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ANOTACIJA

Lunasins ir 43 aminoskabju k&des peptids, kuru sakotngji atklaja sojas pupas, bet velak
ar1 kviesSos, rudzos, tritikale un miezos. Lunasinu ekstrah€ no miltiem ar natrija fosfatu
buferétu natrija hlorida skidumu, kura skist arT ident skistosSie proteini.

Pétijuma mérkis bija noskaidrot, vai lunasina saturs korel¢ ar proteinu saturu tritikales
graudos. Atrasts, ka visi tritikales genotipi satur vid&ji ap 12%.mitruma. Ar Kjeldala metodi
noteiktais kopproteina daudzums seSu tritikales genotipu graudos vidgji ir no 11,4 lidz
16,8%. Vislielakais tas ir genotipam 0006-31, kas satur vismazak lunasina peptida. Ar WST-
8 metodi izméritais Gideni SkistoSo proteinu daudzums vid€ji ir 30-50% no kopproteina
daudzuma, kas noteikts ar Kjeldala metodi. Ir augsta korelacija starp kopproteina un tdent
SkistoSo proteinu daudzumiem, bet netika atrasta korelacija starp kopproteina daudzumu

tritikales graudos, tident $kistoSo proteinu frakcijas daudzumu un lunasina saturu.

Atslegas vardi: lunasins, proteini, tritikale



SUMMARY

Lunasin a 43 amino acid chain long peptide originally was found in soy beans but later in
wheat, rye and barley. Lunasin is extracted from flour with sodium phosphate buffered
sodium chloride solution containing also other water soluble proteins.

The aim of the study was to determine whether the content of lunasin correlates with the
content of protein detected in triticale grain. It has been found that all genotypes of triticale
contain around 12% of moisture. The Kjeldahl method shows that the crude protein content
in grains of six triticale genotypes is approximately 11.4 to 16.8%.

The genotype 0006-31 contains the biggest protein content but the smallest content of the
lunasin. Measured by WST-8 method amount of water-soluble proteins in average was 30-
50% of that of the crude protein determined by the Kjeldahl method. We found a high
correlation between the levels of total protein and soluble protein. No correlation was found
between the crude protein, water-soluble protein fraction in triticale grains and the amount of
the lunasin.
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IEVADS

Graudaugu selekcionari cen$as radit Skirnes, kas nodrosina cilvékus un dzivniekus ar
kvalitativu baribu. Tomer partikas augi satur ne tikai pamatbaribas vielas — proteinus, lipidus,
oglhidratus, bet daudzas biologiski aktivas vielas kada no pamatvielu frakcijam. Tas var
atrast lipidu, oglhidratu vai proteinu frakcijas. Augos atrodamas vairakas bioaktivas vielas,
kas ir nozimigas ne tikai augiem dazados auga augSanas posmos, bet arT dzivnieku un cilvéku
organismiem, pieméram, bioaktivas vielas uzraditie farmakologiskie efekti (pretickaisuma
aktivitate, pretdrudza aktivitate, pretvéza aktivitate un citi efekti) ir nozimigi cilvéka

veselibai.

Lunasins ir 43 aminoskabju gar§ peptids, ko 1996.g. nejausi atklaja sojas pupas
Alfredo Galvezs Dr. de Lumen’s UC Berkeley laboratorija, méginot uzlabot sojas proteina
ipasibas. Sojas pupas atklatas vairakas fitokimiskas vielas, kuram piemit biologiska
aktivitate. Sojas proteina koncentrats, izolats un hidrolizats attiecigi,satur 2,81 + /- 0,30 ,
3,75+ /-0,43 un 4,43 + /- 0,59 lunasina/100 g miltu, bet sojas milti un sojas parslas satur
1,24 +/ - 0,22 g lunasina / 100 g miltu. Ar izoflavoniem bagatinati sojas produkti satur Joti
maz vai nemaz lunasina. Sadas lunasina koncentracijas svarstibas sojas (Glycine max, L.)
sugas liecina, ka bioaktivo peptidu Itmeni var genétiski modificét. Turklat sojas proteinu

izolati un hidrolizati satur lunasinu augstakas koncentracijas (de Meija 2004).

Ieprieks izstradataja autora bakalaura darba tika izmeérits lunasina saturs vairakos
tritikales genotipos, bet palika nenoskaidrots jautajums, vai lunasina saturs ir atkarigs no

proteinu daudzuma graudos, ka ari, vai tritikales genotipiem ir atSkirigs proteinu saturs.

Darba meérkis: noskaidrot, vai lunasina saturs graudos ir atkarigs no proteinu daudzuma

tajos.

Darba uzdevumi:

*  Izmérit totala proteina koncentraciju tritikales seSu genotipu graudu ekstraktos, kuros ir

atrasts un izmerits lunasina daudzums.



e Izm@rit mitruma saturu tritikales miltos.

* Salidzinat proteinu daudzuma tritikalé merjjumus, merot proteinu saturu ar divam
metodém - Kjeldala metodi un WST-8 metodi.

*  Salidzinat proteinu daudzumu dazados tritikales genotipos.

*  Analizet korelaciju starp lunastna un protetnu saturu tritikales genotipos.

Lunasina noteikSanas metode izstradata un lunasina satura pétijumi dazados graudaugu
genotipos veikti Latvijas Universitates Medicinas fakultaté sadarbiba ar Kimijas fakultates
Hromatografijas laboratorijas petnieci Dr. kim. Ilvu Nakurti.

Proteinu koncentracija noteikta Latvijas Universitates Medicinas fakultatg.

Tritikales graudi un milti sapemti no Valsts Priekulu laukaugu selekcijas institiita

petniekiem.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Partikas augu galvenas uzturvielas

Cilveka uzturam un 1pasi augu valsts di€tai ir svariga loma diabé&ta, dazadu audzgju,
sirds un asinsvadu slimibu profilaksé. Sis slimibas Latvija ir loti izplatitas, iesp&jams, ka més
nesekojam Iidzi savam uzturam, tas nav daudzveidigs un var€tu teikt, ka més &dam
neveseligi. Nakas atzit, ka Azijas valstis, kas uztura vairak lieto risus un citus graudaugu
produktus, saslimSana ar vézi ir daudz retaka, salidzinot ar Eiropas un Amerikas raditajiem.
Latvijas Centralas statistikas parvaldes dati nav iepriecino$i, jo Latvija vid€jais maizes un to
izstradajumu paterin$ pa gadiem uz vienu cilvéku turpina samazinaties. P&c zinatnieku
aprékiniem cilvékam diena butu jaapeéd vismaz 170g pilngraudu produktu. Latvija cilveks
vidgji pateére vien ap 70% no v€lama daudzuma, pie tam lielaka dala So produktu ir ,,balto”
miltu izstradajumi. lesp&jams, ka Latvijas iedzivotdjiem triikst zinaSanu par graudu
uzturveérttbu un to nozimi slimibu profilaksé, kas mudinatu cilvékus izvéleties tiesi
pilngraudu produktus. Latvijas iedzivotajiem, ka pasaul€ pazistamiem graudu audzetajiem un
eksportétajiem, bitu svarigi novertét pasu izaudzeta produkta vertibu un ripgjoties par savu
un savas gimenes veselibu maksimali izmantot visu labo, ko graudu produkti var mums dot.
Graudu izmantoSanas iespgjas ir atkarigas no daudziem bioktmiskiem raditajiem, bet labibas
sugas robezas Sie raditaji var variét, atkariba no Skirnes un audz&Sanas apstakliem (Valsts

Prieku]u laukaugu selekcijas institiits, Andreoli and Tellarini 2000; Horrigan et. al. 2002).

Latvija, tapat ka citur pasaulé, graudaugu selekcijas programmas galvena vértiba tiek
pieversta saimnieciski un tehnologiski nozimigam pazimém, bet loti maz ir p&tijumu, kuros

graudu kvalitate vertéta arT péc biologiski aktivo vielu daudzuma tajos (Bleidere et. al. 2012).

