija tik liela, ka betulina saistiSanos
nevaréjam novertét ka ticamu. Literatiira citi p&tnieki apraksta DMSO spé&ju pat 1%
koncentracija par 80% samazinat citas iezimes — konvulsantu saistiSanas vietas liganda
[**S]TBPS saistisanos (Holopainen et al., 2001). Pieradits, ka tikai 0,1% koncentracija
DMSO neizmaina GASS mediéto jonu kanalu atvérumu (Wexler et al., 1998). Misu
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eksperimentos DMSO sakot no 20% koncentracijas traucgja ["TH]GASS saistisanos, bet
flunitrazepama - sakot no 5% koncentracijas.

Veicot in vivo eksperimentus, mes atklajam betulina antikonvulsivo darbibu péc
intracisternalas un i.p. injekcijas pelém, jo betulins inhib&ja bikukulina izraisitos
krampjus (Muceniece et al., 2008). Saja darba aprakstitie radioligandu saisti3anas
péttjumi izskaidro betulina CNS efektu molekularo mehanismu.

Betulinskabe un lupeols in vivo darbibu neuzradija, un tas loti labi atbilst in vitro
radioligandu saistiSanas testa iegiitajiem rezultatiem. Tomer Sie rezultati bija negaiditi,
jo tieSi betulinskabei ir aprakstita anksiolitiska darbiba p&c i.p. un oralas ievadiSanas
pelém un Zurkam un tiesi betulinskabes anksiolitiska darbiba ka atklajums ir patentéta
(Durst et al., 2002). Mums neizdevas noskaidrot betulinskabes darbibas molekularos
mehanismus un més pat nenoveérojam betulinskabes pretkrampju darbibu in vivo.
Betulinskabes iedarbiba uz smadzenu neiromediatoru receptoriem un anksiolitiskie
efekti joprojam paliek neskaidri, jo ta nesaistdas ar veselu virkni smadzenu
neiromediatoru receptoriem (Zhu et al., 1996). Tomér nenoliedzami ari betulinskabe
noklust smadzengs, jo gan betulinam, gan betulinskabei ir pieradita antiHIV darbiba
smadzengs (Alakurtti et al., 2006).

Atklatie betulina antikonvulsanta efekti lauj mums secinat, ka betulins ir GASS4
receptoru agonists. lesp&jams, ka betulinam arT piemit anksiolttiska darbiba.

Uz muskulu tonusu (rota—rod tests) neiedarbojas neviens no trim lupana rindas
triterp€niem (Muceniece et al., 2008).

Mes gan MKR, gan GASS receptoru petijumos paradijam, ka niecigas struktiiras
izmainas pat tik radniecigos savienojumos ka triterpénu atvasinajumos sp€j izmainit to

biologiskos efektus.

5.3. Kartupelu bioaktivo vielu loma kartupelu ka funkcionala uztura

izvertesana

5.3.1. Benzodiazepini un GASS kartupelos
Dazadam kartupelos atrastajam vielam ir veikti pétijumi izol&ta veida, bet in vivo
kartupelu produktu p&tijumi notiek pavisam nesen, jo visu laiku ir valdijis uzskats, ka

partikas produktiem in vivo eksperimentos neizdosies registrét parliecinosus efektus.
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Benzodiazepini kartupelos un augos tika atrasti jau pagajusa gadsimta 80.0s (Wildmann
et al., 1988) gados, bet Sie atklajumi kalpoja tikai ka pieradijums, ka cilveku un
dzivnieku smadzen€s benzodiazepini nonak ar partiku. Partikas augu benzodiazepinu
saturam nepieSkira lielu nozimi, jo salidzinajuma ar benzodiazepinu, piemé&ram,
diazepama terapeitisko dienas devu (5-20 mg), kartupelos esosa diazepama daudzums ir
niecigs.

1988. gada kartupelu bumbulos konstatétais diazepama un delorazepama
daudzums bija apméram 250 ng/kg, turpreti N-desmetildiazepama daudzums — 500
ng/kg (Wildman et al., 1988).

