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ANOTACIJA

Magistra darba mérkis bija veikt ¢emura augstina (Centaurium erythraea) kimiska
sastava un biologiskas aktivitates izveértéSanu. Analiz&ti tika in vitro augu, in vitro augu audu,
kallusa kultiiru un drogas paraugi. Rezultata tika atrasti divi savienojumi-izoferulskabe (izo-
FS) un dihidroferulskabe (dihidro-FS). Veicot kimisko izvért€§jumu, secinats, ka izo-FS labak
skist 96% etanola, bet dihidro-FS-0% etanola; abi savienojumi no visam kultiiram lielaka
daudzuma atrodami in vitro augu kultira. Cemura augstina kopgjais fenolu daudzums un
antiradikala aktivitate vislielaka ir in vitro audu augu kulttira.

Atslégas vardi: cemuru augstins, izoferulskabe, dihidroferulskabe, augu kulttira, augu

audu kultara, kallusa kulttra



ABSTRACT

The aim of research was determination of chemical composition and biological activity
in centaury (Centaurium erythraea). Research materials were samples of in vitro plant, in
vitro plant cell, calli cultures and herbal tea. As a result we found two compounds-isoferulic
acid (iso-FA) and dihydroferulic acid (dihydro-FA). As found after chemical assessment iso-
FA is better soluble in 96% ethanol but dihydro-FA-in 0% ethanol; both compounds were
found in greater quantities in samples of in vitro plant culture. Total phenolic content and
antiradical activity were higher in samples of in vitro plant cell culture.

Key words: centaury, isoferulic acid, dihydroferulic acid, plant culture, plant cell

culture, calli culture



APZIMEJUMU SARAKSTS

FS —ferulskabe

1z0-FS —izoferulskabe

Dihidro-FS —dihidroferulskabe

Trans-FS —transferulskabe

Di-FS—diferulskabe

PAL —fenilalanina amonija liaze

SAM — S-adenozilmetionins

PGP —progresgjosas glikozileSanas gala produkti
PEPCK —fosfoenolpiruvata karboksikinaze

AAK —augu audu kultiiras

DFPH —2,2-difenil-1-pikrilhidrazils

ABTS —2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6 sulfonskabe
SH-AIMS —§kidruma hromatografija-augstas izskirtsp&jas masspektrometrija
GSE — galluskabes ekvivalents

ASE —askorbinskabes ekvivalents



IEVADS

Dabiskas izcelsmes produkti vienmér ir izraisijusi lielu interesi. Aptuveni 80% visu
pasaules iedzivotaju lieto augu un dzivnieku izcelsmes produktus medicina. Arstniecibas augi
ir izmantoti kop§ seniem laikiem, un to pieprasijums picaug katru dienu (Verma and Singh,
2008). Kosmétikas Iidzeklos tiek lietoti dazadi augu izcelsmes materiali-kultivéti augi,
savvala audz&ti augi, augu t&jas, mediciniskie augi, alges, s€nes, stinas u.c. Lai kadu
arstniecibas augu var€tu izmantot, tas ir jaidentific€, jaizvelas, kuru auga dalu lietot, izvertgjot
kur ir vairak aktivo un mazak toksisko savienojumu, ka ari javeic auga izpéte (Antignac et al.,
2011).

Cemuru augstin$ ir arstniecibas augs, kas parasti tick izmantots ka apetiti uzlabojoss
lidzeklis. Ta sastava ir dazadu klasu savienojumi-skabes, alkaloidi, terpenoidi, ksantani u.c.
Viens no Siem savienojumiem ir ferulskabe (Barnes et al., 2007). Ferulskabe ir fenolskabe,
kam piemit antioksidanta ipasibas (Srinivasan et al., 2007).

Magistra darba mérkis ir veikt ¢emura augstinpa kimiska sastava un biologiskas
aktivitates izvertesanu.

Darba uzdevumi ir:

1. Noteikt ferulskabes daudzumu ¢emuru augstina ar Skidruma hromatografijas
metodi.

2. Novertét ekstrakcijas skidinataja ietekmi uz ferulskabes daudzumu.

3. Novertet elicitoru ietekmi uz savienojumu uzkrasanos in vitro kultivétu augu
paraugos.

4. Noteikt un salidzinat kopgjo fenolu daudzumu un antiradikalo aktivitati dazadas
augu kulttiras.

5. Noteikt un salidzinat ferulskabes daudzumu dazadas augu kultiiras.

Darbs izstradats Latvijas Universitates Kimijas fakultates Hromatografijas laboratorija
un Latvijas Universitates Biologijas fakultates Bioanalitisko un biodozimetrisko analizu

laboratorija.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Cemuru augstins

Cemuru augstind (Centaurium erythraea) ir viengadigs vai parziemojo$s gencianu
dzimtas lakstaugs (1.1.att.). Ta stumbrs ir 10-45 cm augsts, CetrS$kautnains, parasti augsdala
dihotomiski zarojas.

Lapas ir sé€dosas, pretgjas, ar piecam dzislam un gludu malu, strupu vai asu galu.
Stumbra vida tas ir iegareni eliptiskas. Lapu garums ir 1-2,5 cm, platums-0,3-0,8 cm. Ziedu
nav daudz, tie sakartoti divzuburonos. Ziedi atveras tikai sausa, saulaina laika. Zied no julija

l1dz septembrim. Auglis ir viencirkna pogala ar seklam.

1.1.att.Cemuru augstin$ (Hillewaert, 2006).
Cemuru augstin$ aug nelielas grupas plavas, noras, krimajos, pakalnos. To var kultivét.
Ka drogu izmanto lakstus. Tos ievac auga zied@Sanas perioda, zaveé €naina vieta (P&tersone,

1968; Rubine un Enina, 2004)

1.1.1. Cemuru augstina farmakologiskie efekti

Cemura augstinam piemit plasa spektra farmakologiskie efekti, tadi ka antiedemisks,
pretiekaisuma, pretmalarijas, antipirétisks, sedativs, tonizg€joSs, insulina izdaliSanas
stimul&joss, gremoSanu veicinoss efekts.

Cemuru augstinam piemit ari diab&tu arstgjoss efekts. Zurkam, kuram tika dots gan
streptozotocins, gan Cemura augstina ekstrakts, salidzinot ar zurkam, kuram tika dots tikai
streptozotocins, tika novérts cukura limepa samazinajums asinis par 63%, savukart insulina
izdaliSanas palielinajas par 78%, visbeidzot trigliceridu un kopgja holesterina daudzums
seruma ieveérojami samazinajas. Histologiski tika noveérota neliela Langerhansa salinu
hipertrofija, palielinats diametrs un skaits, kas norada Uz ¢emura augstina sp&ju aizsargat
aizkunga dziedzera Stnas (Sefi et al., 2011). Cita pétijjuma tika salidzinatas glikozes ITmena
izmainas asinis, lietojot dazadu devu Cemura augstina ekstraktus kopa ar glibenklamidu.

Cemuru augstina ekstrakts ar devu 125 mg/kg samazinija glikozes limeni par 74% sesu dienu
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laika, kas bija tikai par 6% mazak neka lietojot glibenklamidu. Bet péc devinam dienam kop$
eksperimenta sakuma,visu devu ¢emura augstina ekstrakti (125 mg/kg, 250 mg/kg, 500
mg/kg) uzradija labaku efektu glikozes Iimena samazinasanai asinis, salidzinajuma ar
glibenklamidu (Stefkov et al., 2014). Literattira tick aprakstits, ka ¢emuru augstinam nepiemit
toksicitate. Parbaudot ¢emura augstina Gdens ekstraktus uz zurkam, toksiska iedarbiba netika
pieradita, ievadot ekstraktus orali, bet, ievadot ekstraktus intraperitoneali, letalitate paradijas
pie lielam to devam-zurku matitém 10 g/kg, t€viniem 12 g/kg (Tahraoui et al., 2010).

Cemura augstin§ uzrada hepatoprotektivu efektu. Parbaudot acetoaminoféna
(paracetamola) izraisttus aknu bojajumus, tika atklats, ka lietojot Cemura augstina metanola
ekstraktu (300 mg/kg) sesu dienu laika samazinajas enzimu seruma glutamata oksaloacetata
transaminazeS, glutamata piruvata transaminazeS unlaktata dehidrogenazes Iimenis.
Histologiskie p&tijumi paradija, ka péc ekstrakta lictoSanas aknas ir mazak nekrozes, savukart
hepatocitos mazak trigliceridu (Mroueh et al., 2004).

Gastroprotektivais efekts tika parbaudits zurkam ar aspirina izraisitiem kunga
bojajumiem. Lietojot aspirinu kopa ar ¢emuru augstinu par 77% samazinajas ievainojumu
laukuma un kop&ja kupga laukuma attieciba (¢ulu indekss). Ka ari samazinajas
mieloperoksidazes(enzims, kas norada uz neitrofilu infiltraciju kunga glotada) limenis,

salidzinajuma ar aspirina monoterapiju (Tuluce et al., 2011).

1.1.2. Cemuru augstina pielietojums

Cemuru augstinu galvenokart lieto zavéta (tgjas) veida. Diena ieteicams lietot 2-4g auga
tris reizes diena. To var lietot arT skiduma veida, pieméram, 2-4 ml Skiduma (1:1 ar 25%
etilspirtu) tris reizes diena. Ka kontrindikacijas tiek min€ta griitnieciba, baroSana ar kruti,
lietosana bérniem datu truokuma dél, ka ari kunga calas slimniekiem, lai netiktu papildus
kairinata kunga glotada (Duke et al., 2002). Cemuru augsting ir pieejams ka tinktiira (1:5 ar
70% etanolu), ko iesaka lietot pa 30 pilieniem 3 reizes diena un ka ekstrakts ar tideni (1:10),
ieteikts lietot pa 0,2g 1idz 5 reizém diena, un visbeidzot pulvera veida tas ieteicams 1-2g 3
reizes diena (EMA, 2009). Cemuru augstin$ atrodams arf jau iestradats uztura bagatinatajos,

medikamentos (1.1. tabula).



1.1.tabula

Cemuru augstinu saturoSie Latvija registrétie uztura bagatinataji, bezrecep§u medikamenti

Uztura bagatinataji (PVD, 2015) BezrecepSu medikamenti (ZVA, 2015)
Nosaukums Pielietojums Nosaukums Pielietojums
o Narkofit Atkaribu e Canephron Vieglai urincelu
e Pari-Evalar parvaréSana apvalkotas iekaisuma slimibu
e Pari Evalar tabletes arstéSana,
profilaktiska
nierakmenu
veidoSanas noveérsana
eBittner Balzams Gremosanas, e Original  Grosser Kunpga-zarnu  trakta
kapsulas apetites Bittner Balsam darbibas  traucgjumu
e Zviedru ragta veicinaSana skidums iekskigai noveérsana, locitavu un
balzams Arlberger un arigai miksto audu sapju
Schwedenbitter lietoSanai novérsana u.c.
e Folium-UD Organisma
stiprinasana
e Nefrostens Nieru  veselibas
veicinasana

Cemuru augstinu izmanto ari Baha terapija. Baha ziedu terapijas pamata ir savvalas
augu esentu izmanto$ana, lai neitralizétu kadu negativu emocionalo stavokli. Cemuru
augstina augSanas Ipatnibas, piemé&ram, nelielais stublaju augstums, kas padara tos mazak
ievérojamus, tiek pielidzinatas cilveéku 1paSibam. To izmanto, kad emocionalais stavoklis ir
jatigs uz citu ietekmi, idejam. ST esence palidz klusiem, izpalidzigiem cilvékiem, kuri nespg;
atteikt savu palidzibu citiem un parveérteé savas sp&jas. Esenci gatavo ar saules metodi-idens
virsmu noklaj ar svaigi nopliktiem ziediem, ziedus iznem, tideni pilda pudel€s, kur pievieno

tadu pasSu daudzuma brendija, kas kalpo ka konservants (Barnards, 2010).
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1.1.3. Cemuru augstina fitokimiskais sastavs

Cemuru augstina sastava ir sastopama virkne savienojumu no dazadam to klasém:

¢ Fenolskabes-hidroksibenzoskabe, vanilinskabe, cerinskabe (syringic acid),
p-kumarinskabe, ferulskabe, sinapinskabe (sinapinic acid), Kkafijskabe,
hidroksitereftalatskabe, 2,5-dihidroksitereftalatskabe, 0-hidroksifeniletikskabe,
u.cC.;

e Alkaloidi-gencianins, gencianidins, gentioflavins;

o Iridoidi-gentiopikrozids, centapikrins, gentioflavozids, sverozids un ta esteri,
svertiamarins, katapikrins, deacetilcentapikrins, centaurozids, sekologanins, 6’-
m-hidroksibenzoilloganins, dihidrokornins, gentioflavozids;

e Triterpenoidi-alfa, beta-amirins, eritrodiols, krategolskabe, oleanolskabe,
sitosterols, stigmasterols, kampesterols (EMA, 2009; Barnes et al., 2007).

e Ksantani-eustomins, 8-demetileustomins, dekusatins, metilbellidifolins,
mangiferins (Siler et al., 2014; Barnes et al., 2007).

