LATVIJAS UNIVERSITATE
MEDICINAS FAKULTATE

DABIGO ANGIOTENZINA KONVERTEJOSO
ENZIMU INHIBITORU IETEKME UZ KALLIKREINA
AKTIVITATI IN VITRO

BAKALAURA DARBS

Autors: Kitija Kalke
Studenta apliecibas Nr.: kk19174
Darba vaditajs: profesore Dr. habil. biol. Ruta Muceniece

RIGA 2022



ANOTACIJA

SARS-Cov-2 viruss, izmantojot angiotenzina-konvert€joso enzimu 2 (AKE2) ka
receptoru, ieklust $tnas un izmaina angiotenzina un bradikinina sist€ému lidzsvaru.
Pacientiem slimibas sakuma var paradities plausu tiiska, kas Ir saistita ar vietgju
asinsvadu caurlaidibu. Inhibgjot kallikretna aktivitati var€tu samazinat bradikinina
sintézi, kas samazinatu virusa izraisitas plausu tiskas. ST pétfjuma mérkis ir pétit dazu
dabas vielu ar AKE2 inhibitoru ipasibam spé&ju inhibét kallikreina aktivitati in vitro.
Rezultati parada, ka florizins, kvercetins, rutins, cianidina-30-glikozids un zala t&ja
inhibé cilvéka plazmas kallikreina aktivitati. Visaktivakais ir florizins ar 1C50 0,37
mg/ml. Dabigie kallikreina inhibitori varétu kalpot ka bazes molekulas jaunu zalu vielu

pret iedzimtu angioneirotisko tisku mekl&jumiem vai COVID-19 profilaksei.

Atslegvardi: AKE, polifenoli, zala t&ja, plazmas kallikreins, in vitro metode



ANNOTATION

The SARS-Cov-2 virus, using angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) as a
receptor, enters cells and alters the balance of the angiotensin and bradykinin systems.
Patients may develop pulmonary edema at the onset of the disease, which is associated
with local vascular permeability. Inhibition of kallikrein activity could reduce bradykinin
synthesis, which would reduce viral pulmonary edema. The aim of this study was to
investigate the ability of some natural substances with ACE2 inhibitor properties to
inhibit kallikrein activity in vitro. The results show that phlorizin, quercetin, rutin,
cyanidine-30-glycoside and green tea inhibit human plasma kallikrein activity. The most
active is phlorizin with an 1C50 of 0.37 mg / ml. Natural kallikrein inhibitors could serve
as molecules for the search for new drugs for the treatment of congenital angioedema or
COVID-19 prophylaxis.

Keywords: ACE, polyphenols, green tea, plasma kallikrein, in vitro method
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APZIMEJUMU SARAKSTS

AKE - angiotenzina konvertgjosais enzims
AKE1 - angiotenzina kovertgjoSais enzims 1
AKE?2 - angiotenzina kovertgjosais enzims 2
ANG Il — angiotenzins 11

BK — bradikinins

EC — epikatehins

EGC - epigallokatehins

EKG - epikatehina-3-galats

EGCG - epigallokatehina-3-galats

FXII — koagulacijas faktors XII

HMWK' — augstas molekulmasas kininogéns
HAE - iedzimta angioneirotiska tiiska
MLN4760 — angiotenzinu konvertgjosa enzima 2 inhibitors
KKS - plazmas kallikreina-kinina sistéma
KLK - kallikreinu saistita proteaze

KLKB1 — plazmas kallikreins

LMWK - zemas molekulmasas kininogéns
OB - optiskais blivums

PPK — Plazmas prekallikreins

RAAS — Renina-angiotenzina-aldosterona sistéma



IEVADS

COVID-19 pandémija ir radijusi nepieredz€tus draudus cilvéku veselibai visa
pasaulé. Biezi sastopamie simptomi ir drudzis un ilgstoss klepus, ka ari pacientiem ar
Covid-19 biezi rodas skidruma uzkrasanas plausas, kas noved pie apgriitinatas elposanas.
Ir gadijumi, kad tas attistas dzivibai bistama forma, jo plausas nesp&j nodrosinat dzivibai
svarigos organus ar nepieciesamo skabekla daudzumu. Viruss SARS-CoV-2, kas izraisa
COVID-19, ieklust plausu glotada, izmantojot angiotenzina konvert€joSo enzimu 2
(AKE2), kas atrodas uz plausu §iinu argjas virsmas (Carvalho et al., 2021). Siemesla dél
So enzimu uzskata par virusu receptoru. COVID-19 pacientiem slimibas sakuma var
paradities plausu tiska, kas varétu but saistita ar viet§ju asinsvadu caurlaidibas
pastiprinasanos, jo AKE2 trikuma d¢] plausu endotélija $iinas tiek aktivizéti bradikinina
receptori B1 un B2 (van de Veerdonk et al., 2020). AKE2 ir nepiecieSams, lai inaktivétu
des-Arg9 bradikininu, Kas ir spécigs B1 receptora ligands. SARS-CoV-2 virusa smailes
proteins RBD, piesaistoties AKE2, samazina AKE2 aktivitati, tapéc plausu vide ir
paklauta bradikinina iedarbibai (Zamorano Cuervo un Grandvaux, 2020). Veicinata
viet€ja asinsvadu skidruma caurlaidiba izraisa angioneirotisko tsku (van de Veerdonk
et al., 2020). Tatad receptora B2 blok&sana un plazmas kallikreina aktivitates inhib&Sana
varctu samazinat COVID-19 agrina slimibas stadija novéroto akiita respiratora distresa
sindromu. P&tfjumi ar pelém atklaja, ka AKE2 trikums izraisa paaugstinatu angiotenzina
II Iimeni, kas savukart paaugstina asinsspiedienu (van de Veerdonk et al., 2020). Ta
rezultata liela uzmaniba tiek pievérsta potencialajai saiknei starp $o hormonu sistému un
COVID-19 slimibas patogenézi. Savukart citi p&tijumi ar pelém ir pieradijusi, ka tiesi
AKE2 aizsarga pret Skidruma uzkraSanos plausas, ko domajams uztur bradikinins (van
de Veerdonk et al., 2020). P&tnieks Van de Veerdonk ar lidzautoriem ierosinaja hipotézi,
ka COVID-19 pacientiem novérotais $kidruma parpalikums plausas varétu bit tapéc, ka
kinini netiek neitralizéti AKE2 trikuma dél (van de Veerdonk et al., 2020). Ja $1 hipotéze
ir pareiza, tas nozimétu, ka tiesa Kininu receptoru inhib&$ana var bit vienigais veids, ka
apturét $kidruma nopliidi COVID-19 pacientu plausas slimibas sakuma stadija. ST
hipotéze nav pieradita, un ir nepiecieSams vairak pétfjumu, lai noskaidrotu, vai ta ir
kliniski nozimiga. Ja atrastu $ai koncepcijai pieradijumus, tas nozimétu, ka esosas
arstésanas metodes un kallikreina vai bradikinina inhibitori ka registrétas zales potenciali

varétu palidzét pacientiem ar COVID-19, novérSot nepiecieSamibu p&c mehaniskas
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ventilacijas un glabjot daudzas dzivibas. Upsalas Universitates slimnica Zviedrija tika
uznemti pacienti ar Covid-19, un visiem pacientiem salidzinaja biokimiskos parametrus
ar klinisko iznakumu un izdzivosanu (Lipcsey et al., 2021). Tika pieradits, ka, jo 1pasi
kallikreTna-kinina sist€éma, ir specigi aktiviz€ta un jau licenc@tie kallikreina/kinina
inhibitori ir potencialas zales kritiski slimu pacientu ar Covid-19 arstéSanai. Saskana ar
§T pétljuma rezultatiem, atkartoti pieradas, ka kallikretna-kinina sist€mas inhibicija
varétu biit svarigs solis, mekIgjot terapeitiskas alternativas Covid-19 arstésanai (Lipcsey
et al., 2021).

Kallikreina inhbitori jau pastav ka medikamenti pret iedzimto angioneirotisko
tisku (HAE), kas ir reta genétiska slimiba. Cilvékiem ar iedzimto angioneirotisko tisku
asinis ir zems protema C1-INH Iimenis, vai ar1 §is C1-INH proteins nedarbojas pareizi
(Aaaai.org, 2022). ledzimtas angioneirotiskas tliskas forma atSkiras no parastas
alergiskas angioneirotiskas tiiskas ar to, ka alergiska angioneirotiska tiiska ir adas
reakcija, kas parasti izpauzas ka natrene, bet HAE ir potenciali dzivibai bistams
traucgjums, ko izraisa genctisks defekts (Aaaai.org, 2022). Ka galvenos terapijas
lidzeklus §is slimibas arsté$anai izmanto medikamentus, kas ir kallikreina inhibitori, jo
tie darbojas saistoties ar plazmas kallikreinu un blokgjot ta saistiSanas vietu (Frank,
2018). Sie medikamenti samazina kininogéna parvérsanos bradikinina, un ir pieejami ka
injicgjams $kidums (10 mg/ml) vienreiz€jai lietosanai (Frank, 2018). Cilvéka plazmas
kallikreina inhibitori ekalantids un ikatibants, kas ir selektivi bradikinina-2 receptoru
antagonisti, tika novertéti kliniskajos p&tijumos akiaitu HAE Iékmju arstéSanai (Riedl,
2010). Abi medikamenti ir uzradijusi efektivitati un uzradija, ka tie ir drosi lietoSanai, lai
arstétu akatu iedzimto angioneirotisko tusku (HAE) epizodes (Riedl, 2010). Ekalantids
ir apstiprinats lietoSanai Amerikas Savienotajas Valstis un ikatibants ir apstiprinats
lictosanai Eiropa (Riedl, 2010). Ikatibants ir sintétisks dekapeptids, kura struktira ir
lidziga bradikininam, bet ar piecam neproteinogénam aminoskabém (European
Medicines Agency , 2021).

Daudzi pétfjumi ir veltiti AKE2 inhibitoru atklasanai ar domu noverst virusa
ieklGsanu $tnas. Starp tiem ka AKE2 inhibitori ir mekl&tas un atklatas ar dabas vielas
(Patten et al., 2016). Ieprieksgja LU MF studentes Zanes Birznieces magistra darba tika
atrasti dazi savienojumi ar sp&ju inhibét AKE1 un AKE?2 aktivitati (Birzniece, 2021).

Tomér to ietekme uz kallikreina aktivitati nav zinama, kas bitu jaizpé&ta.



Si pétijuma mérkis ir noskaidrot un salidzinat dazu iepriek§ atrasto dabigo
angiotenzina konvert&josa enzima 1 (AKE1) un angiotenzina konvertgjosa enzima 2
(AKEZ2) inhibitoru cilvéka plazmas kallikreina inhibicijas sp&ju in vitro.

Uzdevumi:

1. Noskaidrot sintétisko AKEL inhibitora kaptoprila un AKE2 inhibitora MLN-4760
kallikreina inhibicijas efektu.

2. Petit florizina, rutina, kvercetina, cianidina-30-glikozida un zalas tgjas kallikrena
inhibicijas sp&ju.

3. Salidzinat pétito vielu kallikreina inhibicijas efektus un noskaidrot, vai vielam ir selektivas

ipasibas.

