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ANOTĀCIJA 

Vaccinium spp. ogas un to produkti tiek aktīvi pētīti pēdējo 10 gadu laikā. Tiem ir 

pierādīts kognīciju uzlabojošs efekts in vivo. Pēta arī ogu spiedpalieku aktīvo vielu sastāvu un 

ietekmi uz organismu. Darbā ir analizēti melleņu, krūmmelleņu, dzērveņu, purva dzērveņu un 

brūkleņu spiedpalieku ekstraktu efekti uz AchE aktivitāti in vitro, kā arī mijiedarbība ar AChE 

inhibitoriem – ipidakrīnu, donepezilu un neostigmīnu. AChE aktivitāte mērīta ar 

spektroskopisko Ellmana metodi. Iegūtie dati liecina, ka visi ekstrakti no koncentrācijas 

atkarīgā veidā inhibē AChE. Dzērveņu, purva dzērveņu, krūmemelleņu un brūkleņu ekstrakti 

potencē AChE inhibitorus, taču melleņu ekstrakts potencē tikai neostigmīna efektu un 

donepezila un ipidakrīna pat samazina. Iespējams, ka ogu ekstraktu in vivo kognīcijas 

uzlabošanu varētu skaidrot ar AchE inhibēšanu.  

 

Atslēgvārdi: mellene, krūmmellene, dzērvene, purva dzērvene, brūklene, spiedpaliekas, 

acetilholīnesterāze, donepezils, ipidakrīns, neostigmīns.  
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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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APZĪMĒJUMU SARAKSTS, SAĪSINĀJUMI 

 

ACh – acetilholīns  

AChE – acetilholīnesterāze 

AChEi – acetilholīnesterāzes inhibitors 

ChAT – holīna acetiltransferāze  

CHT1 – augstas afinitātes holīna transportproteīns-1 

VAChT – vezikulārais acetilholīna transportproteīns  

BChE – butirilholīnesterāze  

mAChR – muskarīnerģisks receptors  

nAChR – nikotīnerģisks receptors 

Vaccinium spp. – viršu rindas ēriku dzimtas augi. Šī darba kontekstā - mellene (Vaccinium 

myrtillus L.), augstās krūmmellenes (Vaccinium corymbosum L.), brūklene (Vaccinium vitis-

idaea L.), purva dzērvene (Vaccinium oxycoccos microcarpus Turcz. ex Rupr), lielā dzērvene 

(Vaccinium macrocarpon Ait.). 

cAMF – cikliskais adenozīna monofosfāts 

cGMF – cikliskais guanozīna monofosfāts 

LĶD – Levi (Lewy) ķermenīšu demences 

TNB – 5-tio-2-nitrobenzoskābes  

DTNB – 5,5′-ditiobis-2-nitrobenzoskābe  
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IEVADS 

Ēriku dzimtas Vaccinium spp. augi ir daudz pētīti un tiem ir zināmi daži farmakoloģiskie 

efekti un augstā uzturvērtība – tie satur polifenolus – galvenokārt, flavonoīdus, vitamīnus, 

organiskās skābes, šķiedrvielas, augu izcelsmes taukus, olbaltumvielas, u.c. (Olas, 2018). Daži 

pētījumi pierāda, ka šo ogu pozitīvā iedarbība uz veselību ir saistīta ar minētajām vielām, it 

īpaši ar antociāniem. (Seeram, 2008). 

Pēdējā laikā veikti daudzi pētījumi par ogu farmakoloģiskiem efektiem gan in vivo, gan 

in vitro, piemēram, noskaidroti to antioksidatīvie un epiģenētiskie efekti (Minju et al., 2017), 

kas noris bez blakusparādībām. Īpašu uzmanību pētnieki pievērš polifenoliem, tai skaitā 

antocianīniem un šo vielu kombinācijai ogās, izmantojot ekstraktus kā pētījumu objektu. 

Šīs ģints augu pētījumi ir īpaši interesanti, jo Latvijas dabā tie ir bieži sastopami, un to 

kultivēšana neprasa  īpašus apstākļus. Tāpēc Latvijā attīstās ogu pārstrādes nozare. 

Visizplatītākās ogas Latvijā, kas pieder pie  Vaccinium spp. un ir plaši pētītas ir mellene 

(Vaccinium myrtillus L.), augstās krūmmellenes (Vaccinium corymbosum L.), brūklene 

(Vaccinium vitis-idaea L.), purva dzērvene (Vaccinium oxycoccos microcarpus Turcz. ex 

Rupr), lielā dzērvene (Vaccinium macrocarpon Ait.) un zilene (Vaccinium uliginosum L.) 

(Latvijasdaba.lv; Yang un Kortesniemi, 2015). Iespējams, ka aktīvo vielu koncentrācija var 

atšķirties atkarībā no klimatiskās zonas, un pētījumu rezultāti, kuri veikti citās pasaules valstīs, 

būtu atšķirīgi.  

Lielākoties ir pētītas sulu un ekstraktu īpašības, bet izspiežot sulas paliek pāri 

blakusprodukts – spiedpaliekas. Ražošanas procesā tās sastāda līdz 30% masas no izejvielas 

(Struck et al., 2016). Šis blakusprodukts nav pētīts tik plaši, bet var pamatoti apgalvot, ka tajā 

ir pietiekami daudz uzturvielu un farmakoloģiski aktīvu vielu, un to var pētīt neatkarīgi no citām 

apstrādātām ogu formām. Ir pierādīts, ka ogu spiedpaliekas satur vairāk polifenolu nekā veselas 

ogas (Klavins et al., 2018). 

Teorētiski ogu spiedpaliekas var salīdzināt ar citrusaugiem, kuriem augļu mizā ir 

augstāka askorbīnskābes koncentrācija, nekā augļa vidusdaļā un tik pat daudz kā sulas ekstraktā 

(Chuku LC et al., 2012). Daudz polifenolu ogās atrodas tieši mizā un sēklās, kas ir spiedpalieku 

pamatmasa, un to uzskata par blakusproduktu (White et al., 2010, 2011). Ogu un augļu 

spiedpaliekas pašlaik uzskata par perspektīvu aktīvo vielu avotu funkcionālai pārtikai, uztura 

bagātinātajiem un zālēm. Tikai Latvijā vien pēdējā laikā tika pētīts spiedpalieku sastāvs ogām 
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un citiem augiem - aronijai (Tomsone, 2017), mārrutkiem (Tomsone, 2018), smiltsērkšķiem 

(Mieriņa, 2009) un citiem. 

Vēl svarīgāks ir tas, ka pētījumos in vivo un klīnisko pētījumu gaitā ogu sulām un 

ekstraktiem nebija konstatēti nevēlamie blakusefekti vai toksiska iedarbība (Skrovankova et al., 

2015). Klīniskajos pētījumos ir pierādīta melleņu ekstrakta kognīciju un atmiņu uzlabojošā 

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

Alcheimera slimība ir viena no biežākajām neirodeģeneratīvajām slimībām un 

visbiežākā senilās demences forma. Tā attīstās dažādu riska faktoru rezultātā, no kuriem 

nozīmīgākais ir vecums, taču 3—5 % gadījumu slimībai ir ģenētisks raksturs. Slimībai 

raksturīga ekstracelulāro amiloīda plātnīšu (jeb senilo plātnīšu) un intracelulāro neirofibrillu 

veidošanās, taču patoģenēzē nozīmīgi ir daudzi savstarpēji saistīti mehānismi. Izpētīts, ka 

acetilholīnesterāzes paaugstināta aktivitāte veicina šo plātnīšu agregāciju. To var novērot ar 

elektronu mikroskopu (Alvarez et al., 1997). Zināms, ka acetilholīnesterāzes inhibitori šobrīd 

ir veiksmīgākā Alcheimera slimības terapija. Atgriezeniskie inhibitori donepezils, rivastigmīns, 

galantamīns un memantīns, kas ir arī NMDA receptoru antagonists, ir vieni no biežāk 

ieteiktajiem farmakoterapijas līdzekļiem (Čolovič et al., 2013). Šie līdzekļi ir vienādi iedarbīgi, 

bet donepezilam ir mazāk gastrointestinālo blakusefektu.  

Vaccinium spp. ogu un ogu ekstraktu lietošana parāda kognīcijas uzlabojošo efektu un 

aprakstītais efekts ilgtermiņā ir līdzīgs zāļu vielu terapijai (Boespflug et al., 2018, Krikorian et 

al., 2010), tomēr īsts darbības mehānisms vēl nav zināms. 

Darba hipotēze ir: ogu ekstraktu kognīciju uzlabojošo spēju varētu skaidrot ar 

acetilholīnesterāzes inhibīciju, kā arī iespējama ogu aktīvo vielu potencējoša mijiedarbība ar 

klīnikā lietotajiem acetilholīnesterāzes inhibitoriem.  
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DARBA MĒRĶIS UN UZDEVUMI 

Darba mērķis: Pētīt Vaccinium spp. ogu spiedpalieku ekstraktu ietekmi uz 

acetilholīnesterāzes aktivitāti in vitro eksperimentos.  

Darba uzdevumi: 

1. Noskaidrot, vai melleņu, krūmmelleņu, purva dzērveņu, lielogu dzērveņu un brūkleņu 

ekstraktiem piemīt acetilholīnesterāzes inhibīcijas spēja un salīdzināt ekstraktu 

efektus. 

2. Salīdzināt ekstraktu acetilholīnesterāzes inhibēšanas spēju ar zināmiem 

acetilholīnesterāzes aktivitātes inhibitoriem. 

3. Noskaidrot vai ogu spiedpalieku ekstrakti potencē acetilholīnesterāzes inhibitoru 

efektus in vitro. 
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1. LITERATŪRAS APSKATS 

1.1. Vaccinium spp. augi, apraksts, izplatība, pētītās ogu daļas 

Ogas sastāv no mizas, mīkstas un sulainas vidusdaļas, intracelulāras sulas un sēklām. 

Dažādo frakciju daļas attiecības pārsvarā ir atkarīgas no augšanas vietas – piemēram, mellenēm 

mizas un sēklu masas daļa attiecīgi sastāda apmēram 19% un 1,5% (Lee and Wrolstad, 2006). 

Šī ir pamata sastāvdaļa spiedpaliekām. 

Agrāk spiedpaliekas neuzskatīja par vērtīgām, jo tām ir maza enerģijas uzturvērtība un 

augsts skābuma līmenis. Tieši tādēļ tās nevar izmantot kā pārtiku, un ir jāpapildina ar citām 

vielām – skābuma regulētājiem un ogļhidrātiem, vai jāekstraģē pārējās vērtīgās vielas. 

Apstrādes nepilnība bija viens no faktoriem, kas neļāva izdalīt un pētīt vērtīgās aktīvas vielas. 

Ražošanas procesā ogas tiek saspiestas, tām pievieno pektināzes un karsē pirms sulas 

izspiešanas (Mayer-Miebach et al., 2012), un pēc procesa dažas ogu daļas paliek spiedpaliekās, 

galvenokārt sēklas, miza un stublāji (White et al., 2010, 2011).  

Tomēr ogu spiedpaliekās ir daudz bioloģisko vielu - polifenolu, nepiesātināto tauku, 

ogļhidrātu, vitamīnu. Uzlabotas vai jaunas ogu apstrādes metodes var atvieglot šo vielu 

izdalīšanu no spiedpaliekām un padarīt blakusproduktu par jaunu dabisku aktīvo vielu avotu 

hronisko slimību ārstēšanai un profilaksei. 

