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ANOTACIJA

Ilgstoss iekaisums ir bitisks faktors hronisku slimibu attistiba, tacu vél joprojam nav
pieejami pilniba drosi pretiekaisuma Iidzekli, tad€] pasaulé piecaug interese par dabigas
izcelsmes savienojumiem ar pretieckaisuma ipaSibam. Vaccinium gints ogas pazistamas ar
augstu biologisko aktivitati un labvéligu ietekmi uz cilvéku veselibu, pateicoties augstam
polifenolu saturam. Sobrid ogu izspiedas tiek pétitas ka alternativs fitokimisko savienojumu
avots ar veselibu veicinosu potencialu. Darba mérkis ir izpétit piecu Vaccinium spp. ogu
izspiedu ekstraktu pretickaisuma 1paSibas, izmantojot lipoksigenazes (5-LOX),
ciklooksigenazes (COX-1) un ksantina oksidazes inhibitoru skrininga testus. Mellenu,
krimmellenu, lielogu dzérvenu, purva dze€rvenu un briikklenu ekstrakti no koncentracijas
atkarigd veida inhibgja 5-LOX, COX-1 un ksantina oksidazes aktivitati. Konstateéta ari
sakariba starp inhibgjoSo efektu un ekstraktu kop&jo polifenolu un antocianinu saturu. legiitie

rezultati liecina, ka ogu izspiedu ekstraktiem ir in vitro pretickaisuma pasibas.

Atslégas vardi: Vaccinium spp. izspiedu ekstrakti, iekaisums, 5-LOX, COX-1, ksantina

oksidaze



ABSTRACT

Prolonged inflammation is a major factor in the development of chronic diseases,
however, completely safe anti-inflammatory drugs are still not available, leading to a growing
global interest in compounds with natural anti-inflammatory properties. Berries of the genus
Vaccinium are known for their high biological activity and beneficial effects on human health
due to their high content of polyphenols. Berry pomaces are currently being studied as an
alternative source of phytochemical compounds with health-promoting potential. The aim of
this work was to study anti-inflammatory properties of five berry pomace extracts using
screening tests for lipoxygenase (5-LOX), cyclooxygenase (COX-1) and xanthine oxidase
inhibitors. Bilberry, highbush blueberry, American cranberry, bog cranberry and lingonberry
extracts inhibited 5-LOX, COX-1 and xanthine oxidase activity in a concentration-dependent
manner. A relationship between the inhibitory effect and the total polyphenol and anthocyanin
content of the extracts was also found. The obtained results show that berry pomace extracts

posses in vitro anti-inflammatory properties.

Key words: Vaccinium spp. pomace extracts, inflammation, 5-LOX, COX-1, xanthine

oxidase
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APZIMEJUMU SARAKSTS

AS — arahidonskabe

cAMF - cikliskais adenozinmonofosfats
CRP — C reaktivais proteins

COX — ciklooksigenaze

CYP450 — citohroms P-450

CysLT - cisteina leikotriéni

EET — epoksieikozatrienoinskabe

FL —fosfolipaze

HETE — hidroksieikozatetrénskabe
HPETE — hidroperoksieikozatetrénskabe
IL — interleikins

NOS — slapekla oksida sintaze

IsoPS — izoprostoni

LOX — lipoksigenaze

LT — leikotriéni

LX — lipoksini

MAPK — mitogena aktivétas proteinkinazes
NF-«xB — kodola transkripcijas faktors kB
NPL — nesteroidie pretiekaisuma lidzekli
PBS - fosfata buferéts skidums

PDE — fosfodiesteraze

PG — prostaglandins

PGI2 — prostaciklins

ROS — reaktivas skabekla sugas

RFU — relativas fluorescences vienibas
TNF-a — audzgja nekrozes faktors alfa
TX — tromboksans

XDR — ksantina dehidrogenaze

XO — ksantina oksidaze

XOR — ksantina oksidoreduktaze



IEVADS

Iekaisums ir sarezgits un bitisks imiinas sistémas aizsargmehanisms pret kaitigiem
stimuliem, ka patogéni, bojatas Stinas un toksiski savienojumi. Vairuma gadijumu iekaisums
ir specifiska un paSkontroléta reakciju kaskade ar meérki samazinat karinajumu un veicinat
dzisanu (Maleki et al., 2019). Kamer akits, lokals iekaisums ir dala no imiinas atbildes un
tiek uzskatits par vitali svarigu un vélamu, hronisks, sistematisks iekaisums ir saistits ar
daudzu slimibu patogenézi (Vendrame and Klimis-Zacas, 2015). Hronisks iekaisums kliist par
pasSpliistosu procesu, kura noveérSanai nepiecieSama mediciniska iejaukSanas, lai kontrolétu
vai apturétu talakus bojajumus, turklat, tam ir butiska loma slimibu attistiba, tostarp metabola
sindroma, sirds un asinsvadu slimibu, otra tipa diab&ta, vé€za un neirodegenerativu saslimsanu
(Vendrame and Klimis-Zacas, 2015; Sala et al., 2018).

Bitiska dala no procesa regulacijas ir iekaisuma mediatori, kas ierosina, uztur un
kontrolé imtno atbildi (Galvao et al., 2018). Iekaisumu veicino$o enzimu ciklooksigenazes
(COX) un lipoksigenazes (LOX), modulacija ir viens no svarigakajiem mehanismiem,
tadejadi samazinot mediatoru izdali un apturot signalu kaskadi.

Iekaisums un sapes ir globala veselibas probléma, tapéc miljoniem cilvéku izmanto
nesteroidos pretiekaisuma lidzeklus (NPL). Tacu hroniska zalu lietoSana saistama ar
nopietnam komplikacijam, tad€] pieaug interese péc augu izcelsmes savienojumiem ar lidzigu
darbibu (Sala et al., 2018). Turklat iekaisuma liela nozime ir ne tikai gené&tiskiem faktoriem,
bet arT uzturam, kas var butiski ietekmét dazadus iekaisuma komponentus un slimibas (Maleki
etal.,2019).

Ogas ir bagatas ar fitokimiski aktiviem savienojumiem ar veselibu veicinosu potencialu.
To parstrades procesa veidojas aptuveni 20-30% nevajadziga blakusprodukta — izspiedu, kas
satur lielu daudzumu skiedrvielu un biologiski aktivu savienojumu, bez tam ogas un ari to
izspiedas ir salidzinosi zems pesticidu Iimenis (Reil3ner et al., 2019). Sulu razosana radusas
ogu izspiedas uzskata par 1etu alternativu vertigu biokimiski aktivu vielu iegiiSanai (Laroze et
al., 2010). Pieméram, 30—50% no svaigu mellenu procianidiniem paliek izspiedas, rezultata
tiek zaud@&ti savienojumi ar perspektivu uzlabot veselibu. Efektiva sulu izspiedu izmantoSana
var biit pamats jauniem veselibu veicinoSiem produktiem, ka ari veids ka neizslégt no baribas
kédes virkni vertigu fitokimisko vielu (Struck et al., 2016). Turklat So it ka atkritumvielu
talaka izmantoSana sniedz ilgstsp&jigu un dabai draudzigu risinajumu (Laroze ef al., 2010).

Vaccinium spp. (Ericaceae) parstav vairak neka 450 dazadu krimu un lianu. Gintij
pieder gan savvalas sugas, gan ekonomiski nozimigas skirnes ar lielu polifenolu — flavonoidu

un antocianinu — daudzumu, kas pazistami ar nozimigam antioksidantu, pretiekaisuma,



pretvéza, vazoprotektivam un antiviralam ipasibam. Augus plasi izmanto partika un ka
farmaceitiskas riipniecibas izejvielas, un Sobrid vairakas Vaccinium ogas tiek izmantotas ka
uztura bagatinataji (Su, 2012).

Nemot véra, ka izspiedas paliek dala biologiski aktivo savienojumu, ir pamats domat, ka
Vaccinium ogu izspiedam ir liels potencials izmantoSanai farmaceitiskaja riipnieciba, lai
stiprinatu cilvéka veselibu. Balstoties uz zinatnisko literatiiru par ogu pretiekaisuma 1pasibam
un 2019. gada publicétu pétijumu, kas apstiprina Vaccinium spp. izspiedu ekstraktu
antioksidativas, hipoglikémiskas un hepatoprotektivas ipasSibas in vitro (Muceniece et al.,
2019), radas interese pétit mellenu, krammellenu, bruklenu, lielogu un purva dzervenu

ekstraktu pretickaisuma pasibas.

Darba merkis: izpétit piecu Vaccinium gints ogu — mellenu, krimmellenu, lielogu dzérvenu,
purva dz€rvenu un briklenu — izspiedu ekstraktu in vitro pretiekaisuma 1pasibas.
Darba uzdevumi:

1. Noskaidrot Vaccinium gints ogu izspiedu ekstraktu ietekmi uz 5-lipoksigenazes

enzima aktivitati.

2. Petit ekstraktu efektu uz ciklooksigenazes-1 enzimatisko aktivitati.

3. Noskaidrot ekstraktu ietekmi uz ksantina oksidazes aktivitati.

4. Noskaidrot, vai ekstraktu kimiskajam sastavam ir saistiba ar pretiekaisuma

1pasibam.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. lekaisums

Iekaisums ir tiilit€ja, nespecifiska kermena aizsargreakcija uz audu un $iinu bojajumiem.
To izraisa virkne kaitigu stimulu ka mikroorganismi, sveskermeni, paraziti un audu bojajumi,
kam var biit eksogéni (kimiski, mehaniski un fizikali) vai endogéni (audzgja Sinas,
autoimiinas reakcijas) iemesli. Iekaisumam raksturigos simptomus jau 1. gadsimta senaja
Roma formulgjis Auls Kornélijs Celzs latinu valoda: karstums (calor), sapes (dolor),
apsartums (rubor), uztikums (tumor). 19. gadsimta beigas pievienoja ari piekto pazimi:
funkciju zudums (functio laesa).

Iekaisumu péc ilguma iedala akiita un hroniska. Akits iekaisums attistas dazu mintsu
vai stundu laika un atkariba no audu bojajuma veida un smaguma ilgst no stundam lidz
dienam. Bet, ja sakotng&ja atbilde nespg&j noverst kaitigo stimulu aptuveni 2 ned€lu laika, tad
procesu var uzskatit par hronisku iekaisumu (Stephenson, 2013). Nekontrolétam akiitam
iekaisumam ir risks kliit par hronisku, veicinot ar1 virkni hronisku slimibu (Chen et al., 2017).

Akutam iekaisumam visparigi raksturigi tris savstarp€ji saistiti procesi: asinsvadu
dilatacija, palielinata asinsvadu caurlaidiba un neitrofilo leikocitu aktivacija un migracija uz
iekaisuma vietu. Uzreiz péc bojajuma seko arteriolu un kapilaru dilatacija un palielinata asins
plismu regiona. Paraléli veidojas spraugas starp vénulu endotélija §Ginam, laujot audos izplist
ar olbaltumvielam bagatai plazmai, ko sauc par eksudatu. Uz endot€lija Siinam palielinas
adhézijas molekulu ekspresija, un plazma cirkul&josie neitrofili, nonakot saskarsmé ar §Tm
molekulam, piestiprinas un transmigré iekaisuma virziena (Stephenson, 2013). Procesu, kas
veicina Stnu migraciju kimisko signalvielu koncentracijas gradienta virziena, sauc par
hemotaksi (Kumar et al, 2017). Nonakot bojataja vieta, aktivetie neitrofili fagocitoze
nekrotiskos audus un iesp&jamos patogénus (Stephenson, 2013).

Bez neitrofilajiem leikocitiem iekaisuma reakcija no asinis cirkulgjosaja Sinam piedalas
ar1 eozinofilie leikociti, limfociti (naturalas gal@tajSiinas, T un B S$iinas), trombociti un
monociti, bet audos lokali aktivizgjas tuklas Siinas (Chen et al., 2017). Akiitam iekaisumam ir
cetri iesp&jamie iznakumi: pilniga atveseloSanas, dziSana ar fibrozi, abscesa veidoSanas un
parieSana hroniska iekaisuma (Kumar et al., 2017). Diemzgl iekaisuma Stnas atbrivo
lizosomalos enzimus un producé virkni iekaisuma mediatoru, kas boja ari apkart esosos
veselos audus (Stephenson, 2013).

Hronisks iekaisums ne vienmeér seko akiitam iekaisumam, tas var veidoties arT de novo

un sakotngji ir maz izteikts un asimptomatisks. Ilgst no nedélam lidz méneSiem vai pat



gadiem un procesa raksturigakas pazimes ir makrofagu infiltracija, vienlaiciga audu nekroze
un audu atjaunosanas caur angiogenézi un fibrozi (Ackermann, 2017; Kumar et al., 2017).
Hronisks iekaisums ir patstavigs process, tadel, lai apturétu vai kontroletu turpmakus
bojajumus, nepiecieSama mediciniska iejaukSanas (Sala et al., 2018).

Papildus iepriek§ minétajam lokalajam pazimém akiitam un hroniskam iekaisumam ir
ar1 citokinu izraisiti sist€miski efekti. Makrofagi un neitrofili izdala endogénos pirogénus,
savienojumus, kas hipotalama izmaina termoregulatoros mehanismus un paaugstina kermena
temperattru. Pacientiem var noveérot sliktu diiSu, vajumu, anoreksiju un svara zudumu, it Tpasi
hronisku iekaisumu gadijumos. Raksturigi ari palielinati limfmezgli un hematologiskas
izmainas (Stephenson, 2013).

Lai gan iekaisumam ir aizsargdjoSa loma ar mérki nodroSinat audu homeostazi,
ickaisuma reakcijas ir arT dala no daudzu hronisku slimibu patogenézes. Iekaisums ir pamats
tadam hroniskam slimibam ka reimatoidais artrits, plausu slimibas, ateroskleroze u.c. Turklat
ickaisums ir iesaistits slimibu attistiba, kuras tiek uzskatitas par vielmainas, degenerativam
vai genétiskam slimibam ka vézis, 2.tipa diab&ts, aptaukoSanas, kardiovaskularas un
neirologiskas saslim$anas (Kumar et al, 2017; Gupta et al, 2018). Pieméram, pé&tijumi
apstiprina, ka iekaisuma procesiem ir cieSa saistiba ar vairakiem laundabiga audzgja
aspektiem: audz€ja attistibu, angiogenézi, metastazu veidoSanos un atkartotu attistibu

(Piotrowski et al., 2020).

