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Anotacija

Funkcionala partika satur biologiski aktivas vielas ar pieraditu ietekmi uz kadas
slimibas riska faktoriem. Partikas proteini pasi var kalpot ka profilakses Iidzekli, bet papildus
tiem enzimatiski saskeloties veidojas biologiski aktivi peptidi. Vispirms soja, bet péc tam
rudzos, kvieSos, miezos un tritikale atklatais 43 aminoskabju gar§ peptids lunasins spgj
preventet, inhibe un apstadinat véza Stinu augSanu, samazinat zema blivuma lipoprotetnu

Itmeni asinis, un tam piemit pretiekaisuma aktivitate.

ST pétijuma mérkis bija izstradat lunasina noteik$anas ELISA metodi un noteikt lunasina
biostabilitati pelu audos, ka arT parbaudit lunasina citotoksicitati normalas un cilvéka véza
Stnu linijas. legitie dati liecina, ka ar ELISA metodi var noteikt lunasinu koncentracija no 20
lidz 120 ng/ml. Parbaudot lunasina atglistamibu pelu audu homogenatos, atklajam, ka ar
graudu saturoSu partiku barotam pelém lunasins akumulgjas niers. Lunasins uzradija

toksicitati eksperimenta PA1 un SH-SY5Y $§inu linijas.

Atslegvardi: Lunasins, ELISA, atglistamiba, véZa Stinu linijas.



Annotation

Functional foods contain biologically active substances with a preventative effect on a
disease risk factors. Food proteins themselves and enzymatically formed biologically active
peptides can serve as a prophylactic means. First of all in soy, then in rye, wheat, barley and
triticale the 43 amino acid long peptide lunasin with anti-inflammatory action and ability to
prevent proliferation and growth of cancer cells was found. Later it was shown that lunasin
reduces level of low-density lipoproteins in the blood. This study aimed to develop ELISA
method for measurement of lunasin content and to determine biostability of lunasin in mouse
tissues as well as to test lunasin cytotoxicity in normal and human cancer cell lines. The
obtained data show that with the ELISA assay one can detect lunasin at concentration from
20 to 120 ng / ml. We found that lunasin accumulates in kidney and brain of the grain-based
food fed mice. Lunasin showed no toxicity to human cancer cell lines used in the

experiments.

Key words: lunasin, ELISA, recovery, cancer cell lines.
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IEVADS

Soja ir pazistama jau vairak neka 5000 gadu. To ilgu laiku lieto gan partika, gan
medicina. Tagad sojai no jauna ir pieversta uzmaniba, jo paslaik ta tiek aktivi pétita ka
funkcionala partika. Par funkcionalo partiku var saukt jebkuru augu valsts izcelsmes
produktu, kas pozitivi ietekme cilvéka veselibu. Funkcionalas partikas izp&te un informacijas
izplatiSana ir loti bitiska. Izp&tot augu valsts ,,zales”, més paplasinam zinaSanas par slimibas
mehanismiem un to vaji izprotamiem punktiem, pietuvinam jauno zalu vielu un darbibas
principu atklasanu. Un arT pasargajam sevi no slimibam un vides kaitigiem faktoriem uznemot

veseligu un funkcionalu partiku.

Lunasins ir 43 aminoskabju gar§ peptids, kas pirmoreiz tika atklats sojas pupas
(Glycine max). To atklaja Alfredo De Lumen ASV 1996 gada. Atklajums bija izdarits nejausi,
bet tas veicinaja ped€jo gadu laika intensivu §1 peptida izpeti. Atklaja, ka lunasinam piemit
pretkancerogénas (1), holesterinu pazeminosas (2) un pretiekaisuma ipaSibas (3). Nemot véra
véza izplatibu pasaul€, funkcionalais uzturs ar profilaktiskam pretvéza 1pasibam ir loti
perspektivs petijumu virziens. Lunasins ir atrasts ar citos partika plasi izmantotos augos:
miezos, rudzos, kvieSos un nesen més atklajam lunasinu art tritikalé. Lunasinu sintezét ir
parak dargi, tapéc petijjumos izmanto no augiem ekstrah&tu lunasinu. Pedgja laika ir publicéti
vairaki raksti par lunasina frakciju izolé$anu no augiem un rekombinéta lunasina iegtiSanu (5,

6, 7).

Darba meérkis: izstradat ELISA metodi kvantitativai lunasina noteikSanai un to izmantot
lunasina biostabilitates un citotoksicitates petijjumiem.

Darba uzdevumi:

1. Izmantojot  poliklonalas lunasina antivielas, izstradat enzim-saistito
imunosorbentmetodi (Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)) lunasina satura

merfjumiem.
2. Noteikt lunasina biostabilitati pelu audu homogenatos un uzkrasanos organos.

3. Noskaidrot lunasina citotoksicitati cilvéka véza Siinu Iinijas, kontrolei izmantojot

normalas $unas.



Lunasina metode izstradata un lunasina satura petijumi veikti Latvijas Universitates

Medicinas fakultaté farmacijas programma sadarbiba ar Farmakologijas katedras p&tniekiem.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Peptids lunasins un ta atklasanas vesture

1996. gada, kad Dr. Alfredo Galvez stradaja pie sojas proteinu uztura ipasibu
uzlabosanas Dr. de Lumen's UC Berkeley laboratorija, vin$ nejausi atklaja lunasinu. Dr.
Galvez ar bioinzenérijas palidzibu méginaja ievietot sojas DNS papildus GM2S-1 génu, kas
ka sakotngji bija domats kode ar metiontnu bagatu proteinu sint€zi. P&c veiksmiga
eksperementa izradijas ka $is géns kod€ vél 3 vielas: signala peptidu, lunasinu un savienotaj-
peptidu (linker peptide) (1, 8). P&c §i eksperimenta lunasinu pirmo reizi izdalija no sojas

pupam (Glycine Max) (8).

Sojas lietoSana partika epidemiologiskajos pétijumos tiek saistita ar zemu mirstibu no
prostatas, krits, resnas zarnas, endometrija véza un citiem véZa veidiem (1). Ta piem&ram
dienvidaustrumu Azija, kur racions ir izteikti bagats ar sojas produktiem, ir 4 lidz 10 reizes
zemaks mirstibas risks no kriits vai prostatas véza. Mainoties di€tai strauji mainas ari
saslimstiba ar vézi. P&tljumi parada, ka sojas proteina lietoSana partika Azija vidgji ir no 10
g/diena, Kina 30 g/diena, Japana un Taivana 50 g/d (1). Cilveki, kas &d ar fitosteroniem
bagatu partiku, pieméram, soju, retak mirst no krits v€za. Sojas produkti satur dazadas
funkcionalas vielas un veido spécigu aizsardzibu pret kriits v€Za iniciaciju, promociju un/vai
progresu. So vielu skaita ir izoflavoni, saponini, fenolskabes, fitoteroli, proteazu inhibitori,

bioaktivie proteini un peptidi (9).

Nemot véra sojas lictoSanas partika un véza saslimstibas epidemiologiskos datus,
pirmajos jaunatklata peptida lunasina petijumos parbaudija tiesi ta antikancerogénas ipasibas.
A. Galvez, transfekt€jot ar lunasina génu ziditaju Siinas, pamanija, ka tam ekspres€joties
Stnas tiek partraukta mitoze, rodas hromosomala fragmentacija un apoptoze. Izradijas, ka
peptidam piemita sp€jas apstadinat Stnas daliSanas ciklu, saistoties ar hipoacetilétiem
histoniem (10). Sis Tpasibas dél peptidu nosauca par lunasinu no varda ,,Lunas” kas nozimé

zales (cure) (11).

Turpmakajos pétijumos Dr. Galvez paradija, ka lunasins ir sojas 2S albumina (Gm2S-
1) sika subvieniba (11) un, ka, izpemot antikancerogéno efektu, tas uzrada ari holesterina
pazeminosas 1pasibas (2), un 2008 gada vins publicgja atklajumu, ka jaunatklatajam peptidam

piemit arT pretiekaisuma efekts (3).



Lunasina molekula sastav no 43 aminoskabem:

v

SKWQHQQDSCRKQKQGVNLTPCEKHIMEKIQGRGDDDDDDDDD (4, 7). So

struktiru var sadalit p&c funkcionalitates atseviskas dalas.

SKWQHQQDSCRKQKQGVNLTPC EKHIMEKIQGRGD

Mérke lunasinu uz histoniem. RGD

Funkcijas nav vai nezinama . < R S g
Neietekmé acetilaciju Internalizacija 50na

KWQHQQDSCRKQKQGVNLTPCEKHIMEKIQGRGDDDDDDDD

EKHIMEKIQGRGDDDDDDDDD s
H4 acetilacijas inhibicija (Lys5,8,12,16) TieElcaitas ar Mot niaet.
H3 acetilacijas inhibicija (Lys5, 14) H4 acetilacijas inhibicija (Lys5,8,12,16)

H3 acetilacijas inhibicija (Lys 9,14)

1.1 att. 43 aminoskabju garas lunasina molekulas funkcionalas dalas.