¢ Citas vielas-kumarini, flavanoidi, taukskabes, alkani, vaski (Barnes et al., 2007).

Svertiamarins (2.att.b) un sverozids (2.att.c) ir sekoiridoidie glikozidi, kam piemit
antibakterialas 1paSibas pret Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Citrobacter freundii,
Esherichia coli. Svertimarins kave arT Proteus mirabilis, Serratia marcesens, bet sverozids-
Staphylococcus epidermidis. Abiem Siem savienojumiem piemit ar toksicitate; LD50 vértibas
ir 8,0 pg/ml (svertimarins) un 34 pg/ml (sverozids) (Kumarasamy et al., 2003 a). Ari
gentiopikrozidam (1.2.att.a) tika parbaudita antibakteriala iedarbiba. Kopuma tas inhibgja 11
patogénisku baktériju augSanu-Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Citrobacter freundii,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella aerogenes, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeraginosa, Serratia marcesens, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
hominis. Sim savienojumam piemit vajas antioksidantu Tpasibas, bet svertiaminam un
svertiozidam $adu efektu nenovéro vispar (Kumarasamy et al., 2003 b). Cita pétijuma Siem
savienojumiem tika pieradita antibakteriala iedarbiba aridzan uz Salmonella typhimurium,
Enterobacter cloacae, Listeria monocytogenes, Micrococcus flavus; ka arm pretsénisu
iedarbiba uz 8 seénitém-Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus versicolor, Penicillium funiculosum, Penicillium ochrocloron, Trichoderma
viride, Candida albicans (Siler et al., 2014).
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1.2.att. Kimiskas struktiiras ¢emura augstina atrodamajiem iridoidiem: a) gentiopikrozids;

b)svertiamins; c¢) sverozids
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1.2. Ferulskabe

Viens no visvairak izol€tajiem un aprakstitajiem savienojumiem Cemuru augstind ir
ferulskabe (1.3.att.). Ferulskabes (FS) nosaukums ir radies no auga Ferula foetida, kura 1866.
gada pirmo reizi tika atrasta FS (Draelos et al.,2008). Vélak 1925. gada ta tika kimiski

sintezeta.

HsC

OH

1.3.att. Ferulskabes kimiska struktiira

FS jeb 4-hidroksi-3-metoksikané]skabe ir satopama gan cis-, gan trans-forma. Izoméru
nosaka sanu k&dé esosa dubultsaite. Augos lielaka daudzuma atrodama tiesi trans-FS. FS
augos parasti ir atrodama saistita veidaka esteri, pieméram, ar oglhidratiem, amidiem (Kumar
and Pruthi, 2014). Auglos, darzenos FS atrodama saistita ar hinskabi (quinic acid; kafija,
kaposti, selerijas, burkani), ar saharinskabi (citrusaugli), ar abolskabi (redisi), ar glikozi
(aboli, kaposti), ar digalaktozi (spinati). Saknaugos, graudaugos FS biezi atrodama ka dimers
(di-FS), saistita ar polisaharidiem vai estericéta ar arabinozi, galaktozi. Graudaugos FS
irsaistita veida ar steroliem, pieméram, ar orizanolu (Zhao and Moghadasian, 2008).
Augusinu apvalkos FS liela daudzuma atrodama ka dihidro-FS saistita veida ar
polisaharidiem, protetniem (Ou and Kwok, 2004).

FS piemit maza toksicitate. Zurkam tas LD50 vértiba ir 2445 mg/kg teviniem un 2113
mg/kg matiteém (Ou and Kwok, 2004).

FS ir atrodama dazados augos, pieméram, graudaugos (risi, kvie$i, auzas), darzenos
(bietes, sarkanie kaposti, tomati, burkani), auglos (apelsini, banani, aboli), pakSaugos (sojas
pupinas), riekstos (zemesrieksti), ka ar1 kafijas pupinas, arstniecibas augos (dizdadzis). Liels
FS daudzums ir cukurbietés (800 mg/100g), popkorna (313 mg/100g), bambusa dzinumos
(243,6 mg/100g), udens padillés (7,3-34 mg/100g), baklazanos (7,3-35 mg/100g), bietes (25
mg/100g) (Kumar and Pruthi, 2014).
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1.2.1. Ferulskabes biosintéze

FS veidojas Sikimskabes cela. Vispirms no D-eritrozes 4-fosfata vairaku reakciju
rezultata veidojas Sikimskabe, kas p&c tam tiek parveérsta aminoskabés — L-tirozina, L-

fenilalanina un L-triptofana. FS biosint€ze iesaistits L-tirozins un L-fenilalanins.

COH COH
NH, o
PAL
.
L-fenilalanins Kanglskabe

COH COH

COH COH
NH, = > =
0O,
— NADPH e
HO MeO
OH OH OH OH

L-tirozins 4-kumarinskabe Kafjjskabe Ferulskabe
(p-kumarinskabe)

1.4.att. Ferulskabes biosintézes shema

Vispirms ar enzima fenilalanina amonija liazes (PAL) palidzibu no fenilalanina tiek
atdalita aminogrupa, veidojot kan€lskabi (1.4.att.). 4-Kumarinskabe veidojas vai no
kanglskabes hidroksilésanas reakcijas veida, vai deamingjot tirozinu ar tirozina amonija liazi.
Péc tam hidroksiléSanas reakcijas veida rodas kafijskabe, kas metiléSanas reakcijas cela ar S-
adenozilmetionina (SAM) palidzibu tiek parvérsta ferulskabé (Dewick, 2009).

Auga metiléSanas un oksidéSanas reakciju rezultata FS un arl citi aromatiskie
savienojumi (kafijskabe, p-kumarinskabe, sinapinskabe) veido kan€lskabes atvasinajumus,
piem&ram, dihidroferulskabi, kuratiek izmantota lignina (auga $tinu aizsargajosa poliméra) un

lignocelulozes veidosana (Kumar and Pruthi, 2014; Dewick, 2009).

1.2.2. Ferulskabes farmakokinétika

Saistita veida esoSa FS nevar tikt absorbéta uzreiz-uz to jaiedarbojas enzimam, kas
atbrivo FS, un ta var tikt absorbéta zarnas (Ou and Kwok, 2004). Zarnas uz saistito FS
iedarbojas dazadi enzimi-cinnamoilesteraze, ksilanaze, FS esteraze, p&c tam galvenokart
pasivas diftizijas veida (90%) un nedaudz aktiva transporta cela tick absorbéta. Jo sarezgitaks
savienojums, jo mazaka ir maksimala koncentracija plazma un lielaks maksimalas
koncentracijas sasniegSanas laiks un pusizvades laiks (Mancuso and Santangelo, 2014).
Tomer absorbétas FS koncentracija ir maza, kas varétu biit viens no iemesliem mazakam
farmakologiskam efektam, ja salidzina in vivo ar in vitro. Sis process lielakoties notiek resnaja

zarna (>95%), retak kungi, tievaja zarna (Ou and Kwok, 2004).
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FS metabolisms galvenokart notiek konjugacijas reakciju rezultata ar glikuronskabi
un/vai sulfatu, veidojot FS-glikuronidu, FS-sulfatu, FS-diglikuronidu, FS-sulfoglikuronidu;
citi metaboliti, kas veidojas, ir m-hidroksifenilpropionskabe, feruloilglicins, dihidro-FS,
vanilinskabe, vaniloilglicins. Sis  reakcijas parsvara notiek aknas, darbojoties
sulfotransferazém, uridina difosfata glikuronoziltransferazém (1Al un 2B7 izoformas).
Mazaka daudzuma FS metaboliz§jas zarnu glotada, nierés. Ja FS ir nesaistita veida, tad ir
iesp&jama [-oksidé$anas aknas, ka arl FS izdaliSanas ar izelpoto CO; (Mancuso and
Santangelo, 2014; Kumar and Pruthi, 2014; Zhao and Moghadasian, 2008). Zurkam FS
izdaliSanas notiek atri, sasniedzot plato fazi 1,5 stundu laika péc ievadiSanas, bet cilvékiem —
7-9 stundu laika (Mancuso and Santangelo, 2014). FS izdalas ar urinu, zulti (Ou and Kwok,
2004). FS izvadiSana no organisma ar urinu ir 15 reizes 1€naka, ja FS uzpemta graudaugu
veida, piemé&ram, kliju, neka tiras molekulas veida (Mancuso and Santangelo, 2014).

FS biopieejamiba ir 0,4-98%. Ta ir atkariga no uzpemSanas avota. Mazaka FS
biopieejamiba ir graudaugos-cilvékiem 3%; 2,5-5% zurkam vai pat 0,4-0,5% zurkam, ja
lietota tiek kukurtiza. Lielaka biopieejamiba ir tomatos (11-25%), rudzu maize (28%), alt (19-
98%). Petijuma tika salidzinata FS biopieejamiba kvieSu miltos, klijas, aleurona un maize ar
aleuronu gastrointestinala modeli. Biopieejamiba bijazema-no 0,55 % lidz 0,57%, bet miltos
FS biopieejamiba bija parak zema, lai noteiktu. Lielaka biopieejamiba tika sasniegta laika
posma no 1 lidz 2 stundam. Sajos paraugos FS lielakoties bija saistita veida, kas arf izskaidro
zemo biopieejamibu, jo ali FS ir galvenokart briva veida un biopieejamiba ieverojami

augstaka (Anson et al., 2009).

1.2.3. Ferulskabes izmantoS§ana, iedarbiba

FS piemit antioksidanta 1pasibas ka atbilde pret brivajiem radikaliem, atdodot tidenraza
atomu no hidroksilgrupas (Kumar and Pruthi, 2014). FS spgj saistit tdenraza peroksida,
superoksida, hidroksilradikalus un slapekla dioksida brivos radikalus. FS piemit spéciga
tirozinazes inhibgjosa aktivitate, superoksida dismutazes lidziga darbiba. y-orizanols ir FS un
sterolu, triterpénu esteri (Ou and Kwok, 2004).