Pétijums veikts Latvijas Universitates Medicinas fakultaté Zinatnu majas farmacijas

programmas laboratorija.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Kallikreini un plazmas kallikreina-kinina sistéma

KallikreTni ir proteazu saime, kas sastav no 15 serina proteaz€m ar tripsinam vai
hemotripstnam lidzigu aktivitati (Kalinska et al., 2016). Audu kallikreTnus kod€ géni, kas
veido lielako proteazes génu kopu cilvéka genoma. Visi kallikreini ir polipeptidi, kas
sastav no 244-253 aminoskabju atlikumiem, un tiem ir 40% identitate (Kalinska et al.,
2016). Pirmais aprakstitais audu kallikreins tika nosaukts par KLK1; atlikusos 14 sauc
par ar kallikreinu saistitam proteazém (KLK2-KLK15). Kallikreinu atklasana aizkunga
dziedzera ekstraktos aizsakas pagajusa gadsimta 30. gados, kad tika aprakstita proteaze,
kas sp€j atbrivot bradikinthu (BK) un Lys-bradikininu no zemas molmasas kininogéna
(Kalinska et al., 2016). P&c tam termins kallikreins tika pielagots, lai aprakstitu §is divas
kallikreina proteazes izoformas: plazmas kallikreinu, kas tiek razots aizkunga dziedzeri
un cirkul€ asinis, un audu kallikreinu, kas produc€jas dazados audos. Plazmas un audu
kallikreini atbrivo vazoaktivos peptidus, kas pazistami ka kinini jeb visa veida
bradikinini, kas palielina asinsvadu caurlaidibu un izraisa asinsvadu gludo muskulu
relaksaciju (van de Veerdonk et al., 2020). Plazmas kallikreins saskel augstas
molekulmasas kininogénu (HMWK), bet audu kallikreins apstrada zemas molekulmasas
kininogénu (LMWK) un iegiist Lys-BK (van de Veerdonk et al., 2020). Siem kininiem
ir spéciga asinsvadu caurlaidiba un vazodilatacijas sp€ja, un tie ir jo ipasi jakontrole, lai
novérstu parmérigu angioneirotisko tusku. Interesanti, ka plazmas kallikreins tika atklats
ka proteaze, ko kodé KLKB1 géns, kas atrodas 4q34-35 hromosoma. Lai gan
tradicionalais nosaukums plazmas kallikreins (KLKBI1) joprojam tiek izmantots, So
enzimu neuzskata par peptidazu kallikreina saimes locekli (Kalinska et al., 2016).

Plazmas prekallikreins (PPK), serina proteazes plazmas kallikreina zimogens, ir
vienas kédes glikoproteins, kas ir géna KLKB1 produkts (Schmaier, 2016). KLKB1
atrodas 4qg34-q35 hromosoma. PPK ir vienas k&des proteins ar 619 aminoskabém.
Hepatocitos sintezétais PPK izdalas asinis, kur tas cirkulé 35-50 mg/L koncentracija,
galvenokart ka komplekss ar augstas molekulmasas kininogénu (HMWK). Asins plazma
pastav divas PPK formas. Parvér$ana par aktivo formu tiek panakta, Skelot peptidu saiti
Arg371-11e372 uz negativi ladétam virsmam, aktiviz€jot XII faktoru (FXII, Hagemana
faktors) ar HMWK ka kofaktoru (Schmaier, 2016).
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Plazmas kallikreina-kinina sistémai (KKS) ir svariga loma cilvéka fiziologija. KKS
ietver koagulacijas faktoru XII (FXII), prekallikreina kompleksu un augstas
molekulmasas kininogénu (Bryant and Shariat-Madar, 2009). Plazmas prekallikreina
parveidosana par kallikreinu, izmantojot aktivéto FXII un reaggjot uz daudziem
dazadiem stimuliem, noved pie bradikintna (BK) un aktivéta antiangiogéna peptida
veidosanas, un ka zinams bradikinins ir spécigs vazodilatators. Plazmas kallikreina-
kinina sist€éma ir iesaistita ickaisuma, hipertensijas, endotoksémijas un koagulopatijas
patogenéze (Bryant and Shariat-Madar, 2009). Visos $ajos patologiskajos gadijumos tiesi
BK limena paaugstinasanas ir raksturigaka iezime. Pastav gadijumi, kad nekontroléta
BK razo$ana apgriitina pacientus ar iedzimtu angioneirotisko tisku un rada draudus
dzivibai, un $ados gadijumos BK nekontrolgjami izdalas asins proteina C1 inhibitora
deficita del (Bryant and Shariat-Madar, 2009). C1 esterazes inhibitors, komplementa
sistemas klasiska cela regul€josa proteaze, ir galvenais gan kallikreina, gan aktiveta FXII
inhibitors (Schoenfeld et al., 2016). Proti, pacientiem ar C1 inhibitora deficitu un
iedzimtu angioneirotisko thsku, ir nekontroléts iekaisums, ko izraisa kallikreina
aktivitates paaugstinaSanas un sekojosa BK parprodukcija un uzkraSanas, kas ir galvenais
angioneirotiskas tiskas starpnieks (Madkhali et al., 2021). Citos gadijumos angiotenzinu
konvertgjosa enzima (AKE) nesp€ja noardit BK noved pie paaugstinata BK limena un
tuskas pacientiem, kuri lieto AKE inhibitorus. Tadéjadi mehanismi, kas traucé BK
atbrivosanos vai degradaciju, izraisa asinsspiediena disfunkciju. Plazmas kallikreins
(KLKB1) ir enzims, kas Skel Lys-Arg un Arg-Ser saites kininogéna, lai atbrivotu
bradikininu, kuram piemtt ar asins rec€Sanu, fibrinolizi, hemostazi un iekaisuma reakciju

saistitas funkcijas (Bryant and Shariat-Madar, 2009).

Kallikreins

Blokéta kallikreina |

Kallikreins D aktivitate | ~ Plazmas
audos <SS N ikrefl
L kallikreins g S ikreine

Sistémisks

LMWK Gl Lys-bradikinins m

1 [ | I—rm

Des-Arg-9-BK
m I Lys-Des-Arg9-BK

(plausas)

|
Blokéta B1un B2 |
|
|

receptoru aktivitate

Lokala angioedéma plausas

1.1.att. Kallikreina-kininu cela blokade (van de Veerdonk et al., 2020)
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Apzimé&jumi: Zemas molmasas kininogens (LMWK), augstas molmasas kallikreins (HMWK)
bradikinins (B). B1 receptora agonists un B2 receptora agonists, IL-1 interleikins 1, TNF —

tumora nekrozes faktors, AKE — angiotenzina konvertgjosais enzims.

Divi bradikinina receptoru apakstipi B1 un B2 ir pieraditi, izmantojot
farmakologiskas un radioligandu saistiSanas metodes, pieméram, raksturojot dazadu
agonistu saistiSanas sp&jas val jutibu pret receptoru antagonistiem (Leeb-Lundberg et al.,
2005). Des-Arg9-BK un des-Argl0-Lys-BK ir dabiskie Bl receptoru agonisti, un
pedgjais ir spécigaks ligands (Lerner et al. 2008). Fenilalanina aizstasana des-Arg9-BK
8. pozicija ar aminoskabi ar alifatisku sanu kédi rada B1 receptoru antagonistus (Lerner
et al., 2008). No tiem klasiskais antagonists ir des-Arg9- [Leu8] -BK. Dabiskie kinini ar
afinitati pret B2 receptoriem ir BK un Lys-BK.

l 1

i -ladasas
. = P
gaaa X g2

1.2.att. Kallikreina iesaiste bradikinina sintézé un saistiSanas pie B2 receptora (Sales and

Pesquero 2018)

i e e - £ i A0 D0 T T
d

1.1.1. Plazmas kallikreina kinina sistémas mijiedarbiba ar renina
angiotenzina aldosterona sistému

Renina-angiotenzina-aldosterona sistéma un kallikreina-kinina sistéma sastav no
at8kirigam plazmam un ar membranu saistitiem proteiniem un receptoriem, kas var tikt
aktiviz€ti, izmantojot proteolitiskas kaskades (Bekassy et al., 2021). Abas sisteémas tick
parmérigi aktivizetas iekaisuma laika, tam ir spéciga pro-iekaisuma un protrombotiska
iedarbiba, ka arT tas palielinas asinsvadu caurlaidiba, izraisot tisku (Bekassy et al., 2021).

Renina-angiotenzina-aldosterona sistéma (RAAS) ir hormonu sistéma, kam ir liela

nozime asinsvadu tonusa, asinsspiediena, skidruma un sals lidzsvara, Stinu proliferacijas,
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fibrozes un ickaisuma kontrolé (Bekassy et al., 2021). Sistéma galvenokart sastav no trim
hormoniem- renina, angiotenzina II un aldosterona (Carey and Padia, 2018).

Plazmas kallikreina-kinina sisteéma (KKS) ir sp&jiga neitraliz&t renina-angiotenzina
sistémas darbibu. RAAS regulé vazodilataciju un vazokonstrikciju, un tika izpétits, ka
angiotenzina I (Ang Il1) palielinasanas AKE2 deficita dél izraisa plausu tasku, jo
angiotenzins II (Ang II) izraisa vazokonstrikciju (van de Veerdonk et al., 2020). Galvenie
enzimi $aja sistéma ir AKE1 un AKE2. AKEL1 ir loti izteikts plausu asinsvados, razo Ang
II, kam ir speciga vazopres€josa iedarbiba, un AKE2 razo heptapeptidu, ko sauc par Ang
1-7, kas pretg&ji Ang Il ir ar vazodilat&josu un pretiekaisuma iedarbibu, ka arT tam piemit
kardioprotektivas funkcijas (Simdes e Silva et al., 2013). AKE1 metabolizE angiotenzinu
| par Ang 11, kas paaugstina asinsspiedienu, saistoties un aktivizgjot 1. tipa angiotenzina
receptoru. AKE metaboliz€ bradikininu, galveno KKS galaproduktu. Kallikreins parvers
proreninu renina. Renins ir galvenais enzims angiotenzina Il veidoSana, kas bez
asinsspiediena regulacijas regulé ari skidruma un elektrolitu lidzsvaru (Derkx et al.,
1987). Cita AKE izoforma - angiotenzinu konvertgjosais enzims 2 (AKE2) metabolizé
Ang II (vazokonstriktoru, protrombotisku riska faktoru) par angiotenzinu 1-7
(vazodilatators, antitrombotisks faktors) (van de Veerdonk et al., 2020). Citiem vardiem
sakot AKE2 samazina angiotenzina II (Ang II) Iimeni, tieSi generéjot Ang 1-7 no Ang Il
un degrad¢jot Ang I, Ang II prekursoru (Bekassy et al., 2021). Tie$i Ang 1-7 inhibé

iekaisumu, fibrozi un $tinu proliferaciju (Bekassy et al., 2021).