Pateicoties poli-D (asparginskabes) molekulas astei, kurai piemit negativs ladins,
lunasins saistas pie pozitivi ladétiem (deacetilétiem) histoniem, kas atrodas kondenséta
hromatina nukleosomas (1). Saistijies tas preventé histonu acetilaciju, blok&ot génu
transkripcijas aktivitati (11). Tas notiek tapéc, ka DNS ir negativi ladéts polimérs un
histoniem acetilgjoties ar1 paradas negativs ladips, ka rezultata DNS un histoni savstarpgji
atgriizas un brivai DNS var notikt transkripcija. Lunasins lielaka mera saistas ar kondenséto
hromatinu pie centroméru kinetohoras (mitozes laika), un teloméras dalas, jo Sie regioni satur
vairak deacetiléto histonu. Centroméra lunasins nelauj notikt kinetohoru proteinu piesaistei
centrom&ram, ienemot sasistiSanas vietu pie kinetohoras, tadgjadi blok&jot mikrotubulu

piesaisti hromosomai. Tas izraisa mitozes arestu un $tinas navi (1, 10, 11).

RGD motivs nav raksturigs tikai lunasinam, §is Tsais motivs nosaka molekulas piesaisti
véza Stnas ekstracelularam matriksam (10, 12). Lielakoties peptidi, kam piemit §Is motivs,
preventé véza Stinu metastazéSanos, kas ir saistita ar to konkur€joso piesaisti ekstracelularam
matriksam (13). Sis tripeptids ir $@inu adhézijas saits, kuru atpazist integrini (§inu adhézijas
un internalizacijas receptori), kas atrodas ekstracelularaja matriksa un $tinu virsmas proteini
(12). Kopuma pasiem RGD tripeptidiem piemit sp&ja aktivét apoptozi dazadas Stnu linijas

kaspazu-atkarigo celu stimulé$anas dél (14, 15). RGD ari spgj izraisit citotoksicitati pilnigi
7



transformétas cilvéku véza $tnu linijas, art HL 60 cilvéku leikémijas $tnas (14). Tiesi RGD
motivs lunastnam nodros$ina internalizaciju C3H10T1/2 pelu mezenhimas Stnu kodolos, bet
pretstata internalizacijai NIH3T3 pelu fibroblastu $tinas tas pilnigi nav nepieciesams (16). Tas

izsaka, ka RGD motiva loma ir specifiska Siinu tipiem. Lunasins internaliz€jas Stnas dazu

minasu laika un jau péc 18 stundam ir atrodams Stnu kodolos (1.2. att) (17).

DAPI Lunasins MAD Kopa

1.2.att. Lunasina atraSanas C3H 10T1/2 Sinu kodola. DAPI Kkodola iezime (zils
krasojums) attélo kodola hromosomas, Lunasina flourescenta izmunizésana (zal§ krasojums),
MAD (sarkans krasojums) $iinas cikla checkpoint proteina iezime. ,,Kopa” attélots lunasins

saitijies pie teloméram metafazes laika (16).

Peptida prognozg€jama otrgja struktiira ir redzama 1.4. att€la (18). Uzskata, ka helicem
piemit homologija ar noteiktu regionu hromatina saisto$o proteinu — histonu struktiira (16).
Peptids ir |oti termoizturigs. Tas saglaba sakotn&jo bioaktivitati pat pec 5 min varisanas 100°C

().

1.3. att. Iespéjama luanasina otréja struktira.

8



Lunasina peptids var veidot dim&rus, trimérus un heksamerus, bet pagaidam §1 paradiba
nav lidz galam izpétita (19, 20). Attela 1.4. redzams, ka tirs lunasins uzrada g€la 2 joslas,
vienu pie 545 kDa un vienu pie 13 kDa, kas nav uzskatama par lunasinu, bet par
piemaisijumu, kas var saistities ar lunasina poliklonalajam antivielam. Hidroliz&ts proteins un
izolats ari parada joslu virs 5,45 kDa. Zinatnieki pielauj, ka 16 kDa varétu atbilst lunasina
trim&ram. Ja pietur&tos pie $1s hipotézes, tad 30 kDa josla var&tu atbilst lunasina heksam&ram.
Pagaidam Sie secinajumi ir teorétiski un peptidu mijiedarbibas daba tiek pétita (19). 2010.
gada, petot lunasinu miezos, pé€tnieki sastapas ar iesp&jamu lunasina diméru 9 kDa, kas kopa
ar parasto lunasina monoméro molekulu tika izdalits no zurku nierém un aknam.

Farmakologiskais efekts diméram un sint&tiskajam lunasinam ir lidzigs (20).

woie T e BB 301D

i w—l16 kDa
13 kDa —p
Lunasin 5.45 kDa)

T

1.4. Att. Vesternblota analize komerciali pieejamiem lunasina avotiem. A-

hidrolizétais sojas proteins; B-izolétais sojas proteins; C-sojas parslas; D-sojas

proteina koncentrats; L-tirs lunasins (2.5ug) (19).

Citi pétnieki arT pamanija interesantu sakaribu starp no audiem izol€to lunasinu un
molekulas svaru. Ta no Zurku, kas bija barotas ar lunasinu bagato soju, asinim atgutais
lunasins bija monoméra veida, bet atgtitais no aknam diméra veida. Tome&r abi lunasina veidi

uzradija vienadu bioaktivitati un darbojas lidzigi ka sintétiskais lunasins (21).



1.2. Glycine max un taja saturosas funkcionalas vielas

Soja (Glycine max) ir viengadigs taurinziezu dzimtas paksSaugs. Partika izmanto sojas
pupinas, kas ir svarigs augu olbaltumvielu avots. Sojas dabiskais izplatibas areals ir Kinas
centrala dala. Ir zinams, ka soja jau vairak neka 5000 gadus Kina tiek lietota uztura.
Misdienas lielaka dala sojas tiek izaudzéta Amerikas Savienotajas Valstis, Brazilija un

Argentina.

Sojas pupas pirms lunasina tika atklatas citas funkcionalas vielas ar preventivo pretvéza
darbibu, to skaita intensivi pétits tika Bovmana birka proteazes inhibitors jeb BBI. Tas ir 71
aminoskabju gar§ peptids, kam piemit spa inhib& serina protedzes — tripsinu un
himotripstnu. Tripsina inhibicijas saits asoci€jas ar negativu ietekmi uz di€tas proteinu
biopieejamibu, bet himotripsina inhibicijas saits ar véza preventivo efektu (22, 23). BBI ir
iesaistits iekaisuma procesos, samazina oksidativa stresa bojajumu, supresé kancerogenézi,
ietekmgjot protolitiskos procesus un kontrolgjot proto-onkogénu ekspresiju (9). Diemz¢l lielas
izmaksas BBI attiri$anai neatstdj izvéli un ir jalieto BBIC, kas ir BBI proteinu koncentrats
(Bowman Birk inhibitor concentrate) un bez BBI satur citu proteinu piemaisijumus. Uzskata,
ka BBIC piemit preventiva darbiba pret dazadiem vezu veidiem, kurus eksperimentos inducé
ar kimiskiem kancerogéniem un radiaciju (24). Un pétijumos par visa BBIC aktivitati
pienéma BBI efektus, nenemot véra par€jos proteinus un peptidus BBIC sastava (21). Bet
veicot detalizétako BBIC izpéti, atklajas, ka koncentrats satur 360 ng/pug lunasina un 74.4
ng/ug BBIuz 1 pg proteina. Lunasins sastada aptuveni 44% no totalas BBIC protetna masas.
Tas nozimé, ka mingtajos BBIC efektos ir iesaistits lunasins un varbiit ar citi peptidi (21).
Paslaik BBI tiek parbaudits kliniskajos pétijumos uz cilvékiem un ir paradijis labu pretvéza

darbibu in vitro un in vivo (1).

Viens cits peptids ir biezi minéts, runajot par sojas pretvéza Ipasibam, un tas ir KTI jeb
Kunitz trypsin inhibitor vél viens protedzes inhibitors, kuru izdalija no sojas pupam. ST
peptida galvena loma kancerogenézé ir pirmkart véza $linu invazijas un metastazu supresija

(25). KTT uzrada ari véza MCF-7 un HepG2 hepatomas $tinu augSanas inhibiciju (26).

Genisteins, daidzeins un gliceteins ir tris galvenie sojas izoflavoni, kuru struktira ir
lidziga estrogéniem (27). To paplasinata izpéte paradija ginesteina sp&ju inhibet
kancerogenézi ar vairakiem darbibas mehanismiem (28). Neskaitot ta estrogénos efektus, tam

vel piemit anti-kancerogéns efekts estrogénu neatkariga cela. Tapéc ginesteins ir kluvist par
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perspektivu vielu ER-negativa véza arstéSana. Genisteinam piemit ari brivo radikalu

piesaistiSanas efekts (9).

Sojas pupas atrasti arT glikoproteini lektini, kam piemit véza preventivas ipasSibas un ari
citotoksisks efekts uz cilvéka kriits véza, aizkunga véza un kunga véza $tinu linijam (29, 30).
VEl dazi no plasi pétitiem pretvéza vielu kandidatiem soja ir inositola heksofosfats (phytic
acid) un B-sitosterols. Un v&l sojas funkcionalo sastavdalu skaita ietilpst imunomodulatori
peptidi, kas nomac superoksida anjonus, aktivé nespecifiskas imunitates aizsargfunkcijas.
Citiem peptidiem piemit angiotenzina konvertéjosa enzima inhibicijas aktivitate un

antiosidativa, pretaptaukosanas aktivitate (19).

Divas tresdalas no publicétajiem epidemiologisko p&tijumu rakstiem par véza profilaksi
saista to ar sojas patérinu (31). ASV Food and Drug Administration rekomendé cilvékiem,
kas grib samazinat holesterina Ilimeni un kardiovaskularo slimibu risku lietot 25 g sojas
proteina diena, kas ir ekvivalenti aptuveni 250 mg (32). Vai §1 deva ir pietickoSa véza
preventivos nolikos v€l nav zinams. PaSlaik no sojas s€klam izdalitie bioaktivie peptidi:

lunasins un BBI tiek intensivi pétiti ka pretvéza aizsardzibas vielas (19).

1.3. Lunasins augos un komerciali pieejamos produktos

Lunasins ir atrasts visas sojas pupu Skirn&s (1). Un veél mieZos, kvieSos, rudzos,
amaranta (amaranth) un naktenu dzimtas augos (9, 20). Un ari dazos auglos un citu sugu
augos (sunberry, wonderberry, jimson weed un bladder-chery) koncentracija no 0.013 lidz
8.1 mg/g proteina (9). Miisu universitaté veiktajos petijjumos lunasins tika atrasts arT tritikalg,

kas cilveka radits graudaugs, sakrustojot rudzus un kviesus (4).

Lunasina koncentracija varié dazados augos un to genotipos. Galvenokart ta ir atkariga
no auga Skirnes un audze€Sanas apstakliem, tadiem ka temperatiira un augsnes mitrums.
Parbaudot audzésanas faktoru un Skirnes likumsakaribas lunasina biosint€zei sojas augos,
Wang un lidzautori paradija, ka augsnes mitrums vismazak ietekméja lunasina koncentraciju,
salidzinot ar temperatiras iedarbibu uz visam skirném. Lielakas sakaribas bija starp sojas

genotipu un temperatiiru un mitrumu. Tas nozimé&, ka katrai Skirnei maksimala lunasina
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koncentracija tiek sasniegta pie raksturigas temperatiiras un augsnes mitruma (18). Seklu

digsanas laikam arT ir ietekme uz izaugusa auga lunasina saturu (33).

1.1. Tabula. Lunasina daudzuma salidzinajums daZadas sojas Skirnu klases (19).

vid. lunasina saturs vid. lunasina
Sojas skirpu Skirnu mg/g ekstragéta saturs mg/g lunasina konc.
klase skaits proteina miltos robezas Skirnés mg/g
Ekzotiska 95 59+33 53+29 1,0-133
Veca 33 72+1,9 6,5+1,6 3,6 -10,1
Moderna 16 6,4+19 6,0+1,7 3,3-95

Starp 144 visizplatitakajam sojas Skirném lunasina koncentracija varigja no 0.1 Iidz 1.3
9/100 miltu (19). Sojas pupu s€klas bez BBI arT atrasts lunasins koncentracija no 3.3 lidz 16.7
ng/mg s€klu, kas liecina par to, ka augs producé lunasinu bez BBI starpniecibas (34). Tika
veikti pétijumi sojas pupu sugai Teakwongkong lai uzzinatu, kad lunasins paradas auga.
Rezultati parada, ka lunasins var noteikt auga péc 6 nedélam (0.01 pg/g s€klu). Bet
maksimala koncentracija paradas izauguSam augam - 0.12 pg/g s€klu (35). Seklu
sagatavoSana pirms iestadiSanas arT ir svariga, pieméram, s€klu diedz€Sana tiden1 samazina
lunasina koncentraciju jau péc 2 dienam, bet pec 7 dienam tas vairak nav seklas izmerams,

gan gaismas, gan tumsas apstaklos diedz&tam seklam (35).

2004 gada tika publicéts pétijums par lunasina saturu komerciali pieejamos sojas
produktos. Sojas proteina lunasina koncentracija bija 13—44 mg/g miltu, ar lunasinu bagatos

sojas miltos koncentracijas sasniedza 27.3 mg/g miltu (19).

1.2. tabula. Lunasina saturs dazados sojas produktos (19)

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 44 6

(82% protein)




2009. gada tika publicéti dati par lunasina saturu komerciali pieejama sojas partika
piens, zidainu formulas, tofu, pupu kréjuma, sojas pupu kiika un citos produktos. Pielikuma 1.
Ir paraditi dati par produktiem un lunasina, BBI saturu tajos. So abu peptidu koncentracijas
visticamak atskiras produktos, lietojot dazadu augu Skirnu un pagatavosanas procesa
tehnologiju (36). Vidgji sojas pupas satur 40% proteinu, 50-70% no tiem ir b-konglicinins un
glicinins (37, 38).

1.3. tabula. Lunasina satura dazadas miezu $kirnas (20).

Lunasin®
Protein® (ng/pg Lunasin®

Cultivars (peg/ml) protein)  (pg/g seed)
Hordeum vulgare L.

cv. Kunkang 1.89 019 6209 469x22

cv. Dahyang 256220 62x07 63.8x36

cv. Dasong 250200 31x06 307x19

cv. Nonghwa 283x260 1.1x02 127x009

cv. Salrok 287x290 86=x1.1 99.0x43

cv. Olbori 2491200 53x08 525x39

cv. Teapyung 225210 T76x10 682x42

cv. Taegang 193190 2405 184=x1.1

cv. Heanchal 225230 32x06 239x08

“Values represent averages + standard deviations from triplicate
determinations.

Miezu séklas lunasina koncentracija ir 99 pg/g séklu, kas ir daudz lielaka neka sojas
seklas (20). Lidzigi ka soja miezos lunasins paradas septitaja seklu diedzéSanas nedela. Bet
test€jot auga ekstraktus uz HAT (histonu acetiltransferazes) enzima inhibiciju, efekts sak
paradities jau otraja ned€la, kad paradas lunasins, un gandriz nemainas lidz septitajai nedelai

(20).
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1.5. att. A dala: Vesternblota analize. 1-8 audzé$anas nedélas, M molekularie markieri, L
sintetiskais lunasins. B dala: divu histonu inhibicijas atkariba no iegiita auga ekstrakta

katra nedela.

Ir noteikta lunasina koncentracija arT kvieSos 3.95-17.2 mg/g proteina (40), amaranta
(Amaranth) 11.1 pg/g proteina (41) un tritikale 0.43 — 6.46 mg/g graudu (4). Bet pagaidam
nav datu, kas paraditu lunasina koncentraciju no graudiem iegiitos partikas produktos. Bet
ka var redzeét pielikuma 1. vislielaka lidziba lunasina koncentracija no test€tiem sojas

produktiem ar kvieSiem un mieZiem ir novérojama sojas piena produktos (11).

Ir izvirzita hipotéze par to kadam nolukam kalpo lunasins augos. Tiek piedavata ta
loma seklu attistiba. Tris angiospermas s€klu attistibas stadijas ir: atra daliSanas un
diferenciacija, Stinu daliSanas partraukSana centralas parenhimas S$iinas digllapu un
agiospermu augiem, kam seko Siinu palielinaSanas izméra, pieaugot oglhidratu, proteinu,
lipidu un nukleinskabju biosintézes intensitatei. Nobeiguma s€klas dehidratéjas. Ta notiek
s€klu attistiba un nobrieSana. Otra faze tiek uzskatita par Tpatn€ju angiospermas séklam, kad

notiek DNS endoreplikacija, tas nozim& DNS replikacija bez sekojosas $tinu daliSanas.

Endoreplikacija ir patn&js kodola process, kad Stinas cikla notieck G1 un S fazes bez
sekojosas Stinas daliSanas, ta DNS sintéze ir atdalita no daliSanas, laujot pavairot DNS
intensivakai vielu sint€zei un produktu uzglabaSanai. Lunasina loma S$aja procesa ir

endoreplikacijas nodros§inasana, tada veida tas aktivé otro s€klu attistibas fazi. Zinatnieki
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izvirzija teoriju, ka visas angiospermas séklas ir jabiit lunastnam. Miezos un kvieSos tas ir
pieradits, bet parastas pupas nav atrasts, tomér secinat, kada isti ir lunasina loma augos, vél ir

par agru (1).

1.4. Lunasina iegiSans iespéjas

Patlaban tiek mekléti jauni efektivi un izmaksas zina izdevigi lunasina iegiiSanas celi.
To veicina sintétiska lunasina loti augsta cena un augoSs pétijumu skaits (3). Pirmo reizi
2009 gada izdevas izdalit un attirit lunasinu no beztauku sojas miltiem. V&l zinatnieki
publicgja pirmo veiksmigo méginajumu rekombinantai lunasina ekspresijai E. coli baktérijas,
lietojot T7 ekspresijas sisteému lunasinam. Tika uzsintez&ts lunasina géns ar polimerazes kédes
reakciju, ievietojot taja poli-histidina (histidina aminoskabju sekvence) iezimi pie C- un N-
terminala. Géns tika ievietots pET29a plazmida, kuru ievietoja baktérija. Péc 4 stundam
lunasina koncentracija Luria-Bertani barotn€ sasniedza 4,73 mg/L un tas neietekmgja

bakteriju augSanu vai lunasina ekspresiju (42).

Parbaudot rekombinéta lunasina aktivitati atklajas, ka tas darbojas analogiski
sintétiskajam un uzrada tadas paSas 1pasibas. Molekulas svars bija ka prognozéts 11,35 kDa,
kas ir lielaks par lunasina monoméra svaru tapéc, ka ir pievienotas histidina aminoskabju
iezimes. Rekombinétais lunasins ir 92-aminoskabju gars. Sis lickas aminoskabes pagaidam
neparada izmainas bioaktivitate, salidzinot ar dabisko 43 aminoskabju garo lunasinu, un
uzrada tadas paSas 1paSibas. Salidzinot ar citam piedavatajam lunasina ekstrakcijas vai
sintézes metodem, §1 metode ir loti laika un izmaksu zipa izdeviga. Salidzinot ar

rekombinanto ekspresiju, lunasina ekstrakcija no augu materiala ir |oti sarezgits process (42).

Mgginaja ekspresét E. coli baktérijas lunasina un zali fluorescgjosa proteina kompleksu
(Green flourescent protein (GFP)-lunasins), bet §1 kombinéta molekula izsauca toksicitati un
baktériju navi (43). Tomér GFP-lunasinu var producét liela daudzuma lietojot in vitro
transkripciju/translaciju ar RTS-500 (The Rapid translation system) tehnologijas palidzibu

(43). Ta ir loti produktiva metode, bet nepiecieSamais aprikojums un reagenti ir parak dargi.
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1.5. Lunasina biopieejamiba

Svariga Ipasiba v&za preventivai vielai ir p&€c per os uzpemsanas izvairities no
gastrointestionalas degradacijas, absorbéties un noklistot sistematiskaja cirkulacija tikt lidz
audiem un organiem intakta aktiva forma. Salidzinot ar lielako dalu mazmolekularo zalu
vielu, peptidiem piemit liela afinitate, spécigs merkmolekulu specifiskums un zema
toksicitate. Un v@l peptidi viegli Skérso audu membranas nelield izm@ra un specifisko
fragmentu del, tapéc tie ir perspektivi ka agenti véza terapija (9). Lunasinam piemit visas §1s

paSibas un ir pieradits, ka tas $kérso arT smadzenu-asinsvadu barjeru (21).

Pirmie biopieejamibas petijumi tika veikti ar pelém, barojot tas ar lunasinu bagatiem
sojas proteiniem. Rezultati paradija, ka 35% lunasina nokluva mérka organos un audos aktiva
forma (44). Interesantu faktu atklaja Park et all 2007 gada, pieradot, ka BBI un KTI sojas
pupas aizsarga lunasinu no gastrointestinalas degradacijas, palielinot ta biopieejamibu (45).
Lai saprastu BBI un KTI ietekmi uz lunasina skelSanu, tika veikti pankreatina lunasina
sagremosSanas in vitro pétjjumi. Rezultati paradija, ka BBI un KTI pasarga lunasinu no
degradacijas pat péc to denaturacijas uzvarot. Neuzvaritie BBI un KTI pasargaja attiecigi 93%
un 97% lunasina, bet uzvaritie par 98% un 84%. Salidzinajumam, ja pankreatins iedarbojas uz

vienu pasu lunasinu, tad péc stundas lunasinu neatrod, jo tad tas tiek viegli sagremots

1 2 3 4 5 6 7 8

M
o

Sample Mm 1 2 3 4 5 6 7 3

Lunasin - + + + + + + - -
Pancreatin - + - 5 + + + 2 B
BBIC - - - + - + - + -
KTI - - - - + - + - +
Boiling - - - - - + + - -
37C, 1h - - + + + + + - =

(21).
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1.6. att. Lunasina sagremoSanas rezultati in vitro testa. A dala: vesternblota analize, M

molekularie svara markieri, 1-8 lunasina paraugi. B dala: in vitro gremosanas plans.

Piedavata hipoteze, ka BBI ka apvalks pasarga lunasinu, un apvalokotais lunasins izejot
intakts kungi un divpadsmitpirkstu zarnu, brivi absorb&jas tievajas zarnas (pielikums 2).
Fakts, ka arT pats lunasins ir termostabils nozZime to, ka, pat izejot termoapstradi, sojas pupu

produkti saturés lunasinu ar pietiekoSu biopieejamibu (1, 21, 45).

Ar H3-ieziméts sintetiskais lunasins pec per os ievadiSanas pelém tika atrasts dazados
audos, to skaita plauSu, kriits dziedzeru, prostatas un smadzenu audos (21). Citi petijumi
parada, ka lunasins ir atrasts arT aknu audos un asinis p&c pelu baro$anas ar lunasinu bagatiem
sojas miltiem (11). No Siem audiem izoléta lunasina aktivitate tika testéta ar foci-formation
testu, atgiitais lunasins paradija tadu pasu rezultatu ka sint€tiskais (21). Tas nozimé, ka p&c
nokltuSanas audos lunasins paliek bioaktivs. Ne tikai no sojas izdalitais lunasins, bet arl no
citiem augiem uzrada stabilitati pret pepsina un pankreatina ietekmi in vitro gremosana.
Aknas, nier€s un asinis var noteikt lunastnu p&c pelu barosanas ar lunasinu bagatiem

rudziem (20, 46).

2009. gada tika veikti pirmie lunasina biopieejamibas pétfjumi ar brivpratigiem
virieSiem. Petfjumi paradija, ka vidgji tikai 4.5% (no 2.2% lidz 7.8%) no ar partiku uzpemta
lunasina noklist sistematiskaja cirkulacija (39). Péc 5 dienu baroSanas perioda brivpratigiem
tika panemtas asinis 30 un 60 miniites pec ped€jas maltites. Asins paraugi tika izanaliz€ti un
salidzinati ar kontroli. Vid€ji lunasina koncentracija plazma bija 71.0 ng/ml, kas ir ekvivalenti

0.213 mg lunasina, nemot véra kopgjo plazmas tilpumu 3 L (39).
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sample monoisotopic mass sequence”
baseline plasma® 833.49 INYIRR
890.51 GRINYIR
1046.61 GRINYIRR
530.35 QKKK
1806.95 KKMEKELINLATMCR
602.31 RNEGK
1426.57 FGPMIQCDLSSDD
3204.63 SPKCQCKALQKIMENSEELEEKQKKK
plasma 1¢ 330.19 SPK
890.50 GRINYIR
1046.61 GRINYIRR
530.35 OKKK
602.31 RNEGK
1806.95 KKMEKELINLATMCR
656.33 HIMEK
3476.75 FTILLISLLFCIAHTCSASKWQHQQDSCRK
2063.10 OKKKMEKELINATMCR
446.21 NEGK
472.27 IQGR
1186.50 WQHQQDSCR
860.45 MEKIQGR
plasma 2° 890.51 GRINYIR
1046.61 GRINYIRR
530.35 OKKK
602.31 RNEGK
1806.95 KKMEKELINLATMCR
3476.75 FTILLISSLLFCIAHTCSASKWQHQQDSCRK
1456.77 KQLQGVNLTPCEK
480.18 CQCK
1382.60 CCTEMSELKSPK
2063.11 QKKKMEKELINLATMCR

1.7. att.: Peptidi brivpratigo cilvéku plazma. a) Ar tumsakiem burtiem atziméti peptidi,
kas atbilst lunasina struktiiras fragmentiem, ar slipo tekstu peptidi, kas ir raksturigi
visiem plazmas paraugiem; b) plazmas paraugs pirms pétijjuma, bez sojas uznems$anas

partika vismaz 1 nedélu; ¢) plazmas paraugs panemts péc 30 min péc pedéjas maltites; d)

plazmas paraugs panemts péc 60 min péc pedéjas maltites (39).

1.6. Lunasina farmakologiskie efekti

Eksperimenti ar ziditaju Siinu linijam parada, ka lunasins preventé S$iinu transformaciju
par malignantam no kimiskiem kancerogéniem. Un tas neietekm& normalo §tinu morfologiju
un proliferaciju (11). In vitro eksperimentos lunasins protekte C3H10T1/2 pelu mezenhimalo
fibroblastu Stnas (16) un NIH3T3 pelu embrionu fibroblastu Siinas (47) no DMBA (7,12-
dimethylbenz[a]athracene) un MCA (3-methylcholanthrene) kimisko kancerogénu ictekmes.

Lunasina prevent&josais efekts ir daudz izteiktaks par BBI ekvivalentos apstaklos un
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koncentracija. Ir pieradits lunasina inhibicijas efekts art uz Stinam ar aktivétiem onkogéniem,
Sunam ar deaktivetiem véza supresor-géniem. (16, 17, 48). Biezi cilvéku véza $iinas ir aktiveti
ras-onkogeni, kas aktive MAPK signalu kaskadi, §is mehanisms spélé centralo lomu $iinu
dalisanas procesa, proliferacija, izdzivo$ana un nave. In vitro eksperimentos ar §tinam, kam ir
induc@jams ras-onkogéns, lunasins nepielava siinu transforméSanos par malignantam (48). Pat
stnas ar aktivu E1A virusu onkogénu, ka galvena darbiba izpauzas RB (tumor supresor
retinoblastoma protein) supresija, lunasins samazinaja foci formation skaitli un palielingja
p21 proteina ltmeni (17, 49). Pedgjie pétijumi liecina, ka lunasins ne tikai noveérs Stnu
transformaciju un protekté no kimiskiem kancerogé€niem, bet sp€j citotoksiski iedarboties ari
uz pilniba transform&tam véza sinam. No beztauku sojas miltiem izdalitais lunasins uzradija
citotoksicitati resnas zarnas véza $tinam ar sekojoSam ICsp: 13,0 uM KM12L4 Siinam (ipasi
metastazgjosas), 21,6 uM RKO S§tinam, 26,3 uM HCT-116 Siinam un 61,7 puM HT-29 §iinam
(50). Cits petijums pierada lunasina inhib&joSo efektu uz estrogén-neatkarigo kriits véza Stinu

MDA-MB-231 augsanu ar ICsp= 181 uM (51) un uz leikémijas $tinam ar ICsp= 14 pM (52).

Lunasina no v&za pasargajosas paSibas ir pétitas arl in vivo. Pirmais modelis, kuru
lietoja Siem eksperimentiem, bija ar kimisko kancerogénu inducétais SENCAR pelu adas
veézis (16). Zinatnieki paradija, ka lunasins topiskas aplikacijas devas 250 pg/nedgla supresgja
ar DMBA un TPA (tetradecanoylphorbol-13-acetate) izraisito adas véza izveidoSanas
biezumu, pagarindja latento periodu par 70% un samazinaja audzgja lielumu (16). Ir ari
pieradijumi, ka lunasins spgj kavét ar DMBA inducétas papilomas veidoSanos pelu ada,

bremzgjot epidermalo §tnu proliferaciju (53).

Krits véza petijumos ar lunasinu bagata di€ta uzrada inhibitoro ietekmi uz véZza attistibu
ar DMBA inducéta pelu modelt (54). Lunasins samazina véza gadijumu skaitu un attistibu un
audzgja masu pelu XENOGRAFT modelos. Bez spalvu pelém (nude) parstadija cilvéku kriits
véza Stinas MDA-MB-231 un ievadija lunasinu i.p.. Ievadot lunasinu 20 mg/kg deva, véza
gadfjumu skaits samazinajas par 49% un no devas 4 mg/kg par 33%. Saja pasa eksperimenta
BBI neuzradija lidzigas 1paSibas (21). Krits véZza modelos lunasins uzradija S$tnu

proliferacijas inhibiciju un inducg&ja apoptozi.
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1.4. Tabula. Lunasina ietekme uz ER-negativo kriits véZa Siinu Iinijam

Siinu linija/dzivnieku

. Pretvéza aktivitate
modelis

l8tnu proliferacija, Stnu daliSanas cikla arests S-faze,
LCDC25A ekspresija, kaspaze 8, Ets2, Myc, Erbb2,
PIK3R1, JUN signalu géni, | ciklinu D1, D3, un CDK4,
CDKG6 proteinu ekspresija.

MDA-MB-231 Stinas

DMBA-inducetas

transformatas NIH/3T3 &inas lfoci formation un $tnu proliferacija

DMBA-inducgtais kriits vézis . - .
| v€za gadijumu skaits

SENCAR pelés
Xenograft MDA-MB-231 | véza gadijumu skaitu, | $tinu proliferacija un inducéta
Stinas bezspalvu pelés apoptoze

Barojot inducétas SENCAR peles ar DMBA kopa ar lunasinu bagato soju, pamanija
inhibgjoso ietekmi uz kriits v&€za attisttbu. Divu gadu pétijums paradija, ka §Tm pelém,
uznemot lunastnu vienreiz nedg€la, samazinajas audzgja attistiba par 38% un audz&ju gadijumu
skaits par 25%, salidzinot ar kontroles grupu. Tika nov€rota arl samazinata §1 véza

mestastazgjosa aktivitate (54).

Lunastnam piemit ar1 pretiekaisuma aktivitate un antioksidativa darbibas, kas loti labi
pilnveido lunasinu ka potencialo pretvéza zalu vielu. 2009 gada pirmoreiz bija publicéts ka
lunasins samazina ar lipopolisaharidu (LPS) inducgto citokinu daudzumu, tadu ka IL-6, TNF-
a, PGE2, RAW 264.7 makrofagu S§tinas, caur kodola faktora kB (NF-kB) supresiju (55, 56).
Dia un Iidzautori ir noskaidrojusi §is paradibas norises mehanismus. Lunasins modulé
cilkooksigenazi-2 (COX-2) un idecgjama slapekla oksida sintazi (iNOS) darbibu (3). Vel
eskperementos ar LPS ir noveérots ka lunasins samazina reaktiva slapekla daudzumu,
darbojoties ka antioksidants (55). Izdalitais no Solanum nigrum ir uzradijis DNS aizsargajoso

darbibu pret hidrosilradikalu oksidativas ietekmes, blok&jot fentona reakcijas norisi (57).

1.7. Lunasina kombinacija ar aspirinu

Par visefektivakajam stratégijam pret véza slimibam tiek uzskatitas kombinétas
terapijas. Ar tadu piegajienu var palielinat pretvéza darbibu un samazinat terapijas toksicitati
attieciba pret normalam Sinam (58, 59). Aspirins ir paradijis sevi ka viens no

visefektivakajiem v€za preventiviem lidzekliem vairakos véza gadijumos. Bet ta izraisitie
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blakus efekti ka peptiska ciila, asinoSana un t.t. ir Joti izteikti, un tap€c tas nevar bt
pielietojams tadam indikacijam. Bet ir atklats, ka kombinacija ar lunasinu aspirins uzrada
sinergisku efektu un var€tu to lietot zemakas devas, respektivi ar mazakam blakném (51).
Kombinacija ar aspirinu lunasins potencé ta darbibu - proliferacijas inhibiciju un apoptozes
indukciju cilvéku kriits véZza sinas MDA-MB-231 (51). Spécigu efektu uzradija kombinacija
aspirins 0.5 mM koncentracija un lunasins 10uM koncentracija, kas deva 73% S$tinu skaita
samazindjumu. Sis efekts vismaz dalgji bija izsaukts modul&jot G1 un S fazes regulatoros
proteinus un ekstracelularo apoptozes atkarigo celu. Un arl samazinot So génu ekspresiju
ERBB2, AKT1, PIK3R1, FOS un JUN, jo tie ir asociéti ar kriits v€Za attistibu un nejutibu pret
apoptozes mehanismiem. V&l pétijumi pierada, ka lunasina kombinacija ar aspirinu uzrada
specigaku efektu uz foci formation supresiju un §tnu proliferaciju Stnu linijai NIH/3T3, kurai

ar DMBA un MCA kancerogéniem inducéta véza attistiba, neka $is vielas atseviski (51).

1.8. Lunasina pretvéZa darbibas molekularie mehanismi.

Lunasinu var nosaukt par sargsuni (watchdog) tapéc, ka tas internaliz&jas $tnu kodolos
un gaida savu kartu. Ar to ir domats tas, ka normalas $tinas tas nedara neko, bet tiklidz rodas
parmainas, transformacija véza §tina, lunasins iesaistas procesa (1). Un pats galvenais fakts ir

tas, ka lunasins darbojas ar1 uz pilnigi transformétam véza siinam (60).

Galvenais darbibas mehanisms ir histonu acetilacijas inhibicija, tas ir epigenctiskais
regulacijas cels, kas ir Joti biitisks Stinu tranformacija par malignantam un véza attistiba (61,
62). Normala stavokli vairums H3 un H4 histonu atrodas deacetiléta stavokli, tas ir ar uztito
DNS. Pievienojot histoniem natrija butiratu, kas ir histonu deacetilacijas inhibitors, histoni
paliek acetiléti, bet pieliekot klat lunasinu acetiléto histonu skaits samazinas. To novéro
C3HI10T1/2 fibroblastu Stinas un MCF-7 kriits véZa Stinas (16, 48). Lunasins uzrada ari
konkurenci ar HAT enzimiem yGCNS5, PCAF, inhibgjot acetilaciju un supres€jot Siinas cikla
progresiju (44, 63, 64). Balstoties uz Siem faktiem tika piedavats epigenétiskais lunasina
darbibas mehanisms, kura lunasins nogalina transformé&jos$as Stinas vai nesen transformétas,
kuras ar kimiskiem kancerog€niem vai viraliem onkog€niem ir inaktiv€ti v€Zza supresorie
proteini ka Rb, p53 un pp32. Kad lunasins atrodas kodola, tas darbojas ka surogats véza
supresors, cieSi saistoties pie deacetilétiem histoniem un sagraujot balansu starp histonu

acetilaciju un deacetilaciju. Stina atpazist o darbibu ka draudo$u un paslikvidgjas (1).
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Lunasins inhib& histonu acetilaciju ar kimiskiem kancerogéniem un/vai viraliem
onkogéniem, kas provoc€ véza supresor génus RB, p53, Pp32, inducétas ziditaju Stnas (1).
Jauni dati parada, ka H4 histonu acetilacijas inhibicijai ir nepiecieSama visa lunasina
molekula, bet par H3 histona acetilacijas inhibiciju lielaka dala atbild tikai poli
asparginskabes aste (11). Lizina acetilacija specifiskas histonu vietas ir galvenokart asociéta
ar DNS izpakosanu no nukleosomam un gé€nu transkripcionalas aktivitates aktivaciju (65). Ir
pieradits, ka histonu acetilacija ir svariga kriits véza attistiba (66). Pétijumos lunasins 75uM
koncentracija uzradija H4 histona Lys 8 un Lys 12 acetilacijas inhibiciju MDA-MB-231
kriits véza $iinas atbilstosi par 17% un 19% (11).

2010. gada pétnieki atklaja, ka lunasina darbibas mehanismi nebeidzas ar epigenétisko
regulaciju un ir daudz dzilaki. Tagad ir pieradits, ka lunasins modulé génu un protetnu
ekspresiju, kas ir iesaistiti Siinas cikla regulacija, apoptoz€ un signalu transdukcija (51).
Uzskata, ka $tnas cikla inhibicija ir efektiva stratégija véza attistibas apstadinasanai vai
inhibicijai. Stinas ciklu regulé CDK — ciklinu atkarigas kinazes (cyclin-dependent kinases),
kas aktiv§jas un inaktiv€jas pec kartas vadot Stnas ciklu. Galvenais regulgjosais cel$, kas
parved Siinu no G1 fazes uz S fazi ir CCN/CDK/p16/RB celS. Palielinata D1 un D3 ciklinu
ekspresija ir visizplatitakas izmainas kriits vézos. Sie ciklini darbojas ar CDK4 vai CDK6 un

forme katalitisko kompleksu, kas fosforilgjot inaktivé RB un atbrivo aktivéto E2F (67).

Lunasins augSup regulé RB géna ekspresiju (51), RB fosforilacijas inhibiciju (64), Sie
rezultati pielauyj domu, ka lunasins varétu bit atbildigs par transkripcionalo un

posttranskripcionalo RB modifikaciju.

Lunasins par 45% §tinas apstadina daliSanas ciklu S fazg, inhib€ proliferaciju, samazina
CDk2, CDk4, CDC25A, kaspazes 8, Ets 2, Myc, Erbb2, AKT1, PIK3R1, Jun génu mRNS
daudzumu MDA-MB-231 stnas (51, 68) un ari samazina D1 un D3 ciklinu daudzumu CDK4
un CDKG kriits véza $tinas (69).

Resnas zarnas véza HT-29 un KM1214 §tinas lunasins izraisija G2/M fazes Stinas cikla
arestu un induc&ja mitohondrialo apoptozes celu. Tas notika ar palielinatu p21 ekspresiju HT-
29 §tnas un p21 un p27 proteinu ekspresiju KM121L4 Siinas. Izradijjas, ka lunasins pat
palielinaja apoptozi veicinoSo Bax un samazinaja apoptozi kav&josSo Bcl-2 proteinu limeni.
Tas varetu biit p21 palielinatas ekspresijas rezultats, jo p21 inducé kodola klusterinu (nuclear

clusterin) (71).

22



szl —— | (72 /M apstadinasana

V

tocru ] i Bel-2

TRa.\'
‘ APOPTOZE

{

TKaspéze-9 ] > I TK35P529'3

1.8. att. Piedavatais lunasina darbibas mehanisms cilveku resnas zarnas veza §iinas.

Mingéta RGD motiva ietekme uz véza metastazéSanos ir pieradita KM12L4 S§iinas.
Lunasins ietekmé ekstracelularas matricas integrinu ekspresiju. Integrini ir proteinu receptoru
gimene, kas regulé adh&ziju un metastazéSanos. Lunasins modificé 62 integrinu génu
ekspresiju, 48iem palielinot ekspresiju, 14 g€niem samazinot. Pie samazinatiem var miné&t
kolagéna VII al, integrina b2, matricas metaloproteinazes 10, selektina E, integrina a5 génus.
Un palielinaa génu ekspresija kolagénam XIV al. Sie rezultati skaidro lunasina pret véza

matastazéSanas efektus (71).

Lunasina citotoksiska darbiba uz leik€mijas L1210 Siinam ICsp=14uM koncentracija
tiek aprakstita ka Stinas cikla apstadinaSana G2/M faze. Tika novérota kaspazu 3, 8 un 9

aktivitates palielinasanas (11).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Materiali

Sintétisks lunasins — Caslo
Ar fosfatu buferéts NaCl skidums (Phosphate buffered saline (PBS)) — Sigma

Sarmainas fosfatazes substrata Skidums (Alkaline Phosphatase Yellow (pNPP) liquid

substrate system for ELISA) — Sigma

Lunasina poliklonalas antivielas - Millipore

Anit-Rabbit 1gG (whole molecule)-Alkaline phosphatase — Sigma
96 laucinu plate nunc — MaxiSorp

Dzemdes kakla véza $unu linija HeLa (ATCC nr. CCL-2)
Neiroblastomas $tinu linija SH-SY5Y (ATCC nr. CRL-2266)
Olnicu teratokarcinomas $tnu linija PA1 (ATCC nr. CRL-1572)
Cilveka embrija nieru $tnu linija HEK-293 (ATCC nr.CRL-1573)

Stinu kultivésanas barotne Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Kat. nr.
32430) - Gibco Life Technologies

F-12 maisijums (kat. nr. 31765) - Gibco Life Technologies

0,25% tripsins-EDTA (kat. nr. 25200) - Gibco Life Technologies

Natrija piruvats MEM (kat. nr. 11360) - Gibco Life Technologies

MEM neaizstajamas aminoskabes (kat. nr. 11140) - Gibco Life Technologies
Dulbecco's fosfata buferskidums (DPBS, kat. nr.14200) - Gibco Life Technologies
Gentamicins (Kat. nr. 15710) - Gibco Life Technologies

Embrionalais liellopu serums (FBS, kat. nr. 10106) - Gibco Life Technologies

Dimetilsulfoksids (DMSO, kat. nr. 41639) - Sigma
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e Tiazola zilais tetrazola bromids (MTT, kat. nr. M2128) - Sigma

e Penicilins-streptomicins (P4333) — Sigma

e Siinu kultivé$anas 96-laucinu plates ar specialu parklajumu Cell+ (Sarstedt)
e Secrologiskas pipetes (Falcon)

e Stobrini (Sarstedt)

o Sterilie pipesu uzgali (Gilson),

e Automatiskais atsiicgjs (Pipetboy comfort)

e Automatiskas mikropipetes (Biohit)

2.2. Aparatiira

e ELISA mikroplasu lasitajs ELX 808 IU - Biotek Instruments
e Ultraskanas homogenizators IKA T10 basic Ultra TURRAX
e Centrifiga MIKRO 120 Hettich Zentrifugen.

e Inkubators Memmert

e Mikroskops Leica

e Hemocitometrs Neubauer

e Laminars Kojair

e Centrifiiga Biosan

2.3. Lunasina kvantitativas noteik§anas ELISA metodes izstradasana

Standartlikni ieguvam ar sintétisko lunasina kristalisko peptidu, atSkaidot ar destiléto
tdeni koncentracijas: 0 (blank) 0,1; 1; 10; 20; 30; 50; 70; 90; 100; 110 un 120 ng/ml. 96-

laucinu platé MaxiSorb (Nunc) iepildijam katra laucina pa 100 pL ar 4 paraléliem katru
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lunasina koncentracijas skidumu. Lai lunasins piesaistitos pie plates plastmasas, inkub&am
24 stundas 4°C. P&c inkubacijas nepiesaistijuSos lunasinu no plates 3 reizes ar 200 pL 0.01M
PBS + 0.05% Tween 20 (pH=7.4). Nekavgjoties péc mazgasanas plati blok&jam 2 stundas ar
200pL 0.05M PBS + 2% kazas serumu + 1% Tween 20 skidumu. Tad atkal mazgajam plati 3
reizes ar mazgasanas buferi. P&c mazgasanas pievienojam 50 uL lunasina poliklonalas trusa
antivielas atSkaidijuma 1:4000 un inkubg&am 1 stundu istabas t°. P&c inkubacijas plati atkal
mazgajam 3 reizes un pievienojam 50 pL antitruSa IgG antivielu konjugatu ar sarmaino
fosfatazi atSkaidijuma 1:7000 un inkub&jam 1 stundu istabas t°, antivielu atSkaidiSanai
lietojam 0.05M PBS + 3% BSA + 1% Tween 20 Skidumu. P&c inkubacijas plati atkal
mazgajam 3 reizes un pievienojam 100 uL hromogeéna p-nitrofenilfosfata un atstajam uz 20
min tumsa vieta istabas t° (ielick ELISA plate reader). P&c 20 min nolasijam optisko
blivumu (OD) pie vilna garuma 405 nm, ar ELISA plate reader ELX 808 IU no Biotek
Instruments. 25. minuté hromogena reakciju ar sarmanino fosfatazi apstadinajam, pievienojot
100 uL 3M NaOH skiduma. P&c 10 min paturéSanas tumsa vieta ( 35. mintit€) nolasyjam OD

velreiz.

2.4. Lunasina koncentracijas mériSana pelu audu homogenatos

P&c dekapitacijas izolgjam peles iekS€jos organus un nosvéram. Pelu audu paraugus
ievietojam 2ml mégenés (ependorph tipa), skalojam ar 1ml 0.05M PBS, lai atbrivotos no
asintm. Tad visiem paraugiem pievienojam 0,5 ml 0,05M PBS un homogenizgjam ar
ultraskanu 3-5 min (IKA T10 basic Ultra TURRAX). Péc homogenizéSanas paraugus
centrifuggjam 10 min ar 3700 apgriezieniem min. Papémam 200 pL supernatanta un
parnesam cita meégené (ependorfa) un pievienojam 200 pL lunasina $kiduma 0.05 PBS
koncentracija 40 ng/ml un ar pipeti iemérjjam 100 pL katra MaxiSorb (Nunc) 96-laucinu
plates laucina, nemot 3 paral€los. Atstajam plati uz 24 h, lai audos esoSais lunasins
piesaistitos plates plastmasai. Talak ar ELISA metodi mériojam lunasina daudzumu, kuru

aprékinajam péc standartliknes.

2.5. Cilveka Siinu Itniju audzeéSana, tripsinizéSana, skaitiSana

Pétljuma tika izmantotas dzemdes kakla véza Sunu linija HeLa (ATCC nr. CCL-2),
neiroblastomas §tnu linija SH-SY5Y (ATCC nr. CRL-2266), cilvéka embrija nieru $tnu linija
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HEK-293 (ATCC nr.CRL-1573) un olnicu teratokarcinomas $tnu Iinija PA1 (ATCC nr.
CRL-1572). Siinas tika audzétas 75 cm? flakonos 37 °C temperatiira, 5% CO, atmosféra un
95% relativa mitruma. HeLa un PA1 tika kultivétas DMEM barotng ar F-12 attieciba 3:1 un
ar 10% FBS, un 1% penicilina-streptomicina piedevu. SH-SYS5Y $inas tika audzétas DMEM
barotné, kas tika papildinata ar 10% FBS, 1% natrija piruvatu, 1% MEM neaizstajamam

aminoskab&m un 0.5% gentamicinu.

Sasniedzot 50-70% konfluenci flakona, $tinas tika vienu reizi mazgatas ar 10 mL DPBS
un tad 1-2 minites tripsinizétas ar 2 mL 0,25% tripsina/EDTA $kidumu. Péc tam $tinam tika
pievienota barotne ar 20% FBS (2 mL) un DPBS (6 mL). Tad $tinu suspensija tika savakta,
parnesta centrifugéSanas stobrinos un centrifugéta 5 miniites ar atrumu 1200 rpm. Péc
centrifugéSanas supernatants tika noliets un Stnu saskaitiSanai tika izmantotas nogulsn&jusas

Sunas.

Vispirms §tinas tika suspend€tas 1 ml barotnes, un tad 20 pL suspensijas tika uznests
uz hemocitometra jeb $tinu skaitiSanas kameras. Izmantojot Leica mikroskopu, $tinas tika
saskaititas 25 laucinos, kas atbilst 1 mm?®, legiitais skaitlis tika reizinats ar 10 000, iegustot

sunu skaitu 1 mL.

2.6. Lunasina citotoksicitates noteikSana ar MTT metodi

MTT tests SH-SY5Y (pl16) stnam: 96 laucinu platé ar taisnu pamatu uzs€ja 30000
Stnu/lauc. Inkub&ja 48 stundas, laujot Stnam piekerties. Tad Stnas tika apstradatas ar
p€tamam vielam un inkubétas uz 48 stundam, 37°C temperatiira. Tad katram laucinam tika
pievienoti 50 pL barotnes, kas satur&ja lunasinu dazadas koncentracijas 0.001 pM, 0.01 pM,
0.1 uM, 1.0 uM, 10 uM vai rotenona koncentracijas 0.01 uM, 0.1 uM, 1.0 uM. Kontroles un
reagentu (blank) lauciniem tika pievienota tira barotne. Skidinataja konrolei lietoja 5% PBS
Skidumu. P&c inkubacijas katra laucina pievienoja 15 pL 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) substratu koncentracija 5 mg/mL $kidinatu PBS. Plati
inkub&ja 2 h 37°C temperatara. Tad nolej barotni ar vielam, nosusina plati. Izveidojusos

......

absorbcija ar ELISA mikroplasu lasitaju ELX 808 1U no Biotek Instruments pie 490nm.
MTT tests HeLa (p20) HEK (p10) un PA1 (p21) stinam: 96 laucinu platé ar taisnu pamatu

uzs€ja 25000 sunu/lauc. Inkubgja 24 stundas, laujot Stnam piekerties. Tad Siinas tika
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apstradatas ar pétamam vielam un atstatas uz 48 stundam 37°C temperatiira. Lunasina
koncentracijas 0.001 pM, 0.01 pM, 0.1 pM, 1.0 pM, 10 pM (HEK S§tnam 10 pM
koncentraciju nenéma). Rotenona koncentracijas 0.01 uM, 0.1 uM, 1.0 pM. Talaka darba

gaita neatskiras.

2.7. Datu matematiska analize
Lunastna koncentracija pelu audu homogenatos aprékinata péc standartliknes.

Stinu dzivotsp&jas analizé rezultati aprékinati ka vidéjie + standartnovirze (S.D.).
Statistiska ticamiba Stnu skaita izmainam noteikta ar ANOWA testu un dati analizéti

GraphPad Prism v 5.00 programma, pienemot par statistisko ticamibu p vértibu < 0,05.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

3.1. Lunasina kvantitativas noteikSanas ELISA metodes modifikacija

ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) metode lunasina kvantitativai noteikSanai
balstas uz 2004. gada Elvira Gonzalez de Mejia publicéto metodi (19), bet ar miisu
modifikacijam. Vispirms mekl&jam atbilstoSas antivielu atSkaidiSanas proporcijas.
Izvelgjamies atSkaidijumus, kas deva labu optiska blivuma un lunasina koncentracijas
sakaribu. Literatiira minétas divu veidu lunasina antivielas — poliklonalas trusi un pelu
monoklonalas antivielas. P&c literatiiras datiem (19) autori izmantoja mums lidzigus antivielu
atSkaidijumus un aprakstija saméra Sauru peptida koncentracijas noteikSanas diapazona

linearitati.

Mes vispirms ar sintétisko lunasinu ieguvam standartlikni (att. 3.1), kuru vélak

izmantojam lunasina satura noteikSanai nezinamas lunasina koncentracijas parauga.
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3.1. att. Lunasina standartlikne, koncentracijas atkariba no OD.

Ar So metodi iegiita standartlikne lauj precizi noteikt lunasina koncentraciju intervala no
20 Iidz 120 ng/ml. M&ginajumos ari pieradijas, ka, mainot antivielu ats$kaidijumu, var izmainit
metodes jutibu (dati nav att€loti). Ta pieméram Elvira Gonzalez de Mejia ar kolegiem ELISA
metod€ primarajam antivielam lietoja atSkaidijumu 1:1000 un sekundarajam 1:2000 (15). Ar
tadiem atSkaidijumiem autori noteica lunasinu koncentracija no 8 lidz 48 ng/ml (15). Mg&s
modificgjam metodi liellopu seruma albumina (BSA bovine serum albumin) vieta (kuru
lietoja de Mejia plates blok&sanai) izmantojot kazas serumu, jo misu pirmajos eksperimentos
BSA nenoblokgja nespecifiskas saistiSanas vietas un rezultati uzradija augstu fonu. Iesp&jams

arT, ka poliklonalas antivielas pret lunasina antigéna 19 aminoskabju garo peptidu reaggja ar
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BSA un ietekmgja rezultatus (dati nav att€loti). Un atsSkiriba no de Mejia lietotajam
monoklonalajam antivielam me&s lietojam poliklonalas un tas, nemot par nespecifisko
saistiSanas vietu blokétaju kazas serumu, uzradija labu lunasina noteikSanas iesp&ju lielaka

koncentraciju diapazona.

ELISA metodes bitiba ir antivielu komplesa veidoSana ar nosakamo vielu.
Izmantojamas platés ir speciala virsma, kurai nespecifiski piekeras nosakamas molekulas, §im
nolukam vajadzigs ilgs inkubacijas laiks. Mazgasana ar PBS ir veikta, lai atbrivotos no vielas
parpalikuma, kas nav piekéries platei vai nav izveidojies komplekss plates plastmasas.
Primaras antivielas ir specifiski mérkétas uz vielu, Saja gadijuma uz Ilunasina (19
aminoskabes) fragmentu. Lai antivielas nepiesaistitos pie paSas plates, pirms antivielu
pievienoSanas plati nobloké ar kazas serumu, kas aiznem visas nespecifiskas saistiSanas
vietas, un neveido komplesus ar antivielam. Bet sekundaro antivielu komnjugats ar sarmaino
fosfatazi saistas ar primaram antivielam. Kad ir izveidojusies kompleksi (pétama viela-
primara antiviela-sekundara antiviela-enzims) un viss liekais ir nomazgats, pievieno
hromogénu. Hromogeéns ir noteiktas vielas Skidums, kas pats par sevi ir bezkrasains, bet
reaggjot ar antivielu dod noteiktu nokrasu $kidumam. Katram hromogénam ir noteikts vilpu
garuma absorbcijas maksimums. Pie §1 vilpa garuma arT nolasa plati, nosakot OD — optisko
blivumu. Péc sakaribas, jo lielaks kompleksu skaits, jo intensivaka nokrasa, var noteikt

pétamas vielas koncentraciju.

3.2. Lunasina biostabilitate pelu audu homogenatos

Veicot atgiistamibas testu pelu audu homogenatos péc zinamas lunasina koncentracijas
pievienoSanas novérojam, ka, pieliekot audiem lunasinu 40 ng/ml koncentracija tas nav
atgiistams liesas, aknu, sirds, hipotalama, smadzenu garozas, vidussmadzenu, iegareno
smadzenu un smadzeni$u audos. Sie audi parada OD no 0,11 lidz 0,097, kas liecina par to, ka
lunsins Sajos audos varbiit ir, bet ir zem iesp&jama kvantitativa noteikSanas Itmena. Tas
nozimg, ka lielaka dala lunasina molekulu ir metaboliz&jusas audu proteazu darbibas rezultata,
jo Saja eksperimenta mes nepievienojam homogenatiem proteazu inhibitorus, ko parasti
pievieno ekstrahg&jot lunasinu no graudiem. Ja audos lunasina vairs nav, tad neredzam ta
saistiS8anos ar primarajam antivielam. Bet negaiditi nierés lunasins uzradija pat 110,5% un
114,7% atgtistamibu, kas liecina, ka lunasins parauga atrodas lielaka koncentracija neka bija

pielikts atgfistamibas testda. M&s pievienojam 40 ng/ml lunasina. Sie reultati varétu liecinat,
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ka lunasins ir akumul&jies nieru audos jau agrak, iesp&jams no uznemtas partikas un otrs

pienémums ir, ka nier€s lunasins metabolizgjas lenak.
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3.2. att. Lunasina atgiistamibas testa rezultati divu pelu nieru audu paraugos.

Sis piloteksperiments ar tik nelielu dzivnieku skaitu vél nelauj izvirzit parliecinogus
secinajumus un arT lunasina saturs abam pelém niergs ir atskirigs, bet iegitie dati atbilst agrak
publicétajiem, ka lunasins p&c ar lunasinu bagatu partikas produktu apéSanas ir atrasts nieres

(20, 46).

3.3. Lunasina citotoksiskie efekti cilvéka Soinu linijas

Ar MTT testu parbaudijam lunasina izraisito efektu uz 4 Stinu Iiniju dzivotsp&ju. Starp

Stinu linijam 3 véza un viena normala.
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3.2. att. Lunasina efekti uz dzivo Hela (p20) $iinu skaitu, inkubgjot 48 stundas.
HelLa (endometrija véza) Stinas lunasins uzradija nelielu citotoksicitati, bet nav redzama
sakariba starp lunasina koncentraciju un izraisito efektu. Toties rotenons, izteikts citotoksisks

lidzeklis, rada koncentracijas atkarigu citotoksisku ietekmi uz Stinam.
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3.3. att. Lunasina efekti uz dzivo HEK p10 §iinu skaitu, inkubgjot 48 stundas.
HEK (p10) (cilvéku embriju nieru) $tnu dzivotsp&ja arl samazinajas nedaudz Iidzigi ka

HELA stinam. Nav redzama sakariba starp efektu un lunasina koncentraciju.
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3.4. att. Lunasina efekti uz dzivo PA1 (p21) §iinu skaitu, inkubgjot 48 stundas.
* p<0.05

PA1 (cilveku olnicu teratokarcinomas) S$tinas lunasins uzradija citotoksicitati
vislielakaja koncentracija 10 uM, atstajot dzivas 86,85% Sunas, salidzinot ar kontroli. Ir

redzama sakariba starp lunasina koncentraciju un izraisito citotoksisku efektu.
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3.5. att. Lunasina efekti uz dzivo SH-SY5Y (p16) Siinu skaitu, inkubg&jot 48 stundas.
** p<0.01, *** p<0.001 vs. kontrole.
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SH-SYS5Y (cilvéku neiroblastomas) Siinas lunasins uzradija vislielako citotoksicitati no
visam teste€tam Stnu linijam. 1 uM koncentracija palika dzivas tikai 73.6% S$iinu, salidzinot ar

kontroli. Arf ir redzama sakariba starp izraisito citotoksicitati un lunasina koncentraciju.

Salidzinot Sos rezultatus ar citiem lunasina citotoksicitates petijjumiem, ir redzams, ka
§is §tnu Iinijas 1idz §im vél netika pétitas citotoksicitates testos. Lidz $im lunasins ir izradijis
citotoksisku efektu L1210 leikémijas $tinas (11), KM12L4, RKO, HCT-116, HT-29 resnas
zarnas véza $unas (50) un MDA-MB-231 kriits véza Stinas (52). Bet talaka izpéte ir

nepieciesama.

Ir izstradata lunasina kavantitativas noteikSanas ELISA metode, kas attiecigi darba
gaitai Jauj viegli noteikt lunasinu koncentracija no 20 lidz 120 ng/ml. Izstradata ELISA
metode ir viegla, preciza un diezgan atra. Sis kvalitates lauj to pielietot in vitro un Tpasi in
VIVO p&tijumos, Kur ir nepieciesama augsta jutiba. Misu universitaté tas laus turpinat lunasina
izpeti. legutie dati par lunasina atglstamibu no pelu audu homogenatiem ir vertigi. Ir
apstiprinata lunasina iesp&jama akumulacija vai paléninats metabolisms pelu nieru audos. Tas
atbilst citu pétnieku publicétiem pétijumiem un pierada metodes darbsp&ju. Rekinoties ar to
vajag turpinat lunasina izpéti. To perspektivitati apstiprina ar1 citu p&tnieku aktiva darbiba §1
peptida pétisana, galvenokart ta pretvéza 1paSibu virziena. MTT testa lunasinam parbaudijam
cittotoksisko efektu pret dazadam $tinu Iinijam - dzemdes kakla véza, neiroblastomas, olnicu
teratokarcinomas un cilvéka embrija nieru §anu linijam. ST rezultati paradija, ka lunasins
izraisa citotoksicitati neiroblastomas un olnicu teratokarcinomas §tinu Iinijas. Sie rezultati ir
jaapstiprina veicot talakos pétijumus, jo lidz Sim v&l nav publicétu datu par lunasina ietekmi
uz §1m $iinu linijam.

Lunasins ir Joti perspektiva viela gan pétijumiem, gan pielietosana. Nemot véra, ka $1
viela atrasta vairakos augos un partikas produktos, Sie un turpmakie pé&tijumi ne tikai

pietuvinas jauno zalu vielu izveidi, bet arm motives cilvekus lietot veseligu partiku.
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SECINAJUMI

Izstradata lunasina kvantitativas noteikSanas ELISA metode lauj izmerit
lunastnu 20-120 ng/ml koncentracija.

Lunasins pelu audos metaboliz€jas un eksperimentos bez proteazu inhibitoriem
ir izmérams tikai niergs.

Lunasins nav toksisks cilveka normalam HEK293 Stinam un Hela véza Stunu
linijai, PA1 S$tinu Imija uzrada toksicitati koncentracija 10 pM, bet
neiroblastomas §tinu Iinija SH-SYSY uzrada vislielako toksicitati, samazinot
dzivo Stnu skaitu visa pétito lunasina koncentraciju diapazona.

Lunasins neviena $tnu lnija neuzradija ar rotenonu salidzinamu toksicitati.
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Pielikums 1

Sample Type of sample Composition-main Country Lunasin BBI
No. ingredients (mg/100 g (mg/100 g
product) product)
Soy milk- Enriched soymilk Soybeans USA 157+£1.3 33.1+4.2
1
Soy milk- Organic original Soybeans, malted wheat USA 189+ 2.6 271+£34
2 sovmilk and barley extract
Soy milk- Organic fortitied Soyvbeans, malted wheat  USA 14.2+1.1 24.7+4.3
3 sovmilk and barley extract
Soy milk-  Organic plain Soybeans USA 138+ 2.6 457 +7.2
4 sovmilk
Soy milk- Organic Soybeans USA 144+24 55.9+£5.0
5 unsweetened
sovmilk
Soy milk-  Organic plain Soybeans USA 147 £0.8 40.0+£55
6 sovmilk
Soy milk- Organic original =~ Soybeans, rice syrup USA 137£0.9 30.3£3.7
7 sovmilk
Soy milk- Organic plain  Soybeans, soy protein USA 13.9+1.0 259+4.2
8 sovmilk isolate
Soy milk- Organic original Sovbeans, malt syrup USA 18.3+2.4 23.1+3.0
9 sovmilk
Soy milk- Organic original Soybeans, barley extract  USA 10.7 £ 0.8 72+15
10 soy drink
Soy milk- Fortitied Soybeans USA 123£0.8 18.8+£27
11 soyvmilk
Soy milk- Unsweetened Soybeans Singapore  11.8 +1.3 n.d.
12 sovmilk
Soy Soy-based Corn syrup, soy protein ~ USA 4104 n.d.
formula-1 tormula isolate
Sovy Organic soy  Corn syrup, soy protein ~ USA 28+0.2 n.d.
formula-2 tormula
Soy Organic soy Rice syrup, soy protein ~ USA 15+0.1 n.d.
formula-3 tormula concentrate
Tofu-1 Soft Totu Soybeans USA 9.62+£087 463+1.76
Totu-2 Soft Totu Soybeans USA 734+1.04 3.72+0.21
Tofu-3 Silken Tofu Soybeans USA 9.60+0.74 1241+ 211
Kinugoshi
Totu-4 Silken Totu Soybeans USA 441+049 11.87+£1.53
Tofu-5 Silken Tofu Soybeans USA 3.69+049 592+1.15
Tofu-6 Medium firm Soybeans USA  1430+1.80 491+0.53
Tofu
Totu-7 Organic Soybeans USA 6.66+1.29 419+0.54
Medium firm
Totu
Totu-8 Firm Tofu Soybeans USA 350+£025  823+0.58
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Sample Type of sample Composition-main  Country Lunasin BBI
No. ingredients (mg/100 g (mg/100 g
product) product)
Tofu-9  Extra firm tofu Soybeans USA 3.66+0.12  457+0.55
Chinese style
Totu-10 Baked totu Soybeans, soy sauce USA 547+0.34 294 +048
(wheat)
Totu-11 Fried tofu  Soybean, soybean oil, soy USA 0.37 £0.05 1n.d.
sauce
Tofu-12 Drv tofu Soybeans Taiwan  2.50 +0.27 n.d.
Natto-1 Natto Fermented soybeans Japan n.d. n.d.
(Bacillus subtilis natto)
Miso-1  Organic Miso Soybeans, rice, Japan n.d. n.d.
Aspergillus oryzae
Tempeh-1  Organic soy Soybeans, Rhizopus USA n.d. n.d.
tempeh oligosporus
Tempeh-2  Organic soy  Soybeans, brownrice, R. USA  819+0.42 n.d.
tempeh oligosporis
Tempeh-3  Organic soy Sovbeans, flaxseed, USA 612+£040 n.d.
tempeh-tflax ~ brown rice, R. oligosporiis
Tempeh-4  Organic soy  Soybeans, brown rice, R.  [USA n.d. n.d.
tempeh-rice oligosporits
Bean  Marinated bean = Sovbeans, soy sauce  Taiwan 953 +1.01  14.65 +0.60
curd-1 curd
Bean Soybean curd Sovbeans Taiwan n.d. n.d.
curd-2 noodle
Soybean Deep fried Soybeans, soybean oil USA 1.91+0.25 6.57+041
cake-1 soybean cake
Soybean Baked soybean — Soybeans, soy sauce, USA 1.14+0.15 0.73+0.05
cake-2 cake sesame oil
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Pielikums 2

1‘3 Lunasin’s Superior Bioavailability
o s d ;

The Lunasin molecule is encased by
protease inhibitors, which serveasa
protective shell to prevent Lunasin 4 /
destruction during //"
digestion. -
__
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