Antioksidantu iedarbiba tiek novérota arT aizkunga dziedzeri, kur FS neitraliz€ brivos
radikalus, kas radusSies streptozotocina darbibas rezultata. FS ari palidz kontrolét cukura
Iimeni asinis dzivniekiem, kuriem ir streptozotocina izraisits diab&ts. Oksidativa stresa
samazinasana palidz beta $tinam izplatities un radit insulinu (Kumar and Pruthi, 2014). FS
piemit insulina izdaliSanos veicinoss, glikozes atpakaluznemsanas nomacoss efekts. Pie

koncentracijas 100 pg/ml FS ir sp&ja samazinat glikoneogenézi (Azay-Milhau et al., 2013).
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FS izmanto ka konservantu tas antioksidantu un pretmikrobu iedarbibas d€]. Japana jau
1975. gada to izmantoja lins€klu ellas, ciiku tauku, sojas pupinu ellas oksidéSanas noverSanai
(Ou and Kwok, 2004). FS arT novérs &diena krasas mainu, pieméram, zalo zirniSu, zalas t&jas,
bananu krasas mainu. FS un y-orizanols aizkavé luteina, astaksantina fotooksidéSanos, kas
ieghiti no auga Pagrus major.

FS tiek izmantota dabiga vanilina biosintéz€. To izmanto gan €dienu, dz€rienu, gan
zalu, smarzu gatavosana. FS tiek parvérsta reducéta feruloilkoenzima A, kas savukart tiek
parversts vanilina.

FS ir spéciga viela, kas absorb€ ultravioleto starojumu. Uzskata, ka FS kavé melanina
veidoSanos ka konkurgjosais inhibitors ar tirozinu. FS atseviski vai kopa ar vitaminu C un E
aizsarga pret ultravioleta starojuma izraisitu bojajumiem. In vivo pétijuma efektivi pret $adiem
bojajumiem aizsargdja Skidums, kas saturgja FS (0,5%), vitaminu E (1%) un vitaminu C
(15%) (Kumar and Pruthi, 2014).

FS piemit holesterinu samazino$as ipaSibas. Ta spg€ samazinat zema blivuma
lipoproteinu un zema blivuma lipoproteinu koncentraciju plazma, palielinat augsta blivuma
lipoproteinu koncentraciju. Uzskata, ka FS inhibé holesterina sintézi, konkur€josi inhib&jot
hidroksimetilglutarilkoenzima A reduktazi aknas.

Kina FS saturoSus augus lieto trombozes arstéSana. FS inhibé tromboksana A2
sintetazes aktivitati, trombocitu agregaciju. Uzskata, ka FS varétu kavét eikozanskabes
(tromboksana A2 prekursors) izdaliSanu, inhibgjot fosfolipazi A2. (Ou and Kwok, 2004).

FS sp&j samazinat asinsspiedienu. FS deva 50mg/kg sasniedza tadu pasu efektu ka
angiotenzina konvert§joSa enzima inhibitors kaptoprils (10mg/kg). Vazodilatgjosais efekts
notiek, inhib&jot angiotenzina konvert€joSo enzimu, palielinot slapekla oksida sint€zi un
samazinot superoksida anjona veidosanos (Mancuso and Santangelo, 2014).

FS un izo-FS piemit pretvirusu efekts. Sie savienojumi spéj samazinat interleikina-8
daudzumu, makrofagu iekaisuma proteina-2 izdaliSanos. FS iedarbojas art uz bakterijam-gan
Grampozitivam, gan Gramnegativam bakterijam. Spécigu inhib&joSo efektu var novérot uz
kunga-zarnu trakta mikrofloru-Escherichia coli, Helicobacter pylori, Enterobacter aerogenes
u.c. Antibakterialais efekts balstas uz arilamina N-acetiltransferazes inhib&Sanu bakterijas (Ou
and Kwok, 2004).

FS piemit pretvéza efekts. FS spgj regulét Siinas augSanu, proliferaciju, saistit brivos
radikalus, stimulét §tinu aizsargdjoSo enzimu (superoksida dismutaze, katalaze) darbibu. FS
aridzan sp€j uzlabot 5-fluoruracila, karboplatina un cisplatina iedarbibu dzemdes kakla véza

Stinu linija HeLa un eritroleik€miskaja Stnu linija K562.
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Lai gan pétijumos ar FS ir uzraditi iev€rojami efekti, tomer paSlaik So vielu nav
iespgjams lietot kliniski. Tas galvenokart ir zemas biopieejamibas dél, ka ar1 tadel, ka
pétijumos biezi tiek izmantoti augu ekstrakti, kurus lietojot nevar precizi noteikt lietojamo
devu. Biopieejamibu varétu uzlabot, iestradajot FS nanodalinas (stearilferulata nanodalinas),

niosomas vai izstradat priekszales. (Mancuso and Santangelo, 2014).

1.3. Izoferulskabe

Izoferulskabe (Izo-FS) ir FS izomérs (1.5.att.). Abi savienojumi atSkiras ar to, ka Sim
savienojumam pievienota hidroksilgrupa pie tresa oglekla atoma, bet FS pie ceturta oglekla
atoma. Tas molmasa ir 194,184 g/mol (Rothwell et al., 2015). Visbiezak literatara Sis
savienojums tiek minéts ka auga Cimicifuga racemosa viena no aktivajam vielam. Saja auga
atrodama ar1 FS (Barnes et al., 2007).

OH
HO

o]
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1.5.att.Izoferulskabes Kimiska struktiira

1z0-FS tapat ka FS piemit antiokSidantu paSibas. Salidzinot auga Cimicifugae sakné
esoSos FS un izo-FS efektus, var secinat, ka i1zo-FS piemit nedaudz lielakas hidroksilradikala
un superoksida anjona radikala saistiSanas sp€jas, tomer kopuma iedarbiba ir lidziga (Xican et
al., 2012).

Proteinu glikoliz€Sanas procesa rodas progresgjosas glikozilésanas gala produkti (PGP;
advanced glycation end products), kas sp&j modificét citus proteinus un veidot oksidéjosus
starpproduktus, tada veida ierosinot oksidativo stresu. So PGP veido$anas un uzkra$anas tiek
saistita ar diab&ta komplikaciju (retinopatija, nefropatija, neiropatija), degenerativu slimibu
(Alcheimera slimiba) patogenézei. Izo-FS sp&j samazinat PGP veidoSanos. P&tijjuma péc
Cetram nedélam izo-FS koncentracija SmM sp€ja samazinat PGP par 71,4% (tela seruma
albumina/fruktozes sistéma) vai 73% (tela seruma albumina/glikozes sistéma). Ja pievienoja
aminoguanidinu, kas ir glikolizésanas blokétajs, PGP samazinajums bija 87,3% un 73,1%.
Samazinata tika ar1 N-(karboksimetil)lizina veidoSanas, kas ir viens no glikolizéSanas
markieriem. Izmantojot tioflavina T testu, tika noskaidrots, ka izo-FA sp€j samazinat ar1 -

amiloida daudzumu (Meeprom et al., 2013).
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Tapat ka FS, ari tas izom&ram piemit antihiperglikémisks efekts. Izo-FS veicina
glikogéna sintézi, samazina glikozes limeni plazma, glikoneogenézi aknas diab&tiskam
zurkam (Liu et al., 2000). Cita pétijjuma antihiperglikeémiskais efekts tika saistits ar izo-FS
sp&ju stimulét a-1 adrenoreceptorus virsnieru serd€, kas ierosinatu endogéna [-endorfina
sekréciju no virsnieru dziedzera diabétiskam zurkam. B-endorfins caur opioidu p-receptoru
aktivaciju panaktu GLUT 4 (kodg insulina reguléta glikozes transportétaja veidosanos) génu
ekspresiju un/vai mainitu PEPCK (enzims, kas iesaistits glikoneogengézg) géna ekspresiju (Liu
et al., 2003).

1zo-FS pretvirusu iedarbiba tika pétita pelém, kas inficétas ar HIN1 subtipa gripas
virusu. Lietojot izo-FS, samazinajas makrofagu iekaisuma proteina-2 veidoSanas, I1dz ar to art
samazinajas neitrofilu uzkrasanas, kas var radit brivo radikalu veidosanos; pelém samazinajas
mirstibas raditaji (Sakai et al., 2001).

Transizo-FS spgj inhibét lipopolisaharida inducétu slapekla oksida un prostaglandina E2
veidoSanos, supresgjot inducgjamas slapekla oksida sintazes un ciklooksigenazes génus BV2
mikroglijas $tinas, kas savukart tiek panakts supres€jot lipopolisaharida inducétu
fosfoinozitida 3 kinazes/proteinkinazes B atkarigu nukleara faktora-xB aktivéSanu. Uzskata,
ka Saja procesa iesaistits ir arT nuklearais faktors 2, caur kuru tiek reguléta hema oksigenazes
aktivazija. Sis enzims ir spécigs detoksificgjoss enzims, kas saskel hému, novérSot asinis
oksidativo stresu. Panakot slapekla oksida un prostaglandina E2 nomakSanu, var noverst

iekaisumu, audzg€ja $tnu augSanu (Dilshara et al., 2014).
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1.4. Dihidroferulskabe

Dihidroferulskabe (dihidro-FS) (1.6.att.) veidojas FS sanu kédes reducésanas rezultata.
Ta ir viena no vanilina veidoSanas starpproduktiem (Batista, 2015). No FS ta atskiras ar to, ka

sanu k&dé trikst dubultsaites. ST savienojuma molmasa ir 196,2 g/mol (Rothwell et al.,2015).

CH;  OH

o
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1.6.att. Dihidroferulskabes kimiska struktiira

Dihidro-FS piemit prettrombu efekts. Uzskata, ka tas varétu notikt dazadu kinazu
(fosfoinozitida 3 kinaze, proteinkinaze C, mitogenaktivéta proteinkinaze) ietekmé uz
trombocTttu aktivaciju (Rechner and Kroner, 2005).

Sintezétiem dihidro-FS alkilesteriem piemit pretsénisu iedarbiba. Augsanas inhibicija
tika pieradita izmantojot Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus fumigatus, Asperigillus
flavus. Iedarbigaki bija esteri ar Tsaku sanu kédi-dihidro-FS metilesteris, dihidro-FS etilesteris,
dihidro-FS propilesteris (Beck et al., 2007).
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1.5. Biotehnologija
1.5.1. Biotehnologijas izmantoSana

Biotehnologija ir nozare, kas péta dzivu organismu, vielu izmanto$anu biologiski
nozimigu vielu iegiiSanai, iegliSanas metozu, procesu izstradei. Biotehnologiju izmanto
medicina, agronomija, partikas razoSana u.c. (Gossett and Kéhler, 2014).

Biotehnologijas bieZi izmanto, savienojumu iegiiSanai no augiem, kam ne vienmgér ir
komerciali panakumi. Tomér ir savienojumi, kurus veiksmigi ieglist bioreaktoros- berberins
no Coptis japonica, Thalictrum minus, paklitaksels no Taxus brevifolia, Taxus chinensis
(Arora et al., 2010).

Augu audu kultaras (AAK) ir viens no augu biotehnologijas pamatrikiem. Tas ir in vitro
veiktas manipulacijas ar augu S$iinam un audiem. AAK izmanto augu pavairoSana, augu
hormonu pé&tijumos, transgéno augu iegiiSana (Cardoza, 2008).

In vitro AAK izmantoSanas galvenais minuss ir lielas izmaksas, tom@r ir vairak
priekSrocibu izmantoSanai pétijumos:

e relativi 1sa laika perioda tiek iegiits pietiekams daudzums augu;

e vajadzigs neliels daudzums augu audu, lai raditu jaunus augus;

e parasti nepiecieSams 1saks laiks neka kultivet daba;

e kultivaciju var veikt visu gadu;

e mazs infekciju risks;

e iesp&jams pavairot augus, kas daba ir reti sastopami vai aizsargajami.

Kosmeétikas Iidzeklu sastavdalu datu bazé Coslng atrodamas 64 AAK, kas tiek
izmantotas kosmétikas lidzeklu izgatavosana. Pieméram, tick izmantotas AAK no Echinacea
Angustifolia-meristémas §inu kultiira un saknes $iinu kultiira. Sis AAK tiek lietotas adas
stavokla uzlabosanai (EC, 2015).