Polifenolu saturs dažādās ogas daļās ir nevienmērīgs – apmēram 10% ir ogas mīkstumā, 

30% ogu mizā, un 60% ir sēklās (Heinonen, 2007). Šī īpatnība padara spiedpaliekas par lielisku 

fenolu avotu, un tām ir potenciāls izmantošanai kā polifenolu bagātu produktu. Pētījumi 

pierāda, ka antocianīnu koncentrācija melleņu, brūkleņu un dzērveņu spiedpaliekās un veselās 

ogās ir līdzvērtīgas, bet krūmmeleņu gadījumā spiedpaliekās antociānu koncentrācija ir pat 

lielāka nekā veselās ogās (Kļaviņš et al., 2018). 

Pastāv arī problēma, kura ir saistīta ar spiedpalieku mikrobioloģisko piesārņojumu – 

spiedpaliekās ir pietiekami daudz uzturvielu un ūdens, lai šī vide būtu labvēlīga 

mikroorganismu vairošanai. Ir iespējams samazināt kontamināciju ar kaltēšanas metodēm – tas 

var ļaut uzglabāt izejvielas ilgāk. Šodien ir pieejamas dažādas kaltēšanas metodes – konvektīvā, 

mikroviļņu – vakuuma, sublimācijas, infrasarkanā, osmotiskā dehidratācija, kaltēšana 

augstfrekvences strāvas laukā, pulsējošā elektriskā laukā u.c. Tomēr eksperimentos ir pierādīts 

straujš fenolu samazinājums uzglabāšanas laikā (Tomsone et al., 2013), un ir rekomendēts 

nodot spiedpaliekas tālākai apstrādei uzreiz pēc sulas izspiešanas. Tieši fenoliem piemīt stiprs 

antioksidatīvs efekts, un īpaši polifenolus ir svarīgi saglabāt tālākai lietošanai gan medicīnā, 
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gan funkcionālā pārtikā – to koncentrāciju var uzskatīt par kvalitātes rādītāju. Antocianīni 

spiedpaliekās ir lielā koncentrācijā, jo tie lielākoties ir saistīti ar ogu šūnu materiālu (mizu), un 

tā savukārt ir spiedpalieku pamatmasa (Horszwald et al., 2013). 

 

1.2. Bioloģiski aktīvas vielas ogās 

Ogas kopumā ir viens no labākiem materiāliem fenolu neiroprotektīvo efektu 

noteikšanai un pētīšanai, jo Vaccinium spp. ogas satur vairākus polifenolus. Ogām piemīt vairāk 

nekā viens darbības mehānisms, kurš potenciāli var izraisīt neiroprotektīvu efektu – piemēram, 

jau apskatītie un agrākos pētījumos pierādītie antioksidatīvie un pretiekaisuma efekti, kā arī 

iespējamie acetilholīnesterāzes aktivitātes inhibitorie efekti. Šie in vitro testi palīdz novērtēt ne 

tikai atsevišķo polifenolu iedarbību, bet arī iespējamo sinerģisko efektu neiroprotekcijā un uz 

organismu kopumā. Šīs ģints ogās visplašāk izplatītie un visvieglāk pamanāmie polifenoli ir 

antocianīni, kuriem ir krāsvielu loma ogās – sarkans, zils un violēts. Tieši antocianīniem ir 

pētījumos pierādītie pretiekaisuma un antioksidatīvi efekti, kā arī tie stimulē signālimpulsu 

pārvadi smadzenēs, stimulējot atmiņas funkciju, un uzlabo glikozes metabolismu. Šīs īpašības 

var nodrošināt neirodeģenerācijas samazināšanu (Ganesan and Hu, 2017; Rodriguez-Mateos et 

al., 2013). 

Polifenoli ir liela ķīmisko elementu grupa, kura pārsvarā atrodama augos, bet flavanoīdi 

ir lielākā polifenolu apakšklase, kurā ir izdalīti flavoni, flavonoli, flavononi, flavanonoli, 

katehīni, antocianīni, izoflavoni un halkoni (Olas, 2018). Pašlaik ir zināmas apmēram 6000 šīs 

apakšklases vielas, kuras atrodas tieši augu pigmentos. 

Flavonoīdi interesē pētniekus visvairāk, jo gandrīz katrai grupai ir antioksidatīvas 

darbības potenciāls – tie pasargā substrātus no oksidēšanas procesiem - aizsargā vielas vai 

orgānu šūnas, sagrauj brīvos radikāļus un novērš šūnu bojājumus. (Lobo et al., 2010) 

Flavonoīdiem var būt svarīga loma enzimātiskā un sistemātiskā receptoru sistēmā 

smadzenēs, ietekmējot centrālo nervu sistēmu kopumā un uzrādot preventīvu darbību pret 

neirodeģenerāciju – Alcheimera un Parkinsona slimību. Flavonoīdi spēj inhibēt enzīmus – 

acetilholīnesterāzi, aldozes reduktāzi, ksantīna oksidāzi, fosfodiesterāzi, kalcija jonu ATF-āzi, 

lipoksigenāzi, ciklooksigenāzi. Šīs īpašības ir neirodeģeneratīvo slimību attīstības kavēšanās un 

profilakses pamatā (Panche et al., 2016). 

Salīdzinot antocianīnu saturu dažādās ogās atklāja, ka mellenēs ir ievērojami vairāk 

antociānu nekā jebkurās citās pētītās Vaccinium spp. ogās. Krūmmelenēs, savukārt, ir vairāk 
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antocianīnu nekā sarkanas krāsas ogās – brūklenēs, dzērvenēs, bet mazāk nekā mellenēs. Tas ir 

tādēļ, ka krūmmellenēm ir tumši zila miza un zaļgani dzeltena vidusdaļa. Mellenēs, savukārt,  

antociāni ir izplatīti visā ogā. 

Dažās ogās – krūmmellenēs, dzērvenēs, brūklenēs – ir konstatēts lielāks antociānu 

daudzums spiedpaliekās nekā veselās ogās. (Muceniece et al. 2019). Teorētiski spiedpaliekas 

ir ogu substrāts, kas ir atbrīvots no cukuriem un ūdens. Tādēļ tas satur vairāk antociānu 

(svars/svars, %) nekā veselas ogas.  

 

1.3. Galvenie ogu efekti lietojot tās pārtikā, uztura bagātinātājos un medicīnā 

Ogu ekstrakti ir visplašāk izplatītie produkti, kurus pagatavo galvenokārt kā bioloģiski 

aktīvo fenolskābju un polifenolu avotus. Ogām un ogu sulām nav konstatētas blakusparādības, 

lietojot kā funkcionālu pārtiku, tas ļauj uzskatīt tās par perspektīvu produktu arī medicīnā. 

Blakusefektu neesamība sniedz lielāku darbības laukumu jauno zāļu aktīvo komponentu 

iegūšanā vai sintezē, jo jauno zāļu apstiprinājumu izsniedz tieši pēc riska un labuma 

(risk/benefit) novērtējuma. 

Fenolu grupas vielu koncentrācija un izplatība augos pētniekus interesē jau kādu laiku, 

jo pētījumi liecina par šo vielu pozitīvo ietekmi uz veselību kā vēža kavējošo, kardiovaskulāro 

slimību mazinošo, pretdiabēta diabetes mellitus (Martineau et al., 2006) un imunitāti 

uzlabojošo efektu (Balunkeswar et al., 2011; Dhillon et al., 2013; Ganesan un Xu, 2017; 

Rodriguez-Mateos et al., 2013). 

Neiroprotektīvie efekti ir gaidīti arī no spiedpaliekām, bet pētījumu rezultāti ir daļēji 

pretrunīgi vai nepietiekami ticami (Halliwell, 2006; Krikorian et al., 2010; Olas, 2018).  

 

1.4. Vaccinium spp. ogu neiroprotektīvo efektu pētījumi un rezultāti 

Brūklenēs ir augsts polifenolu līmenis, un tās ir uzskatītas par antioksidantiem bagātām 

ogām (Droždž et al., 2017). Iespējams tādēļ brūkleņu ekstraktiem atrada ievērojamu smadzeņu 

traumatisko bojājumu aizsargefektu pētījumā ar žurkām (Hossain et al., 2016). Ogas kopumā 

ir viens no labākajiem polifenolu iespējamo neiroprotektīvo efektu pētījuma objektiem, jo tās 

satur daudzveidīgus fenolus, kuriem iedarbojoties kopā ir iespējams sinerģisks efekts. Kā arī 

ogu aktīviem komponentiem ir dažādi darbības mehānismi – antioksidatīvie, pretiekaisuma un 

acetilholīnesterāzes inhibīcija (Kelly et al., 2017). 
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Agrāko pētījumu publikācijās ir informācija, ka ogu un lapu ekstraktiem piemīt 

superoksīda dismutāzei līdzīga iedarbība un tie samazina superoksīdu anjona līmeņus dzīvās 

šūnās un in vitro (Basu un Maier, 2016; Ferlemi un Lamari, 2016). Tieši superoksīda līmeņa 

nomākšana ir pamats antioksidatīvam efektam, kuram savukārt ir teorētiska neiroprotektīva 

iedarbība. 

2016. gada dažādu augu metabolītu pētījumu apskats parāda, ka flavonoīdiem var būt 

vadošā loma enzimātiskā un receptoru sistēmā galvas smadzenēs, kas uzrāda nozīmīgu efektu 

uz centrālo nervu sistēmu – kavējot neirodeģenerāciju, kas ir saistīta ar Alcheimera vai 

Parkinsona slimībām (Panche et al., 2016). Citā pētījumā ir secināts, ka fenoli var brīžiem 

darboties kā prooksidanti, vienlaicīgi demonstrējot anti- un prooksidatīvu darbību (Olas, 

2018).  

Pētījumā ar mērķi izpētīt, vai dzērveņu ekstraktu var uzskatīt par efektīvu vielu 

Alcheimera slimības attīstības kontrolei, eksperimentu veica ar tārpiem C. elegans. 

Eksperimenta gaitā vajadzēja parādīties efektam – terapeitiskam vai preventīvam. Amiloīda-β 

(toksiskā slimības mediatora) līmeņa rādītājs un atmiņa ir divi galvenie parametri, pēc kuriem 

noteica ekstrakta efektivitāti šajā modelī. Dzērveņu ekstrakts ir bagāts ar polifenoliem un ir 

spējīgs kavēt paralīzi, mazinot beta-amiloīdu toksicitāti tārpa modelī. Uz šo faktu var balstīties 

pētot neiroprotektīvus efektus zīdītājiem (Guo et al., 2016).  

Šaurlapu mellenēm pētījumos ir noteikta antioksidatīva darbība. Oksidatīvais stress ir 

viens no faktoriem išēmiska insulta etioloģijā. Ogu ekstraktu spēju pasargāt neironus no insulta 

izraisītiem bojājumiem pārbaudīja eksperimentos, izmantojot žurkas. Eksperimentālo grupu 

žurku barībai piemaisīja 14,3% melleņu substrāta, bet kontroles grupai – 0%. Insultam līdzīgo 

hipoksisko efektu izsauca saspiežot labās puses miega artēriju. Pēc nedēļas paņēma plazmas un 

urīna paraugus, bet hipokampa neironu bojājumu analizēja histoloģiski. Rezultātā kontroles 

grupai konstatēja 40±2% neironu skaitu samazināšanos, salīdzinot hipokampa daļas labajā un 

kreisajā puslodē, bet eksperimentālai grupai šis skaitlis bija 17±2% (Sweeney et.al., 2002). 

Eksperiments pierādīja, ka melleņu lietošanai iespējams neiroprotektīvs efekts in vivo 

dzīvniekiem, tomēr pētījuma modelis ir relatīvi primitīvs. 

