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SAISINAJUMI

AMP — adenozina monofosfats

AMPD — adenozina monofosfata dezaminaze
BSA — liellopu seruma albumins

CD14 — cluster of differentiation 14 (anglu
val.)

DEPC — dietilpirokarbonats

DMEM — Dulbecco's modified FEagle's
medium (anglu val.)

EDTA - etilendiamin-tetra-acetilskabe
ELISA — ar enzZimiem saistita imunosorbenta
parbaude

EU — enzima vieniba

FBS — fetalais liellopa serums

FIPs — sénu imiinmodulgjosie proteini

FTIR — Furjé transformacijas infrasarkana
spektroskopija

HRP — marrutku peroksidaze

IL — interleikins

IMP — inozina monofostats

INF — interferons

LAL — limulus amebocyte lysate

LPS — lipopolisaharids, baktériju endotoksins
NF-kB — kodola faktors B

NK — natural killer (anglu val.)

PAMPs — ar patogéniem saistitas molekularas
struktiiras

PBMC — periféro asinu mononuklearas Stinas
PBS — fosfata saJu buferskidums

PMB — polimiksins B

PRR — struktiiras atpazistoSais receptors
RPM — apgriezieni/mintite

S10 — 10% FBS saturosa DMEM
kultivésanas barotne

TNFa — tumora nekrozes faktors o

TLR — Toll-like receptors

U — enzima vieniba

Stnu



KOPSAVILKUMS

Darba mérkis bija raksturot dabiga imiinmodulatora AMP dezaminazes aktivitati
saturosa glikoproteinu kompleksa (AMPD) darbibu in vitro un novertét, vai 1 iedarbiba nav

saistita ar iesp&jamo endotoksina (LPS) piesarnojumu.

Tika izvertetas AMPD attiriSanas metodes, salidzinata AMPD, LPS un lentinana
ietekme uz iekaisuma citokinu sekréciju mononuklearajas $tnas, ka ari uz dermas fibroblastu

proliferaciju.

AMPD frakcijas sastavs un polisaharida dalas iesp&jami strukturala Iidziba ar LPS
sarezgija kvalitates kontroli. Tapat ka LPS, AMPD stimulgja TNFa un IL-6 produkciju un
veicingja dermas fibroblastu proliferaciju ar imiin§iinu sekretéto proteinu starpniecibu. LPS
neitraliz€Sanai izmantojamas metodes maz ietekm&a AMPD iminstimul&joso darbibu, kas

norada, ka ta neveidojas endotoksina piesarnojuma rezultata.

Atslégas vardi: dabigi imunmodulatori, AMP dezaminaze, baktériju endotoksins,

mononuklearas stnas, TNFa, IL-6



SUMMARY

Evaluation of quality control methods for natural immunomodulators and comparison
of their stimulative effect to bacterial endotoxin
The aim of the study was to describe the activity of a natural immunomodulator
glycoprotein complex containing AMP deaminase activity (AMPD) in vitro and to evaluate
whether this activity is related to possible endotoxin (LPS) contamination.

Purification methods of AMPD were evaluated and effect of AMPD, LPS and lentinan
on proinflammatory factors secretion in mononuclear cells and dermal fibroblasts proliferation

were described.

Structure of AMPD fraction and possible structural similarity between its
polysaccharide part and LPS complicated quality control. Similarly to LPS, AMPD stimulated
TNFo and IL-6 production and promoted dermal fibroblasts proliferation by mediating
proteins secreted by immune cells. Methods used to neutralize LPS had little impact on AMPD

immunostimulating activity showing that it is not based on endotoxin contamination.

Keywords: natural immunomodulators, AMP deaminase, bacterial endotoxin,

mononuclear cells, TNFa, IL-6



IEVADS

Pasaules Veselibas organizacija turpmakajos gados prognoze sabiedribas novecosanos un
lidz ar to diab&ta un asinsrites slimibu sastopamibas picaugumu (WHO 2013, WHO 2014). So
slimibu rezultata biezi rodas tadas ilgi nedzistosas briices ka diabé&tiskas p&das sindroms vai
venozas un arterialas ¢ulas (Brem et al. 2007). Svariga brucu dzisanas procesa dala ir iekaisums,
kura laika imtin$iinas iztira ievainoto vietu no sveSkermeniem, baktérijam, ka ari bojatajiem
audiem (Singer and Clark 1999). Hronisku bracu gadijuma iekaisuma procesi biezi vien
nenodro$ina pietickami efektivu lokalu reakciju, kas biitu vérsta uz ievainojuma sadziSanu
(Mekkes et al. 2003). Lidz ar to svarigi novértét dabigu aktivo vielu potencialu stimulét hronisku
briicu dziSanu, IpaSu uzmanibu pieveérSot savienojumiem, kam piemit sp&ja modulét lokalo

iekaisumu un veicinat briicu reepitelizaciju.

Savienojumus, kas sp&j mijiedarboties ar imiinsist€ému, stimul&jot vai supres¢jot atbildes
reakciju, sauc par iminmodulatoriem (Ziauddin et al. 1996, Tzianabos 2000). Dabigi
imiinmodulatori ir, piem&ram, s€nu un augu izcelsmes polisaharidi un glikoproteini. Dalai no tiem
piemit sp&ja vecinat iekaisuma citokinu, ka TNFa, IL-6, IL-1a, IL-1f un citu, sekréciju (Wasser
2002, El Enshasy and Hatti-Kaul 2013).

Latvijas Universitates Biologijas fakultates Mikrobiologijas un biotehnologijas katedra jau
vairak neka 20 gadus pé&ta Penicillium lanoso-viride producéto glikoproteinu kompleksu ar AMP
dezaminazes aktivitati (AMPD), un tam aprakstita sp&ja veicinat adas briiCu reepitelizaciju
zurkam, ka arT pasargat tas no eksperimentali izraisitam infekcijam (Huxomnaesa 1982, Nikolajeva
et al. 1996, Nikolajeva et al. 1999, Nikolajeva et al. 2009). Pé&tita ari AMPD spé&ja stimulét
iekaisuma citokinu sekréciju (Ramata-Stunda et al. 2013), un novérota lidziga iedarbiba ka
lipopolisaharidam (LPS). Ir perspektivas So preparatu izmantot medicinas iericu sastava briicu, tai
skaita diabétiskas peédas sindroma, arterialo un venozo ¢tlu, apstradei. Lai attistitu So iericu izveidi,

nepiecieSams novertet AMPD iesp&jamo piesarnojumu ar endotoksinu.

Magistra darba meérkis bija raksturot dabiga iminmodulatora AMP dezaminazes
aktivitati saturoSa glikoproteinu kompleksa (AMPD) darbibu in vitro un novertét, vai 1 iedarbiba

nav saistita ar iesp&jamo endotoksina (LPS) piesarnojumu.



Mgrka isteno$anai izvirzija $adus darba uzdevumus:

1.

Izvertet potencialo AMPD piesarnojumu ar endotoksinu (LPS) un ta attiriSanas
iespgjas;

Analizgt citokinu sekrécijas izmainas mononuklearajas stunas AMPD, LPS un
lentinana ietekmé;

Salidzinat AMPD ietekmi uz imiinas atbildes veidoSanu ar standartvielam (LPS un
lentinanu);

Izvertet AMPD, LPS un lentinana netieSo, caur imiunsiinu stimulaciju realiz&to,

ietekmi uz dermas fibroblastu dzivotsp&ju un proliferaciju.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. DABIGIE IMUNMODULATORI

Imiinmodulatori ir savienojumi, kas, mijiedarbojoties ar imtinsist€ému, spgj vai nu stimulé&t,
vai supresét imiino atbildi (Ziauddin et al. 1996, Tzianabos 2000). Tapéc imiinmodulatorus p&c to
aktivitates galvenokart iedala imiinstimulatoros un imunsupresantos. Imunstimulatori ir vielas,
kas, aktiv€jot imunsistémas sastavdalas vai mediatorus, veicina imtinas atbildes veidoSanos. Sadi
tiek palielinata organisma sp&ja pretoties dazadam infekcijam, alergijam un audzgjiem.
Imtnsupresanti turpretim inhib& imtinsistému un var tikt lietoti, lai ierobezotu patalogisku imiino
atbildi pec organu transplantacijas un lai arst€tu autoimiinas slimibas, ar infekcijam saistitas
imiinas patologijas un hipersensitivu imiino atbildi (Patil et al. 2012, El Enshasy and Hatti-Kaul
2013).

To, vai noteikti savienojumi pastiprinas vai nomaks imiino atbildi, nosaka vairaki faktori,
pieméram, to deva, iedarbibas vieta un ilgums, ka ari darbibas mehanisms (Tzianabos 2000).
lesp€jama ari abu So 1paSibu izpausme, tikai atSkiroties iminas atbildes reakcijam, ko
imunmodulators ietekmé&. Atseviski izskir vél specifiskos imitinstimulantus, ko izmanto, lai
pastiprinatu vakcinu iedarbibu, un tolerogénus jeb imiinStinu kostimulacijas inhibitorus (Patil et

al. 2012, El Enshasy and Hatti-Kaul 2013).

Dabigi imiinmodulatori iegiistami no dazadiem avotiem, piem&ram, s€ném, augiem un ari
posmkajiem (Catalli and Kulka 2010, Patil et al. 2012, El Enshasy and Hatti-Kaul 2013). Sadas
izcelsmes peptidi, proteini, polisaharidi un glikoproteini ir aprakstiti ka dabiskas biologiskas
atbildes regulétaji (Tzianabos 2000, El Enshasy and Hatti-Kaul 2013). Sie im@nmodulatori spgj
pastiprinat vaju imiino sisttmu vai regulét iminsistému, kam ir paaugstinata aktivitate. Dabigas
izcelsmes imiinmodulatori ir mazak aktivi neka sintétiskie, toties tiem retak raksturigi nevélami

blakus efekti (Patil et al. 2012).

Dabigas izcelsmes imtinmodulatori ir, piem&ram, augu steroli un sterolini, kas atrodami
neapstradatos auglos, darzenos un alges. Ir aprakstits tadu augu ka Aconitum baikalense, Cirsium
setosum and Saussurea controversa ekstraktu potencialas iminmodul&josas sp&jas. Sie ekstrakti

jau ir izmantoti labdabigu un laundabigu audz€ju arstéSana, pret antibiotiku rezistentam



infekcijam, alergijam un vairogdziedzera slimibam (Patil et al. 2012). Srivasta et al. (2010)
raksturojusi kurvjziezu dzimtas augu (Chamamelum nobile, Matricaria chamomilla) terpenoidu
un flavonoidu pretieckaisuma 1pasibas, savukart Block and Mead (2003) aprakstijusi Echinacea
purpurea alkilamidu un glikoproteinu imiinstimul&joSos efektus. V&l plasak pétitas no séném
izdalito iminmodulatoru pozitivas ipasibas (Schepetkin and Quinn 2006, Catalli and Kulka 2010,
El Enshasy and Hatti-Kaul 2013).

1.1.1. Seénu izcelsmes imiinmodulatori

Ta ka starp sénu, augu un dzivnieku $tnu fiziologiskajiem procesiem un genétiku ir
svarigas lidzibas, ka arT ir atrasts praktisks pielietojums dazadu sénu producétajiem
savienojumiem, péd&jo gadu laika ir pieaugusi interese gan par pasu sénu, gan to raZzoto aktivo
vielu izpéti (Galagan et al. 2005). Sobrid pazistamas vairak neka 50 sénu sugas, kas satur
iminregul&josus organiskus savienojums ar atskirigu molekularo svaru un strukttru (Schepetkin

and Quinn 2006, El Enshasy and Hatti-Kaul 2013).

P&tijumos izmantojot neapstradatus sépu ekstraktus. N0 tam izoltus proteinus,
polisaharidus un citas biologiski aktivas vielas, seném imiinmodulgjosa aktivitate noveérota gan in
Vvivo, gan in vitro. Dalai no séném izdalito savienojumu raksturiga uz imiinsistémas moduléSanu
Sadu savienojumu ietekmes uz citokinu sekréciju cilvéka perifeéro asinu mononuklearajas $iinas
(PBMC, peripheral blood mononuclear cells). Salidzinajumam PBMC var stimulét ar jau
zinamiem mitog€no un imiino atbildi izraiso§am vielam: bakteriju endotoksinu lipopolisaharidu
(LPS), lektinu ConA un citam. Izmainas citokinu limenos var radit dazadas patologijas un
trauc&jumus citokinu mediétaja mijiedarbiba starp dabigo un iegiito imiino atbildi (Hirohashi et al.

1996, Hsu et al. 1997, Jeurink et al. 2008).