Tabula 9. Benzodiazepinu (Bzd) satura kartupelos salidzinajums

Benzodiazepins IC50 nM Atrastais benzodiazepinu daudzums 20g
randomizéti iepirktu nenoteiktas Skirnes
kartupelu
ng Diazepama AESH dati
ekvivalentos GC/MS
(DE) ng
Diazepams 8,6 5 5
N-desmetildiazepams 9,2 10 10
Lorazepams 1,6 5 1
Delorazepams 1,8 10-20 5
Tikko Péc 5 meéneSu uzglabasanas 10°C
novaktos
Kopéja Kartupelu Arégja karta | Asni
masa serde (ng DE/20 g) | ngDE/20 g
(ng DE)/20 | (ng DE)/20 g
g
Summari Bzd 20-60 25-70 250-350
Summari BZD 80
ng/g
Lormetazepams Nav 0,05-0,1 0,05-0,1 0,4-0,6
noteikts
Audu kultiiras
Temazepams 100-450 ng/g
Diazepams 60-70 ng/g

Dati no Wildman et al., 1988; Wildman, 1988 un Kavvadias et al., 2000.
DE - diazepama ekvivalenti

Misu eksperimentos diazepams kartupelu sulda ar AESH metodi netika atrasts, bet

kartupelu masas ekstraktos ar organiskiem Skidinatajiem vidgji tika atrasti 30 — 45
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ug/kg diazepama. lesp&jams, ka radioligandu saistiSanas eksperimentos més noverojam
kartupelu sulas saistiSanos un konkurenci ar iezim@to flunitrazepamu summara
benzodiazepinu limena dél jeb radioligandu saisti§anas metode ir jutigaka par AESH.
Diazepama Itmenis kartupelos var atskirties, par to liecinaja dazadu Skirpu kartupelu un
nezinamas $kirnes kartupelu diazepama Itmenu salidzinajums.

Atskiribas starp Latvija audz&to kartupelu diazepama un 1988.gada noteiktajiem
un literatira publicétajiem diazepama daudzumiem var izskaidrot ar izmantoto
ekstrah&Sanas metozu dazadibu. AtSkiribu iemesls var biit ar1 dazadas kartupelu skirnes,
kas tika izmantotas pé&tjjumos (genctiskie faktori), klimata atSkiribas, kartupelu
augSanas un uzglabasanas apstakli u.c.

Diazepams ir termostabils benzodiazepins (Jumaa and Muller, 2002). Tap&c mes
pienémam, ka ta daudzums ediena gatavoSanas (varisSanas, cepSanas) procesa nemainas,
tas ir tads pats ka termiski neapstradatos kartupelos.

Mes esam pirmie (Muceniece et al., 2008), kas publicgja datus par kartupelu sulas
saistiSanos ar smadzenu GASS4 receptoru un dazadu ligandu saistisSanas vietam (GASS
un benzodiazepinu) uz ta. Vislielakais atklajums ir kartupelu GASS—ergiskas aktivitates
pieradisana in vivo, kas izpaudas ka kartupelu sulas antagonisms ar bikukulmu un ta
rezultata noverojam pretkramju darbibu (Muceniece et al., 2008). Kartupelu sulai
piemita oti speciga konkurence ar iezim&to GASS, uzradot 2500 reizes lielaku afinitati
pret GASS saistiSanas vietu ka pret benzodiazepinu saisti$anas vietu. ST konkurence par
saistiSanos ar GASS izskaidro kartupelu sulas pretkramju darbibas mehanismu.

AESH analize pieradija augstu GASS Iimeni kartupelu sula. Kaut gan AESH
hromatogramma GASS pikis pilnigi neatdalijas no otra tuvu stavosa pika, aprekinata
GASS koncentracija parauga kopa ar radioligandu saistiSanas datiem liecina par
biologiski ievérojamu GASS daudzumu kartupelos. V&l parliecino$ak to demonstréja
petijumi in vivo eksperimentos, ievadot neatSkaiditu un atSkaidrtu 1:2 kartupelu sulu
pelém (Muceniece et al., 2008). Kartupelu sulas antikonvulsanta darbiba tika novérota
abu p&tamo gadu 2005. un 2006. gada razas kartupelos gan p&c intracisternalas, gan p&c
per os ievadiSanas. ArT GASS ir termostabila viela (Enna et al., 1977) un saglabajas
kartupelu produktos péc termiskas apstrades.