Pilngraudu raksturojums. Ar vardu pilngraudu saprot graudu, kads tas ir iegilits no tiruma.
Pilngraudu realizacijas termins ir dazi ménesi, jo grauda diglis ir bagats ar biologiski aktivam
vielam, kas padara miltu vidi skabu un rada apstaklus baktériju un mikroskopisko sénu
attistibai (Berga un Zute 2013). Sads realizacijas termin$ nav izdevigs raZotdjiem, tapec
veikalos pieejamie milti un to produkti tiek razoti tikai no tam graudu dalam, kas maksimali

ilgi uzglabajas. Balto miltu razoSanas procesa no graudiem tiek atdalits ar&jais apvalks un



dala digla. Zem grauda argja aizsargajosa apvalka - pleksnes- atrodas Cetri [idz pieci grauda
apvalka slani, pieméram, argjais un ieks$gjais slanis un aleironu slanis, kur§ parstrades
procesa veido kliju dalu. Argjais graudu apvalks aizsarga graudu no vides udens,
mikroorganismu un kait€klu nelabvéligas ietekmes. Zem vairakam graudu kartam grauda
kodola atrodas endosperma, kura uzkrajas galvenas baribas rezerves, pieméram, ciete, kas ir
galvenais energijas avots, graudiem digstot, paréjo endospermas dalu veido proteini, Stnu
sieninu polimé@ri, vitamini, mineralvielas un Skiedrvielas. Graudu diglis veido salidzinosi
nelielu daJu no grauda masas. Attistitajas valstis no grauda digliem razo produktus zidainu

uzturam (Bankina u.c., 2012; Magkos et.al., 2003).

1.2. Graudu biokimiskais sastavs

Grauda biokimisko struktiiru veido oglhidrati, olbaltumvielas jeb proteini, tauki jeb
lipidi, mikroelementi, vitamini, Gidens un Skiedrvielas. Grauda visvairak ir ciete (ap 50-70%),
proteins (ap 8-30%), tauki (3-10%), skistosas un neskistosas Skiedrvielas (5-15%) (Stendes

selekcijas stacija).

Grauda biokimiskais sastavs dazadam sugam ir bitiski atSkirigs. Bet tas salidzino$i daudz
var vari€t ar starp vienas sugas Skirném. To ietekme gan Skirnu genétiski noteiktas ipasibas,
gan audzeSanas apstakli. Visveértigakas vielas ir biologiski aktivas vielas — mineralvielas,
vitamini un citi biokimiski savienojumi. Tiem ir liela nozime ne tikai grauda dzivibas
procesu uzturé$ana, bet ar1 cilvéku veselibas uzlaboSana. Pieméram, B grupas vitaminiem ir
butiska nozime vielmainas procesa, jo tie veicina energijas atbrivosanu, kuru ieglistama no
olbaltumvielam, taukvielam un oglhidratiem. B grupas vitamini stabiliz€ nervu sist€mas
darbibu. B grupas vitamini svarigi daudzos dzivibai svarigos organisma procesos (Capozzi

et.al. 2012; Zhang et al., 2012).

Grauda biokimiskais sastavs ta atseviskas dalas ir dazads, lielaka dala vitaminu un
mineralvielu atrodas digli un grauda apvalkos. Pieméram, kvieSu grauda procentuali
visvairak B grupas vitaminu un mineralvielu atrodas digli un aleirona slani. Ta ka miltu

gatavoSanas procesa apvalki un diglis tiek atdaliti, mineralvielu un vitaminu gala produkta ir
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ievérojami mazak neka vesela grauda. Pilngraudi ir bagati ar ferment&jamiem
(sagremojamiem) oglhidratiem, Skiedrvielam, cieti un oligosaharidiem. Salidzinot dazadu
graudu (auzu, rudzu, miezu) Skiedrvielu saturu, apméram vienu tresdalu veido Skistosas
Skiedrvielas, atlikuSo dalu neskistosas Skiedrvielas. Atdalot grauda apvalku, tiek atdalits
vairums neskistoSo Skiedrvielu, ievérojami samazinot, di€tisko skiedrvielu kop&jo apjomu.
Bet Skiedrvielas ir vajadzigas cilvéka organisma veiksmigai funkciong$anai, jo tas veicina
gremoSanas trakta darbibu, uzlabo vielmainu, Iidzsvaro zarnu mikrofloru, novers
aptaukosSanos. Cilveka uztura liela loma ir uznemtajiem taukiem - taukskabju veidam un
daudzumam. Piem&ram, piesatinato taukskabju uznemsSana veicinata ,,slikta” holesterina
limena picaugums asinis. Ja uztura sanemam parsvara nepiesatinatas taukskabes — efekts ir
pretejs. Tapec dietologi uzsver nepiesatinatas taukskabes ka svarigu uztura sastavdalu.
Kopgjais tauku daudzums graudos ir 3 — 10%, no tiem aptuveni 75% graudu lipidu (tauku) ir
nepiesatinati, ko vienadas dalas veido oleinskabe un linolskabe un 1-2% linolénskabes. Vel
viens biezi lietots termins uztura maciba ir antioksidanti. Antioksidanti ir vitamini,
mineralvielas un proteini, kas sp&j paatrinat kimiskas reakcijas dzivajos organismos un
aizsargat pret brivo radikalu izraisitajiem Stnu bojajumiem. Antioksidanti stiprina organisma
imtnsistému, ka ari, péc zinatnieku domam, palénina novecoSanas procesu. P&tijumi parada,
ka antioksidanti sp€ samazinat risku saslimt ar vézi, kas ir saistits ar organisma Stnu
bojaeju. Graudaugi ir dabigs antioksidantu avots. Pilngraudu produktos ir salidzinoSi
augstaka antioksidantu aktivitate. Maizes gatavoSanas procesa graudu produktu
antioksidativas ipasibas palielinas (Bleidere et. al. 2012; Bleidere et.al. 2012a; Magkos et.
al., 2006)

Graudi ir dabigs E vitamina avots cilvékam. E vitamins ir antioksidants, kas veselos graudos
ir 3-9 mg grama sausnas. Tas ir antioksidants, kas cilvéka organisma sp&j darboties $tnu
limeni, aizsargajot to apvalkus no brivo radikalu ietekmes, ka ar1 kontrolé selena daudzumu
organisma. Graudos sastopami ar lignani - augu kimiskas strukttiras - fitoestrogeéni, kas ir
auga hormons ar antioksidantu Tpasibam. Lignanu nav iesp&jams noteikt ,,attiritos” graudos,
jo tas koncentréjas galvenokart tikai grauda argja pavalka. Visvairak lignani sastopami
pilngraudu kvieSu, auzu un rudzu miltos. ArT kirbju, linu, kimenu un saulespuku séklas satur

lignanu. Pilngraudu maize ir labakais veids, lai sanemtu lignanus uztura, jo tiem ir liela loma
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v&za, osteoporozes, sirds un asinsvadu slimibu risku un to simptomu mazinasana (Grauda

et.al, 2012; Bourn and Prescott 2002).

Fitosteroli, saukti arT ka augu steroli, ir specifiski kimiski savienojumi augos, 11dzigi partikas
holesterinam, tikai tie neabsorb&jas cilvéka organisma, bet spgj regulét cilvéka organisma
esosa holesterina daudzumu. Visvairak fitosterolu sastopami tieSi diedz&tos graudos. Graudi
satur daudz mineralvielu, kas, nonakot cilvéka organisma, ari darbojas ka antioksidanti.
Pieméram, seléns ir svarigs mikroelements cilvéka organismam. Seléna nepietickamiba ir
saistita ar samazinato imiino $tnu skaitu un paatrinatu infekcijas slimibas progresésanu, tas
palidz aizsargat Siinas pret brivajiem radikaliem, tapec potenciali palénina slimibu attistibu.
Seléna daudzums partikas produkta ir proporcionals seléna daudzumam augsné, kura grauds
audzets. Fosfora saturs ir augstaks 3 - 5 g/kg sausnas. Fosfors graudos dalgji ir parstaveéts
vienkarsu neorganisku savienojumu veida, bet lielaka ta dala atrodas organisku kompleksu —
fitatu, veida (Legzdina et. al. 2008; Kristofersen and Zarina 2002).