Sénu izcelsmes imiinmodulatorus iedala Cetras galvenajas grupas: imunmodulatorajos
terpénos un terpenoidos, imiinmodulatorajos lektinos, sénu imiinmodulatorajos proteinos (FIPs,
fungal immunomodulatory proteins) un iminmodulatorajos polisaharidos (El Enshasy and Hatti-
Kaul 2013).

Terpéni ir organiskie savienojumi, kas sastav no blokiem, ko veido izopréna piecu oglekla

atomu vienibas ar molekularo formulu (CsHe)n. Biezak tie sastopami augos ka sveku un &terisko
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ellu galvenas sastavdalas, bet makroskopiskajas sén€s terpéni atrodas parveidotas formas ka
terpenoidi un izoterpenoidi, un tiem piemit biologiska aktivitate ar potencialu pielictojumu
medicina. Augsts terpenoidu (tripterpenoidu) sastavs ar imiinmoduljosu un pretinfekciozu
aktivitati raksturigs séném, kas pieder Ganoderma gintij, pieméram, Ganoderma lucidum un

Ganoderma applanatum ( Jeong et al. 2008, EI Enshasy and Hatti-Kaul 2013).

Lektini ir oglhidratus saistoSa proteinu grupa, ko var izolét no dazadiem organismiem.
Tiem, kas iegiiti no s€ném, raksturiga specifiska imiinmodul&josa, antiproliferativa un pretvéza
aktivitate. Specigaka imiinmodulgjosa aktivitate starp lektiniem aprakstita tiem, kas izol&ti no
sénes Volvariella volacea. Atkariba no sénu sugas, no ka lektini izdaliti, tiem var piemist vai nu
citotoksiska aktivitate, vai sp&ja mediét savu darbibu, aktivgjot imtnsistému (Hsu et al. 1997, El

Enshasy and Hatti-Kaul 2013).

Pie sénu proteiniem ar imiinmodul&josu efektu pieder art lignocelulozi degrad&josi enzimi,
protedzes un to inhibitori. STm vielam piemit antibakterialas, pretvirusu, pretsénu, pretparazitu,
pretickaisuma, pretvéza u. c. ipasibas. Sos sénu metabolitus iesp&jams izmantot ka
biotehnologiskos procesos, ta medikamentu razo$ana (Erjavec et al. 2012). Arvien atklaj, izdala
un pé&ta jaunus sénu proteinus, kam raksturigas iepriek§ min&tas ipasibas (Kino et al. 1989, Ko et

al. 1995, Jinn et al. 2006).

Piemé&ram, viena no nesenak aprakstitajam sénu imiinmodul&joSo proteinu grupam ir FIPs
(fungal immunomodulatory proteins). Tie ir proteinu iminmodulatori, ko grupé kopa tiem
raksturigo lidzigo aminoskabju sekvencu dé|. FIPs uzbiive lidzinas imiinglobulina smago kézu
variablajiem rajoniem, bet tiem piemit atSkirigas iedarbibas spg&jas (El Enshasy and Hatti-Kaul
2013). Kino et al. (1989) atklaja un raksturoja pirmo $ada veida proteinu Ling Zhi-8, ko ieguva no
Ganoderma Zucidiurn. Tam raksturiga imtnsupresiva aktivitate un sp&a nomakt autoimiinas
diabéta rekcijas dzivnieku mode]os un veicinat transplantata izdzivotibu allogénu pelu ada. Sobrid
jau zinami 11 dazadi $adu im@inmodulgjoso proteinu tipi, ka, pieméram, FIP-fve, FIP-vvo, FIP-gts,
FIP-gja, kam noveroti gan imtnsupresgjosi efekti, gan sp&ja stimulét tadu citokinu ka IL-2, IL-4
un IFN-y, bet ne tumora nekrozes faktora oo (TNFa) sekréciju (Erjavec et al. 2012, El Enshasy and
Hatti-Kaul 2013).
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Visplasak aprakstita sénu izcelsmes imiinmodulatoru grupa ir polisaharidi. Polisaharidi
veidoti no monosaharidu atlikumu polimé&riem, kas savstarpéji savienoti ar glikozidiskajam saitém.
Polisaharidiem salidzinajuma ar tadiem biopolimériem ka proteini un nukleinskabes, iespgjama
daudz lielala strukturala daudzveidiba un mainiba, tadg] tie attiecigi var nest lielaku biologiskas
informacijas daudzumu. Strukturalas daudzveidiba dod tiem nepiecieSamo elastibu augstakajos

organismos nodro§inat precizus regulatoros mehanismus starpsiinu mijiedarbibai (Wasser 2002).

Lielaka dala polisaharidu ar imiinmodul&joSu aktivitati ir homoglukani jeb polisaharidi,
kas satur viena veida monosaharidu molekulu atlikumus, vai heteroglukani — polisaharidi, kas satur
divu vai vairak veidu monosaharidu molekulu atlikumus. Tie var savienoties ar proteiniem,
veidojot peptidoglikanus vai polisaharidu-proteinu kompleksus. Pirmais aprakstitais polisaharids
ar potencialu iminmodul&josu un pretvéza aktivitati bija lentinans — B-1,3-p-glukans ar -1,6-
zariem — ar triskarSas spirales struktiiru. Lentinanu izol&a no Lentinus edodes auglkermena

(Ikekawa et al. 1969, El Enshasy and Hatti-Kaul 2013).

Biologiski aktivi polisaharidi 1pa$i raksturigi bazidijséném, pieméram, Clavariaceae,
Corticiaceae, Ramariaceae, Hymenochaetaceae un Thelephoraceae séném. Liclakajai dalai

polisaharidu ir unikala, no sénu sugas atkariga, struktira (\Wasser 2002).

Galvenie no séném iegiistamie polisaharidi, kam piemit imtinmodul&josas spgjas, ir -
glukani un a-mannani, kas ir sénu Stinapvalka sastavdalas (1. att€ls). Sénu glikoproteini satur ar
mannozém bagatas struktiras, kuru sastava ir ar patogéniem saistitas molekularas struktiiras
(PAMPs, pathogen-associated molecular patterns), kam piemit potencials izraisit imiino atbildi
cilvékos (Willment and Brown 2008, Catalli and Kulka 2010).

12
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1. att€ls. Seénu Stnapvalks. Seénu Stnapvalku veido hitins, B-glukani un mannanus saturo$i glikoproteni.
Precizs $o sastavdalu izkartojums attieciba citam pret citu nav zinams (att€ls parveidots no Catalli and
Kulka 2010).

Figure 1. Fungal cell wall. The fungal cell wall is comprised of chitin, B-glucans and mannan-containing
glycoproteins. The precise organization of these components relative to one another is unknown (figure
modified from Catalli and Kulka 2010).

1.1.1.1. B-glukani un to iminmodul&josas ipasibas

Glukani ir polisaharidi, kas bez glikozes satur ari citas vielas. Atkariba no galvenas kédes
veidojosa cukura, tos iedala galaktanos, ksilanos, fukanos un mannanos. Ka galveno sastavdalu
heteroglukanu sanu kédes var saturét arabinozi, mannozi, galaktozi, ksilozi, fukozi, glukuronskabi
un glikozi. Glukani ir savienojumi ar dazadu veidu glikozidiskajam saitém, pieméram, (1—3),
(1—6)-B-glukani un (1—3)-B-glukani, bet dazi ir 1sti heteroglukani, kas satur divu vai vairaku
monosaharidu veidu molekulu atlikumus un var veidot kombinacijas ar proteiniem, veidojot

peptidoglikanus un polisaharidu-proteinu kompleksus (Wasser 2002).

Medicinisko seénu B-(1—3)-glukanu iminstimul&joSaja aktivitaté liela nozime ir to
triskarSajai  spiralveida terciarajai  konformacijai, ar kuras starpniecibu  aktivEjas
saimniekorganisma imiina atbilde (Maeda et al. 1988). Spgja izmainit imiino atbildi tiek saistita ar
glukanu spgju saistities ar PRR (pattern recognition receptors), kas atpazist PAMPs (Herre et al.
2004). Wasser (2002) aprakstijis B-(1—3)-glukanu sp&ju palidzet organismam pielagoties vides
un citiem biologiskiem stresiem. Specifiski iedarbojoties, tie atbalsta nervu, hormonalo un imtino

sistému, nekaitgjot kermenim un neradot parmeérigu stresu.
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Sénu Siinapvalka sastava esoSajiem (1—6) zarotajiem (1—3)-f-p-glukaniem piemit briicu
dziSanu veicinosa aktivitate. To ietekmé tiek veicinata granulacijas audu veidoSanas, kolagéna
biosintéze un pareiza organizacija ekstracelularaja matriksa, briices reepitelizacija un paaugstinata
stiepes izturiba. 3-glukanu piesaistiSanas vietas ir atklatas ne tikai uz imunsiinam, bet arT cilvéku

dermas fibroblastiem (Son et al. 2005).

Tapat B-glukani apdeguma vieta sp&j palielinat makrofagu skaitu, bet samazinat neitrofilu
daudzumu un aktivitati. Mazinot neitrofilu migraciju un nonakSanu kapilaros, tiek noveérsti
oksidativie ievainojumi, apdeguma i$€mija, ka ari audu bojajumi. Neitrofiliem mijiedarbojoties ar
endotéliju, tiek ierobezota mikrocirkulacija un samazinats kapilaru limena diametrs. B-glukani
nomac apdeguma sakumperiodam svarigus procesus, ka akiita iekaisuma fazi un asinsvadu
aizsprostoSanos. B-glukanu antioksidativas 1paSibas potenciali aizsargda membranas integritati
endotélija SGnam. Tie ir iesaistiti bricu dziSanas iekaisuma parejas regulacija uz proliferativo fazi

(Firat et al. 2013).
1.1.1.2. Penicillium lanoso-viride AMP dezaminaze un tas biologiska iedarbiba

Imiinmodulgjosas pasibas iepriek$ aprakstitas ari AMP dezaminazes jeb nespecifiskas
adenilata dezaminazes (AMP aminohidrolaze, EC 3.5.4.6) aktivitati saturoSam glikoproteinu
kompleksam (AMPD; 210 kDa). Glikoproteinu frakcija gglfiltracijas cela izdalita no mutagéna
mikroskopiskas augsnes micélijsénes Penicillium lanoso-viride celma (Nikolajeva et al. 1996,
Nikolajeva et al. 1999, Nikolajeva et al. 2009).

No P. lanoso-viride iegutas glikoproteinu frakcijas pozitiva ietekme in vivo pieradita jau
ieprieks. Eksperimentos ar dzivniekiem AMPD paradijusi sp€ju veicinat adas ¢iilu reepitelizaciju,
paaugstinat aizsardzibu pret eksperimentali izraisitam infekcijam un kavét akiita eksperimentala
autoimiina encefalomielita sakumu. Pe@tjjumi paradijusi, ka glikoproteinu frakcijai piemit
imiinmodulgjosa aktivitate, kas var ietekmét ka Sinu mediétas, ta humoralas imunitates reakcijas.
AMPD stimulg limfocttu proliferaciju in vitro un aktivé makrofagus, inducgjot citokinu sekréciju
(Nikolajeva et al. 1996, Nikolajeva et al. 1999, Nikolajeva et al. 2009). Tomer precizi Siinu un

molekularie mehanismi, ko ierosina AMPD, pagaidam v&l nav noskaidroti.
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1.2. DABIGO IMUNMODULATORU IZRAISITAS ATBILDES
REAKCIJAS PEC STIMULACIJAS AR TIEM

Wasser (2002), Borchersetal (2004) un Vetvicka and Vetvickova (2014) aprakstijusi tadus
dabigo imunmodulatoru izraisitos efektus ka citokinu sekrécijas, dabigo galétaj- jeb NK S$iinu,
neitrofilu un makrofagu aktivitates un proliferacijas stimulaciju un veicinatu antivielu veidosanos.
Sénu izcelsmes imtinmodulatori galvenokart sp&j stimulét dazadu citokinu sekréciju (Jeurink et al.
2008). To glikoproteini un polisaharidi stimul€ tadu iekaisuma citokinu ka IL-1o/f3, TNFa, IFN-y
un IL-10 sekreciju (Berovic et al. 2003, Chen and Seviour 2007, Vannucci et al. 2013). Savukart
dala lekttnu inducg dendritisko $iinu nobrieSanu un aktivéSanu, tadgjadi stimul&jot citokinu, ka IL-

6, IL-8 un TNFa, sekréciju (El Enshasy and Hatti-Kaul 2013).