1.2. lekaisuma mediatori

Imiina sist€ma tiek gala ar kaitigo stimulu caur secigam molekularam, celularam un
fiziologiskam izmainam. Lai uzsaktu un koordin&tu notikumu kaskadi, ickaisuma vieta esosas
Stinas vai asins komponenti izdala iekaisuma mediatorus (Galvao et al., 2018). No Siinam
izdalitie mediatori var tikt izdaliti no granulam vai sintez€ti de novo. Galvenie Stinu veidi, kas
tos producg, ir neitrofili, trombociti, monociti (makrofagi) un tuklas Stinas, turklat fibroblasti,
endot€lija un gludas muskulattras $tinas art var tikt aktivizetas, lai raZzotu dalu no iekaisuma
mediatoriem. Plazmas mediatori, ka komplements, kintni un fibrinolizes proteini, lieclakoties
tiek veidoti aknas un cirkulé neaktiva prekursoru forma, tadél sakuma nepiecieSama to
aktivacija.

Iekaisuma kaskade tiek ierosinata tikai nepiecieSamibas gadijumos, Iidzigi arT mediatori
tiek razoti un izdaliti tikai p&c noteiktu receptoru un signalcelu aktivizacijas. Lielaka dala no
Sim signalmolekulam ir islaicigas - tas pasas atri sadalas, tiek degrad€tas, savaktas vai

inhibétas. Butiski, ka viens mediators var stimul@t ar1 citu mediatoru atbrivoSanos. Sekundarie
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mediatori var nodro$inat lidzigu darbibu ierosinatajam vai ari pret€ju, tadéjadi nodroSinot

kontroli un balansu (Kumar et al., 2017).

1.2.1. Arahidonskabes metabolisms

Arahidonskabes mediatoru parprodukcija ir viens no galvenajiem faktoriem daudzu
ickaisuma slimibu attistiba (Jaismy et al., 2018). Arahidonskabe (AS) ir 20 oglekla atomu
gara polinepiesatinata taukskabe ar Cetram divkar$ajam saiteém, kas esterificéta forma ir dala
no $tnas membranas fosfolipidiem. Kad S$iinas ir paklautas stresam, AS tiek atbrivota un
oksidéta cCetros iesp&jamajos celos — ciklooksigenazes (COX), lipoksigenazes (LOX),

citohroma P-450 (CYP450) enzimu un neenzimatiskaja izoprostona cela (Wang et al., 2019).

Membranas fosfolipidos
esterificeta arahidonskabe

lekaisuma
stimuls Fosfolipaze 4,
(FLA,)

T _ cH?
— — COOH
Py Arahidonskabe ~
CYP450 I I Neenzimatiskais
enzrmi cels
/ Ciklookisgenazes Lipoksigenazes
(COX) {(LOX) \
Epoksieikozatrienoinskabes & ‘ lzoprostoni
(EET)
Hidroksigikozatetrénskabes I
(HETE) Prostaglandrni LS;‘::;?;'
Prostanotdi ikITri
Frostac ki Hidroksieikozatetrénskabes
(HETE)

1.1. att. Arahidonskabes metabolisms Cetros iespéjamajos celos. AttEls ar izmainam no

(Galvao et al., 2018)

Ir vairakas fosfolipazu (FL) klases, kas atbildigas par AS atbrivoSanu. No tam
palielinatas Caz+ koncentracijas kimisku un fizisku stimulu rezultata un ar augstu affinitati
saistas ar membranas ieklauto AS (Buczynski et al., 2009). Briva AS klist par prekursoru
simtiem dazadu iekaisuma mediatoru.

Caur ciklooksigenazes (COX) celu veidojas prostaglandini (PG), prostaciklins (PGI2)
un tromboksans (TXA2), bet caur lipoksigenazes (LOX) celu rodas leikotriéni (LT) un
lipoksini (LX). Citohroma P450 (CYP450) cela sintez&jas epoksieikozatrienoinskabes (EET)
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un hidroksieikozatetrénskabes (HETE) (Wang et al., 2019). Neezimatiska brivo radikalu
izraisita AS peroksidacija veido prostaglandiniem Iidzigus savienojumus — izoprostanus
(IsoPS), kuriem gan vienigajiem no AS metabolisma produktiem nav loma iekaisuma procesa
(Milne et al., 2011).

Kopuma visus arahidonskabes metabolitus déveé par eikosanoidiem (Wang ef al., 2019).
Eikosanoidu signalceliem ir bitiska nozime ne tikai iekaisuma veidoSana, uzturé$ana un
regulacija, bet arl homeostazes nodrosinasana un kardiovaskularo un reproduktivo sistemu
darbiba. Disbalanss ekosanoidu sint€z€ noved pie imiinas sisteémas traucgéjumiem un hroniskas

iekaisuma (Buczynski et al., 2009).

1.2.2. COX cel§

Ciklooksigenazes ir héma dzelzi saturo$i enzimi un pamats prostanoidu - prostaglandinu
(PG), prostaciklina (PGI2) un tromboksanu (TX) — sint€zei no AS. Strukturali tie ir
bifunkcionali enzimi, jo darbojas gan ka oksigenaze, gan ka peroksidaze. Ciklooksigenaze ir
genériskais nosaukums un enzimus sauc ar par prostaglandina endoperoksidazes H sintetazi-
1 un 2 (PGHS-1 un PGHS-2) (Smith ef al., 2000).

Lielakoties izskir divas COX izformas, kuras, lai gan ir lidzigas aktivitate, kode divi
dazadi géni. Stinas COX-1 ekspreséts konstitutivi, bet COX-2 ekspresiju inducé dazadi
stimuli, tade] tiek uzskatits, ka COX-1 nodroSina homeostazes veida PG darbibu, ka
trombocitu agregacija un asinsvadu tonusa regulaciju, savukart COX-2 veidotie PG stimulé
ickaisumu un ir vairak patofiziologiski (Rouzer and Marnett, 2009). Smadzenés un sirdi
atklata art tresa izfoforma COX-3, ka COX-1 paveids, tacu tas funkcijas vél nav noskaidrotas
(Hanna and Hafez, 2018).

Ciklooksigenazes kataliz€ pirmos divus biosint€zes solus, veidojot divpakapju reakciju.
Briva AS sakotngji tiek parversta nestabila starpposma — prostaglandina G2 (PG(G2), kas talak
tiek parveidots par PGH2, izmantojot COX peroksidazes aktivitati. PGH2 ir prekursors
stabilaku un biologiski aktivu savienojumu — PGD2, PGE2, PGF24, PGI2 un TXA2 — sintézei
ar atSkirigdm enzimatiskam sintazém (Breyer ef al., 2013). COX-1 cela rodas PGD2, PGF2q
un TXA?2, bet COX-2 savienojas ar sintazém, kas katalizé¢ PGE2 un PGI2 veidoSanos (Hanna
and Hafez, 2018). Reakciju produkti $kérso Stinas membranu un ekstracelularaja vide, aktivé
ar G-proteinu saistitos prostanoidu receptorus, bet dazos gadijumos ari kodola receptorus

(Smith et al., 2000).

12



PGD:2 ir galvenais tuklo Siinu izdalitais prostaglandins iekaisuma laika. Tas izraisa
vazodilataciju un vénulu caurlaidibu, attiecigi veicinot tliskas veidoSanos, ka ar1 piesaista
neitrofilos leikocitus iekaisuma vietai (Joo and Sadikot, 2012; Stephenson, 2013).

PGE: jeb prostaglandinu E2 uzskata par klasisku iekaisuma mediatoru, jo tas izraisa
raksturigakas pazimes: apsartumu, pietikumu un sapes. PGE2 veicina vazodilataciju un
asinsvadu caurlaidibu, tapéc no palielinatas asinu pliismas rodas apsartums un pietikums.
PGE-, saistoties ar EP1 receptoru uz periférajiem sensorajiem neironiem, rada sapju sajiitu
(Legler et al, 2010). Turklat tas piedalas arT paaugstinatas temperatiiras patogenézg,
stimulgjot hipotalama termoregulatoros mehanismus (Stephenson, 2013).

PGF2a izraisa noteiktu gludo muskulu kontrakcijas un bronhostrikciju (Galvao et al.,
2018). Prostaciklins (PGI2) ir visnozimigakais prostanoids kardiovaskularas homeostazes
nodro$inaSanai, pateicoties spécigam vazodilatacijas efektam. Papildus PGI2 kave ari
trombocttu agregaciju (Dorris and Peebles Jr, 2012). TXA:2 veidojas trombocitos un veicina
vazokonstrikciju un trombocitu agregaciju, attiecigi veicinot trombozi (Kumar et al., 2017).

Nesteroidie pretiekaisuma lidzekli darbojas ka neselektivi COX enzimu inhibitori, tos
plasi izmanto gan islaicigu sapju arsteSanai, gan hronisku iekaisuma slimibu, ka reimatoidais
artrits un osteoartrits terapija. Tacu NPL saista ar1 ar virkni blakusparadibu ka
gastrointestinala trakta asinoSana, nieru mazsp€ja un kardiovaskularas problémas (Jaismy et
al., 2018). Tadel meklgja un sintezgja selektivus COX-2 inhibitorus sauktus ar1 par koksibiem
ar mérki samazinat tradicionalo NPL blakusparadibu risku, it ipasi kunga — zarnu trakta
asinoSanu. Lai gan koksibi ievérojami uzlaboja gastrointestinala trakta toleranci, hroniska
lietoSana palielinaja kardiovaskularo risku, pateicoties disbalansam starp COX-1 producéto
TXA2 un COX-2 atkarigo PGI2. Tadel dala koksibu tika atsaukti no tirgus, un rezultata Sobrid
Eiropa pieejami tikai divi: celekoksibs un etorikoksibs (Jaismy et al., 2018; Sala et al., 2018).

1.2.3. LOX cel$

Lipoksigenazes (LOX) ir enzimu gimene ar trisvértigo (Fes+) jeb nehéma dzelzi enzima
aktivaja centra, ko izmanto, lai kataliz€tu molekulara skabekla pievienosanu AS. Salidzinot ar
COX celu, kura veidojas eikosanoidi ar plasu biologiskas aktivitates spektru, LOX cel§ ir
vairak merkets izsaukt bronhokonstrikciju un leikocitu migraciju uz iekaisuma audiem
(Hanna and Hafez, 2018). Atkariba no oksigenéta oglekla atoma, izSkir 5-, 8-, 12-, 15- utt.
LOX enzimus, kas producgé atbilstoSas hidroperoksieikozatetrénskabes (5-, 8-, 12-, 15-
HPETE), bet tas ir nestabilas un kalpo ka prekursori attiecigam hidroksieikozatetrénskabém

(HETE), leikotrieniem un lipoksiniem (Powell and Rokach, 2015; Hanna and Hafez, 2018).
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5-LOX katalizé AS oksidéSanu pie piekta oglekla atoma, veidojot 5S-HPETE, kam seko
5-HPETE parvérsana starpprodukta: leikotriéna (LT) A4. Talak LTA4 var metaboliz&ties par
LTB4, LTC4, LTD4 un LTE4 (Weinberger et al., 2015). Farmakologiskie lidzekli, kas darbojas
uz LOX celu, visbiezak tiek izmantoti astmas arstéSana. Piem&ram, zileutons darbojas ka 5-
LOX inhibitors, bet leikotrienu receptorus bloké montelukasts.

LTB4 lielakoties izdala neitrofili un makrofagi ka hemotakses agentu un neitrofilu
aktivizatoru, lai veicinatu Stnu agregaciju un adhéziju, reaktivo skabekla sugu (ROS) un
degrad@josu enzimu izdali§anos no lizosomam (Kumar et al., 2017).

LTC4, LTD4 un LTE4 satur cistetnu un tos sauc par cisteina leikotrieniem (CysLT).
Déve ari par anafilakses 1€ni reag€josajiem savienojumiem (ang. val. slow-reacting substance
of anaphylaxis), jo stimul€ elpcelu gludas muskulatiiras sarausanos (Buczynski ef al., 2009).
Spécigas bronhokonstrikcijas dél, CysLT ir liela nozime ari astmas patogenézeé. Tos
lielakoties veido tuklas S$tinas, un savienojumi papildus bronhospazmai izraisa ari
vazokonstrikciju un palielinatu vénulu caurlaidibu (Kumar et al., 2017).

Lipoksini (LX) atSkirtba no LT nomac iekaisuma veidoSanos, veicinot iekaisuma
rezoliciju un audu homeostazes atjaunosanos. LX signalceli kavé neitrofilu adhéziju pie
endotélija Sinam un migraciju hemotakses virziena. To biosintéze atSkiras no citu lipidu
mediatoru veidoSanas, jo nepiecieSamas divas §tinu populacijas. Neitrofili caur 5-LOX celu
veido un sekreté LTA4, ko uznem trombociti un ar 12-LOX un 15-LOX enzimiem parvers par

LX (Buczynski ef al., 2009; Kumar et al., 2017).

1.2.3. CYP450 un izoprostona cel$

Citohroma P450 (CYP450) enzimi galvenokart atrodas aknas un nodroSina
ksenobiotiku metabolismu. CYP450 cel§ sastav no 2 enzimiem: epoksigenazes un -
hidroksilazes.

Epoksigenaze, pievienojot skabekla atomu vienam no oglekliem pie AS dubultsaites,
veido epoksieikozatrienoinskabes (EET) (Buczynski et al, 2009). Atkariba no ta, kura
dubutlsaite ir oksidéta veidojas viens no izomériem: 5,6-, 8,9-, 11,12-, vai 14,15-EET.
Zinams, ka EET samazina leikocitu adh&ziju, tomeér atseviSsku izomé&ru ietekme paliek
neskaidra (Node et al., 1999).

o-hidroksilaze AS parveido par HETE (Hanna and Hafez, 2018). No HETE izformam
vairak pétita ir 20-HETE, kas veicina asinsvadu konstrikciju, savukart citu izoformu aktivitate
ir pret§ja, piemeram, 18- un 19-HETE darbojas ka vazodilatatori, inhib&jot 20-HETE darbibu
(Buczynski et al., 2009).
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Vienigo neenzimatisko AS metabolisma celu ierosina brivie radikali, veidojot
izoprostonus (IsoPS). Lai gan IsoPS ir AS kaskades produkti, savienojumiem nav tieSas
ietekmes uz iekaisuma reakcijam. IsoPS izmanto ka precizus biomarkierus endogéna

oksidativa stresa noteik$anai, jo tie ir tiesi Stinu oksidacijas produkti (Milne ef al., 2011).