No laboratorijas dzivnieku eksperimentiem mes secinam, ka kartupelu lietoSana

var veicinat bioaktivo vielu nonakSanu smadzeng@s ar1 péc oralas to uznemsanas.
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Japanas zinatnieki Iidzigi mums ir uzsaku$i pétit GASS limenus partikas
produktos. Vini ir publicgjusi parskatu par GASS Iimeni 22 kartupelu Skirn€s un
izmerijusi, ka tas ir no 16 Iidz 61 mg/100 g kartupelu (Nakamura et al., 2006). P&tot
dazadus kartupelu izstradajumus (ndjinas, Cipsus), paradits, ka GASS Ilimenis ir
apméram 7-8% no visu aminoskabju daudzuma un kartupelu produktos tas ir vél
augstaks, jo tajos ir mazak Gidens un vairak sausnes ka svaigos kartupelos ((Nakamura
et al., 2006). Noguchi et al., 2007 pievérsa uzmanibu GASS jonu kanalu darbibai:
negativi ladétie hlora joni iepliist §tina, bet pozitivi ladétie kalija joni izpliist no tas,
izraisot $tinas hiperpolarizaciju. Tapec Sie autori izteica hipot€zi, ka komplekta GASS
un kalija joni kartupelos un kartupelu parstrades produktos varetu samazinat
asinsspiedienu. levadot per os kartupelu uzkodas spontanas hipertensijas zurkam un
normala asinsspiediena zurkam, p&c 30 min zurku asinis novéroja GASS Iimena
paaugstinaSanos, tatad bija notikusi absorbcija, bet péc 4-8 h hipertensijas modela
zurkam nove@roja asinsspiediena pazeminaSanos. Kontroles Zzurkam spiediens
nemainijas. Bagatinot kartupelu produktus ar GASS 1,7 mg/kg masas, spontanas
hipertensijas zurkam asinsspiedienu varg€ja pazeminat pat par 35 mmHg. Tom&r GASS
nav vieniga viela kartupelos, kas varétu pazeminat asinsspiedienu. 2005.g. pirmo reizi
tika publicéti dati par kukoaminu atrasanu kartupelos (Parr et al., 2005). Kukoamini ir
vielas, kas atrastas Kina augosu naktenu dzimtas auga Lycium chinense lapas. So t&ju
Kia lieto, lai pazeminatu asinsspiedienu. Pieradija, ka tieSi kukoamini Saja tgja
darbojas ka aktivas vielas. Tomér kukoamini kartupelos ir atklati loti mazas
koncentracijas: mikrogramu desmitdalas parrékinot uz 1 g sausnes, tapec ir Saubas, vai
tie varetu bt asinspiedienu pazeminosi ingredienti. lesp&jams GASS, kukoamini, kalija
joni kopa sinergiski regulé paaugstinatu asinsspiedienu un neizmaina normalu.

Visi citétie pétijumi liecina par GASS absorbéSanos asinsrité no kartupelu
produktiem un, iesp&ams, citiem partikas produktiem, un kopa ar miisu datiem liecina
par kartupelu sp&ju kalpot par funkcionalu uzturu, jo aktivo vielu efekti ir novérojami

péc kartupelu sulas ievadiSanas pelém per os.

5.4. Glikoalkaloidu Iimenis Latvija audzetos kartupelos

Pec EuroFacta datiem 2007.gada Latvija kartupelu paterins uz 1 iedzivotaju ir

bijis 219 kg gada, bet visaugstakais tas ir bijis Baltkrievija — 420 kg gada uz 1
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iedzivotaju. Kartupeli ir svariga uztura sastavdala gan cilveékiem, gan ar1i dzivniekiem,
bet, ja tie tiek nepareizi novakti, uzglabati vai pagatavoti, pastav risks saind&ties ar
toksiskam vielam. P&dgjos desmit gados zinatnieku uzmaniba koncentréta uz kartupelos
esoSo glikoalkaloidu izraisito toksicitati cilvéku un dzivnieku organismos. Cilvékiem
aktitas saindeSanas sindroms tiek noverots, ja uzpemto glikoalkaloidu Iimenis ir
apméram 2,8 mg/kg kermena masas (Anonymous, 1993).

Kartupelos, kuri ir svaigi, nav bojati un nav ilgstoSi paklauti saules gaismai,
glikoalkaloidu limenis ir normas robezas un toksiska iedarbiba, lietojot tos uztura, nav
noveérojama.