B-glukanu iminstimulgjosa aktivitate var veicinat bri¢u dziSanu divos veidos: netieSi
aktivejot dazadu makrofagu citokinu, pieméram, TNFoa un IL-6, sekréciju, vai tiesi ietekméjot
dermas fibroblastus, saistoties pie glukanu specifiskiem receptoriem. [-glukani ietekmé
makrofagu aktivaciju, pasi TNFa sekréciju, kas savukart aktivé transkripcijas faktoru kodola
faktoru-kB (NF-kB). NF-«B ir atbildigs par iekaisuma izmainam vaskularajos audos. IL-6
savukart piemit pirmsiekaisuma aktivitate, un tas palielina TNFo Iimeni, kas veicina atraku
iekaisuma fazes iestasanos un briici parpémuso patogénu iznicinaSanu. B-glukanu migracija tiek
aktivéta, tiem piesaistoties pie receptoriem uz fibroblastu virsmas (Wei et al. 2002, Son et al.
2007). Attiriti glukani veicina ar1 makrofagu infiltraciju briices apkartné, tadejadi saisinot
fibroplazijas un fibrogenézes norises ilgumu, stimulgjot audu granulaciju un uzlabojot
reepitelizacijas procesus dazados eksperimentalos bricu modelos, pieméram, diab&ta gadijuma

(Kwon et al. 2009).

Dabigas izcelsmes polisaharidi, kam piemit iminmodul&josas IpaSibas, var aktivet
makrofagus caur dazadiem receptoriem, piemé&ram, mannozes receptoru (MR), dektina-1
receptoru un Toll-like receptoru 2 un 4 (attiecigi TLR-2 un TLR-4). Aktivéjot mannozes
receptorus, tiek stimul€ta makrofagu fagocitoze, oksidantu produkcija, endocitoze un NF-xB
aktivacija. Atbilstosajiem ligandiem pievienojoties pie TLR-2 vai TLR-4, notiek IL-1R asociétas

kinazes aktivacija caur adaptoru mieloido diferenciacijas proteinu 88 (MyD88), talak aktivgjoties
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arT ar TNF receptoru asociétajam faktoram 6 (TRAF-6), MAP kinazém un ar1 NF-kB. Dektina-1
receptora aktivéSanas savukart noved pie lipidu molekulu savienoSanas ar signalmolekulam,
piemé&ram, liesas tirozina kinazi (Syk, spleen tyrosine kinase; Schepetkin and Quinn 2006, Kim et
al. 2011).

1.3. BAKTERIJU ENDOTOKSINI UN IESPEJAS NO TIEM ATTIRIT
DABIGAS IZCELSMES EKSTRAKTUS UN AKTIVAS VIELAS

Endotoksins (LPS) ir gram-negativo baktériju Stinapvalka sastavdala. To opsonizé
lipopolisaharidus saistosi proteini, un So kompleksu atpazist uz makrofagu virsmas esoSais CD14
receptors. Piesaistoties ligandam, talak tiek aktivéts TLR-4, kas palaiz NF-kB signalcelu, izraisot
iekaisuma citokinu sekréciju. TLR-4 uzskatams par galveno, ja ne vienigo, receptoru, kas spgj

aktivet LPS inducétas reakciju kaskades (Aderem and Ulevitch 2000).

LPS piemit augsts imiinstimul&joSais potencials, kas var izraisit izmainas imiinas atbildes
reakcijas, paaugstinot ickaisuma citokinu sekréciju (Matsuno et al. 2001). Pieméram, p&tijuma ar
sarkoidozes pacientiem, in vitro stimulgjot PBMC ar attiritu lipopolisaharidu, nov&roja
pagaustinatu TNFa, IL-6, IL-10 un IL-12 sekréciju (Stopinsek et al. 2010). Tome&r LPS ne vienmér
ir pozitivs efekts, un ta izraisitie imiinsist€mas trauc€jumi var novest pie asinsvadu bojajumiem,

sepses un organu atteikSanas (Cohen 2002).

Lai proteinus attiritu no LPS, izmanto uz dazadam, pieméram, jonapmainas, membranam
balstitas hromatografijas metodes (Rao 2001, Teeters et al. 2002). Aprakstita ari divu fazu tidens
micellara sisteéma, kur micellaras struktiiras nepolari saistas ar lipida A alkilkgdém un atdala
endotoksinu no tidens fazes (Liu et al. 1998). Plasi aprakstitas metodes, kas lipopolisaharida
atdaliSanai no proteiniem izmanto Triton X-114, laujot protetniem saglabat savu funkciju (Bordier
1981, Aisa and Pabst 1990). Ir veikti pétijumi un aprakstitas ari vienas no antibiotikam —
polimiksina B — spgjas piesaistities pie lipida A lipopolisaharida kompleksa un neitralizét LPS
endotoksisko ietekmi (Morrison and Jacobs 1976, Jacobs and Morrison 1997, Niemetz and
Morrison 1997). Izmanto arT polimiksina B imobilizacijas Skiedru kolonnu hemoperfuziju (PMX),

kas efektivi aizvac endotoksinu pacientos ar septisko Soku (Suguira 2015).
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2. MATERIALI UN METODES
2.1. MATERIALI

2.1.1. Siinu Kkultiiras

Darba izmantoja no divpadsmit veselu donoru periférajam asinim izdalitu mononuklearo
Stunu frakciju. Asins paraugi iegiiti ar pacientu piekriSanu saskana ar LU Eksperimentala kliniska
institiita &tikas komitejas atlauju. Periféro asinu paraugu iegiSanai punkt&ja elkona vénu,

savaksanai izmantoja Vacutest (Kima, Italija) stobrinus ar antikoagulantu K;EDTA.

Darba izmantoja cilvéka primaros dermas fibroblastus sestaja un septitaja pasaza, kas

iegiiti no LU Bioanalitisko un biodozimetrijas metozu laboratorijas Stinu bankas.

2.1.2. Penicillium lanoso-viride glikoproteinu frakcijas

Darba izmantotas glikoproteinu frakcijas iegiitas no AMP dezaminazes prozducenta
Penicillium lanoso-viride celma 8D (Hukonaea 1982). Izmantoja divas glikoproteinu frakcijas
(1. un 9.) ar atskirigu proteinu koncentraciju (attiecigi 114 ug/mL un 375 pug/mL) un enzimatisko
aktivitati (attiecigi 0,55 U/mL un 2,20 U/mL). Abas darba izmantotas glikoproteinu frakcijas
sanemtas no LU Biologijas fakultates Mikrobiologijas un biotehnologijas katedras, kur tas

izdalitas géelfiltracijas cela.
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2.1.3. Kultivésanas barotnes, kimikalijas, reagenti, reagentu komplekti

1. tabula
Stinu kultive$anas barotnes, piedevas, augsanas faktori, reagenti un buferskidumi.
Table 1
Cell cultivation media, supplements, growth factors, reagents and buffer solutions.
Nosaukums Razotajs Razotajvalsts
VLE Dulbecco’s MEM (Modified Eagle Medium) ar
pievienotu
NaH'COg. (3,7 g/L); Mgrck Vacija
D-glikozi (4,5 g/L); Millipore
Stabilu glutaminu;
Na-piruvatu
Fetalais liellopa serums (FBS, Fetal Bovine Serum) Invitrogen ASV
Penicilina un streptomicina maisijums (100 U/mL un 100 )
Invitrogen ASV
pg/mL)
Tripsins/EDTA (0,25%) Invitrogen ASV
Fosfata salu bufer§kidums (PBS, Phosphate Buffered .
: Life
Saline) Technologies ASV
(pH 7.4) ’
Lipopolisaharids (LPS) Sigma-Aldrich Vacija
Lentinans Elicityl Francija
Polimiksina B sulfata sals Sigma-Aldrich Vacija
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2. tabula
Kimiskie reagenti.
Table 2

Chemical reagents.

Nosaukums Razotajs Razotajvalsts
NaCl (0,9%) B. Braun Vacija
Tween 20 Merck Vacija
Schuchardt OHG
Liellopu seruma albumins (BSA, Bovine Serum Albumin) Sigma ASV
Etanols (96%) Jaunpagasts Pluss Latvija
H>O-DEPC (no nukleazém brivs H>O) #R0601 Fermentas Lietuva
Fikols (Ficoll-Paque) Sigma-Aldrich Vacija
Heparina natrija sals Panpharma Francija
0,05 M KH2POg4 buferis Sigma-Aldrich Vacija
Adenozina 5’-monofosfata natrija sals Sigma-Aldrich Vacija
25% HCIO4 Sigma-Aldrich Vacija

19



3. tabula

Komerciali pieejamie reagentu komplekti.

Table 3

Commercially available reagent Kits.

Nosaukums

Razotajs

Razotajvalsts

Cilveka IL-6 ELISA komplekts #D6050:

Peles anti-cilveka IL-6 saistiSanas antiviela (360 pg/mL);
Kazas anti-cilveka IL-6 detekcijas antiviela (biotiniléta)
(36pg/mL);

Standarts: rekombinants cilvéka IL-6 (110 ng/mL);
Stabilizeéts H202 (#895000);

Stabilizéts tetrametilbenzidins (#895001);
Streptavidins-HRP;

2 N H2SOq4

R&D Systems

ASV

Cilveka TNF-a ELISA komplekts #DY?210

Peles anti-cilveka TNF-a saisti$anas antiviela (180 pg/mL);
Kazas anti-cilvéka TNF-a detekcijas antiviela (biotiniléta)
(18 pg/mL);

Standarts: rekombinants cilvéka TNF-a (110 ng/mL);
Stabilizéts H202 (#895000);

Stabiliz&ts tetrametilbenzidins (#895001);
Streptavidins-HRP;

2 N H2SOq4

R&D Systems

ASV

EndoTrap® HD endotoksina attirisana (#321063):
LidzsvaroSanas buferis;

Regeneracijas buferis;

UzglabaSanas buferis

Hyglos

Vacija

ToxinSensor™ hromogéna LAL endotoksina parbaude
(#L00350):

LAL reagenta tidens;

LAL (limulus amebocyte lysate);

E. coli endotoksina standarts;

Hromogeénais substrats;

Buferis S krasu stabilizatoram #1;

Krasu stabilizators #1;

Krasu stabilizators #2;

Krasu stabilizators #3

GenScript

ASV
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2.1.4. Laboratorijas iekartas

4. tabula

Laboratorijas iekartas.

Table 4
Laboratory equipment.
Nosaukums Razotajs Razotajvalsts
II klases biologiskas dro$ibas skapis — laminars Kojair Somija
CO2 inkubators Binder Vacija
Centrifuga Hettich Universal 320R DJB Labcare | Lielbritanija
Centrifuiga/ vortekss FV-2400 Biosan Latvija
Mikrocentrifiiga 5417R Eppendorf Vacija
Gaismas invertmikroskops Zeiss Vacija
MikroplasSu spektrofotometrs ASYS Expert Plus BiOL(E:_'IE)Om Lielbritanija
Spektrofotometrs NanoDrop 2000c Thermo ASV
Scientific
Velkmes skapis Porsa Krievija
Ultrazemas temperatiiras saldétava (-80° C) Sanyo Japana
Plasu kratitajs Biosan Latvija
Analitiskie svari Sartorius Vacija
Pipetésanas paligs serologiskajam pipeteém Capp Danija
Automatiskas mikropipetes (0,2-2 uL; 2-20 uL; 20-100 pL; Boeco Vacija
200-1000 pL)
Neubauera hemocitometrs (0,0025 mm?) ar segstiklinu Marienfeld Vacija
Jonu ierice JB-3 Eiko Japana
Skengjosais elektronmikroskops Jeol Japana
Vertex 70 FTIR spektrometrs ar HTS-XT mikroplasu Bruker Optics Vacija

lasitaju
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2.1.5. Laboratorijas materiali

5. tabula
Laboratorijas materiali.
Table 5

Laboratory tools.

Nosaukums Razotajs Razotajvalsts

. W o— o —w 2 “ —v
6:lauc11,1u Stinu kultivésanas plates (9,5 cm” kultivéSanas Sarstedt Vacija
virsma)
2f1-lauci1,1u $anu kultivésanas plates (1,9 cm? kultivé$anas Sarstedt Vacija
virsma)
24-1auci9u Cornlng® Costar® sunu kultivesanas plates (1,9 Sigma-Aldrich Vacija
cm? kultivésanas virsma)
96-laucinu ELISA plates Sarstedt Vacija
Adhezivas pléves 96-laucinu platém Sarstedt ASV
Gradué.tas polipropiléna reakcijas mégenes ar konisku galu Sarstedt Vacija
un vacinu (0,2 mL; 1,5 mL; 2 mL)
Graduéti ‘poliprop'iléna cen‘trifugééanas stobrini ar konisku Sarstedt Vacija
galu un aizskriivéjamu vacigu (15 un 50 mL)
Graduétas serologiskas pipetes (2 mL; 5 mL; 10 mL; 25 Sarstedt Vacija
mL)
Mikropipesu uzgali Sarstedt Vacija
No endotoksina brivi mikropipeSu uzgali Hyglos Vacija
Slirces bez adatam sterilizé3anai (50 mL) BD ASV
Membranu filtri (poru lielums 0,45 pum) Kornik Polija
CentrifugeéSanas stobrigu (15 un 50 mL) stativi Sarstedt Vacija
Reakcijas mégenu (1,5 un 2 mL) turétaji Sarstedt Vacija
Mercilindri (25 mL; 1000 mL) Vitlab Vacija
Slide-A-Lyzer MINI dializes ierices a celulozes membranu, Thermo ASV
10K MWCO (0,5 mL) Scientific
EndoTrap HD endotoksina attiriSanas kolonnas (1 mL) Hyglos Vacija
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2.1.6. Programmatiira

Datu statistiskas apstrades programma — GraphPad Prism 7.
Infrasarkanas spektroskopijas programma — Opus 6.5.
Proteinu koncentracijas noteikSanas programma — NanoDrop 2000.