1.3. Ksantina oksidaze

Nosaukumu ksantina oksidoreduktaze (XOR) izmanto, lai apzimetu divas stavstarp&ji
parveidojamas viena enzima formas: ksantina dehidrogenazi (XDH) un ksantina oksidazi
(XO). Enzims katalizé ped€jos divus solus purinu degradacijas cela. Sakuma hipoksantinu
oksidé par ksantinu un talak ksantinu par urinskabi, bet ka blakusprodukti veidojas brivie
radikali. XDR ir intracelulara XOR forma, bet arpus Stnas vidé un cirkulacija XO ir
dominanta izoforma (Schmidt et al., 2019). XO majsaimnieciskas (ang.val. housekeeping)
funkcijas papildus purinu katabolismam ieklauj ar1 slapekla (IT) oksida (NO), vazodilatora,
kas ir biitisks asinsvadu tonusam un endot€lija funkcijam, veidoSanu (Battelli ez al., 2019).

Strukturali enzims ir homodimérs, un katra subvieniba sastav no ¢etriem redokscentriem:
viena molibdéna kofaktora, vienas flavina adenina dinukleotida (FAD) saistiSanas vietas un
diviem Fe2S2 klasteriem. XO katalizé€ hipoksantina oksidaciju par ksantinu un talak par
urinskabi molibdéna kofaktora centra. Elektroni caur diviem dzelzs-séra klasteriem nonak
FAD centra, kur notiek NAD-+reducesana par NADH. Savukart elektronus no hipoksantina un
ksantina oksidéSanas akcepté O2 un veido ROS: superoksida anjonu (O2--) un tdenraza
peroksidu (H202). XO aktivitate atkariga no génu ekspresijas, ko kontrole virkne faktoru ka
hormoni, augSanas faktori un iekaisuma citokini (Schmidt et al., 2019).

Palielinatai XO aktivitatei var but dazadas sekas atkariba no reakcijas produktiem.
Augsti ROS Iimeni izraisa oksidativo stresu, iekaisumu un medié dazadus Stunu efektus,
pieméram, citotoksicitati un mutagenézi. Ari NO parprodukcija veicina iekaisumu, oksidativo
stresu un leikocttu aktivaciju. Urinskabes uzkraSanas var izraisit hiperurik€miju, kas ir
pamatc€lonis podagrai, tadél XO inhibitori ir viens no potencialajiem un vairak pétitajiem
mérkiem slimibas arst€Sana. Sobrid vairaki XO inhibitori, ka allopurinols, febuksostats un
topiroksostats tiek kliniski pielietoti podagras arstéSanai. Tomér ir gadijumi, kad So zalu
ilgstoSa lietoSana ir ierobeZota dzivibai bistamu blakusparadibu dél, ka nieru mazspgja,
Stivena—DzZonsona sindroms un fluminants hepatits. Attiecigi ir zinams pieprasijums péc
jauniem XO inhibitoriem, kas biitu gan efektivi, gan ar mazak blakusparadibam, lai arstétu ne
tikai podagru, bet ar1 virkni citu slimibu, kuras iekaisumam un oksidativajam stresam ir liela

nozime slimibas patofiziologija (Zhao et al, 2020). Uzskata, ka hiperurinémija veicina
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hipertensiju, aptaukoSanos, insulina rezistenci un citus faktorus metaboliska sindroma
patogenéze (Battelli ez al., 2019).

In vitro péetijumos flavonoidi uzrada XO aktivitates inhibiciju. Noveérots, ka
flavonoidiem ar hidroksilgrupu pie C-7 atoma ir spécigaka darbiba par flavonoidiem bez
hidroksilgrupas, turklat C-2/C-3 dubultsaites zudums B gredzena ieveérojami samazina
aktivitati (Nguyen et al., 2006). 2020.gada publicéta petjjuma (Zhao et al., 2020) tika
aprakstitas strukttiras-aktivitates attiecibas starp flavonoidiem un XO. Dala no flavonoidiem
uzradija bitisku XO aktivitates inhibiciju, talak, analiz&jot savienojumu struktiiru, novéroja,
ka efekts ir spécigaks, ja C4 un C5 pozicijas pie B gredzena ir hidroksilgrupas. Tacu
hidroksilgrupas C3 un CS5 pozicijas ir nevélamas, bez tam ar1 glikolizéSana pie C3 un C7
samazindja inhibicijas efektu. Tad€jadi no dazadu grupu un struktiru izmainam ir atkariga
flavonoidu saistiSanas ar XO aktivo centru, un no tas izrietoSa samazinata vai palielinata

inhibg&josa aktivitate (Zhao et al., 2020).

1.4. Polifenoli

Ogu sulas parstrades izspiedas satur lielu daudzumu biologiski aktivu savienojumu —
polifenolu (Laroze et al., 2010). Polifenoli ir augu sekundarie metaboliti, kuri iesaistiti augu
aizsargmehanismos, pieméram, pret patogéniem un ultravioleto starojumu. Epidemiologiskie
petijumi norada uz polifenoliem bagata uztura labveligo ietekmi uz cilvéka organismu un
hronisku slimibu profilaksi, tad€] arvien padzilinatak tiek pétitas polifenolu apaksklases un
savienojumi.

Augu valsti atklati vairak neka 8000 fenolu savienojumu, un, pamatojoties uz fenola
gredzenu skaitu un strukturaliem elementiem, kas tos saista kopa, tos klasificé cetras
galvenajas klas€s: flavonoidi, fenolskabes, stilbéni un lignani (‘Yahfoufi et al., 2018).
Polifenoli plasi atrodami auglos, darzenos un ari dz&érienos ka zala t§ja, kafija un sarkanvins
(Pandey and Rizvi, 2009).

Polifenolu biologiskais efekts ir atkarigs no uznemta daudzuma un biopieejamibas, kas
gan var stipri atSkirties. Pagaidam nav atrasta preciza saistiba starp polifenolu daudzumu
partika un to biopieejamibu cilvéka kermeni, jo biopieejamibu ietekmé virkne faktoru, turklat
ta savienojumiem atskiras. Lielakoties polifenoli partikas produktos ir esteru, glikozidu vai
poliméru forma, tacu §is formas organismam nav iesp&jams absorbét, tadel polifenoli tiek
iesaistiti virkn€ reakciju. Sakuma mikrobiota un enzimi Savienojumus hidrolizé. Jau
absorbcijas laika zarnu trakta $tnas notiek pirmas modifikacijas un konjugacijas reakcijas,

kam vél seko metilésana, sulfoniz€sana un/vai glikuronizacija aknas. Absorbciju ietekme ari
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virkne citu faktoru — saistiSanas pie plazmas albuminiem, cilvéka individualais mikrobiotas
profils u.c. Rezultata polifenolu metaboliti, kas sasniedz asinsriti un audus, atSkiras no
sakotng&jam polifenolu molekulam partika, ka ari ne vienmér visbiezak diéta sastopamajiem
polifenoliem ir vislabaka biopieejamiba. Sarezgita un atskiriga polifenolu biopieejamiba ir
nozimigs aspekts, lai pétitu to biologisko aktivitati un izstradatu kvalitativus uztura un

farmakologiskus Iidzeklus slimibu profilaksei un arstésanai (Pandey and Rizvi, 2009).

1.4.1. Flavonoidu pretiekaisuma ipasibas

Flavonoidi ir viena no lielakajam un plasak pétitajam polifenolu apaksklasém un
atrodami daudzos partikas produktos, ka auglos, darzenos, sojas pupinas, kakao, riekstos, vina
un olivella (Joseph et al, 2014). Flavonoidiem bagatu uzturu saista ar zemaku hronisku
slimibu attistibas risku, tostarp hipertensijas, 2. tipa diab&ta, v€za un ar samazinatu
kardiovaskularo slimibu mirstibu virieSiem un sieviettm (McCullough et al., 2012; Joseph et
al., 2014). Flavonoidi atkariba no to strukttras (skat. 1.2.att) tiek iedaliti antocianinu,

flavonolu, flavonu, flavan-3-olu, flavanonu un izoflavonu klasés (Pandey and Rizvi, 2009).
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1.2. att. Flavonoidu apaksklasu kimiskas struktiiras (Kawabata et al., 2019)
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Biosintéze augos notiek no aromatiskajam aminoskabém (fenilalanina un tirozina) un
malonata. Visu flavonoidu pamatstruktiira ir flavana kodols (skat. 1.3. att.), kas sastav no 15
oglekla atomiem, kas savienoti tris gredzenos (Ce—C3—Cs). Gredzenus parasti apzimé ka A, B
un C. Flavonoidu apaksklases atSkiras no oksidacijas Itmena un C gredzena izmainam,
savukart, apaksklases robezas atSkiribas parasti ir dazadas izmainas A un B gredzenos. No
Vaccinium gints izol&ti vairak neka 116 flavonoidu savienojumu, kuru struktiiras atSkiras ar
hidroksilgrupas aizvietotajiem B gredzena un ar molekulai pievienotajiem cukuriem un to
skaitu. Visbiezak cukuri D-glikoze, L-amnoze, D-galaktoze, L-arabinoze un D-ksiloze ir

saistiti ar O-glikozidisko saiti pie gredzena C-3 vai C-7 pozicija (Su, 2012).

1.3. att. Flavana kodols — flavonoidu pamatstruktira (Su, 2012)

Apjomigi pétitas flavonoidu antioksidativas TpasSibas, tau savienojumu biologiska
aktivitate ir daudz plasaka. Noteiktas apaksklases uzradijusas potencialu aizsardziba pret vézi,
kardiovaskularam un nervu sistémas slimibam, pieméram, epilepsiju un depresiju, ka art pret
citiem patologiskiem stavokliem.

Pedejo gadu laika paradas arvien jauni molekulara Itmeni pétijumi par flavonoidu
ietekmi ne tikai uz iekaisumu un imuno atbildi, bet arT uz iekaisuma medietam hroniskam
saslim$anam (Pérez-Cano and Castell, 2016). 2019.gada publicéta raksta Maleki un kolegi
apkopojusi jaunakos zinatniskos pétijumus par flavonoidu, visizplatitako polifenolu uztura,

ietekmi uz iekaisumu (1.1. tabula).
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1.1. Tabula
Flavonoidu pretiekaisuma ipasibas un darbibas mehanismi (Maleki ef al., 2019)
Fl 2du Toasl Mehani Sel
S Proteinkinazu un Samazinata signalu parraide,
Regulativo enzimu inhibicija . o ‘ o
fosfodiesterazu inhibicija samazinata Stinu aktivizacija
Transkripcijas faktoru ) o
- - o Samazinata iekaisumu
Geénu ekspresijas modulacija  modulacija, pieméram, NF- o oL
veicino$o génu transkripcija
kB
Samazinata iekaisumu
Ietekme uz AA metabolismu = PLA2, COX, LOX inhibicija  veicinoSo PG, LT, TXA2 un
citu mediatoru atbrivoSana

Inhibicija uz Stnu:

e AktivizéSanu Nenobriedus$as $tnas,
e Nobriesanu jeb samazinata proliferacija,
Iekaisuma §tinu modulacija maturaciju samazinata iekaisumu
e Signalu parnesi veicinoSo citokinu
e Sekretorajiem izdaliSanas
procesiem

Kave brivo radikalu
Samazinats oksidativais
Antioksidativas IpaSibas razoSanu, “savacgji”’ (ang.
stress
val. scavenger activity)

Pirmkart, dazadi flavonoidi sp€j inhibét virkni proteinkinazu ka fosfoinozitola kinazi,
proteinkinazi C un ciklin-atkarigo kinazi-4. Proteinkinazes ir atbildigas par signala parraidi
iekaisuma procesos, tapéc to inhibicija aptur talakus signalus un iekaisuma procesu. Tas var
inhibét ar1 caur génu transkripcijas inhibiciju (Maleki et al., 2019). Pieméram, kodola
transkripcijas faktors kB (NF-kB) ir komplekss proteins, kuru aktivé iekaisuma citokini, un
tas no citoplazmas tiek parvietots uz Stinas kodolu, lai kontrolétu iekaisumu veicino$o génu
ekspresiju, tostarp COX-2, citokinu (IL-1, IL-2, IL-6, un TNFa), hemokinu, induc€jamas
slapekla oksida sintazes (iNOS) un adhézijas molekulu (Yahfoufi et al., 2018; Maleki et al.,
2019). Tadel NF-kB aktivacijai ir nozimiga loma procesa, un veidojas “cilpa” - iekaisuma
atbilde turpina pastiprinaties, jo ekspreséto génu mediatori izdala vel vairak mediatoru, kas,
savukart, talak iedarbojas uz citiem iekaisuma komponentiem un atkal stimulé ari NF-«xB

aktivitati (Y. S. Kim et al., 2009).
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Flavonoidi inhibé ari fosfodiesterazes, pieméram, cikliska adenozinmonofosfata (cAMF)
fosfodiesterazi. cAMF ir sekundarais mesendzers, kas regulé virkni $tinu procesu iekaisuma
laika. Paaugstinatu cCAMF limeni saista ar pretickaisuma funkcijam, un flavonoidu izraisita
fosfodiesterazes inhibicija bloké cAMF degradaciju, paildzinot cCAMF signalcelu signalus.

Flavonoidi pazistami ka specigi antioksidanti, jo spgj “savakt” reaktivas skabekla sugas
(ROS), reaktivas slapekla sugas un citas reaktivas dalinas, ka arT kavét jaunu brivo radikalu
veidosanos (Maleki et al., 2019). Palielinatu ROS Ilimeni saista ar oksidativo stresu un
proteinu oksidaciju, kas aizsak dazadu iekaisuma molekulu un signalu kaskades (Yahfoufi et
al., 2018). Bez tam ieckaisuma iesaistitas Stnas uznem skabekli un ari izdala ROS, un
sekretéjot dazadus mediatorus, piesaista vél iekaisumu $anu, kas bojajuma vieta izdala vél
vairak ROS. Rezultata tiek aktivizéti transkripcijas faktori un iekaisuma géni, un turpina
palielinaties mediatoru skaits. Sis nebeidzamais cikls veicina hronisku slimibu attistibu
oksidativa stresa un iekaisuma procesu mijiedarbiba (Joseph et al., 2014). Tapéc arl
antioksidativas spgjas ir ciesi saistitas ar flavonoidu pretickaisuma efektu.