Renina-angiotenzinasistéma Kinina-kallikreina sistéma
Angiotensinogéns Kininogéns
Renins "3 l < Kallikreins

Bradikinins
(vazodilatators)

Angiotenzins |

Angiotenzins ||
vazokonstriktors

Neaktivs bradikinins

1.3.att. Renina-angiotenzina un kinina-kallikreina (van de Veerdonk et al. 2020)
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Plazmas kallikretna-kinina sistéma modulé RAAS darbibu vairakos Iimenos. Gan
eksperimenti uz génu merkésanu pelém, gan datorsimulacijas virtualie eksperimenti ar1
norada uz plazmas kallikretna-kinina sist€émas un renina-angiotenzina-aldosterona
sistémas mijiedarbibas nozimi. Pastav arf citi p&tijumi, kur $Ts abas sist€émas viena otru
ne tikai Iidzsvaro, bet ari mijiedarbojas atkariba no dazadam patologijam un to

patogenézém (Bekassy et al., 2021).

1.1.2. Bradikinins un ta sasaite ar kallikreina-kinina sistému

Plazmas kallikretna-kinina sistéma ir viena no galvenajam kontroles sistémam, kas
veicina cirkulaciju, jo ta liek esoSajam artérijam ar zemu skabekla Itmeni atverties plasak,
lai asinis pliistu iek$a (Bryant and Shariat-Madar, 2009).

Bradikinins (BK) ir vazoaktivs biologiski aktivs peptids, kas rodas ar kallikreina
proteazém skelot kininogénu (Wong, 2016). Bradikinina receptoru ligandu inaktivésanu
veic gan AKE1, gan AKEZ2, tacu galvenokart AKE1 inaktivé bradikininu, kas ir galvenais
B2R ligands, un interesanti, ka AKE2 neinaktivé bradikininu, bet tie$i inaktivé Lys des-
Arg9-BK un des-Arg9-BK, kas ir spécigi BIR ligandi plausas, kas tieSi aizsarga pret
plausu tasku, ipasi iekaisuma gadijuma (van de Veerdonk et al., 2020).

Bradikininu (BK), galveno plazmas KKS efektoru, razo seciga proteazu
aktivizéSana un peptidu SkelSanas, kas ieglti no substrata molekulas - augstas
molekulmasas kininogéna (HMWK). Bradikinins darbojas endokrina veida, izmantojot
specifiskus membranas receptorus, lai normalos apstaklos signalizétu par dazadam
fiziologiskajam reakcijam (Madkhali et al., 2021). Bradikinins var ietekmét asinsvadu
darbibu, ietekméjot gan gludo muskulu kontraktilitati, gan endotélija Siinas. Tas regulé
vairakas fiziologiskas funkcijas: aizsarga plazmas $inu membranu un asinsvadu
kontraktilitati, neitralizé tromboksana vazokonstriktoras pasibas atbrivojot prostaciklinu
2 (PGI2), kas veicina vazodilataciju; izmantojot PGI2 ari inhib& trombocitu aktivaciju;
neitralizé angiotenzina Il protrombotiskas ipasibas, atbrivojot audu plazminogéna
aktivatoru no endotélija $tinam; un atjauno asins plismu péc lokalas asins receklu
veidosanas (Madkhali et al., 2021. Peles ar asins faktora FXII deficitu skaidri parada, ka
BK razosana ir atkariga no FXII atkariga cela (Iwaki and Castellino, 2006). Proti,
kininogénu, BK prekursoru funkciju zuduma modeliem ir samazinata angiogenéze un
samazinats ickaisums (Madkhali et al., 2021).

Vairaki pétijjumi ir skaidri paradijusi, ka BK kalpo ka galvenais C1 inhibitora
deficita simptomu iekaisuma starpnieks. Jaunakie pieradijumi liecina, ka plazmas BK
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veidojosas kaskades nepilniga kontrole var izraisit asinsvadu defektus (Madkhali et al.

2021)

1.2. Kallikreina inhibitori

Kallikreina inhibitori iedalas fiziologiskajos un ne-fiziologiskajos inhibitoros
(Masurier et al., 2017). Fiziologisko inhibitoru pieméri ir metala joni, pieméram, tika
konstatéts, ka Zn2+ limena pazeminaSanas prostatas véza audos palielina kallikreina
saistitas proteazes KLK3 aktivitati, kas liecina par Zn2+ enzima inhib&joso darbibu
(Masurier et al., 2017). Kallikreina aktivitati inhibé ari endogéno olbaltumvielu
inhibitori, piem&ram, serpini (serina proteazes inhibitori). Tiek izdaliti kazala inhibitori
kuri pieder pie proteazes inhibitoru grupas, pieméram aizkunga dziedzera sekrécijas
tripsina inhibitors (PSTI). Tas ir no aizkunga dziedzera sekréta izoléts 58 aminoskabju
peptids (Masurier et al., 2017).

Ne-fizologiskie inhibitori ir dazadi peptidi vai proteini, kas izoléti no
mikroorganismiem (leupeptins, himostatins), augiem (SBTI, LBTI, BBI, SFTI-1) vai
dzivniekiem (aprotinins vai BPTI). Un tiem ir spéciga KLK inhib&josa aktivitate
(Masurier et al., 2017).

Kunitz tipa inhibitori - visizplatitakie kunitz tipa inhibitori ir sojas pupinu tripsina
inhibitors (SBTI), lima pupinu tripsina inhibitors (LBTI) un Bowman-Birk inhibitors
(BBI), plazmas polipeptidu inhibitors, kas pazistams arT ka BPTI (liellopu aizkunga
dziedzera pamata tripsina inhibitors) vai aprotinins, ko lieto terapija ka antifibrinolitisku
lidzekli (Masurier et al., 2017). Nesen tika patentéti arT cikliskie depsipeptidi, kas spgj
inhibet KLK7 (IC50 = 0,4-6 nM) (Masurier et al., 2017). Siem savienojumiem, kas
izolgti no baktérijas Chondromyces crocatus ir selektivitates trikums, jo tie inhibé ari
citas proteazes, pieméram, himotripsinu (Masurier et al., 2017). Dabigie heterocikliskie
atvasinajumi ka inhibitori - izokumarini, kas iegliti no Brazilijas auga Paepalanthus
bromelioides Silv., tika identificéti ka konkurétsp&jigi KLKS un KLK7 inhibitori
(Masurier et al., 2017). Fukugetini - flavanona-flavona biflavonoidu savienojums, kas
iegiits no Brazilijas auga (Garcinia brasiliensis Mart.) inhibé vairakus KLK
mikromolaras koncentracijas diapazona (Masurier et al., 2017).

Bez dabiskajiem peptidiem ir ar1 sintétiskie peptidu atvasinajumi. Tika izstradati
vairaki analogi un zinots, ka vairaki Sie sinttiskie analogi inhibe KLK. Hlormetilketona
peptidi sp&j kovalenti saistities un inhibét KLK (Masurier et al., 2017). Ka piem&ram,
hlormetilketons tika atklats ka kovalentais inhibitors, kas sp&jigs inhibeét KLK1, KLK4
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un KLK8 (Masurier et al., 2017) . Citi peptidi - Borona tipa peptidi ir izstradati ka KLK3
inhibitori (Masurier et al., 2017) . Ka arT eksisté vl nepeptidu sintétiskie atvasinajumi,
kas inhibg kallikrena aktivitati (Masurier et al., 2017).

1.3. Dabas vielas ka AKE1 un AKE?2 inhibitori

Vairaki pétijjumi ir paradijusi, ka polifenoliem ir dazadas biologiskas un
arstnieciskas pasibas cilvéku slimibu kontrolei un arsté$anai. Sim vielam piemit
antioksidanta, antiaterosklerozes, antihipertensiva un pretiekaisuma efekti (R et al.,
2020). Tomeér biologiskas aktivitates ir atkarigas no to strukturalajiem aspektiem,
pieméram, brivo —OH aizvietotaju skaita vai atraSanas vietas un glikozilacijas procesa (R
et al., 2020). Tadgjadi katram savienojumam ir atSkirigas biologiskas aktivitates, un §is
aktivitates biitu japeta individuali katram savienojumam balstoties uz ta struktiiras
ipasibam (R et al., 2020).

Polifenoli ir dabiski augos sastopami mikroelementi. Tie ir ieklauti daudzos uztura
bagatinatajos, un tos ir diezgan viegli ieklaut uztura ar tadiem partikas produktiem ka
augliem, darzeniem, t€jam un dazadam garSvielam. Zinami vairak neka 8000 polifenolu
veidu (Pandey and Rizvi, 2009). Visi augu fenola savienojumi rodas no starpprodukta
fenilalanina vai prekursora Sikiminskabes (Pandey and Rizvi, 2009). Galvenokart tie
sastopami konjugéta veida ar vienu vai vairakiem cukura atlikumiem, kas saistiti ar
hidroksilgrupam, lai gan pastav ari tieSas cukura, pieméram, polisaharida vai
monosaharida saites ar aromatisko oglekli. Bieza ir ari saistiba ar citiem savienojumiem,
pieméram, karbonskab&m, organiskajam skab&m, aminiem, lipidiem un saistiba ar citiem
fenoliem (Pandey and Rizvi, 2009). Polifenolus var klasificét dazadas grupas atkariba no
fenola gredzenu skaita un péc struktiiras elementiem, kas saista Sos gredzenus vienu ar
otru. Galvenas klases ietver fenola skabes, flavonoidus, stilbénus un lignanus (Pandey
and Rizvi, 2009). Pé&tfjumi liecina, ka polifenoli ir spécigi antioksidanti. Veicot
antioksidantu lomu, tie novers Siinu bojaumus, ko izraisa novecosanas, apkartgja vide un
pasa cilvéka dzivesveids (WebMD).

Viens no potencialajiem pret COVID-19 zalu terapeitiskajiem mérkiem ir AKE2.
AKE2 tika identificéts ka galvenais funkcionalais COVID-19 receptors. AKE2, kas
atrodas uz $tinu virsmas, efektivi saistas ar CoV smailes proteinu, tad€jadi laujot virusam
inficét organisma epitélija Stinas (Li et al., 2003). Ieprieks€jie p&tjjumi parada, ka daziem
flavonoidiem piemit AKE!1 inhibicija, kam ir iz8kiroSa nozime arteriala asinsspiediena
regulésana (Al Shukor et al., 2013). Par flavonoidu sp&ju ietekmét AKE2 aktivitati
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interese radas tiesi sakara ar AKE?2 iesaisti virusa iekltiSanai $tina, kas izraisija plasu
AKE?2 inhibitoru meklésanu. No ta izriet apgalvojums, ka flavonoidi var mijiedarboties
armT ar AKE2. Lai gan jau eksisté vairaki sint&tiskie AKEI inhibitori, pieméram,
lizinoprils, kaptoprils un enalaprils, un tos plasi izmanto veiksmigai hipertensijas
arst€Sanai, ilglaiciga So sint€tisko inhibitoru lietoSana var biit saistita ar daudzam
nevélamam blakusparadibam, pieméram, pastavigu klepu, nieru mazsp&ju un
angioneirotisko ttsku (Al Shukor, 2016). Ir veikti plasi p&tijumi, lai meklétu AKE
inhibitorus starp dabigiem produktiem, jo dabas vielam potenciali varétu but labaks zalu
profils un mazak sagaidamas blakusparadibas (Al Shukor, 2016).