Att€lu apstrades programma — Adobe Photoshop CS3.
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2.2. METODES

2.2.1. Endotoksina eliminéSana no AMPD frakcijam

Lai novérstu potencialo AMPD piesarnojumu ar lipopolisaharidu, izmantoja EndoTrap HD
attiriSanas kolonnas (2. attéls). ST metode ir balstita uz hidrofilu, izméros stabilu afinitates matriksu

ar labam spiediena un pliismas 1pasibam.

Parauga Endotoksina Liganda
vg s g . oy EndoTrap HD darbibas princips:
uznesana elimin&Sana regeneracija
10) Co¥ o2 O ) A ) 1. Uz kolo'nr_las uznes ar endotf)ksmuv i
® ‘O.:, kontamin&tus proteinus un Gidens Skidumus
"o“ ’ 2. Endotoksinu notver, proteins izpliist cauri
LR 3. Ligandu regeneré, izmantojot regeneracijas
> buferi
v
¢ Apziméjumi: ®» Endotoksins/LPS

S b aial e = ® Pétamais paraugs
o®_® »yt” . . ge s . .
o :. % Py Ligands, kas piestiprinats pie metakrila

poliméra

2. attéls. EndoTrap HD attiriSanas kolonnas darbibas princips (attéls parveidots péc EndoTrap HD razotaja
protokola).

Figure 2. Principle of EndoTrap HD elimination columns (figure modified from the protocol of EndoTrap
HD manufacturer).

Metodi veica péc EndoTrap HD reagentu komplekta razotaja Hyglos rekomendacijam.

Sagatavoja attirisanas kolonnu, iztecinot caur to glabasanas (storage) skidumu. Kolonnu
piepildija ar 3 mL regeneracijas bufera un lava tam iztec&t caur kolonnu. So soli atkartoja vélreiz.
Kolonna iepildija 3 mL lidzsvarosanas bufera (0,5 M NaCl, 0,1 M CaCl2/PBS) un lava tam iztecét

caur kolonnu. So soli atkartoja vélreiz.

Kolonna iepildija 3 mL AMPD un divas 1,5 mL reakcijas mégenés savaca izdalitas
frakcijas. Ta ka pirmajam caur kolonnu iztecgjuSajam AMPD tilpumam raksturiga augstaka
liganda koncentracija, neka pargjam attiritajam paraugam, pirmo frakciju savaca atseviski. Lai
izdalitu visu paraugu, kolonnai pievienoja vél 1 mL lidzsvaroSanas bufera, lava tam iztecét cauri,

un frakciju savaca.
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Talak ar spektrofotometru NanoDrop 2000c nomérija proteinu daudzumu attiritajas AMPD

frakcijas, un tas uzglabaja +4°C.

2.2.2. Endotoksina Iimena noteikSana

Lai noteiktu endotoksinu Itmeni dabigajos imGnmodulatoros, izmantoja ToxinSensor
hromogéno LAL (limulus amebocyte lysate) endotoksinu kvantitativas detekcijas komerciali

pieejamo reagentu komplektu, un metodi veica péc razotaja GenScript rekomendacijam.

Pagatavoja endotoksina standartSkidumus diapazona no 0,1 Iidz 1,0 EU/mL. No
endotoksina brivas rekacijas mégenés iepildija 100 uL standartSkidumus, p&tamos paraugus —
AMPD, caur kolonnu attiritu AMPD, LPS, lentinanu — un LAL reagenta tideni un 30 sekundes
aktivi samaisija. Katrai no mégeném pievienoja 100 uL LAL, tas aizvakoja un viegli samaisTja.

P&c tam paraugus 8-16 minites inkubgja 37°C.

P&c inkubacijas katra mégené pievienoja 100 uL. hromogéna substrata Skidumu un viegli
samaisija. Paraugus se$as miniites inkubgja 37°C. Mégeném pievienoja 500 pL stop $kidumu jeb
krasu stabilizatoru #1 un viegli samaisija. Péc tam pievienoja 500 pL krasu stabilizatoru #2 un labi
samaisija. Ka pedgjo pievienoja 500 uL krasu stabilizatoru #3 un reakcijas mégenu saturu maisija

tris sekundes. Nolasija katras reakcijas absorbciju pie 545 nm.

2.2.3. AMPD enzimatiskas aktivitates noteikSana

AMPD enzimatisko aktivitati noteica spektrofotometriski (Huxomnaesa 1982).

Metode pamata ir adenozina un inozina monofostata (AMP un IMP) absorbcijas starpiba pie

240 un 265 nm vilpa garuma.

Reakcijas maisijumus 0,4 mL tilpuma pagatavoja no 0,1 mL analiz€jamas frakcijas, 0,25 mL
0,05 M KH2POs4 bufera un 0,05 ml substrata — AMP (7,8 mg/mL). Ka substrata pasdaliSanas
kontroli izmantoja reakcijas maisijumu, kas satur&ja 0,35 mL 0,05 M KH2PO4 bufera un 0,05 ml
AMP (7,8 mg/mL).

Maisijumus 1-2 mindtes inkubgja 37°C, reakciju apstadingja ar 0,1 mL 25% HCIOs. Mérija

tas optisko blivumu pie 240 un 265 nm vilpa garuma. Enzimatisko aktivitati (U/ml) aprékinaja,
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izmantojot kalibracijas likni. Viena vieniba (1 U) enzima aktivitates bija vienada ar AMPD
daudzumu, kas dezaminé 1,0 umol 5°’AMP par 5’ IMP viena minuté, 37°C, pH 6. Enzima

specifiska aktivitate — vienibas uz 1 mg proteina (U/mg proteina).

2.2.4. AMPD dialize pret destiletu H20

Lai izvairtos no fosfata salu kristalu klatbiitnes AMPD skengjosas elektronmikroskopijas
att€los un butu iesp&jams precizi novertet glikoproteina frakcijas struktiiru palielinajuma, AMPD,

kas $kidinata fosfata salu buferskiduma (PBS), dializgja pret destilétu tdeni.
Metodi ar dazam modifikacijam veica péc razotaja Thermo Scientific rekomendacijam.

200 uL frakcijas iepildija polipropiléna mégené ar celulozes membranu, un to aizvakoja.
Mggeni ievietoja turétaja ta, lai ta turétos 0,5 L destiléta tidens. Trauku ar Gdeni novietoja uz
magnétiska maisitaja +7°C temperatiira. Péc 2-3 stundam destiléto Gideni nomainija, un iesakto
procesu turpindja 16-18 stundas. Péc tam m&geni iznéma no tidens un nodializ&to paraugu parnesa

sterila 1,5 mL reakcijas m&gené un uzglabaja +4°C.

2.2.5. Furjé transformacijas infrasarkana spektroskopija

Furjé transformacijas infrasarkano spektroskopiju veica, lai noveértétu, vai infrasarkanaja
spektra uzskatami redzams, vai AMPD glikoproteinu frakcijas ir piesarnojums ar endotoksinu.

Analizes veica LU Mikrobiologijas un biotehnologijas institiita.

AMPD un LPS skidros paraugus homogenizg&ja ar kratitaja palidzibu. Ar automatisko pipeti
uz 384-laucinu silikona plates mériSanai paredzetaja vieta uznesa 5-10ul Skiduma. Paraugu 20
mintites zaveja temperatiira, kas zemaka par 50°C, Iidz no parauga iztvaikoja viss liekais mitrums.
Plati ar noZzuvus$ajiem paraugiem ievietoja HTS-XT iekarta, un paraugu infrasarkanas absorbcijas
spektrus registréja, izmantojot OPUS Lab programmu. P&c paraugu spektru registracijas,
izmantojot programmu OPUS 6.5, tiem veica bazes linijas korekciju un vektoru normalizaciju, lai
visus spektrus izlidzinatu uz vienas pamata Iinijas. Veica vizualo spektru analizi, lai noteiktu
lidzibas un atSkiribas starp paraugu spektriem, kas attiecigi norada uz lidzibam un atSkiritbam

paraugos.
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Spektrus pierakstija, izmantojot mikroplasu lasitaju, robezas no 4000 lidz 600 cm™ ar
izskirtsp&ju 4 cm™. Veica vismaz tris atkartojumus, kur katrs no atkartojumiem bija vid&jais no 64

atseviskiem mérjjumiem.

2.2.6. Skenéjosa elektronmikroskopija

Lai vizualizétu AMPD struktiiru, noskaidrotu, vai glikoproteinu frakciju sastava ir kadi
agregati, un salidzinatu to ar LPS un standarta proteinu liellopa seruma albumibu (BSA, bovine
serum albumine) veica skengjoso elektronmikroskopiju. Paraugu elektronmikroskopija tika veikta

LU Mikrobiologijas un biotehnologijas institata.

10 pL parauga 1,5 stundu laika izzavéja uz aluminija folijas paliktpa 30°C temperatiira.
P&c tam paraugus apputinaja ar zeltu jonu ieric€ un novéroja uz sken&josa elektronmikroskopa pie

20 kV.

2.2.7. Mononuklearo Stinu izdaliSana no donoru asinim

Asins paraugus sadalija divas vienadas dalas un iepildija 50 mL centrifuggSanas stobrinos.
Katram stobrinam pievienoja 0,9% NacCl, kas saturgja 10 U/mL heparina, ta, lai kopgjais atskaidito
asinu tilpums biitu 30 mL. Ar serologisko pipeti 1énam uzslanoja atskaidito asinu paraugus uz 15
mL Ficoll-Paque blivuma gradienta centrifugéSanas $kiduma. Paraugus 20 mintites centrifuggja ar
atrumu 2200 RPM pie izsleégta centrifuigas bremzeSanas reZima. Atsiica un jauna 50 mL
centrifugéSanas stobrina parnesa mononuklearo $tnu slani. Lai $tnas attiritu no Ficoll-Paque
skiduma, mononuklearajam $tnam pievienoja 0,9% NaCl (+10 U/mL heparina) Iidz 45 mL
tilpumam. Stobrinu viegli saskalinaja un 20 minites centrifuggja ar atrumu 2200 RPM. P&éc tam
NaCl skidumu atsiica, atstajot stobrina 1 mL Skiduma, kur resuspendgja Stinas. Atkartoti pievienoja
NaCl (+10 U/mL heparina) lidz 45 mL tilpumam, stobrinu viegli saskalinaja un centrifuggja 20
mintites ar atrumu 1600 RPM. Atstica NaCl skidumu, un $tnas suspendéja 10% FBS saturosa
DMEM sinu kultivésanas barotné (S10). Noteica Stnu skaitu parauga, skaitot uz Neubauera
hemocitometra, un aprékinaja Stinu tilpumu, ko nepiecieSams uzs€t uz katra $inu kultivéSanas

plates laucina.
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2.2.8. Siinu skaiti¥ana

No stinu suspensijas uz Neubauera hemocitometra uznesa 10 uL suspensijas un gaismas
invertmikroskopa hemocitometra rezga vidgja kvadrata 25 laucinos saskaitija Stinas. Péc tam

aprékinaja Stnu skaitu 1 mL, izmantojot formulu:

Stinu skaits 1 mL = kopgjais $tinu skaits x atSkaidijums x 10*

2.2.9. Mononuklearo Stinu kultivéSna monoslant dabigu iminmodulatoru
klatbutne

P&c saskaitiSanas mononuklearas $iinas izs€ja uz 6- vai 24-laucinu $tnu kultivé$anas
platém (attiecigi 9,5 cm? vai 1,9 cm? kultivésanas virsmas laukums). Stinas izsgja koncentracija 1-
2 miljoni §Ginu uz 1 cm? kultivésanas virsmas. Plates ievietoja CO, inkubatora 37°C temperatiira
un 5% CO; atmosfera. Lai novertetu dabigo imtinmodulatoru ietekmi uz mononuklearajam $tinam,
péc 16-18 stundam atstica $tnu kultivéSanas barotni, $tinas 2-3 reizes skaloja ar 1x PBS un katram
laucinam pievienoja 1 mL jaunu barotni, kas satur&ja vai nu AMPD koncentracija 10 ug/mL, vai
LPS koncentracija 1 pg/mL, vai lentinanu koncentracija 10 pg/mL. Ka kontroli izmantoja $tnu
kultivéSanas barotni bez pievienotiem iminmodulatoriem. P&c attiecigi ¢etram un 24 stundam
Stinu kultivéSanas barotnes savaca dupletos pa 100-500 pL no katra varianta un iepildija 0,5 vai

1,5 mL reakcijas m&gengs, un sasaldgja -80°C.