Noverots, ka flavonoidiem ir potencials inhibét iekaisumu veicino$os enzimus: PLA?2,
COX un LOX (Maleki et al., 2019). Hanakova et al. (2017) veikta p&tijuma flavoni inhib&ja
COX-1, COX-2 un 5-LOX enzimu aktivitati, flavonu aktivitati apstiprinaja arT ar dokinga
pétijumiem enzimu aktivaja centra (Handkovd et al., 2017). Cita dokinga pétijuma
(Megantara et al., 2018) kvercitins (-8,6 kcal/mol) atzits par potencialu COX-2 enzima
aktivitates inhibitoru, lai gan ta inhibicija ir mazaka par selektiva COX-2 inhibitora
celekoksiba (-10,00kcal/mol) aktivitati (Megantara et al., 2018).

Flavonoidus saista arl ar tieSam specifisku im@ino $tnu skaita un diferenciacijas
izmainam, ko flavonoidi realiz€, inhib&jot aktivizaciju, nobrieSanu, signalu parnesi utt.
Pieradits, ka flavonoidi inhib& dendritisko Stinu nobrieSanu, nomacot markierus CD80, CD86,
kas ir biitiskas molekulas CD4H+ T §tinu aktivacijai. Rezultata ir inhib&joss efekts uz CD4H+
T Sunu proliferaciju un citokinu sekréciju. Vairaki pétijumi norada, ka flavonoidi var
samazinat histamina un prostaglandinu izdaliSanos no tuklajam $tinam un inhib&t iekaisumu
veicino$o citokinu un hemokinu izdaliSanos no neitrofiliem, tuklajam S§Gnam un citam
imiinajam S$iinam. VEl viens pretiekaisuma mehanisms ir $iinu signalu parneses inhibicija.
Flavonoidi var tieSi blok&t receptorus, piemé&ram, saistoties ar IL-17 subvienibu, tadgjadi
vajinot IL-17 signala parnesi, vai blokét receptoru lejupstraumes signalcelus (downstream
signaling), ka, piem€ram, ja imiinglobulins E varétu saistities ar receptoru, tacu nenotiktu
talaki molekulari procesi Stinas iekSien€. Lidzigi flavonoidi var darboties arT uz citu receptoru

lejupejosiem signalceliem (downstream signaling) iekaisuma vieta (Maleki ef al., 2019).
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1.4.2. Antocianinu pretiekaisuma ipasibas

Antocianidini ir viena no flavonoidu apaksklasém ar skabekla atomu C gredzena, kas
nes pozitivu ladinu, un padara molekulu Tpasi reagétsp&jigu. Augos antocianidini parasti ir
esterificéti kopa ar vienu vai vairakiem cukuriem, un tos sauc par antocianiniem (Castafieda-
Ovando et al., 2009). Galaktoze, glikoze, arabinoze, ksiloze un ramnoze ir biezakie saistitie
cukuri mono-, di- vai tri-saharida forma caur C-3 hidroksilgrupu C gredzena (Su, 2012).

Antocianini pazistami ka tiden $kistosi pigmenti, kas atbild par daudzu auglu, darzenu
un ziedu zilo, sarkano un violeto krasu. Galvenie antocianinu ieguves avoti ir tumsas ogas ka
mellenes, kazenes, dzérvenes, upenes, avenes, sarkanas vinogas, un darzeni ka sarkanie
kaposti un redisi, arT dala riekstu un sarkanvins (Rozanska and Regulska-llow, 2018). Tos
uzskata par vienu no svarigakajam polifenolu apaksklasém, kas veido bitisku dalu no kopgja

ogu polifenolu satura (Joseph et al., 2014).
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Nosaukums R1 R>
Delfinidins OH OH
Petunidins OCH:s H
Cianidins OH H
Pelargonidins H H
Peonidins OCHs H
Malvidins OCHs OCH3

1.4. att. Antocianidinu kKimiska struktiira. Attéls ar izmainam no (Su, 2012).

Augos atrasti vairak ka 600 antocianini, no kuriem ogas visbiezak sastopamie
antocianidini (skat. 1.4.att.) ir cianidins, delfinidins, pelargonidins, peonidins, malvidins un
petunidins (Vendrame and Klimis-Zacas, 2015). Lidz Sim 35 dazadas So antocianidinu
glikozidiskas formas izolétas un identificétas mellenu gints augos (Su, 2012). Antocianini un

antocianidini kopuma ietekm& vairak neka 120 receptoru aktivitati, iek§- un arpus- Stinu
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signalmolekulas, transkripcijas faktorus un génu ekspresiju (Domitrovic, 2011). Tadel tiem
piemit plass farmakologiskas darbibas spektrs, ka antidiabétiska, pretaptaukosanas,
pretiekaisuma un antimikrobiala darbiba. Pastav korelacija starp antocianiniem bagatu uzturu
un zemaku kardiovaskularo slimibu biezumu (Manolescu et al., 2019). In vitro un dzivnieku
modeli pieradijuSi, ka ogu antocianiniem ir preventivas un V€zi nomacoSas 1pasibas,
pateicoties antioksidantu, antiproliferativai, apoptotiskai un pretiekaisuma darbibai, tacu
devas, kas dod $adu efektu, ir daudz lielakas par devam, ko var uznemt ar antocianiniem
bagatu dietu (Chu et al., 2011).

Fallah et al. (2020) sistematiskais parskats apstiprina, ka ar antocianiniem bagats uzturs,
it Tpasi devas lielakas par 300mg/diena, ievérojami samazina iekaisuma mediatoru, C reaktiva
proteina (CRP), IL-6, audz€ja nekrozes faktora alfa (TNF-a), vaskularas Stnu adhgzijas
molekulas — 1 (VCAM-1) un intracelularas adhézijas molekulas -1 (ICAM-1) plazmas
Iimenus (Fallah et al., 2020). Iekaisuma mediatoru limenu samazinasanos varétu skaidrot ar
antocianinu sp&ju inhib&t NF-kB signalcelu, jo ta kaskade izraisa iekaisuma mediatoru
ekspresiju, COX-2, iNOS, IL-1, IL-6 un TNF- a, adh&zijas un citu iekaisuma molekulu
aktivaciju (Aboonabi et al., 2020).

Antocianini var darboties ar1 ka enzimu inhibitori, piemé&ram, inhib&t FLA2 aktivitati,
kas atbild par pirmo eikosanoidu biosint€zes soli no arahidonskabes (Dreiseitel et al., 2009).
Piemit arT sp€ja inhibét COX-1 un COX-2 enzimu aktivitati atkariba no brivo hidroksilgrupu
daudzuma molekula, pieméram, cianidinam noverots lielaks inhibitora potencials (Domitrovic,
2011). Antocianini palielina endotelialas slapekla oksida sintazes (eNOS) aktivitati, kas
sintez€ biologiskajiem procesiem svarigo slapekla (II) oksidu (NO) (Edirisinghe ef al., 2011).
Savukart, iNOS, kas no tris NOS sintazém visvairak saisita ar iekaisumu, ekspresiju samazina
un inhib&€ enzima aktivitati, tad€jadi limit€jot NO parprodukcijas raditu iekaisumu veicinoSu
efektu.

Vel viens ar iekaisumu saistits signalcel§, kuru spgj inhibét antocianini, ir mitogéna
aktivétas proteinkinazes (MAPK) (Vendrame and Klimis-Zacas, 2015). Tas ir bitisks
mehanisms, jo MAPK ir proteinkinazu gimene, kas regulé fundamentalus $tinu procesus ka
difrenciacija, mitoze un apoptoze. Kinazes regul€ ickaisuma iesaistitos transkripcijas faktorus
un génus (Shi et al., 2017).

Kopuma antocianiniem piemitoSas pretieckaisuma Ipasibas saistamas ar samazinatu
iekaisuma mediatoru koncentraciju, iNOS aktivitates regulaciju un COX-2 aktivitati. Lielaka
dala pétjjumu norada uz NF-kB celu ka galveno antocianinu pretiekaisuma darbibas
mehanismu. Gan in vitro, gan in vivo pétijumi pierada, ka antocianini bloké NF-kB

translokaciju un aktivaciju, ka ar ta inhibitora fosforilesanu. Turklat NF-xB ir jutigs uz
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redoksi reakcijam, tapéc dala efekta ir pateicoties antocianinu spécigajai antioksidantu
aktivitate.

NepiecieSami talaki p&tijumi, lai uzlabotu §1 briza zinasanas par biologiski efektivam
antocianinu devam, konkrétu antocianinu un antocianidinu darbibu (Vendrame and Klimis-

Zacas, 2015).

1.5. Mellenu gints (Vaccinium spp.)

Vaccinium spp. pieder ériku dzimtai (Ericacae) un ir morfologiski daudzveidiga gints ar
aptuveni 450 sugam, kas lielakoties atrodamas Ziemelu puslodes v&sakajos platuma grados,
lai gan atklatas ari dazas tropiskas sugas Madagaskara un Havaju salas. Gintij pieder gan
savvalas sugas, gan ekonomiski nozimigas skirnes (Karppinen et al., 2016). Kimiski spgj
sintez€t plaSu spektru dazadu savienojumu ka flavonoidus, antocianinus, kumarinus, lignanus,
benzolskabes, iridoidus, sterolus un triterpenoidus. Ipasi svariga ir flavonoidu un antocianinu
biosintéze, un Sobrid jau vairak neka 116 dazadu antocianinu un flavonoidu izoléti no
Vaccinium gints augliem un lapam (Su, 2012). Bez tam satur ari citUS nozimigus
savienojumus ka karotenoidu atvasinajumus, fenilpropanoidus un vitaminus. Sis fitokimiskas
vielas ir pamats gints plasajam biologiskajam spektram ar pretiekaisuma, pretptaukosanas,
pretvéza, antimikrobialam un citam pasibam.

Liela nozime sekundaro metabolitu biosintézeé ir vides apstakliem, kas ietekmé& to
daudzumu un savienojumu kvalitati. Lai gan Vaccinium spp. augi ir pieméroti augSanai un
biologiski aktivo vielu biosintézei &nainos biotopos, lielaks gaismas starojums saistams ar
augstaku kopgju polifenolu un antocianinu daudzumu. Piem&ram, mellengs, kas audzetas
saules gaisma, ir lielakas fenolsavienojumu Koncentracijas, salidzinot ar éna augusam. Ka ari
fenolsavienojumu un vitamina C sintézei labvéligakas ir zemakas gaisa temperatiiras, tacu tas
vari¢ atkariba no sugas. Novérots, ka sarkanas krasas Vaccinium ogas ir vairak procianidinu,
bet mazaka antocianinu daudzveidiba (Karppinen et al., 2016). Interesanti, ka lielakoties
pétijumos tiek apskatiti augli, tacu izpétits, ka Vaccinium spp. lapas un katos ir vél vairak

farmakologiski nozimigu fenolu neka auglos (Bujor et al., 2019).

1.5.1. Mellenes (Vaccinium myrtillus L.)

Mellenes (ang.val. bilberry) ir savvalas augs, satopams plavas, mitros skujkoku mezos
un kalnos Eiropa un Ziemelamerika. To zilgani melnie augli ir mazi (5-9mm diametra) un

satur daudz se€klu. Melleném ir augstaks antocianinu saturs par virkni citu ogu, ka zemeném,
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kir§iem un aveném u.c. Totalais antocianinu Sastavs svaigas mellenés ir 300-700mg/100g un
vari€ atSkirtba no augSanas apstakliem un auglu gatavibas. Papildus antocianiniem satur ar1
3mg C vitamina uz 100mg svaigu ogu (Chu et al., 2011).

Mellenes pazistamas ar virkni veselibu uzlabojosam ipasibam: antioksidanti, mazina
iekaisumu un oksidativo stresu, ari lipidu un glikozes limenus asinis. Pateicoties Stm
ipaSibam, plasi pétita ietekme uz hroniskam saslimSanam, ka diabéts, aptaukoSanas un
ateroskleroze (Bujor et al., 2016). Melleném ir potencials samazinat aptaukoSanos un ar to
saistitas slimibas. Pieméram, kamjiem p&c 10 ned€lu ilgas baroSanas ar augstu tauku un
cukura digtu uzsaka arst€Sanu ar mellenu lapu ekstraktiem. Novéroja, ka 25 un 35 mg/kg
dienas devas samazinaja gan visceralo tauku, gan kop€jo kermena masu, ka ari brivo
tauksskabju, trigliceridu un kopg&ja holesterola limenus seruma (Zagayko et al., 2018).
Mellenes vésturiski izmanto redzes uzlaboSanai un dazadu acu traucjumu arstéSanai.
Noverots arT tieSs antimikrobials efekts uz cilvéka patogéniem, tostarp Salmonella un
Staphylococcus aureus (Chu et al., 2011).

Mellenu labveligo efektu uz veselibu un daudzu saslimSanu profilaksi saista ar to
pretickaisuma ipasibam (Bujor et al., 2016). P&tijuma ar augstu tauku saturu barotam peléem
mellenu pulvera lietoSana samazinaja sist€misko iekaisumu un palielindja insulina jutiguma
biomarkierus, apstiprinot hipotézi, ka mellenu antocianiniem piemitosas pretiekaisuma
ipaSibas sp€ novérst zarnu trakta disbiozi un attiecigi samazinat ar aptaukoSanos saistitu
hronisku iekaisumu (Lee et al., 2018).

Karlsen et al. (2010) novéroja samazinatas iekaisuma markieru koncentracijas
pieaugusajiem ar palielinatu kardiovaskularo slimibu risku péc tam, kad 4 ned€las tika dzerti
300ml mellenu sulas diena. Pétfjuma ietvaros noteica ari mellenu polifenolu — kvercitina,
epikatehina un resveratrola — sp&ju inhib&t lipopolisharidu izraisitu NF-kB aktivaciju
monocitu $inu linijja. Lidzigi arm 400g svaigu ogu diena péc 8 ned€lu ilgas lietoSanas
samazinaja iekaisuma markieru - plazmas CRP, IL-6, un IL-12 — Iimenus, un kopgjais
iekaisuma rezultats (ang.val. inflammation score) statistiski nozimigi atSkiras (p=0,024) no

kontroles grupas (Kolehmainen et al., 2012).