Iz8kir organiz€tu augSanu (veidos konkrétas struktiiras) un neorganiz€tu augSanu
(veidojas nediferencéti audi, galvenokart in vitro). Viens no neorganizétu audu kultiru
veidiem ir kallusa kulttras. Kalluss ir neregularas parenhimas audu masa. Kalluss biezi rodas
tiesi vai blakus ievainojuma vietam, ka arT stresa apstak]u, insektu, mikroorganismu ietekmé.
Endogéno vai kimisku augSanas regulatoru ietekmé sakas Stnu daliSanas, diferenciacija

(Bhojwani and Dantu, 2013; George, 2008).
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1.5.2. Elicitori

Elicitori ir vielas, kas sp&j ierosinat reakcijas auga Siinas. Ta tiek aktivizets sekundarais
metabolisms, uzlabota sekundaro metabolitu uzkrasanas. Elicitorus biezi izmanto, lai
arstnieciskos augos iegiitu pec iespgjas lielaku daudzumu vélamo savienojumu (Gaosheng and
Jingming, 2012). Metabolitu veidoSanos veicina tadi elicitori ka jasmonati, salicilskabe,
hitozans, smagie metali, biotiskie elicitori (bakterialie, séniSu). Elicitorus iedala biotiskos un
abiotiskos elicitoros. Biotiskie elicitori ir sénu polisaharidi, proteini, §inu atliekas. Sadus, no
séném veidotus elicitorus, lieto, pieméram, alkaloidu (ieglits no parastas celmenes), fenolu
(Verticillium dahliae), terpenoidu (Botrytis suga), flavanoidu (raugs) lielakai daudzuma
iegiiSanai. Abiotiskie elicitori ir smago metalu joni, UV starojums, osmotiskais stress.
Biotisko elicitoru priekSrocibas ir zemas izmaksas, maz blakusefektu, spécigs efekts.
Jasmonati spgj veicinat alakaloidu, terpenoidu, flavanoidu, antrakvinonu biosintézi (Gaosheng
and Jingming, 2012; Hakkinen and Ritala, 2010).

Lietojot elicitorus, ir svarigi noteikt to lietoSanas ilgumu, koncentraciju. Parak liela
koncentracija var samazinat biomasas daudzumu, metabolita daudzumu (Hékkinen and Ritala,

2010).
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1.6. Augu biologiskas aktivitates noteikSanas metodes
1.6.1. Kopé€jo fenolu noteikSana

Kop&gjo fenolu noteik3ana tiek veikta ar Folin-Ciocalteu reagentu. ST ir kolorimetriska
metode, kura kopg&jos fenolus nosaka pie to absorbcijas maksimuma-765 nm. Sakotng&ji $1
metode tika paredzeta tikai proteinu kop&ja daudzuma noteikSanai, tomér vélak ar to noteica
fenolu daudzumu vina, un metodi saka pielietot arT citur. Ar reagenta palidzibu tick paradita
parauga spé&ja reducét-fenolu klatbuitné reagents iekrasojas zila krasa. Reagents sastav no
fosforvolframskabes un molibdata heteropolim@ra. Zila krasa rodas (PM0W11040)4'klﬁtbﬁtné.
Uzskata, ka molibdénu vieglak var reducét, kad tas ir kompleksa sastava. Tad notiek reakcija:

Mo®* +e —»Mo”*

S1 metode nav specifiska tikai fenoliem, iesp&jams, ka reagentu reducg citi savienojumi,
pieméram, vitamins C, Cu’. Tomér kop&o fenolu noteik§ana Folin-Ciocalteu reagentu
izmanto bieZi, jo metode ir viegli un &rti pielietojama, atkartojama (Huang et al., 2005;

Sanchez-Rangel et al., 2013).

1.6.2. Antioksidantu aktivitates noteik§ana

Antioksidantu aktivitates noteik§anas metodes var iedalit ar lipidu peroksidaciju
saistitas un radikalu, elektronu saistoSo antioksidantu metodgs.

e Ka ar lipidu peroksidaciju saistitdas metodes var min€t malonaldehida un
tiobarbitiirskabes savienojuma metodi,beta-karoténa balinaSanas metodi. Tas
biezi izmanto ellas esoSo antioksidantu efekta noteikSanai.

e Radikalu, elektronu saistoso antioksidantu metodes

o Viena no popularakajam antioksidantu izpétes metodém ir 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazila (DFPH) tests. ST metode ir vienkar$a, augsti jutiga. Tas
pamata ir DFPHe pievieno tidenradi no antioksidanta, §is reakcijas gaita
DFPH atkrasojas no violeta uz iedzeltenu. Antioksidanta efekts ir
proporcionals  reducétajam DFPHe daudzumam. Anti-radikalas
aktivitates noteikSanai péc tam DFPHe daudzumu nosaka ar
spektrofotometru.

o V@l antioksidantu daudzumu var noteikt ar 2,2’-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6 sulfonskabes) testu (ABTS). ABTS metodi biezi
izmanto edienu, dz&rienu sastava esoSo antioksidantu noteikSanai. Krasas

maina notiek no zilas uz bezkrasainu, absorbcijas maksimums ir 734 nm.
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o Kombinacija ar citam metodém izmanto ari dazadas metodes, kuru
pamata ir dzelzs jonu reducéSanas-ar Fe**-tripiridiltriazina kompleksu, ar

ksilenola oranza reagentu, dzelzs tiocianatu (Moon and Shibamoto,
2009).

1.6.3. MikroplaSu izmantoSana

Folin-Ciocalteu metodg, lai noteiktu kop€jo fenolu daudzumu, antiradikalo aktivitati,
tick mérita absorbcija. Merot ar tradicionalam metodém (kivetes ar spektrofotometru), Sis
process ir laikietilpigs, jo vienlaikus iesp&jams apstradat tikai vienu paraugu, tiek izmantots
lielaks reagentu daudzums, ka arT nepiecieSams lielaks analiz€jama parauga daudzums. Lai
noverstu Sos trikumus, tiek izstradatas uz mikroplateém balstitas metodes, kuras reakcija tiek
veikta 96 laucinu mikroplat€s un rezultats nolasits ar mikroplasu lasitaju. Tas jau tiek darits
juraszalu, sorgo, ogu paraugu pétijumos (Zhang et al., 2006; Schmidt et al., 2005; Herald et
al., 2012.).

Noteikta antiradikala aktivitate, kop€jais fenolu daudzums statistiski neatskiras (p>0,05)
starp tradicionalajam un mikroplasu metodém; atgiistamiba ir 88-100%. Mikroplasu
izmantoSana ievérojami neietekme rezultatus, ietaupa laiku un resursus. Ta tiek taupiti ne tikai
reagenti, bet arT augu paraugi, kas ir butiski, analizgjot in vitro augus, kas pieejami ierobezota
daudzuma. Izmantojot mikroplates, ir ertak ar1 pétit lielu skaitu paraugu vienlaikus (Bobo-

Garcia et al., 2014; Zhang et al., 2006).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Analizétie paraugi

Darba tika analizéts in vitro audzets augs Cemuru augstin, kas iegiits no Latvijas

Universitates Botaniska darza. Paraugs zavéts zavskapi 25°C septinas dienas.

2.2. Kimiskais izvértéjums, izmantojot SH-AIMS
2.2.1. Parauga sagatavoSana

Paraugus lika piesta un berza lidz viendabigai masai. 15 mg parauga kvantitativi
parnesa un ekstrahgja ar 1,5 mL etanola. Paraugs tika maisits vienu mintti 2200
apgriezieni/miniité, péc tam centrifugéts 10 mindtes 12000 apgriezieni/minaté 20°C un filtréts

caur 0,45 pm filtru. Iegits dzidrs, zal§ Skidums.

2.2.2. Reagenti un paligvielas

1. Dejonizets tdens, H,O (MilliporeMilliQ-plus;18.2 MQ);
2. Acetonitrils, C,H3N (LiChrosolv — Merek, 99,9%);

3. Etanols, C;HsOH (96 %);

3. Ferulskabe, C19H1004, trans-ferulic acid, 99%, (Aldrich).

2.2.3. Aparatiira

1. UPLC iekarta Agilent 1290 ar kolonnas un parauga termostatu, nepartrauktu kustigas faze
degazesanas iekartu, automatisko paraugu injic€Sanas iekartu;

2. Augstas izskirtsp€jas masas spektrometrs Agilent 6230 TOF LC/MS;

3. Apgrieztas fazes kolonna XTerra MS C18, 2,1 x 150 mm, 3 um (Waters);

4. Parauga injekcijas tilpums — 0,5uL;

5. Kustiga faze A — 0,1% skudrskabes tidens Skidums, B — 0,1 % skudrskabes acetonitrila

Skidums sekojosa gradienta reZima:
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Kustigas fazes gradienta rezZims

Laiks, min Kustiga faze A, % Kustiga faze B, %
2 98 2
15 5 95
30 5 95
33 98 2

6. Kustigas fazes plismas atrums — 0,30 mL/min;

7. MassHunterQualitativeAnalyses B.05.00 datu apstrades sist€éma;
8. Zavétajs BINDER (Vacija);

9. Centrifiiga, Mikro 200R, HettichZentrifugen, s€rijas Nr. D — 78532,;

10. Vortex maisitajs, YellowLine TTS 2, s€rijas Nr. 03.169241;

11. Filtri paraugi filtréSanai (0,45 um, MS NylonSyringeFilters);

12. Automatiska mikropipete (100 — 1000 pL, SmartAcumax, HI 209035);

13. Pipesu uzgali, Sarstedt, Vacija;
14. Analitiskie svari Precisa XB 120 A, Max 120 g, e — 0,001 g, Min 0,01 g, d — 0,0001 g.
SERIES 320 XB D99 — D9 — 030.

2.2.4. Masspektrometrijas apstakli

1. Elektronu izsmidzinasana pozitivaja rezima (ESI+);

2. Detektésanas diapazons —m/z 65 — 1000 ;

3. Zavéjosas gazes pliasma —10 L/min;

4. 7avejosas gazes temperatiira — 325 °C;

5. Fragmentesanas spriegums — 130 V.
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2.2.5. Savienojumu kvantitativa noteikSana analizéjama parauga

Lai noteiktu atrasto savienojumu kvantitativo sastavu, tika veidots ferulskabes
kalibréSanas grafiks no 6 dazadam koncentracijam — 0,1 pg/ml, 1 pg/ml, 10 pg/ml, 50 pg/ml,
250 pg/ml, 400 pg/ml (2.1l.att). Katra individuala savienojuma koncentracijuetanola
ekstraktos noteica péc iegita kalibrésanas grafika datiem, icklaujot parrékinu uz vienu gramu

Sausas masas.
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2.1..att.Ferulskabes kalibrésanas grafiks savienojumu kvantitativai analizei

2.3. Kopéja fenolu daudzuma noteikSana
2.3.1. Reagenti, paligvielas, iekartas

Galluskabe, CgH2(OH)3COOH, Sigma-Aldrich, Amerikas Savienotas valstis;
Folin-Ciocalteau reagents, Scharlau, Vacija;

Natrija karbonats, Na,COs, Hempur;

96 laucinu plates, Sarstedt, Vacija;,

Cemuru augstinu lakstu tgja, Z/S Skradeli (sér.nr.05, der.term.06.2016), Latvija;
Automatiskas mikropipetes (10 — 1000 pL; 100 — 1000 pL, SmartAcumax, Indija);
Etanols, C,HsOH (50%);

Dejonizéts tidens, H,O (MilliporeMilliQ-plus;18.2 MQ);

Mikroplasu spektrofotometrs ASYS Expert Plus, Biochrom LTD, Lielbritanija.