2.2.10. Bakteriju endotoksina neitralizéSana

Lai noveértetu AMPD potencialo piesarpojumu ar lipopolisaharidu, mononuklearas Stinas
kultivéja 24-laucinu plateés dabigo imiinmodulatoru klatbtitn€, ka aprakstits 2.2.9. apak$nodala,
attiecigi gan kontroles variantam, gan katrai no analizétajam vielam pievienojot polimiksinu B
(PMB) koncentracija 25 pg/mL. Plates Cetras stundas inkub&ja COz inkubatora 37°C temperatiira
un 5% CO2 atmosfera. Péc tam Stnu kultivéSanas vides savaca dupletos pa 500 uL no katra

varianta un iepildija 1,5 mL reakcijas mégenés un sasaldéja -80°C.

Endotoksinu neitralizéSanas eksperimentu veica ari pilnu asinu paraugos. 1,5 mL reakcijas
mégengés iepildija 1 mL asinu, kam pievienoja vai nu AMPD koncentracija 10 pg/mL, vai LPS

koncentracija 1 pg/mL, vai lentinanu koncentracija 10 pg/mL, ka arT §1s vielas kombinacija ar
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polimiksinu B koncentracija (25 pg/mL). Asinu paraugus ievietoja CO2 inkubatora (37°C
temperatiira, 5% CO; atmosfera). P&c ¢etram stundam tos 10 minttes centrifugéja ar atrumu 1000

RPM. Tad atsiica plazmu, un parnesa to jauna 1,5 mL reakcijas mégen¢ un sasaldéja -80°C.

2.2.11. Cilvéka dermas fibroblastu kultivésana

Audu kultivé$anas flakona ar 75 cm? virmas laukumu iepildija dalu S10 barotnes, tadgjadi
izvairoties no virsmas spraiguma nelabvéligas ietekmes, un izséja $iinas koncentracija 10* §iinas
uz 1 cm? virsmas. Pievienoja atlikuso S10 barotnes tilpumu. Flakonu ievietoja CO2 inkubatora
37°C temperatiira un 5% CO; atmosfera. Stinas kultivéja, ik péc tris dienam mainot S10 barotni,
11dz tas sasniedza 90% konfluenci. P&c tam Stinas pars¢ja, ka aprakstits 2.2.12. apaksnodala, Stinas
uzs&jot uz 24-laucinu §tinu kultivéanas platém ar koncentraciju 800 $iinas/cm?. Plates inkubgja

37°C temperatira un 5% COz atmosfera.

2.2.12. Siinu parsesana

Stinas parsgja pie 90% konfluences. Atsiica $tinu kultivé$anas barotni un audu kultivé$anas
flakonu skaloja ar vienu tilpumu 1x PBS. Siinam pievienoja 2 mL 0,25% tripsina/EDTA un piecas
miniites inkub&ja 37°C temperatira 5% CO; koncentracija. Stnu atdalifanos no virsmas
monitoréja gaismas invertmikroskopa. Kad Stinas bija atdalijusas no audu kultivésanas flakona
virsmas, 0,25% tripsinu/EDTA inaktivéja ar diviem tilpumiem 20% FBS/PBS. Flakona saturu
parnesa 15 mL centrifuggSanas stobrina. Flakonu skaloja ar vienu tilpumu 1x PBS, un saturu
parnesa centrifugéSanas stobina. Stobrinos esosas Stnas piecas miniites centrifugéja ar atrumu
1500 RPM. Atsiica supernatantu, un stinas resuspendgja 1 mL $tinu kultivéSanas barotnes. P&c tam
Stnas saskaitija, ka aprakstits 2.2.8. apakSnodala, un uzs€ja nepiecieSamo daudzumu uz Stinu

kultivéSanas plates.

2.2.13. Dermas fibroblastu kultiveSana dabigu iminmodulatoru, ka ari ar
Siem iminmodulatoriem stimulétu mononuklearo Stinu kultiveSanas barotnu
klatbutne

16-24 stundas p&c dermas fibroblastu uzsésanas, Stinam sasniedzot vismaz 30% konfluenci,
uz 24-laucigu plates Stinam pievienoja dabigos imtinmodulatorus — attiecigi vai nu AMPD (10

pug/mL), vai LPS (1 pg/mL) vai lentinanu (10 pug/mL) —, vai dabigos imunmodulatorus
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kombinacija ar polimiksinu B (25 pg/mL), vai Stnu kultivéSanas barotnes no 2.2.9. apakSnodala
aprakstita eksperimenta. Vispirms atsiica Siinu kultivéSanas barotni, katru laucinu skaloja ar 1 mL
1x PBS un pievienoja dabigos imiinmodulatorus vai mononuklearo Sitinu kondicionétas
kultivéSanas barotnes. Lai Stinu kultivéSanas barotnes atSkaidijums un kopgjais tilpums biitu
vienads, lauciniem pievienoja atbilstosu tilpumu 0,9% NaCl. Katram no variantiem bija divi

paral€li atkartojumi. Ka kontroli izmantoja S10 barotni bez pievienotam papildu vielam.

Stinas monitorgja gaismas invertmikroskopa un uzpéma fotoattélus 100x palielinajuma.
Plates ievietoja CO. inkubatora 37°C temperatiira un 5% CO2 atmosféra, un péc 48 stundam
atkartoti monitorgja gaismas invertmikroskopa 100x palielinajuma un uznéma fotoattélus, vizuali

novertgjot Stinu skaita izmainas.

2.2.14. Iekaisuma citokinu sekrécijas izmainu analize

Ar enzimiem saistito imunosorbento parbaudi (ELISA, Enzime-linked immunosorbent
assay) novértgja iekaisuma citokinu TNF-a un IL-6 koncentracijas izmainas vidg, $tinas kultivgjot
dabigu imtinmodulatoru klatbtitné. Analiz&ja cilvéka periféro asinu mononuklearo $tinu (PBMC)
kultivéSanas barotnes, kas savaktas Cetras un 24 stundas p&c imiinmodulatoru pievienosanas, un

kontroles paraugus bez pievienotam papildu vielam.

Metodi veica péc reagentu komplekta razotaja R&D Systems rekomendacijam.

SaistiSanas antivielu bez nes€jproteina atSkaidija ar 0,1% BSA, 0,05%Tween20/PBS
saturo$u buferi lidz noraditajai koncentracijai un iepildija 100 pL katra no 96-laucinu ELISA
plates. Plati parklaja ar adhezivo plévi un pa nakti inkubgja istabas temperatiira. P&c inkubacijas
nol&ja lieko saistiSanas antivielas $kidumu un katru laucinu tris reizes mazgaja ar 400 plL

mazgasanas buferi (0,05% Tween 20/PBS).

Plati blokgja, katram laucinam pievienojot 300 pL blokésanas buferskidumu (1%
BSA/PBS). Tad to parklaja ar adhezivo plévi un vismaz vienu stundu inkubgja istabas temperatiira.

Plati mazgaja, ka aprakstits iepriek$€ja rindkopa.

Katra no plates lauciniem (duplikatos) iepildija 100 pL parauga vai proteinu standartus

(1000 — 31,25 pg/mL), kas attiecigi atSkaiditi ar 0,1% BSA, 0,05% Tween20/PBS buferi. Ka
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kontroli izmantoja attiecigo Stinu kultivéSanas barotni. Plati parklaja ar adhezivo plévi un divas

stundas inkubgja istabas temperatiira. Atkartoja plates mazgasanu.

Katram laucinam pievienoja 100 uL detekcijas antivielu, kas ar 0,1% BSA, 0,05%
Tween20/PBS atskaidita lidz noraditajai koncentracijai. Plati parklaja ar adhezivo plévi un divas

stundas inkubgja istabas temperatiira, plati atkal mazgajot.

Katram laucinam pievienoja 100 pL ar HRP saistitu streptavidinu, kas attieciba 1:40
atSkaidits ar 0,1% BSA, 0,05%Tween20/PBS. Plati parklaja ar adhezivo plévi un foliju, pasargajot

to no gaismas, un 20 miniites inkubgja istabas temperatiira. Atkartoja plates mazgasanu.

Katram laucinam pievienoja 100 pL substrata skiduma (1:1, H20»: tetrametilbenzidins) un
20 minttes inkubgja istabas temperatiira, pirms tam plati parklajot ar adhezivo plévi un foliju. Péc
inkubacijas krasu reakciju apstadinaja, katram laucinam pievienojot 50 uL 2N H>SOg. Plati viegli

saSlipoja, lai nodro$inatu vielu vienmeérigu sajauksanos.

Noteica proteinu koncentraciju, izmantojot mikroplasu spektrofotometru un nolasot katra
laucina optisko blivumu pie gaismas vilnpu garuma 450 nm. Lai m&rijumi biitu precizi, gaismas

vilnu korekciju noregulgja uz 540 vai 570 nm.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

3.1. AMPD FRAKCIJU ATTIRISANA NO IESPEJAMA ENDOTOKSINA
PIESARNOJUMA

EndoTrap HD attiriSanas kolonnas

izmantoja, lai

eliminétu potencialo AMPD

piesarnojumu ar lipopolisaharidu. Attirfja divas glikoproteina frakcijas ar AMPD aktivitati (1. un

9. frakciju) un mérija proteinu koncentraciju, enzimatisko un specifisko aktivitati gan pirms, gan

p&c endotoksina eliminacijas (6. tabula).

6. tabula

Izmainas glikoproteina frakcijas proteinu koncentracija un AMPD enzimatiskaja un

specifiskaja aktivitateé pirms un péc attiriSanas no endotoksina.

Table 6

Changes in the protein concentration of the glycoprotein fractions and enzymatic and specific

activity of AMPD before and after the elimination of endotoxin.

Pirms attiriSanas no endotoksina Péc attiriSanas no endotoksina
AMPD Proteinu Enzimatiska | Ipatngja Proteinu Enzimatiska | Ipatngja
frakcija o .. . e _ .. o o
koncentracija aktivitate aktivitate | koncentracija aktivitate aktivitate
(ug/mL) (U/mL) (U/mg) (ng/mL) (U/mL) (U/mg)
1. 114 0,55 4,85 37 0,35 9,46
9. 375 2,20 5,87 154 1,40 9,09

Gan 1., gan 9. AMPD frakcijai péc apstrades attiriSanas kolonnas proteinu koncentracija

samazinajusies vid&ji 2,5-3 reizes (attiecigi no 114 pg/mL Iidz 37 pg/mL un no 375 pg/mL lidz

154 pg/mL; 6. tabula). Apméram 1,5 reizes samazinajusies ari glikoproteina frakciju AMPD

enzimatiska aktivitate (attiecigi no 0,55 U/mL uz 0,35 U/mL un no 2,20 U/mL uz 1,40 U/mL).

Savukart Tpatngja aktivitate, kas norada uz enzima tiribu, attiritajas frakcijas ir aptuveni 1,5-2

reizes augstaka, t.i., 9,46 U/mg un 9,09 U/mg, kamér pirms endotoksina eliminacijas ir attiecigi

4,85 U/mg un 5,87 U/mg. Tas, iesp&jams, norada, ka EndoTrap HD kolonna aizvac ne tikai LPS,

bet ar1 kadus citus piesarnojuma avotus.
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Lai gan razotajs Hyglos par reagentu komplektu raksta, ka proteini saista konservativu
regionu LPS molekulas serdg, iegitie rezultati norada, ka kolonna esoSie ligandi saista ari darba
pétito glikoproteinu, ar ko skaidrojams gan attirito frakciju proteinu koncentracijas, gan
enzimatiskas aktivitates samazinajums. Polisaharida strukttra Penicillium lanoso-viride
sintezé€tajam glikoprotetnam ar AMP dezaminazes aktivitati detaliz€ti nav aprakstita, bet var
secinat, ka LPS un AMPD glikozilétajam dalam Iidziba ir pietickami liela, lai endotoksina
eliminacija dalgji biitu saistita ar AMPD glikoproteina daudzuma un aktivitates samazinasanos.
Citu glikoproteinu, pieméram, no pelém iegtitu fibronektinu, un no rauga izdalitu imtinmodulatoru
polisaharidu—p-glukanu, koncentracija un aktivitate p&c attiriSanas ar EndoTrap HD kolonnu

nemainas tada apjoma ka AMPD preparatiem (Anonims A 2016).