1.5.2. Krimmellenes (Vaccinium corymbosum L.)

Krimmelenu nosaukums anglu valoda ir blueberry, un ta ir visplasak komerciali
kultivéta Vaccinium spp. suga (Lim, 2012). Ari kimmellengs ir augsts antocianidinu,
lielakoties glikolizéto formu, flavanolu, ka kvercitins, kampferols un mircetins, katehinu,

benzol- un kanélskabju daudzums. Tacu Italija veikta pétjjuma, salidzinot savvalas
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(V.myrtillus L.) un kultivétas (V.corymbosum L.) mellenes, savvalas ogam novéroja augstaku
kopgjo fenolu, antocianinu un antioksidantu daudzumu un divreiz lielaku antioksidativo
aktivitati. Tiek wuzskatits, ka antioksidantu aktivitatei ir lielaka sakariba ar kopg€jo
fenolsavienojumu daudzumu neka antocianinu koncentraciju (Giovanelli and Buratti, 2009).
Krimmellenu biologskas darbibas spektrs ir lidzigs mellenu, pateicoties lidzigam fitokimisko
vielu sastavam.

Figueira un kol&gi viena pétijjuma ietvaros (2016) analiz€ja krimmellenu ekstrakta
Kimisko sastavu, antioksidativo potencialu un pretiekaisuma efektu divos dzivnieku modelos
ar akiitu un hronisku iekaisumu. Vienreiz€ja krimmellenu ekstrakta deva pirms karaginana
lokalas injekcijas zurku kepa par 30% samazinaja kepas tisku, savukart medikamenti
(trolokss - E vitamina wdeni S$kistoSs analogs; tempols (4-hidroksi-2,2,6,6-
tetrametillpiperidinil-1-oksil) — SOD mimétikis; indometacins — neselektivs COX inhibitors)
ar dazadiem pretiekaisuma darbibas mehanismiem par 50%. Reimatoida atrita modelt zurkas
13 dienas arstgja ar mellenu ekstraktu (12mg/kg diend) un novéroja 70% mazaku tisku par
nearstéto reimatoida atrita grupu, noradot uz oralu uznemtu mellenu pretiekaisuma darbibu
hroniska iekaisuma gadijuma. Arsté§ana nomaca ne tikai vizuali redzamo tiisku, bet ari
uzlaboja klmiskos parametrus: histologiskos un radiografijas raditajus. Ar ekstraktu
arstétajam zurkam bija ievérojami mazaka COX-2 un iNOS ekspresija un citokinu (TNF- a,
IL-1PB un IL-6) seruma ltmeni, apstiprinot zimigu iekaisuma singalcelu nomakumu (Figueira
etal., 2016).

Astonas ned€las pelém ar augstu tauku satura di€tu papildus deva mellenu pulveri, lai
noskaidrotu, vai tas ietekmes taukaudu iekaisumu un insulina rezistenci. Salidzinot iekaisuma
markierus pelém, kas uzpe€ma mellenu pulveri, ar kontroles grupu, novéroja, ka mellenes
samazindja vai pilniba noveérsa iekaisuma génu ekspresiju un oksidativo stresu, ka ari
pasargaja no hiperglikémijas, insulina rezistences un samazinaja adipocitu navi (DeFuria ef
al., 2009).

Makrofagi ir butisks iekaisuma komponents, jo izdala virkni citokinu un veicina imiino
atbildi. Molekularo mehanismu pé&tijumi atklajusi, ka makrofagu poliferacija un attistiba
saistita ar NF-kB signalcelu. Mellenu lapu flavonoidi makrofagu Stinu linijas statistiski
nozimigi samazinaja TNF- a koncentracijas un art NF-xB subvienibas p65 limenus. Rezulati
norada, ka mellenu lapu flavonoidu pretiekaisuma ipasibas dal&ji var izskaidrot ar NF-kB

signalcelu saistitu génu transkripcijas inhibiciju (Shi et al., 2017).
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1.5.3. Lielogu dzérvenes (Vaccinium macrocarpon Ait.) un purva
dzérvenes (Vaccinium oxycoccos L.)

Lielogu dzeérvene (V. macrocarpon Ait.) zinatniskajos rakstos atrodama ar1 ar
nosaukumu amerikanu dz€rvene (ang.val. American cranberry Ait.). Tas ir zems,
daudzgadigs un muzzal§ kriims ar sfeériskam ogam. Plasi tiek kultivétas ka alternativa savvala
augosajai purva dzervenei (V.oxycoccus L.), kurai raksturigaki mazaki augli (Narwojsz et al.,
2019). Purva dz&rveni angliski dév€ arT par Eiropas dz€rveni un, salidzinot ar lielogu dz&rveni,
tas geografiska izplatiba ir ievérojami lielaka, tomér ta ir daudz mazak pétita. Sastopama
Eiropas, Azijas un Ziemelamerikas purvos un mezos.

Dzervenu augli nogatavojas visu septembri, sakot ar augusta beigdm, un var bt roza,
sarkani vai tumsi sarkani ar izteikti skabu garSu (Jurikova et al., 2019). Atklats, ka sarkanakas
ogas (savvalas) palielinas antocianinu sastavs, tau ir mazak citu fenolsavienojumu, tapéc
Sadam ogam ir zemaka antioksidantu aktivitate. Abas dzérvenu sugas peonidina-3-galaktozids
ir dominantais antocianins un, papildus virknei flavonoidu, augli satur ari A, C un E vitaminu
(Narwojsz et al., 2019). Noskaidrots, ka kultivétas dzérvenés ir augstaka C vitamina
koncentracija par savvalas ogam (Dorofejeva et al.,, 2011). Dz&rvenu izspiedu etanola
ekstrakta noveérots 3-4 reizes lielaks fenolskabju un antioksidantu daudzums neka sula, bet
flavonolu un antocianinu daudzums attiecigi 5 un 6 reizes vairak (Das et al., 2019).

Dazada veida dzérvenu produkti (sulas, pulveri, tabletes un kapsulas) tiek izmantoti, lai
noveérstu un arstétu urincelu infekcijas. Domajams, ka darbibas pamata ir proantocianidinu
sp&ja blokét baktériju adhéziju pie urincelu $inam (Popov et al., 2006). ST pasa efekta dél tiek
uzskatits, ka dz€rvenes var ari izmantot, lai novérstu H.pylori adhéziju pie kuga epitélija
stnam (Skrovankova et al., 2015). Dz&rvenes ne tikai novers patogéno baktériju adhéziju, bet
art veicina labveligo bakteriju celmu skaita picaugumu zarnu mikroflora (Anhé et al., 2015).
Lielogu dzérvenu izspiedu ekstrakta antibakterialo efektu pétfja uz bieza partikas
kontaminanta un gastroenterita izraisitaja Salmonella enterica augSanu. Izspiedu 4mg/ml
ekstrakts ietekm&a 57 génu ekspresiju, bet 8mg/ml uzradija minimalo §is salmonellas
inhibicijas koncentraciju (Das et al., 2019).

Lielogu dzérvenu ekstraktam piemit ari antifungala darbiba (Ermis et al., 2015).
Novérots ta potencials kardiovaskularu slimibu profilaksé un arst€Sana, un aizsardziba pret
lipidu peroksidaciju (Skrovankova et al., 2015).

Saistiba ar ickaisuma procesu atklats, ka no V. oxycoccos dzérveném iegitais pektins
uzrada pretickaisuma Tpasibas un profilaktisku iedarbibu uz etikskabes izraisitu kolitu pelém

(Popov et al., 2006). Kim et al. (2011) p&tijuma izmantoja ar augsta tauku saturu barotas
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zurkas, un ickaisumu izraisfja ar baktériju lipopolisaharidiem (ang. val. LPS-treated). Zurkas
6 ned€las baroja ar liofilizétu dz€rvenu pulveri. Seruma novéroja samazinatu iekaisuma
veicino$o citokinu - CRP, IL-1B un IL-6 — Iimeni, ka arT palielinatu pretiekaisuma citokina
IL-10 koncentraciju (Kim et al., 2011). Dz&rvenu pretickaisuma paSibas pétitas ari uz ar
augstu tauku saturosas di€tas nobarotu (ang.val. high-fat-fed obese) pelu aknu iekaisumu. Péc
10 ned€lam novéroja par 69% samazinatus aknu tool-like receptora 4 (TLR4) mRNS limenus
un par 30% NF-kB, kas ir bitiski, jo saistiSanas ar TLR4 receptoru aktivizé iekaisuma
kaskadi, kura NF-kB nodroSina iekaisumu veicinoSo mediatoru transkripciju. TLR4/ NF-xB
ass un no tas izrietoso iekaisuma biomarkieru samazinasanas norada uz dz&rvenu potencialu

vajinat iekaisumu, kas saistits ar steatozes progreséSanu steatohepatita (Glisan ef al., 2016).

1.5.4. Briiklenes (Vaccinium vitis-idaea L..)

Briuklenes plasi sastopamas Eirazijas sausajos priezu mezos un purvos. Sikkriimains
augs ar aptuveni vienu 1 cm diametra lielu, sarkanu augli, kas nogatavojas julija beigas,
augusta (Latvijas Daba). Svarigakie fenolu savienojumi ir proantocianidini, sastadot aptuveni
63-71% no kopgja fenolu daudzuma, bet atrasti ari antocianini, hidroksi-kanglskabe,
hidroksibezolskabe un flavanoli (Kylli et al., 2011).

Stinu pétijumi norada uz briiklenu neiroprotektivajiem, pretiekaisuma efektiem un sirds
un asinsvadu sistémas aizsardzibu (Bujor et al., 2018). Ilgstosa briiklenu sulas lietosana pat
zemas koncentracijas samazina sistolisko asinsspiedienu un uzlabo endot€lija atkarigo
vazodilataciju hipertensivam zurkam (Kiviméki et al., 2013). Polifenoliem bagats briklenu
ekstrakts uzrada antiproliferativu efektu uz cilvéka dzemdes kakla un resnas zarnas véza
Stnam. Ta pasa pétijuma ietvaros, lai precizak noskaidrotu, kuri savienojumi izraisa efektu,
veica Dbrioklenu ekstraktu frakcionéSanu. Taniniem bagata frakcija saglabaja savu
antiproliferativo efektu, savukart, antocianinu frakcijai novéroja ieverojami mazaku
efektivitati par orginalo ekstraktu (McDougall et al., 2008). No brikleném izol&tie flavonoidi
in vitro uzrada antimikrobialu darbibu uz mutes dobuma patogéniem, kas saistiti ar kariesu un
periodontitu (Riihinen et al.,, 2014). Briklenu proantocianidinu ekstraktam ir spéciga
antimikrobiala darbiba pret Stahylococcus aureus, tacu nav efekta uz tadiem bakteriju
celmiem ka Salmonella enterica, Escherichia coli un Lactobacillus rhamnosus. Kliniskajos
petijumos noveérota pret gingivita un kariesa darbiba, liecinot par iesp&jamu flavonoidiem
bagatu €dienu un dz&rienu ietekmi uz mutes dobuma veselibu (Riihinen et al., 2014).

Briklenu pretiekaisuma 1pasibas pieraditas vairakos péetijumos. Briikklenu fenolu

ekstrakts ar koncentraciju 100 pg/ml inhib& IL-6 un TNF- a (Kylli et al., 2011). Astonas
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nedé€las i1lga petijuma briklenu un art purva dzévenu sulas tika dotas spontani hipertensivam
zurkam. Petnieku grupa novéroja samazinatas mRNA ekspresijas COX-2, monocitu
hemoatraktanta proteinam 1 (MCP-1) , angiotenzina konvertgjosa enzimam 1 (ACE1) un P-
selektinam (Kivimaki et al., 2012). Vel viena Kivimaki vadita pétijjuma briklenu sula méreni
ietekm¢&ja augsta sals daudzuma izraisitu zemas pakapes iekaisumu zurkam (Kivimaki et al.,
2014).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Materiali

2.1.1. Reagenti, materiali un paligvielas

Sausie mellenu, krimmellenu, lielogu dzeérvenu, purva dzérvenu un briklenu izspiedu
ekstrakti sanemti no LU Geografijas un Zemes zinatnu fakultates Vides zinatnes nodalas
Metanols no Sigma-Aldrich (ASV)
Fosfata buferéts Skidums (PBS buferskidums) no Sigma-Adlrich (ASV)
Destiléts un dejonizets tidens
Arahidonskabe no Sigma-Aldrich (ASV)
Natrija hidroksids no Sigma-Aldrich (ASV)
Ksantins no Sigma-Aldrich (ASV)
Ksantina oksidaze no Sigma-Aldrich (ASV)
Baltas un melnas 96-laucinu mikroplates no Greiner, Merck (ASV)
Mikropipetes (10-100; 20-200;1000 pL) no Eppendorf International (Vacija)
Multi-kanalu pipete no Eppendorf International (Vacija)
Pipesu uzgali no Sarstedt (Vacija)
Eppendorf mégenes 1,5ml un 50ml no Sarstedt (Vacija)
Eppendorf mégenu stativi no Sarstedt (Vacija)
COX-1 inhibitoru skrininga komplekts # K548-100 no BioVision (ASV), kura ietilpst:
e 25 ml COX metodes buferskidums
e 200 ul COX Probe (Skidinats DMSO),
e 20 pul COX Cofactor (S8kidinats DMSO),
e 50 pl arahidonskabe
e 500 pl natrija hidroksids
e 1 flakons ar liellopa COX-1 enzZimu
e 100 uM SC560 (skidinats DMSO)
5-LOX inhibitoru skrininga komplekts # K980-100 no BioVision (ASV), kura ietilpst:
o 25 ml LOX metodes buferskidums
e 200 pl LOX Probe
e 6 uL LOX substrats
e 100 pl Zileutons
e 200 pul 5-LOX enzims
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No Cayman Chemical reagentu komplekta ksantina oksidazes fluorometriskai noteikSanai
izmanots tikai XO metodes buferSkidums, XO detektors ADHP (10-acetil-3,7-
dihidroksifenoksazins) un marrutku peroksidaze. Komplekts Nr. 10010895 no Cayman
Chemical (ASV).

2.1.2. Aparatiira

Analitiskie svari Precisa XB 120A, SERIES 320 XB D99 — D9 — 030 no Precisa (Sveice)
Vortex maisitajs no Biosan (Latvija)

Centriftiga Microspin FV2400 no Biosan (Latvija)

Mikroplasu lasitajs TEKAN Infinite 200 PRO no Tecan Group Ltd (Sveice)

Dators, savienots ar mikroplaSu lasttaju

2.2. Metodes

2.2.1. 5-LOX inhibitoru skrinings

Potencialo 5-lipoksigenazes inhibitoru skrininga pamata ir enzima veidota
starpprodukta fluorescence pie 500nm ierosindjuma un 536 nm emisijas vilniem
(Ex/Em=500/536 nm). Ka pozitiva kontrole tiek izmantots zileutons, plasi pielietots 5-
lipoksigenazes inhibitors.