© © N o O bk~ w NP

2.3.2. Darba gaita

Kopgjais fenolu daudzums tika noteikts cetros paraugos — in vitro augu kultairas, in vitro

augu Stinu kulturas, kallusa kultiiras un aptieka iegadatas ¢emura augstina lakstu (drogas)
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ekstraktos. In vitro augu $tnu kultaras, kallusa kultiiras paraugi tika iegtiti no Bioanalitisko un
biodozimetrijas metozu laboratorijas.

Lai sagatavotu paraugus, tie tika nosverti (in vitro augu $tnu kultiiras, kallusa kultiiras-
60 mg, in vitro augu kulttiras, droga- 15 mg), ekstrah&ti ar 1,5 mL 50% etanola, maisiti vienu
mintti 2200 apgriezieni/miniite, centrifugéti 10 miniites 12000 apgriezieni/miniiteé 20°C un
filtréti caur 0,45 pm filtru. No ekstraktiem ar 50% etanolu tiek pagatavoti 100%, 50%, 25%,
12,5%, 6,25% skidumi.

Tika sagatavoti galluskabes standartSkidumi koncentracijas 0,0125 mg/ml, 0,025
mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,15 mg/ml, 0,3 mg/ml, 0,6 mg/ml.

96 laucinu plate pievieno 25 pL parauga, galluskabes standartSkiduma un
kontrolskiduma (50% etanols). Péc tam pievieno 75 pL H,O un 25 pL Folin-Ciocalteau
reagenta (attieciba 1:1), samaisa un se$as miniites inkub& tumsa vieta.

Pievieno 100 pL 7% Na,COs3, samaisa un 90 mindtes inkubé tumsa vieta.

Plati krata 60 sekundes un nolasa absorbciju 620 nm.

No iegiitajiem absorbcijas mérjjumiem tika iegiits galluskabes kalibréSanas grafiks
(2.2.att.), atlickot uz y ass izméritas absorbcijas vértibas un uz X ass - galluskabes
koncentraciju. Kopgjo fenolu daudzumu noteica pec iegiita kalibréSanas grafika datiem,

ieklaujot parrékinu uz vienu gramu sausas masas galluskabes ekvivalentos.

3
y=9.11x - 0.1852
25 R2=0.9968 3
2

< 15 /+/
1 /
0.5

/

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35
Galluskabes koncentracija, mg/mL

2.2.att. Galluskabes kalibrésanas grafiks
2.4. Antiradikalas aktivitates noteikSana

2.4.1. Reagenti, paligvielas, iekartas

1. L-askorbinskabe 99%,C¢HgOg, Sigma-Aldrich, Amerikas Savienotas valstis;
2. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazils (DFPH), Sigma-Aldrich, Amerikas Savienotas valstis;
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Cemuru augstinu lakstu t&ja, Z/S Skradeli (sér.nr.05, der.term.06.2016), Latvija;
Etanols, C,HsOH (50%, 96%) ;

Dejonizéts tidens, H,O (MilliporeMilliQ-plus;18.2 MQ);

Mikroplasu spektrofotometrs ASYS Expert Plus, Biochrom LTD, Lielbritanija.

o ok~ w

2.4.2. Darba gaita

ArT antiradikala aktivitate tika noteikta Cetros paraugos — in vitro augu kultdras, in vitro
augu Stunu kultiiras, kallusa kultiiras un drogas ekstraktos. Paraugi tika sagatavoti tapat ka
kopgjo fenolu daudzuma noteikSanas metode.

Pagatavo DFPH standartSkidumus koncentracijas 6,25 uM, 12,5 uM, 25 uM, 50 pM,
100 uM, 100 uM un askorbinskabes standartskidumus koncentracijas 0,078 mM, 0,156 mM,
0,313 mM, 0,625 mM, 1,25 mM.

96 laucinu platé pievieno 20 pL parauga, DFPH un askorbinskabes standartskidumus.
Ka kontrole tiek izmantoti DFPH/50% etanola $kidums(DFPH CTR, 180 pL/20 pL) un
50%/96% etanola Skidums(20 puL/180 pL). Pievieno 180 uL 150 uM DFPH, samaisa un
inkubg 90 mintites tumsa vieta. P& tam nolasa absorbciju pie 620 nm.

No absorbcijas mérijjumiem aprékina DFPH reducéSanu %. No iegiitajiem aprékiniem
izveido askorbinskabes kalibréSanas grafiku (izmantojot tris paral€los atkartojumus katram
askorbinskabes atSkaidijumam), atliekot uz y ass aprékinatas DFPH reduc@Sanas veértibas un

uz x ass - askorbinskabes koncentraciju (2.3.att.).

70 y = 592,07x - 4,1345
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2.3.att. Askorbinskabes kalibreSanas grafiks
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2.5. Statistiska analize

Iegiito datu statistiska analize tika veikta programmas Microsoft Excel un GraphPad
Prism. Statistiskas ticamibas analizei izmantots vienfaktora dispersijas analizes tests
(ANOVA) ar Kruskala-Vallisa (Kruskal-Wallis) analizi un Dunna salidzinasanas testu

(Dunn’s multiple comparison). Rezultati izteikti ar standartkltidu, statistiska ticamiba p<0,05.
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3. REZULTATI

3.1. Kimiskais izvértéjums, izmantojot SH-AIMS

Viena no péd€jo gadu izmantotakajam metodém ir Skidruma hromatografija saistita ar
lidojuma laika masspektrometriju (liquid chromatography/time of flight masspectrometry,
LC/TOF-MS). Joni tiek atdaliti regiona, kura nav magnétiska un elektriska lauka, un atkariba
no laika, kas nepiecieSams, lai tie sasniegtu detektoru, lidojuma laika masspektrometros tiek
raditi masas spektri. Lidojuma laika masspektrometrija ir jutiga biologisku matricu
kompleksu, augu ekstraktu savienojumu identifikacijas metode. Savienojumu noteikSanas
jutibu nosaka tris sekojosas iezimes:

1. spgja sakopot datus liela masu apgabala, nezaudgjot jutibu;

2. spgja izkliedet traucgjoSos signalus no konkr€tiem interesgjoSiem signaliem ar
lielu izskirSanu;

3. spéja identific€t savienojumu precizas masas daltonos (Cetras zimes aiz komata).

Otrs $§1s metodes nosaukums ir augstas izskirtsp&jas masspektrometrija (AIMS). Precizi
nosakot masas, analizes gaita, noveérojot signalus, var noteikt dazadus elementu savienojumus
(Ferrer and Thurman, 2003). Augstas jutibas un precizitates dél §1 metode tika izvéleta
magistra darba uzdevumu veiksanai — ferulskabes noteiks$anai ¢emuru augstina.

Veicot analizi pie 2.2.3. un 2.2.4. punkta noraditajiem apstakliem, tika iegiita kopg&jas

jonu stravas (TIC-Total lon Current) hromatogramma, kas atainota 3.1.attéla.

x«10 & [+ESI TIC Scan Frag=130,0v 50% EtOH #1.d
1.6+
1.4+
124

14
0.8
0.6
0.44

0.24

04

1 2 2 4 5 & 7 & 9§ 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2
Counts vs. Acquisition Time (min)
3.1.att.Cemuru augstina 50% etanola ekstrakta iegiita hromatogramma
Lai atrastu individualo savienojumu, tika veikta interes€joso savienojumu izdaliSana pie

savienojuma individualas m/z vertibas.
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3.2.att.Cemuru augstina 50% etanola ekstrakta hromatogrammas: a) izoferulskabe, b)
dihidroferulskabe
3.2.attels ataino pie m/z 195 izdalita (EIC-extracted ion current) savienojuma

izoferulskabes hromatogrammu un pie m/z 197 izdalitas dihidroferulskabes hromatogrammu.

Atrastie savienojumi apkopoti 3.1.tabula.

3.1.tabula
Analizetajos paraugos atrastie savienojumi
Savienojums Molekularformula (M+H)"
Izoferulskabe C10H1004 195,0652
Dihidroferulskabe C10H1204 197,0808
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3.2. Skidinataja ietekme uz izdalito savienojumu koncentraciju

Lai noteiktu kada $kidinataja visvairak varétu izdalit izoferulskabi un dihidroferulskabi,
tika veidoti in vitro augu paraugu ekstrakti ar dazadu koncentraciju etanolu — 0% (tidens),

10%, 30%, 50%, 60%, 96%. Tika ieguti ekstrakti zalganos tonos (3.3.att.).

3.3.att.Ekstrakti ar 96%o, 30%, 10%, 0% etanolu

Iegttajos ekstraktos noteiktas izoferulskabes un dihidroferulskabes koncentracijas dati
apkopoti 3.4. un 3.5.att€la. Vislielaka koncentracija atrodama 96% etanola ekstraktos, tomér
statistiski ticamas atkiribas koncentracija starp 50%, 60% un 96% etanola ekstraktiem nav.
Dihidro-FS koncentraciju savukart etanola koncentracija 1paSi neietekmé. Lielaka

koncentracija atrodama 0% etanola ekstraktos, mazaka- 30% etanola ekstraktos.

30.00

25.00
20.00 o
15.00
% %k
10.00 =
* %k
5.00 -
0.00
&

3.4.att.Etanola koncentracijas ietekme uz izoferulskabes koncentraciju (** vs. 96%EtOH

p<0,01)

1z0-FS Kkoncentracija, mg*g1
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3.5.att.Etanola koncentracijas ietekme uz dihidroferulskabes koncentraciju

33




3.3. Elicitoru ietekme uz izdalito savienojumu koncentraciju

Elicitori tika pievienoti augu barotném to augSanas laika, savukart kontroles variantos
noteikSanai apkopoti 3.6.att€la. Vislielaka izo-FS koncentracija atrasta paraugos, kuriem
barotné pievienots 22,43 mg/L. metiljasmonats (14,55 mg*g'l) un hitozans 20 mg/L (14,68
mg*g™). Savukart dazi elicitori samazina izo-FS koncentraciju-rauga ekstrakts 100 mg/L un
150 mg/L, kang&lskabe 14,82 mg/L, fenilalanins 100 mg/L.
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3.6.att.1zoferulskabes koncentracijas maina atkariba no izmantota elicitora

Iegttie rezultati dihidro-FS noteikSanai apkopoti 3.7.attela. Salidzinot ar kontroli,
vislielaka dihidro-FS koncentracija bija paraugos, kuru barotnés bija kanélskabe 7,41 mg/L,
fenilalanins 10 mg/L. Lielaka dala izmantoto elicitoru samazina dihidro-FS koncentraciju. Ja

1z0-FS koncentraciju metiljasmonats palielinaja, tad dihidro-FS-samazinaja.
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3.7.att.Dihidroferulskabes koncentracijas maina atkariba no izmantota elicitora
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3.4. Kopéja fenolu daudzuma noteikSana

P&c iegiita taisnes vienadojuma no kalibréSanas grafika aprékina kop€jo fenolu
daudzumu galluskabes ekvivalentos (GSE) mg*g™. Linearitates diapazona eso§as vértibas

ieklautas salidzinajuma vairakas kultiiras un apkopotas 3.8.att¢la.
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3.8.att. Kopgjais fenolu daudzums
Vislielakais kopgjo fenolu daudzums tika atrasts in vitro stnas (17,94 GSE mg*g™),

mazakais-kallusa (4,39 GSE mg*g™).