Petot 22 fenola savienojumus ar meérki noskaidrot, vai tie sp&j inhibet AKE,
konstatgja, ka no visiem savienojumiem taninskabe uzradija visaugstako aktivitati (IC50
230 uM) (Al Shukor et al., 2013). Fenolskabém un flavonoidiem iegiitas IC50 vértibas
bija robezas no 0,41 Iidz 9,3 mM (Al Shukor et al., 2013). P&tijums liecingja, ka
fenolkabes un flavonoidi inhibé AKE, mijiedarbojoties ar cinka jonu, un So mijiedarbibu
stabiliz€ citas mijiedarbibas ar aminoskabém enzima aktivaja centra. Citi savienojumi,
pieméram, resveratrols un pirogalols, var inhibét AKE, mijiedarbojoties ar aminoskab&ém
aktivaja vieta, tadgjadi blok&jot AKE katalitisko aktivitati. Rezultata seSiem
flavonoidiem, kas parstav 3 apaksklases (flavonols, flavanols un dihidrohalkons) atrada
AKE inhibgjoso aktivitati ar IC50 vértibam no 0,415 lidz 1,381 mM (Al Shukor et al.,
2013). Kvercetins koncentracija 0,075 mM uzradija visaugstako aktivitati. Rutins
uzradija vidéju AKE inhibg&joso aktivitati, bet zemaka AKE inhib&josa aktivitate tika
novérota apigeninam un floretinam (Al Shukor, 2016).

Uzmaniba tiek pieversta arm dazadu dabas vielu ekstraktu sp€jai inhibét AKE
aktivitati un ir veikti p&tijjumi ar zalas un melnas t&jas tidens vai metanola ekstraktiem.
Ieprieks&jie p&tijumi jau ir paradijusi, ka t&jas ir bagatas ar polifenoliem, un tiesi tiek
izceltas zala un sarkana t&ja ka vienas no ar polifenoliem bagatakajam t&jam (The
Nutrition Source, 2019). Tg&jas polifenoli ir iesaistiti asinsspiediena regulé$ana ar
salidzinosi labu AKE inhibiciju (The Nutrition Source, 2019). T€jas sp€ja inhibét AKE
in vitro ir loti atkariga no t&jas veida un taja esoSo savienojumu struktiiram (Dong et al.,
2011). Zalajai t&jai polifenoli tick saglabati neoksidéta katehina forma, jo t&jas svaigajam
lapam polifenoloksidazes enzims tiek inaktivéts ar sausu karstumu vai tvaiku (Dong et
al., 2011). Turpretim melna t&ja tiek razota ar plasu polifenolu oksidaciju, ka rezultata
veidojas oksid&ti un polimerizeti savienojumi, ko sauc par teorubiginiem un teaflaviniem
(Dong et al., 2011). Ievérojama AKE inhib&josa aktivitate kada pétjjuma tika atrasta
miezu stadu metanola ekstraktam un izol&tajiem polifenoliem no $t ekstrakta (Ra et al.,
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2020). No siem rezultatiem izsecinaja, ka metanola ekstrakts satur augstu AKE inhibitoru
Iimeni. Jaatzimé, ka jau ieprieks tika izpétits, ka metanols ir piem&rots skidinatajs

maksimalai polifenolu ekstrakcijai no dabigiem avotiem (Ra et al., 2020).

1.4. Dabas vielu spéja inhibet kallikreina aktivitati

Jau gadsimtiem ilgi dazadi arstniecibas augi ir izmantoti, lai arstétu slimibas, kas
saistitas ar ickaisumu un tikusi pielietoti ka profilaktiski lidzekli. Daudz un dazadas dabas
vielas ir pétitas ka potencialie AKE1 un AKE2 inhibitori, bet nemot véra kallikreina
sisttmas cieSo saikni ar AKE, domajams, ka $tm vielam var€tu bit ari kallikreina
inhibicijas sp€ja. Dazadi pétijumi apskata dazas vielas ar potencialo kallikreina
inhibicijas sp&ju. Lai gan ir veikti p&tijumi, kuros dazadam dabas vielam ir atrasta sp&ja
inhibét kallikreina aktivitati, to talaka sasaite un p&tiSana pielietoSana pie COVID-19 vai
HAE nav veikta.

Tika izpetits, ka attirita melnas t€as tdens ekstrakta frakcija inhib&a gan
kallikreinu, gan aktivéto FXII (Madkhali et al., 2021). No iegiitajiem rezultatiem tika
izsecinats, ka melnas t€jas Gdens ekstraktam piemit pretiekaisuma iedarbiba, ko var
izskaidrot ar daleju kallikretna un aktivéta FXII inhibiciju, ka rezultata tiek samazinata
bradikinina veidosanas (Madkhali et al., 2021). P&c t&jas patérina uz vienu iedzivotaju
visa pasaul€ var vilkt paral€les, ka Sie secinajumi ir nozimigi, jo valstis ar augstu t&jas
patérinu zino par zemu iedzimtu angioneirotiskas tiskas lekmju biezumu un smagumu
to iedzivotaju vida (Statista, 2016 un Madkhali et al., 2021 ) .

Fitokimiskajam vielam ir liels pretiekaisuma potencials, tostarp modulgjot
citokinus un oksidétajus. Melna t&ja Iidzigi ka daudzi citi augi ir bagata ar dazadiem
bioaktiviem savienojumiem. Balstoties uz So faktu, tika izvirzita hipotéze, ka ilgstosa
melnas t&as lietoSana var€tu samazinat plazmas kininu veidojoSo enzimu aktivitati
sistémiskaja un plausu asinsvadu sistéma neatkarigi no polifenolu pretiekaisuma
iedarbibas (Madkhali, 2015). S1 hipotéze tika parbaudita p&tijuma, kura laika tika
noteikta un raksturota t&as neapstradata tdens ekstrakta un ta galveno bioaktivo
savienojumu inhib&josa iedarbiba uz plazmas kininu veidojoSajiem enzimiem, ka ari
papildus inhib&josai darbibai tika pétita augu un fitokimisko vielu inhib&josa iedarbiba
potenciali kliniskam pielietojumam, modulgjot kininu veidojoSos enzimus vai sintezgjot
jaunus pret tiskas un pretiekaisuma Iidzeklus (Madkhali, 2015). Interesanti, ka t&ja
efektivi inhib&ja aktivéto FXII un kallikretnu, bet izoletie galvenie t&jas polifenoli
neinhibgja Sos enzimus. Rezultata Sis petijums apstiprindja, ka t&ja efektivi kave aktivetu
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FXII izraisttu $tinu migraciju un inhib& bradikinina izdali§anos no augstas molekulmasas
kininogéna, aktivéjot FXII mediétu kallikreina razosanu (Madkhali, 2015).

Augu sekundarajiem metabolitiem ir butiska un pat svarigaka loma dazados
fiziologiskos procesos. Sie metaboliti var darboties ka antioksidanti, pretinfekcijas
lidzekli, antibakteriali, pretséniSu, vielmainas, lipidu limeni pazeminosi Iidzekli, ka art
darboties ka vielas ar aizsargajosu funkciju pret sirds un asinsvadu, kunga-zarnu trakta
un degenerativam slimibam (Bond, 2019). Augiem ir daudz sekundaro metabolitu un
fitoktmisko savienojumu, kas ir loti labi izp&titi biokmiskas un molekularas genétikas
Iiment un tie tiek izmantoti cilvéku veselibas apriipes nozare, bet ir ari citi mazak izpétiti
mazas molekulmasas proteini, kas inhibé proteazes (Bond, 2019). Ieprieks pastavéja
uzskats, ka proteinu saturoSie proteazes inhibitori galvenokart ir tikai proteinu noardosie
fermenti (Bond, 2019). Misdienas §is uzskats ir ievérojami mainijies, un Sobrid proteazu
inhibitori tiek uzskatiti par loti svarigam signalizacijas molekulam daudzos biologiskos
procesos, pieméram, iekaisumos, apoptoz€, asins rec€Sana un hormonu metabolisma
(Srikanth and Chen, 2016). P&dgjos gados proteazu inhibitori ir plasi pétiti ka
terapeitiskie lidzekli, galvenokart, lai cinitos pret dazadiem cilvéku véza veidiem.

Nemot vera augu sekundaro metabolitu nozimigumu, tika veikts petijums, kura no
dazadam augu sugam tika izol€ti un raksturoti daudzi proteazes inhibitori. Proteazes
inhibitori veido lielako dalu augu atvasinajumu, un tie var but loti efektivi virusu
izraisitas infekcijas kontrole. Pe&dgjie pétljumi tika veltiti, lai atklatu proteazes
inhibitorus, kas kontrolétu COVID-19 virusa izplatibu (Mohammadi and Shaghaghi,
2020). Tika izpétits, ka kurkuma sekundarajam metabolitam kurkuminam ir visspécigaka
mijiedarbiba ar proteazes enzimu COVID-19 molekulas (Mohammadi and Shaghaghi,
2020) .

Atseviska pétijuma, kura fokuss netika vérsts uz COVID-19, arf tika atklati dazadi
augu sekundarie metaboliti ka dabiskie proteazes inhibitori. Proteazes inhibitori tika
izoleti no Scopolia japonica (japanu belladonna) kultivétam $tinam, un tika izpé&tits, ka
Siem savienojumiem piemit tripsina, himotripsina, Kallikreina, plazmina un pepsina
inhib&josa iedarbiba (Srikanth and Chen, 2016).

Vel kada pétijuma tika raksturoti bauhinijas auga kunitz tipa proteazes inhibitori.
Bauhinijas auga s€klas ir bagatas ar serina un cisteina proteazes inhibitoriem (Oliva and
Sampaio, 2008). Pétnieki no Bauhinia bauhinioides séklam izoléja Bauhinia
bauhinioides kallikretna inhibitoru (BbKI), kas ir 18 kDa proteins ar lidzigu primaro
strukttiru ka citiem kunitz tipa augu inhibitoriem, bet kuram nav disulfidu tiltu (Srikanth

and Chen, 2016). Tika izpétits, ka Bauhinia bauhinioides kallikreina inhibitors ir sp&jigs
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inhibét plazmas kallikretnu, plazminu, liellopu tripsinu, liellopu himotripsinu, ciiku
aizkunga dziedzera kallikreinu un peles plazmas kallikreinu (Oliva and Sampaio, 2008).
No $1s pasas augu sugas tika izol&ts v€l viens cilvéka plazmas kallikreina inhibitors. No
Bauhinia rufa izolgja inhibitoru, kuru nosauca to par BrTI (B. rufa tripsina inhibitoru)
(Srikanth and Chen, 2016). Starp Bauhinia inhibitoriem, kas ietekmé& plazmas kallikreina
aktivitati, BbKI ir visefektigakais inhibitors, ar ta strukturalo lidzibu ar bradikinina
secibu kininogéna varetu izskaidrot BbKI selektivo saistisanos ar cilvéka plazmas
kallikreinu (Oliva and Sampaio, 2008).