LOX Substrats ——» Starpprodukts m» Fluorescence (Ex/Em=500/536 nm)

LOX Substrats LOX, tzilewtons | Samazinata fluorescence (Ex/Em=500/536 nm)

5-LOX skrininga komplektu uzglaba -20 °C, sargajot no gaismas. Eksperimenta laika
visus reagentus ieteicams turét ledd, iznemot LOX metodes buferSkidumu, kas pirms
lietoSanas jaatsilda Iidz istabas temperatirai.

Ar analitiskajiem svariem nosver sausos ogu izspiedu ekstraktus un izSkidina metanola,
lai iegiitu koncentraciju 100mg/ml. Péc tam ar PBS buferSkidumu atSkaida lidz 10mg/ml.
Sadus koncentratus var uzglabat ledusskapi, lai atkartoti izmantotu vairakiem

eksperimentiem. Ogu ekstraktus atSkaida Iidz v€lamajam koncentracijam ar PBS
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buferSkidumu un vortekseé. Bakalaura darba ietvaros tika pétiti izspiedu ekstraktu efekti
Img/ml, 0,2mg/ml un 0,004g/ml koncentracijas.

2 pl no ekstraktu katras koncentracijas Skiduma ieméra 96 laucinu plates viena laucina
un ieméra triplikatos, bet tris laucinos iemera 2 pl zileutona skidumu, kas kalpo ka zinama
inhibitora kontrole. Visiem lauciniem pievieno 38 pl LOX metodes buferskidumu. Enzima
kontroles triplikata laucinos ieméra 40 pl bufer§kiduma.

Eppendorf mégené sagatavo reagentus ta, lai katra laucina vargtu pievienot 40 pl
reakcijas Mix, kas sastav no 36 pl buferskiduma, 2 ul LOX Probe un 2 pl 5-LOX enzima.
Mix vorteks€, pievieno mikroplates lauciniem un pirms substrata pievienoSanas 10 minites
inkubg istabas temperatiira, un péc tam uznem fona fluorescenci reagentu kontrolei. Tad
sagatavo LOX substratu, kas jaatSkaida 12500 reizes ta, lai katra laucina varétu iemérit 5x
Skiduma 20 pl. Ar buferi LOX substratu atSkaida 1:25, un pakapeniski turpina atSkaidit,
kamer iegtst 1:500. To talak atskaida 1:100, lai iegiitu 5x Skidumu.

Plati ievieto mikroplaSu lasitdja, iesléedz kinétisko mérfjumu reZimu un registré
fluorescenci 0., 5., 10., 15. un 20. miniit¢ p&c ievietoSanas mikroplasu lasitaja, un no
ieglitajiem datiem atnem fona fluorescenci. AtlikuSos reagentu uzreiz ievieto ledusskapi —

20 °C temperattra atkartotai izmantoSanai.

2.2.2. COX-1 inhibitoru skrinings

Ciklooksigenazes-1 inhibitoru skrininga metodes pamata ir fluorometriska
prostaglandina G2 (PGGz2), COX-1 enzima starpprodukta, koncentracijas mériSana.
Fluorescenci méra pie 535nm ierosinajuma un 587 nm emisijas vilniem (Ex/Em=535/587 nm).

COX + COX Probe
Fluoroscence

Arahidonskabe —>» Prostaglandins G2

COX-1 reagentu komplekts tiek uzglabats -20 °C gradu temperatiira, sargajot no
gaismas. Eksperimenta sakuma reagentus iznem no ledusskapja un laut atsilt istabas
temperattra, tacu COX-1 konteineram nodroSina veésumu visu laiku, lai enzims nezaudétu
aktivitati. No ledusskapi uzglabatajiem ogu izspiedu ekstraktiem (10mg/ml) sagatavo vélamas
koncentracijas, atSkaidot ar PBS buferSkidumu, un vortekse.

Paraugus 10 reizes atSkaida ar buferSkidumu un pa 10 pl ieméra triplikatos 96-laucinu
baltaja platé. Kontrolei izveido tr1s laucinus ar neinhib&tu COX-1 enzimu un vél tris laucinus

pozitivai referencei, kuros iepilda 2 pl inhibitoru SC650 un 8 ul bufer§skidumu.
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200 reizes atSkaida COX Cofactor, nemot 2 pl COX Cofactor un 398 pul testa

buferSkiduma. Katra laucina reakcijai sagatavo 80 pul master mix, kas sastav no:
® 76 pl testa buferskiduma
e 1 ulCOX Probe
e 2 ulatskaidita COX Cofactor
e 1 ul COX-1 enzima.

COX-1 enzims ir liofiliz€ts pulveris, tapec sakuma flakonam pievieno 110 pl destileta
dejonizeta tidens, lai skidinatu COX-1. Master mix pagatavo tik, cik nepiecieSams atkariba no
laucinu skaita. Pirms arahidonskabes $kiduma pievienosSanas ar mikroplasu lasitaju nosaka
fona fluorescenci pie Ex/Em=535/587 nm. Fona fluorescenci izmanto ka reagentu kontroli.

Pedgjo gatavo arahidonskabes Skidumu tieSi pirms lietoSanas. 5 pl arahidonskabes
pievieno 5 pl natrija hidroksida un vortekse, péc tam atSkaida desmit reizes ar 90 pl destiléta
dejonizéta. tidens. Ari arahidonskabes Skidumu pagatavo tik daudz, lai katra laucina varétu
iemerit 10 pl. Arahidonskabi laucinos vélams pievienot atri ar multi-kanalu pipeti, lai reakcija
visos laucinos saktos vienlaicigi.

Veic fluorescences mérfjumus (Ex/Em=535/587 nm) kinétikas rezZima un merijumus
registré laika punktos ar 5 mintsu intervalu lidz 20. miniitei. AtlikuSos reagentus uzglaba

ledusskapi (-20°C).

2.2.3. Ksantina oksidazes inhibitoru pétiSanas metode

Ksantina oksidazes aktivitati var noteikt péc reakcijas produktu koncentracijas, tostarp
fotometriski merot urinskabes absorbciju pie 290nm (Nguyen et al, 2006). Tacu mes
modificjam spektrofotometrisko metodi, izmantojot Cayman Chemical reagentus
fluorimetriskai ksantina oksidazes mériSanai. Cayman Chemical ksantina oksidazes
fluorimetriskas metodes pamata ir vairaku solu enzimatiska reakcija (skat. 3.1. att.) — ksantina
oksidaze oksidé hipoksiksantinu, ka blakusproduktu veidojot idenraza peroksidu. Marrutku
peroksidazes klatbtitneé tdenradis reagé ar ADHP (10-acetil-3,7-dihidroksifenoksazinu)
attieciba 1:1, producgjot resorufinu, produktu ar izteikti augstu fluorescenci. Resorufina

fluorescenci méra pie 520-550 nm ierosinajuma un 585-595 nm emisijas vilniem.
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3.1. att. Cayman Chemical ksantikoksidazes fluorimetriskas mériSanas enzimatiskas reakcijas

(Cayman Chemical)

10 mg/ml ogu izspiedu ekstraktus atSkaida ar PBS buferskidumu, lai iegutu
koncentracijas 0,5, 0,25, 0,125, 0,00625 un 0,003125 mg/ml. 96-laucinu melnaja platé pa 50
ul triplikatos iemera katra parauga koncentraciju Skidumus. Kontrolei izveido 3 laucinus ar
neinhib&tu ksantina oksidazi un 3 laucinus bez vielam (reagentu laucinus). Ar PBS buferi
skidina ksantina oksidazi Iidz 0,1 U/ml un katram laucinam, iznemot reagentu kontroles
tripletam, pievieno 30 pl. Inkubé 15 mintes istabas temperatura.

Péc tam katram laucinam pievieno 30 pl 0,1 mM ksantina $kiduma un inkubgé 30
miniites istabas temperatira. Sakuma pagatavo 100mM ksantina Skidumu — 15mg vielas
(M=152,11 g/mol) iz8kidina 1ml 1M natrija hidroksida. Lai iegiitu 0,1 mM jaatSkaida vel 1000
reizes ar buferSkidumu.

No Cayman Chemical komplekta pagatavo reagentu mix jeb kokteili, kas satur 4,9ml
komplekta buferSkiduma, 50 pl detektora (ADHP) un 50 pl marrutku peroksidazes. Mix
jaizmanto 10 minGSu laika. Katram laucinam pievieno 50 pl kokteila un inkubé 37°C grados

45 minites, pé€c 10 min méra fluorescenci Ex=520-550mm un Em=585-595nm.

2.3. Datu statistiska analize

Datu analizei izmantotas programmas GraphPad Prism 8§ un Microsoft Excel. Mérijumi
veikti 2-3 reizes un dati uzraditi ka vid€jas vertibas ar standartnovirzi (SD). Rezultatu
statistiska analize veikta ar one-way analysis of variance (ANOVA) un Dunnett’s Multiple

Comparison test. AtSkiriba starp grupam pienemta par statistiski ticamu, ja P<0,05.
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3. REZULTATI

3.1. 5-LOX aktivitates inhibicija

Parbaudijam piecu Vaccinium spp. ogu izspiedu ekstraktu 5-lipoksigenazes aktivitates
inhibicijas ipasibas ar 5-lipoksigenazes inhibitoru skrininga metodi. Katra ekstrakta efekts
testéts 0,04, 0,2 un 1 mg/ml koncentracijas. Eksperiments tika atkartots divas reizes, kopuma

ieglistot 6 mérjjumus katram paraugam. Attéla 3.1. redzamas paraugu fluorescences izmainas

laika gaita.
A B
4000 4000+
-~ 1 mg/ml -~ 1 mg/ml
=4 >
3000 -#- 0,2 mg/ml 3000 -=- 0,2 mg/ml
- 0,04 mg/ml 7 —&- 0,04 mg/ml
£ 2000 ~+ 5LOX £ 2000 —+ 5LOX
—+— Zileutons 0,018 pug/ml . —+— Zileutons 0,018 ug/ml
1000 10004
0 T T T 1 0 T T T 1
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Laiks, min Laiks, min
C D
4000 4000
- 1 mg/ml -o- 1 mg/ml
=4 s 4
30004 ) -= 0,2 mg/ml 3000 -2 0.2 mg/ml
o —&- 0,04 mg/ml v ——0.04 mg/ml
=] ¥ =] >
& 2000 g -¥ 5-LOX & 2000 g -¥ 5-LOX
. —+— Zileutons 0,018 ug/ml . —+— Zileutons 0,018pg/ml
10004 10004
07 0 T T T 1
0 0 5 10 15 20
Laiks, min min
E
4000
-~ 1 mg/ml
-= 0,2 mg/ml
—— 0,04 mg/ml
—* 5-LOX
—+— Zileutons 0,018 ug/ml

Laiks, min

3.1. att. Ogu izspiedu ekstraktu un zileutona 5-LOX inhibicijas kinetika
Apzim@jumi: A — mellenes , B — kriimmellenes, C — lielogu dz&rvenes, D — purva dzgrvenes un D —

briklenes, RFU — relativas fluorescences vienibas.

5-LOX no substrata veido starpproduktu, kur§ uzreiz reagé ar LOX Probe un fluorescg.
Enzimu reakcija notiek laika gaita, tapéc merfjumi fiks€ti ar 5 mintsu intervalu lidz izreage

substrats. Enzima-substrata reakcijas kinétika uzradita lidz 20. minitei, jo péc tam dalai
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ekstraktu iestajas plato. Liknés vid&jas eksperimentu RFU vértibas ilustrativi att€lo, cik daudz
produkta rodas laika gaita, Iidz ar to paradot, ka ekstrakti kinétiski ietekm€& enzima darbibu.
Mazakas RFU vértibas jeb mazaka produkta veidoSanas liecina par attiecigi lielaku ekstrakta
inhibicijas sp&ju. Ka references inhibitors izmantots zileutons koncentracija 0,018 pg/ml.

Mellenes 0,04 mg/ml ekstraktam (skat. 3.1.att. A) pirmas piecas miniites praktiski nav
efekta un RFU gandriz sakrit ar neinhib&ta enzima likni. Vislabako rezultatu uzradija lielogu
dz@rvene, tacu tas 0,04 mg/ml ekstrakts neizcelas ar ieveérojami labaku inhibiciju, ja salidzina
ar citiem 0,04 mg/ml ekstraktiem. Briklenes ekstraktam koncentracijas 0,2 un 0,04 mg/ml
laika gaita novérojams loti lidzigs efekts, savukart 1 mg/ml ekstrakts uzradija vairak neka 2,5
reizes lielaku inhibiciju, salidzinot ar 0,2 un 0,04 mg/ml ekstraktiem.

Tomér produkta rasanas kingtikas ltkném ir tikai ilustrativa loma, jo izmantotas vid&jas
RFU vertibas bez SD paradiSanas uz likném. Tapéc inhibicijas % aprekins ir precizaks
rezultatu atspogulojums — 3.2. att. dati.

3.2. att. paraditie dati aprékinati ar one-way ANOVA un sekojoSu Dunnett’s Multiple
Comparison test. P vertiba rékinata attieciba pret kontroles grupu — neinhib&tu 5-LOX enzimu
bez pievienota zileutona vai ogu ekstraktiem —, kur aktivitate pienemta 100% un attiecigi
inhibicija 0%. Stabini reprezent€ katra parauga 6 mérjjumu vid€jo veértibu ar standartnovirzi
(SD).

Visi 0,04 mg/ml paraugi statistiski ticami samazinaja enzima darbibu ar P veértibu
<0,0001, tikai 0,04 mg/ml mellenes ekstraktam ir lielaka P vértiba (P<0,05). Starp 0,04mg/ml
ekstraktiem vislielaka inhibicija ir lielogu dzérvenei — 42%, tai sekoja dz€rvenes — 39%,
krimmellenes — 38%, briuklenes —26% un mellenes ar 15%.