3.2. ENDOTOKSINA RELATIVAIS DAUDZUMS DABIGOS
IMUNMODULATOROS

Lai noteiktu, vai pétito frakciju sastava atrodams ari baktériju endotoksins, ar ToxinSensor
hromogéno faktoru C noteica lipopolisaharida relativo daudzumu. Endotoksina daudzumu noteica
ar darba izmantota lentinana parauga. Ka kontroli izmantoja gan reagentu komplekta icklauto

LAL tdeni, gan PBS, kura skidinatas glikoproteina frakcijas.
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3. attels. Kolorimetriska LAL testa uzraditais relativais endotoksina daudzums dabigos imiinmodulatoros.

Figure 3. Relative amount of endotoxin in natural immunomodulators as detected by colorimetric LAL
assay.
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legiitie rezultati rada, ka visos pétitajos paraugos, iznemot kontroli, endotoksina daudzums
ir [idzigs, absorbcijai pie 545 nm esot no 1,35 (AMPD 9. frakcija péc endotoksina eliminacijas)
Iidz 1,70 (LPS; 3. att€ls). Ta ka lentinana parauga esosais endotoksina relativais daudzums (1,55)
ir tuvs pasa lipopolisaharida parauga eso$ajam, domajams, ka izmantota metode endotoksina
noteikSanai dod ari nespecifisku, kliidaini pozitivu rezultatu ar citiem glikoproteiniem un
polisaharidiem. Kontroles eksperimentos izmaintotais lentinans ir komerciali iegadats produkts
(Elicityl, Francija), kas atbilstosi razotaja analitiskajam aprakstam ir attirits un brivs no LPS
piesarnojuma. Lai gan LAL metode ne vienmér ir preciza (Cohen 2000), tomér kontroles testos
(tidens un PBS) endotoksina relativais daudzums ir tuvs nullei. Lidz ar to var secinat, ka mérijjumu

gaita paraugu kontaminacija ar bakteriju endotoksinu nav notikusi.

Ar EndoTrap HD attiritajas AMPD frakcijas LAL detektgtais endotoksina Iimenis ir tikai
nedaudz zemaks neka apstradatajas frakcijas, lai gan proteina un enzima koncentracijas péc
apstrades ir butiski samazinatas (6. tabula). AMPD un LPS glikozidiskas dalas struktiiras 1idziba
nedod iesp&ju izmantot LAL testu, lai kontroleétu AMPD preparata piesarnojumu ar LPS. Tapéc
talakajos pétijumos biutu vélams izmantot uz citiem principiem balstitas metodes, kas spétu

diferencét LPS no glikoproteinus saturoSiem preparatiem, kads ir AMPD.

3.3. FURJE TRANSFORMACIJAS INFRASARKANA SPEKTROSKOPIJA

Lai salidzinatu AMPD un LPS strukturalo lidzibu un noskaidrotu, vai AMPD frakcijas ir
kontaminétas ar endotoksinu, tika veikta Furjé transformacijas infrasarkana spektroskopija
(FTIR), kas péc biologisko makromolekulu funkcionalo grupu raksturigajam kimiskajam saitém
lauj identificét konkrétu savienojumu tipu klatbiitni un relativo daudzumu. Absorbcijas spektrus
apskatija LPS 1 mg/mL koncentracija un 1. un 9. AMPD frakcijai (114 pg/mL un 372 pg/mL).
Lai kvalitativi salidzinatu un noteiktu atSkiribas, spektrus normaliz&ja jeb dalija mazakas dalas,

l1dz visiem bija aptuveni viena un ta pati absorbcijas intensitate.

FTIR jau iepriek§ izmantota ka metode, lai raksturotu lipopolisaharida uzbiivi vai

konstatétu ta klatbutni noteiktos apstaklos (Naumann et al. 1989., Parikh and Chorover 2008).
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4. att€ls. LPS un AMPD infrasarkanas absorbcijas spektri. Sarkana linija apzimeé LPS, zila — AMPD 1.
frakcija, melna — AMPD 9. frakcija. Spektri normalizeti Iidz vienadai absorbcijas intensitatei.

Figure 4. Infrared absorption spectra of LPS and AMPD. Red line indicates LPS, blue — AMPD fraction 1,
black — AMPD fraction 9. Spectra normalized until equal absorption intensity.

Absorbcijas spektra redzams, ka abos AMPD paraugos ir glikozidiskas saites pie aptuveni
1114 cm™ un 923 cm™, kas nav novérojamas LPS parauga (4. attéls). Izteiktak AMPD 1. frakcijai
pie 1050-1040 cm™ redzams pikis, kas atbilst O-H saitei oglhidratos. Ta ka 9. frakcijai ar lielaku
proteinu koncentraciju, iesp&jams, vérojama AMPD koncentracijas atkariga agregacija, kas maske

saites, veidojot lielakus agregatus.

Kopuma infrasarkana spektroskopija var sniegt visparigu novert§jumu par analiz€tajiem
paraugiem un paradit atSkiribas starp tiem, tomer augstvertiga FTIR spektra iegtiSanai, izmantojot
HTS-XT moduli, paraugiem (t.i., abam AMPD frakcijam) ir parak zema koncentracija, Iidz ar to
lielaka dala spektra absorbcijas rodas no PBS, kura glikoproteina frakcijas Skidinatas. Pie darba
izmantotajam glikoproteina kocentracijam §1 metode nav piemérota AMPD kvalitates kontrolei,

lai novertetu piesarnojumu ar endotoksinu.
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3.4. SKENEJOSA ELEKTRONMIKROSKOPIJA

IepriekS poliakrilamida gg€la elektroforézes rezultati radijusi, ka AMPD sastav no
vairakiem protetniem. Ta ka glikoproteinu komplekss ar AMPD aktivitati gélfiltracijas cela caur
G-200 kolonnu tiek ieguits ka kolonnas briva tilpuma eluéta frakcija, var izvirzit hipotézi, ka
AMPD atrodas kada proteinu kompleksa sastava (G. Makarenkovas pers. zin.). Tapéc, lai
vizualizétu AMPD strukttiru un noskaidrotu, vai glikoproteina frakcijas sastava ir kadi agregati,

veica sken&joso elektronmikroskopiju.

Elektronmikroskopa vizualizéja AMPD 1. un 9. frakciju (proteinu koncentracija attiecigi
114 pg/mL un 375 pg/mL; 6. tabula), LPS (1 un 10 pug/mL) un liellopu seruma albuminu (BSA;
120 pg/mL) ka standarta proteinu. Visi paraugi sakotngji bija Skidinati PBS, tapéc
elektronmikroskopijas attélos vérojamas fosfata salu kristalu kopas (1. pielikums). Tadél AMPD

frakcijas dializgja pret destileétu Gideni savukart LPS un BSA $kidinaja destiléta tideni.
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5. att€ls. AMPD skengjosas elektronmikroskopijas attéli. A — AMPD 1. frakcija skidinata PBS. B — AMPD
1. frakcija dializéta pret destiletu ideni. C — AMPD 2. frakcija Skidinata PBS. D — AMPD 2. frakcija
dializéta pret destilétu tdeni.

Figure 5. Scanning electronmicroscopy images of AMPD. A — AMPD fraction 1 dissolved in PBS. B —
AMPD fraction 1 dialyzed in distilled water. C — AMPD fraction 2 dissolved in PBS. D — AMPD fraction
2 dialyzed in distilled water.

AMPD paraugos péc dializes sali vairs nav redzami, un tajos novéro morfologiski
neviendabigus struktiras agregatus (5. att€ls C un D). Abas AMPD frakcijas ir redzamas 0,1-0,2

pum lielu lodisu kopas, kas liela koncentracija sakopotas kaudzes ar diametru aptuveni 1 um. Ne
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BSA, ne LPS paraugos Sadas struktiras redzamas nav un parsvara novero tikai fosfata salu
klatbatni (2. un 3. pielikums). Lidz ar to var secinat, ka attirits AMPD veido stabilus, dalgji

strukturtus proteina agregatus.

Atskiroties proteinu koncentracijai AMPD frakcijas, atSkiras ari struktiiras agregati.
Zemakas proteinu koncentracijas gadijuma (1. frakcija, 114 ng/mL) attéla fona redzams aluminija
folijas paliktnis — neveidojas vienlaidus virsmas parklajums ar mazak izteiktas morfologijas
struktiram (5. attéls B), kads redzams parauga ar augstako proteinu koncentraciju (9. frakcija, 375
pg/mL; 5. att€ls D). Labak eksponétas struktiras ar1 varétu skaidrot AMPD 1. frakcijas vairak
izteikto piki FTIR spektra 1050-1040 cm™ diapazona — zemakas koncentracijas strukturéti proteini

labak eksponé kimiskas saites (4. attéls).

AMPD eckstragg€jot ar acetonu vai &teri, skengjosaja elektronmikroskopa varétu novérot,
vai §ada veida iesp€jams izjaukt struktiiras agregatus, vai tomér ir kadas membranas, kas tos satur

kopa.

3.5. IZMAINAS IEKAISUMA CITOKINU SEKRECIJA AMPD, LPS UN
LENTINANA IEDARBIBA

Ar ELISA noteica dabigu imtinmodulatoru ietekmi uz iekaisuma citokinu tumora nekrozes
faktora o (TNFa) un interleikina-6 (IL-6) sekréciju periféro asinu mononuklearajas $tinas, kas
izdalitas no septinu veselu donoru asins paraugiem, Cetras un 24 stundas péc to pievienoSanas
$anam. Stinu kultivésanas barotném pievienoja attiecigi vai nu AMPD (10 pg/mL), vai LPS (1
pg/mL), vai lentinanu (10 pg/mL), abiem péd€jiem esot imiinmodulatoriem ar ieprieks$ aprakstitu
iedarbibu un darbibas mehanismu (Aderem and Ulevitch 2000, Matsuno et al. 2001, Stopinsek et
al. 2010, El Enshasy and Hatti-Kaul 2013).
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6. attels. A — TNFa sekrécijas izmainas monocitos pec Cetru stundu stimulacijas ar dabigiem
imtinmodulatoriem. B — TNFa sekrécijas izmainas monocitos péc 24 stundu stimulacijas ar dabigiem
imiinmodulatoriem. Standartnovirzes no septinu donoru paraugiem apzimétas ar kliidu intervalu stabiniem.
Statistiski butiskas atskiribas starp grupam noteica ar t-testu. AtSkiribas attieciba pret kontroli pie biitiskuma
Itmena p<0,001 apzimé&tas ar (***).

Figure 6. A — Changes in TNFa secretion in monocytes after stimulation with natural immunomodulators
for four hours. B — Changes in TNFoa secretion in monocytes after stimulation with natural
immunomodulators for 24 hours. Error bars indicate the standard deviation from seven donor samples.
Significance of the differences between groups were determined by the t-test. The differences in comparison
to the control cells at significance level p<0,001 are marked by (***).

Stimulgjosu ietekme uz TNFa sekréciju mononuklearajas Stnas raksturiga
lipopolisaharidam un AMPD ka 1slaicigas (Cetras stundas), ta ilglaicigakas (24 stundas) iedarbibas
rezultata. Cetras stundas kultivéjot mononuklearas $anas LPS klatbiitng, sekretéta TNFo
koncentracija sasniedz vidgji 422 + 28 pg/mL, bitiski (p<0,001) atskiroties no rezultata kontroles
paraugos, kur vidéja TNFa koncentracija ir 15 + 2 pg/mL (6. attéls A). AMPD ietekmé savukart
TNFa koncentracija sasniedz vidgji 144 + 8 pg/mL, Kkas, lai gan ir aptuveni tris reizes zemaka neka
péc stimulacijas ar LPS, tapat bitiski (p<0,001) atskiras no vidgjas vertibas kontroles paraugos bez
pievienotiem iminmodulatoriem. Lentinanam butiska ietekme uz §1 iekaisuma citokina sekréciju
netiek novérota, TNFa koncentracijai péc 4 stundam esot 11 + 3 pg/mL (p>0,05), kas ir apméram

10 reizes mazak neka AMPD gadijuma.