Daudzas biologiski aktivas vielas ir kopigas vairakiem augu partikas produktiem, pieméram,
fitati (antioksidants — viens no galvenajam fosfora uzkrasanas formam augos, 1pasi kviesos,
tiek sagremots tikai atgremotaju kungi) vai fenola rindas savienojumi, bet dazas ir unikalas
tiesi graudu produktiem ka auzam fitoaleksini, kas ir uzskatami par augu valsts antibiotiku.
Ta atbild par augstu antioksidantu aktivitati pilngraudu produktos. Augu antibiotikas, kas
atrodas graudu sastava, pieder ar pie gremosSanas fermentu (proteaZu un amilazu) aktivitates
samazinatajiem jeb inhibitoriem. Ir pieradits, ka proteazes inhibitori samazina risku saslimt
ar resnas zarnas un krits vézi. Amilazes inhibitori samazina glikozes Itmeni plazma, ka art
insulina un holesterina Iimeni. VisbieZak par dietiski augstveértigiem graudiem tiek uzskatiti
auzas, rudzi, speltas (pleksnu) kviesi, kas satur visvairak biologiski aktivo vielu. Siem
graudiem piemit augsta dictiska vértiba. Tie$i salidzino$i augsta biologiski aktivo vielu
koncentracija lauj tos rekomendét uztura, lai profilaktiski palidz€tu cinities ar v&zi un virusu
izraisitam infekcijam, noverstu sirds un asinsvadu slimibu riskus un samazinatu holesterina
limeni asinis, labvéligi ietekm&tu kermena svaru. Zinatniski, turpinot pétijumus ar
graudaugiem, atklaj ar vien jaunus, cilvékam nozimigus savienojumus tajos. To daudzums
biezi vien Skiet niecigs, bet ietekme uz dzivibai svarigiem procesiem — nenovért§jama. Lai

arT musdienu tehnologijas Jauj cilvekam sintez&t jebkuru zinamo, daba sastopamo kimisko
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savienojumu, tas vielas un savienojumi, ko cilvéks uznem no dabas raditiem produktiem,
vienmér biis cilvéka organismam atpazistamakie, piemerotakie un ilgtermina — efektivakie

(Belicka and Legzdina 2002; Grauda et.al. 2012) .
1.3. Sojas proteini

Sojas proteini ir izol&ti no sojas pupam. No sojas gatavo 3 veidu proteinproduktus:
sojas miltus, sojas koncentratu un izolatu. Tie atSkiras ar proteinu saturu un iegtiSanas veidu.
Sojas proteinu koncentrats ir izgatavots no sojas miltiem, kas attiriti no taukiem. Taja ir
saglabatas Skiedrvielas un to tirgo ka miltus, granulas un izzavétu izsmidzinatu materialu.
Koncentrats satur ap 50% proteinu. Sojas proteina izolats partika ir izmantots kops 1959.
gada savu funkcionalo ipasibu dél. Sojas proteinu izolats ir Joti attirits pulveris ar 90%
proteinu, rékinot uz sausni. Sojas hidrolizats ir enzimatiski attirits, ideni $kistoSs proteinu
komplekss, kuru péc steriliz€Sanas izmanto ka mikroorganismu barotni zinatniskos
petijumos. Nesterilu pulveri izmanto ka calu, telu un citu dzivnieku baribas sastavdalu.

Sojas proteini sastav no uzglabaSanas proteinu frakcijam 2S, 7S, 11S un 15S. 2S
frakcija ir vispopularaka, jo ir vismazak alergiska un satur ari proteazu inhibitorus,
pieméram, Bowman-Birk un Kunitz gimenes proteinus. Nesen sojas proteina 2S popularitate
ir vél pieaugusi, jo taja atklaja jaunu biologiski aktivu peptidu lunasinu. Tatad lunasins ir
jaunatklats sojas proteinu ingredients. Pie proteinu frakcijas pieder ari globulinu gimene ar
proteiniem leguminu, vicilinu, glicininus un beta-konglicininu. Sojas pupas satur ari citus
biologiski aktivus funkcionalos proteinus, pieméram, tripsina inhibitorus, hemaglutininu,
cisteina proteazes, kas ir loti lidzigas papainam, un fitoestrogénus, kas organisma Saistas ar

estrogénu receptoriem (Scott et al., 1992).

1.4. Lunasina atklasana un izplatiba

Lunasins ir 43 aminoskabju gar§ peptids, ko 1996.g. nejausi atklaja sojas pupas
Alfredo Galvezs Dr. de Lumen’s UC Berkeley laboratorija, méginot uzlabot sojas proteina

ipasibas. Lunasinu atklaja, izm&ginot $tinu transfekciju ar dazadu sojas proteinu un peptidu

11



géniem. Izradijas, ka lunasina géna ekspresija izraisa mitozes blok&Sanu un Stnu navi.
Lunasta formulair SKWQHQQDSCRKQKQGVNLTP C -EKHIMEKIQG-
RGD-DDDDDDDD, kura C-gala struktiira atgadina hromatina-saistoSo proteinu stabili
saglabato rajonu (de Lumen, 2005; de Mejia et al. 2004; Jeong et al. 2009).

Pavisam nesen lunasinu atklaja arT miezu, kvieSu un rudzu graudos. Driz péc tam
sekoja jauni pétijumi un lunasins tika atklats tritikalé un auzas (Nakurte et al. 2012; Nakurte
et al. 2013). Lunasins tika atrasts, izmantojot LC-MS/MS analizes metodi. Hromatogrammas
un masas spektri tika iegiiti no pieciem auzu genotipiem un salidzinati ar sint€tisko lunasina
peptidu. Tika merits lunasina daudzums divu gadu razas graudos un konstatets, ka visi auzu
genotipi satur€ja lunasinu. Tomér tika novérots, ka lunasina daudzums starp genotipiem
atSkiras. Vidgji agra auzu $kirne Ivory satur€ja vislielako lunasina daudzumu 0,197 + 0,01
mg/g graudu 2010.gada un 0,195 + 0,009 mg /g graudu 2011. gada. P&tijuma icklautajos
auzu genotipos tika mérits proteinu, B -glikanu, tauku, cietes un mitruma daudzums graudos.
Tomér netika atrasta korelacija starp lunasina daudzumu un B - glikanu vai proteinu saturu.
No auzam izolétais lunasins uzradija tadas pasas antioksidativas ipaSibas ka sintétiskais
lunasins. Lunasina atklajums auzas papildina auzu bioaktivo vielu sarakstu un atbalsta
ieteikumus lietot auzu produktus uztura (Nakurte et al., 2013).

Reizeé ar zinojumu par lunasina atklasanu tritikale Latvijas p&tnieki (Nakurte et al. 2012)
paradija, ka ar1 Ziemeleiropa audzetos ziemas rudzu un kvieSu genotipos atrodas lunasins.
Sie dati ir jaunums, jo ieprieks publicétie dati par lunasina saturu labiba tika iegiiti no Koreja
audzetiem genotipiem. Lunasina saturs graudos tika noteikts ar LC-MS/MS metodi. P&tnieki
secindja, ka tritikale ir ar peptidu lunasinu visbagatakais graudaugs. Tas genotipi uzradija
dazadu lunasina saturu: genotips 0002-26 > Dinaro > DSGU 10/94 > 0213-22 > 0317-14 >
0006-31. Lielakais lunasina saturs bija tritikales genotipam 0002-26 un tas bija 6,46 mg/g
graudu. Salidzinajumam augstakais lunasina saturs rudzu $kirn€ Dankovske Diament bija 1,5
mg/g un visaugstakais lunasina saturs ziemas kvieSu $kirné Fredis bija tikai 0,23 mg/g. Tika
secinats, ka tritikali var€tu izmantot ka nozimigu komponentu funkcionalaja partika un ir
verts pétit ka palielinat tritikales produktu izmantoSanu cilvéku un dzivnieku uztura (Nakurte

etal. 2012).

12



1.5. Lunasina pretvéza efekti

Sojas pupas atklatas vairakas fitokimiskas vielas, kuram piemit pretvéza
aktivitate. Starp tam izoflavoni, proteazu inhibitori un vélak atklatais lunasins. Lunasins ir
jauns un inovativs pretvéza peptids, kas originala veida iegiits no sojas. Dazadas sojas,
miezu, kvieSu un rudzu S$kirngs atskiras lunasina daudzums lidz ar to agronomiem un augu
genétikiem ir iesp&jams selekcijas darbs, izveidojot tadas Skirnes, kuras ir maksimali daudz
lunasina (Galvez et al., 2001). Lunasinam pieradija pretvéza darbibu in vitro véza S§tnu
kultiiras citotoksicitates testa un profilaktisko darbibu kimisko karcinogénu izraisito ziditaju
2003). Peptida profilaktisko darbibu novéroja kimisko karcinogénu izraisito ziditaju $tnu
transformaciju modeli, ka arT pret melanomas aktivitati in vivo adas véza pelu modeli
(Hernandez-Ledesma et al., 2011). Pelu modeli lunasinu aplikaciju veida uzlika uz adas
dazadas devas. Novéroja, ka lunasins 250 pg/nedéla samazinaja kimisko karcinogénu adas
veza izraisiSanu par 70%. Lunasina profilaktiskie efekti izpaudas art par divam ned&lam
attalinot papilomas rasanos kairinajuma vieta. Stinu proliferacijas testa lunasins paléninaja
epidermas $tnu daliSanos eksperimenta un kontroles pelu ada (Hernandez-Ledesma et al.,
2009).

Pelém, zurkam un cilvékiem ir pieradita orala lunasina biopieejamiba. Lunasins
internaliz§jas $tnas dazu mintSu laika, bet kodola lokaliz€jas apme&ram 18 stundu laika.
Stinas kodola lunasins inhibé histonu acetiléSanos un, sabojajot  histonu
acetilésanas/deacetilésanas dinamiku, izraisa $tunu apoptozi. Uz So defektu vispirms reagg
atri augoS$as $tinas, kadas ir véza Stinas. Lunasinam pieradita pretvéza darbibu in vitro véza
$tunu kultaras citotoksicitates testda. Siinas kodola lunasins inhibé histonu acetilé$anos un,
sabojajot histonu acetilésanas/deacetilésanas dinamiku, izraisa Stinu apoptozi. Ap 35% ar
tritiju iezimétais lunasins dzivniekos tiek absorbéts un izplatas daudzos audos péc 6 stundam
pec peroralas uznemsSanas. Asinis un aknas nonakusSais lunasins nav metabolizgjies un no
aknam vai asinim izoléts ir biologiski aktivs in vitro testos. Lunasins ir aktivaks pret tiem
véza veidiem, kas notiek ar hromatina modifikacijam. Tomér mehanisms, ka tiesi lunasins
inhibg histonu acetiléSanos, nav isti skaidrs. Doma, ka lunasins saistas pie deacetiléta histona

ar negativi ladéto poli-D kéditi peptida molekulas C-gala, jo, ja So fragmentu nonem, tad
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antimitotiskie lunasina efekti paziid. Peptida N-galam varétu biit nozime deacetiléto histonu
atrasanai. Tas, ka lunasins saglabajas bioaktivs organisma, nodroSina tam ideala profilakses
lidzekla 1pasibas. Vel loti svarigs atklajums ir tas, ka bez kimisko karcinogénu klatbiitnes
lunasins neietekmé& Stnu morfologiju un proliferaciju (Jeong et al., 2007a; Jeong et al.,
2007b). Lunasina ietekmi uz histonu acetilésanos salidzinaja, p&tot sintStisko lunasinu un
ekstrahto no kvieSiem. Lai izm@ritu galveno histonu acetilésanu lietoja neradioaktivo
histonu acetiltransferazi. Eksperimentalas Zurkas barojot ar kvieSiem, kuri ir bagati ar
lunasinu, novéroja ta uzkrasanos zurku aknas. KvieSos lunasina daudzumu noteica ar
hromatografijas metodi un jonizacijas masas spektrometriju. Lunasins tika izol&ts no dazadu
kviesu genotipu seéklam un ar So ekstraktu barotam zurkam pé&c dekapitacijas no aknam
izdalija lunasinu, kura biologisko aktivitati parbaudija histonu acetiléSanos/deacetiléSanas
testa. Secindja, ka Zurku aknas atrastais lunasins ir bioaktivs, jo sp€ inhib&t histonu
acetiléSanos. Lunasina histonu acetiléSanas inhibicija par 25% novérojama jau 10 nM
koncentracija, bet 80% inhibicija tiek sasniegta 1 M koncentracija (de Kok, et al., 2008;
Galvez et al., 2001).

Krits vézis ir visbiezak sastopamais véza paveids un vadosais naves c€lonis sievietém
visa pasaulé. Ir pieradits, ka dazadi uztura bagatinataji spej aizsargat pret So véza formu.
Nesen atklaja, ka lunasins ir toksisks MDA- MB- 231 Siinu kultiirai, jo tas kavé kancerogéno
Stinu augSanu un vairo$anos un uzrada pretvéza darbibu pelém ar transplantétu kriits véza
audz€ju. Uzskata, ka lunasinam ir pretvéza darbiba pret ER- negativo kriits vézi. legiitie
pétijumu rezultati ir loti labi un lunasins var pretendét uz jaunas paaudzes pretvéza lidzekla
statusu. Tomer vel pirms tam ir javeic loti daudz izpetes darbu klinikas un ar brivpratigajiem
(Helferich et al., 2008; Hsieh et al., 2011; De Assis and Hilakivi-Clarke, 2006).

Petijuma ar mérki noskaidrot lunasina sp&jas veicinat apoptozi cilvéka resnas zarnas
véza Stnu mitohondrijos izmantoja HT-29 S§Gnu liniju. Lunasins izraisja HT-29 Stnu
dalisanas cikla apstasanos G2M faz€, vienlaicigi stimul&jot proteina p21 ekspresiju. Peptids
izraisija apoptozes un nekrozes regulgjosa proteina BCL- 2 samazinajumu. Bcl-2 géna
bojajums ir identificéts ka c€lonis vairakiem v&za veidiem, ieskaitot melanomu, krits,
prostatas, hroniskas limfoleikozes un plausu vézim, ka ari, iesp&jams, ir c€lonis Sizofrénijas

un autoimunitates attistibai. Tas var biit arT rezistences pret véza arstéSanu iemesls. P&tnieki
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secindja, ka lunasins stimul&ja apoptozi HT- 29 Stinas, aktivéjot apoptisko mitohondriju celus

(Dia and Mejia, 2010).

1.6. Lunasina pretiekaisuma darbiba

Iekaisums ir dala no misu organisma dabigajiem aizsardzibas mehanismiem pret
dazadam traumam un kaitigiem faktoriem, tomér ilgstoSs iekaisums ir saistits ar hronisku
saslimSanu, piem€ram, v€zi. Lunasins ir unikals peptids, kas parada potencialu pretvéza
aktivitati ziditaju veéza $tnu Inijas, bet tam atklaja arT pretiekaisuma darbibu. Pretiekaisuma
darbibas mehanismus lunasinam un lunastnam Iidzigajiem peptidiem pétija, izmantojot
makrofagu $tnu linijas ka in vitro modeli (de Mejia and Dia, 2009). Misdienas ir pieradita
lunasina pretiekaisuma darbiba, jo tas ievérojami samazina dazadu iekaisuma markieru
Iimeni. Oksidativais stress un iekaisums ir divi no viskritiskakajiem faktoriem, kas iesaistas
kancerogenitaté un citos degenerativos trauc&jumos. Ir izpétits, ka lunasins inhibé linolskabju
oksid@Sanos un darbojas ka 2,20 azinobis (3 — 6 sulfoskabe) diamonija sals (ABTS) radikalu
uztvergjs. Turklat, izmantojot ar bakteriju lipopolisaharidiem (LPS) stimulétu RAW264.7
makrofagu Stnu Iiniju, novéroja, ka lunasins samazina reaktivo skabekla sugu (ROS)
veidosanos. Lunasins inhibé proiekaisuma citokinu (audzg€ja faktors alfa [TNF-a] un
interleikinu-6 (IL-6} sekréciju. Sie pétijumi apliecina plasa spektra lunasina pretickaisuma
darbibu (de Mejia and Dia, 2009).

Lunasina antioksidativa un aizsargajosa ietekme pret oksidativu stresu tika pétita ar1
zarnu Caco-2 §iinu linija. Sis $linas izmanto farmakokingtikas pétijumos, lai noskaidrotu
vielu absorbciju. Oksidativais stress ir viens no kritiskakajiem faktoriem, kur§ iesaistits
daudzos kunga- zarnu trakta trauc&jumos, tados ka zarnu trakta iekaisums un resnas zarnas
vézis. Saja pétijuma tika pétita in vitro lunasina antioksidantu aktivitate. Tika pieradits, ka
lunasins spécigi iznicina peroksil un superoksidazes radikalus. Lunasins aizsarga Siinas no
oksidativa stresa un paildzina to dzivotsp&ju. P&tijuma tika pieraditas tieSa lunasina sp€ja

aizsargat zarnu glotadu no oksidativiem bojajumiem (Garcia-Nebot et al., 2014).
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1.7. Lunasina iedarbiba uz sirds-asinsvadu sistemu

Lunasins ir séklu peptids, kur$ ir pazistams ar savu pretvéza iedarbibu un ar sp&jam
samazinat sirds un asinsvadu slimibas. Par to liecina ta antioksidativas paSibas. Bez tam
lunasinam atklaja holesterina Itmeni pazeminoSo efektu, un galvenokart §is darbibas dg]
zinatnieki un arsti iesaka lietot partika ar lunasinu bagatus produktus (Jeong et al, 2009).

P&tijumi ir paradijusi, ka lunasinam tieSam ir holesterinu pazeminoS$as ipasibas. Ilgaka
laika posma, &dot sojas pupas un sojas produktus, pazeminas holesterina Iimenis, ieSp&jams
tapéc, ka Sie produkti satur lunasinu. Lunasins pazemina holesterina [imeni, inhibgjot aknas
HMG - CoA reduktazes ekspresiju (Seber et al.,2012). Lunasins paliclina zema blivuma
lipoproteinu receptoru mRNS transkripciju, kas lauj samazinat zema blivuma lipoproteinu
daudzumu. Sojas proteini un to frakcijas jau ir ieguvusi FDA (Food Drug Administration)

apstiprinajumu ka vielas, kas novérs sirds un asinsvadu slimibas (Galvez 2012).

1.8. Lunasina CNS efekti

Pagajusaja gada sintetiskajam lunasinam atklaja stipri izteiktu neiroleptisku un
kataleptisku efektu, to ievadot intracisternali devas 0,1-10 nmoli/pele C57BL/6pelu téviniem.
Lunasins ievérojami samazinaja amfetamina izraisito hiperlokomotoro aktivitati un nedaudz
samazinaja apomorfina izraisito pelu kapeléSanas (climbing) uzvedibas reakciju. P&tijjuma
netika novérota lunasina ietekme uz ketamina un bikukulina izraisitiem CNS efektiem.
Radioligandu receptoru saistiSanas pétijumi in vitro pieradija nelielu lunasina afinitati pret
dopamina D1 receptoru (Ki = 60 = 15 uM), bet netika pieradita lunasina saistiSanas pie D2
receptoriem. legtitie dati liecina, ka lunasins vismaz dalgji ir saistits ar dopaminergisko D1
receptoru celiem. Tomér iesp&jami vél Citi lunasina centralas darbibas neidentificéti darbibas
mehanismi un turpmakie lunasina CNS efektu pétijumi ir daudzsolosi, Tpasi npemot vera to,

ka ir liela nepiecieSamiba p&c jauna veida antipsihotiskiem lidzekliem (Dzirkale et al 2013).
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1.9. Proteinu koncentracijas noteik§Sanas metozu raksturojums
Proteinu daudzuma noteik$anai ir ieteiktas daudzas metodes un to var mérit:
1. P&c optiska blivuma, ko dod peptidu saites,
2. Peptidu saites kimiskas reakcijas,
3. Kimiskas reakcijas, ar kuram pierada kadu aminoskabi,
4. Krasvielu sorbcijas uz proteiniem,
5. Nefelometriski - péc dulkojuma,
6. Refraktometriski,

7. Pec slapekla daudzuma (Kjeldala metode).

1.9.1. Kjeldala (Kjeldahl) metode

Kjeldala metode tika izstradata jau 1883. gada Johanna Kjeldala alus daritava. Saja
metod€ partikas produktu Skel ar stipru skabi, lai atbrivotu slapekli, ko nosaka ar piemérotu
titréSanas metodi. Sodien ir veikti vairaki uzlabojumi, lai paatrinatu reakciju un iegitu
precizakus mérijumus (Rossi et al., 2004). Kjeldala metode parasti tiek uzskatita par proteinu
daudzuma standartnoteik$anas metodi lauksaimniecibas produktos. Kjeldala metodé neverte
proteina saturu tiesi, bet izmanto parrékina koeficientu (F), kas ir nepieciesams, lai parveérstu
izmérito slapekla koncentraciju proteinu koncentracija. Konversijas koeficients 6,25 (atbilst
0,16 g slapekla uz vienu gramu proteinu), tomer ta ir tikai vidgja vertiba un katram proteinam
ir dazadi konversijas faktori atkariba no aminoskabju sastava. Kjeldala metodi var iedalit tris
posmos: produkta gremosSana, neitralizacija un titrésana (Singh and Jambunathan, 1980).
Produkta gremosana notick kolba, kars€jot paraugu kopa ar sérskabi (oksidétajs, kas
parstrada partiku), beziidens natrija sulfatu (lai paatrinatu reakciju, paaugstinot variSanas
punktu) un katalizatoru, pieméram, varu, selénu, titanu (lai paatrinatu reakciju). Gremosana
parveido jebkuru partikas produkta slapekli (iznemot to, kas ir nitratu vai nitritu veida) par
amonjaku un citas organiskas vielas saskel Iidz CO, un H,0. Amonjaka gaze neatbrivojas
skaba skiduma, jo amonjaks ir amonija jonu forma (NH4 *), kas saistas ar sulfata jonu
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(SO4%) un tadejadi paliek $kiduma: N (no partikas produkta) — (NH4),SO,. P&c tam, kad
gremosanu ir pabeigta, seko neitralizacija un reakcijas kolba ar cauruli tiek savienota ar citu
kolbu, kura Skel$anas $kidumu pasarmina ar natrija hidroksidu, kas parveido amonija sulfatu
amonjaka: (NH;),SO4 + 2 NaOH — 2NH;3; + 2H,0 + Na,SO4. Amonjaka gaze, kas veidojas,
iztvaiko no skiduma uztvérgja kolba, kur reagé ar borskabes parakumu. Zems skiduma pH
uztvéréja kolba parver§s amonjaka gazi amonija jona un vienlaicigi parvérS borskabi boratu
jonos: NH® + H3BO3 (borskabe) — NH, + + HoBOs-(borats). Titrgjot radusos amonija boratu
ar standarta koncentracijas sérskabes vai salsskabes Skidumu un, izmantojot piemérotu
indikatoru, nosaka slapek]a saturu.

_ 3
0 3 = xmoles x(vj v, ) cm y 14g

=100
1000 cm? me moles

Vs un vb ir parauga un tuksas kontroles titréSanas tilpumi, 14g ir slapekla N molekulmasa
P&éc tam, kad slapekla saturs ir noteikts, tas tiek parvérsts par proteina saturu, izmantojot
atbilstosu konversijas faktoru: % Proteins = F% N. Tapéc biezi proteina saturs publikacijas ir
noradits %. Metode nav ideala, jo slapekli satur ne tikai aminoskabes un proteini ir dazadi.

Tomer ta ir starptautiski pienemta metode proteinu mériSanai partikas produktos.

Kjeldahl's trap

Organic compcfuné
+Conc.H_ SO
+ CuSCZz 4

A Kjeldahfis

Contents of __
Kjeldahl's flas
after digestion
+NaOH

Att.1. Kjeldala metodes shéma (http://www.tutorvista.com/content/chemistry/chemistry-

iii/organic-compounds/quantitative-analysis.php#kjeldahl%27s-method)
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1.9.2. UV spektroskopijas metodes

Sis ir visbiezak laboratorijas izmantotas metodes proteinu satura mérisanai $inas un
citos biologiskos materialos (Stoscheck, 1990). Proteiniem piemit dabiska sp&ja absorbét
gaismu elektromagnétiska spektra UV-rajona un tos var kimiski vai fiziski modificét, lai
padaritu sp&jigus absorbét (vai izkliedét) gaismu $aja regiona. Pamatprincips Siem testiem ir
lidzigs. Triptofans un tirozins absorbé ultravioleto gaismu pie 280 nm. Aminoskabju
triptofana un tirozina saturs daudziem proteiniem paliek nemainigs, tapéc var izmantot
proteina Skidumu absorbciju pie 280nm, lai noteiktu proteinu koncentraciju. Procediira ir Joti
vienkarSa un nav nepiecieSami ipasi reagenti. Galvenais trikums ir tas, ka nukleinskabes ari
absorbé gaismu pie 280 nm un tadgjadi varétu traucét proteinu mérijjumus. Lai parvarétu $o
problému, var mérit absorbciju pie diviem dazadiem vilpa garumiem. Biureta metodé
izmanto violeti purpura krasas rafanos vara joniem (Cu® *) reaggjot ar peptidu saitem
sarmaina vide. Biureta reagentu komplekts satur visas kimiskas vielas, kas vajadzigas, lai

veiktu proteinu satura analizi.

Lovri (Lowry) metode apvieno biureta reagentu ar citu reagentu (Folin-Ciocalteau
fenolu reagents), kas reageé ar tirozina un triptofana atlikumiem proteinos. Reakcija rodas
zilgana krasa, ko nolasa starp 500 - 750 nm atkariba no nepiecieSamas jutibas. ST metode ir
jutigaka par biureta metodi. Krasvielas saistiSanas metodés izmanto negativi ladétas iezimes,
kuras pievieno proteinu Skidumiem ar ta noregul&tu pH lai proteini ir pozitivi ladéti. Proteini
veido neskistosu kompleksu ar krasu, jo anjonu tipa krasviela saistas ar katjonu grupam, kas
pamata ir aminoskabju atlikumi (histidins, arginins un lizinS). Nesaistita krasviela paliek
Skiduma un péc neskistosa proteins-krasviela kompleksa nofiltrésanas vai nocentrifugésanas
izméra tas absorbciju. Proteinu daudzums ir proporcionals piesaistitas krasvielas daudzumam

(Stoscheck, 1990).
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1.9.3. IzgulsneéSanas metodes

Proteinu molekulas, kas parasti ir skistoSas, var izgulsnét, pievienojot dazas kimiskas
vielas, pieméram, trihloretikskabi. Nogulsnes sadulko Skidumu un var mérit dulkainibas

pakapi.

1.9.4. Standartliknes iegiSanai izmantotie proteini

Proteini atSkiras péc aminoskabju sastava un katrs proteins reagé nedaudz atskirigi
katra no proteina noteikSanas metodém (Stoscheck, 1990). Tadg] labaka izvéle biitu par
standartu lietot analiz&jama parauga izplatitako proteinu. Tomér to nav iesp&jams vienmer
izdarit. Daudzos gadijumos mérkis ir tikai noveértét kop&jo proteinu koncentraciju un neliels
proteinu mainigums ir pienemams. Alternativa ir ka standartu izvél&ties proteinu, kas rada
loti lidzigu krasu reakcijas likni izv€l&taja proteinu noteikSanas metodé un ir viegli pieejams
jebkura laboratorija jebkura laika (Stich, 1990; Brenner and Harris, 1995).

Parasti izmanto liellopu seruma albuminu (BSA), jo tas ir plasi pieejams ar augstu tiribu un
salidzinos$i 1&ts. Ari liellopu gamma globulins (BGG) ir labs standarts, nosakot antivielu
koncentraciju, jo BGG krasu reakcijas likne ir loti lidziga imiinglobulina G (IgG). Aprékinot
kopgjo proteinu koncentraciju nepazistamiem paraugiem, ir svarigi ieklaut standarta Itkni
katru reizi, kad tests tiek veikts. Tas jo ipaSi attiecas Uz imunologisko testu metodém, kas
reizém dod nelinearas standarta liknes. Kopuma mazak punktu mérijjumi ir vajadzigi, lai

izveidotu standarta likni, ja krasas atbilde ir lineara.

1.9.5. Proteinu noteik§anas metozu salidzinajums

Partikas proteinu pétniekiem biezi ir gruti izveleties 1pasu tehniku, lai izméritu
proteinu koncentraciju. Pirmkart jaizlemj kadam noliikam informacija tiks izmantota.
Ja analize javeic oficialos noliikos, piemé&ram, izpildot juridiskas vai markéSanas prasibas,
tad ir svarigi lietot oficiali atzitu metodi. Kjeldala metode un arvien vairak Dumas metode ir

oficiali apstiprinata partikas produktu analizém (Blondel and Vian, 1993). Dumas metodé
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paraugu sadedzina augsta temperatiira (apméram 900° C) skabekla klatbiitné. Tas noved pie
oglekla dioksida, tidens un slapekla izpluiSanas. Gazes péc tam novada uz tpasam kolonnam,
kas absorbé oglekla dioksidu un adeni. Kolonna, kas beigas satur siltuma vaditspéjas
detektoru, tiek izmantota, lai atdalitu slapekli no atlikusa oglekla dioksida un tdens. Tad tiek
merits atlikusa slapekla saturs. Specials mérinstruments vispirms ir jakalibré, analizgjot
materialu, kas ir tirs no piemaisijumiem un ir ar zinamu slapekla koncentraciju. Signalu, kas
noteikts ar siltuma vaditsp&jas detektoru nezinama parauga, parveido par slapekla saturu.
Tapat ka Kjeldala metode izmanto parrékina koeficientus, lai noteiktu atbilstosi slapekla
koncentracijai parauga kopproteina saturu, kas ir atkarigs no konkréta proteina aminoskabju
secibas. Dumas metode ir atraka par Kjeldala, bet loti darga. Musdienas Dumas metode ir
pilniba automatiz€ta un ar to var izmerit proteinu koncentraciju parauga 5 minttes, salidzinot
ar Kjeldala metodi, kas panem lidz 2 stundam (Miller et al, 2007).
Laboratorijas pé@tijumos priekSroku dod krasvielu izmantoSanai UV - redzamas
spektroskopijas metodgs, jo tas sniedz atrus un uzticamus meérjjumus, ir jutigas un ar tam var
noteikt proteinus zema koncentracija (Akins and Tuan 1992; Bradford, 1976).

No otras puses, dazadas UV — redzamas gaismas metodes prasa darbietilpigu paraugu
sagatavoSanu pirms analizes. Proteini jaiegiist no partikas produkta tada veida, lai bitu
atSkaidits caurspidigs Skidums, kas parasti prasa laikietilpigas sasmalcinaSanas, ekstrakcijas

ar §kidinataju, filtréSanas un centrifugéSanas procediiras.
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2. METODES UN MATERIALI

2.1. Materiali

96 laucinu plates

Pipetes ar mainamu tilpumu 10 pl un 200 pl
Daudzkanalu pipetes

Reagentu komplekts (PQ02-10 Dojindo), kura ietilpst:
WST-8 skidums

Standarta albumina skidums 10 mg/ml

PBS buferis

Elektriskas dzirnavinas Falling Number Laboratory Mill 3100 ar 0,5 mm sietu
Koniskas 50 ml kolbinas

Magnéti

Magnétiskais maisitajs

Proteazu kokteilis (Sigma)

0,1 M PBS buferis

50 ml centrifugas stobrini

Centrifuga

Filtrpapirs

Termostats

Analitiskie svari

Tehniskie svari

ELISA mikroplasu lasitajs

2.2. Mitruma % noteikSana miltos
Uz analitiskiem svariem nosveérti miltu paraugi termostata 1 10°C gradu temperatura tika

zaveti [idz konstantam svaram. Svara zudums atbilst mitruma daudzumam. Atlikums ir

sausais atlikums. Mitrumu izteicam % pret sakuma iesvaru.
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2.3. Graudu ekstraktu sagatavoSana peptida lunasina izdaliSanai

Graudi tika samalti miltos, izmantojot elektriskas dzirnavinas Falling Number Laboratory
Mill 3100 ar 0,5 mm sietu.

. Nosver 4 g miltu un ieber 50 ml koniska kolbina,

. Pievieno attieciba pret iesvaru 1:10 ml 0,1 M PBS bufera skiduma

. Pievieno 0.1% proteazes kokteila
. Ievieto magnétu
. Ekstrah€ 48 h, novietojot kolbu uz magnétiska maisitaja

. Ekstraktu parlej 50 ml centrifiigas stobrinos

. Centrifugg 20 min 3000 apgr./min

. Iegiito ekstraktu filtré caur papira filtriem

. Iegttajam filtratam pievieno 10 ml heksana, krata 5 min
. Centrifugé 5 min 3000 apgr./min

. Nonem augsgjo heksana slani un 20 ml iegiito ekstrakta izmanto proteinu daudzuma

merisanai ar WST-8 reagentu komplektu.

2.4. Totala proteina daudzuma noteik§ana ar WST-8 metodi

Proteinu koncentraciju noteicam ar reagentu komplektu Protein quantification kit
(Dojindo Molecular Technologies, INC). Proteina kvantitativai noteikSanai  izmanto
mikroplates ar 96-lauciniem. Krasu reakcija ir balstita uz Skistosa tetrazola sals WST — 8
reakcijas ar proteiniem, kKuras rezultata veidojas formazans (att..2.1). WST - 8 formazana
krasa ir dzeltena pie neitralu pH un klust zila augstaka (sarmainaka) pH Iimeni. Lineara

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

23



QN SO5’ O,N
@ N’ NY@ reduction by @

N—N

N=N SOjz Na*  proteins H }—@—sos-
@'OCH : NN o
OoN
u - O,N OCH 3
WST-8 WST-8 formazan
slightly yellow color blue color in basic conditions

Att. 2.1. Reakcijas shéma krasvielas WST-8 parversanai formazana
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WST-8 formazan, pH 12.5

Att. 2.2. Absorbcijas vilpu garumi pie dazadiem pH

Ka standartu izmantojam liellopa seruma albuminu (BSA) atSkaidijumos 1:2, sakot no 1

mg/ml. Visus eksperimentus atkartojam tris reizes ar paraléliem mérijjumiem.
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BSA Calibration Curve
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Att.2.3. Tipiska BSA kalibracijas Iikne

Darba gaita

Atskaida BSA standartskidumu, sagatavojot atskaidijumus bufert, ka augstako
koncentraciju npemot 1 mg/ml un atskaidot divas reizes, ieguvam katru nakoSo
koncentraciju.

Katra laucina ieméra 180 pl bufera.

Pievieno 20 ul BSA atSkaidijumu, katru koncentraciju triplikatos.

Pargjos laucinos pievieno 20 ul triplikatos katra graudu miltu ekstrakta.
Samaisa.

Pievieno visiem lauciniem WST-8 skiduma 20 pl.

Samaisa.

Inkubg plati 37 C° 30 min tumsa vieta.

Ieliek plati mikroplasu lasitaja un nolasa optisko blivumu (OD) pie 630-670 nm.

P&c kalibracijas liknes izrékina proteinu koncentraciju parauga.
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2.5. Proteinu daudzuma noteikSana ar Kjeldala metodi

Graudu paraugu apstrade ar sérskabi un pardestiléSana ir veikta Valsts Priekulu

laukaugu selekcijas institiita.

TitréSana un slapekla satura parrékinasana proteinu daudzuma veikta LU Medicinas
fakultate.
Kolbina pie skaba amonjaka skiduma pievieno paris pilienu indikatora metiloranza. Bireté
ielej NaOH 0,1 N skiduma. L&ni, atverot biretes kranu, titré 1idz indikators metiloranzais
nomaina lasu krasu uz oranzu krasu.

Nolasa amonjaka uztverSanai izteérétas skabes neitralizacijai iztéréta NaOH 0,1 N $kiduma
tilpumu. Tas ir proporcionals skabes daudzumam, kas ir palicis brivs péc amonjaka gazes
uztverSanas.

NHz + HCl —— NH4C
Parrékina atpakal] uz eksperimenta sakumu, cik ml 1 N skabes ir izlietots.
P&c masas neztidamibas likuma izriet, ka 1000 mL of 1 N HCL= 1000 mL 1 N NH3 - 179
NH; = 14 g slapekla.

Slapekla daudzums amonjaka izteikts g= 14 x 1 (tapéc, ka skabes normalitate ir 1 N HCL) x

skabes ml neitralizéSanai, dalits ar 1000.

sodium
hydroxide

trapping acid

ammonia — ‘

Att. 2.4. TitréSanas shéma

Slapekla daudzums %= 1,4 x 1 (1N HCI) x HCl tilpums, kas bija vajadzigs NH3
neitralizéSanai (kas atbilst patéréta 0,1 N NAOH tilpumam) un dalits ar iesvaru gramos.
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2.6. Datu analize

Iegiitie proteina daudzuma dati tika aprékinati % un paraditi ka vidgjie aritmétiskie lielumi
+ standartnovirze (S.D), izmantojot datorprogrammu Excel un Graph Pad Prism (GraphPad

Software).

27



3. REZULTATI UN DISKUSIJA
3.1. Mitruma daudzums tritikales miltos

Bakalaura darba sesi ziemas tritikalu genotipi tika ieklauti analiz€s: Polija radita Skirne
,.Dinaro”, un Cehija izveidotais tritikales klons SGU 10/94 un &etri Valsts Priekulu laukaugu
selekcijas instituta raditie tritikalu genotipi. Visi genotipi tika audzeti Priekulu

konvencionalaja lauksaimniecibas sisteéma.

12,8

12,7

12,6

12,5

%

12,4

123

12,2

Mitrums,

12,1

12

11,9

11,8 T T T T T
Dinaro SGU 10/94 0317-14 0002-26 0213-22 0006-31

Genotips

Att. 3.1.1. Mitruma saturs % tritikales genotipos

Attela redzams, ka visi tritikales genotipi satur loti [ildzigu mitruma saturu. Tas ir ap 12%.
Mitruma % salidzino$i nedaudz vairak ir 0002-26>0213-22=SGU 10/94> 0317-14>
Dinaro>0006-31 genotipos.
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3.2. Lunasina un totala proteina saturs péc Kjeldala metodes
tritikales genotipos

Lunastna saturs tika merits ar augsti-efektivas skidruma hromatografijas masspektrometrijas

tandéma metodi bakalaura darba. Saja pétfjuma tas ir salidzinats ar proteinu saturu.

3.2.1. tabula

Lunasina un totala proteina saturs tritikales genotipos
Nr. | Tritikales Lunasins pg/g miltu | Proteina Proteina

genotips daudzums, | daudzums

% mg/g

1 Dinaro 3109,22 £ 29,22 11,5 0,46+0,05
2 SGU 10/94 1324,39 £ 15,1 12,2 0,49+0,04
3 0317-14 929,77+ 12,08 11,4 0,46+0,04
4 0002-26 6458,29 + 24,02 14,1 0,56+0,054
3) 0213-22 1984,33+ 15,31 13,9 0,56+0,043
6 0006-31 429,97+ 10,06 16,8 0,67+0,05

Lunasina satura mérjjumu dati paraditi ka vid€jais + standartnovirze (S.D.), n=3 (K.
Antonovics, Bakalaura darbs, 2012). Proteinu saturs ka vid€jais + standartnovirze (S.D.),
n=3.

Ar Kjeldala metodi tiek noteikts slapekla saturs, kur§ p&c tam tiek konvertéts proteina
daudzuma. Totalais proteina daudzums noteikts pec Kjeldala metodes liecina, ka péc
proteina satura genotipi sarindojas: 0006-31>0002-26> 0213-22> SGU 10/94>Dinaro>0317-
14.

Turprett lunasina satura zipa tritikales genotipi sarindojas: 0002-26>Dinaro>0213-22>SGU
10/94>0317-14>0006-31. Tabula redzams, ka ar lunasinu visbagatakajam genotipam 0002-
26 nav vislielakais proteinu saturs. Visvairak proteinu ir genotipam 0006-31, kuram ir
viszemakais lunasina daudzums. Netika novérota kopgja proteina daudzuma korelacija ar

lunasina saturu.
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3.3. Lunasina un totala proteina saturs pec WST-8 metodes
tritikales genotipos

Udeni vai tidens $kidumu buferos Skistosie proteini galvenokart ir albumini un
globulini. Tritikale satur mazak neskistosa gluténa ka rudzi un kviesi (Yu et al., 2013; Naeem
et al., 2002). Tadg] ta ir ne visai piemé&rota maizes un citu izstradajumu cep$anai, kur licto

raugu, bet tritikales miltus var izmantot makaronu, cepumu, biskvitu u.c. izstradajumu

razosana.

Literatura publicétie dati no Kanadas datu bazes

http://www1.agric.gov.ab.ca/$department/deptdocs.nsf/all/fcd10575) liecina, ka  tritikalé

proteinu daudzums svarstas no 10 Iidz 16%, bet $kistosa proteina frakcija ir liela un aizpem

apméram 30-50% no kopgja proteinu daudzuma. Tritikales graudos ir augsts lizina saturs.

Table 4. Composition of triticale, wheat and rye grain (USA data, 1996)

Triticale Wheat Eve
Protein 103-156 83-168 13.0-143
Starch 57-63 61— 66 4.3
Crude fibre 3l-43 2E-39 26
Fres sugars 3.7-512 26-3.0 30
Ash 14-2.0 1.3-20 2.1

%o gramn weight, dry weight basis
(Cereal Food World, June 1996, Amevican Association of Cereal Chemists)

Interpretation: Triticale
composition 1s comparable to
that of other cerealz, but with

hugher fibre

Att. 3.3.1. Galveno uzturvielu un pelnu saturs tritikale, kvieSos un rudzos
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Tritikales proteinu saturs un Ipasibas ir plasi pétitas pagajusa gadsimta septindesmitajos
gados (Chen and Bushuk, 1970). Atrasta tritikales protetnu un cietes biologiska aktivitate
amilazes testa ir lidziga rudzu un kvie$u proteiniem un cietei (Piasecka-Kwiatkowska et al.,
2007).

Standartliknes iegiiSanai izmantojam liellopu albumina skidumu un ar reagentu komplektu

WST-8 izmérijam proteinu daudzumu miltu ekstraktos.

1,2

0,8
8 os

! /
0,2
O T T T T T

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

albumina konc.

Att.3.3.2. Albumina standartlikne koncentracija no 0,03 Iidz 1 mg/ml

Katram paraugam mérijam buferi SkistoSo proteinu saturu triplikatos un aprékinajam vidgjo

lielumu.
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3.3.1. tabula

Lunasina un ar WST-8 metodi noteiktais totala proteina saturs tritikales genotipos

Nr. Tritikales Lunasins pg/g miltu Proteina
genotips daudzums,
mg/g
1 Dinaro 3109,22 + 29,22 0,17+0,01
2 SGU 10/94 1324,39 £ 15,1 0,25+0,01
3 0317-14 929,77+ 12,08 0,21+0,015
4 0002-26 6458,29 + 24,02 0,28+0,02
5 0213-22 1984,33+ 15,31 0,22+0,01
6 0006-31 429,97+ 10,06 0,4+ 0,02

Lunastna satura meérjjumu dati paraditi ka vidgjais + standartnovirze (S.D.), n=3 (K.
Antonovics, Bakalaura darbs, 2012). Proteinu saturs paradits ka vidgjais + standartnovirze
(S.D.), n=3.

Aprekinot ka korele totala ar Kjeldala metodi noteikta proteina daudzums ar tident skistosa

protetna daudzumu, atradam augstu korelaciju, jo péc Pirsona korelacijas r=0,903196.
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3.3.3. tabula

Proteinu daudzuma tritikales graudos salidzinajums, nosakot ar Kjeldala un WST-8

metodi
Nr. | Tritikales Proteinu daudzums | Udeni Udent
genotips péc Kjeldala metodes | SkistoSo Skistoso
mg/g proteinu proteinu %

daudzums, | daudzums
mg/g kopproteina

1 Dinaro 0,46+0,05 0,17+0,01 37

2 SGU 10/94 0,49+0,04 0,25+0,01 46

3 0317-14 0,46:0,04 0,21+0,015 | 51

4 0002-26 0,56+0,054 0,28+0,02 39

5 0213-22 0,56+0,043 0,22+0,01 50

6 0006-31 0,67+0,05 0,4+ 0,02 59

Tomer neatradam korelaciju starp lunasina saturu un tiden $kistoSo protetnu daudzumu.

Parrékinot noapaloto vid&jo lunasina saturu mg/g uz g tdent Skisto$o proteinu, ieguvam

pieradijumus tam, ka tritikales proteinu frakcija ir bagata ar lunasinu.

33




3.3.4. tabula

Vidéjais lunasina saturs mg/g uz uideni SkistoSajiem proteiniem

Nr. Tritik_?lles Lunasins mg/g miltu | Lunasins mg/g
genotips proteinu

1 Dinaro 3,109 18,288

2 SGU 10/94 1,32 6,28

3 0317-14 0,929 3,716

4 0002-26 6,458 29,09

5 0213-22 1,984 7,085

6 0006-31 0,429 1,0725

2004. gada tika publicéts pétijums par lunasina saturu komerciali pieejamos sojas produktos.
Sojas proteina lunasina koncentracija bija 13—44 mg/g miltu, bet ar lunasinu bagatos sojas
miltos koncentracijas sasniedza 27,3 mg/g miltu (de Mejia et al., 2004). Mg&s izpétijam, ka

daziem tritikales genotipiem lunasina saturs ir salidzinams ar sojas, rékinot uz g proteinu.
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3.3.5. tabula

Lunasina saturs sojas proteina produktos (de Meija et al., 2004)

mg lunasin/ mg lunasin/
g extracted protein g flour
sample mean SD mean SD
soy flour (48% protein) 20 4 14 3
soy flakes (50% protein) 16 3 13 2
soy flour (50% protein) 21 2 12 2
soy powder 34 3 14 2
soy protein concentrate 10 9 28 3
(60—76% protein)
isolated soy protein 81 8 38 4
(84.6—88.2% protein)
hydrolyzed soy protein 17 6 o 6
(82% protein)

Kaut gan augos ir atrasts lunasins, patlaban tick mekl&ti jauni efektivi un izmaksu zina
izdevigi citi lunasina iegtisanas veidi. To veicina sint€tiska lunasina loti augsta cena. Ir
publicéta rekombingéta lunasina iegiiSanas metode, kura lunasina génu ievada E. coli
bakterijas, lietojot T7 ekspresijas sisttmu (Liu and Pan, 2010). Tika uzsintez€ts lunasina
géns, pavairots ar polimerazes kédes reakciju, ievietojot taja poli-histidina (histidina
aminoskabju sekvence) iezimi pie C- un N-terminala. Géns tika ievietots pET29a plazmida
un plazmidas E. coli baktérijas. Péc 4 stundam lunasina koncentracija Luria-Bertani barotné
sasniedza 4,73 mg/L. Parbaudot rekombinéta lunasina aktivitati atklajas, ka tas darbojas
analogiski sintétiskajam peptidam un uzrada tadas paSas ipasSibas. Molekulas svars ka
prognozéts bija 11,35 kDa, kas ir lielaks par lunasina monoméra svaru tapéc, ka ir
pievienotas histidina aminoskabju iezimes. Rekombinétais lunasins ir 92-aminoskabju gars.

Sis liekas aminoskabes pagaidam neparada izmainas bioaktivitats, salidzinot ar dabisko 43
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aminoskabju garo lunasinu un uzrada tadas pasas 1pasibas. Salidzinot ar citiem piedavatiem
lunasina ekstrakcijas vai sintézes veidiem, §1 metode ir izdeviga.

Tomer vislielako neizpratni par lunasina rasanos audos izraisija 2 publikacijas, kuras
autori apSauba lunasina sint€zi graudos un pamato Sis Saubas ar to, ka eksperimentos nespéja
atrast lunasina génu graudos (Dinelli et al., 2014; Mitchell et al., 2013). Lunasina atklasana
soja sakas ar génu analizi proteina 2S frakcija. Sakotngji sojas proteinu 2S frakcija tika
atrasts géns, kas kod€ jaunu proteinu, kura struktiiru atsifréja un nosauca par lunasinu. Vélak
lunasinu atrada arT kvieSos, rudzos, miezos, tritikalé, melnas naktenes un amaranta s¢klas, jau
nemeklgjot génu, bet proteinu un ta identitati noteica p&c hromatogrammas un masas spektra,
saltdzinot ar sintetisko lunasinu. Tom@r ming&tajas publikacijas autori raksta, ka analiz&tajos
graudu genotipos nav lunasina, nav atrasti pat lunasinam lidzigas aminoskabju secibas
peptidi ar molekularo svaru lidzigu lunasina standartam un nav atrasts lunasina géns DNS
analizés. So pétTjumi autori izsaka pienémumu, ka lunasins rodas mikroorganismu darbibas
vai biokimisku enzimu reakcijas rezultata. Sads negaidits pavérsiens lunasina atklasanas
vesture prasa turpmakos pétijjumus.

Iespgjams tapec, ka lunasina sint€ze graudaugos nav pieradita un nav saistita ar
proteinu géniem, mé&s neatradam korelaciju starp lunasina saturu un proteinu daudzumu
tritikale. Tomér neapSaubami lunasins vai lunastnam lidzigi peptidi ir graudos, jo par to
liecina ekstraktos atrasta peptida un sint€tiska lunasina identiskie masas spektri un no

graudiem izdalita peptida biologiskie efekti.
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4. SECINAJUMI

1. Visi tritikales genotipi satur vid€ji ap 12%.mitruma. Attiecigos genotipos mitruma %

salidzinosi ir: 0002-26>0213-22=SGU 10/94> 0317-14> Dinaro>0006-31.

2. Ar Kjeldala metodi noteiktais kopproteina daudzums sesu tritikales genotipu graudos
vidgji ir no 11,4 11dz 16,8%. Vislielakais tas ir genotipam 0006-31, kas satur vismazak

lunasina peptida.

3. Ar WST-8 metodi izméritais fident $kistoSo proteinu daudzums vidgji ir 30-50% no
kopproteina daudzuma, kas noteikts ar Kjeldala metodi. Ir augsta korelacija starp

kopproteina un tident $kistoso protetnu daudzumiem.

4. Nav atrasta korelacija ne starp kopproteina daudzumu tritikales graudos, ne tident $kistoSo
proteinu frakcijas daudzumu un lunasina saturu. Lunasina daudzums tritikales graudos

nekorel€ ar proteina daudzumu.
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