Eksperimentā 19 mēnešu vecām žurkām, pievienojot barībai krūmmelenes 8-10 nedēļu 

laikā, analizēja žurku smadzenes un atklāja antocianīnu (cyanidin-3- O -ß-galactoside, 

cyanidin-3- O -ß-glucoside, cyanidin-3- O -ß-arabinose, malvidin-3- O -ß-galactoside, 

malvidin-3- O -ß-glucoside, malvidin-3- O -ß-arabinose, peonidin-3- O -ß-arabinose and 

delphinidin-3- O -ß-galactoside) klātbūtni. Tas liecina par šo polifenolu spēju šķērsot asins-
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smadzeņu barjeru. Šī īpašība pierāda ogu potenciālu Alcheimera un citu neirodeģeneratīvo 

slimību ārstēšanā. Morris water maze ūdens labirinta tests parāda arī atmiņas un kognīcijas 

uzlabošanas spēju salīdzinot ar kontroles grupu (Andres-Lacueva et al., 2005). 
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2. ACETILHOLĪNS UN TĀ LOMA ORGANISMĀ 

Acetilholīns ir viela, ko nervu sistēma izmanto signālu pārraidei un dažādu organisma 

mehānismu aktivizēšanai. Acetilholīna molekulas saistās ar jonu kanālu receptoriem uz 

muskuļu šūnu membrānas, kas atver jonu kanālus. Kad joni (Na+, Ca2+, K+) nonāk mērķšūnā, 

orgānā rodas sistēmisks efekts (Rockland et al., 2000). Ķīmiski acetilholīns ir acetilēts holīns, 

kurš tiek sintezēts enzimātiski ar acetiltransferāzi  holīnerģiskajos neironos, izmantojot kā 

izejvielas holīnu un acetil koenzīmu A (attēls 1).  

 

Attēls 1. Acetilholīna sintēze, atbrīvošana, iedarbība uz holīnerģiskiem receptoriem, 

sadalīšanās. Adaptēts no Kummer et al., 2006  (Avots: 

https://www.researchgate.net/figure/Diagram-demonstrating-the-mechanism-of-acetylcholine-

synthesis-release-action-and_fig1_229012492L) 

 

Piemēram, skeleta šķērssvītrotai muskulatūrai tas izsauc kontrakcijas, un kā rezultātu – 

kontrolējamās ķermeņa kustības (Kuo un Ehrlich, 2015). 

Acetilholīns ir balts kristālisks savienojums, kas ir ļoti nestabils – sadalās gaisā, 

ilgstošas glabāšanas laikā, kā arī paaugstinātas temperatūras ietekmē (Rockland et al., 2000). 

Farmakoloģiski viela iedarbojas kā holinomimētiķis – veic nervu impulsu pārraidi centrālajā 

nervu sistēmā, ganglijos, parasimpātiskajos un motorneironos, aktivizē sviedru dziedzerus. 
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Mijiedarbojoties  ar N- un M- holīnoreceptoriem, izsauc membrānas depolarizāciju un atver 

membrānas caurlaidību nātrija joniem. Holīnoreceptoru stimulācija ģenerē darbības potenciālu 

nākamajā šūnu ķēdē, vai aktivizē funkcionālo aktivitāti orgāna šūnā, kas izpilda tai skaitā 

kognitīvas un metabolas funkcijas cilvēka nervu sistēmā. Holīnoreceptori (muskarīna - mAChR 

un nikotīna - nAChR) atrodas šūnu membrānā. Uzņemot perorāli acetilholīnam nav 

farmakoloģiska efekta, jo tas viegli hidrolizējas gastrointestinālā traktā (Baig et al., 2017) 

Ievadot parenterāli iedarbojas ātri, bet īslaicīgi. Pašu acetilholīnu mūsdienās jau nelieto kā zāļu 

vielu, jo eksistē vairākas holīnerģiskās zāles ar garāku iedarbību un ērtāku uzņemšanas veidu.  

(Vardanyan un Hurby, 2006). Acetilholīna hlorīdu joprojām izmanto oftalmoloģijā acs 

operāciju gadījumā (drugbank.ca/drugs/DB03128). 

Vielai ir stipri polāra amonija grupa, un tādēļ tas netiek caur membrānu lipīdiem. Tas 

nozīmē, ka uzņemtā viela paliek ekstracelulārā telpā un neiet cauri hematoencefāliskai barjerai 

(Brenner un Stevens, 2006).  

Sistēmiski iedarbojoties uz M-holīnoreceptoriem paaugstinās cAMF un cGMF līmeņi, 

un parādās M-holīnomimētiskie efekti – bradikardija, asinsvadu paplašināšana, arteriālā 

spiediena samazināšanās, tonusa paaugstināšanās, gludās muskulatūras kontrakcijas – bronhos, 

kuņģa zarnu traktā, dzemdē, urīnpūslī un žultspūslī. Pastiprina sekrēciju dziedzeriem – 

bronhiāliem, gremošanas sistēmas, sviedru, asaru, sašaurina acu zīlītes, samazina intraokulāro 

spiedienu. (Rockland et al., 2000). 

2.1. Acetilholīnesterāze 

AChE ir primārais B-tipa karboksilesterāzes enzīms, kas galvenokārt atrodas 

sinaptiskajā spraugā centrālajā un perifērajā nervu sistēmā. Cilvēkam alternatīva splaisinga dēļ 

veidojas 4 acetilholīnesterāzes izoformas – T, H, R, un 4. Acetilholīnesterāze katalizē hidrolīzi 

un metabolizē neiromediatoru acetilholīnu sadalot uz holīnu un acetātu (Robertson et al., 2011). 

ACh molekulas, kuras nesaistījās ar receptoru, tiek hidrolizētas enzimātiski 1 ms laikā. 

Apmēram puse no izdalīta acetilholīna daudzuma tiek sadalīta ar AChE pirms tas sasniedz 

receptorus. Pārējais ACh tiek sadalīts signālprocesa galā. Šī enzimātiskā reakcija ir 

nepieciešama acetilholīna inaktivācijai sinaptiskajā spraugā. Tādā veidā mērķšūna nonāk miera 

stāvoklī, kas ir nepieciešams, piemēram, muskuļa atslābināšanai. Holīns tiek uzņemts šūnā ar 

transportproteīna palīdzību un atkārtoti izmantots ACh sintēzei (Edward et al., 2013).  

AChE pārmērīga aktivitāte krietni samazina ACh koncentrāciju galvas smadzenēs, kas 

novājina neirotransmisiju un izraisa atmiņas zudumu un citus blakusefektus, kas ir Alcheimera 

slimības simptomi (Taylor et al., 2009). 
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Acetilholīnesterāze arī veicina β-amiloīdu uzkrāšanos un amiloīdu proteīnu veidošanos, 

kuri savukārt ir marķieri Alcheimera slimībai (Inestrosa et al., 1996). Acetilholīnesterāzei ir 

piemīt arī citas funkcijas, kuras nav tikai katalītiskas – piemēram, loma neironu apoptozes 

procesā (Taylor et al., 2009). 

 

2.2. Slimības, saistītas ar acetilholīnu un holīnerģisko sistēmu 

2.2.1. Alcheimera slimība 

Alcheimera slimība ir viena no visbiežāk sastopamām neirodeģeneratīvām slimībām, 

kura ir sastopama cilvēkiem sākot ar 65 gadu vecumu. 50-60% saslimšanas gadījumos tā ir 

konstatēta šajā vecuma grupā. Saslimšanas risks ir atkarīgs no ģenētiskiem faktoriem un riska 

faktoriem – galvas traumas un hipertensijas (Burns un Iliffe, 2009).  Pētījumi un eksperimenti 

pierāda, ka slimības simptomi ir saistīti ar holīnerģiskas sistēmas darbības traucējumiem – 

samazinātu acetilholīna koncentrāciju sinaptiskās spraugās, samazinātu šūnu receptoru jutību 

pret acetilholīnu, un palielinātu acetilholīna degradāciju ar enzīmu acetilholīnesterāzi. Pēdējās 

dekādes pētījumi liecina, ka nav efektīvas ārstēšanas metodes, bet simptomu uzlabošanai 

izmanto zāles, kuru darbības veids pārsvarā ir enzīma acetilholīnesterāzes inhibīcija (Francis 

et.al., 1999). 

Neokortekss un hipokamps ir visvairāk mentālos procesos iesaistītie smadzeņu reģioni, 

un tie ir visvairāk pakļauti Alcheimera slimības patoloģijām. Slimība parasti ilgst ap 9 gadiem, 

kas sākas ar pirmajiem pre-deģeneratīvajiem simptomiem un beidzas ar nāvi. To var noteikt ar 

raksturīgām audu patoloģijām – beta-amiloīda  proteīna plātnīšu veidošanos un intracelulāriem 

neirofibrilāriem bojājumiem – tau proteīna iniciēto mezglu veidošanos. Simptomus var novērot 

arī pēc kognitīvo, domāšanas un atmiņas funkciju traucējumiem, kuri ir saistīti vairāk ar 

neirofibrilāriem traucējumiem. Šie simptomi iekļauj arī agresiju, depresiju un murgus – tos ir 

grūti kontrolēt mājas apstākļos un pacientam ir nepieciešama hospitalizācija (Francis et.al., 

1993). 

Pētījumi pierāda, ka AChE inhibīcija uzlabo gan kognitīvos simptomus, gan atmiņu 

Alcheimera slimības pacientiem, tādēļ terapija parasti fokusējas uz holinerģiskas 

neirotransmisijas uzlabošanu ar plaši lietotiem AChE inhibīcijas līdzekļiem – donepezilu, 

rivastigminu un galantamīnu. Terapija parāda uzlabošanos lielākai pacientu daļai, tomēr zālēm 

ir izteikti blakusefekti, kuri izpaužas ilgtermiņa lietošanā (Balkis et.al., 2015; Nelson et.al., 

2012). 
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Apkopo sekojošus faktus par slimību: 

- Cilvēkiem ar kognitīviem traucējumiem ir 15 reizes lielāks risks Alcheimera slimības 

attīstībai; 

- Atmiņas zudums ir raksturīgs simptoms cilvēkiem, kuriem attīstās slimība; 

- Īsts slimības cēlonis nav skaidrs, bet uzskata ka ģenētiskie un ārējie faktori ir vadošie; 

- Holinesterāzes inhibitori ir droši un efektīvi līdzekļi slimības simptomātiskai 

ārstēšanai; 

- Antipsihotiskie līdzekļi samazina uzbudināmības simptomus, bet lietošana ir saistīta ar 

palielinātu mirstības risku (Burns un Iliffe, 2009).   

2.2.2. Miastēnija 

Patoloģisks muskuļu vājums jeb Myasthenia gravis ir autoimūna slimība, kad antivielas 

bloķē vai sagrauj nikotīna atkarīgus acetilholīna receptorus. Šis stāvoklis traucē nervu impulsa 

pārraidei un neizraisa muskuļu saraušanos. Tas noved pie dažādas pakāpes skeleta 

muskulatūras vājuma, no kuriem raksturīgs ir acs plakstiņa noslīdējums. Arī bieži izraisa 

dubultotu redzi, apgrūtinātu norīšanu, runāšanu un staigāšanu. Atšķirībā no Alcheimera 

slimības simptomi var parādīties pēkšņi, bet var tikt diagnosticēti pirmajos dzīves mēnešos ar 

antivielu analīzi (Sanders et al., 2016). Slimība skar sievietes no 40 un vīriešus no 60 gadu 

vecuma. Šobrīd slimība nav uzskatīta par ļoti izplatītu (ap 200 slimības gadījumu uz 1000000 

cilvēku), bet to diagnosticē arvien biežāk (Jaunalksne et al., 2015). Apmēram 10–15% 

miastēnijas pacientu konstatē tīmusa patoloģiju - lēni augošu audzēju timomu (Pelčere et al., 

2015; Burns et al., 2010). 