Visi ekstrakti 0,02 mg/ml koncentracija statistiski ticami inhib& (P<0,0001) 5-LOX
enzima aktivitati. Ja 0,04 mg/ml koncentracija tris ekstraktiem efekts (krimmellenu un abu
dzeérvenu) bija diezgan tuvu diapazona 38-42%, tad 0,02 mg/ml koncentracija lielogu
dz€rvenei jau ir par 17% lielaka inhibicija neka krummellenei un purva dz€rvenei, attiecigi
68%, 51% un 50%. Mellenes ekstrakts 0,02 mg/ml koncentracija par 25% samazinaja 5-LOX

enzima aktivitati un bruklene par 27%.
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3.2. att. Vaccinium spp.ogu izspiedu ekstraktu efekts uz 5-LOX enzimatisko aktivitati
Statistiskais nozimigums noradits attieciba pret enzima aktivitati bez zileutona vai ekstraktiem, kas
pienemta par 0%. Statistiski ticama nozime noradita ka *P<0,05, ****P<(,0001.
Apzim@jumi: V. myrtillus L. — mellenes, V. corymbosum L. — krimmellenes, V. macrocarpon Ait. —

lielogu dz&rvenes, V. oxycoccos L. — purva dz&rvenes, V. vitis-idaea L. — bruklenes.

Arl vislielakaja eksperimenta pétitaja koncentracija (1mg/ml) lielogu dz&rvenes
ekstrakts ir visspécigakais 5-LOX inhibitors no Vaccinium spp. ogam ar 76% inhibiciju.
Bitiski, ka brukleném 1 mg/ml koncentracija ievérojami palielingjas inhibgjosais efekts lidz
69%, ierindojot to otraja vieta péc ogu ekstraktu inhibicijas sp€jas. 1mg/ml krimmellenu un
purva dz&rvenu ekstraktiem ir vienads efekts - 63%, bet koncentracijas 0,04 un 0,2 mg/ml ir
tikai viena 1% starpiba (attiecigi koncentracija 0,04 mg/ml 38% un 39%, un 0,2 mg/ml
koncentracija 50% un 51%). Vismazakais efekts uz enzima aktivitati ir mellenes ekstraktam
ar inhibiciju — 40%.

Lai noskaidrotu, vai ir kada sakariba starp ogu izspiedu ekstraktu kimisko sastavu un

ietekmi uz 5-LOX enzima aktivitati, ar Prism 8 aprékinatas korelacijas ar kop€jo polifenolu,
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antocianinu un procianidinu daudzumu (g/100g), bet spéciga pozitiva sakariba atrasta tikai ar
ogu ekstraktu kop€jo polifenolu daudzumu, par ko liecina Pirsona koeficients r= 0,7279.
Tatad, jo lielaks polifenolu daudzums, jo lielaka ekstrakta 5-LOX aktivitates inhib&josa
efektivitate. Korelacijai izmantoti publicétie Vaccinium spp. ogu izspiedu ekstraktu kimiskie

biologiski aktivo vielu sastavi (Muceniece et al., 2019).

3.2. COX-1 aktivitates inhibicija

Lidzigi ka 5-LOX ari COX-1 metodé laika punktos tika registréta enzimatiskas
reakcijas produkta fluorescences intensitate, lai tad€jadi noteiktu 0,04, 0,2 un 1mg/ml ogu
ekstraktu efektu uz COX-1 enzima aktivitati. Inhibiciju raksturo zemakas RFU vértibas par
neinhib&ta enzima kontroles RFU. Ka pozitiva kontrole izmantots SC560, COX-1, inhibitors
0,352 ng/ml. Rezultati iegtti divos atkartojumos ar 6 mérjjumiem. 3.4. att. redzami ar one-
way ANOVA un ar Dunnett’s Multiple Comparison test aprékinatie dati un stabini uzraditi ka

visu mérjjumu vidgjas vertibas ar standartnovirzi (SD).

A B
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- 1mg/ml -~ 1 mg/ml
40000 -= 0,2 mg/ml 40000 -= 0,2 mg/ml
5 30000 —+ 0,04mg/ml 5 30000 —+ 0,04 mg/ml
& _ -+ COX-1 & P -+ COX-1
20000~ —+ SC560 0,352 ng/ml 20000+ ~+ SC560 0,352 ng/ml
100004 100004
0 T T T 1 0 T T T 1
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Laiks, min Laiks, min
(o] D
-~ 1 mg/ml -o— 1 mg/ml
- 0,2 mg/ml = 0,2 mg/ml
—&— 0,04 mg/ml —&— 0,04 mg/ml
-+ COX-1 -¥- COX-1
—+— SC560 0,352 ng/ml —+— SC560 0,352 ng/ml
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(RN I
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200004

10000

o

Laiks, min
3.3. att. Ogu izspiedu ekstraktu un zileutona COX-1 inhibicijas kinétika
Apzimgjumi: A — mellenes, B — krimmellenes, C — lielogu dz&rvenes, D — purva dz&rvenes un D —

bruklenes.
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[lustativajam kinétikas likném izmantotas katra ekperimenta vid€jas RFU vertibas.
Kingtikas Iiknes (skat. 3.3.att.) liecina, ka lielaka dala ogu ekstraktu COX-1 aktivitates
inhibicijas plato stavokli sasniedz péc 15. miniites. A, C un D paral@las koncentraciju liknes
norada uz no ekstrakta koncentracijas atkarigu inhbiciju. B un E attélos 0,04 un 0,2 mg/ml
koncentracijas uzrada loti l1dzigu kinétiku, precizak, tikai 2% atSkiribu.

3.4. attels liecina, ka koncentracija 0,04 mg/ml ogu ekstrakti, iznemot briklenu
ekstraktu, neinhib&é COX-1 aktivitati, salidzinot ar neinhib&ta enzima kontroli (bez SC560 vai
ogu ekstraktiem), kas pienemta par 0% inhibiciju. 0,04 mg/ml briklenu ekstrakts par 17%
inhibgja COX-1 enzimatisko aktivitati.
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3.4. att. Vaccinium spp. ogu izspiedu ekstraktu COX-1 inhibicija

Statistiski ticama nozime noradita ka *-P<0,05, **-P<0,01, ***-P<0,001, ****-P<0,0001, bet ns — nav

statistiski ticams rezultats.
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Starp ogu izspiedu paraugiem koncentracija 0,2 mg/ml visspécigakais COX-1
aktivitates inhibétajs ir purva dzérvenu ekstrakts — 21% (P<0,001). Ar1 mellenu, lielogu
dzérvenu un briklenu ekstrakti uzrada statistiski ticami inhibiciju, attiecigi 20%, 20% un
19%. Savukart krimmellenu 0,2 mg/ml ekstrakta rezultats nav statistiski ticami.

Visu Vaccinium spp. ogu izspiedu ekstraktu efekts koncentracija 1 mg/ml uz enzima
kinétiku ir ticams ar P<0,0001. Lai gan 0,04 un 0,2 mg/ml krimmellenu ekstraktam nebija
statistiski ticama aktivitate, starp 1 mg/ml rezultatiem tieS$i krimmellen€m novérojama
vislielaka inhibicija — 34%. Péc tam seko lielogu dzérvenes — 32%, mellenes — 30%, purva
dzervenes — 29% un briklenes — 26%.

Par spécigu sakaribu starp ekstraktu sp&ju saistities ar COX-1 enzimu un antocianinu
sastavu norada Pirsona koeficients r=0,7449. Ekstraktiem ar lielaku antocianinu daudzumu

paredzama lielaka COX-1 inhibicija.

3.3. Ksantina oksidazes aktivitates inhibicija

Lai noskaidrotu Vaccinium spp. ogu izspiedu ekstraktu ietekmi uz ksantina oksidazes
aktivitati (skat. 3.5. att.), tika salidzinata enzima aktivitate ar ekstraktiem pret kontroles grupu:
enzims bez ekstraktiem, kas pienemts par 100% aktivu un attiecigi 0% inhib&tu. Metode
atkartota tris reizes un p&c datu apstrades ar ANOVA un Dunnett’s Multiple Comparison test.
Visi ogu ekstraktu efekti 0,003125, 0,0625, 0,125, 0,25 un 0,5 mg/ml koncentracijas atziti ka
statistiski nozimigi (P<0,0001).

Vismazakaja pétitaja koncentracija (0,03125 mg/ml) lielako efektu wuzrada
krimmellenes ar inhibiciju 35%, kam seko briiklene — 27%, mellenes un purva dz&rvenes ar
22%, un lielogu dzeérvene — 19%.

0,0625 mg/ml mellenes ekstrakts uzrada gandriz 3 reizes lielaku enzimu aktivitates
inhibiciju (60%) neka 0,003125 mg/ml koncentracija. Otrs augstakais raditajs ir krimmellenei
(52%), tad seko briklene (40%), purva dzérvene (38%) un lielogu dzérvene (23%).
Inhibicijas aktivitate tada pat seciba ir ari 0,125mg/ml ekstraktiem, sakot ar melleni,
kriimmelleni, brikleni, purva dz&rveni un beidzot ar lielogu dzerveni, attiecigi 68%, 59%,
43%, 42% un 35%.

Koncentracija 0,25 mg/ml ogu izspiedu ekstraktu ksantina oOksidazes aktivitates
inhibicija ir sekojosa: lielogu dzérvenes — 48%, briiklenes — 66%, purva dze€rvenes — 68%,
krimmellenes — 70% un mellenes — 76%. Visi 1 mg/ml ekstrakti samazinaja enzima darbibu
uz vairak ka pusi no iesp&amas aktivitates. Visspécigaka ietekme uz XO aktivitati ir

melleném — 86%, kam seko krimmellene ar 3% starpibu - 83%. Lielakaja koncentracija purva
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dzérveném un brukleném ir vienada inhibicija — 75%, bet lielogu dzérveném vismazaka

grupas ietvaros — 66%.
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3.5. att. Vaccinium spp. ogu izspiedu ekstraktu efekts uz ksantina oksidazes aktivitati. Visi
meérfjumi ir statistiski ticami P<0,0001, stabini reprezenté 9 mérijumu vid&jas vertibas ar

standartnovirzi.

Sakariba atrasta ar1 starp ietekmi uz ksantina oksidazes aktivitati un ekstrakta kimisko
sastavu. Korelacija raksturojama ka spéciga sakariba péc Pirsona koeficienta r= 0,6755. Jo
lielaks antocianinu daudzums ekstrakta, jo lielaka enzima inhibicija. Kopuma visi ekstrakti

uzrada sp€ju saistities un blokét ksantina oksidazes enzimu atkariba no koncentracijas.
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4. DISKUSIJA

Pedgjo dekazu laika ilgtsp&jiga partikas razosana un blakusproduktu izmantoSana ir
kluvusi par miisdienu lauksaimniecibas un partikas riipniecibas sastavdalu. Vienlaikus
pieaugusi izpratne par augu bioaktivajiem savienojumiem un hronisku slimibu profilaksi
(Buci¢-Koji¢ et al., 2020). Ogu sulas parstrades procesa veidojas aptuveni 30% izspiedu, kas,
lai gan atzitas par I€tu alternativu vertigu fitoktmisku vielu iegisanai, Sobrid lielakoties tiek
parstradatas ka partika dzivniekiem, kompostétas, izmantotas biogazes razoSanai vai vienkarsi
iznicinatas (Struck et al., 2016). Izspiedu kimiskais sastava izp&te un izmanto$ana partikas un
medicinas jomas aktualiz€jusies tikai pe€d€jo gadu laika, tapec petijumu skaits ir ierobezots.

Hronisks iekaisums ir zinams ka butisks iemesls dazadu slimibu attistiba, tostarp otra
tipa diab&ta, vEéza, aptaukoSanas, artrita, neirodegenerativu un kardiovaskularu slimibu
attistiba. Peétijumi liecina, ka ar augliem un darzeniem bagats uzturs saistams ar mazaku
slimibu risku, jo satur ne tikai svarigus vitaminus un mineralus, bet ari biologiski aktivus
savienojumus ka polifenolus un fenolskabes (Joseph et al., 2014). Tiesi ogas tiek uzskatitas
par vienu no lielakajiem bioaktivo vielu avotiem uztura (Skrovankova et al., 2015).

Vaccinium gintij raksturigs plass fenolsavienojumu spektrs, kas ir pamats ogu veselibu
veicino$ajam 1paSibam, piem&ram, apstiprinats, ka Vaccinium augi samazina metaboliska
sindroma un degenerativu slimibu risku. Ogas ir izteikti bagatas ar flavonoidiem, ieskaitot
antocianinus, flavonolus un proantocianidinus, kas pazistami ar antioksidativajam spgjam,
pretickaisuma, pretvéza, antimikrobialu un preaptaukosSanas darbibu (Karppinen et al., 2016).
Nemot veéra, ka izspiedas paliek liela dala vértigo savienojumu, ari Vaccinium ogu izspiedu
ekstraktiem ir potencials tikt komerciali izmantotiem farmacijas, kosmétisko produktu un
partikas rtpnieciba (Su, 2012; Struck et al., 2016).

Viena no polifenolu pretickaisuma ipasibam ir arahidonskabes metabolisma cela
iesaistito enzimu inhibicija un no ta izrietosais eikosanoidu biosint€zes nomakums. Polifenolu
sp&ja ietekmét FLA2, COX un LOX enzimu aktivitati un attiecigi samazinat arahidonskabes
atbrivoSanos, prostaglandinu un leikotriénu sintézi tiek uzskatita par vienu no svarigakajiem
S0 savienojumu pretiekaisuma mehanismiem (Yahfoufi et al., 2018).

Misu pétijuma Visi pieci Vaccinium spp. izspiedu ekstrakti no koncentracijas atkariga
veida inhib&ja 5-LOX enzimatisko aktivitati. Lidzigi arT avenu un vinogu izspiedu ekstraktiem
novérota in vitro 5-LOX inhibicija (Szymanowska and Baraniak, 2019; Buci¢-Koji¢ et al.,
2020). Misu eksperimentos visspécigako inhibiciju (76%) no piecu ogu ekstraktiem uzradija
lielogu dzeérvene 1mg/ml koncentracija. Bruklenu, purva dzérvenu un krimmellenu ekstrakti

Img/ml parsniedza 50% enzima aktivitates inhibicijas robezu, un to inhibicija bija attiecigi
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69%, 63% un 63%. Mellenes ekstraktam Img/ml koncentracija novérojam 40% enzima
aktivitates nomakumu. Knaup et al. (2009) publikacija aprakstits, ka no mellenes izolétiem
antocianiniem un to glikozidiem delfinifina 3-O-glikozids un delfinidina-3-galaktozids
uzradija visaugstako no cilvéka neitrofilu granulocitiem izoléta 5-LOX inhibiciju (Knaup et
al., 2009). Muceniece et al. (2019) petijuma delfinifina 3-O-glikozida un delfinidina-3-
galaktozida daudzumu vargja izmeérit tikai mellenu un krimmellenu ekstraktos. Mes
neatradam korelaciju starp antocianinu sastavu Vaccinium spp. izspiedu ekstraktos un to 5-
LOX enzima inhibiciju, tau atradam efekta stipru saistibu ar polifenolu daudzumu (péc
Pirsona korelacijas koeficienta r=0,7279). Ar1 Szymanowska and Baraniak (2009) zino, ka, lai
gan no avenu izspiedam izoletiem antocianiniem ir 5-LOX inhibicija, sakariba starp
inhib&joso aktivitati un antocianinu sastavu nepastav. P&c miisu datiem mellenes uzradija
vismazako inhibiciju, un korelacija ar antocianinu Itmeni netika atrasta, tacu ar kopgjo
polifenolu daudzumu tika. Iespgjams, ka citas polifenolu apaksklases ir butiskakas 5-LOX
enzimatiskajai inhibicijai, nenoliedzot, ka arT antocianiniem ir ietekme uz enzima aktivitati.