P&tijuma ar garSaugiem arT tika atrasti nozimigi atklajumi. Desmit garSaugu tidens
ekstraktiem tika parbaudita kallikretna inhibicijas sp€ja. GarSaugi uzradija no
koncentracijas atkarigu gan kallikreina, gan aktivéta FXII inhibiciju (Madkhali et al.,
2021). Tika noskaidrots, ka anisS bija visspécigakais kallikreina inhibitors ar IC50
vertibu aptuveni 26 pg / uL (Madkhali et al., 2021). Melnie pipari, kanélis, koriandrs,
magonu s€klas un timians bija aptuveni piecas reizes mazak efektivi neka aniss
(Madkhali, 2015).

P&tijuma no ziedo$a augu koka Terminala izolGtajiem savienojumiem ar1 tika
atklati kallikreina inhibitori (Madkhali et al., 2021). Lai gan §is p&tijums tika veikts, lai
salidzinatu no $1 koka izolétu savienojumu inhibicijas sp&ju ar melnas t&jas ekstrakta
inhibicijas sp&ju, rezultati bija nozimigi. Salidzinaja Terminalia auga (Terminalia
arjuna, Terminalia bellerica, Terminalia chebula) ekstraktu un melnas t€jas ekstrakta
inhibicijas sp&ju, jau zinot, ka melnas t&jas ekstrakts dalgji inhibé kallikreinu un aktivéto
FXII (Madkhali et al., 2021). Terminalia auga ekstrakts uzradija bradikinina efektu
modul&josas Tpasibas un sp&ju inhibét aktiveto FXII (Madkhali et al., 2021). Terminalia
arjuna auglu ekstrakts inhibgja kallikreinu ar IC50 vértibu 200 + 6,6 pg/uL (Madkhali et
al., 2021). No visiem tris augu ekstraktiem talak tika izol&ti bioaktivie savienojumi ar
merki parbaudit to inhib&joso ietekmi uz FXII. No visiem izol&tajiem savienojumiem
gandriz nevienam nebija inhib&josas aktivitates, kas norada, ka FXII ir loti selektivs
reagentu izvéle (Madkhali et al., 2021). Vienigais savienojums, kas uzradija inhibicijas
sp&ju bija arjunglikozids 11, jo tas inhib&ja aktivéto XII faktoru ar IC50 vertibu 300 puM.
Pie tam tika novérota gandriz pilniga FXII aktivitates inhibicija (Madkhali et al., 2021).
S1pétijuma rezultati liek domat, ka arjunglukozidu IT var uzskatit par potenciali noderigu
aktivéta FXII inhibitoru.

Vairaki atklatie augu proteazu inhibitori tiek talak pétiti in vivo klmiskajos
pétijumos. Par labiem proteazu inhibitoru avotiem ir atzitas tadas augu kultiiras ka

pupinas, kartupeli, miezi, skvoss, prosa, kviesi, griki, zemesrieksti, aunazirni, kukuriiza
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un ananasi (Srikanth and Chen, 2016). Dabiskie proteazu inhibitori atSkiras sava starpa
péc iedarbibas koncentracijas, proteazes specifiskuma, siltuma stabilitates, un dazreiz

viena suga vai audos var biit vairaki proteazu inhibitori (Srikanth and Chen, 2016).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Reagenti

Plasmas Kallikreina Inhibitoru skrininga reagentu komplekts
(Katalogs #K989-100 (BioVision, Inc., Milpitas, Kalifornija, ASV))
Florizins (Sigma-Aldrich)

Kvercetins (Sigma-Aldrich)

Rutins (Sigma-Aldrich)

Cianidina-30-glikozids (Sigma-Aldrich)

Kaptoprils (Sigma-Aldrich)

MLN-470 (Sigma-Aldrich)

Zala t&ja ( ‘“Lipton classic Herbata Zielona’’)

Dimetilsulfoksids (DMSO) (Sigma-Aldrich)

10. PBS buferis pH 7,4 (fosfatbuferis ar natrija hloridu) (Sigma-Aldrich)

2.2. Aparatiira un materiali

96-laucinu mikroplates caurspidigas ar plakanu dibenu (Sardstedt AG&Co, Nimbrehta,
Vacija)

Automatiskas pipetes ar dazadu tilpumu — 20, 100, 200 un 50 pl

Daudzkanalu pipetes ar maksimalo tilpumu Iidz 300 pl

Skidruma uzpildes vanninas (Sardstedt)

Multikanalu pipetes (Sardstedt)

PipeSu uzgali (Sardstedt)

Flomasteri rakstiSanai uz plastmasas (Sardstedt)

Ependorfa mégenes (Sardstedt)

Megenes 15 ml un 50 ml (Sardstedt)

MikroplaSu lasitajs (Tecan microplate reader infinite m200, Tecan group Ltd,
Mannedorfa, Sveice)

Analitiskie svari Precisa XB 120 A (SERIES 320 XB D99 — D9 - 030),

Vortex maisitajs (Biosan, Latvija),

Dators savienots ar mikroplasu lasttaju.
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2.3. Plasmas kallikreina inhibitoru skrininga metode

Plasmas kallikreina inhibitoru skrininga metode ir aprakstita komplekta razotaja
“‘BioVision” instrukcija. ‘‘BioVision’’ plazmas kallikreina inhibitoru skrininga metodé
izmanto plazmas kallikreina sp&ju Skelt sintétisko pNA bazes peptidu substratu, lai atbrivotu
to (tam ir absorbcija pie 405 nm), un to var noteikt, izmantojot mikroplasu lasitaju. Plazmas
kallikreina inhibitoru klatbiitng 1 substrata skelSanas tiek samazinata vai pat pilniba
partraukta, ka rezultata samazinas vai pilniba tiek zaudéta pNA absorbcija. ST metode tiek

izmantota, lai pétitu, raksturotu, vai parbauditu iesp&jamos plazmas kallikreina inhibitorus.

PK .
PK Substrats-pNA ——» Skelts substrats + pNA (OB405 nm)
(OB ir optiskais blivums.)

PK Substrats-pNA ﬂ» pNA absorbcijas samazinasanas/zaudéSana (OB405 nm)
+ PK inhibitors
Plasmas kallikreina inhibitoru skrininga komplekts jauzglaba -20°C, tas ir jasarga no tiesas

gaismas. Pirms atvérsanas flakonus ir Tsu bridi janocentrifugé ar mazu atrumu.

Plasmas kallikreina inhibitoru skrininga komplekts ieklauj $adus reagentus:
e PK testa buferSkidumu 25 ml
e Cilveka PK 1 flakons
e PK Substrats 1 ml
e PK Inhibitors (1 mU/ uL) 0,1 ml

Pirms darba uzsaks$anas :

e PK testa buferSkidums - pirms lietoSanas flakons jaatsilda lidz istabas temperatiirai.
Jauzglaba +4°C vai -20°C temperatira.

e PKiinhibitors: ja neizmanto uzreiz, tad ir jaalikvoté un jauzglaba -20°C. Jaizvairas no
atkartotas sasaldéSanas/atkausesanas. Pirms lietoSanas, ja nepiecieSams, jaatkause.

e Cilveka PK: jaizskidina ar 1,1ml PK testa buferSkiduma un jauzglaba -20°C

temperatiira. Jaizvairas no atkartotas sasaldéSanas/atkauséSanas.
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Darba gaita:

1.

10.

11.

12.

Testa komplekts ir jauzglaba -20°C, aizsargatam no gaismas, tad€] pirms darba sakuma
sakuma ir jaiznem no saldétavas un japatur istabas temperatiira.

Ar analitiskajiem svariem nosver visas vielas, kuras pétis (florizinu, rutinu, kvercetinu,
cinanidina-30-glikozidu) un izs§kidina DMSO koncentracija 100 mg/ml. Tad ar komplekta
buferskidumu sagatavo atSkaidijumus — 10 mg/ ml, 5 mg/ml, 2,5 mg/ml, 1,25 mg/ml un
0,625 mg/ml. Atskaidijumu koncentracijas ir 10x lielakas par tam, kuras bis reakcija ar
enzimu.

Pagatavo zalo t&ju jeb t&jas tidens ekstraktu. Uz 1,6 g zalas t&jas uzlej 8 ml verdosa fidens,
un atstaj uz 30 min ievilkties.

Kaptoprila un MLN-4760 skidumus sagatavo attiecigi 10 mM un 50 pM koncentracijas
metodes buferS§kiduma un atSkaida kaptoprilu 1idz koncentracijai 5 un 2,5 mM, bet MLN-
4760 lidz 25 un 12,5 pM.

pl PK enzima Skiduma. Sagatavo 3 paral€los laucinus neinhib&ta enzima kontrolei, kuros
ir 40 ul buferis un 10 ul enzima.

Reagentu kontrolei ieméra 50 pl bufera 3 laucinos.

Laucinos, kas nav reagentu un enzima kontroles, ieméra 30 pl bufera, 10 pl enzima un 10
ul pétamo vielu un t&jas dazadas koncentracijas.

Inkubg istabas temperatiira 15 mintites.

Sagatavo PK substrata maisijumu ar aprékinu, lai katra laucina varétu iemérit 50 pl PK
substrata maisfjuma (40 pl PK testa buferSkiduma; 10 pl PK substrata). 1zskidina substrata
maisTjumu, intensivi maisot 5 mindtes. Pievieno 50 pl PK substrata maisijuma visiem
plates lauciniem. Kartigi samaisa.

Enzimatiska reakcija sakas atri un absorbciju méra pie 405 nm (OB405) kinétiskaja modeli
1 stundu, uzturot mikroplasu lasitaja 37 °C temperatiru.

Ja rékina enzimatiskas reakcijas atruma kinétiku, tad izvelas divus laika punktus t1 un t2,
bet, ja méra péc fikseta laika, tad nolasa absorbciju beigu punkta un aprékina inhibiciju %,
salidzinot ar neinhib&ta enzima kontroli, kuru pienem par 100% aktivitati un 0% inhibiciju.
S1 pétijuma ietvaros absorbcija tika nolasits péc 1h.

Reagentu komplekta pievienotais PK inhibitors ir inhibitora kontrole, kuram IC50 ir

noradita 21,7 = 3 pU (n = 3).
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2.4. Datu apstrade un statistiska analize

Eksperimenti atkartoti 3 reizes, un rezultati aprekinati ka vid€jais ar standartnovirzi (SD).
Dati aprékinati un analizéti ar ANOVA (one-way analysis of variance) ar sekojosu Dunnett
daudzkart&ju salidzinajumu testu (multiple comparison test) ar GraphPad Prism programmas
versiju 8.0 (Graph Pad Software, Inc. San Diego, CA, USA). Statistiska ticamiba starp grupam
aprekinata ar P < 0,05.
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3. REZULTATI

Ar cilveka plazmas kallikreina inhibitoru skrininga metodi iegiitie rezultati noradija uz
to, ka dazadam dabas vielam piemit sp&ja inhib&t kallikreina aktivitati in vitro. Eksperimenta
tika mérits optiskais blivums pie 405 nm. Sis metodes pamata ir aktiva plazmas kalikreina
sp&ja Skelt sintétisko pNA bazes peptidu substratu, lai atbrivotu pNA (OB405 nm), ko p&c
tam izméra, izmantojot mikroplaSu lasitaju. Plazmas kallikreina inhibitoru klatbiitné $1
substrata SkelSanas tiek samazinata vai pat partraukta, ka rezultata samazinas vai pilniba tiek
zaudéta pNA absorbcija.

Eksperimenta tika parbauditas 5 dabas vielas — florizins, kvercetins, rutins, cianidina-
30-glikozids un zalas t&jas fidens ekstrakts, ka arT jau zinamie AKE1 un AKE2 selektivie
inhibitori — kaptoprils un MLN-4760. Florizina, kvercetina, rutina un cianidina-30-glikozida
efekts tika testéts piecas koncentracijas — 0,0625 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0,25mg/ml, 0,5 mg/ml
un 1 mg/ml. Attelos att€lots vid€jais paraugu cilvéka plazmas kallikreina inhibicijas efekts

(%) ar standartnovirzi.

25



Florizina cilvéka plazmas kallikreina inhibicija in vitro. Florizina efekts uz kallikreina
aktivitati tika petits koncentracijas no 0,0625 mg/ml Iidz 1 mg/ml. P& 1 h enzimatiskas
reakcijas norises iestajas plato limenis, un aprékiniem izmantojam fikséto absorbcijas beigu
mérijumu. PK inhibitors reagentu komplekta nav atsifréts, tapec attéla tas paradits ka pozitiva

references viela bez norades uz koncentraciju.
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Koncentracija mg/ml

3.4. att. Florizina cilvéka plazmas kallikreina inhibicijas efekts (%)
Rezultati paraditi ka vidgjais ar standartnovirzi.

*P< 0,05, salidzinot ar kontroli, kad enzima inhibicija ir 0, bet aktivitate 100%.

Attela 3.4. redzams, ka florizins uzrada no koncentracijas atkarigu kallikretna inhibicijas
efektu. Diapazona no 0,25 mg/ml Iidz 1 mg/ml inhibicija ir statistiski nozimiga, salidzinot ar
enzima kontroli. Testa izmantotas mazakas koncentracijas (0,0625 un 0, 125 mg/ml) neuzradija
statistiski ticamu atsSkiribu. Florizina sliktas Skidamibas fidens vidé d€] nav iesp&jams izmantot

lielakas koncentracijas.
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3.5. att. Kvercetina cilvéka plazmas Kkallikreina inhibicijas efekts (%)

Rezultati paraditi ka vid&jais ar standartnovirzi

*P< 0,05, salidzinot ar kontroli, kad enzima inhibicija ir 0, bet aktivitate 100%

Kvercetina cilvéka plazmas kallikreina inhibicija in vitro. Kvercetina cilvéka plazmas
kallikretna inhibicija novérota no koncentracijas 0,125 mg/ml, tomér statistiski atSkiriga no
enzima kontroles ta ir koncentracijas 0,25, 0,5 un 1 mg/ml (skatit 3.5. attélu). Lidzigi ka
florizinam arT kvercetinam ir slikta §kidiba tidens vid€ un augstakas koncentracijas par 1 mg/ml
izkrit nogulsnes. Tapéc 1 mg/ml pieneémam par maksimalo koncentraciju in vitro metode. PK

inhibitors uzrada lielaku efektu par kvercetina efektu, bet, nezinot PK inhibitora koncentraciju,

nevaram $o abu vielu efektivitati salidzinat.
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3.6. att. Rutina cilvéka plazmas kallikreina inhibicijas efekts (%)
Rezultati paraditi ka vidgjais ar standartnovirzi

*P< 0,05, salidzinot ar kontroli, kad enzima inhibicija ir 0, bet aktivitate 100%

Rutina cilvéka plazmas kallikreina inhibicija in vitro. Attéla 3.6. redzams, ka rutins, sakot
no koncentracijas 0,25 mg/ml uzrada statistiski atskirigu no enzima kontroles kallikreina
aktivitates inhibiciju. Visaugstako plazmas kallikreina inhibicijas sp&ju rutins uzradija
koncentracija Img/ml, kas ir testa petita visaugstaka koncentracija. Nové€rojams, ka
koncentracijai augot palielinajas ar1 inhibicijas efekts, bet testa izmantotds mazakas

koncentracijas (0,0625 un 0,125 mg/ml) neuzradija statistiski ticamu atSkiribu.
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3.7. att. Cianidina-30-glikozida cilvéka plazmas kallikreina inhibicijas efekts (%)
Rezultati paraditi ka vidgjais ar standartnovirzi

*P< 0,05, salidzinot ar kontroli, kad enzima inhibicija ir 0, bet aktivitate 100%

Cianidina-30-glikozida cilvéka plazmas kallikreina inhibicija in vitro. Cianidina-30-
glikozids ir antocianinu grupas parstavis. Tas lidzigi ka augstakminétie polifenoli inhibé
kallikreina aktivitati. Statistiski ticama atskiriba no neinhib&ta enzima kontroles tika sasniegta
koncentracijas 0,25, 0,5 un 1 mg/ml (skatit 3.7. attelu). Pozitiva kontrole ar PK inhibitoru

parada, ka cianidina-30-glikozids lidzigu efektu nesasniedz.
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3.8. att. Zalas tejas iidens ekstrakta cilvéka plazmas kallikreina inhibicijas efekts (%)

Rezultati paraditi ka vidgjais ar standartnovirzi.

*P< 0,05, salidzinot ar kontroli, kad enzima inhibicija ir 0, bet aktivitate 100%

Zalas t&jas cilvéka plazmas kallikreina inhibicija in vitro. Zala t&ja jeb t&jas tdens ekstrakts

metod@ ir no sakotngjas koncentracijas 2 g/ml 10x atSkaidijies un augstaka koncentracija

reakcijas vide ir 0,2 g/ml. Ta uzrada apméram 40% kallikreina inhibiciju. Statistiski ticams

efekts zalajai t&jai ir arT koncentracija 0,1 g/ml. Pozitiva PK inhibitora kontrole visos

eksperimentos ir vienada un uzrada apméram 80% inhibiciju. (skatit 3.8. att€lu)
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Angiotenzina konvertgjoso enzimu sintétisko inhibitoru cilvéka plazmas kallikreina

inhibicija in vitro. Kaptoprils ir selektivs AKE1 inhibitors, bet MLN-4760 selektivs AKE2

inhibitors.
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3.9. att. Kaptoprila cilvéka plazmas kallikreina inhibicijas efekts (%)
Rezultati paraditi ka vidgjais ar standartnovirzi

*P< 0,05, salidzinot ar kontroli, kad enzima inhibicija ir 0, bet aktivitate 100%

Rezultati parada, ka kaptoprils neinhib& plazmas kallikreina aktiviati neviena testa
izmantotaja koncentracija (skatit 3.9. attelu). Tas apliecina, ka kaptoprilam nav konstateta

duala abu enzimu AKE1 un kallikreina inhibicijas spé€ja.
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3.10. att. MLN-4760 cilvéka plazmas kallikreina inhibicijas efekts (%)
Rezultati paraditi ka vidgjais ar standartnovirzi

*P< 0,05, salidzinot ar kontroli, kad enzima inhibicija ir 0, bet aktivitate 100%

MLN-4760 ir specifisks un selektivs AKE2 inhibitors. Rezultati rada, ka tas Saja

koncentraciju intervala kallikreina aktivitati neinhibe. (skatit 3.10. att€lu)

3.1. Petito savienojumu cilveka plazmas kallikreina inhibicijas efektu
salidzinajums

Tabula 3.1. salidzinati vielu efekti to maksimalajas p&tjjuma izmantotajas koncentracijas
un, kas ieprieks ir paraditi individualu vielu efektus atspogulojosajos attélos. Lai efektus varétu

salidzinat, kaptoprila un MLN-4760 molaras koncentracijas ir parrékinatas mérvienibas mg/ml.
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3.1. tabula

Polifenolu, zalas téjas ekstrakta un AKE inhibitoru cilvéka plazmas kallikreina inhibicijas sp€ja,

%
Viela Koncentracija Cilveka plazmas
kallikreina videja inhibicijas
speja %
Florizins 1mg/ml 67,1
Kvercetins 1mg/ml 62,2
Rutins 1mg/ml 50,1
Cianidina-30-glikozids 1mg/ml 59,3
Zalas t&jas tdens ekstrakts 200mg/ml 41,3
Kaptoprils 2,17 mg/ml Nav atrasta
MLN-4760 0,021 mg/ml Nav atrasta

No tabulas 3.1. datiem redzams, ka aktivakais kallikretna inhibitors ir florizins, tomér citu

polifenolu efekti ir tuvu un lidzigi. Kvercetins ir rutina aglikons, bet izrada lielaku efektu neka

glikozida rutins. Zalas t&jas polifenolu saturu més $aja eksperimenta nezinam, bet redzam, ka

no tejas ar udeni izekstrah&tais aktivo vielu kopums ir mazak aktivs kallikreina aktivitates

inhibétajs ka individuali polifenoli. Sintétiskie AKE inhibitori plazmas kallikreina aktivitati

neietekme.

P&tamajiem savienojumiem aprékinajam kallikreina inhibicijas efektivitati, izsakot to ka

IC50 koncentraciju.

3.2. tabula

Petito vielu cilveka plazmas kallikreina inhibicijas IC50

ekstrakts

Viela IC50 mg/ml
Florizins 0,3729
Kvercetins 0,6863
Rutins 0,7960
Cianidina-3-O-glikozids 0,6698
Zalas t&jas udens 171, 6
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IC50 ir kvantitativs raditajs, kas norada, cik daudz konkrétas inhib&josas vielas ir
nepiecieSsams, lai in vitro par 50% inhib&tu noteiktu biologisko procesu vai biologisko
komponentu. Florizins uzradija vismazako IC50 koncentraciju (0,3729 mg/ml), bet pargjie
polifenoli uzradija savstarpgji lidzigu IC50 koncentraciju (skatit 3.2.tabuld). Pec IC50
koncentracijas aprékiniem izradas, ka rutins ir no Siem polifenoliem neaktivakais kallikreina
inhibitors. Kaptoprilam un MLN-4760 IC50 nevar aprékinat, jo netika atrasts kallikreina

aktivitati inhib&joss efekts.
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4. DISKUSIJA

St darba ietvaros pétijam piecu dazadu jau ieprieks atrasto dabigo AKE1 un
AKE?2 inhibitoru un divu sintétisko AKE1 un AKE2 inhibitoru cilvéka plazmas
kallikrena inhibicijas sp&ju in vitro. Sim pétfjumam més izvélgjamies tos polifenolus,
kuriem gan pé&c literatiiras datiem, gan iepriek$€jiem LU MF farmacijas laboratorija
veiktajiem petljumiem bija atrasta AKE1 un AKE2 inhibicijas sp&ja, bet nebija izp&tita
to ietekme uz cilvéka plazmas kallikreTna aktivitati (Birzniece, 2021).

COVID-19 pandémijas rezultata radas jauni nepieredz&ti draudi cilvéku
veselibai visa pasaulé, un pacientiem ar $o virusu biezi radas Skidruma uzkrasanas
plausas, kas apgriitina elpoSanu vai lielus draudus dzivibai. Tika izpétits, ka viruss
SARS-CoV-2 ieklust plausu glotada, izmantojot AKE2, kas atrodas uz plausu $tinu
ar€jas virsmas (Carvalho et al., 2021), un §7 iemesla d&l So enzimu uzskata par virusu
receptoru. Pé&tnieki saka vérst uzmanibu COVID-19 sasaistei ar RAAS hormonu
sist€ému un tas mijiedarbibai ar asinsvadu sist€mas un iekaisuma modulésanu, izpétot,
ka AKE?2 trukums izraisa paaugstinatu angiotenzina Il lIimeni, kas savukart paaugstina
asinsspiedienu (Coto et al., 2021). Lidz ar Siem pétijumiem otrai nozimigajai AKE1 un
AKE?2 lomai kallikreina-kinina sistémas regulé$ana netika pievérsta pastiprinata
uzmaniba, Iidz p&étnicks van de Veerdonk ar lidzautoriem saka pétit kallikreina-kinina
sistémas nozimigumu SARS vai COVID-19 patogenézé un ierosinaja hipotézi, ka viss
sakas ar AKE2 un ta lomu kallikreina-kinina sistéma. Tika izvirzita hipotéze, ka
COVID-19 pacientiem noverotais Skidruma parpalikums plausas varétu biit tapec, ka
kinini netiek neitralizéti AKE2 truakuma dél (van de Veerdonk et al., 2020). Ja §1
hipotéze izraditos pareiza, tas nozimétu, ka tieSa kininu receptoru inhibé$ana var bt
vienigais veids, ka apturét Skidruma noplidi COVID-19 pacientu plausas slimibas
sakuma stadija. Lai atrastu potencialos kininu receptoru inhibitorus, datu bazés tika
mekl&ti pétijumi, kuros jau iepriek$ bija pieradits, ka dazadam dabas vielam piemit
AKEL un AKE?2 inhibicijas sp&ja in vitro, par $o tému ir rakstiti un publicéti daudzi
literattras apskati un pétijumi (Carvalho et al., 2021). Par flavonoidu sp&ju ietekmét
AKE?2 aktivitati interese radas tiesi sakara ar AKE?2 iesaisti virusa iekltiSanai §tina, kas
izraisija plasu AKE2 inhibitoru meklésanu, un ari iepriek$gja farmacijas magistra darba)
tika pétita dabas vielu ietekme uz AKE1 un AKE?2 aktivitati (Birzniece, 2021.

Ieprieks ir veikti dazi petijumi, kuros nejausi vai tiesi tika atrastas dazadas dabas
vielas ka kalllikreina inhibitori, bet to talaka izp&te nav veikta, un dazas no tam vielam
arinav tikuSas pétitas ka AKE inhibitori. Pieméram, tika izpétits, ka attirita melnas t&jas
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tdens ekstrakta frakcija sp&j inhib&t gan kallikreinu, gan aktivéto FXII, kas ir dala no
plazmas kallikreina-kinina sistémas (KKS), un tadgjadi tieck samazinata bradikinina
veidosanas (Madkhali et al., 2021).

Misu pétfjuma izmantotas dabas vielas ir polifenoli, sikak klasificéti ka
flavonoidi. Polifenolus klasificé, p&c to fenola gredzenu skaitu, un struktiras
elementiem, kas Sos gredzenus saista (Pandey and Rizvi, 2009). Polifenoli tiek iedaliti
Cetras klas€s; fenolskabes, flavonoidi, stilbéni un lignani, bet art katra polifenolu kalse
dalas apaksklases. Flavanoidus pamatojoties uz heterocikla veida atSkirtbam var iedalit
sesas apaksklas€s: flavonoli, flavoni, flavanoni, flavanoli, antocianini un izoflavoni
(Pandey and Rizvi, 2009). No miisu eksperimentos izmantotajam vielam rutins un
kvercetins ir flavonoli, cianidina-30-glikozids ir antocianins, zalaja tgja lielaka
polifenolu dala arT ir flavonoli, kurus parasti sauc par katehiniem, bet zala t&ja satur ar1
citas klases polifenolus, pieméram, flavanolus, flavandiolus, flavonoidus un
fenolskabes, ka ari florizins, kas ir dihidrohalkons. Rutins, florizins, kvercetins un
cianidina-30-glikozids ir jau ieprieks pieraditi ka AKE 1 un AKE2 inhbitori, tomer to
sp&ja ietekmet kallikreinu konkrétajam vielam nav pietiekosi izpétita.

Rutins, ko sauc ari par soforinu, rutozidu vai kvercetina-3-rutinoidu, ir
polifenola flavonoids (Ganeshpurkar and Saluja, 2017). Dzivie organismi pasi nespgj
sintez€t rutinu, tapec to var uznemt tikai ar augu izcelsmes produktiem, pieméram, ar
grikiem, sipoliem, apelsiniem, citroniem, vinogam u.c. Rutiham ir pieradita
neiroprotektiva ietekme uz smadzenu is€miju (Pu et al., 2007). Tam ari piemit
pretkrampju darbiba, un tiek apgalvots, ka tas ir droSs lietoSanai pacientiem ar
epilepsiju. Rutinam piemit arT pretsapju, pretdiabéta, antihiperholesterina iedarbiba, ka
arT daudzas citas farmakologiskas aktivitates (Ganeshpurkar and Saluja, 2017). Rutins
tiek uzskatits par loti labu antioksidantu, jo tas sp&j saistit brivos radikalus un metala
jonus (Ganeshpurkar and Saluja, 2017). Tadgjadi to var izmantot ari ka pretickaisuma
lidzekli, jo tas saistds ar brivajiem radikaliem, un novér§ iekaisuma citokinu
transkripcijas faktoru indukciju. Nemot véra §is ipasibas, rutins potenciali varétu bt
efektivs hronisku iekaisuma slimibu arstéSanas paliglidzeklis. Rutins potenciali ar1
varétu but efektivs Iidzeklis pie aterosklerozes arsté€Sanas, jo tas kavé lipidu
peroksidaciju, kas ir viens no riska faktoriem dazadu sirds un asinsvadu slimibu
gadijjumos (Ganeshpurkar and Saluja, 2017). Kimiski rutins ir glikozids, kam ar
disaharidu rutinozi (o-L-ramnopiranozil-(1—6)-pB-D-glikopiranoze) ir piesaistits
flavonola aglikons kvercetins OH-3 (3,3',4',5,7-pentahidroksiflavons) (Ganeshpurkar
and Saluja, 2017) (skatit 4.11 att€lu). Jau ieprieks tika izpétits, ka rutins sp&j inhib&t
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AKE 1 un AKE2 (Guerrero et al., 2012). Tas tika identificéts ka viens no trim
savienojumiem, glicirizina, rutina un feoforbida A, ar augstu saistiSanas afinitati ar
AKE2 enzimu (Agrawal et al., 2021). Tika izpé&tits, ka rutinam piemit sp&ja inhib&t
Mpro, kas ir SARS-CoV-2 virusa galvena proteaze, kam ir svariga loma daudzu virusu
proteinu nobriesana. Sis pétijums liecindja, ka rutins ir potencials lidzeklis pretvirusu

kliniskajos pétijjumos (Agrawal et al., 2021).

H

4.11. att. Rutina struktiirformula (Fitzpatrick and Woldemariam, 2017)

Kvercetins ir viens no visizplatitakajiem flavonoidiem augu valstt un tiek
klasificéts ka flavonols, kuram piemit sp&ja inhibét dazadus enzimus (Mohos et al.,
2019). Kvercetins ir augu pigments, tas ir atrodams daudzos augos un partikas
produktos, pieméram, sarkanvina, sipolos, zalaja t&ja, abolos un ogas (Webmd.com,
2019). Kvercetins bez ta piemitoSajam farmakologiskajam ipasibam vél ir svarigs ar to,
ka tam ir salidzinos$i augstaka biopieejamiba neka citam fitokimiskajam vielam (Salehi
et al, 2020). Kvercetinam piemit pretdiabéta, pretickaisuma, antioksidantu,
pretmikrobu, pretartrita un briiCu dziSanas iedarbiba, un ar1 tiek veikti p&tijumi, kuru
rezultati liecina par kvercetina pretvéza aktivitati pret dazadam véza Stnu linijam
(Salehi et al., 2020). Ieprieks€jos pétijumos ari tika izpétits, ka kvercetinam piemit sp&ja
inhibét AKE enzimus (Guerrero et al., 2012). Kvercetinam piemitosa plasa spektra
pretmikrobu 1pasiba var@tu bt potenciala pielietoSanai dazadu infekciju baktériju
slimibu profilaksé un arstéSana, un §1 terapija var€tu bit ka alternativa antibiotiku
lietosanai (Yang et al., 2020). Kvercetins inhib&é ne tikai AKE, bet ar1 citohroma P450
enzimus (Mohos et al., 2020), olbaltumvielu kinazes C (PKC) aktivitati, tadg&jadi
uzlabojot nieru stavokli pie hiperglikémijas (Salehi et al., 2020). Kvercetinam ir OH
grupa, kas pievienota 3., 5., 7., 3' un 4' pozicijas (skatit 4.12. attelu). Kvercetins ir
aglikons, kam nav pievienota cukura, aglikons sp&j konjuggéties ar glikozi, ksilozi vai

rutinozi, kas saistas ar kadu no kvercetina hidroksilgrupam, tadejadi radot dazadas
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kvercetina glikozidu formas (Salehi et al., 2020). Kvercetins glikozidu veido,
pievienojot glikozilgrupu (pieméram, glikozi) ka vienu no OH grupas aizstajeju (Li et
al., 2016). Krasas pigmentu ziedos, darzenos un auglos galvenokart dod kvercetina-3-
O-glikozids, un arT uztura kvercetins galvenokart atrodams ka glikozidi nevis ka
aglikons (Salehi et al., 2020). P&tnieki pielauj, ka kvercetins spétu klit par jaunu
medikamentu, kas potenciali spetu novérst un arsteét dazadas slimibas. Ta specigajai
antioksidanta, pretickaisuma un pretaudz€ju iedarbibai ir lielas izredzes klmiska

pielietojuma.

4.12. att. Kvercetina struktiirformula (Salehi et al., 2020)

Florizins ir dihidrohalkons, dabiski sastopams flavono1ids, kas sastav no glikozes
dalas un diviem aromatiskiem gredzeniem. Tas ir floretina fenola glikozids, jo florizina
aglikons ir floretins (Londzin et al., 2018). Florizins ir dabisks produkts, ko iesp&jams
uznemt ar uzturu. Tas ir atrodams vairaku auglu koku miza, sakn€s un lapas,
galvenokart abelés. Florizina galvena farmakologiska funkcija ir izraisit nieru
glikoziiriju un blokét zarnu glikozes uzstksanos (Ehrenkranz et al., 2005). Florizins ir
SGLT1 un SGLT2 inhibitors, jo tas konkur€ ar D-glikozi par saistiSanos ar nes€ju. Tiesi
§1 darbiba samazina glikozes transportéSanu nierés, pazeminot glikozes daudzumu
asinis (Tian et al., 2021; Ehrenkranz et al., 2005). SGLT1 un SGLT2 ir transportieri
nieru kanalinos, caur kuriem glikoze tiek uznemta atpakal asinis (Wright, 2021).
Florizinam piemit antihiperglikémiskas, antioksidantu, pretiekaisuma,
hepatoprotektivas, pretvéza, antibakterialas un kardioprotektivas ipasibas (Tian et al.,
2021). Florizins ir arf ticis pétits ka potencials terapeitiskais Iidzeklis 2. tipa cukura
diabéta arstéSanai, tomer ta efektivitate neapstiprinajas, un tas tika aizstats ar
selektivakiem un potenciali labakiem sintétiskajiem analogiem, pieméram,
empagliflozinu, kanagliflozinu un dapagliflozinu (Rossetti et al., 1987). Florizins
nekluva par zalem diab&ta arstéSana, jo lietojot iekSkigi tas gandriz pilniba tiek
parveidots par floretinu, iedarbojoties uz hidrolitiskajiem enzimiem tievajas zarnas

(Chao and Henry, 2010). Cilveki lieto florizinu drudza, malarijas, diab&ta un citu
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slimibu arstésanai, tacu nav daudz un kvalitativu labu zinatnisku pieradijumu par
efektivitati (Lietal., 2016). Tika veikts p&tfjums, kura parbaudija polifenola taukskabju
esterus ka serina proteazes inhibitorus, un $aja pétijuma florizina esteri uzradija
inhib&josu iedarbibu uz urokinazi (IC50 ~ 33 uM) un trombinu (IC50 =65-75 uM)
(Viskupicova et al., 2012). Interesanti, ka plazmas kallikreins ir labs pro-urokinazes,

urokinazes neaktivas zimogena formas, aktivators.

HO._~_OH  _~_OH
O L

4.13. att. Florizina struktiirformula (Tian et al., 2021)

Cianidina-30-glikozids ir antocianins (Olivas-Aguirre et al., 2016). Antocianini
kalpo ka pigmenti, kas veicina ziedu un auglu krasojumus, dodot augliem sarkanu
nokrasu, bet interesanti, ka ta saturs avenés un zemengs ir salidzino$i zems (Olivas-
Aguirre et al., 2016). No ta izriet, ka ogas un augli, it Tpasi sarkanas krasas augli,
pieméram, sarkanie apelsini ir dabisks un lielisks cianidina-30-glikozida avots. Tikai
dazi cianidina-30-glikozida metaboliti ir paradijusi potencialu farmakologisko
aktivitati, lai gan vairak neka 20 metabolitu veidu ir identificéti (Tan et al., 2019).
Protokatehinskabe, floroglucinaldehids, vanilinskabe, ferulinskabe un to atvasinajumi
ir galvenie bioaktivie metaboliti ar antioksidantu un pretickaisuma ipasibam in vivo un
in vitro. In vitro pétijumos tika atklats, ka tiesi protokatehinskabei piemit antioksidanta
un pretiekaisuma iedarbiba, floroglucinaldehidam piemit pretiekaisuma aktivitate un
vanilinskabei un ferulinskabei piemit antioksidanta un pretickaisuma aktivitate (Tan et
al., 2019). Bez antioksidantu un pretiekaisuma efektiem cianidina-30-glikozidam
piemit kungi aizsargajosa un antitrombotiska ipasiba, un tas dod ieguvumu sirds un
asinsvadu veselibai (Olivas-Aguirre et al., 2016). Ka raksturigi antocianiniem
cianidina-30-glikozida kimiskais skelets sastav no benzopirana serdes, kas ieklauj
benzoilgredzenu un pirana gredzenu, fenola gredzenu, kas pievienots tam un cukura
dalas. (skatit 4.14. att€lu) Antocianini spécigo antioksidantu un pretiekaisuma ipasibu
del potenciali varétu dot lielus ieguvumus ka alternativa terapija pie hroniskiem

traucgjumiem, piemeram, sirds un asinsvadu slimibam, pie taukainas aknas un
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ickaisigas zarnu slimibas, ka ari tiem piemit pietiekama biopieejamiba (Tan et al.,
2019). Veikti pétfjumi, kuros parbaudija cianidina-30-glikozida enzimu inhibicijas
efektus. Atklaja, ka tas ir sp&jigs inhibet AKE, CNS enzimus, pieméram, tirozinazi,
enzimus, kas saistiti ar 2. tipa diab€tu, piem&ram, a-glikozidazi un dipeptidilpeptidazi-
4 (Césedas et al., 2019), bet ta inhibicjas efekts uz kallikreina aktivitati nav ieprieks

petits.

HO OH
OH
CH,OH
4.14. att. Cianidina-30-glikozida sturktiirformula

Zalas t€jas labie ieguvumi cilvéka veselibai jau ieprieks literatliras apskata ir
minéti, tomer svarigi atseviski iztirzat §is t€jas fenolu biitibu. T€jas fenola savienojumi
zinami ar1 ka katehini. T€a atrodami Cetri galvenie katehini- epikatehins (EC),
epigallokatehins (EGC), epikatehina-3-galats (EKG) un epigallokatehina-3-galats
(EGCG) (Lambert et al., 2007). EGCG jeb epigallokatehina-3-galats ir visizplatitakais
un galvenais katehins zalaja t&ja un tas ir visplasak pétitais t&jas katehins, jo sastada
aptuveni 50-80% no kopg&ja zalaja t&ja esosa katehina daudzuma (Musial et al., 2020).
Dazadi pétijumi liecina, ka EGCG ir atbildigs par lielako dalu farmakologisko
aktivitaSu zalaja tgja (Casedas et al., 2019). T¢jas polifenoliem piemit antioksidantu
aktivitate, véza Siinu augSanas inhibicija, pretiekaisuma darbiba un specifisku enzimu
inhibicijas sp€ja. Petfjumos atklats, ka EGCG kavé C hepatita virusa iekltiSanu $tinas
un kancerogenézi (Lambert et al., 2007). P&tjjumi liecina, ka t&jas polifenoli ir sp&jigi
palidzet arstét dazadus patologiskus veselibas stavoklus, taja skaita aterosklerozi,
augstu holesterina Iimeni, vézi taja skaitd, uripisla vézi, kriits vézi, olnicu vézi,
baribas vada veézi, plausu vézi, aizkunga dziedzera vézi, prostatas vézi, adas vézi un
kunga vézi (Lambert et al., 2007). Domajams, ka t&jas polifenoli varétu biit ar noderigi
iekaisuma slimibu arstéSana.

Miisu pétijuma izveletas vielas ieprieks tika atklatas ka sp€jigas inhibét AKE,
bet neatradam literatliras avot0s aprakstitu visu eksperimenta izmantoto dabas vielu
sp&ju inhibét kallikrenu in vitro. Ieprieks bija izp&tita melnas t&jas ekstrakta kallikrena
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inhibicijas sp&ja, tadel Saja petijuma pétijam zalas t&jas kallikreina inhibicijas efektu.

Papildinot datus ar Zanes Birznieces magistra darba publicétajiem datiem
(Birzniece, 2021), ieguvam salidzinoSu polifenolu proteazu AKE1, AKE2 un
kallikreina inhibicijas ainu (4.3. tabula).

4.3. tabula
Petito vielu AKE1, AKE2 un cilvéka plazmas kallikrelna aktivitates inhibicijas efekti
Viela AKET] inhibicija, AKE2 inhibicija, | Plazmas
(konc. 1 mg/ml vai cita) | % % kallikreina
inhibicija,
%
Florizins 28,9 79,1 67,1
Kvercetins 21,2 325 62.2
Rutins 431 58,9 50,1
Cianidina-30-glikozids | 12,6 29,8 59,3
Kaptoprils (2 mg/ml) 50 - -
MLN-4760 (0,02 - 50 -
mg/ml)
Zala tgja 0,2 g/ml Nav pétits Nav pétits 41,3

Kopigaja ar lidzautoriem zinojuma LU 80.Starptautiskaja zinatniskaja
konferencé (Namniece et al., 2022) paradijam, ka polifenoliem nav izteikts proteazu
inhibicijas specifiskums, tomér ir novérojama selektivitate, ja salidzina IC50 vai
inhibicijas %. Pieméram, florizinam ir augstaka AKE2 un plazmas kallikreina
inhibicijas sp&ja, salidzinot inhibicijas efektus, bet kvercetins ir izteikti sp&cigaks
kallikretna inhibitors, salidzinot ar ta AKEl un AKE2 inhib&joso efektu. Rutins
visvairak inhibé AKE?2 aktivitati, tad seko plazmas kallikreina inhib&josais efekts un
visbeidzot AKE]1. Interesanti, ka cianidina-30-glikozids, kas neuzradija AKE1 un
AKE?2 inhibicijas ieveérojamu efektu, 1 mg/ml koncentracija plazmas kallikreina efektu
inhibé 59,3%. Kaptoprils un MLN-4760 izradija selektivitati pret AKE izoformam.
Minétaja LU konferencé zinojam par polifenolu proteazu AKEI, AKE2, plazmas
kallikreina un ari elastazes inhibicijas sp&ju (Namniece et al., 2022).

gajﬁ darba iegiitie rezultati parada, ka florizins, kvercetins, rutins, cianidina-30-
glikozids un zala t€ja inhibé cilvéka plazmas kallikreina aktivitati. Visaktivakais ir
florizins ar IC50 0,37 mg/ml. Dabigie kallikreina inhibitori varétu kalpot ka bazes
molekulas jaunu zalu vielu pret iedzimtu angioneirotisko tlisku mekI€jumiem un

dizainam vai COVID-19 profilaksei.
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SECINAJUMI

Florizins, kvercetins, rutins, cianidina-30-glikozids un zalas t&jas udens
ekstrakts inhibé cilvéka plazmas kallikreina aktivitati in vitro. Florizinam 1

mg/ml koncentracija ir vislielaka kallikreina inhibicijas sp&ja (67,1%).

Polifenoli uzrada savstarpgji lidzigu kallikreina inhibicijas IC50 koncentraciju
— florizins 0,37 mg/ml, kvercetins 0,69 mg/ml, rutis 0,80 mg/ml, cianidina-30-
glikozids 0,67 mg/ml. Péc IC50 koncentracijas aprékiniem rutins ir no Siem

polifenoliem neaktivakais kallikreina inhibitors.

Zalas tejas Udens ekstrakts koncentracija 200 mg/ml uzrada nelielu kallikreina
inhibicijas sp&ju (41,3%) ar IC50 171,6 mg/ml salidzinot ar par&jam

eksperimenta izmatotajam vielam.

Selektivie sintétiskie AKE1 un AKE2 inhibitori kaptoprils un MLN-4760

neinhibé kallikretna aktivitati.
Dabigie kallikreina inhibitori varétu kalpot ka bazes molekulas jaunu sintétisko

analogu sint€zei ar mérki radit zalu vielas pret iedzimtu angioneirotisko tisku
vai zales ar dualu AKE2 un kallikreina inhibicijas efektu COVID-19 profilaksei.
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