Péc 24 stundam LPS batiski (p<0,001) stimule TNFo sekréciju, ta koncentracijai

salidzinajuma ar kontroli (24 £+ 6 pg/mL) esot augstakai par vidgji 967 + 68 pg/mL (6. attels B). Ir
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vérojams art AMPD stimulgjosais efekts, TNFa koncentracijai sasniedzot 617 + 39 pg/mL, kas
butiski (p<0,001) atskiras no kontroles. Lentinana ietekmé savukart vidéja TNFa koncentracija ir
mazaka neka kontroles varianta jeb 19 £ 4 pg/mL, tom&r izmainas nav statistiski bitiskas (p>0,05).
AMPD ietekme $aja gadijuma ir Iidz 30 reizém sp&cigaka. Salidzinot ar ¢etru stundu inkubaciju,
péc 24 stundam AMPD un LPS izraisita efekta atSkiribas ir mazakas - AMPD iedarbiba ir aptuveni

1,5 reizes vajaka neka LPS.

LPS spgja stimulét TNFa sekréciju mononuklearajas Stnas skaidrojama ar to, ka uz
monocitu, makrofagu un neitrofilu plazmas membranas virsmas ir ekspreséts CD14 proteins —
recpetors, kas spgj saistit endotoksinu (Wright et al. 1990, Haziot et al. 1993, Fenton and
Golenbock 1998). Ta ka $im proteinam nav iek$$tinas doména, monocitu aktivéSana notiek, LPS
signalam $tinas membranu $kérsojot ar, pieméram, TLR-4 receptora palidzibu (Heine and Lien

2003). AMPD, domajams, darbojas lidzigi.

TNFo ka tipisks iekaisuma citokins ir iesaistits sistémiska iekaisuma un akutas fazes
reakcijas veidosana. Ta galvena loma ir imin$iinu regulacija, bet paaugstinata TNFa koncentracija
var izraisit gan iekaisumu, drudzi un apoptozi, gan inhib&t tumorogenézi (Gahring et al. 1996).
Tomer iekaisuma veicinasana ne vienmer ir nevélama. Briices mikrovide TNFa kopa ar IL-1 un
IL-6 darbojas ka parakrinie, autokrinie un, iesp&ams, arl endokrinie saimniekorganisma
aizsardzibas mediatori (Huttunen et al. 2000). TNFa paildzina iekaisuma $tnu atbildi, medigjot
neitrofilu un monocTttu piesaisti ievainojuma vietai un to aktivaciju (Heldin et al. 2001, MaCartney-
Francis and Wahl 2001). TNFa ir viens no citokiniem, kas iesaistits neovaskularizacija jeb jaunu
asinsvadu veidoSanas procesa. Tas iesaistits arT audu reparacija vai nu tiesi ietekmgjot endotélija
Sunu un fibroblastu funkcijas, vai netieSi — inducg€jot papildu citokinu un augSanas faktoru
produkciju (Gallucci et al. 2000). Balstoties uz $o informaciju, var spriest, ka attiecigos procesos,
piem&ram, hronisku brii¢u dziSanas gadijuma, kur raksturigs neliels, bet ilgstoSs iekaisums,
nedaudz palielinata TNFa sekrécija varétu palidzet iekaisumu veicinat un likt tam noritét straujak.
Lidz ar to $ada gadijuma, iesp&jams, AMPD biitu piem&rotaks imiinmodulators neka LPS, jo Sis

glikoproteins TNFa sekréciju stimulé meérenak.
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7. attels. A — IL-6 sekrécijas izmainas monocitos pec Cetru stundu stimulacijas ar imiinmodulatoriem. B —
IL-6 sekrécijas izmainas monocttos péc 24 stundu stimulacijas ar imtinmodulatoriem. Standartnovirzes no
septinu donoru paraugiem apzimétas ar kliidu intervalu stabiniem. Statistiski butiskas atSkiribas starp
grupam noteica ar t-testu. Atskiribas attieciba pret kontroli pie butiskuma Itmena p<0,001 apzimé&tas ar
(*¥**), pie p<0,0001 ar (****).

Figure 7. A— Changes in IL-6 secretion in monocytes after stimulation with natural immunomodulators for
four hours. B — Changes in IL-6 secretion in monocytes after stimulation with natural immunomodulators
for 24 hours. Error bars indicate the standard deviation from seven donor samples. Significance of the
differences between groups were determined by the t-test. The differences in comparison to the control cells
at significance level p<0,001 are marked by (***), at p<0,0001 by (***%*),

Ar1 IL-6 sekréciju gan Cetru, gan 24 stundu iedarbiba stimul&t sp&j gan AMPD, gan LPS.
Tapat ka TNFa, arT §1 citokina produkciju mononuklearajas Stinas vairak veicina lipopolisaharids
neka AMPD. LPS spéja stimulét IL-6 sekréciju aprakstita jau ieprieks (Sawa et al. 2008). Cetru
stundu laika LPS ietekm& IL-6 koncentracija sasniedz vidgji 1091 +47 pg/mL, kas butiski
(p<0,0001) atskiras no sekretéta IL-6 daudzuma kontroles paraugos (vid&ji 3 = 1 pg/mL; 7. attls
A). Lai gan stimul€josais efekts ir aptuveni 6,5 reizes mazak izteikts, tomér ari AMPD
iminstimul&josas iedarbibas rezultata IL-6 koncentracija (167 + 17 pg/mL) batiski (p<0,001)
atSkiras no kontroles. Lentinans IL-6 sekréciju isa laika posma neietekmé&, ta koncentracija

statistiski biitiski neatskiras no kontroles (p<0,05).

Lai gan mazaka méra (~4 reizes vajak) neka LPS (1436 + 39 pg/mL), ari péc 24 stundam
novéroja AMPD stimul&joSo iedarbibu uz IL-6 sekréciju mononuklearajas Stnas, citokina

koncentracijai sasniedzot vid&ji 327 + 24 pg/mL, kas butiski (p<0,001) atskiras no kontroles (12
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+ 1 pg/mL; 5. att€ls B). Lentinana ietekme uz §1 iekaisuma citokina sekréciju un koncentracijas

palielinasanos (15 + 2 pg/mL) nav statistiski biitiska (p>0,05).

Salidzinot sekretéto iekaisuma citokinu Ilimeni, redzams, ka kopuma abu dabigo
iminmodulatoru ietekmé& IL-6 produkcijas daudzums mononuklearajas Siinas palielinas vairak
neka TNFa. Tas skaidrojams ar to, ka ari TNFa induc€ IL-6 sekréciju Stinas, Iidz ar to Saja
gadijuma bez AMPD vai LPS ietekmes tiek sanemts v&l papildu stimuls no TNFa (Kuldo et al.
2005, Cheng et al. 2015). Savukart Schindler et al. (1990) pétijums paradijis, ka IL-6 inhibé LPS
inducétu TNFa sekréciju cilveka mononuklearajas Stnas, kas ar1 varétu skaidrot to, kapéc TNFa
koncentracija péc stimulacijas ar LPS mononuklearajas Stnas ir mazaka neka sekretétais 1L-6
daudzums. Atskiriba no TNFa, kur péc 24 stundu inkubé&Sanas atskiribas starp AMPD un LPS
efektu nav tik lielas, ka 1sas, 4 stundu, indukcijas gadijuma, IL-6 sekrécijas atSkiribas starp LPS

un AMPD stimul@tiem paraugiem ir lidzigas abus simul&$anas laiku gadijuma.

legiitie rezultati rada, ka AMPD lidzigi LPS stimulé iekaisumu regul&joSos citokinus, tai
skaita IL-6. Eksperimentos ar pelém paradits, ka IL-6 ir nozimiga loma bracu reepitelizacijas un
granulacijas audu veidos$anas procesa (Gallucci et al. 2000). Paradits, ka ari AMPD veicina brii¢u

reepitelizaciju zurkam (Nikolajeva et al. 2009).

Masihi et al. (1997) paradija, ka lentinanam piemit imiinsupresgjosas ipasibas un tas
samazina TNFa, bet ne IL-6 sekréciju. Lai gan $aja darba iegitie rezultati neparada statistiski
bitisku lentinana ietekmi uz neviena no iekaisuma citokinu sekréciju, redzama tendence
lentinanam 24 stundu laika attiecigi nedaudz samazinat TNFa un palielinat IL-6 sekréciju. Tomér
gan kontroles varianta, gan lentinana ietekmé& producéto citokinu koncentracija ir zema un
atSkiribas, ka jau mingts, nav statistiski ticamas. Siinas biitu jakultivé ilgaka laika perioda un

jaizmanto lielakas lentinana koncentracijas, lai noveértétu 1 polisaharida ietekmi uz monocitiem.

3.6. ENDOTOKSINA NEITRALIZESANA

Ta ka LAL tests nesp&ja diferencét AMPD un LPS, lai to izmatotu AMPD iesp&jama
piesarnojuma ar endotoksinu raksturos$anai un attiriSanai ar EndoTrap HD, tika izmantota AMPD

(10 ng/mL), LPS (1 pg/mL) un lentinana (10 pg/mL) apstrade ar polimiksinu B (PMB; 25 ng/mL),
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lai raksturotu $§1s LPS saistosas vielas iedarbibu uz imiinmodulatoru sp&ju izraisit izmainas TNFa

un IL-6 sekrécija.

Polimiksinu B izmanto, lai neitraliz€tu endotoksinu un ta izraisitos efektus (Warren 1982).
Tas saista lipopolisaharida esoSo lipidu A, veidojot kompleksu un nelaujot endotoksinam saistities

pie tam atbilstosajiem receptoriem (Morrison and Jacobs 1976).
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8. attels. A — TNFo sekrécijas izmainas monocitos pec Cetru stundu stimulacijas ar dabigiem
imiinmodulatoriem un endotoksina neitraliz€Sanas ar polimiksinu B (PMB). B — TNFa sekrécijas izmainas
pilno asinu paraugos pec Cetru stundu stimulacijas ar dabigiem imiinmodulatoriem un endotoksina
neitraliz€Sanas ar polimiksinu B (PMB). Standartnovirzes no tris donoru paraugiem apzimétas ar kladu
intervalu stabiniem. Statistiski biitiskas atSkiribas starp grupam noteica ar t-testu. Atskiribas pie butiskuma
Itmena p<0,01 apzimétas ar (**), pie p<0,001 ar (***).

Figure 8. A — Changes in TNFa secretion in monocytes after stimulation with natural immunomodulators
and endotoxin neutralization with polymyxin B (PMB) for four hours. B — Changes in TNFo. secretion in
whole blood samples after stimulation with natural immunomodulators and endotoxin neutralization with
polymyxin B (PMB) for four hours. Error bars indicate the standard deviation from three donor samples.
Significance of the differences between groups were determined by the t-test. The differences at
significance level p<0,01 are marked by (**), at p<0,001 by (¥**).

Vienlaikus kultivéjot mononuklearas Stnas gan LPS (1 pg/mL), gan polimiksina B (25
ug/mL) klatbiitng, sekretéta TNFo koncentracija ir butiski (p<0,01) zemaka (18 + 4 pg/mL) neka
tikai LPS ietekmé, kur ta paaugstinajusies 11dz 222 + 13 pg/mL (8. attéls A). Lidz ar to var spriest,

ka polimiksins B veiksmigi neitralizé LPS un ta sp&ju stimulét iekaisuma citokinu sekréciju, ka tas
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aprakstits ieprieks (Warren 1982). Lidzigu polimiksina B efektu uz AMPD nenovéro; TNFa
sekrécija mononuklearajas $unas tiek stimuléta ka AMPD, ta vienlaiciga AMPD un PMB
klatbuitneé. TNFo koncentracija abos variantos sasniedz attiecigi videji 119 + 8 pg/mL un 115+ 8
pg/mL, atSkiriba starp koncentracijam nav statistiski batiska (p>0,05). Lidz ar to var spriest
glikoproteina frakcija ar AMPD aktivitati nav piesarpota ar endotoksinu un tai paSai raksturiga
imiinstimul&josa ietekme uz iekaisuma citokinu sekréciju. Lai to parbauditu, $iinas kultivgja, tam
vienlaikus pievienojot gan AMPD, gan LPS. Sada varianta TNFa. koncentracija sasniedz vidgji
vid&ji 311 + 11 pg/mL. Polimiksina B klatbatné batiski (p<0,01) samazinas TNFa sekrécija, ta
koncentracijai esot 114 + 6 pg/mL, kas statistiski neatSkiras (p>0,05) no variantiem, kur $iinas
kultivéja AMPD, ka ari AMPD un polimiksina B klatbuitng (119 + 8 pg/mL un 115 £ 8 pg/mL).
Uzskatami redzams, ka PMB neitraliz€ tikai LPS, nevis AMPD. Ta ka ieprieks aprakstits, ka
polimiksins B saista lipopolisaharida lipidu A (Morrison and Jacobs 1976), nevis konservativo
regionu ta iek$gja serdé ka EndoTrap HD kolonnas gadijuma (Anonims B 2016), tad abu

imtunmodulatru strukturalas Iidzibas neietekmé So endotoksina neitralizéSanas procesu.