Visiem pétitajiem ekstraktiem noveérojam no koncentracijas atkarigu COX-1 aktivitates
inhibiciju un visaugstako inhibiciju (34%) wuzradija krimmellenu ekstrakts 1 mg/ml
koncentracija. Pargjo ogu izspiedu ekstraktu COX-1 inhibicijas sp&ja 1mg/ml koncentracija
noveérota $ada seciba — dz€rvenes (32%) > mellenes (30%) > purva dz€rvenes (29%) >
briiklenes (26%). leprieksgja pétijuma (Kunrade et al., 2020) tika pétita So paSu Vaccinium
ogu izspiedu ekstraktu ietekme uz COX-2 enzimatisko aktivitati. 1mg/ml koncentracija
krimmelleném, lielogu un purva dzérveném novéroja efektu lielaku par 50%, brikleném
aptuveni 50%, savukart, melleném zem 30%. Tapat ka misu pétijuma ari Kunrade et al.
(2020) noveroja no koncentracijas atkarigu inhibiciju un vislielako aktivitati krimmellenes
ekstraktam. Salidzinot rezultatus, secinam, ka Vaccinium ogu izspiedu ekstrakti visas
koncentracijas uzrada lielaku inhibgjoSo efektu uz COX-2 neka uz COX-1 aktivitati.

Antocianiniem kopuma apstiprinati vairaki pretiekaisuma darbibas mehanismi, tostarp
piemit dazadas pakapes in vitro COX-1 un COX-2 inhibicija (Domitrovic, 2011). Seeram ar
kolégiem (2003) pétija antocianinu ietekmi uz COX aktivitati un noveéroja izteiktaku COX-2
aktivitates inhibiciju. Zinams, ka antocianinu efekts atkarigs no brivo hiroksilgrupu daudzuma,
tapec, pieméram, cianidins inhib& enzimu aktivitati specigak par saviem glikozidiem
(Domitrovic, 2011). ArT m&s atradam stipru, pozitivu sakaribu (r=0,7449) starp COX-1
enzimatiskas aktivitates inhibiciju un antocianinu sastavu izspiedu ekstraktos.

Nesteroidie pretiekaisuma Iidzekli (NPL) pretiekaisuma, antipirétiskos un analggtiskos
efektus nodrosina caur ciklooksigenazu inhibiciju, apturot arahidonskabes metabolisma celu.

Tacu ne visi AS mediatori ir iekaisumu veicinosi. COX-1 uzskata par konstituitivi ekspresétu,
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bet COX-2 ir inducgjams enzims. Tas ir novedis pie plasi pienemtas hipotezes, ka COX-1
producé homeostazes, bet COX-2 patofiziologiskus eikosanoidus. Sobrid nav pilniba drosu
NPL lietoSanai terapija, un ka potencialas blaknes jamin gastrointestinala trakta bojajumus un
asinoSano, palielinatu asinsspiedienu, miokarda infarktu un insultu risku. Savukart selektivi
COX-2 inhibitori koksibi, lai gan nenomac COX-1 darbibu un attiecigi kunga citoprotektivo
PG sintézi, tomér ieveérojami paaugstina kardiovaskularos riskus, jo palielinas TXA:2 limenis
(Sala et al., 2018). Miisu rezultati kopa ar Kunrades et al. (2020) pétjjumu, liecina, ka
Vaccinium spp. ogu izspiedu ekstrakti ir selektivaki COX-2 inhibitori, kas ir galvena no
ciklooksigenazém iekaisuma laika. Vienlaikus uzradot art COX-1 aktivitates inhibiciju, jo,
neskatoties uz citoprotektivo PG un homeostazes funkciju, art COX-1 ir loma iekaisuma
procesa. Nemot véra, ka klasisko NPL izmantoSana nomac COX-1 un izraisa kunga bojajumu
un asinoSanu, bet celekoksibu gadijuma vispar neietekm&ot COX-1, palielinas
kardiovaskulars risks. Iesp&jams, ka miisu novérota ekstraktu COX-1 aktivitates inhibicija,
kas Img/ml koncentracija neparsniedza 34% ir pat vélama, jo tikai dalgji nomac enzima
darbibu, saglabajot vairak neka 60% aktivitati, lai nodrosinatu homeostazi.

Vaccinium spp. ogu izspiedu ekstraktu gan 5-LOX, gan COX enzimu aktivitates
inhibicija ir daudzsolo$s pamats, lai ogu izspiedas izmantotu pretiekaisuma 1pasibu dél, jo tas
spgj ietekmét divus no arahidonskabes metabolisma celiem. Sobrid uzskata, ka duala COX-
2/5-LOX enzimu aktivitates inhibicija ir virziens jaunam pretiekaisuma zalém ar labaku
terapeitiskas drosSibas profilu. Turklat dualai COX-2/5-LOX inhibicijai novérota nozime ari
tadu slimibu ka vézis un neirodegenerativu traucgjumu ka Alcheimera un Parkinsona slimibu
risku samazinasana (Jaismy et al., 2018).

Kopuma pétijumu par tieSu COX un LOX enzimu inhibiciju ir salidzino$i maz. Daudz
vairak pétjjumi apskata ogu ekstraktu vai ekstraktu atsevisku frakciju kompleksakas
iekaisuma sistémas (signalcelus, receptoru mijiedarbibas, mRNS, transkripcijas faktorus utt.)
Stinu Imnijas vai dzivnieku modelos. Gan antocianiniem, gan kopuma flavonoidiem atklata
inhib&josa ietekme uz kodola transkripcijas faktora kB (NF-kB) signalcelu, jo ta kaskades
ietekm& virkni iekaisuma mediatoru ekspresiju, tostarp ari arahidonskabes metabolisma
regulaciju (Yahfoufi er al, 2018). Ari mellenu polifenoliem (Karlsen et al., 2010),
krimmellenu lapu flavonoidu ekstraktam (Shi ef al., 2017) un lielogu dzérvenu ekstraktam
(Glisan et al., 2016) atklata sp€&ja nomakt ar NF-xB signalcelu saistitus procesus. Miisu darba
izmantotie izspiedu ekstrakti Kunrade ef al. (2020) p@tijjuma inhib&ja citosola NF-«kB
parvietosanos uz kodolu (Kunrade et al., 2020). Tatad Vaccinium izspiedu ekstrakti var
ietekm& AS metabolismu gan tieSi saistoties ar AS enzimiem, gan ietekmgjot to regulgjosos

signalcelus.
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P&tijumi liecina, ka oksidativajam stresam ir patofiziologiska loma hronisku iekaisuma
slimibu attistiba. Polifenoli pazistami ar antioksidantu sp&jam, pieméram, ‘“savacot” ROS,
tadejadi regulgjot iekaisuma singalcelus. Tie inhib€ ar1 dazadu enzimus, kas atbild par ROS
generéSanu (Yahfoufi er al., 2018). Viens no brivos radikalus veidojo$ajiem enzimiem ir
ksantina oksidaze. Polifenolu un fenolskabju pretiekaisuma darbiba ir pétita ka ksantina
oksidazes aktivitates inhibicija reizé ar COX-2 aktivitates inhibiciju. Tika atrasts, ka
ferulskabe, gallu skabe un tam radniecigi fenolsavienojumi pretickaisuma efektu uzrada
vienlaicigi inhibgjot o abu enzimu aktivitati (Nile et al., 2016).

Sobrid tiek zinots, ka hiperurkémiju saista ari ar hipertensiju, aptauko$anos un nieru
slimibam, tapéc XO uzskata par vienu no terapeitiskajiem mérkiem (Zhang et al., 2017).
Misu rezulati liecina, ka Vaccinium ogu izspiedu ekstrakti no koncentracijas atkariga veida
inhib€ ksantina oksidazes enzimatisko aktivitati. 0,5 mg/ml koncentracija vislielako inhibiciju
(86%) uzradija mellenu izspiedas, tam sekoja kriimmellenes (83%), briikklenes un purva
dzervenes (75%) un lielogu dzérvene (66%).

Agraki petijumi norada, ka flavonoidiem ir sp&ja inhibét XO, ka ar1 ziedot Gdenraza
atomus brivajiem radikaliem. Pieméram, salvijas (Salvia verbenaca L) ekstrakts uzradija
dualu darbibu, gan samazinot XO aktivitati, gan “savacot” (ang.val. scavenging) superoksida
anjona radikali (Belkhiri et al., 2017). No zileném (V.uliginosum L), kas ir radniecigs augs
miisu pétitajam ogam, izol&tie flavonoidi (miricetins, kvercitins, laricitrins un siringetins un to
glikozidi) in vitro inhib&ja XO enzimatisko darbibu, tapat arT noveéroja to superoksida un
hidroksilradikalu scavenging aktivitati (Kim et al., 2009). Zhang et al. (2017) pétijuma
antocianiniem bagati salda kartupela (Ipomoea batatas L) ekstrakti uzradija lielakoties
atgriezenisku, bet arT miks€tu XO inhibiciju, veidojot antocianinu-XO kompleksu, kas nelauj
ksantinam saistities ar enzima aktivo centru un samazina enzimatisko aktivitati (Zhang et al.,
2017). Lidzigi ar1 m@s atklajam pozitivu korelaciju (r= 0,6755) starp Vaccinium ogu izspiedu
antocianinu daudzumu un efektu ar kadu ekstrakti samazina XO enzimatisko aktivitati.

Misu in vitro testos iegtie rezultati apliecina, ka ogu ekstraktiem ir pretiekaisuma
Ipasibas, tom&r neparada kompleksas attiecibas un mijiedarbibas, kas notiek in vivo. Jaizcel,
ka fenolsavienojumu sp&ju labveligi ietekmét veselibu strikti ierobezo biopieejamiba un
metabolisms. Tade] bitiski izprast kimiskas parvertibas, kas notiek ar polifenoliem, tiem
nonakot cilvéka organisma, lai pareizi izprastu biologisko iedarbibu. Neskatoties uz
pieaugoso pétijumu skaitu, polifenolu metabolisma cels cilvékos vél joprojam ir slikti izzinats.
Viens no galvenajiem trikumiem ir iev@rojamas biopieejamibas atSkiribas starp
savienojumiem. Turklat trukst arT atsauces standartu, lai gan precizi, gan kvantitativi noteiktu

fenolsavienojumu metabolitus cilvéka organisma (Castello ef al., 2018). Iegiitie dati ir pamats,
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lai spertu nakamos solus un uzsaktu talakas parbaudes ar in vivo metodeém. Nemot véra
atSkirigo biopieejamibu, butu jaizskata katra Vaccinium spp. ektrakta individualie
savienojumi un to savstarp&jas mijiedarbibas, lai sasniegtu visoptimalako iznakumu.

Kopuma pétijjuma rezultati apstiprina, ka mellenu, krimmellenu, lielogu dzérvenu,
purva dzérvenu un briklenu izspiedu ekstrakti inhibé enzimu, 5-LOX, COX-1 un ksantina
oksidazes, aktivitati, apliecinot ekstraktu pretiekaisuma Ipasibas. Lai gan nepiecieSami talaki
in vivo petijumi, ekstraktiem ir veselibu veicinoss potencials. Tos varétu izmantot, piemeram,
funkcionalas partikas, kosmétikas un dazadu farmaceitisko produktu raZoSanai, lai noveérstu ar

iekaisumu saistitas slimibas.
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SECINAJUMI

1. Vaccinium spp. ogu izspiedu ekstrakti no koncentracijas atkariga veida inhib&a 5-
lipoksigenazes enzimatisko aktivitati. Visas parbauditajas koncentracijas vispécigako efektu
uzradija lielogu dz&rvenes ekstrakts, sasniedzot 76% inhibiciju koncentracija 1 mg/ml, bet

visvajakais efekts novérots mellenu ekstraktam.

2. Visi ekstrakti 1mg/ml koncentracija uzradija statistiski ticamu COX-1 enzima aktivitates
inhibiciju. Vislielaka inhibicijas sp&ja konstateéta krimmellenes ekstraktam (34%), bet

vismazaka bruklenes ekstraktam (26%).

3. Ogu izspiedu ekstraktiem novéroja no koncentracijas atkarigu ksantina oksidazes
aktivitates inhibiciju. Vislielako potencialu (86% inhibiciju) uzradija mellenes ekstrakts 1
mg/ml koncentracija, bet visas koncentracijas visvajak ksantina oksidazes aktivitati inhib&ja

lielogu dz@rvenes ekstrakts.

4. Konstateta stipra, pozitiva sakariba starp ekstraktu polifenolu un antocianinu saturu un
enzimu inhibiciju. Polifenolu daudzums ekstraktos korele ar 5-LOX aktivitates inhib&$anas
sp&ju, savukart augstaks antocianinu saturs korel€ ar palielinatu inhib&joSo efektu uz COX-1

un ksanttna oksidazes aktivitati.

5. Rezultati apstiprina Vaccinium spp. ogu izspiedu ekstraktu pretiekaisuma pasibas in vitro,

tacu nepiecieSami talaki in vivo p&tijumi.
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PATEICIBAS

Velos izteikt pateicibu darba vaditajai profesorei Rutai Muceniecei par atsaucibu,
sniegtajiem padomiem, atbalstu un ieguldito laiku.

Pateicos LU Geografijas un Zemes zinatnu fakultates p&tniekiem par ogu izspiedu
ekstraktu pagatavoSanu.

Pateicos Mg. pharm. Reinim Rembergam par palidzibu darba praktiskaja izstrade.
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