3.5. Antiradikalas aktivitates noteikSana

No iegiita taisnes vienadojuma aprékina antiradikalo aktivitati askorbinskabes
ekvivalentos mg*g™. Linearitates diapazona esoas vértibas icklautas salidzinajuma vairakas

kultiras un apkopotas 3.9.attela.
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3.9.att. Antiradikala aktivitate
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Tapat ka kopgjo fenolu daudzums, arT antiradikala aktivitate vislielaka ir in vitro $tnas

(19,15 ASE mg*g™) un vismazaka-kallusa (6,88 ASE mg*g™).
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3.6. 1z0-FS un dihidro-FS noteik$ana dazadas kultiiras

Tika salidzinati ar1 atrasto savienojumu (izo-FS un dihidro-FS) koncentracija in vitro
augos, Stunas, droga un kallusa (3.10.att.). Vislielaka izo-FS un dihidro-FS koncentracija
atrodama in vitro augos (attiecigi 8,37 mg*g™ un 15,61 mg*g™), vismazaka kallusa (1,76
Hg*g™ un 0,82 pug*g™). In vitro augos un droga vairak atrodama dihidro-FS neka izo-FS, bet

in vitro $unas un kallusa-vairak ir izo-FS.
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3.10.att.1zo-FS un dihidro-FS koncentracijas salidzinajums dazadas kultiiras: a) izo-FS un
dihidro-FS koncentracija in vitro augos un droga, mg*g™; b) izo-FS un dihidro-FS

koncentracija in vitro $iinas un kallusa, pg*g™



4. DISKUSIJA

Darba tika noteikts FS daudzums dazados apstaklos-dazadas skidinataja koncentracijas,
augSanas apstaklos, kultiiras. Tadgjadi tiek pétiti vislabakie apstakli, lai iegiitu vairak vélama
savienojuma. Ka ar7 tika parbaudita biologiska aktivitate-antiradikala aktivitate, kopgjais
fenolu daudzums.

Kimiska izvertéjuma gaita tika atrasti divi ar FS saistiti savienojumi-izo-FS un dihidro-
FS. FS izomériem ir vienada molekularmasa, lidz ar to griitibas sagadaja 1sta savienojuma
atraSana. Agrakos pétijumos minéts, ka augos biezak atrodama trans-FS. Ta ka standartviela
tika izmantota trans-FS, tad, nemot véra izdaliSanas laiku, tika secinats, ka ta ir izo-FS.

Izo-FS tiek pieminéta dazados pé&tijumos, tomér tas daudzums augos noteikts ir reti.
Zhang et al. Noteica izo-FS risos — daudzums svarstas no 6,30 pg/g lidz 44,49 ng/g. Etiki
atrodama izo-FS 40 pg/100 mL (Rothwell et al., 2015). Tas, salidzinot ar masu iegitajiem
rezultatiem, ir mazs daudzums. Izo-FS daudzums svarstas no 7,69 mg*g™ (0% etanola) lidz
27,59 mg*g™(96% etanola).

Dihidro-FS pétijumos pieminéta maz, tapéc tas daudzumu griti interpretét. Musu
rezultati norada, ka etanola koncentracija neietekmé savienojuma koncentraciju ekstrakta.
Dihidro-FS daudzums svarstas no 50,31 mg*g(30% etanola ekstrakta) lidz 57,51 mg*g™ (0%
etanola ekstrakta), kas vartu liecinat, ka dihidro-FS labak Skist Gideni neka etanola.
Lielakoties $is savienojums minéts ka metabolits urina, plazma (Rothwell et al., 2015). Misu
ieglitie rezultati liecina, ka analiz€tajos paraugos dihidro-FS ir vairak neka izo-FS. Biezak
pétijumos, kur analizéts fenolskabju daudzums gan savvalas augos, gan in vitro kultiiras
noteiktas tadas fenolskabes ka kané&lskabe, galluskabe, vanilinskabe, prokatehinskabe,
kumarskabe, p-hidroksibenzoskabe, hlorogénskabe, kafijskabe. Noverotie fenolskabju
daudzumi, atkariba no pé€tamas augu sugas, audu kultiiras tipa un fenolskabes veida, svarstas
plasa diapazona no daziem simtiem nanogramu lidz daZiem simtiem mikrogramu grama auga
sausas masas (Szopa et al., 2012, Aremu et al., 2013, Moyo et al., 2013, Moyo et al., 2014).

Xican et al. ir salidzinajusi vairakus Skidinatajus-Cimicifugae saknes ekstrakti taisiti ar
petrol&teri, etilacetatu, absoltita etanola, 95% etanola, fideni. Rezultati izteikti joslas laukuma,
kas izo-FS vislielakais ir etilacetata ekstrakta (33,24). Tas ir aptuveni Cetras reizes lielaks
neka 95% etanola ekstraktam (8,68). Sads efekts, iesp&jams, biitu novérojams ari ar ¢emura
augstinu. Miisu paraugi tika gatavoti ar etanolu. Parbaudot etanola koncentracijas ietekmi uz
atrasto savienojumu daudzumu, tika secinats, ka, jo lielaka etanola koncentracija, jo lielaks
1z0-FS daudzums izekstragets, ka jau bija paredzets. Tomer statistiski ticama atskiriba, ja

salidzina 96% etanola ekstraktu ar par€jiem, ir tikai ar zemakas koncentracijas etanola
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ekstraktiem (0%, 10%, 30%). Tas liecina, ka izmantot ekstraktu pagatavoSanai varétu ar1 50%
un 60% etanolu, kas var€tu but svarigi, ja ekstrakts tiek lietots kosmétikas pagatavosanai.
Savukart dihidro-FS ekstragésanai varétu izmantot tideni.

Elicitoru ietekme var gan stimulét, gan mazinat savienojumu uzkrasanos auga.
Metiljasmonats veicina fenolu, flavanoidu un lignina veidoSanos (Sircar et al., 2012). Tas tiek
novérots izo-FS gadijuma, kad visas izmantotajas koncentracijas 11,22; 22,43; 44,86 mg/L,
salidzinot ar kontroli, ir lielaks izo-FS daudzums. Tomér $ads efekts netiek novérots dihidro-
FS mérfjjumos. TieSi dihidro-FS ir viens no lignina veidosanas blakusproduktiem, kam
vajadzetu bit vél vienam iemeslam lielakam dihidro-FS daudzumam. Dihidro-FS analiz&tajos
paraugos metiljasmonata klatbtitn€ ir mazak neka kontroles mérijuma. Hitozans veicina
polifenolu oksidazes un peroksidazes aktivitati, ka arT palielinat fenolu, lignina, ta polim&ru
daudzumu. Lignins stiprina $tinu sienas, 1idz ar to augs tiek pasargats no infekcijam (Mandal
and Mitra, 2007). Iegitie rezultati liecina, ka hitozans nedaudz ietekmé izo-FS un dihidro-FS
daudzumu; palielinats daudzums ir koncentracija 20 mg/L. Kanglskabe rada oksidativu stresu
auga, ka rezultata palielinas fenolu daudzums (Ye et al., 2006). Gan izo-FS, gan dihidro-FS
daudzums palielinajas kanélskabes koncentracija 7,41 mg/L. Ja salidzina visus elicitorus, tad
vislielakais palielinajums ir tieSi kanélskabei (7,41 mg/L) , Kur izo-FS ir 2,2 reizes vairak
(4,33 mg*g™) neka kontroles paraugam un dihidro-FS-3,4 reizes vairak (8,82 mg*g™). Tomer
vislielakais daudzums abiem savienojumiem bija elicitora hitozana 20 mg/L klatbiitné — 14,68
mg*g™ (izo-FS) un 23,09 mg*g™ (dihidro-FS). No ka var secinat, ka, ja nepiecieSams lielaks
izo-FS daudzums, tad barotnei japievieno hitozanu (20 m/L) vai metiljasmonatu (11,22;
22,43; 44,86 mg/L), bet ja dihidro-FS-tad hitozanu (20 m/L) vai kanglskabi (7,41 mg/L)

Augu audu, kallusa kulttras arvien biezak sak izmantot sekundaro metabolitu veidosana
un uzkraSana. Atseviski biologiski aktivie metaboliti tajas var uzkraties lielaka daudzuma
neka kultivétos augos. Tada veida atrak tiek paveikts augstvertigaks efekts, turklat augSanas
faktori ir vieglak standartiz&jami un kontrol&jami, kas lauj samazinat iegtito ekstraktu mainibu
un nodroSinat nemainigu produkta kvalitati. Vislielakais savienojumu daudzums atrodams
Stinu suspensijas. Auga Arnebia hispidissima savienojuma alkanina daudzums kallusa kultiira
bija gandriz divas reizes lielaks neka savvalas auga sakné (Shekhawat M.S. and Shekhawat
N.S., 2011). Tas ir iemesls, kapéc tika apskatitas in vitro augu, in vitro augu audu, kallusa
kulttras un droga.

Antioksidantu 1paSibu noteikSanai tiek izmantotas tadas metodes ka kop&jo fenolu
noteikSana un antiradikalas aktivitates noteikSana. Kopgjais fenolu daudzums auga Tulbaghia
violacea lielaks ir in vitro augu kultora neka kultivéta auga, tas atSkiras gandriz astonas reizes

(Ncube et al., 2011). Literatara aprakstitais kop€jo fenolu daudzums ¢emuru augstina atskiras,
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jo izmantotas dazadas standartvielas- 0,196-51,8 mmol/g GSE (Siler et al., 2013; Goncalves
et al.,, 2013), 24,77 mg/g pirokatehina ekvivalentos (Dogan et al., 2010), 66,8 mg/g
hlorogénskabes ekvivalentos, 32,99 mg/g kafijskabes ekvivalentos. Sajos p&tijumos aridzan
aprakstits, ka ¢emuru augstina nav lielakais kop&jo fenolu daudzums. Miisu rezultati liecina,
ka lielakais kopgjais fenolu daudzums ir in vitro $inas (17,94 mg*g™ GSE), tad droga (8,10
mg*g™ GSE), un lidzigi rezultati in vitro augos (5,37 mg*g™ GSE) un kallusa (4,39 mg*g™
GSE). Lidziga tendence, proti, ka kallusu kultiiras fenola tipa savienojumu ir ievérojami
mazak neka savvalas augos vai Stinu kultiiras, noverota ari citu autoru pétijumos. Piemé&ram,
salidzinot zemenu (Fragaria vesca) in vitro dzinumu kultaras, kallusus un savvalas augus,
kallusu kulttra atrasts Iidz pat 10 reiz€ém mazaks fenolskabju daudzums neka savvalas
paraugos (Yildirim and Turker, 2014). Lidzigi novérojumi publicéti arT p&tijumos par Larrea
divaricata, kur no Stnu kultiras iegutais kopgjais fenolu daudzums ievérojami parsniedz
kallusu kulttiras rezultatus (Palacio et al., 2012). Lai gan kallusu kultiira, gan ari §tnu kultiira
pamata sastav no nediferencétam Stnam, Skidras kultiiras kultivéSanas apstakli nodroSina
labaku baribas vielu piekluvi $Gnam, nekd augot uz cietas, agarizétas barotnes. Sadi
“labveligaki” augSanas apstakli varétu biit par iemeslu aktivakam metabolismam un augstakai
Stunu produktivitatei Skidraja kultura. Turklat, audzgjot skidraja kultiira, Stinas tiek paklautas
berzes raditam stresam (Donnez et al., 2011), kas, iesp&jams, nosaka ar stresa reakcijam,
Stnapvalka veidoSanos un lignifikaciju saistitu fenolskabju tipa metabolitu paaugstinatu
uzkraSanos. AtSkiribu starp Stnu kultiiram un drogu var@tu skaidrot ar to, ka Stinu kultiira
pamata sastav no jaunam, aktivi daloSam $tinas, kam ir aktivs metabolisms, kur preti droga
ievakta no pieaugusSa auga, kas sastav no dazada tipa diferencétam Stinam. Diferencétam
Sinam, atkariba no Stnu tipa un uzdevumiem, var biit atSkirigs metaboliskais profils un
aktivitate, tadel droga uz sausas masas vienibu, iesp&jams bija mazak Stnu, kas aktivi produce
sekundaros metabolitus, kas izskaidro salidzinosi zemakus kopg&jo fenolu raditajus neka stnu
kultura. Iegiiti rezultati par drogas sastavu, aktivitati nav viennozimigi, jo ta sastav no ¢emuru
augstina lakstiem, kas ir lieli, stiebraini un saméra griiti saberzami; tas padara paraugu
nevienmérigu. Tapat nav zinami apstakli, ka augs ticis iegits, zavets. Droga izvéleta ka
salidzinasanas riks, jo 11dz maijam v&l nav iesp€&jams iegiit augu savvala.