Lidzigus rezultatus uz TNFa sekréciju novero ari pilnu asinu paraugos, kur polimiksins B
neitraliz€ LPS (8. attéls B). Tas redzams péc ta, ka LPS ietekm& TNFa koncentracija sasniedz
vid&ji 285 + 7 pg/mL, bet, pievienojot PMB, sekretéta citokina koncentracija ir vien 26 + 3 pg/mL.
Atskiriba starp koncentracijam ir statistiski buitiska (p<0,001). Tada pati tendence ir vérojama ari
paraugos, kur uz §iinam iedarbojas ka AMPD, ta LPS — polimiksins B saista endotoksinu, 11dz ar
to TNFa koncentracija ir par vidgji 212 + 15 pg/mL zemaka neka paraugos, kur Stinas kultiveja
tikait AMPD un LPS klatbiitn€ bez pievienota PMB. Iekaisuma citokina koncentracija (vidgji 155
+ 8 pg/mL) Saja gadijuma ir lidziga tai, ko Siinas sekret&ja tikai AMPD vai AMPD un polimiksina
B klatbuitng (attiecigi 148 +11 pg/mL un 149 +8 pg/mL), vélreiz uzskatami paradot, ka
polimiksins B bloke tikai endotoksinu, nevis glikoproteina frakciju, kam paSai par sevi piemit

imunstimul&josas sp&jas.

44



1200 — 1200- o
1000+ — 1000- I
800 . 800+ I
- -
E 600+ £ 600t
B 200~ S 200+
o o
¢ 1501 ¢ 1504
-
= 100 = 100-
50+ 50-
0- 0-
) > > & RO R ERLL & W®
& o §°x R AR x\&i ¥ St L ,8“\0»52 RO
CF L LS EF L LEES S
€N VS € S NRCRVIR
*_o“ v V'QQ & *_o(‘ v O é‘\\
<
SV RN
9. attels. A — IL-6 sekrécijas izmainas monocitos p&c cetru stundu stimulacijas ar dabigiem

imiinmodulatoriem un endotoksina neitraliz€Sanas ar polimiksinu B (PMB). B — IL-6 sekr&cijas izmainas
pilno asinu paraugos pec Cetru stundu stimulacijas ar dabigiem imtnmodulatoriem un endotoksina
neitralizéSanas ar polimikstnu B (PMB). Standartnovirzes no tris donoru paraugiem apzimétas ar kliidu
intervalu stabiniem. Statistiski biitiskas atSkiribas starp grupam noteica ar t-testu. Atskiribas pie butiskuma
Itmena p<0,001 apzimé&tas ar (***).

Figure 9. A — Changes in IL-6 secretion in monocytes after stimulation with natural immunomodulators
and endotoxin neutralization with polymyxin B (PMB) for four hours. B — Changes in IL-6 secretion in
whole blood samples after stimulation with natural immunomodulators and endotoxin neutralization with
polymyxin B (PMB) for four hours. Error bars indicate the standard deviation from three donor samples.
Significance of the differences between groups were determined by the t-test. The differences at
significance level p<0,001 are marked by (***).

IL-6 sekrécijas izmainu datos vérojamas tadas paSas tendences ka rezultatos par izmainam
producéta TNFa koncentracijas. Gan mononuklearo §tinu, gan pilnu asinu paraugos IL-6 sekrécija
butiski (p<0,001) samazinas variantos, kur LPS neitralizé ar polimiksinu B (9. attéls A un B). PMB
neietekmé AMPD stimul€joSo ietekmi arm uz §1 citokina sekréciju, paradot glikoproteina
imunstimul&jojas 1paSibas un izslédzot iesp&jama piesarnojuma ietekmi uz AMPD izraisito
stimulgjoso efektu.

Lai gan Falagas and Kasiakou (2006) apkopojusi informaciju par polimiksina B
citotoksisko ietekmi uz Stinam, darba negativa PMB ietekme uz §inam vai iekaisuma citokinu

sekréciju nenovero — nav statistiski biitisku atskiribu (p>0,05) starp kontroles variantu un variantu,

kur kultivésanas barotnei pievienots PMB. Citotoksiska ietekme, iesp&ams, blitu novérojama, ja
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Stunas kultivétu ilgaka laika posma neka Cetras stundas vai ari ja ievérojami palielinatu PMB

koncentraciju.

Polimikstnam B nenovéro ietekmi art uz lentinanu un ta imiinmodul€joSajam sp&jam —
nevienas no izmainam citokinu sekrécija lentinana un PMB klatbtutn€ nav statistiski butiskas
(p>0,05). Tas skaidrojams ar lentinana strukturalajam atSkiritbam no LPS - lentinans ir
polisaharids un ta sastava nav lipids A, ko saista polimiksins B (Ikekawa et al. 1969, Morrison and
Jacobs 1976, El Enshasy and Hatti-Kaul 2013). Dati ar1 izsledz iesp&amibu, ka lentinans ir

piesarpots ar LPS.

Gan sekreteta TNFa, gan IL-6 koncentracija nedaudz augstaku Iimeni sasniedz pilno asinu
paraugos, salidzinot ar mononuklearo Stnu kultiram. Tas skaidrojams ar to, ka eksperimenta
izmanota 1 mL pilno asinu sastava ir gan vairak mononuklearo §tinu (2-9 x 10° §Ginu), neka uzséja
uz platém, gan ari citu imanstnu tipu, kas sp&jigi sekretét analiz&étos iekaisuma citokinus (Anonims

C 2016). Lidz ar to AMPD un LPS stimulg ari $o $tinu sp&ju producét TNFa un IL-6.

3.7. DABIGU IMUNMODULATORU, KA ARI AR SIEM
IMUNMODULATORIEM STIMULETU MONONUKLEARO SUNU
KULTIVESANAS BAROTNU IETEKME UZ DERMAS FIBROBLASTU
DZIVOTSPEJU UN PROLIFERACIJU

Son et al. (2007) ieprieks aprakstijusi B-glukanu imtinstimul&joso aktivitati, bri¢u dzisanu
veicinot divos veidos: netiesi aktiv§jot dazadu makrofagu citokinu, pieméram, TNFa, sekréciju,

vai tieSi ietekmgjot dermas fibroblastus, saistoties pie glukanu specifiskiem receptoriem.

Lai izvertétu ar imiin§iinu stimulacijas starpniecibu realizéto, AMPD, LPS un lentinana
ietekmi uz dermas fibroblastu dzivotsp&ju un proliferaciju, tos kultivéja 48 stundas gan
iminmodulatoru un polimiksina B klatbiitn€ tadas pasas koncentracijas, ka aprakstits 3.5. un 3.6.
apaksSnodala, gan pievienojot fibroblastu barotnei 25% ar imiinmodulatoriem stimul€tu
mononuklearo §tinu barotni. Vizuali noveértgjot Stinu skaitu gaismas invertmikroskopa redzes

lauka, sprieda par imiinmodulatoru tieSo un netieSo ietekmi uz Stinu proliferaciju.
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10. attels. Izmainas cilveka dermas fibroblastu stinu kulttiras, kultivgjot dabigu imtinmodulatoru un polimiksina B klatbtitn€. M&rogs atbilst 300 um.

Figure 10. Changes in human dermal fibroblast cell cultures, cultivating in the presence of natural immunomodulators and polymyxin B. Scale
corresponds to 300 pm.
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Ta ka vizuali redzes lauka nenoveéro atskiribas Stinu skaita (konfluences) pieauguma starp
kontroli un §tinam, kas kultivétas imtinmodulatoru klatbiitn€, var spriest, ka 48 stundu iedarbibas
laika analiz€tajiem imiinmodulatoriem nav ietekmes uz fibroblastu proliferaciju (10. attels).
Polimikstnam B pétitaja koncentracija un iedarbibas laikd nav raksturigas ietekmes uz Stnu

dzivotspgeju.

Ieprieks aprakstita LPS stimul€josa ietekme uz plausu fibroblastu proliferaciju (He et al.
2012).Tapéc, lai novertetu, vai LPS, ka art AMPD un lentinanam ir stimul&josa ietekme uz dermas
fibroblastu proliferaciju un dzivotsp&ju, biitu nepiecieSams eksperimentu atkartot, Stinas kultivejot

ilgaka laika posma (5-12 dienas).
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11. attels. Izmainas cilvéka dermas fibroblastu Stinu kulttiras, kultivgjot ar dabigiem imiinmodulatoriem stimul&tu mononuklearo $tnu kultivésans
barotnu klatbiitne. Merogs atbilst 300 pum.

Figure 11. Changes in human dermal fibroblast cell cultures, cultivating in the presence of with natural immunomodulators stimulated monoclear
cell media. Scale corresponds to 300 um.
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Dermas fibroblastus kultivéjot ar AMPD un LPS stimulétu PBMC barotnes piedevu,
novéro fibroblastu proliferacijas intensitates picaugumu, salidzinot ar kontroles variantiem (11.
attels). Izteiktaks efekts uz dermas fibroblastu daliSanos ir PBMC barotném, kas ar AMPD un LPS
inkubgtas 24 stundas (salidzinot ar Cetru studnu inkubacijas laiku). Atskiriba no LPS un AMPD

lentinanam nav $ada izteikti stimulgjosSa efekta.

Nemot vera, ka petijumi ar AMPD ir paradijusi, ka ta veicina briicu reepitelizaciju zurkas,
kur ar iesaistitas adas $tnas (Nikolajeva 2009) un prognozéjot AMPD preparata perspektivas tikt
izmantotam medicinas iericu sastava bracu apstradei, Sis glikoproteinu komplekss bitu
piemérotaks imiinmodulators dziSanas procesa neka LPS, jo gan enzima molekulara struktiira (210
kDa), gan tendence veidot agregatus lautu tam topikali saglabaties uzneSanas vieta, rados mazak
riskantus sisteémiskus efektus, kadi biitu raksturigi ~20 kDa masas LPS molekulam, difund&jot

organisma no uzneSanas vietas briicg.
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4, SECINAJUMI

. AttiriSana ar EndoTrap HD kolonnu un polimiksinu B neuzrada butisku LPS piesarnojumu
AMPD frakcijas, tomér AMPD dod pozitivu reakciju ar LAL testu, kas norada uz ta strukturalo

lidzibu ar LPS un sarezg1 kvalitates kontroli;

. Pétitajas koncentracijas AMPD stimul€ iekaisuma citokina TNFa sekréciju mononuklearajas

Stnas 1,5-3 reizes vajak neka LPS un 10-30 reizes spécigak neka lentinans.

. Petitajas koncentracijas AMPD stimulé IL-6 sekr&ciju mononuklearajas $iinas mazaka méra
neka LPS (4-6,5 reizes vajak), bet tas iminstimul&josa aktivitate attieciba pret So ickaisuma

citokinu ir izteikti augstaka neka lentinanam;

. AMPD un LPS netiesi jeb caur mononuklearo $tinu stimulé$anu veicina dermas fibroblastu

dzivotspé&ju un proliferaciju;
. Skengjosas elektronmikroskopijas uznémumi parada, ka glikoproteinu frakcijam ir tendence

veidot polimorfas agregatu strukttras, kas varétu pastiprinat imtino iedarbibu un topikalas

aplikacijas gadijuma aizkavet migraciju sistémiska limen.
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PIELIKUMI



1. pielikums
PBS skidinatu AMPD (A) un LPS (B) skengjosas elektronmikroskopijas attéli.

Scanning electronmicroscopy images of AMPD (A) and LPS (B) dissolved in PBS.
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2. pielikums
BSA skengjosas elektronmikroskopijas attéli. A — BSA skidums PBS. B — BSA skidums destiléta tideni.

Scanning electronmicroscopy images of BSA. A — BSA solution in PBS. B — BSA solution in distilled water.
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3. pielikums
LPS skengjosas elektronmikroskopijas atteli. A — LPS 10 ug/mL B — LPS 1 pg/mL.

Scanning electronmicroscopy images of LPS. A —LPS 10 ug/mL B — LPS 1 pg/mL.
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Magistra darbs “Dabigu imtnmodulatoru kvalitates kontroles metoZzu izvertéjums un
stimuljosas iedarbibas salidzinajums ar baktériju endotoksinu” izstradats LU Bioanalitisko un
biodozimetrijas metozu laboratorija un LU Biologijas fakultates Mikrobiologijas un

biotehnologijas katedra.
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Autors: Agija Lace 07.06.2016.

Rekomendgju darbu aizstavésanai

Vaditajs: Dr. h. biol. Indrikis Muiznieks 07.06.2016.

Recenzents: Dr. biol. Nils Rostoks

Darbs iesniegts Mikrobiologijas un biotehnologijas katedra 09.06.2016.

Metodike:

Darbs aizstavets bakalaura gala parbaudijuma komisijas sédé
14.06.2016. prot. nr. , Vertéjums

Komisijas sekretars:




