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ANOTACIJA

Vaccinium spp. ogas un to produkti tiek aktivi pétiti pedéjo 10 gadu laika. Tiem ir
pieradits kogniciju uzlabojoss efekts in vivo. Péta ari ogu spiedpalieku aktivo vielu sastavu un
ietekmi uz organismu. Darba ir analizéti mellenu, kriimmellenu, dz&rvenu, purva dzérvenu un
inhibitoriem — ipidakrinu, donepezilu un neostigminu. AChE aktivitite mérita ar
spektroskopisko Ellmana metodi. legutie dati liecina, ka visi ekstrakti no koncentracijas
atkariga veida inhibé AChE. Dzérvenu, purva dzérvenu, krimemellenu un briklenu ekstrakti
potencé AChE inhibitorus, tacu mellenu ekstrakts potencé tikai neostigmina efektu un
donepezila un ipidakrina pat samazina. lesp&jams, ka ogu ekstraktu in vivo kognicijas

uzlabo$anu varetu skaidrot ar AchE inhibéSanu.

Atslégvardi: mellene, krimmellene, dzérvene, purva dzérvene, bruklene, spiedpaliekas,

acetilholinesteraze, donepezils, ipidakrins, neostigmins.



ABSTRACT

Vaccinium spp. berries and their products are actively studied over the last 10 years.
They have been shown to improve cognition in vivo. Berry pomace content and effects of the
active substances on the organism have been also investigated. We studied the effects of
bilberry, blueberry, American cranberry, bog cranberry and lingonberry pomace extracts on
AChE activity in vitro as well as interaction with AChE inhibitors - ipidacrine, donepezil and
neostigmine. AChE activity was measured by spectroscopic Ellman method. The data show
that all extracts inhibit AChE in a concentration-dependent manner. Cranberry, bog cranberry,
blueberry and lingonberry extracts potentiate AChE inhibitors, but bilberry extract potentiates
only the neostigmine effect whereas donepezil and ipidakrine even reduce. The in vivo

improvement of cognition by berry extracts may be explained by AChE inhibition.

Key words: blueberry, bilberry, cranberry, bog cranberry, lingonberry, press residues,

acetylcholinesterase, donepezil, ipidacrine, neostigmine.
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APZIMEJUMU SARAKSTS, SAISINAJUMI

ACh — acetilholins

AChE — acetilholinesteraze

AChEi — acetilholinesterazes inhibitors

ChAT — holina acetiltransferaze

CHT1 — augstas afinitates holina transportproteins-1
VAChHT — vezikularais acetilholina transportproteins
BChE — butirilholinesteraze

MAChR — muskarinergisks receptors

NAChR — nikotinergisks receptors

Vaccinium spp. — vir§u rindas ériku dzimtas augi. ST darba konteksta - mellene (Vaccinium
myrtillus L.), augstas krimmellenes (Vaccinium corymbosum L.), briklene (Vaccinium vitis-
idaea L.), purva dzérvene (Vaccinium oxycoccos microcarpus Turcz. ex Rupr), liela dzérvene
(Vaccinium macrocarpon Ait.).

CAMF — cikliskais adenozina monofosfats

cGMF — cikliskais guanozina monofosfats

LKD — Levi (Lewy) kermeniSu demences

TNB — 5-tio-2-nitrobenzoskabes

DTNB - 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoskabe



IEVADS

Eriku dzimtas Vaccinium spp. augi ir daudz pétiti un tiem ir zinami daZzi farmakologiskie
efekti un augsta uzturvértiba — tie satur polifenolus — galvenokart, flavonoidus, vitaminus,
organiskas skabes, Skiedrvielas, augu izcelsmes taukus, olbaltumvielas, u.c. (Olas, 2018). Dazi
pétijumi pierada, ka So ogu pozitiva iedarbiba uz veselibu ir saistita ar min€tajam vielam, it

ipasi ar antocianiem. (Seeram, 2008).

Pedgja laika veikti daudzi pétijumi par ogu farmakologiskiem efektiem gan in vivo, gan
in vitro, pieméram, noskaidroti to antioksidativie un epigenétiskie efekti (Minju et al., 2017),
kas noris bez blakusparadibam. Ipasu uzmanibu pétnieki pievers polifenoliem, tai skaita

antocianiniem un $o vielu kombinacijai ogas, izmantojot ekstraktus ka p&tijumu objektu.

Sis gints augu pétijumi ir ipasi interesanti, jo Latvijas daba tie ir bieZi sastopami, un to
kultivéSana neprasa  1pasus apstaklus. Tapeéc Latvija attistas ogu parstrades nozare.
Visizplatitakas ogas Latvija, kas pieder pie Vaccinium spp. un ir plasi pétitas ir mellene
(Vaccinium myrtillus L.), augstas krimmellenes (Vaccinium corymbosum L.), briklene
(Vaccinium vitis-idaea L.), purva dzeérvene (Vaccinium oxycoccos microcarpus Turcz. ex
Rupr), liela dzeérvene (Vaccinium macrocarpon Ait.) un zilene (Vaccinium uliginosum L.)
(Latvijasdaba.lv; Yang un Kortesniemi, 2015). Iesp&jams, ka aktivo vielu koncentracija var
atskirties atkariba no klimatiskas zonas, un pétijumu rezultati, kuri veikti citas pasaules valstis,

biitu atSkirigi.

Lielakoties ir pétitas sulu un ekstraktu ipasibas, bet izspieZot sulas paliek pari
blakusprodukts — spiedpaliekas. RazoSanas procesa tas sastada lidz 30% masas no izejvielas
(Struck et al., 2016). Sis blakusprodukts nav pétits tik plasi, bet var pamatoti apgalvot, ka taja
ir pietieckami daudz uzturvielu un farmakologiski aktivu vielu, un to var pétit neatkarigi no citam
apstradatam ogu formam. Ir pieradits, ka ogu spiedpaliekas satur vairak polifenolu neka veselas

ogas (Klavins et al., 2018).

Teorétiski ogu spiedpaliekas var salidzinat ar citrusaugiem, kuriem auglu miza ir
augstaka askorbinskabes koncentracija, neka augla vidusdala un tik pat daudz ka sulas ekstrakta
(Chuku LC et al., 2012). Daudz polifenolu ogas atrodas tieSi miza un séklas, kas ir spiedpalieku
pamatmasa, un to uzskata par blakusproduktu (White et al., 2010, 2011). Ogu un auglu
spiedpaliekas paslaik uzskata par perspektivu aktivo vielu avotu funkcionalai partikai, uztura

bagatinatajiem un zalém. Tikai Latvija vien pedgja laika tika pétits spiedpalieku sastavs ogam



un citiem augiem - aronijai (Tomsone, 2017), marrutkiem (Tomsone, 2018), smiltsérkskiem

(Mierina, 2009) un citiem.

VEél svarigaks ir tas, ka pétijumos in vivo un klinisko pétijumu gaita ogu sulam un
ekstraktiem nebija konstatéti nevélamie blakusefekti vai toksiska iedarbiba (Skrovankova et al.,
2015). Kliniskajos pétijumos ir pieradita mellenu ekstrakta kogniciju un atminu uzlabojosa

darbiba (Boespflug et al., 2018; Krikorian et al., 2010).

Alcheimera slimiba ir viena no biezakajam neirodegenerativajam slimibam un
visbiezaka senilas demences forma. Ta attistas dazadu riska faktoru rezultata, no kuriem
nozimigakais ir vecums, tau 3—b5 % gadijumu slimibai ir genétisks raksturs. Slimibai
raksturiga ekstracelularo amiloida platniSu (jeb senilo platniSu) un intracelularo neirofibrillu
veidosanas, tatu patogenézé nozimigi ir daudzi savstarp&ji saistiti mehanismi. Izpétits, ka
acetilholinesterazes paaugstinata aktivitate veicina So platnisu agregaciju. To var novérot ar
elektronu mikroskopu (Alvarez et al., 1997). Zinams, ka acetilholinesterazes inhibitori Sobrid
ir veiksmigaka Alcheimera slimibas terapija. Atgriezeniskie inhibitori donepezils, rivastigmins,
galantamins un memantins, kas ir ari NMDA receptoru antagonists, ir vieni no biezak
ieteiktajiem farmakoterapijas lidzekliem (Colovi¢ et al., 2013). Sie lidzekli ir vienadi iedarbigi,

bet donepezilam ir mazak gastrointestinalo blakusefektu.

Vaccinium spp. ogu un ogu ekstraktu lietoSana parada kognicijas uzlabojoso efektu un
aprakstitais efekts ilgtermina ir 1idzigs zalu vielu terapijai (Boespflug et al., 2018, Krikorian et

al., 2010), tomér ists darbibas mehanisms vél nav zinams.

Darba hipotéze ir: ogu ekstraktu kogniciju uzlabojo$o sp&u varétu skaidrot ar
acetilholinesterazes inhibiciju, ka ar1 iesp&jama ogu aktivo vielu potenc€josa mijiedarbiba ar

klinika lietotajiem acetilholinesterazes inhibitoriem.



DARBA MERKIS UN UZDEVUMI

Darba meérkis: Pe&tit Vaccinium spp. ogu spiedpalieku ekstraktu ietekmi uz

Darba uzdevumi:

1. Noskaidrot, vai mellenu, krimmellenu, purva dz&érvenu, lielogu dz&rvenu un briklenu
ekstraktiem piemit acetilholinesterazes inhibicijas sp&ja un salidzinat ekstraktu
efektus.

2. Salidzinat ekstraktu acetilholinesterazes inhib&Sanas sp€ju ar zinamiem
acetilholinesterazes aktivitates inhibitoriem.

3. Noskaidrot vai ogu spiedpalieku ekstrakti potence acetilholinesterazes inhibitoru

efektus in vitro.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Vaccinium spp. augi, apraksts, izplatiba, pétitas ogu dalas

Ogas sastav no mizas, mikstas un sulainas vidusdalas, intracelularas sulas un séklam.
Dazado frakciju dalas attiecibas parsvara ir atkarigas no augs$anas vietas — pieméram, melleném
mizas un séklu masas dala attiecigi sastada apméram 19% un 1,5% (Lee and Wrolstad, 2006).

ST ir pamata sastavdala spiedpaliekam.

Agrak spiedpaliekas neuzskatija par veértigam, jo tam ir maza energijas uzturvértiba un
augsts skabuma limenis. Tie$i tade] tas nevar izmantot ka partiku, un ir japapildina ar citam
vielam — skabuma regulétajiem un oglhidratiem, vai jackstragé par€jas vértigas vielas.
Apstrades nepilniba bija viens no faktoriem, kas nelava izdalit un pétit vertigas aktivas vielas.
RazoSanas procesa ogas tiek saspiestas, tam pievieno pektinazes un karsé pirms sulas
izspieSanas (Mayer-Miebach et al., 2012), un p&c procesa dazas ogu dalas paliek spiedpaliekas,
galvenokart séklas, miza un stublaji (White et al., 2010, 2011).

Toméer ogu spiedpaliekas ir daudz biologisko vielu - polifenolu, nepiesatinato tauku,
oglhidratu, vitaminu. Uzlabotas vai jaunas ogu apstrades metodes var atvieglot So vielu
izdaliSanu no spiedpalieckam un padarit blakusproduktu par jaunu dabisku aktivo vielu avotu

hronisko slimibu arsté$anai un profilaksei.

Polifenolu saturs dazadas ogas dalas ir nevienmeérigs — apméram 10% ir ogas mikstuma,
30% ogu miza, un 60% ir seklas (Heinonen, 2007). S1patniba padara spiedpaliekas par lielisku
fenolu avotu, un tam ir potencials izmantoSanai ka polifenolu bagatu produktu. Pe&tfjumi
pierada, ka antocianinu koncentracija mellenu, britkklenu un dz&érvenu spiedpaliekas un veselas
ogas ir lidzvertigas, bet krimmelenu gadijuma spiedpaliekas antocianu koncentracija ir pat

lielaka neka veselas ogas (Klavins et al., 2018).

Pastav ari probléma, kura ir saistita ar spiedpalicku mikrobiologisko piesarnojumu —
spiedpaliekas ir pietiekami daudz uzturvielu un ddens, lai §1 vide bitu labvéliga
mikroorganismu vairoSanai. Ir iesp&jams samazinat kontaminaciju ar kaltéSanas metodém — tas
var laut uzglabat izejvielas ilgak. Sodien ir pieejamas dazadas kaltesanas metodes — konvektiva,
mikrovilpu — vakuuma, sublimacijas, infrasarkana, osmotiska dehidratacija, kaltéSana
augstfrekvences stravas lauka, puls€josa elektriska lauka u.c. Tomér eksperimentos ir pieradits
strauj$ fenolu samazinajums uzglabasanas laika (Tomsone et al., 2013), un ir rekomendéts
nodot spiedpaliekas talakai apstradei uzreiz pec sulas izspieSanas. Tiesi fenoliem piemit stiprs

antioksidativs efekts, un 1pasi polifenolus ir svarigi saglabat talakai lietoSanai gan medicina,
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gan funkcionala partika — to koncentraciju var uzskatit par kvalitates raditaju. Antocianini
spiedpaliekas ir liela koncentracija, jo tie lielakoties ir saistiti ar ogu $tinu materialu (mizu), un

ta savukart ir spiedpalieku pamatmasa (Horszwald et al., 2013).

1.2. Biologiski aktivas vielas ogas

Ogas kopuma ir viens no labakiem materialiem fenolu neiroprotektivo efektu
noteikSanai un pétisanai, jo Vaccinium spp. ogas satur vairakus polifenolus. Ogam piemit vairak
neka viens darbibas mehanisms, kur§ potenciali var izraisit neiroprotektivu efektu — pieméram,
jau apskatitie un agrakos pé&tijumos pieraditic antioksidativie un pretiekaisuma efekti, ka ari
iespejamie acetilholinesterazes aktivitates inhibitorie efekti. Sie in vitro testi palidz novértét ne
tikai atsevisko polifenolu iedarbibu, bet ari iesp&jamo sinergisko efektu neiroprotekcija un uz
organismu kopuma. Sis gints ogas visplaak izplatitie un visvieglak pamanamie polifenoli ir
antocianini, kuriem ir krasvielu loma ogas — sarkans, zils un violéts. Tiesi antocianiniem ir
pétijumos pieraditie pretiekaisuma un antioksidativi efekti, ka ari tie stimulé signalimpulsu
parvadi smadzengs, stimul&jot atminas funkciju, un uzlabo glikozes metabolismu. Sis Tpasibas
var nodro$inat neirodegeneracijas samazinasanu (Ganesan and Hu, 2017; Rodriguez-Mateos et
al., 2013).

Polifenoli ir liela kimisko elementu grupa, kura parsvara atrodama augos, bet flavanoidi
ir lielaka polifenolu apaksklase, kura ir izdaliti flavoni, flavonoli, flavononi, flavanonoli,
katehini, antocianini, izoflavoni un halkoni (Olas, 2018). PaSlaik ir zinamas apm&ram 6000 §1s

apaksklases vielas, kuras atrodas tiesi augu pigmentos.

Flavonoidi interesé pétniekus visvairak, jo gandriz katrai grupai ir antioksidativas
darbibas potencials — tie pasarga substratus no oksidéSanas procesiem - aizsarga vielas vai

organu §iinas, sagrauj brivos radikalus un novers siinu bojajumus. (Lobo et al., 2010)

Flavonoidiem var biit svariga loma enzimatiska un sistematiska receptoru sistéma
smadzengs, ietekmgjot centralo nervu sisttmu kopuma un uzradot preventivu darbibu pret
neirodegeneraciju — Alcheimera un Parkinsona slimibu. Flavonoidi spgj inhib&t enzimus —
acetilholinesterazi, aldozes reduktazi, ksantina oksidazi, fosfodiesterazi, kalcija jonu ATF-azi,
lipoksigenazi, ciklooksigenazi. Sis Tpasibas ir neirodegenerativo slimibu attistibas kavésanas un

profilakses pamata (Panche et al., 2016).

Salidzinot antocianinu saturu dazadas ogas atklaja, ka mellenés ir ievérojami vairak

antocianu neka jebkuras citas pétitas Vaccinium spp. ogas. Krimmelengs, savukart, ir vairak
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antocianinu neka sarkanas krasas ogas — briiklenés, dz&érvenés, bet mazak neka mellenés. Tas ir
tadel, ka krimmelleném ir tumsi zila miza un zalgani dzeltena vidusdala. Mellengs, savukart,
antociani ir izplatiti visa oga.

Dazas ogas — krimmellengs, dz&rvengs, briiklengs — ir konstatéts lielaks antocianu
daudzums spiedpaliekas neka veselas ogas. (Muceniece et al. 2019). Teorétiski spiedpaliekas

ir ogu substrats, kas ir atbrivots no cukuriem un tdens. Tadel tas satur vairak antocianu

(svars/svars, %) neka veselas ogas.

1.3. Galvenie ogu efekti lietojot tas partika, uztura bagatinatajos un medicina

Ogu ekstrakti ir visplasak izplatitie produkti, kurus pagatavo galvenokart ka biologiski
aktivo fenolskabju un polifenolu avotus. Ogam un ogu sulam nav konstat&tas blakusparadibas,
lietojot ka funkcionalu partiku, tas lauj uzskatit tas par perspektivu produktu arT medicina.
Blakusefektu neesamiba sniedz lielaku darbibas laukumu jauno zalu aktivo komponentu
iegliSana vai sintez€, jo jauno zalu apstiprindjumu izsniedz tieSi péc riska un labuma

(risk/benefit) noveértéjuma.

Fenolu grupas vielu koncentracija un izplatiba augos pétniekus interesé jau kadu laiku,
JO pétijumi liecina par $o vielu pozitivo ietekmi uz veselibu ka véza kavéjoso, kardiovaskularo
slimibu mazinoSo, pretdiab&ta diabetes mellitus (Martineau et al., 2006) un imunitati
uzlabojoso efektu (Balunkeswar et al., 2011; Dhillon et al., 2013; Ganesan un Xu, 2017,
Rodriguez-Mateos et al., 2013).

Neiroprotektivie efekti ir gaiditi arT no spiedpaliekam, bet p&tijumu rezultati ir dalgji

pretrunigi vai nepietickami ticami (Halliwell, 2006; Krikorian et al., 2010; Olas, 2018).

1.4. Vaccinium spp. ogu neiroprotektivo efektu pétijumi un rezultati

Briuklengs ir augsts polifenolu Itmenis, un tas ir uzskatitas par antioksidantiem bagatam
ogam (Drozdz et al., 2017). Iesp&jams tade] britklenu ekstraktiem atrada ievérojamu smadzenu
traumatisko bojajumu aizsargefektu pétijuma ar zurkam (Hossain et al., 2016). Ogas kopuma
ir viens no labakajiem polifenolu iesp&jamo neiroprotektivo efektu pétijuma objektiem, jo tas
satur daudzveidigus fenolus, kuriem iedarbojoties kopa ir iespgjams sinergisks efekts. Ka ari
ogu aktiviem komponentiem ir dazadi darbibas mehanismi — antioksidativie, pretiekaisuma un

acetilholinesterazes inhibicija (Kelly et al., 2017).
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Agrako pétijumu publikacijas ir informacija, ka ogu un lapu ekstraktiem piemit
superoksida dismutazei lidziga iedarbiba un tie samazina superoksidu anjona Itmenus dzivas
§tnas un In vitro (Basu un Maier, 2016; Ferlemi un Lamari, 2016). Tiesi superoksida limena
nomaksana ir pamats antioksidativam efektam, kuram savukart ir teorétiska neiroprotektiva

iedarbiba.

2016. gada dazadu augu metabolitu pétijumu apskats parada, ka flavonoidiem var bt
vadosa loma enzimatiska un receptoru sistéma galvas smadzenés, kas uzrada nozimigu efektu
uz centralo nervu sisttmu — kavgjot neirodegeneraciju, kas ir saistita ar Alcheimera vai
Parkinsona slimibam (Panche et al., 2016). Cita p&tijuma ir secinats, ka fenoli var briziem
darboties ka prooksidanti, vienlaicigi demonstréjot anti- un prooksidativu darbibu (Olas,
2018).

Petijuma ar mérki izpétit, vai dzérvenu ekstraktu var uzskatit par efektivu vielu
Alcheimera slimibas attistibas kontrolei, eksperimentu veica ar tarpiem C. elegans.
Eksperimenta gaita vajadz&ja paradities efektam — terapeitiskam vai preventivam. Amiloida-f
(toksiska slimibas mediatora) limena raditajs un atmina ir divi galvenie parametri, péc kuriem
noteica ekstrakta efektivitati $aja modeli. Dz&érvenu ekstrakts ir bagats ar polifenoliem un ir
sp&jigs kavét paralizi, mazinot beta-amiloidu toksicitati tarpa modeli. Uz $o faktu var balstities

pétot neiroprotektivus efektus ziditajiem (Guo et al., 2016).

Saurlapu melleném pétijumos ir noteikta antioksidativa darbiba. Oksidativais stress ir
viens no faktoriem i§€miska insulta etiologija. Ogu ekstraktu sp&ju pasargat neironus no insulta
izraisitiem bojajumiem parbaudija eksperimentos, izmantojot zurkas. Eksperimentalo grupu
zurku baribai piemaisija 14,3% mellenu substrata, bet kontroles grupai — 0%. Insultam lidzigo
hipoksisko efektu izsauca saspiezot labas puses miega artériju. Péc nedélas panéma plazmas un
urina paraugus, bet hipokampa neironu bojajumu analiz&ja histologiski. Rezultata kontroles
grupai konstatgja 40+2% neironu skaitu samazinasanos, salidzinot hipokampa dalas labaja un
kreisaja puslodé, bet eksperimentalai grupai §is skaitlis bija 17+2% (Sweeney et.al., 2002).
Eksperiments pieradija, ka mellenu lietoSanai iesp&jams neiroprotektivs efekts in vivo

dzivniekiem, tomeér petijuma modelis ir relativi primitivs.

Eksperimenta 19 méneSu vecam zurkam, pievienojot baribai kriimmelenes 8-10 ned€lu
laika, analiz€ja Zurku smadzenes un atklaja antocianinu (cyanidin-3- O -f5-galactoside,
cyanidin-3- O -f-glucoside, cyanidin-3- O -f-arabinose, malvidin-3- O -f3-galactoside,
malvidin-3- O -f-glucoside, malvidin-3- O --arabinose, peonidin-3- O -f-arabinose and

delphinidin-3- O -f-galactoside) klatbatni. Tas liecina par $o polifenolu sp&ju Skérsot asins-
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smadzenu barjeru. ST ipasiba pierada ogu potencialu Alcheimera un citu neirodegenerativo
slimibu arstésana. Morris water maze tdens labirinta tests parada arT atminas un kognicijas

uzlabosanas sp&ju salidzinot ar kontroles grupu (Andres-Lacueva et al., 2005).
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2. ACETILHOLINS UN TA LOMA ORGANISMA

Acetilholins ir viela, ko nervu sist€éma izmanto signalu parraidei un dazadu organisma
mehanismu aktivizé$anai. Acetilholina molekulas saistas ar jonu kanalu receptoriem uz
muskulu §inu membranas, kas atver jonu kanalus. Kad joni (Na*, Ca?*, K*) nonak mérksiina,
organa rodas sistemisks efekts (Rockland et al., 2000). Kimiski acetilholins ir acetiléts holins,
kur§ tiek sintezéts enzimatiski ar acetiltransferazi holinergiskajos neironos, izmantojot ka

izejvielas holinu un acetil koenzimu A (attéls 1).
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Attels 1. Acetilholina sintéze, atbrivosana, iedarbiba uz holinergiskiem receptoriem,
sadaliSanas. Adaptéts no Kummer et al., 2006 (Avots:
https://www.researchgate.net/figure/Diagram-demonstrating-the-mechanism-of-acetylcholine-
synthesis-release-action-and_figl 229012492L)

Pieméram, skeleta Skeérssvitrotai muskulatiirai tas izsauc kontrakcijas, un ka rezultatu —
kontrolgjamas kermena kustibas (Kuo un Ehrlich, 2015).

Acetilholins ir balts kristalisks savienojums, kas ir loti nestabils — sadalas gaisa,
ilgstoSas glabasanas laika, ka arT paaugstinatas temperaturas ietekmeé (Rockland et al., 2000).
Farmakologiski viela iedarbojas ka holinomimétikis — veic nervu impulsu parraidi centralaja
nervu sistéma, ganglijos, parasimpatiskajos un motorneironos, aktivizé sviedru dziedzerus.
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Mijiedarbojoties ar N- un M- holinoreceptoriem, izsauc membranas depolarizaciju un atver
membranas caurlaidibu natrija joniem. Holinoreceptoru stimulacija generé darbibas potencialu
nakamaja Stinu k&de, vai aktivizé funkcionalo aktivitati organa $tna, kas izpilda tai skaita
kognitivas un metabolas funkcijas cilvéka nervu sistéma. Holinoreceptori (muskarina - mAChR
un nikotina - NAChR) atrodas $tinu membrana. Uznemot perorali acetilholinam nav
farmakologiska efekta, jo tas viegli hidroliz€jas gastrointestinala trakta (Baig et al., 2017)
Ievadot parenterali iedarbojas atri, bet Tslaicigi. Pasu acetilholinu miisdienas jau nelieto ka zalu
vielu, jo eksisté vairakas holinergiskas zales ar garaku iedarbibu un értaku uznemsanas veidu.
(Vardanyan un Hurby, 2006). Acetilholina hloridu joprojam izmanto oftalmologija acs
operaciju gadijuma (drugbank.ca/drugs/DB03128).

Vielai ir stipri polara amonija grupa, un tadel tas netiek caur membranu lipidiem. Tas
nozimé, ka uznemta viela paliek ekstracelulara telpa un neiet cauri hematoencefaliskai barjerai
(Brenner un Stevens, 2006).

Sistemiski iedarbojoties uz M-holinoreceptoriem paaugstinas cAMF un cGMF Iimeni,
un paradas M-holmmomimétiskie efekti — bradikardija, asinsvadu paplasSinaSana, arteriala
spiediena samazinasanas, tonusa paaugstinasanas, gludas muskulatiiras kontrakcijas — bronhos,
kunga zarnu trakta, dzemdg, urinptsli un Zzultspsli. Pastiprina sekréciju dziedzeriem —
bronhialiem, gremoSanas sist€mas, sviedru, asaru, sasaurina acu zilites, samazina intraokularo

spiedienu. (Rockland et al., 2000).
2.1. Acetilholinesteraze

AChE ir primarais B-tipa karboksilesterazes enzims, kas galvenokart atrodas
sinaptiskaja sprauga centralaja un periferaja nervu sisteéma. Cilvékam alternativa splaisinga dél
veidojas 4 acetilholinesterazes izoformas — T, H, R, un 4. Acetilholinesteraze katalize hidrolizi
un metabolize neiromediatoru acetilholinu sadalot uz holinu un acetatu (Robertson et al., 2011).
ACh molekulas, kuras nesaistijas ar receptoru, tiek hidrolizétas enzimatiski 1 ms laika.
Apmeéram puse no izdalita acetilholina daudzuma tiek sadalita ar AChE pirms tas sasniedz
receptorus. Pargjais ACh tiek sadalits signalprocesa gala. ST enzimatiska reakcija ir
nepiecieSama acetilholina inaktivacijai sinaptiskaja sprauga. Tada veida merksiina nonak miera
stavokli, kas ir nepiecieSams, piem&ram, muskula atslabinaSanai. Holins tiek uznemts $tina ar

transportproteina palidzibu un atkartoti izmantots ACh sintézei (Edward et al., 2013).

AChHE parmeériga aktivitate krietni samazina ACh koncentraciju galvas smadzengs, kas
novajina neirotransmisiju un izraisa atminas zudumu un citus blakusefektus, kas ir Alcheimera

slimibas simptomi (Taylor et al., 2009).
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Acetilholinesteraze ar1 veicina -amiloidu uzkrasanos un amiloidu proteinu veidosanos,
kuri savukart ir markieri Alcheimera slimibai (Inestrosa et al., 1996). Acetilholinesterazei ir
piemit ari citas funkcijas, kuras nav tikai katalitiskas — pieméram, loma neironu apoptozes

procesa (Taylor et al., 2009).

2.2. Slimibas, saistitas ar acetilholinu un holinergisko sistéemu

2.2.1. Alcheimera slimiba

Alcheimera slimiba ir viena no visbiezak sastopamam neirodegenerativam slimibam,
kura ir sastopama cilvékiem sakot ar 65 gadu vecumu. 50-60% saslim$anas gadijumos ta ir
konstatéta $aja veCcuma grupa. Saslimsanas risks ir atkarigs no genétiskiem faktoriem un riska
faktoriem — galvas traumas un hipertensijas (Burns un Iliffe, 2009). P&tijumi un eksperimenti
pierada, ka slimibas simptomi ir saistiti ar holinergiskas sist€mas darbibas traucgjumiem —
samazinatu acetilholina koncentraciju sinaptiskas spraugas, samazinatu $tinu receptoru jutibu
pret acetilholinu, un palielinatu acetilholina degradaciju ar enzimu acetilholinesterazi. P&dgjas
dekades pétijumi liecina, ka nav efektivas arstéSanas metodes, bet simptomu uzlaboSanai
izmanto zales, kuru darbibas veids parsvara ir enzima acetilholinesterazes inhibicija (Francis

et.al., 1999).

Neokortekss un hipokamps ir visvairak mentalos procesos iesaistitie smadzenu regioni,
un tie ir visvairak paklauti Alcheimera slimibas patologijam. Slimiba parasti ilgst ap 9 gadiem,
kas sakas ar pirmajiem pre-degenerativajiem simptomiem un beidzas ar navi. To var noteikt ar
raksturigam audu patologijam — beta-amiloida proteina platnisu veido$anos un intracelulariem
neirofibrilariem bojajumiem — tau proteina inici€to mezglu veidosanos. Simptomus var novérot
ar1 peéc kognitivo, domaSanas un atminas funkciju traucg€jumiem, kuri ir saistiti vairak ar
neirofibrilariem traucéjumiem. Sie simptomi ieklauj ar agresiju, depresiju un murgus — tos ir
griiti kontrolét majas apstaklos un pacientam ir nepiecieS$ama hospitalizacija (Francis et.al.,
1993).

Petfjumi pierada, ka AChE inhibicija uzlabo gan kognitivos simptomus, gan atminu
Alcheimera slimibas pacientiem, tad€l terapija parasti fokus€jas uz holinergiskas
neirotransmisijas uzlaboSanu ar plasi lietotiem AChE inhibicijas lidzekliem — donepezilu,
rivastigminu un galantaminu. Terapija parada uzlabosanos lielakai pacientu dalai, tom&r zalém
ir izteikti blakusefekti, kuri izpauzas ilgtermina lietosana (Balkis et.al., 2015; Nelson et.al.,
2012).
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Apkopo sekojosus faktus par slimibu:

- Cilvékiem ar kognitiviem traucéjumiem ir 15 reizes lielaks risks Alcheimera slimibas
attistibai;

- Atminas zudums ir raksturigs simptoms cilvékiem, kuriem attistas slimiba,

- Ists slimibas c€lonis nav skaidrs, bet uzskata ka genétiskie un argjie faktori ir vadosie;

- Holinesterazes inhibitori ir dro$i un efektivi lidzekli slimibas simptomatiskai
arsteSanai,
Antipsihotiskie lidzekli samazina uzbudinamibas simptomus, bet lietoSana ir saistita ar

palielinatu mirstibas risku (Burns un Iliffe, 2009).
2.2.2. Miasteénija

Patologisks muskulu vajums jeb Myasthenia gravis ir autoimiina slimiba, kad antivielas
bloké vai sagrauj nikotina atkarigus acetilholina receptorus. Sis stavoklis traucé nervu impulsa
parraidei un neizraisa muskulu sarauSanos. Tas noved pie dazadas pakapes skeleta
muskulatiiras vajuma, no Kuriem raksturigs ir acs plakstina noslidéjums. Ari biezi izraisa
dubultotu redzi, apgritinatu noriSanu, runasanu un staigaSanu. Atskiritba no Alcheimera
slimibas simptomi var paradities peksni, bet var tikt diagnosticéti pirmajos dzives ménesos ar
antivielu analizi (Sanders et al., 2016). Slimiba skar sievietes no 40 un virieSus no 60 gadu
vecuma. Sobrid slimiba nav uzskatita par loti izplatitu (ap 200 slimibas gadijumu uz 1000000
cilvéku), bet to diagnosticé arvien biezak (Jaunalksne et al., 2015). Apméram 10-15%
miasténijas pacientu konstaté timusa patologiju - 1€ni augosu audzgju timomu (Pelcere et al.,

2015; Burns et al., 2010).

Slimibas arstéSanai ka pirmas izveles medikamentus lieto acetilholinesterazes
inhibitorus — neostigminu un piridostigminu. AChE inhibitorus lieto ka simptomatiskas zales —
tas lauj pildit ikdienas uzdevumus (Mehndiratta et al., 2011). Imunosupresanti ar tiek izrakstiti
ka zales — prednizolons un azatioprins. Saskana ar ASV slimibas klasifikaciju izskir no 1. Iidz
5. smaguma pakapes — no viegla acs plakstina vajuma lidz maksligas elpinaSanas

nepiecieSamibai (Silvestri un Wolfe, 2018).
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2.2.3. Glaukoma

Glaukoma ir acu slimiba, kurai ir dazi paveidi:

1. Primara atvérta lenka glaukoma - kapsulara glaukoma ar Iecas pseidoeksfoliaciju;
hroniska vienkarsa glaukoma; zema spiediena glaukoma; pigmentglaukoma. Attistas
lénam, bez sapém.

2. Primara slégta lenka glaukoma - akiita slégta lenka glaukoma; hroniska slégta lenka
glaukoma; intermit&josa slégta lenka glaukoma. Slimibas simptomi var paradities
uzreiz, ar sapém, vai pakapeniski.

3. Sekundara glaukoma, kura parasti ir izraisita acs traumas, iekaisuma, medikamentu,

vai cita argja faktora ietekmes dél (spkc.gov.lv/ssk10/indexc316.htmI?p=%23144).

Tas rezultata pasliktinas vai pilnigi pazid redze. Ka slimibas c€loni un riska faktoru uzskata
acs hipertensiju, kura izraisa optisko nervu bojajumu (Gupta un Chen, 2016). Visbiezak
glaukomas arstéSanai vietgji lieto neatgriezeniskas AChE inhibitorus, piem&ram, Diizopropila
Fluorofosfatu. To lieto$ana nav droga (Colovié et al., 2013). Primaro atvérta lenka glaukomu ir
iesp&jams kontrolet ar acetilholinesterazes inhibitoriem - p&tijuma (Almasieh et al., 2013) ir
pieradits, ka galantamins pasarga tiklenes asinsvadus un uzlabo asins apgadi un mazina
glaukomas simptomus, tomér mehanisms nebija skaidrs. Doma, ka AChE inhibitori ietekmé

tiklenes ganglijas Siinas.
2.2.4. Parkinsona slimiba un Levi kermeniSu demences

Patofiziologija un kliniskas pazimes Levi kermenisu demencei (LKD) un Parkinsona
slimibai ir lidzigas, tapec §is slimibas biezi apskata kopa. Abas pacientu grupas cie$ no smaga
ACh neiromediatora triikuma kortikala dala, un patologiska a-sinukleina deponésanas galvas
smadzenés. Parkinsona un Levi kermeniSu demences ir vecuma atkarigas slimibas, un to
aizsakums pirms 65 gadu vecumam nav tipisks. Abam slimibam vairak paklauti virie$i neka

sievietes (Walker et al., 2015).

Tomer slimibam ir at$kirigi simptomi un slimibu etimologija. Parkinsona slimiba var
noritét bez demencém, 1pasi sakuma stadija. Levi kermenisu demences var notikt gan bez
parkinsonisma pazimém, gan kopa ar Parkinsona slimibu. LKD galvena pazime ir miega
trauc&jumi, kuru laika nenotiek muskulu atslabums un notiek spontanas muskulu kustibas.
Pirmas tipiskas pazimes — atras acs kustibas miega laika var paradities dazus gadus pirms citiem

simptomiem. Atskiriba no LKD, Parkinsona slimiba sakuma stadijas neizraisa smagas
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demences, kas trauc€ autonomai dzivibai. Parkinsona slimiba pirmkart skar muskulu sistemu —

paradas kustibas un runas traucgjumi (Walker et al., 2015; Gomperts, 2016).

Samazinot ACh sabrukumu abam pacientu grupam var izraisit klinisko un

simptomatisko uzlaboSanos.

2.2.5. Citas slimibas

Acetiholinesterazes inhibitorus lieto arT $ados gadijumos — arstéSana vai ka papildus terapiju:

e paralizes, kas saistita ar muguras smadzenu bojajumiem

e Periféras nervu  sisttmas slimibas (neirits, polineirits, polineiropatija,
poliradikuloneiropatija)

e AtveseloSanas periods péc organiskiem CNS bojajumiem ar kustibu traucgjumiem;

e Demieliniz§josu slimibu kompleksa arstéSana

e Zarnu atonija.

(Neostigmina zalu apraksts)

2.3. Zalu vielas - Acetilholinesterazes inhibitori

Acetilholinesterazes inhibitori darbojas novérSot acetilholina noardiSanu sinaptiskaja
sprauga. Rezultata paliek vairak acetilholina funkcionalai reakcijai — neirotransmisijai. Placebo
kontroleta petijuma bija pieradits, ka ar §is grupas zalém ir iesp&jams sasniegt simptomatisko
kognitivo funkciju uzlabosanu un to uzturéSanu limeni 2 gadu perioda. Eksist€ pacientu grupas,
kuras ir vairak vai mazak jiitigas pret Sim zalém, bet preciza jutiguma atkariba nav noteikta

(Stevens un Rodin, 2011).

No otras puses, neatgriezeniskie AChE inhibitori izraisa neiromediatora parmerigu
uzkrasanos un atbilstos$i parmérigu holinergisko stimulaciju, kas noved pie krampjiem,

elposanas apstasanas un naves (Reddy, 2015).

Terapija izmanto atgriezeniskos AChEi.
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Donepezila hidrohlorids - Yasnal 5 mg/10 mg mut€ disperg€jamas tabletes donepezila
hidrohlorida forma. Paredzets vieglas un vid€ji smagas Alcheimera demences simptomatiskai

arstéSanai. Terapiju sak ar 5 mg/diena (doz€Sana vienu reizi diena). Maksimala ieteicama dienas

o]
HaCO
HaCO
e 0

Attéls 2. Donepezila hidrohlorida struktiirformula.

deva ir 10 mg.

Avots: sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/d682

Darbibas mehanisms: Donepezila hidrohlorids ir specifisks acetilholinesterazes

inhibitors ar atgriezenisku iedarbibu. Acetilholinestraze ir domingjosa holinesteraze galvas
smadzeng&s. Donepezila hidrohlorids in vitro o enzimu inhib& vismaz 1000 reizu spécigak neka
butirilholinesterazi, kas atrodama galvenokart arpus centralas nervu sist€émas. Kliniskajos
pétijumos ar Alcheimera demences pacientiem 5 mg vai 10 mg donepezila lietoSana reizi diena
izraisTja stabilu acetilholinesterazes aktivitates (meérita eritrocitu membrana) nomakumu

attiecigi par 63,6 % vai 77,3 %.

Mijiedarbiba: P&tijumos in vitro noskaidrots, ka donepezila metabolisma piedalas
citohroma P450 izoenzimi 3A4 un nedaudz ari 2D6. Zalu mijiedarbibas pétijumos in vitro
konstatéts, ka donepezila metabolismu kave ketokonazols un hinidins, kuri attiecigi ir CYP3A4
un 2D6 inhibitori. Tadel donepezila metabolismu var kavét arT citi CYP3A4 inhibitori, tadi ka
itrakonazols un eritromicins, un art CYP2D6 inhibitori, pieméram, fluoksetins. P&tijumos ar
veseliem brivpratigajiem novérots, ka ketokonazols paaugstina donepezila koncentraciju vidgji

par aptuveni 30%.

Tadi enzimu inducétaji ka rifampicins, fenitoins, karbamazepins un alkohols var
samazinat donepezila koncentraciju. Ta ka inhib&josa vai induc€josa efekta intensitate nav
zinama, S$adas kombinacijas jalieto piesardzigi (Yasnal — zalu apraksts, 2018;

drugbank.ca/drugs/DB00843).

Galantamina hidrobromids - Nivalin 5mg/10mg tabletes galantamina hidrobromida
veida. Ta bija pirma no augiem izol&ta aktiva viela, kurai piemit sp&cigs acetilholinesterazes
inhibicijas efekts. Paredzets vieglas Iidz vid@ji izteiktas Alcheimera tipa demences arstésanai,

periféras nervu sist€mas slimibas gadijuma, paralizes, kas saistita ar muguras smadzenu
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bojajumiem, neiromuskularo sinap$u slimibu (myasthenia gravis, muskulu distrofija) arsté$anai
(Roseiro et al., 2012).

Darbibas  mehanisms:  Galantamins ir  terciars alkaloids, kas pieder

parasimpatomimétisko lidzeklu grupai, ar netieSu iedarbibu. Papildus atgriezeniskam
acetilholinesterazes nomakumam, galantamins, iedarbojoties ka allostérisks ligands, stimulé
visbiezak sastopamos centralas nervu sist€mas alfa4/b&ta2 apakstipa nikotina acetilholina
receptorus. Galantamins palielina postsinaptisko membranu jutibu pret acetilholinu.
Galantamins Skérso hematoencefalisko barjeru, sekmé CNS impulsu vadamibu un pastiprina
uzbudinajuma procesus. Tas pastiprina holinergiskas sist€émas aktivitati, ko var saistit ar

uzlabotu kognitivo funkciju.
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Attels 3. Galantamina HBr struktirformula. Avots: researchgate.net/figure/Chemical-
structure-of-galantamine-hydrobromide_figl 259155950

Salidzinot ar neostigminu, galantaminam piemit daudz vajaka iedarbiba uz muskarina
receptoriem. Tas sekm& uzbudinagjuma vadiSanu neiromuskularajas sinapsés un atjauno

neiromuskularo vadamibu, kad to blok& nedepolariz€josie neiromuskularie blokatori.

Mijiedarbiba: Lidz pat 75 % galantamina devas tiek metaboliz€ta aknas ar citohroma
P450 (CYP3A4 un CYP2D6) starpniecibu. In vitro pétijumi liecina, ka CYP2D6 ir iesaistits O-
desmetilgalantamina un CYP3A4 — N-galantamina oksida veidoSana. Tas liecina par atkaribu
no citohromu P450 ietekméjosam zaleém attiecigi ietekmé&jot uz zalu metabolismu. Spéciga
CYP2D6 inhibitora lietosanas laika galantamina biopieejamiba palielinas par aptuveni 40 %,
bet vienlaicigas lietosanas ar CYP3A4 inhibitoriem ta palielinas 1idz 30% (Briz AS — Nivalin
tab. zalu apraksts, 2018; drugbank.ca/drugs/DB00674).

Neostigmina metilsulfats - Neostigmine-Kalceks 0,5 mg/ml skidums injekcijam,
neostigmina metilsulfata forma. Neostigmins stimulée muskulu darbibu, kavgjot
acetilholinesterazes darbibu. Lieto myasthenia gravis arsté$anai, muskulus atslabinoSu zalu
efektu atcelSanai, zarnu trakta darbibas uzlaboSanai zarnu muskulatiiras atslabuma
gadijuma, urinptsla funkciju atjaunosanai péc kirurgiskas iejauksanas.
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Attels 4. Neostigmina metilsulfata  struktiarformula. Avots:
Igcstandards.com/ES/en/Neostigmine-methyl-sulfate/p/CDX-00014285-050

Darbibas mehanisms: Neostigmins ir sintétisks Tslaicigas darbibas acetilholinesterazes

inhibitors, fizostigmina atvasinajums. Efekts ilgst aptuveni 4 stundas. Neostigmins,
atgriezeniski blokg&jot acetilholinesterazi holinergiskajas sinapsés, kavé acetilholina sadaliSanos
un Iidz ar to pastiprina un pagarina ta darbibu. Centralie efekti ir maz izteikti, jo gandriz
neskérso hematoencefalo barjeru. Neostigmins darbojas arT tiesi uz skeleta muskulu Skiedru
nikotinjutigajiem holinoreceptoriem. Lieto anestgzija nedepolarizgjoso miorelaksantu izraisitas

neiromuskularas blokades atcel$anai.

Mijiedarbiba: Kolistins un halogenétie inhal§jamie anestgzijas lidzekli (ciklopropans,
halotans), var antagonizét zalu efektu. Propranolols mazina neostigmina darbibu.
Antibakterialie [idzekli ar neiromuskularo blokadi izraisoSu darbibu, piem&ram, aminoglikozidi,
polimiksini un klindamicins antagonizé neostigmina metilsulfata darbibu (KALCEKS AS -

Neostigmine zalu apraksts, 2016; www.drugbank.ca/drugs/DB01400).

Ipidakrins — Ipigrix/Neiromidin — 5-20 mg tabletes un $kidums injekcijam. Ipidakrins
ir atgriezenisks holinesterazes inhibitors. Tas tieSi stimulé impulsu parvadi CNS un

neiromuskularajas sinapsés, blok&ot membranas kalija kanalus.

NH2

o

N

Attels 5. Ipidakrina struktiirformula.
Avots: pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ipidacrine

AN

Ipidakrins pastiprina ne tikai mediatora acetilholina, bet ari adrenalina, serotonina,
histamina un oksitocina ietekmi uz gludo muskulatiiru, kas ir saistits ar kalija kanalu blokadi

membranas (Damulin et. al., 2011).
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Visu So zalu iedarbibu pastiprina vienlaicigi lietotas zales ar tadu paSu darbibas principu
(holinesterazes inhibitori), vai tadas, kas aktivé parasimpatisko nervu sisttmu. Uzsiik§anas no
kunga-zarnu trakta tiek trauc@ta, ja vienlaicigi lieto metilcelulozi vai mediciniskas aktivetas

ogles tabletes.
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3. PETIJUMI PAR OGU SASTAVA ESOSAM VIELU GRUPAM

UN MIJIEDARBIBU AR ACETILHOLINESTERAZI

Uzturs ir svarigs ne tikai organismu izdzivoSanai, tas arl ietekmé& kimisko vielu
daudzumu, ko cilvéks uznem. Taja skaita ir dabigas vielas, kuras var gan aktivét, gan inhibé&t
acetilholinesterazes darbibu (Botchway et al., 2018). Ka bija min&ts, Vaccinium spp. ogas satur
vairakus polifenolus, kurus var sadalit atseviskas grupas. Sis vielas ir ogu sastava un tiek p&titas,
un dalai no tam ir pieradita antioksidativa darbiba (Minju et al., 2017; Skrovankova et al.,
2015). Ogam un ogu ekstraktiem piemit ar neiroprotektiva darbiba, kas bija pieradita p&tijjumos
in vivo. Turklat Vaccinium spp. ogu ekstraktiem arT ir pieradits kognicijas uzlabojoss efekts in
Vivo (Boespflug et al., 2018). Bija veikti arT in Vitro p&tijumi, kuros apskatija atsevisko vielu
grupu lomu acetilholinesterazes inhibicija (Panche et al., 2016). Sie pétijumi var palidzst
noskaidrot, kurai vielu grupai ir japievers vairak uzmanibas in vitro un in vivo pétijumos AChE

inhibicijas efekta noveértéSanai turpmak.

Paslaik Vaccinium spp. ogu kimiskais sastavs ir zinams — izmantojot HPLC metodi tika
noskaidrots gan kvantitativais, gan kvalitativais sastavs — antocianini, katehini, flavonoli,
hidroksikanglskabe un citi polifenoli. Salidzinot vienas sugas augus ari secinats, ka tieSas saules
staros augoSiem bija augstaka vielu koncentracija. Kvantitativi vertigaks sastavs noteikts

vesaka klimata audzeétam ogam (Jaakola et al., 2004).

Delfinidina-3-O-glikozids atrasts lielaka koncentracija no Vvisiem antocianiniem
mellenu ekstrakta (14%), peonidina-3-O-arabinoze ir domingjoSs antocianins krimmellengs
(31%). Antocianu sastavs dzeérvenés un lielogu dz&rvengs ir Iidzigs, bet atskiras koncentracijas.
Salidzinot antocianinu daudzumu melleném un dz€rveném, secindja, ka vidgji tikai 10mg
antocianu ir atrodams 1g ekstrakta. Dzervenu sastava galvenokart ir peonidina un cianidina

glikozidi (Khoo et al., 2017).

Brukleném lielaka dala (70%) no antocianiem ir peonidina-3-O-galaktozids. Kopgja
antocianinu koncentracija Vaccinium ogu spiedpaliekas ir loti atskiriga - 284.95 + 25.18 mg/g
mellenés, 43.53 £ 0.70 mg/g dzervenés, 7.08 £ 0.97 mg/g lielogu dzervenés un 27.58 + 2.63
mg/g briklenés (Drozdz et al., 2017).

25



Flavonoidi

oH =

flavan-2-oli antocianidini flavonali

/

e

flavoni flavanoni izoflavoni

Attels 6. Flavonoidu  Klasifikacija.  Adaptéts  no:
Ipi.oregonstate.edu/mic/dietary-factors/phytochemicals/flavonoids

Flavonoidu acetilholinesterazes inhibicijas efektu paslaik plasi peta un §1 1paSiba ir
pétnieku uzmanibas centra. Ta ir liela grupa, kuras lielakas apakSgrupas ir paraditas attéla 10.
P&tijumu, kuros ir aprakstita tie$i molekularas strukttiras un acetilholinesterazes inhibicijas

sp&ju atkariba Vaccinium spp. ogam nav daudz.

Viens pétijums liecina par to, ka hidroksila (OH-) grupas flavonoidu “A” — fenola
gredzena pozitivi ietekmé So TpaSibu. Hidroksilo grupu skaita palielinasana “A” gredzena
palielina molekulu afinitati un sp&ju inhibét AChE, bet metoksi- grupas (-O-CHz) efekts nav
viennozimigs — tas var gan palielinat, gan samazinat AChE inhibiciju atkariba no fenola
apaksgrupas tipa. Flavonoidu glikolizacija mazina to AChE inhibicijas sp&ju, mazinot afinitati
Iidz 5 reizém. UdenraZa atoma pievieno$ana C2-C3 apigeninam samazina saistiSanas afinitati
ar acetilholinesterazi un tadeél mazinas inhibicijas aktivitate. No ta var secinat, ka tidenraza
saitém ir svariga loma flavonoidu afinitates pakapé. AChE inhibicijas TpaSiba parasti uzlabojas,

palielinoties flavonoidu afinitatei, ko ipasi novéro flavoniem un flavonoliem (Xie et al., 2014).

Cita pétijuma in vitro, kur§ bija veikts izmantojot Zurku kaulu $tnas, analiz&ja
flavonoidu sp&ju inducét AChE aktivitati. Bija pieradits, ka dala no flavonoidiem, izoletiem no

Kinas tradicionalajiem garSaugiem, induc€ acetilholinesterazes aktivitati, it Tpasi baikalins,
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kalikozins, genistins, hiperins un pratenseins. Tas nozimé, ka vienas grupas molekulam var biit

pret&ja efektivitate (Xu et al., 2016).

Izolgjot un analizgjot tilirozidu, kvercetinu, kvercitrinu un 3-metoksikvercetinu no
Agrimonia pilosa un apskatot to AChE inhibicijas aktivitati, ka references vielu pienéma
dihidroksiestra-1,4-dien-3-ons (DHED), un konstatgja, ka kvercetina atvasinajumiem bija

divreiz lielaka aktivitate neka references vielai. (Jung un Park, 2007)

P&tfjumu apkopojums par flavonoidiem, izolétiem no augiem liecina par ievérojamu
efektivitati un potencialu AChE inhibicijas terapija. Efektivitates un droSibas pétijumi turpmak
ir nepiecieSami katrai atseviskai izol€tai vielai, lai noteiktu savienojumus ar labakiem

farmakoking&tikas parametriem (Khan et al., 2018).
Flavoni

P&c uzbuves flavoni atskiras ar —-OH un —OCHz3 grupu izvietojumu un skaitu. AChE
inhibicijas efektivitate bija pétita flavoniem, kuri bija izol&ti no parasta akla. Tika atklats, ka
vislielaka AChE inhibicijas iedarbiba ir flavonam, kur$ ir metiléts pie 4’-OH grupas un satur
vienu acetilgrupu. Vielai nav citotoksiska efekta un ir neiroprotektivs efekts (Uriarte-Pueyo un
Calvo, 2010).

Sintez&ta flavonu grupa bija noveértéta tai skaita ka (AChE) inhibitori. Rezultata bija
noteikts, ka flavoni bija pietiekami efektivi ar labakiem rezultatiem IC50 21,5 un 26,8 ug/mL,

un pétnieki doma, ka nitrogrupas esamiba molekula veicina $o efektu (Diaz-Rubio et al., 2019).

Tabula 1. Flavonu AChE inhibicijas potencials. Avots: Ruy et al., 2011; Huang et al., 2012.

Viela % inhibicija, 100 pM | IC50 (uM)
koncentracijai

Flavoni

Krizins 93.3+4.7 18.2+2.1

Apigenins 91.543.1 7.72+0.15

Baikaleins 99.6+0.34 0.61+£0.12

Baikalins 35.8+6.6 -

Oroksilins A 31.3£1.8 -

Kontrole

Takrins 0.0254+0.00321
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Baicalein

Attels 7. Baikaleina struktarformula. Adaptéts no Balkis et. al., 2015

Fenolu un polifenolu grupu vielam bija veikts skrinings par mijiedarbibu ar elektrisko
zusu acetiholinesterazi, kas paradija, ka baikaleins uzrada efektivako inhibicijas aktivitati ar
IC50 pie 0,61 uM. Struktiiras un aktivitates atkariba parada, ka fenoliem AChE inhib&sanai ir
nepiecieSams nepiesatinats 2-fenil-hroména, hidroksilétam A-fenola gredzens, un tam jabut péc
iesp&jas mazak glikolizétam pie C fenola gredzena. B fenola gredzena hidroksogrupu esamiba
neietekmé AChE inhibicijas potencialu (Balkis et al., 2015). Tomér pat izolétam baikaletnam

ir 25,5 reizes mazaka AChE inhibicijas sp&ja neka takrinam.
Antocianidini

Ir veikti dazi pé&tijumi, kuru rezultata tika pieradita antocianu efektivitate AChE
aktivitates mazinaSana. Sintez&tie antocianini nomac skopolamina inducétos efektus un nelauj
mazinaties Na* un K* ATF-azes koncentracijai, un palielinaties Ca?* ATF-azes aktivitatei

hipokampa (Gutierres et al., 2014).

Prenilétie flavonoli paradija devas atkarigo acetilholinesterazes inhibicijas efektu ar
IC50 no 0,8 11dz 3,1 uM, bet kvercetina efektivitate pret enzimu netika pieradita (IC50>500uM)
(Ruy et al., 2011).

Antocianiniem — cukuru saturoSiem antocianidiniem, kas ir atrastas tai skaita vinogu
mizas sastava, parbaudija AChE inhibicijas efektu salidzinot ar takrinu ka references vielu.
31.25-500 pg/mL koncentracijas tas paradija [idz 55,58% efektivitati un [C50 =363,61 ug/mL.
Takrinam pie 10 uM bija 66.3% AChHE inhibicijas iedarbiba. Tas lauj domat, ka izveloties
pareizo antocianu koncentraciju var sasniegt vélamo efektu, bet tomér takrins ir daudz

efektivaks.

Antocianinu sastavs Vaccinium spp. kvalitativi un kvantitativi jau bija pétits un ir
zinamas ogu kopigas un atskirigas kimiskas vielas. Mellenu ekstraktos lielakas koncentracijas
bija noteiktas protokatehinskabe un ferulskabe, katehini, procianidini un miricetins. Analize
bija veikta ar HPLC metodi, uznemot absorbcijas spektru un salidzinot ar references vielu

spektriem (Huang et al., 2012).
28



Tabula 2. Antocianidinu AChE inhibicija. Avots: Ruy et al., 2011; Huang et al., 2012.

Antocianidini Inhibicija, % 100 uM IC50 (uM)
Pelargonidins 92.78+0.21 14.27+0.68
Cianidins 92.5£1.0 14.43+0.31
Delfinidins 93.73+0.50 44.67+0.49
Malvidins 90.60+0.82 41.1+1.1
Kontrole

Takrins 0.0254+0.00321I

Flavan-3-oli (katehini)

Katehinu antioksidativa darbiba bija pétita un apskatita petijumos. Viena bija pieradita
antioksidantu aktivitate in vivo, izmantojot oksidativus markierus asins plazma, lietojot t&ju
ekstraktus (Higdon un Frei, 2003). Secinats, ka 3 hidoksila grupa samazina inhib&Sanas
aktivitati un mazina AChE inhib&Sanas ipasibas, un flavan-3-oli ir vismazak efektiva

flavonoidu apaksgrupa starp polifenoliem kopuma (Szwajgier, 2014).

Tads rezultats pielauj izslégt So flavonoidu grupu no turpmakiem pétijjumiem ka

neefektivu, neskatoties uz pieradito antioksidativo darbibu.
Flavonoli

Dazi flavonoli — kvercetins, miricetins, galangins, fisetins un kemferols ir zinami AChE
inhibitori, bet diemzgl vél lielaks potencials pieradits butirilholinesterazes inhib&$anai
(Katalini¢ et al., 2009). Flavonoli 2-4 parada mainigu atgriezenisko inhibicijas kingtiku ar
hidrofobu acetilholinesterazi (Ruy et al., 2011).

In silico analizes pierada, ka ar citi flavonoli — izoramnetins, gosipetins, ramnetins,
kemferids, ramnazins, azaletins un natsudaidains uzrada AChE inhibicijas efektu. Molekulara
dokinga analize pierada, ka s1s vielas var saistities ar akttvam AChE sait€m un periféram anjonu
saitém vienlaicigi, inhibgjot to abos gadijumos (Remya et al., 2013). 3-O-flavonol glikozidi

bija sintez&ti un tika analizets to AChE inhibicijas potencials (tabula 3).
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Tabula 3. Flavonolu acetilholinesterazes aktivitates inhibicija. Avots: Balkis et.al., 2015.

Flavonoli Inhibicija, % pie 100 uM IC50 (uM)
Baohouside | 38.1£3.9 89+15
Ikarins ND -
Galangins 98.0£2.5 19.1£1.3
Kemferols 97.97+1.3 3.05+0.77
Kvercetins 98.38+0.39 3.60+0.61
Miricetins 99.4+0.37 3.95+0.61
Fisetins 71.2£3.6 -

Izokvercetins (quercetin 3-O- | ND -

[-D-glucoside)

Rutins (quercetin 3-O-pB-D- | ND -

rutinoside)

Kontrole
Takrins 0.02544+0.00321

P&c skrininga datiem ir redzams, ka kemferols, kvercetins un miricetins parada relativi
lielu AChE inhibicijas aktivitati - IC50 varié ap 3.05-3.95 uM (tabula 3). Sis grupas vielas ir
sastopamas dze€rvenés un citas Vaccinium spp. ogas. Citi flavonoli izrada mazaku inhibicijas
aktivitati, bet Guo et. al. eksperimenta galangans paradija inhibiciju ap 55% un IC50 - 120 uM
(Guo et al., 2010). P&c $1 skrininga rezultatiem izokvercitinam un rutinam AChE inhibicijas

paSiba nepiemit.

Flavonoliem kopuma ir vajakas inhibicijas sp&jas neka baikaletnam, kas vartu biit
molekularas struktiiras d€l — hidroksilgrupa pie B fenolgredzena un mazaks —OH skaits pie A
fenolgredzena (Balkis et al., 2015).

Flavanoni

Parasti par flavanonu avotu uzskata citrusa augus, jo to masas dala ir ievérojama tados
auglos ka greipfriits, citrons, apelsins un mandarins. Citrusa auglu sulas ari parada

acetilholinesterazes inhibicijas efektu (Ademosun un Oboh, 2012).

Paulownia tomentosa augli, kas satur tai skaita lielu flavanolu daudzumu un dazadibu,
parada ievérojamu acetilholinesterazes inhibéSanas efektu. Izolétie flavoni bija noteikti ka

aktivas vielas, un paradija devas un laika atkarigo inhibicijas efektu hidrofobai
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acetilholinesterazei (hAChE), izmantojot fluorescences iekrasoto enzimu monitiringu (Ting et

al., 2016; Yung et al., 2012).

Tabula 4. Flavononu acetilholinesterazes aktivitates inhibicija. Avots: Balkis et.al., 2015.

Flavanoni Inhibicija, % pie 100 uM IC50 (uM)
Pinocembrins 17.2+1.7 446

Naringins 24.8+7.3 -

Kontrole

Takrins 0.0254+0.0032I

No struktiiras atkarigas aktivitates analize atklaja, ka flavanonu glikozids veido ligandus
un nelauj acetilholinam saistities ar enzimu. Dati parada, ka naringinam no flavanonu
glikozidiem ir visstipraka afinitate pret AChE (ICs = 446 puM, tabula 4.), tom&r mehanisms Sai
vielu grupai ir vienlidzigs. P&tijumi pierada, ka $ai polifenolu apaksgrupai piemit ne tikai vien
AChE inhibicijas efekti, bet arT sp&ja $kérsot hematoencefalitisko barjeru (Feng et al., 2018;
Remya et al., 2014).

Izoflavoni

So vielu grupu ari analizéja skrininga fiksgjot rezultatus (tabula 5.). Genisteins parada
augstu AChE afinitati un inhibiciju. Cita pétijuma in silico izoflavonu derivati, kuri bija
sintez&ti no patentéta komponenta Compound G bija mérkéti uz AChE un BuChE inhibiciju. 5
no 20 apstiprinajas efektivitate in vitro, 3 no tiem bija sp&jigi Skérsot asins smadzenu barjeru

(Song et al., 2017).

Tabula 5. I1zoflavonu acetilholinesterazes aktivitates inhibicija. Avots: Balkis et.al., 2015.

Izoflavoni Inhibicija, % pie 100 pM IC50 (uM)
Genisteins 59.03+0.11 -

Daidzeins 2.64+0.28 -

Kontrole

Takrins 0.0254+0.00321

Aktivas vielas dizaina un skrininga tika atrasts izoflavons (Para-Pyrrolidine-1-yl) ar
augstu AChE selektivitati un IC50 pie 4 nM koncentracijas, kura efektivitate ir triskart augstaka
neka references zalu vielai donepezilam (Sheng et al., 2009a.), ka arf Sis raditajs ir augstaks

neka rivastigminam (Sheng et al., 2009b).
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Halkoni

Halkonu grupas vielas novértéja ka AChE inhibitorus un antioksidantus atkraso$anas
eksperimenta, salidzinot ar daziem citiem polifenoliem. Labakie rezultati bija halkonu
savienojumiem ar —OH un —NO2 gupam vienlaicigi — nitrogrupai ir teorctiska aktivitates
paaugstinasanas sp&ja (IC50 21.5...26.8 pg/mL) (Diaz-Rubio et al., 2019). Tomeér, salidzinot

ar lidzigiem flavonu savienojumiem, flavonu AChE inhibicijas potencials bija lielaks.
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4, MATERIALI UN METODES

4.1. Materiali
1. Ogu spiedpalieku ekstrakti:

Mellene (Vaccinium myrtillus L.)
Krimmellene (Vaccinium corymbosum L.)
Dz&érvene (Vaccinium oxycoccos L.)

Liclogu dzérvene jeb dizbriklene (Vaccinium macrocarpon Ait.)

o B~ W D

Briklene (Vaccinium vitis-idaea L.)

Ekstrakti bija iepriek§ pagatavoti péc raksta “Antioxidative, hypoglycaemic and
hepatoprotective properties of five Vaccinium spp. berry pomace extracts” (R. Muceniece et.
al., 2019) aprakstitam metodém un sanemti gatavi lietosanai no Latvijas Universitates

Geografijas un Zemes zinatnu fakultates petniekiem sausu ekstraktu veida.
4.2. Reagenti

1. Acetilholinesteraze (Sigma-Aldrich)

2. Acetiltioholins (Sigma-Aldrich)

3. Elmana reagents jeb 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzojskabe) (DTNB) (Sigma-Aldrich)
4. Natrija bikarbonats (Sigma-Aldrich)

5. 1 M fosfatbuferskidums (Sigma-Aldrich)

6. AChE inhibitori:

6.1. Donepezila hidrohlorida pulveris >98% (Sigma-Aldrich)

6.2. Galantamina hidrobromids pulv. (Sigma-Aldrich)

6.3. Ipidakrins pulv. (Olainfarm)

6.4. Neostigmina hidrobromids pulv. (Sigma-Aldrich)

7. Destilets dejonizéts fidens

4.3. Aparatiira un paligierices

1. 96 laucinu mikroplates

2. Automatiskas pipetes Sartorius
3. Pipesu uzgali Sartorius

4. Eppendorf mégenes

5. Eppendorf mégenu turétajs
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6. Analitiskie svari
7. Mikroplasu absorbcijas lasitajs BioTek® ELx808, savienots ar datora programmatiiru Gen5
ELISA

8. Centrifuigals maisitajs Eppendorf mégeném BioSan BioVortex V1

4.4. Darba gaita

4.4.1. Ekstraktu Skidinasana

Pulverveida ekstraktus nosvéram ar analitiskajiem svariem un $kidinajam koncentracija
100 mg/ml metanola. Péc tam atSkaidijam ar fosfatbuferi buferétu ar natrija hloridu pH 7,4 lidz
10 mg/ml. Sadas koncentracijas $kidumus uzglabajam ledusskapi un eksperimentiem

atSkaidijam ar buferi vélamajas koncentracijas. Tadgjadi 1 mg/ml skiduma ir tikai 1% metanola.

Pirms eksperimenta koncentratus (10 mg/ml ekstraktus) samaisa ar centrifugalo
maisitaju BioVortex un atskaida Iidz darba koncentracijam — 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml
un 0,125 mg/ml. Darba koncentracijas $kidumus pagatavo Eppendorfa mégengs, sakuma ielejot
dejonizéto Gideni un pievienojot nepiecieSsamo ekstraktu tilpumu ar mikropipetém. M&genes

marke attiecigi ogu sugai un ekstraktu koncentracijam (attéls 12).

Attels 8. Sagatavotie ekstraktu Skidumi. Avots: autora darbs.

Sagatavotu ekstraktu atSkaidijumus velreiz samaisa ar centrifugalo maisitaju tiesi pirms

pipetéSanas mikroplatgs.
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4.4.2. Acetilholinesterazes inhibicijas mériSanas metode

Eksperimenta pamata ir Ellmana metode, kura ir bazéta uz dzeltenas krasas TNB (5-tio-
2-nitrobenzoskabes) jonu veido$anos, Kuri veidojas hidrolizéjot DTNB (5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzoskabe) ar substratu (acetiltioholinu). Sada veida var noteikt, cik TNB jonu veidojas
no sakotngji reakcija pievienota DTNB reagenta. lekrasosanas reakcija notiek stehiometriski
1:1 attieciba, un no tas, izmantojot ieprieks veidotas kalibrésanas taisnes, var izrékinat AChE
inhibésanas sp€ju noteiktam vielam noteiktas koncentracijas, atbilstosi absorbcijas mériSanas
rezultatiem. Absorbciju méra pie redzamas gaismas 412 nm vilna garuma (Ellman et al., 1961).
Kimiska reakcija ir redzama attéla 13. Metode ir relativi viegla, atra un plasi lietota daudzos
pétijumos ka pamata reakcija dazadu vielu AChEi potenciala noskaidrosanai (Sinko et al.,

2007).
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Attels 9. Ellmana metodé izmantotas reakcijas mehanisms. Avots: Assessment of
Acetylcholinesterase Activity Using Indoxylacetate and Comparison with the Standard
Ellman’s Method. M.Pohanka et. al.

4.4.3 Acetilholinesterazes inhibicijas mérisana acetilholinesterazes inhibitoriem

Zinamus AChE inhibitorus (neostigminu, galantaminu un ipidakrinu) izmanto ka
references vielas, kuru darbibu vartu potencét pé&tamie ekstrakti. Eksperimentos ir
nepiecieSams noteikt references vielu koncentracijas, ar kuram ir &rtak stradat — inhibicijai nav
jabut parak vajai vai stiprai. Mérka koncentracija zinamajiem enzima inhibitoriem bija tada, lai

sasniegtu apméram 50% AChE inhibicijas Iimeni.

Sakuma pagatavo DTNB skidumu — iz§kidina 3,96 mg DTNB pulvera un 1,5 mg natrija
bikarbonata 10 ml 20mM fosfatbufera. Katrai mikroplatei ir nepiecieSami 5 ml DTNB skiduma.

Tad mikroplates laucinos ieméra 100ul fosfatbufera ar koncentraciju 200mM un pH 7,4 vai
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destiléto dejonizeto tideni, tad pievieno enzimu AChE (2 U/ml), 10 ul analiz€jamas vielas vai
ekstrakta ar vajadzigo koncentraciju katra laucina, tad pievieno 50ul DTNB $kiduma. Inkubé
20 minttes istabas (25°C) temperatiira. Tad pieliek 15ul substrata (10,85 mg acetiltioholina +
5ul fosfatbufera). Paradas dzeltena krasa no anjona 5-tio-2-nitrobenzoata, kas veidojas
acetiltioholina un DTNB reakcijas rezultata. Katru vielas koncentraciju méra triplikatos, lai
samazinatu pipetéSanas un meériSanas kliidu iesp&ju. Plati atkal inkub& 15 mindtes istabas
temperatiira un méra absorbciju ar mikroplasu lasitaju. Lai redz&tu reakcijas kin&tiku, vel pec
15 mintt€ém meérisanu atkarto. Tadgjadi vielu efektu nosaka péc 15 min un 30 min. Rezultatus

saglaba .xlsx tabulas formata un apstrada.

ACHE inhibiciju sakuma noteicam inhibitoriem atskirigas koncentracijas. Donepezilam,
ipidakrinam un neostigminam parbaudijam AChE inhibiciju koncentracija 1 mg/ml, 0,1 mg/ml,
0,05 mg/ml, 0,025 mg/ml, 0,0125 mg/ml, 0,00625 mg/ml, 0,003125 mg/ml. P&c aktivitates
noteikSanas ipidakrins tika atSkaidits 1idz koncentracijai 0,0015625 mg/ml un donepenzils lidz
0,0001953125 mg/ml, kas ir apméram to 1C50. Tads atskaidijums tikai izmantots ogu ekstraktu
AChEi potencésanas pétijumiem. Ogu spiedpalieku ekstraktiem inhibicijas sp&ju parbaudijam
koncentracijas 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, un 0,125 mg/ml. Pirms atSkaidit, vielu un

ekstraktu Skidumus sakrata ar centrifugalo maisitaju (vorteksg).

Ogu spiedpalieku ekstraktu AChE inhibicijas efekta potencéSanu, lietojot tos kopa ar
zinamiem AChE inhibitoriem (zalém) pétijam, nemot zinamo inhibitoru koncentracija ap IC50

un pievienojot dazadas ekstraktu koncentracijas.

4.4.4. Datu analize

Rezultati tika apkopoti un analizéti MS Excel un GraphPad Prism 8.1.1. programas ar
ANOVA analizi ar Dunneta multisalidzinajuma testu nemot véra standartnovirzi. Statistiska

ticamiba izteikta ka P <0.05.

36



5. REZULTATI

5.1. AChE inhibicija un darba koncentracijas izvéle zinamiem AChEi

AChE inhibitoriem enzima inhib&$anas efekts ir zinams un pieradits, tomér katra
eksperimenta japarbauda atbilstosas kontroles un jaatrod IC50 konkrétos apstaklos. [zmantojot
donepezilu, ipidakrinu un neostigminu ka references vielas, ir japarbauda efektivitati ar tadam
pasam metodém ka ekstraktiem. Sie dati arf ir nepiecieami potencéSanas pétijumiem, kad

AChEi pievieno enzimam kopa ar ogu spiedpalieku ekstraktiem.

Sakuma tika mérits neostigmina, ipidakrina un donepezila AChE inhibicijas limenis

atkariba no koncentracijas.

Attéls 10. AChE inhibicijas méri$ana donepezilam (B4-6 — H4-6) un ipidakrinam (A7-9 —

G7-9) in vitro mikroplaté ar Ellmana metodi. Autora darbs.
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Grafiks 1. Neostigmina AChE inhibicija atkariba no koncentracijas. * P<0.05 vs. kontrole

enzima aktivitate bez inhibitora, inhibicija 0%.

Ogu ekstraktu neostigmina potencéSanas efekta noteikSanai neostigminam bija izvélcta

koncentracija 0,03125 jeb 31,25 pg/ml, pie kuras notiek 49-50% AChE aktivitates inhibicija.
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Donepezila koncentracija, mg/ml. Kontrole - 0 = enzima aktivitate bez inhibitoriem

Grafiks 2. Donepezila AChE inhibicija atkariba no koncentracijas. * P<0.05 kontrole

enzima aktivitate bez inhibitora, inhibicija 0%.
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Grafiks 3. Ipidakrina AChE inhibicija atkariba no koncentracijas. * P<0.05 kontrole

enzima aktivitate bez inhibitora, inhibicija 0%.

Ipidakrinam un donepezilam ir loti spéciga inhibicijas sp€ja, tap&c bija jaatskaida vairak
neka neostigmins. Donepezils inhibé 58% enzima aktivitates pie koncentracijas 0,000195313
mg/ml jeb 0,2 ug/ml, ipidakrins — 58% pie koncentracijas 0,0015625 mg/ml jeb 1,6 pg/ml.

Talak potencésanas eksperimenta IC50 koncentracijas izmantotas ka kontrole.
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5.2. Ogu spiedpalieku ekstraktu AChE inhibicija

Ekstraktu AChE inhibicijas [tmena noteikSanas ar absorbcijas meéritaju aprekinos ir
jaieklauj kontrole — pasu ekstraktu krasojums (att. 15). Tadel pirms substrata pielikSanas un
dzeltenas krasas raSanas izméra platei OD un to ka reagentu krasas fonu atnem no reakcijas

rezultata izmeritas absorbcijas.

R
i o ] il

Attels 11. Ekstraktu krasas koncentracija 10 mg/ml. Autora darbs.

Visi Vaccinium spp. ogu spiedpalieku ekstrakti paradija no koncentracijas atkarigo
AChE inhibiciju un tas Itmenis 1 mg/ml koncentracija bija no 11% lidz 20%. Inhibicijas
rezultati ir redzami grafika 1. Nedaudz spécigaku inhibiciju parada briklenu spiedpalicku

ekstrakts.
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Grafiks 4. Acetilholinesterazes inhibicija ogu spiedpalieku ekstraktiem atkariba no
koncentracijas. Inkubacijas laiks — 30 miniites. Kontrole — enzima aktivitate bez inhibitora —
0% inhibicijas. * P<0.05. E1 — mellene, E2 — krimmelene, E3 — dzérvene, E4 — liclogu dz&érvene,
ES — braklene.

5.3. AChEI mijiedarbiba ar Vaccinium spp. ogu spiedpalieku ekstraktiem

Noveérojam neostigmina bromida un ekstraktu AChE inhibicijas potencéSanas efektu.
Neostigmina HBr koncentracija 0,03125 mg/ml kopa ar ekstraktiem koncentracijas 1 mg/ml,
0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, un 0,125 mg/ml uzradija labaku AChE inhibiciju neka viens pats.
Krummellenu, dzérvenu, lielogu dzérvenu un briklenu ekstrakti potencgja neostigmina efektu
visas koncentracijas, bet mellenu ekstrakts tikai 1 mg/ml. Statistiska ticamiba aprékinata pret

neostigmina viena pasa efektu IC50 koncentracija.

41



100- | | |
- X - ™
- I: - 4
80+ - 1 [ 1 -
= . I W
S 1 -
(8]
's 60+
N
£
w
< 40-
Q
b3
20-
0""""']']lll"l"ll"‘l'
Q 2 0 ol M, = nw o n o T T BT, B n o on o n o on o
gEs de° 53 nde g 488
c wo 5] 1S o
2% N+E1 N +E2 N +E3 N +E4 N +E5
@
2

Koncentracija, mg/ml

Grafiks 5. Ogu spiedpalieku ekstraktu AChE inhibicijas neostigmina potencéSanas efekts.
Inkubacijas laiks — 30 miniites. Kontrole — enzima 100% aktivitate bez inhibitoriem, pienemta
ka 0% inhibicijas. * P<0.05. E1 — mellene, E2 — krimmellene, E3 — dzérvene, E4 — Lielogu
dz@érvene, E5 — briklene, salidzinot ar N — neostigmina hidrobromids.
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Grafiks 6. Ogu spiedpalieku ekstraktu AChE inhibitora ipidakrina efekta potencésana.

Inkubacijas laiks - 30 miniites. Kontrole — ipidakrina efekts, * P<0.05 vs ipidakrina efektam.

Grafika 6. ir redzams, ka briklenu, dz&rvenu un purva dz&rvenu spiedpalieku ekstrakti

potence ipidakrina efektu no koncentracijas atkariga veida. Krimmellene potencé 0,5 un 1,0
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mg/ml koncentracijas. Mellenu spiedpalieku ekstrakts koncentracija 0,125 mg/ml neietekmé

ipidakrina efektu, bet lielakas pat samazina.
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Grafiks 7. Ogu spiedpalieku ekstraktu donepezila efekta potencéSana. Inkubacijas laiks -
30 minaites. Kontrole — donepezila efekts IC50 koncentracija. * P<0.05 vs. donepezila efekts.

Dzérvenu, purva dzérvenu un krimmellenu spiedpalieku ekstrakti potencé AChE
inhibiciju koncentracija 1,0 mg/ml un 0,5 mg/ml. Briklenu ekstrakts visas koncentracijas
potencé donepezila efektu, bet melleném ir izteikts no koncentracijas atkarigs donepezila

darbibas inhibéS$anas efekts.

43



6. DISKUSIJA

Ogu ekstraktu kognicijas uzlabo$anas efekti un AChE inhibicijas potencials

2005. gada pétijuma (Ramirez et.al., 2005) tika analizéta liofilizéto mellenu un
krimmellenu ietekme Uz kognitivam sp&jam Zurkam. Zurkam iebaroja liofilizétos preparatus
3,2 mg/kg katru dienu 30 dienu laika. Bija konstatéti uzlabojumi atseviskos aspektos — istermina
atmina un radiala labirinta izie$ana, kas pierada pozitivu kognicijas uzlaboSanas iedarbibu in
vivo. Cita kombinéta in vivo un in vitro pétijuma (Papandreou et al., 2009) bija apskatita pelu
apmacibas sp&ja un atmina ievadot mellenu ekstraktu 7 dienu laika. Ekstraktu injicgja
intraperitoneali 30 (PrB30) un 60 (PrB60) mg/kg katru dienu. Kognitivas sp&jas analiz&ja
salidzinot ar kontroles grupu un tika pieradits iev€rojams apmacibas sp&jas un atminas
uzlabosanas efekts. Tam pasam grupam salidzindja AChE limeni zurku smadzenés un
eksperimentalai grupai tika atrasts 31% enzima inhibicijas [imenis salidzinot ar kontroli. Taja
pasa laika novéroja samazinatu lipidu peroksidu limeni un augstaku askorbinskabes Iimeni, kas
liecina par mellenu ekstrakta antioksidativo efektu. Literatura (Benzie un Watchel-Galo, 2011)
ir aprakstits iesp&jamais mehanisms, kura pamata ir dazu polifenolu spéja Skérsot asins
smadzenu barjeru un smadzenés izraisit vazodilotgjoSo, pretiekaisuma, antioksidativo un
acetilholinesterazes inhib&joso aktivitati. P&tijumos in vivo mellenu ekstrakti tika ievaditi
zurkam ilgstoSi. Intraperitonealais ievadiSanas celS lauj tiilit vielam uzstkties asinis. Petijumi
ar dzivniekiem parada, ka kognicijas uzlaboSanas mehanisms var€tu biit saistits ar AChE
inhib&sanu. In vivo eksperimentos nevar pateikt vai notiek saistiSanas ar enzimu, vai AChE
aktivitates samazinasanas ir notikusi ar citu signalcelu palidzibu. In vitro eksperimenti ar izol&tu
enzimu loti precizi parada vielu sp€ju saistities ar enzima aktivajiem centriem. Musu dati
parada, ka mellenu spiedpalieku ekstraktiem ir statistiski ticama AChE inhib&Sanas sp&ja un tas
apstiprina in vivo pétijumos atrasto efektu molekularo darbibas mehanismu. Mellenu polifenoli
sp€j saistities pie enzima aktivajiem centriem un noblokét to pieejamibu substratam. Mellenu
ekstraktiem in vivo piemit ari citi darbibas mehanismi ka acetilholina jutibas atjaunosana, kad
receptoru atbilde ir nomakta, oksidativa stresa mazinasana un kalcija homeostazes reguléSana
(Joseph et al., 2006; 2010a). Citi autori ari uzskata, ka krimmellenu polifenoli uzlabo
holinergisko signalparraidi tapéc, ka inhibé AChE (Papandreou et al., 2009). Misu
eksperimenta neizskaidrojama ir mellenu ekstrakta ipidakrina un donepezila AChE inhibicijas
sp€jas samazinasana gaiditas potencéSanas zina. lespgjams, ka ekstraktvielam un Siem
inhibitoriem ir kimiska nesaderiba vai vajadzigs cits inkub&Sanas ar enzimu laika intervals un

neder vienlaiciga pievieno$ana enzimam.
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P&tot dzeérvenu sulas iesp&amo neiroprotektivo darbibu (Crews et al., 2005), pétijuma
iesaistija cilv€kus vismaz 60 gadu vecuma bez demences pazimém. Tomér eksperimenta
grupai, kuri dzéra 27% dzérvenu sulu katru dienu 6 ned€las, neatrada statistiski ticamu atminas
uzlabojumu salidzinot ar kontroles grupu. Miisu eksperimentos abu dz&rvenu spiedpalieku
ekstrakti uzradija AChE inhibiciju un potencéja AChEi efektus. Var piezimét, ka pétijumos
biezi neatzimg atskiribu starp lielogu dz&rveném un purva dzérveném un uzskata, ka sastavs ir
identisks un vairak ir atkarigs no ogu augSanas vietas (Lee and Wrolstad, 2006). Misu
eksperimentos spiedpalieku ekstrakti saturgja daudz vairak aktivo vielu neka 27% sula. Bez tam
cilvéku organisma lielu lomu spél€ biopieejamiba. In vitro eksperimentos notiek tieSa ekstraktu
aktivo vielu saskarsme ar enzimu. Iespgjams, tapec cilvéku eksperimenta nenoveéroja nekadu
efektu, un pétijumi butu javeic ar spiedpalieku ekstraktiem, kuros atrodas koncentréts aktivo
vielu daudzums.

Dzervenu, bruklenu un krimmellenu ekstrakti potencéja AChE1 neostigmina, ipidakrina
un donepezila efektus, tacu mellenu ekstrakts tikai neostigmina efektu. Krimmellen€m un
melleném ir loti lidzigs aktivo vielu sastavs, un pasreiz nevaram izskaidrot to atskirigo
mijiedarbibu ar AChEi un AChE inhib&Sanas efektivitati. Tomér ir ar1 atSkiribas. Piem&ram,
krimmelleném ir izteikti vairak cerinskabes un malvidina, bet melleném ir epikatehins un
procianidini B, kas nav krimmellengs. Kriimmellen€m ir apméram tris reizes lielaks kopgjo
antocianinu saturs neka mellenu spiedpalieku ekstraktam (Muceniece et al., 2019). Malvidinam
100 puM koncentracija ir novérota 90% AChE inhibicija (Ruy et al., 2011; Huang et al., 2012).

Pielaujam, ka, ja kada So ogu spiedpalieku ekstrakta AChEi potencgjosa darbiba tiktu
novérota in vivo eksperimentos un cilvékiem, tad varétu samazinat AChEi devas un noverst
blakus efektus. Sintez€tajiem inhibitoriem fizostigminam, takrinam un donepezilam atrasta
hepatotoksicitate un kunga-zarnu trakta trauc&jumi ka nepatikamakie blakus efekti.

Neiroprotektivie efekti tiek pétiti ne tikai ka kognicijas uzlaboSana, bet ar1ka nervu Stinu
aizsardziba pret glutamata izraisitu citotoksicitati. P&tot mellenu un briiklenu lapu ekstraktu
(Vyas et al., 2013) efektivitati eksperimenta ar zurku smadzenu §tinam, protekciju in vitro pret
glutamata inducéto citotoksicitati bruklenu lapu ekstraktam nenoveéroja, bet mellenu lapu

ekstrakts bija loti aktivs. Uzskata, ka mellenu lapas ir vairak aktivo vielu neka ogas.
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7. SECINAJUMI

1. Mellenu, krimmellenu, purva dzérvenu, lielogu dz&rvenu un briklenu spiedpalieku
ekstraktiem piemit acetilholinesterazes inhibicijas sp&ja in vitro. Visiem ekstraktiem ir saméra

lidzigi efekti, un koncentracija 1 mg/ml tie inhib& enzima aktivitati 11-20% diapazona.

2. Saja eksperimentu dizaind neostigminam atrasta IC50 koncentracija ir 31,25 upg/ml,
donepezilam 0,2 pg/ml, ipidakrinam —1,6 pg/ml. Ogu spiedpalieku ekstraktiem 1C50 netika

sasniegta.

3. Ogu spiedpalieku ekstrakti potencé acetilholinesterazes inhibitoru efektus, tomér noveéro
atskiribas. Visi ekstrakti potencé neostigmina efektu in vitro, tacu mellenu ekstrakts tikai 1
mg/ml koncentracija. Ipidakrina un donepezila efektus potence visi ekstrakti, iznemot mellenu

ekstraktu, kur§ samazina $o acetilholinesterazes inhibitoru efektus..

4. NepiecieSami turpmakie p&tijumi in vivo, lai apstiprinatu ogu spiedpalieku ekstraktu

acetilholinesterazes inhibiciju un tas inhibitoru potencgjoso darbibu.
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