Lai varétu noteikt gan kvalitativo, gan kvantitativo glikoalkaloidu a-hakonina un
a-solanina saturu Latvija audz&tos kartupelos, bija nepiecieSams izstradat pilnvertigu to
izdalisanas metodi. Sakotn&ji AESH metodes apstakli tika izvéleti pec publikacijam
(Steinkof et al., 2005; Lee et al., 2007; Li et al., 2004) un kartupelu analize dalg&ji tika
veikta vadoties péc So autoru publikacijam, izmantojot cietfazes mikroekstrakcijas
(CME) koloninas (anglu valoda - solid phase microextraction (SPE)). Apkopojot
dazadus hromatografisko metozu apstaklu aprakstus, secingjam, ka visbiezak kustigaja
faze iesaka izmantot kalija fosfatu buferskidumus un acetonitrilu, ka ar7 trietilamonija
fosfatu buferskidumus. Kustigas fazes reZims tiek izmantots gan gradienta, gan
izokratiski. Vielu atdaliSanas kolonnas izméri visos gadijumos ir 4,6x150 mm,
detektesanas robezas ir intervala no 200 lidz 210 nm.

Salidzinot atrasto glikoalkaloidu saturu ar agrak publicétajiem glikoalkaloidu
petijumiem (10. tabula) citas valstis, redzam, ka Latvija audzetos kartupelos ir zemaks
glikoalkaloidu saturs. Petijumam tika izveletas nejauSas kartupelu Skirnes, kuras
nopirkam tirgii no zemniekiem, un nevaram spriest par kartupelu audz€Sanas
apstakliem. P&tijumi tika veikti rudeni, tapéc kartupelu pareizai uzglabasanai nav

iz8kiroSas ietekmes uz glikoalkaloidu daudzumu.
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Tabula 10. Glikoalkaloidu limena kartupelos salidzinajums

Kartupelu paraugi

Valsts

a—solanins

(mg/100g)

o—hakonins

(mg/100g)

Kopgjais abu
glikoalkaloidu
daudzums (mg/100g)

Nenoteiktas Skirnes
kartupeli ar mizu (Rigg,
1997)

Australija

1,45

2,87

4,32

»Monaliza” $kirnes
kartupeli ar mizu

(Machado et al., 2007)

Brazilija

1,43

3,71

5,14

Nenoteiktas $kirnes
kartupeli ar mizu
(Zarzecka and Gugala,
2007)

Zviedrija

3,729

»Sante” §kirnes kartupeli
bez mizas (Abreu et al.,

2007)

Portugale

1,36

2,48

3,84

»Raja” Skirnes kartupeli
bez mizas (Abreu et al.,

2007)

Portugale

2,33

2,13

4,46

»Lorett” Skirnes kartupeli
ar mizu (Tomoskozi—

Farkas et al., 2006)

Ungarija

15,0

,Lorett” Skirnes kartupelos glikoalkaloidu saturs 15 mg/100g jau tuvojas Pasaules

Veselibas organizacijas noteiktajai augstakai pielaujamajai robezai 18 mg/100g

(Tomoskozi—Farkas et al, 2006). Cehija, divus gadus monitorgjot glikoalkaloidu saturu

trijos dazados rajonos audzetu kartupelu Skirn€s, tika noteikts glikoalkaloidu vidgjais

Iimenis 31 — 166 mg/kg un atklatas Skirnes ar toksisku glikoalkaloidu saturu (Panovska

et al., 1997). Sadi atklajumi parada nepiecie$amibu kontrolét glikoalkaloidu saturu

kartupelos. Japiemin, ka glikoalkaloidi gan ir termostabili, bet organisma atri

metabolizgjas un izvadas no organisma (Tajner—Czopek et al., 2008).
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Misu eksperimentos uzdevums nebija pétit audzeSanas apstaklu vai klimata
ietekmi uz glikoalkaloidu Itmeni kartupelos. Misu pétijumu merkis bija noteikt
glikoalkaloidu Itmeni vairakas nejausi izveletas kartupelu skirnes, imit&jot pateretaja
ikdienas situaciju, kad kartupelus noperk lielveikalos vai tirgt.

Salidzinot o-hakonma un a-solanina daudzumu, atklajam, ka a-hakonina
daudzums visas kartupelu Skirn€s ir augstaks ka o-solantna Itmenis. Piem&ram,
kartupelu skirn€ ,,Laura”, kas analizéti bez mizas, a-hakonina saturs bija apméram 5
reizes augstaks salidzindjuma ar o-solanina daudzumu. Visaugstakais kopg&jais abu
glikoalkaloidu Itmenis kartupelos, kas analizéti bez mizas, bija Skirné ,,Agrie
dzeltenie”, bet viszemakais — kartupelu $kirn€ ,,Borodina”. Kartupelos, kuri analizéti ar
mizu, visaugstakais glikoalkaloidu Itmenis bija Skirnes ,Laura” kartupelos, bet
viszemakais — ,,Mutag€nagrie” Skirnes kartupelos. Glikoalkaloidu saturs sula un
blendergtos kartupelos atSkiras, bet neviena gadijuma neparsniedza atlauto Itmeni. P&c
literatiiras datiem o-hakonina un o-solanina daudzums sastada 95% no totala
glikoalkaloidu limena, tap€c uzskatam, ka més neatklajam paaugstinatu totalo

glikoalkaloidu saturu Sajas kartupelu Skirnégs.

5.5. Polifenolu Iimenis kartupelos

Kartupelu bumbulos ir dazadu grupu polifenolu savienojumi — antocianini (augu
pigmenti), flavanoni (naringenins), flavan-3-oli (katehins, epikatehins) un ar flavonoli
(kamferols, kvercetina glikozidi) (Lachman et al., 2000; Cheynier, 2005). Polifenoli ir
vieni no augu sekundariem metabolitiem, kas augos pakapenisku reakciju rezultata
sintez€jas no Sikimskabes. Tie pastiprinati sintez€jas, lai aizsargatu augus no
fotosintetiska stresa, reaktivajiem skabekla veidiem un fitofagijas (Lamber et al., 2005).

Petijumos in vitro daudzi no polifenoliem uzrada ietekmi uz signaltransdukcijas
celiem, kas izraisa §tinu augSanas un transformacijas inhibiciju, pastiprina apoptozi,
samazina patogénu agresivu uzvedibu un palénina angiogenézi (Cheynier, 2005).

Polifenoli izraisa kancerogengzes inhib&Sanu vairakos celos - $tnu augSanas
inhibicijas (Guo et al., 2009) un apoptozes indukcijas (Fresco et al., 2010) vai

arahidonskabes metabolisma inhibicijas (Werz, 2007) veida.
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21. att. Iesp&jamie polifenolu izraisitic kancerogenézes inhibicijas mehanismi

Misu pétijuma neanaliz€jam, kadi polifenoli ir identificgjami kartupelos, bet
noteicam kopg&jo polifenolu lItmeni kartupelu sula. Polifenolu saturs tika noteikts par
standartvielu lietojot galluskabi un polifenolu saturs ka tas visparpienemts tiek izteikts
galluskabes ekvivalentos (GSE). Starp dazadam kartupelu Skirném ,,Bete”, ,,Sante” un
»Brasla” netika novérota atSkiriba polifenolu daudzuma, tapéc salidzinajumam

izmantoti vid&jie raditaji.

Saja darba pieradita triterpéna betulina saistiianas pie melanokortinu un GASS,
receptoriem, kas var€tu biit betulina periféras un CNS darbibas molekularo darbibas
mehanismu sastavdala. Darba novérota betulina farmakologisko efektu atSkiriba no
kimiski radniecigajiem savienojumiem betulinskabes un lupeola parada iesp&ju betulina
struktliru izmantot jaunu selektivu arstniecisko lidzeklu meklg&jumos.

Atklatie kartupelu farmakologiskie CNS efekti pec kartupelu sulas per os uznemsanas
pelém un ar GASS un diazepama atraSanos kartupelos izskaidrotais kartupelu sulas
pretkrampju darbibas mehanisms apstiprina kartupelu piederibu  funkcionalajam

uzturam.
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6. SECINAJUMI

1. Betulins selektivi saistas ar cilveku melanokortinu receptoru pirmo apakstipu
(MKR1) un antagonizé o—melanocitstimul§josa hormona izraisito cikliska
adenozinmonofosfata stimulaciju pelu melanomas B16-F1 §iinas. Betulins saistas ar
visiem melanokortinu receptoru apakstipiem ar afinitates rindu: MKR1 > MKR3 >

MKRS5 > MKR4.

2. Betulins selektivi piesaistas pie y—aminosviestskabes (GASS) saistiSanas vietas
GASS, tipa receptora molekula pelu smadzenpu $iinas un uzrada GASS receptora
agonista TpaSibas, kas izpauzas ka pretkrampju darbiba, blok&ot GASSa receptoru
antagonista bikukulina efektu. Betulins nepiesaistas pie benzodiazepinu saistiSanas

vietas GASS 4 receptora molekula.

3. Betuliskabe un lupeols nesaistas ne ar melanokortu, ne ar GASS4 receptoriem.

4. Pieradita diazepama identitate kartupelos, izmérits un salidzinats diazepama Itmenis
kartupelu sula un kartupelu masas ekstraktos ar organiskiem $kidinatajiem. Diazepams
kartupelu sula netika atrasts ar AESH metodi, bet kartupe]lu masas ekstraktos vidgji ir

30 — 45 ng diazepama uz kg kartupelu.

5. Kartupelu sulas bioaktivie savienojumi konkure ar benzodiazepinu saistiSanas vietas
iezimi [*H]flunitrazepamu par saistisanos ar GASS, receptoru. P&c aprekinata

diazepama ekvivalenta kartupelu sula ir 2,85 + 0,52 ng/ml benzodiazepinu.

6. Ar AESH metodi atklata GASS kartupelos un pieradita kartupelu sulas konkurence
ar iezim€to GASS par piesaistiSanos pie GASS, receptora pelu smadzenu S$iinas.
Aprekinot péc GASS ekvivalenta kartupelu sula satur 300 = 56 pg/ml GASS vai
GASS—ergiskas vielas.
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7. Izmantojot AESH metodi, Latvija audzétas nejausi izvélétas piecas kartupelu $kirngs
izméritais glikoalkaloidu saturs liecina, ka neviena kartupelu $kirné nav atklats augsts
glikoalkaloidu a-solantha un a-hakonina Itmenis, veicot merijumus divu gadu (2005. un
2006. g.) raza. Visaugstakais kopgjais glikoalkaloidu Iimenis kartupelos bez mizas ir
skirn€ ,,Agrie dzeltenie” (2,5 mg/100g), bet viszemakais — kartupelu $kirn€ ,,Borodina”
(0,58 mg/100g).

8. Kopgjais polifenolu saturs dazadas Skirn€s nedaudz svarstas, vidgji sastadot 0,095 +

0,006 galluskabes ekvivalentu mg/ ml kartupelu sulas.
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7. PATEICIBAS

Paldies visiem, kas palidzgjusi $1 darba tapsana gan intelektuali, gan morali, gan
finansiali.

Visdzilaka pateiciba darba vaditajiem prof. Rutai Muceniecei un Dr.kim. Gunaram
Tirzitim, kuri neatteicas ievadit dabas vielu pétijumos un kuru vadiba iesakas mana
promocijas darba temata izvele.

Pateicos Latvijas Organiskas sintézes institita p-diketonu laboratorijas
darbiniekiem, bet 1pasSi pateicos LU Medicinas un Kimijas fakultates docétajiem un
doktorantiem, ar kuriem kopa veikta liela dala eksperimentu un no kuriem macijos
pirmas eksperimentalas farmakologijas metodes. Pateicos Dr. farm. Ligai Krigerei, Dr.
biol. Unai Riekstinai, prof. Vijai Klugai, asoc. prof. Simonam Svirskim, doktorantiem
Kristinei Vrublevskai, Jurim Rumakam un Zanei Dzirkalei par konsultacijam, palidzibu
un kopigajam publikacijam.

Pateicos farmacijas magistrei Ritai Aukstikalnai par bakalaura un magistra
darbu izstradasanu par kartupelu aktivo vielu p&tijumiem un kopigiem eksperimentiem.

Pateicos hromatografijas specialistiem LU Kimijas fakultate — Dr.kim. Ilvai
Nakurtei, Dr.kim. Jorenam Kviesim un asoc. prof. Péterim Meksam par AESH metozu
izstradasanu un palidzibu eksperimentos.

Ipasu paldies vélos izteikt Latvijas Organiskas sintézes institiita Farmaceitiskas
farmakologijas laboratorijas vaditajai Dr.farm. Maijai Dambrovai un Rudolfam
Mezapukem, Olgai Zarkovai, ka arT citiem §Ts laboratorijas darbiniekiem, kas palidzgja
veikt radioligandu saistiSanas eksperimentus.

Pateicos LU MF izpilddirektorei Dacei Ositei, sekretarei Jutai Bartulei, prof.
Uldim Vikmanim un dekanei prof. Ingridai Rumbai-Rozenfeldei par lielu atbalstu
zinatniska darba veikSanai, dodot iesp&ju savienot akad@miskos pienakumus ar

promocijas darba izstradasanu.

Vislielaka pateiciba ESF projektam ,,Atbalsts doktora studijam Latvijas
Universitate” Nr. 2009/0138/1DP/1.1.2.1.2/09/IPIA/VIAA/00 par finansialo
atbalstu.
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