legitie antiradikalas aktivitates rezultati ir 19,15 ASE mg*g™ (in vitro $tnas), 10,07
ASE mg*g™ (droga), 9,72 ASE mg*g™ (in vitro augi), 6,88 ASE mg*g™ (kalluss). Tapat ka
kopgjo fenolu daudzuma meérfjumos ari Seit saglabajas tendence, ka lielakais daudzums ir in
vitro $tnas, mazakais- kallusa. Tas varétu noradit, ka antiradikalo efektu veic tiesi fenoli.
Fenoli tiek uzskatiti par savienojumu grupu, kam piemit vienas no labakajam antiradikalajam

1pasibam, kas skaidrojamas ar fenolu savienojumu hidroksilgrupu sp&ju apturét radikalu kédes
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reakciju nododot H* atomu radikala molekulai, tadgjadi reducgjot radikala molekulu un
veidojot salidzinosi stabilu fenoksi-radikala starpproduktu, kam ari piemit brivo radikalu
reducéSanas sp&ja (Dai and Mumper, 2010). Antiradikala aktivitate parada savienojuma
reagéSanas sp&ju ar brivajiem radikaliem, bet antioksidativa aktivitate norada sp&ju apturct
oksidéSanos. Ne vienmér antiradikala aktivitate atbilst antioksidativajai aktivitatei (Tirzitis
and Bartosz, 2010). Tas ir iemesls, kap&c bitu nozimigi veikt papildus petijumus ¢emuru
augstina dazadas kulturas.

Kopgjo fenolu daudzuma un antiradikalas aktivitates noteikSanas metodes iegtitajos
ekstraktos tika noteikts izo-FS un dihidro-FS daudzums. Vislielakais izo-FS daudzums atrasts
in vitro augos (8,37 mg*g™), tad droga (5,80 mg*g™), in vitro sunas (5,25 mg*g™?), kallusa
(1,76 mg*g?). Savukart Vislielakais dihidro-FS daudzums atrasts in vitro augos
(15,61 mg*g™), tad droga (11,14 mg*g™), in vitro $anas (1,71 pg*g™), kallusa (0,82 pg*g™).
Ta ka abu savienojumu daudzums lielaks ir in vitro augos un droga, tas liecina, ka kopg&jo
fenolu daudzums, antiradikala aktivitate nav panakta tikai ar Siem savienojumiem. Ka jau
visos augos ar1l ¢emuru augstind ir daudz savienojumu. Tatad, lai pilniba izprastu §T auga

biologisko aktivitati, butu jaidentific€ visi ekstrakta atrodamie savienojumi.
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5. SECINAJUMI

Izmantojot Skidruma hromatografiju — augstas izSkirtsp&jas masspektrometriju ir
iesp&jams noteikt in vitro apstaklos augusa cemuru augstina kimisko sastavu, balstoties
uz nosakamo savienojumu molu masu un mM/z vértibam. Balstoties uz iegitajiem
rezultatiem, tika secinats, ka pétamais objekts satur divus domingjoSos savienojumus —
izo-FS un dihidro-FS.

Etanola koncentracija parauga ekstrakcijas videé maz ietekm& nosakamo savienojumu
koncentraciju. Izo-FS vislielakaja koncentracija atrodama 96% etanola (27,59 mg*g'l),
vismazakaja-0% etanola (7,69 mg*g™). Dihidro-FS visliclakaja koncentracija atrodama
0% etanola (57,51 mg*g™), vismazakaja-30% etanola (50,31 mg*g™).

Elicitoru ietekme in vitro kultivéta ¢emuru augstina barotn€s var gan stimulét, gan
mazinat izo-FS un dihidro-FS uzkrasanos auga. 1zo-FS daudzumu palielina hitozans (20
mg/L), metiljasmonats (22,43 mg/L); samazina raugs (100 mg/L, 150 mg/L), hitozans (50
mg/L), kafijskabe (3,60 mg/L), fenilalanins (100 mg/L). Dihidro-FS daudzumu palielina
hitozans (20 mg/L), kang&lskabe (7,41 mg/L); samazina hitozans (10 mg/L, 50 mg/L),
raugs (150 mg/L), metiljasmonats (11,22 mg/L, 22,43 mg/L, 44,86 mg/L), fenilalanins
(100 mg/L).

Dazadas augu kultiiras atSkiras kop€jo fenolu daudzums un antiradikala aktivitate.
Vislielakais kop&jo fenolu daudzums ir in vitro $unas (17,94 mg*g™”), mazakais-kallusa
(17,94 mg*g™"). Visliclaka antiradikala aktivitate ir in vitro $Gnas (19,15 mg*g™),
mazakais-kallusa (6,88 mg*g™).

1zo-FS un dihidro-FS koncentracija ir atkariga no augu kultiras. Vislielaka izo-FS
koncentracija ir in vitro augos (8,37 mg*g™), vismazaka-kallusa (1,76 pg*g™). Vislielaka
dihidro-FS koncentracija ir in vitro augos (15,61 mg*g?), vismazaka-kallusa
(0,82 ug*g™).

Biotehnologiski in vitro audzets ¢emuru augstins ir pietickami vértigs arstniecibas augs,
kam piemit gan antiradikalas, gan antioksidativas 1paSibas, tapéc no $adi kultivéta auga
iegiitos ekstraktus ir perspektiva izmantot ka veselibu uzlabojosu Iidzekli gan medicina,

gan citas arstniecibas nozares.

43



6. PATEICIBAS

Paldies Latvijas Universitates Botaniska darza parstavém Signei Tomsonei, Madarai
Lazdanei par in vitro augu materialiem.

Ipasi lielu pateicibu izsaku darba vaditajai Dr. kim. Ilvai Nakurtei par iesp&ju izstradat
magistra darbu $aja t€éma, ka ari par konsultacijam, ieteikumiem darba tapSanas procesa.

Loti lielu pateicibu arl vélos izteikt Dr. biol. Anetei Boroduskei palidzibu metozu

apgusana, ieteikumiem un konsultacijam.

44



7. PUBLICITATE

1. Lindmane, A., Boroduske, A., Tomsone, S., Lazdane, M., Boroduskis, M., Nakurte 1.
"Effect of Extraction Solvent on Determination of Ferulic Acid in Centaurium erythraea
using HPLC-MS-TOF". 58th Scientific Conference for Students of Physics and Natural
Sciences. March 24-27th, 2015, Vilnius, Lithuania.

2. Boroduske, A., Nakurte, I., Lindmane, A., Lazdane, M., Tomsone, S. "Growth
Parameters Of Centaurium Erythraea Cell Culture In Relation To Its Chemical
Composition And Antiradical Activity”. International Scientific Conference "Vital Nature
Sign". May 14-16th, 2015, Kaunas, Lithuania.

45



10.

11.

12.

13.

14.

8. IZMANTOTA LITERATURA

Anson N.M., van den Berg R., Havenaar R., et al. Bioavailability of ferulic acid is
determined by its bioaccessibility. Journal of Cereal Science, 2009, 49 (2), p. 296-300.
Antignac, E., Nohynek, G.J., Re, T., et al. Safety of botanical ingredients in personal
care products/cosmetics. Food and Chemical Toxicology, 2011, 49 (2), p. 324-341.
Aremu, A.O., Gruz, J., Subrtova, M., et al. Antioxidant and phenolic acid profiles of
tissue cultured and acclimatized Merwilla plumbea plantlets in relation to the applied
cytokinins. Journal of Plant Physiology, 2013, 170 (15), p. 1303-1308.

Arora, R., Mathur, A., Mathur, AK. Emerging Trends in Medicinal Plant
Biotechnology. In: Medicinal plant biotechnology. CAB International, 2010, p.1-12.
Azay-Milhau, J., Ferrare, K., Leroy, J., et al. Antihyperglycemic effect of a natural
chicoric acid extract of chicory (Cichorium intybus L.): Acomparative in vitro study with
the effects of caffeic and ferulic acids. Journal of Ethnopharmacology, 2013, 150, p.
755-760.

Barnards, D. Baha ziedu terapija. Riga: Ziedu terapija, 2010. 389 Ipp.

Barnes, J., Anderson, L.A., Phillipson, J.D. Herbal medicines. London: Pharmaceutical
Press, 2007, 710 p.

Batista R. Uses and potential applications of ferulic acid. In: Ferulic acid. Antioxidant
properties, uses and potential health benefits. Nova Science Publishers, 2015, p. 39-70.
Beck, J.J., Kim, J.H., Campbell, B.C., et al.Fungicidal Activities of Dihydroferulic
Acid Alkyl Ester Analogues. Journal of Natural Products, 2007, 70 (5), p. 779-782.
Bhojwani, S. S. and Dantu, P.K. Plant Tissue Culture: An Introductory Text. New
Delhi: Springer, 2013, p.309.

Bobo-Garcia, G., Davidov-Pardo, G., Arroqui, C., et al. Intra-laboratory validation of
microplate methods for total phenolic content and antioxidant activity on polyphenolic
extracts, and comparison with conventional spectrophotometric methods. Journal of the
Science of Food and Agriculture, 2015, 95 (1), p. 204-2009.

Cardoza V. Tissue Culture: The Manipulation of Plant Development. In:Plant
biotechnology and genetics: principles, techniques and applications. New Jersey: John
Wiley & Sons, 2008, p. 113-134.

Dewick, P.M. Medicinal Natural Products. A Biosynthetic Approach. 3rd edition.
Chichester: John Wiley&Sons, 2009, p.550.

Dilshara, M.G., Lee, K.T., Jayasooriya, R.G.P.T., et al. Downregulation of NO and
PGE2 in LPS-stimulated BV2 microglial cells by trans-isoferulic acid via suppression of

46



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

PI3K/Akt-dependent NF-kB and activation of Nrf2-mediated HO-1. International
Immunopharmacology, 2014, 18, p. 203-211.

Dogan, S., Diken, M.E., Dogan, M. Antioxidant, phenolic and protein contents of some
medicinal plants. Journal of Medicinal Plants Research, 2010, 4 (23), p. 2566-2573.
Donnez, D., Kim, K.-H., Antoine, S., et al. Bioproduction of resveratrol and viniferins
by an elicited grapevine cell culture in a 2 L stirred bioreactor. Process Biochemistry,
2011, 46 (5), p. 1056-1062.

Draelos, Z.D., Yatskayer, M., Oresajo, C., et al. Efficacy of ferulic acid in improving
the appearance of photoaged skin. Cosmetic Dermatology, 2008, 21 (4), p. 195-198.
European Commission (EC). Cosing database. — [atsauce 06.05.2015.]. Pieejams
interneta: http://ec.europa.eu/consumers/cosmetics/cosing/

European Medicines Agency (EMA). 2009. Assessment report on Centaurium erythraea
Rafn. s.l. including C. majus (H. et L.) Zeltner and C. suffruticosum (Griseb.) Ronn.,
herba, for the development of a community herbal monograph, 2009 — [atsauce
18.04.2015.]. Pieejams interneta:

http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Herbal -

_HMPC _assessment_report/2009/12/WC500018163.pdf

Ferrer, I. and Thurman, E.M. Liquid chromatography/time-of-flight/mass spectrometry
(LC/TOF/MS) for the analysis of emerging contaminants. Trends in Analytical
Chemistry, 2003, 22 (10), p. 750-756.