Slimības ārstēšanai kā pirmās izvēles medikamentus lieto acetilholīnesterāzes 

inhibitorus – neostigmīnu un piridostigmīnu. AChE inhibitorus lieto ka simptomātiskas zāles – 

tās ļauj pildīt ikdienas uzdevumus (Mehndiratta et al., 2011). Imunosupresanti arī tiek izrakstīti 

kā zāles – prednizolons un azatioprīns. Saskaņā ar ASV slimības klasifikāciju izšķir no 1. līdz 

5. smaguma pakāpes – no viegla acs plakstiņa vājuma līdz mākslīgas elpināšanas 

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

Glaukoma ir acu slimība, kurai ir daži paveidi: 

1. Primāra atvērta leņķa glaukoma - kapsulāra glaukoma ar lēcas pseidoeksfoliāciju; 

hroniska vienkārša glaukoma; zema spiediena glaukoma; pigmentglaukoma. Attīstās 

lēnām, bez sāpēm. 

2. Primāra slēgta leņķa glaukoma - akūta slēgta leņķa glaukoma; hroniska slēgta leņķa 

glaukoma; intermitējoša slēgta leņķa glaukoma. Slimības simptomi var parādīties 

uzreiz, ar sāpēm, vai pakāpeniski.  

3. Sekundārā glaukoma, kura parasti ir izraisīta acs traumas, iekaisuma, medikamentu, 

vai cita ārēja faktora ietekmes dēļ (spkc.gov.lv/ssk10/indexc316.html?p=%23144).  

Tās rezultātā pasliktinās vai pilnīgi pazūd redze. Kā slimības cēloni un riska faktoru uzskata 

acs hipertensiju, kura izraisa optisko nervu bojājumu (Gupta un Chen, 2016). Visbiežāk 

glaukomas ārstēšanai vietēji lieto neatgriezeniskas AChE inhibitorus, piemēram, Diizopropila 

Fluorofosfātu. To lietošana nav droša (Čolović et al., 2013). Primāro atvērta leņķa glaukomu ir 

iespējams kontrolēt ar acetilholīnesterāzes inhibitoriem - pētījumā (Almasieh et al., 2013) ir 

pierādīts, ka galantamīns pasargā tīklenes asinsvadus un uzlabo asins apgādi un mazina 

glaukomas simptomus, tomēr mehānisms nebija skaidrs. Domā, ka AChE inhibitori ietekmē 

tīklenes ganglijas šūnas. 

2.2.4. Parkinsona slimība un Levi ķermenīšu demences 

Patofizioloģija un klīniskās pazīmes Levi ķermenīšu demencei (LĶD) un Parkinsona 

slimībai ir līdzīgas, tāpēc šīs slimības bieži apskata kopā. Abas pacientu grupas cieš no smaga 

ACh neiromediatora trūkuma kortikālā daļā, un patoloģiskā α-sinukleīna deponēšanas galvas 

smadzenēs. Parkinsona un Levi ķermenīšu demences ir vecuma atkarīgas slimības, un to 

aizsākums pirms 65 gadu vecumam nav tipisks. Abām slimībām vairāk pakļauti vīrieši nekā 

sievietes (Walker et al., 2015). 

Tomēr slimībām ir atšķirīgi simptomi un slimību etimoloģija. Parkinsona slimība var 

noritēt bez demencēm, īpaši sākuma stadijā. Levī ķermenīšu demences var notikt gan bez 

parkinsonisma pazīmēm, gan kopā ar Parkinsona slimību. LĶD galvenā pazīme ir miega 

traucējumi, kuru laikā nenotiek muskuļu atslābums un notiek spontanās muskuļu kustības. 

Pirmās tipiskās pazīmes – ātras acs kustības miega laikā var parādīties dažus gadus pirms citiem 

simptomiem. Atšķirībā no LĶD, Parkinsona slimība sākuma stadijās neizraisa smagas 
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demences, kas traucē autonomai dzīvībai. Parkinsona slimība pirmkārt skar muskuļu sistēmu – 

parādās kustības un runas traucējumi (Walker et al., 2015; Gomperts, 2016).  

Samazinot ACh sabrukumu abām pacientu grupām var izraisīt klīnisko un 

simptomātisko uzlabošanos.  

 

2.2.5. Citas slimības 

Acetiholīnesterāzes inhibitorus lieto arī šādos gadījumos – ārstēšanā vai kā papildus terapiju: 

 

 paralīzes, kas saistīta ar muguras smadzeņu bojājumiem  

 Perifērās nervu sistēmas slimības (neirīts, polineirīts, polineiropātija, 

poliradikuloneiropātija) 

 Atveseļošanās periods pēc organiskiem CNS bojājumiem ar kustību traucējumiem; 

 Demielinizējošu slimību kompleksa ārstēšana 

 Zarnu atonija. 

(Neostigmīna zāļu apraksts) 

 

2.3. Zāļu vielas - Acetilholīnesterāzes inhibitori 

 

Acetilholīnesterāzes inhibitori darbojas novēršot acetilholīna noārdīšanu sinaptiskajā 

spraugā. Rezultātā paliek vairāk acetilholīna funkcionālai reakcijai – neirotransmisijai. Placebo 

kontrolētā pētījumā bija pierādīts, ka ar šīs grupas zālēm ir iespējams sasniegt simptomātisko 

kognitīvo funkciju uzlabošanu un to uzturēšanu līmenī 2 gadu periodā. Eksistē pacientu grupas, 

kuras ir vairāk vai mazāk jūtīgas pret šīm zālēm, bet precīza jutīguma atkarība nav noteikta  

(Stevens un Rodin, 2011).  

No otras puses, neatgriezeniskie AChE inhibitori izraisa neiromediatora pārmērīgu 

uzkrāšanos un atbilstoši pārmērīgu holīnerģisko stimulāciju, kas noved pie krampjiem, 

elpošanas apstāšanās un nāves (Reddy, 2015). 

Terapijā izmanto atgriezeniskos AChEi. 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780444537485000022?via%3Dihub#!
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Donepezila hidrohlorīds - Yasnal 5 mg/10 mg mutē disperģējamās tabletes donepezila 

hidrohlorīda formā. Paredzēts vieglas un vidēji smagas Alcheimera demences simptomātiskai 

ārstēšanai. Terapiju sāk ar 5 mg/dienā (dozēšana vienu reizi dienā). Maksimālā ieteicamā dienas 

deva ir 10 mg.  

Darbības mehānisms: Donepezila hidrohlorīds ir specifisks acetilholīnesterāzes 

inhibitors ar atgriezenisku iedarbību. Acetilholīnestrāze ir dominējošā holīnesterāze galvas 

smadzenēs. Donepezila hidrohlorīds in vitro šo enzīmu inhibē vismaz 1000 reižu spēcīgāk nekā 

butirilholīnesterāzi, kas atrodama galvenokārt ārpus centrālās nervu sistēmas. Klīniskajos 

pētījumos ar Alcheimera demences pacientiem 5 mg vai 10 mg donepezila lietošana reizi dienā 

izraisīja stabilu acetilholīnesterāzes aktivitātes (mērīta eritrocītu membrānā) nomākumu 

attiecīgi par 63,6 % vai 77,3 %.  

Mijiedarbība: Pētījumos in vitro noskaidrots, ka donepezila metabolismā piedalās 

citohroma P450 izoenzīmi 3A4 un nedaudz arī 2D6. Zāļu mijiedarbības pētījumos in vitro 

konstatēts, ka donepezila metabolismu kavē ketokonazols un hinidīns, kuri attiecīgi ir CYP3A4 

un 2D6 inhibitori. Tādēļ donepezila metabolismu var kavēt arī citi CYP3A4 inhibitori, tādi kā 

itrakonazols un eritromicīns, un arī CYP2D6 inhibitori, piemēram, fluoksetīns. Pētījumos ar 

veseliem brīvprātīgajiem novērots, ka ketokonazols paaugstina donepezila koncentrāciju vidēji 

par aptuveni 30%. 

Tādi enzīmu inducētāji kā rifampicīns, fenitoīns, karbamazepīns un alkohols var 

samazināt donepezila koncentrāciju. Tā kā inhibējošā vai inducējošā efekta intensitāte nav 

zināma, šādas kombinācijas jālieto piesardzīgi (Yasnal – zāļu apraksts, 2018; 

drugbank.ca/drugs/DB00843). 

 

Galantamīna hidrobromīds - Nivalin 5mg/10mg tabletes galantamīna hidrobromīda 

veidā. Tā bija pirmā no augiem izolētā aktīvā viela, kurai piemīt spēcīgs acetilholīnesterāzes 

inhibīcijas efekts. Paredzēts vieglas līdz vidēji izteiktas Alcheimera tipa demences ārstēšanai, 

perifērās nervu sistēmas slimības gadījumā, paralīzes, kas saistīta ar muguras smadzeņu 

Attēls 2. Donepezila hidrohlorīda struktūrformula. 

Avots: sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/d682 
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bojājumiem, neiromuskulāro sinapšu slimību (myasthenia gravis, muskuļu distrofija) ārstēšanai 

(Roseiro et al., 2012). 

Darbības mehānisms: Galantamīns ir terciārs alkaloīds, kas pieder 

parasimpatomimētisko līdzekļu grupai, ar netiešu iedarbību. Papildus atgriezeniskam 

acetilholīnesterāzes nomākumam, galantamīns, iedarbojoties kā allostērisks ligands, stimulē 

visbiežāk sastopamos centrālās nervu sistēmas alfa4/bēta2 apakštipa nikotīna acetilholīna 

receptorus. Galantamīns palielina postsinaptisko membrānu jutību pret acetilholīnu. 

Galantamīns šķērso hematoencefālisko barjeru, sekmē CNS impulsu vadāmību un pastiprina 

uzbudinājuma procesus. Tas pastiprina holīnerģiskās sistēmas aktivitāti, ko var saistīt ar 

uzlabotu kognitīvo funkciju. 

 

Attēls 3. Galantamīna HBr struktūrformula. Avots: researchgate.net/figure/Chemical-

structure-of-galantamine-hydrobromide_fig1_259155950 

 

Salīdzinot ar neostigmīnu, galantamīnam piemīt daudz vājāka iedarbība uz muskarīna 

receptoriem. Tas sekmē uzbudinājuma vadīšanu neiromuskulārajās sinapsēs un atjauno 

neiromuskulāro vadāmību, kad to bloķē nedepolarizējošie neiromuskulārie blokatori. 

Mijiedarbība: Līdz pat 75 % galantamīna devas tiek metabolizēta aknās ar citohroma 

P450 (CYP3A4 un CYP2D6) starpniecību. In vitro pētījumi liecina, ka CYP2D6 ir iesaistīts O-

desmetilgalantamīna un CYP3A4 – N-galantamīna oksīda veidošanā. Tas liecina par atkarību 

no citohromu P450 ietekmējošām zālēm attiecīgi ietekmējot uz zāļu metabolismu. Spēcīga 

CYP2D6 inhibitora lietošanas laikā galantamīna biopieejamība palielinās par aptuveni 40 %, 

bet vienlaicīgas lietosanas ar CYP3A4 inhibitoriem tā palielinās līdz 30% (Briz AS – Nivalin 

tab. zāļu apraksts, 2018; drugbank.ca/drugs/DB00674).  

Neostigmīna metilsulfāts - Neostigmine-Kalceks 0,5 mg/ml šķīdums injekcijām, 

neostigmīna metilsulfāta formā. Neostigmīns stimulē muskuļu darbību, kavējot 

acetilholīnesterāzes darbību. Lieto myasthenia gravis ārstēšanai, muskuļus atslābinošu zāļu 

efektu atcelšanai, zarnu trakta darbības uzlabošanai zarnu muskulatūras atslābuma 

gadījumā, urīnpūšļa funkciju atjaunošanai pēc ķirurģiskas iejaukšanās. 
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Darbības mehānisms: Neostigmīns ir sintētisks īslaicīgās darbības acetilholīnesterāzes 

inhibitors, fizostigmīna atvasinājums. Efekts ilgst aptuveni 4 stundas. Neostigmīns, 

atgriezeniski bloķējot acetilholīnesterāzi holinerģiskajās sinapsēs, kavē acetilholīna sadalīšanos 

un līdz ar to pastiprina un pagarina tā darbību. Centrālie efekti ir maz izteikti, jo gandrīz 

nešķērso hematoencefālo barjeru. Neostigmīns darbojas arī tieši uz skeleta muskuļu šķiedru 

nikotīnjutīgajiem holinoreceptoriem. Lieto anestēzijā nedepolarizējošo miorelaksantu izraisītas 

neiromuskulārās blokādes atcelšanai. 

Mijiedarbība: Kolistīns un halogenētie inhalējamie anestēzijas līdzekļi (ciklopropāns, 

halotāns), var antagonizēt zāļu efektu. Propranolols mazina neostigmīna darbību. 

Antibakteriālie līdzekļi ar neiromuskulāro blokādi izraisošu darbību, piemēram, aminoglikozīdi, 

polimiksīni un klindamicīns antagonizē neostigmīna metilsulfāta darbību (KALCEKS AS - 

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

 

Ipidakrīns – Ipigrix/Neiromidin – 5-20 mg tabletes un šķīdums injekcijām. Ipidakrīns 

ir atgriezenisks holīnesterāzes inhibitors. Tas tieši stimulē impulsu pārvadi CNS un 

neiromuskulārajās sinapsēs, bloķējot membrānas kālija kanālus.  

 

Ipidakrīns pastiprina ne tikai mediatora acetilholīna, bet arī adrenalīna, serotonīna, 

histamīna un oksitocīna ietekmi uz gludo muskulatūru, kas ir saistīts ar kālija kanālu blokādi 

membrānās (Damulin et. al., 2011). 

Attēls 4. Neostigmīna metilsulfāta struktūrformula. Avots: 

lgcstandards.com/ES/en/Neostigmine-methyl-sulfate/p/CDX-00014285-050 

Attēls 5. Ipidakrīna struktūrformula. 

Avots: pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ipidacrine 
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Visu šo zāļu iedarbību pastiprina vienlaicīgi lietotas zāles ar tādu pašu darbības principu 

(holīnesterāzes inhibitori), vai tādas, kas aktivē parasimpātisko nervu sistēmu. Uzsūkšanās no 

kuņģa-zarnu trakta tiek traucēta, ja vienlaicīgi lieto metilcelulozi vai medicīniskās aktivētās 

ogles tabletes.  
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3. PĒTĪJUMI PAR OGU SASTĀVĀ ESOŠĀM VIELU GRUPĀM 

UN MIJIEDARBĪBU AR ACETILHOLĪNESTERĀZI 

Uzturs ir svarīgs ne tikai organismu izdzīvošanai, tas arī ietekmē ķīmisko vielu 

daudzumu, ko cilvēks uzņem. Tajā skaitā ir dabīgas vielas, kuras var gan aktivēt, gan inhibēt 

acetilholīnesterāzes darbību (Botchway et al., 2018). Kā bija minēts, Vaccinium spp. ogas satur 

vairākus polifenolus, kurus var sadalīt atsevišķās grupās. Šīs vielas ir ogu sastāvā un tiek pētītas, 

un daļai no tām ir pierādīta antioksidatīva darbība (Minju et al., 2017; Skrovankova et al., 

2015). Ogām un ogu ekstraktiem piemīt arī neiroprotektīva darbība, kas bija pierādīta pētījumos 

in vivo. Turklāt Vaccinium spp. ogu ekstraktiem arī ir pierādīts kognīcijas uzlabojošs efekts in 

Vivo (Boespflug et al., 2018). Bija veikti arī in Vitro pētījumi, kuros apskatīja atsevišķo vielu 

grupu lomu acetilholīnesterāzes inhibīcijā (Panche et al., 2016). Šie pētījumi var palīdzēt 

noskaidrot, kurai vielu grupai ir jāpievērš vairāk uzmanības in vitro un in vivo pētījumos AChE 

inhibīcijas efekta novērtēšanai turpmāk. 

Pašlaik Vaccinium spp. ogu ķīmiskais sastāvs ir zināms – izmantojot HPLC metodi tika 

noskaidrots gan kvantitatīvais, gan kvalitatīvais sastāvs – antocianīni, katehīni, flavonoli, 

hidroksikanēļskābe un citi polifenoli. Salīdzinot vienas sugas augus arī secināts, ka tiešas saules 

staros augošiem bija augstāka vielu koncentrācija. Kvantitatīvi vērtīgāks sastāvs noteikts 

vēsākā klimatā audzētām ogām (Jaakola et al., 2004). 

Delfinidīna-3-O-glikozīds atrasts lielākā koncentrācijā no visiem antocianīniem 

melleņu ekstraktā (14%), peonidīna-3-O-arabinoze ir dominējošs antocianīns krūmmellenēs 

(31%). Antociānu sastāvs dzērvenēs un lielogu dzērvenēs ir līdzīgs, bet atšķiras koncentrācijas. 

Salīdzinot antocianīnu daudzumu mellenēm un dzērvenēm, secināja, ka vidēji tikai 10mg 

antociānu ir atrodams 1g ekstrakta. Dzērveņu sastāvā galvenokārt ir peonidīna un cianidīna 

glikozīdi (Khoo et al., 2017).  

Brūklenēm lielākā daļā (70%) no antociāniem ir peonidīna-3-O-galaktozīds. Kopējā 

antocianīnu koncentrācija Vaccinium ogu spiedpaliekās ir ļoti atšķirīga - 284.95 ± 25.18 mg/g 

mellenēs, 43.53 ± 0.70 mg/g dzervenēs, 7.08 ± 0.97 mg/g lielogu dzervenēs un 27.58 ± 2.63 

mg/g brūklenēs (Dróżdż et al., 2017). 
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Flavonoīdi 

 

 

Flavonoīdu acetilholīnesterāzes inhibīcijas efektu pašlaik plaši pēta un šī īpašība ir 

pētnieku uzmanības centrā. Tā ir liela grupa, kuras lielākās apakšgrupas ir parādītas attēlā 10. 

Pētījumu, kuros ir aprakstīta tieši molekulāras struktūras un acetilholīnesterāzes inhibīcijas 

spēju atkarība Vaccinium spp. ogām nav daudz. 

Viens pētījums liecina par to, ka hidroksila (OH-) grupas flavonoīdu “A” – fenola 

gredzenā pozitīvi ietekmē šo īpašību. Hidroksīlo grupu skaita palielināšana “A” gredzenā 

palielina molekulu afinitāti un spēju inhibēt AChE, bet metoksi- grupas (-O-CH3) efekts nav 

viennozīmīgs – tas var gan palielināt, gan samazināt AChE inhibīciju atkarībā no fenola 

apakšgrupas tipa. Flavonoīdu glikolizācija mazina to AChE inhibīcijas spēju, mazinot afinitāti 

līdz 5 reizēm. Ūdeņraža atoma pievienošana C2-C3 apigenīnam samazina saistīšanās afinitāti 

ar acetilholīnesterāzi un tādēļ mazinās inhibīcijas aktivitāte. No tā var secināt, ka ūdeņraža 

saitēm ir svarīga loma flavonoīdu afinitātes pakāpē. AChE inhibīcijas īpašība parasti uzlabojas, 

palielinoties flavonoīdu afinitātei, ko  īpaši novēro flavoniem un flavonoliem (Xie et al., 2014). 

Citā pētījumā in vitro, kurš bija veikts izmantojot žurku kaulu šūnas, analizēja 

flavonoīdu spēju inducēt AChE aktivitāti. Bija pierādīts, ka daļa no flavonoīdiem, izolētiem no 

Ķīnas tradicionālajiem garšaugiem, inducē acetilholīnesterāzes aktivitāti, it īpaši baikalīns, 

Attēls 6. Flavonoīdu klasifikācija. Adaptēts no: 

lpi.oregonstate.edu/mic/dietary-factors/phytochemicals/flavonoids 
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kalikozīns, genistīns, hiperīns un pratenseīns. Tas nozīmē, ka vienas grupas molekulām var būt 

pretēja efektivitāte (Xu et al., 2016). 

Izolējot un analizējot tilirozīdu, kvercetīnu, kvercitrīnu un 3-metoksikvercetīnu no 

Agrimonia pilosa un apskatot to AChE inhibīcijas aktivitāti, kā references vielu pieņēma 

dihidroksiestra-1,4-dien-3-ons (DHED), un konstatēja, ka kvercetīna atvasinājumiem bija 

divreiz lielāka aktivitāte nekā references vielai. (Jung un Park, 2007) 

Pētījumu apkopojums par flavonoīdiem, izolētiem no augiem liecina par ievērojamu 

efektivitāti un potenciālu AChE inhibīcijas terapijā. Efektivitātes un drošības pētījumi turpmāk 

ir nepieciešami katrai atsevišķai izolētai vielai, lai noteiktu savienojumus ar labākiem 

farmakokinētikas parametriem (Khan et al., 2018). 

Flavoni 

Pēc uzbūves flavoni atšķiras ar –OH un –OCH3 grupu izvietojumu un skaitu. AChE 

inhibīcijas efektivitāte bija pētīta flavoniem, kuri bija izolēti no parasta akļa. Tika atklāts, ka 

vislielākā AChE inhibīcijas iedarbība ir flavonam, kurš ir metilēts pie 4’-OH grupas un satur 

vienu acetilgrupu. Vielai nav citotoksiska efekta un ir neiroprotektīvs efekts (Uriarte-Pueyo un 

Calvo, 2010). 

Sintezēta flavonu grupa bija novērtēta tai skaitā kā (AChE) inhibitori. Rezultātā bija 

noteikts, ka flavoni bija pietiekami efektīvi ar labākiem rezultātiem IC50 21,5 un 26,8 µg/mL, 

un pētnieki domā, ka nitrogrupas esamība molekulā veicina šo efektu (Díaz-Rubio et al., 2019). 

 

Tabula 1. Flavonu AChE inhibīcijas potenciāls. Avots: Ruy et al., 2011; Huang et al., 2012.   

Viela % inhibīcija, 100 µM 

koncentrācijai 

IC50 (µM) 

Flavoni   

Krizīns 93.3±4.7 18.2±2.1 

Apigenīns 91.5±3.1  7.72±0.15 

Baikaleīns 99.6±0.34  0.61±0.12 

Baikalīns 35.8±6.6 - 

Oroksilīns A  31.3±1.8 - 

Kontrole   

Takrīns  0.0254±0.0032I 
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Fenolu un polifenolu grupu vielām bija veikts skrīnings par mijiedarbību ar elektrisko 

zušu acetiholīnesterāzi, kas parādīja, ka baikaleīns uzrāda efektīvāko inhibīcijas aktivitāti ar 

IC50 pie 0,61 µM. Struktūras un aktivitātes atkarība parāda, ka fenoliem AChE inhibēšanai ir 

nepieciešams nepiesātināts 2-fenil-hromēna, hidroksilētam A-fenola gredzens, un tam jābūt pēc 

iespējas mazāk glikolizētam pie C fenola gredzena. B fenola gredzena hidroksogrupu esamība 

neietekmē AChE inhibīcijas potenciālu (Balkis et al., 2015). Tomēr pat izolētam baikaleīnam 

ir 25,5 reizes mazāka AChE inhibīcijas spēja nekā takrīnam. 

Antocianidīni  

Ir veikti daži pētījumi, kuru rezultātā tika pierādīta antociānu efektivitāte AChE 

aktivitātes mazināšanā. Sintezētie antocianīni nomāc skopolamīna inducētos efektus un neļauj 

mazināties Na+ un K+ ATF-āzes koncentrācijai, un palielināties Ca2+ ATF-āzes aktivitātei 

hipokampā (Gutierres et al., 2014). 

Prenilētie flavonoli parādīja devas atkarīgo acetilholīnesterāzes inhibīcijas efektu ar 

IC50 no 0,8 līdz 3,1 μM, bet kvercetīna efektivitāte pret enzīmu netika pierādīta (IC50>500μM)  

(Ruy et al., 2011). 

Antocianīniem – cukuru saturošiem antocianidīniem, kas ir atrastas tai skaitā vīnogu 

mizas sastāvā, pārbaudīja AChE inhibīcijas efektu salīdzinot ar takrīnu kā references vielu. 

31.25–500 µg/mL koncentrācijās tas parādīja līdz 55,58% efektivitāti un IC50 = 363,61 µg/mL. 

Takrīnam pie 10 µM bija 66.3% AChE inhibīcijas iedarbība. Tas ļauj domāt, ka izvēloties 

pareizo antociānu koncentrāciju var sasniegt vēlamo efektu, bet tomēr takrīns ir daudz 

efektīvāks. 

Antocianīnu sastāvs Vaccinium spp. kvalitatīvi un kvantitatīvi jau bija pētīts un ir 

zināmas ogu kopīgās un atšķirīgās ķīmiskās vielas. Melleņu ekstraktos lielākās koncentrācijās 

bija noteiktas protokatehīnskābe un ferulskābe, katehīni, procianidīni un miricetīns. Analīze 

bija veikta ar HPLC metodi, uzņemot absorbcijas spektru un salīdzinot ar references vielu 

spektriem (Huang et al., 2012). 

Attēls 7. Baikaleīna struktūrformula. Adaptēts no Balkis et. al., 2015 
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Tabula 2. Antocianidīnu AChE inhibīcija. Avots: Ruy et al., 2011; Huang et al., 2012.  

Antocianidīni Inhibīcija, % 100 µM IC50 (µM) 

Pelargonidīns 92.78±0.21 14.27±0.68 

Cianidīns 92.5±1.0 14.43±0.31 

Delfinidīns 93.73±0.50 44.67±0.49 

Malvidīns 90.60±0.82 41.1±1.1 

Kontrole   

Takrīns  0.0254±0.0032I 

Flavan-3-oli (katehīni) 

Katehīnu antioksidatīvā darbība bija pētīta un apskatīta pētījumos. Vienā bija pierādīta 

antioksidantu aktivitāte in vivo, izmantojot oksidatīvus marķierus asins plazmā, lietojot tēju 

ekstraktus (Higdon un Frei, 2003). Secināts, ka 3 hidoksila grupa samazina inhibēšanas 

aktivitāti un mazina AChE inhibēšanas īpašības, un flavan-3-oli ir vismazāk efektīva 

flavonoīdu apakšgrupa starp polifenoliem kopumā (Szwajgier, 2014).  

Tāds rezultāts pieļauj izslēgt šo flavonoīdu grupu no turpmākiem pētījumiem kā 

neefektīvu, neskatoties uz pierādīto antioksidatīvo darbību. 

Flavonoli 

Daži flavonoli – kvercetīns, miricetīns, galangīns, fisetīns un kemferols ir zināmi AChE 

inhibitori, bet diemžēl vēl lielāks potenciāls pierādīts butirilholīnesterāzes inhibēšanai 

(Katalinič et al., 2009). Flavonoli 2-4 parāda mainīgu atgriezenisko inhibīcijas kinētiku ar 

hidrofobu acetilholīnesterāzi (Ruy et al., 2011). 

In silico analīzes pierāda, ka arī citi flavonoli – izoramnetīns, gosipetīns, ramnetīns, 

kemferīds, ramnazīns, azaletīns un natsudaidaīns uzrāda AChE inhibīcijas efektu. Molekulāra 

dokinga analīze pierāda, ka šīs vielas var saistīties ar aktīvām AChE saitēm un perifērām anjonu 

saitēm vienlaicīgi, inhibējot to abos gadījumos (Remya et al., 2013). 3-O-flavonol glikozīdi 

bija sintezēti un tika analizēts to AChE inhibīcijas potenciāls (tabula 3). 
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Tabula 3. Flavonolu acetilholīnesterāzes aktivitātes inhibīcija. Avots: Balkis et.al., 2015. 

Flavonoli Inhibīcija, % pie 100 µM IC50 (µM) 

Baohouside I  38.1±3.9 89±15 

Ikarīns ND - 

Galangīns 98.0±2.5 19.1±1.3 

Kemferols 97.97±1.3 3.05±0.77 

Kvercetīns 98.38±0.39 3.60±0.61 

Miricetīns 99.4±0.37 3.95±0.61 

Fisetīns 71.2±3.6 - 

Izokvercetīns (quercetin 3-O-

-D-glucoside)  

ND - 

Rutīns (quercetin 3-O--D-

rutinoside)  

ND - 

Kontrole   

Takrīns  0.0254±0.0032I 

 

Pēc skrīninga datiem ir redzams, ka kemferols, kvercetīns un miricetīns parāda relatīvi 

lielu AChE inhibīcijas aktivitāti - IC50 variē ap 3.05-3.95 µM (tabula 3). Šīs grupas vielas ir 

sastopamas dzērvenēs un citās Vaccinium spp. ogās. Citi flavonoli izrāda mazāku inhibīcijas 

aktivitāti, bet Guo et. al. eksperimentā galangāns parādīja inhibīciju ap 55% un IC50 - 120 μM 

(Guo et al., 2010). Pēc šī skrīninga rezultātiem izokvercitīnam un rutīnam AChE inhibīcijas 

īpašība nepiemīt.  

Flavonoliem kopumā ir vājākas inhibīcijas spējas nekā baikaleīnam, kas varētu būt 

molekulāras struktūras dēļ – hidroksilgrupa pie B fenolgredzena un mazāks –OH skaits pie A 

fenolgredzena (Balkis et al., 2015).  

Flavanoni 

Parasti par flavanonu avotu uzskata citrusa augus, jo to masas daļa ir ievērojama tādos 

augļos kā greipfrūts, citrons, apelsīns un mandarīns. Citrusa augļu sulas arī parāda 

acetilholīnesterāzes inhibīcijas efektu (Ademosun un Oboh, 2012).  

Paulownia tomentosa augļi, kas satur tai skaitā lielu flavanolu daudzumu un dažādību, 

parāda ievērojamu acetilholīnesterāzes inhibēšanas efektu. Izolētie flavoni bija noteikti kā 

aktīvas vielas, un parādīja devas un laika atkarīgo inhibīcijas efektu hidrofobai 
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acetilholīnesterāzei (hAChE), izmantojot fluorescences iekrāsoto enzīmu monitiringu (Ting et 

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

 

Tabula 4. Flavononu acetilholīnesterāzes aktivitātes inhibīcija. Avots: Balkis et.al., 2015. 

Flavanoni Inhibīcija, % pie 100 µM IC50 (µM) 

Pinocembrīns 17.2±1.7 446 

Naringīns 24.8±7.3 - 

Kontrole   

Takrīns  0.0254±0.0032I 

 

No struktūras atkarīgās aktivitātes analīze atklāja, ka flavanonu glikozīds veido ligandus 

un neļauj acetilholīnam saistīties ar enzīmu. Dati parāda, ka naringīnam no flavanonu 

glikozīdiem ir visstiprāka afinitāte pret AChE (IC50 = 446 μM, tabula 4.), tomēr mehānisms šai 

vielu grupai ir vienlīdzīgs. Pētījumi pierāda, ka šai polifenolu apakšgrupai piemīt ne tikai vien 

AChE inhibīcijas efekti, bet arī spēja šķērsot hematoencefalītisko barjeru (Feng et al., 2018; 

Remya et al., 2014).  

Izoflavoni 

Šo vielu grupu arī analizēja skrīningā fiksējot rezultātus (tabula 5.). Genisteīns parāda 

augstu AChE afinitāti un inhibīciju. Citā pētījumā in silico izoflavonu derivāti, kuri bija 

sintezēti no patentēta komponenta Compound G bija mērķēti uz AChE un BuChE inhibīciju. 5 

no 20 apstiprinājās efektivitāte in vitro, 3 no tiem bija spējīgi šķērsot asins smadzeņu barjeru 

(Song et al., 2017). 

Tabula 5. Izoflavonu acetilholīnesterāzes aktivitātes inhibīcija. Avots: Balkis et.al., 2015. 

Izoflavoni Inhibīcija, % pie 100 µM IC50 (µM) 

Genisteīns 59.03±0.11 - 

Daidzeīns  2.64±0.28 - 

Kontrole   

Takrīns  0.0254±0.0032I 

 

Aktīvas vielas dizainā un skrīningā tika atrasts izoflavons (Para-Pyrrolidine-1-yl) ar 

augstu AChE selektivitāti un IC50 pie 4 nM koncentrācijas, kura efektivitāte ir trīskārt augstāka 

nekā references zāļu vielai donepezilam (Sheng et al., 2009a.), kā arī šis rādītājs ir augstāks 

nekā rivastigmīnam (Sheng et al., 2009b). 
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Halkoni 

Halkonu grupas vielas novērtēja kā AChE inhibitorus un antioksidantus atkrāsošanas 

eksperimentā, salīdzinot ar dažiem citiem polifenoliem. Labākie rezultāti bija halkonu 

savienojumiem ar –OH un –NO2 gupām vienlaicīgi – nitrogrupai ir teorētiska aktivitātes 

paaugstināšanas spēja (IC50 21.5…26.8 µg/mL) (Díaz-Rubio et al., 2019).  Tomēr, salīdzinot 

ar līdzīgiem flavonu savienojumiem, flavonu AChE inhibīcijas potenciāls bija lielāks.   
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4. MATERIĀLI UN METODES 

4.1. Materiāli 

1. Ogu spiedpalieku ekstrakti: 

1. Mellene (Vaccinium myrtillus L.) 

2. Krūmmellene (Vaccinium corymbosum L.) 

3. Dzērvene (Vaccinium oxycoccos L.) 

4. Lielogu dzērvene jeb dižbrūklene (Vaccinium macrocarpon Ait.) 

5. Brūklene (Vaccinium vitis-idaea L.) 

Ekstrakti bija iepriekš pagatavoti pēc rakstā “Antioxidative, hypoglycaemic and 

hepatoprotective properties of five Vaccinium spp. berry pomace extracts” (R. Muceniece et. 

al., 2019) aprakstītām metodēm un saņemti gatavi lietošanai no Latvijas Universitātes 

Ģeogrāfijas un Zemes zinātņu fakultātes pētniekiem sausu ekstraktu veidā.   

4.2. Reaģenti 

1. Acetilholīnesterāze (Sigma-Aldrich) 

2. Acetiltioholīns (Sigma-Aldrich) 

3. Elmana reaģents jeb 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzojskābe) (DTNB) (Sigma-Aldrich) 

4. Nātrija bikarbonāts (Sigma-Aldrich) 

5. 1 M fosfātbuferšķīdums (Sigma-Aldrich) 

6. AChE inhibitori: 

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

6.2. Galantamīna hidrobromīds pulv. (Sigma-Aldrich) 

6.3. Ipidakrīns pulv. (Olainfarm) 

6.4. Neostigmīna hidrobromīds pulv. (Sigma-Aldrich) 

7. Destilēts dejonizēts ūdens 

 

4.3. Aparatūra un palīgierīces 

1. 96 lauciņu mikroplates 

2. Automātiskās pipetes Sartorius 

3. Pipešu uzgaļi Sartorius 

4. Eppendorf mēģenes 

5. Eppendorf mēģenu turētājs 
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6. Analītiskie svari 

7. Mikroplašu absorbcijas lasītājs BioTek® ELx808, savienots ar datora programmatūru Gen5 

ELISA 

8. Centrifūgāls maisītājs Eppendorf mēģenēm BioSan BioVortex V1 

 

4.4. Darba gaita 

4.4.1. Ekstraktu šķīdināšana 

Pulverveida ekstraktus nosvērām ar analītiskajiem svariem un šķīdinājām koncentrācijā 

100 mg/ml metanolā. Pēc tam atšķaidījām ar fosfātbuferi buferētu ar nātrija hlorīdu pH 7,4 līdz 

10 mg/ml. Šādas koncentrācijas šķīdumus uzglabājām ledusskapī un eksperimentiem 

atšķaidījām ar buferi vēlamajās koncentrācijās. Tādējādi 1 mg/ml šķīduma ir tikai 1% metanola. 

Pirms eksperimenta koncentrātus (10 mg/ml ekstraktus) samaisa ar centrifugālo 

maisītāju BioVortex un atšķaida līdz darba koncentrācijām – 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml 

un 0,125 mg/ml. Darba koncentrācijas šķīdumus pagatavo Eppendorfa mēģenēs, sākumā ielejot 

dejonizēto ūdeni un pievienojot nepieciešamo ekstraktu tilpumu ar mikropipetēm. Mēģenes 

marķē attiecīgi ogu sugai un ekstraktu koncentrācijām (attēls 12). 

 

Attēls 8. Sagatavotie ekstraktu šķīdumi. Avots: autora darbs. 

Sagatavotu ekstraktu atšķaidījumus vēlreiz samaisa ar centrifugālo maisītāju tieši pirms 

pipetēšanas mikroplatēs. 
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4.4.2. Acetilholinesterāzes inhibīcijas mērīšanas metode 

Eksperimenta pamatā ir Ellmana metode, kura ir bāzēta uz dzeltenas krāsas TNB (5-tio-

2-nitrobenzoskābes) jonu veidošanos, kuri veidojas hidrolizējot DTNB (5,5′-ditiobis-2-

nitrobenzoskābe) ar substrātu (acetiltioholīnu). Šādā veidā var noteikt, cik TNB jonu veidojas 

no sākotnēji reakcijā pievienotā DTNB reaģenta. Iekrāsošanas reakcija notiek stehiometriski 

1:1 attiecībā, un no tās, izmantojot iepriekš veidotās kalibrēšanas taisnes, var izrēķināt AChE 

inhibēšanas spēju noteiktām vielām noteiktās koncentrācijās, atbilstoši absorbcijas mērīšanas 

rezultātiem. Absorbciju mēra pie redzamās gaismas 412 nm viļņa garuma (Ellman et al., 1961). 

Ķīmiskā reakcija ir redzama attēlā 13. Metode ir relatīvi viegla, ātra un plaši lietota daudzos 

pētījumos kā pamata reakcija dažādu vielu AChEi potenciāla noskaidrošanai (Sinko et al., 

2007). 

 

 
Attēls 9. Ellmana metodē izmantotās reakcijas mehānisms. Avots: Assessment of 

Acetylcholinesterase Activity Using Indoxylacetate and Comparison with the Standard 

Ellman’s Method. M.Pohanka et. al. 

 

4.4.3 Acetilholīnesterāzes inhibīcijas mērīšana acetilholīnesterāzes inhibitoriem 

Zināmus AChE inhibitorus (neostigmīnu, galantamīnu un ipidakrīnu) izmanto kā 

references vielas, kuru darbību varētu potencēt pētamie ekstrakti. Eksperimentos ir 

nepieciešams noteikt references vielu koncentrācijas, ar kurām ir ērtāk strādāt – inhibīcijai nav 

jābūt pārāk vājai vai stiprai. Mērķa koncentrācija zināmajiem enzīma inhibitoriem bija tāda, lai 

sasniegtu apmēram 50% AChE inhibīcijas līmeni. 

Sākumā pagatavo DTNB šķīdumu – izšķīdina 3,96 mg DTNB pulvera un 1,5 mg nātrija 

bikarbonāta 10 ml 20mM fosfātbufera. Katrai mikroplatei ir nepieciešami 5 ml DTNB šķīduma. 

Tad mikroplates lauciņos iemēra 100µl fosfātbufera ar koncentrāciju 200mM un pH 7,4 vai 
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destilēto dejonizēto ūdeni, tad pievieno enzīmu AChE (2 U/ml), 10 µl analizējamās vielas vai 

ekstrakta ar vajadzīgo koncentrāciju katrā lauciņā, tad pievieno 50µl DTNB šķīduma. Inkubē 

20 minūtes istabas (25ºC) temperatūrā. Tad pieliek 15µl substrāta (10,85 mg acetiltioholīna + 

5µl fosfātbufera). Parādās dzeltena krāsa no anjona 5-tio-2-nitrobenzoāta, kas veidojas 

acetiltioholīna un DTNB reakcijas rezultātā. Katru vielas koncentrāciju mēra triplikātos, lai 

samazinātu pipetēšanas un mērīšanas kļūdu iespēju. Plati atkal inkubē 15 minūtes istabas 

temperatūrā un mēra absorbciju ar mikroplašu lasītāju. Lai redzētu reakcijas kinētiku, vēl pēc 

15 minūtēm mērīšanu atkārto. Tādējādi vielu efektu nosaka pēc 15 min un 30 min. Rezultātus 

saglabā .xlsx tabulas formātā un apstrādā. 

AChE inhibīciju sākumā noteicām inhibitoriem atšķirīgās koncentrācijās. Donepezilam, 

ipidakrīnam un neostigmīnam pārbaudijām AChE inhibīciju koncentrācijā 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. Pēc aktivitātes 

noteikšanas ipidakrīns tika atšķaidīts līdz koncentrācijai 0,0015625 mg/ml un donepenzīls līdz 

0,0001953125 mg/ml, kas ir apmēram  to IC50. Tāds atšķaidījums tikai izmantots ogu ekstraktu 

AChEi potencēšanas pētījumiem. Ogu spiedpalieku ekstraktiem inhibīcijas spēju pārbaudījām 

koncentrācijās 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, un 0,125 mg/ml. Pirms atšķaidīt, vielu un 

ekstraktu šķīdumus sakrata ar centrifugālo maisītāju (vorteksē). 

Ogu spiedpalieku ekstraktu AChE inhibīcijas efekta potencēšanu, lietojot tos kopā ar 

zināmiem AChE inhibitoriem (zālēm) pētījām, ņemot zināmo inhibitoru koncentrācijā ap IC50 

un pievienojot dažādas ekstraktu koncentrācijas. 

 

4.4.4. Datu analīze 

 Rezultāti tika apkopoti un analizēti MS Excel un GraphPad Prism 8.1.1. programās ar 

ANOVA analīzi ar Dunneta multisalīdzinājuma testu ņemot vērā standartnovirzi. Statistiskā 

ticamība izteikta kā P ≤0.05. 
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5. REZULTĀTI 

5.1. AChE inhibīcija un darba koncentrācijas izvēle zināmiem AChEi  

AChE inhibitoriem enzīma inhibēšanas efekts ir zināms un pierādīts, tomēr katrā 

eksperimentā jāpārbauda atbilstošās kontroles un jāatrod IC50 konkrētos apstākļos. Izmantojot 

donepezilu, ipidakrīnu un neostigmīnu kā references vielas,  ir jāpārbauda efektivitāti ar tādām 

pašām metodēm kā ekstraktiem. Šie dati arī ir nepieciešami potencēšanas pētījumiem, kad 

AChEi pievieno enzīmam kopā ar ogu spiedpalieku ekstraktiem. 

Sākumā tika mērīts neostigmīna, ipidakrīna un donepezila AChE inhibīcijas līmenis 

atkarībā no koncentrācijas. 

 

Attēls 10. AChE inhibīcijas mērīšana donepezilam (B4-6 – H4-6) un ipidakrīnam (A7-9 – 

G7-9) in vitro mikroplatē ar Ellmana metodi. Autora darbs. 
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Grafiks 1. Neostigmīna AChE inhibīcija atkarībā no koncentrācijas. * P≤0.05 vs. kontrole 

enzīma aktivitāte bez inhibitora, inhibīcija 0%. 

 

Ogu ekstraktu neostigmīna potencēšanas efekta noteikšanai neostigmīnam bija izvēlēta 

koncentrācija 0,03125 jeb 31,25 µg/ml, pie kuras notiek 49-50% AChE aktivitātes inhibīcija. 
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Grafiks 2. Donepezila AChE inhibīcija atkarībā no koncentrācijas. * P≤0.05 kontrole 

enzīma aktivitāte bez inhibitora, inhibīcija 0%. 
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Grafiks 3. Ipidakrīna AChE inhibīcija atkarībā no koncentrācijas. * P≤0.05 kontrole 

enzīma aktivitāte bez inhibitora, inhibīcija 0%. 

 

Ipidakrīnam un donepezilam  ir ļoti spēcīga inhibīcijas spēja, tāpēc bija jāatšķaida vairāk 

nekā neostigmīns. Donepezils inhibē 58% enzīma aktivitātes pie koncentrācijas 0,000195313 

mg/ml jeb 0,2 µg/ml, ipidakrīns – 58% pie koncentrācijas 0,0015625 mg/ml jeb 1,6 µg/ml. 

Tālāk potencēšanas eksperimentā IC50 koncentrācijas izmantotas kā kontrole. 
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5.2. Ogu spiedpalieku ekstraktu AChE inhibīcija 

Ekstraktu AChE inhibīcijas līmeņa noteikšanas ar absorbcijas mērītāju aprēķinos ir 

jāiekļauj kontrole – pašu ekstraktu krāsojums (att. 15). Tādēļ pirms substrāta pielikšanas un 

dzeltenās krāsas rašanās izmēra platei OD un to kā reaģentu krāsas fonu atņem no reakcijas 

rezultātā izmērītās absorbcijas. 

 

 

Attēls 11. Ekstraktu krāsas koncentrācijā 10 mg/ml. Autora darbs. 

Visi Vaccinium spp. ogu spiedpalieku ekstrakti parādīja no koncentrācijas atkarīgo 

AChE inhibīciju un tās līmenis 1 mg/ml koncentrācijā bija no 11% līdz 20%. Inhibīcijas 

rezultāti ir redzami grafikā 1. Nedaudz spēcīgāku inhibīciju parāda brūkleņu spiedpalieku 

ekstrakts. 
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5.3. AChEi mijiedarbība ar Vaccinium spp. ogu spiedpalieku ekstraktiem 

Novērojām neostigmīna bromīda un ekstraktu AChE inhibīcijas potencēšanas efektu. 

Neostigmīna HBr  koncentrācijā 0,03125 mg/ml kopā ar ekstraktiem koncentrācijās 1 mg/ml, 

0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, un 0,125 mg/ml uzrādīja labāku AChE inhibīciju nekā viens pats. 

Krūmmelleņu, dzērveņu, lielogu dzērveņu un brūkleņu ekstrakti potencēja neostigmīna efektu 

visās koncentrācijās, bet melleņu ekstrakts tikai 1 mg/ml. Statistiskā ticamība aprēķināta pret 

neostigmīna viena paša efektu IC50 koncentrācijā. 

 

 

Grafiks 4. Acetilholīnesterāzes inhibīcija ogu spiedpalieku ekstraktiem atkarībā no 

koncentrācijas. Inkubācijas laiks – 30 minūtes. Kontrole – enzīma aktivitāte bez inhibitora – 

0% inhibīcijas. * P≤0.05. E1 – mellene, E2 – krūmmelene, E3 – dzērvene, E4 – lielogu dzērvene, 

E5 – brūklene. 
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Grafiks 5. Ogu spiedpalieku ekstraktu AChE inhibīcijas neostigmīna potencēšanas efekts. 

Inkubācijas laiks – 30 minūtes. Kontrole – enzīma 100% aktivitāte bez inhibitoriem, pieņemta 

kā 0% inhibīcijas. * P≤0.05. E1 – mellene, E2 – krūmmellene, E3 – dzērvene, E4 – Lielogu 

dzērvene, E5 – brūklene, salīdzinot ar N – neostigmīna hidrobromīds. 

 

 

 

 

Grafiks 6. Ogu spiedpalieku ekstraktu AChE inhibitora ipidakrīna efekta potencēšana. 

Inkubācijas laiks - 30 minūtes. Kontrole – ipidakrīna efekts, * P≤0.05 vs ipidakrīna efektam. 

Grafikā 6. ir redzams, ka brūkleņu, dzērveņu un purva dzērveņu spiedpalieku ekstrakti 

potencē ipidakrīna efektu no koncentrācijas atkarīgā veidā. Krūmmellene potencē 0,5 un 1,0 
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mg/ml koncentrācijās. Melleņu spiedpalieku ekstrakts koncentrācijā 0,125 mg/ml neietekmē 

ipidakrīna efektu, bet lielākās pat samazina.  

 

Grafiks 7. Ogu spiedpalieku ekstraktu donepezila efekta potencēšana. Inkubācijas laiks - 

30 minūtes. Kontrole – donepezila efekts IC50 koncentrācijā.  * P≤0.05 vs. donepezila efekts. 

 Dzērveņu, purva dzērveņu un krūmmelleņu spiedpalieku ekstrakti potencē AChE 

inhibīciju koncentrācijā 1,0 mg/ml un 0,5 mg/ml. Brūkleņu ekstrakts visās koncentrācijās 

potencē donepezila efektu, bet mellenēm ir izteikts no koncentrācijas atkarīgs donepezila 

darbības inhibēšanas efekts. 
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 6. DISKUSIJA 

Ogu ekstraktu kognīcijas uzlabošanas efekti un AChE inhibīcijas potenciāls 

2005. gada pētījumā (Ramirez et.al., 2005) tika analizēta liofilizēto melleņu un 

krūmmelleņu ietekme uz kognitīvām spējām žurkām. Žurkām iebaroja liofilizētos preparātus 

3,2 mg/kg katru dienu 30 dienu laikā. Bija konstatēti uzlabojumi atsevišķos aspektos – īstermiņa 

atmiņā un radiālā labirinta iziešanā, kas pierāda pozitīvu kognīcijas uzlabošanas iedarbību in 

vivo. Citā kombinētā in vivo un in vitro pētījumā (Papandreou et al., 2009) bija apskatīta peļu 

apmācības spēja un atmiņa ievadot melleņu ekstraktu 7 dienu laikā. Ekstraktu injicēja 

intraperitoneāli 30 (PrB30) un 60 (PrB60) mg/kg katru dienu. Kognitīvas spējas analizēja 

salīdzinot ar kontroles grupu un tika pierādīts ievērojams apmācības spējas un atmiņas 

uzlabošanas efekts. Tām pašām grupām salīdzināja AChE līmeni žurku smadzenēs un 

eksperimentālai grupai tika atrasts 31% enzīma inhibīcijas līmenis salīdzinot ar kontroli. Tajā 

pašā laikā novēroja samazinātu lipīdu peroksīdu līmeni un augstāku askorbīnskābes līmeni, kas 

liecina par melleņu ekstrakta antioksidatīvo efektu. Literatūrā (Benzie un Watchel-Galo, 2011) 

ir aprakstīts iespējamais mehānisms, kura pamatā ir dažu polifenolu spēja šķērsot asins 

smadzeņu barjeru un smadzenēs izraisīt vazodilotējošo, pretiekaisuma, antioksidatīvo un 

acetilholīnesterāzes inhibējošo aktivitāti. Pētījumos in vivo melleņu ekstrakti tika ievadīti 

žurkām ilgstoši. Intraperitoneālais ievadīšanas ceļš ļauj tūlīt vielām uzsūkties asinīs. Pētījumi 

ar dzīvniekiem parāda, ka kognīcijas uzlabošanās mehānisms varētu būt saistīts ar AChE 

inhibēšanu. In vivo eksperimentos nevar pateikt vai notiek saistīšanās ar enzīmu, vai AChE 

aktivitātes samazināšanās ir notikusi ar citu signālceļu palīdzību. In vitro eksperimenti ar izolētu 

enzīmu ļoti precīzi parāda vielu spēju saistīties ar enzīma aktīvajiem centriem. Mūsu dati 

parāda, ka melleņu spiedpalieku ekstraktiem ir statistiski ticama AChE inhibēšanas spēja un tas 

apstiprina in vivo pētījumos atrasto efektu molekulāro darbības mehānismu.  Melleņu polifenoli 

spēj saistīties pie enzīma aktīvajiem centriem un nobloķēt to pieejamību substrātam. Melleņu 

ekstraktiem in vivo piemīt arī citi darbības mehānismi kā acetilholīna jutības atjaunošana, kad 

receptoru atbilde ir nomākta, oksidatīvā stresa mazināšana un kalcija homeostāzes regulēšana 

(Joseph et al., 2006; 2010a). Citi autori arī uzskata, ka krūmmelleņu polifenoli uzlabo 

holīnerģisko signālpārraidi tāpēc, ka inhibē AChE (Papandreou et al., 2009). Mūsu 

eksperimentā neizskaidrojama ir melleņu ekstrakta ipidakrīna un donepezila AChE inhibīcijas 

spējas samazināšana gaidītās potencēšanas ziņā. Iespējams, ka ekstraktvielām un šiem 

inhibitoriem ir ķīmiska nesaderība vai vajadzīgs cits inkubēšanas ar enzīmu laika intervāls un 

neder vienlaicīga pievienošana enzīmam. 
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Pētot dzērveņu sulas iespējamo neiroprotektīvo darbību (Crews et al., 2005), pētījumā 

iesaistīja cilvēkus vismaz 60 gadu vecumā bez demences pazīmēm. Tomēr eksperimenta 

grupai, kuri dzēra 27% dzērveņu sulu katru dienu 6 nedēļas, neatrada statistiski ticamu atmiņas 

uzlabojumu salīdzinot ar kontroles grupu. Mūsu eksperimentos abu dzērveņu spiedpalieku 

ekstrakti uzrādīja AChE inhibīciju un potencēja AChEi efektus. Var piezīmēt, ka pētījumos 

bieži neatzīmē atšķirību starp lielogu dzērvenēm un purva dzērvenēm un uzskata, ka sastāvs ir 

identisks un vairāk ir atkarīgs no ogu augšanas vietas (Lee and Wrolstad, 2006). Mūsu 

eksperimentos spiedpalieku ekstrakti saturēja daudz vairāk aktīvo vielu nekā 27% sula. Bez tam 

cilvēku organismā lielu lomu spēlē biopieejamība. In vitro eksperimentos notiek tieša ekstraktu 

aktīvo vielu saskarsme ar enzīmu. Iespējams, tāpēc cilvēku eksperimentā nenovēroja nekādu 

efektu, un pētījumi būtu jāveic ar spiedpalieku ekstraktiem, kuros atrodas koncentrēts aktīvo 

vielu daudzums.  

Dzērveņu, brūkleņu un krūmmelleņu ekstrakti potencēja AChEi neostigmīna, ipidakrīna 

un donepezila efektus, taču melleņu ekstrakts tikai neostigmīna efektu. Krūmmellenēm un 

mellenēm ir ļoti līdzīgs aktīvo vielu sastāvs, un pašreiz nevaram izskaidrot to atšķirīgo 

mijiedarbību ar AChEi un AChE inhibēšanas efektivitāti. Tomēr ir arī atšķirības. Piemēram, 

krūmmellenēm ir izteikti vairāk ceriņskābes un malvidīna, bet mellenēm ir epikatehīns un 

procianidīni B, kas nav krūmmellenēs. Krūmmellenēm ir apmēram trīs reizes lielāks kopējo 

antocianīnu saturs nekā melleņu spiedpalieku ekstraktam (Muceniece et al., 2019). Malvidīnam 

100 µM koncentrācijā ir novērota 90% AChE inhibīcija (Ruy et al., 2011; Huang et al., 2012). 

Pieļaujam, ka, ja kāda šo ogu spiedpalieku ekstrakta AChEi potencējošā darbība tiktu 

novērota in vivo eksperimentos un cilvēkiem, tad varētu samazināt AChEi devas un novērst 

blakus efektus. Sintezētajiem inhibitoriem fizostigmīnam, takrīnam un donepezilam atrasta 

hepatotoksicitāte un kuņģa-zarnu trakta traucējumi kā nepatīkamākie blakus efekti. 

Neiroprotektīvie efekti tiek pētīti ne tikai kā kognīcijas uzlabošana, bet arī kā nervu šūnu 

aizsardzība pret glutamāta izraisītu citotoksicitāti. Pētot melleņu un brūkleņu lapu ekstraktu 

(Vyas et al., 2013) efektivitāti eksperimentā ar žurku smadzeņu šūnām, protekciju in vitro pret 

glutamāta inducēto citotoksicitāti brūkleņu lapu ekstraktam nenovēroja, bet melleņu lapu 

ekstrakts bija ļoti aktīvs. Uzskata, ka melleņu lapās ir vairāk aktīvo vielu nekā ogās.  
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7. SECINĀJUMI 

1. Melleņu, krūmmelleņu, purva dzērveņu, lielogu dzērveņu un brūkleņu spiedpalieku 

ekstraktiem piemīt acetilholīnesterāzes inhibīcijas spēja in vitro. Visiem ekstraktiem ir samērā 

līdzīgi efekti, un koncentrācijā 1 mg/ml tie inhibē enzīma aktivitāti 11-20% diapazonā. 

2. Šajā eksperimentu dizainā neostigmīnam atrastā IC50 koncentrācija ir 31,25 µg/ml, 

donepezilam  0,2 µg/ml, ipidakrīnam –1,6 µg/ml. Ogu spiedpalieku ekstraktiem IC50 netika 

sasniegta. 

3. Ogu spiedpalieku ekstrakti potencē acetilholīnesterāzes inhibitoru efektus, tomēr novēro 

atšķirības. Visi ekstrakti potencē neostigmīna efektu in vitro, taču melleņu ekstrakts tikai 1 

mg/ml koncentrācijā. Ipidakrīna un donepezila efektus potencē visi ekstrakti, izņemot melleņu 

ekstraktu, kurš samazina šo acetilholīnesterāzes inhibitoru efektus.. 

4. Nepieciešami turpmākie pētījumi in vivo, lai apstiprinātu ogu spiedpalieku ekstraktu 

acetilholīnesterāzes inhibīciju un tās inhibitoru potencējošo darbību. 
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