Gaosheng, H. and Jingming, J. Production of Useful Secondary Metabolites Through
Regulation of Biosynthetic Pathway in Cell and Tissue Suspension Culture of Medicinal
Plants. In:Recent Advances in Plant in vitro Culture. Rijeka: InTech, 2012, p. 197-210.
George, E.F. Plant Tissue Culture Procedure - Background. In: Plant Propagation by
Tissue Culture 3rd Edition. Dordrecht: Springer, 2008, p.1-28.

Gongcalves, S., Gomes, D., Costa, P., et al. The phenolic content and antioxidant activity
of infusions from Mediterranean medicinal plants. Industrial Crops and Products, 2013,
43 (1), p. 465-471.

Gossett, D. R. and Kahler N.D. Biotechnology And Genetic Engineering. In: Salem
Press Encyclopedia. 2014.

Héakkinen, S.T. and Ritala A. Medicinal Compounds Produced in Plant Cell Factories.
In: Medicinal plant biotechnology. CAB International, 2010, p.13-35.

Herald, T.J., Gadgil, P., Tilley, M. High-throughput micro plate assays for screening
flavonoid content and DPPH-scavenging activity in sorghum bran and flour. Journal of
the Science of Food and Agriculture, 2012, 92 (11), p. 2326-2331.

47



217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Hillewaert, H. Centaurium erythraea. 2006. Ankerstraat, Oostende, Belgium. — [atsauce
10.05.2015.]. Pieejams interneta:
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/1e/Centaurium_erythraea_%?28flower
$%29.jpg
http://ec.europa.eu/consumers/cosmetics/cosing/index.cfm?fuseaction=search.results
Kumar, N. and Pruthi, V. Potential applications of ferulic acid from natural sources.
Biotechnology Reports, 2014, 21(4), p. 86-93.

Kumarasamy, Y., Nahar, L., Cox, P.J. , et al. Bioactivity of secoiridoid glycosides
from Centaurium erythraea. Phytomedicine, 2003,10(4), p. 344-347.

Liu .M., Hsu F.L., Chen C.F., Cheng J.T. Antihyperglycemic action of isoferulic acid
in streptozotocin-induced diabetic rats. British Journal of Pharmacology, 2000, 129, p.
631-636.

Loizzo, M.R., Saab, A.M., Tundis, R., et al. In vitro inhibitory activities of plants used
in Lebanon traditional medicine against angiotensin converting enzyme (ACE) and
digestive enzymes related to diabetes. Journal of Ethnopharmacology, 2008, 119 (1), pp.
109-116.

Mancuso C. and Santangelo R. Ferulic acid: Pharmacological and toxicological aspects.
Food and Chemical Toxicology, 2014, 65, p. 185-195.

Mandal, S. and Mitra, A. Reinforcement of cell wall in roots of Lycopersicon
esculentum through induction of phenolic compounds and lignin by elicitors.
Physiological and Molecular Plant Pathology, 2007, 71 (4-6), p. 201-209.

Meeprom, A., Sompong, W., Chan, C.B., et al. Isoferulic Acid, a New Anti-Glycation
Agent, Inhibits Fructose- and Glucose-Mediated Protein Glycation in Vitro. Molecules,
2013, 18, p. 6439-6454.

Moyo, M., Amoo, S.O., Aremu A.O., et al. Plant regeneration and biochemical
accumulation of hydroxybenzoic and hydroxycinnamic acid derivatives in Hypoxis
hemerocallidea organ and callus cultures. Plant Science, 2014, 227, p. 157-164.

Moyo, M., Aremu, A.O., Gruz, J., et al. Conservation strategy for Pelargonium sidoides
DC: Phenolic profile and pharmacological activity of acclimatized plants derived from
tissue culture. Journal of Ethnopharmacology, 2013, 149 (2), p. 557-561.

Mroueh, M., Saab, Y., Rizkallah, R. Hepatoprotective Activity of Centaurium erythraea
on Acetaminophen-induced Hepatotoxicity in Rats. Phytotherapy Research, 2004,18, p.
431-433.

48



38.

39.

40.

41.

42.
43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Ncube, B., Ngunge, V.N.P., Finnie, J.F., et al. A comparative study of the antimicrobial
and phytochemical properties between outdoor grown and micropropagated Tulbaghia
violacea Harv. Plants. Journal of Ethnopharmacology, 2011, 134 (3), pp. 775-780.

Ou Sh. and Kwok K. Ferulic acid: pharmaceutical functions, preparation and
applications in foods. Journal of the Science of Food and Agriculture, 2004, 84(11), p.
1261-1269.

Palacio, L., Cantero, J.J., Cusidd, R.M., et al. Phenolic compound production in
relation to differentiation in cell and tissue cultures of Larrea divaricata (Cav.). Plant
Science, 2012, 193-194, p. 1-7.

Partikas un veterinarais dienests (PVD). Uztura bagatinataju registrs — [atsauce
18.04.2015.]. Pieejams interneta:
http://www.pvd.gov.Iv/lat/lab_izvine/registri/uztura_bagatinataji/uztura_bagatinataju_reg
istrs

Pétersone, A. Savvajas arstniecibas augi. 2.izdevums. Riga: Liesma, 1968, 480 Ipp.
Rechner, A.R. and Kroner, C. Anthocyanins and colonic metabolites of dietary
polyphenols inhibit platelet function. Thrombosis Research, 2005, 116 (4), p. 327-334.
Rothwell, J.A., Pérez-Jiménez, J., Neveu, V., et al. Phenol-Explorer 3.0 database. —
[atsauce 07.04.2015.]. Piecejams interneta: http://phenol-explorer.eu/

Rubine H. un Enina V. Arstniecibas augi. Riga: Zvaigzne ABC, 2004, 344 Ipp.

Sakai, S., Ochiai, H., Mantani, N., et al. Administration of isoferulic acid improved the
survival rate of lethal influenza virus pneumonia in mice. Mediators of Inflammation,
2001, 10 (2), p. 93-96.

Schmidt, B.M., Erdman Jr., J.W., Lila, M.A. Effects of food processing on blueberry
antiproliferation and antioxidant activity. Journal of Food Science, 2005, 70 (6), p. S389-
S394.

Sefi, M., Fetoui, H., Lachkar, N., et al.Centaurium erythrea (Gentianaceae) leaf extract
alleviates streptozotocin-induced oxidative stress and B-cell damage in rat pancreas.
Journal of Ethnopharmacology, 2011,135, p. 243-250.

Shekhawat, M.S., Shekhawat, N.S. Micropropagation of Arnebia hispidissima (Lehm).
DC. and production of alkannin from callus and cell suspension culture. Acta
Physiologiae Plantarum, 2011, 33 (4), p. 1445-1450.

Sircar, D., Cardoso, H.G., Mukherjee, C., et al. Alternative oxidase (AOX) and
phenolic metabolism in methyl jasmonate-treated hairy root cultures of Daucus carota L.
Journal of Plant Physiology, 2012, 169 (7), p. 657-663.

49



51.

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

Srinivasan, M., Sudheer, A.R., Menon, V.P. Ferulic Acid: Therapeutic Potential
Through Its Antioxidant Property. Journal of Clinical Biochemistry and Nutrition, 2007,
40(2), p. 92-100.

Stefkov, G., Miova, B., Dinevska-Kjovkarovska, S., et al. Chemical characterization of
Centaurium erythrea L. and its effects on carbohydrate and lipid metabolism in
experimental diabetes. Journal of Ethnopharmacology, 2014, 152, p. 71-77.

Szopa, A., Ekiert, H., Szewczyk, A., et al. Production of bioactive phenolic acids and
furanocoumarins in in vitro cultures of Ruta graveolens L. and Ruta graveolens ssp.
divaricata (Tenore) Gams. under different light conditions. Plant Cell, Tissue and Organ
Cultures, 2012, 110 (3), p. 329-336.

Siler, B., Zivkovi¢, S., Banjanac, T., et al. Centauries as underestimated food additives:
Antioxidant and antimicrobial potential. Food Chemistry, 2014, 147, p. 367-376.
Tahraoui, A., Israili, Z.H., Lyoussi, B. Acute and sub-chronic toxicity of a lyophilised
aqueous extract of Centaurium erythraea in rodents. Journal of Ethnopharmacology,
2010,132, p. 48-55.

Tirzitis, G. and Bartosz, G. Determination of antiradical and antioxidant activity: Basic
principles and new insights. Acta Biochimica Polonica, 2010, 57 (2), p. 139-142.

Tuluce, Y., Ozkol, H., Koyuncu, 1., et al. Gastroprotective effect of small centaury
(Centaurium erythraea L) on aspirin-induced gastric damage in rats. Toxicology and
Industrial Health, 2011, 27(8), p. 760-768.

Verma, S. and Singh, S.P. Current and future status of herbal medicines. Veterinary
World, 2008, 1 (11), p. 347-350.

Xican, L., Lin, J., Gao, Y., et al. Antioxidant activity and mechanism of Rhizoma
Cimicifugae. Chemistry Central Journal, 2012, 6 (1), 140.

Ye, S.F., Zhou, Y.H., Sun, Y., et al. Cinnamic acid causes oxidative stress in cucumber
roots, and promotes incidence of Fusarium wilt. Environmental and Experimental
Botany, 2006, 56 (3), p. 255-262.

Yildirim, A.B. and Turker, A.U. Effects of regeneration enhancers on micropropagation
of Fragaria vesca L. and phenolic content comparison of field-grown and in vitro-grown
plant materials by liquid chromatography-electrospray tandem mass spectrometry (LC-
ESI-MS/MS). Scientia Horticulturae, 2014, 169, p. 169-178.

Zalu valsts agentiira (ZVA). Latvijas Republikas Zalu registrs. — [atsauce 18.04.2015.].
Pieejams interneta: http://lwww.zva.gov.lv/zalu-
registrs/?iss=1&lang=lv&q=centaurii+herba&ON=&SN=&NAC=0n&RN=&ESC=0n&A
K=&SAT=0n&RA=&DEC=0n&LB=&PIM=0n&MFR=&MDO=

50



63.

64.

65.

Zhang, H., Shao, Y., Bao, J., et al. Phenolic compounds and antioxidant properties of
breeding lines between the white and black rice. Food Chemistry, 2015, 172, p. 630-639.
Zhang, Q., Zhang, J., Shen, J., et al. A simple 96-well microplate method for estimation
of total polyphenol content in seaweeds (2006) Journal of Applied Phycology, 18 (3-5),
pp. 445-450.

Zhao, Z. and Moghadasian, M.H. Chemistry, natural sources, dietary intake and
pharmacokinetic properties of ferulic acid: A review. Food Chemistry, 2008, 109 (4), p.
691-702.

51



DOKUMENTARA LAPA

Magistra darbs ,Ferulskabes noteikSana Centaurium erythraea, izmantojot Skidrumu

hromatografijas-masspektrometrijas metodi” izstradats LU Medicinas fakultate.

Ar savu parakstu apliecinu, ka pétijums veikts patstavigi, izmantoti tikai taja noraditie

informacijas avoti un iesniegta darba elektroniska kopija atbilst izdrukai.

Autore: Agneta Lindmane

(vards, uzvards) (paraksts)

Rekomendgju/nerekomendgju darbu aizstavesanai

Vaditaja: Dr.chem. Ilva Nakurte

(amats, vards, uzvards, grads) (paraksts) (datums)

Recenzente: Dr.med. Jolanta Pupure

(amats,vards, uzvards, grads) (paraksts) (datums)

Darbs iesniegts LU Medicinas fakultate

(datums)

Vecaka lietvede Juta Bartule

(paraksts)

Magistra darbs aizstavéts magistra studiju programmas ,Farmacija” Magistra gala
parbaudijuma komisijas s€éde 2015., prot. Nr.

Komisijas sekretare:

(amats, vards, uzvards, grads) (paraksts)

52



