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ANOTACIJA

Bakalaura darba tika p&tita Vaccinium gints piecu ogu izspaidu ekstraktu sp€ja inhibé&t
advancéto glikésanas gala produktu (AGE) un Abeta proteina 1-42 agregatu veidoSanos in vitro.
Ekstraktu efektus pétijam uz AGE veidoSanos seruma albumina un metilglioksala reakcija un
uz Abeta 1-42 spontano agregaciju paaugstinata temperatiira un reakcija ar metilglioksalu.
Iegitie rezultati parada, ka pétitic ogu ekstrakti inhibeé AGE un Abeta 1-42 agregatu veido$anos.
Mellenu ekstrakts efektivak par citiem ekstraktiem inhib&ja AGE veidoSanos, salidzinot ar
kontroli, bet Abeta 1-42 agregaciju visefektivak inhib&ja lielogu dz&rvenu un purva dzérvenu
ogu izspaidu ekstrakti.

ST pétijuma rezultati liecina, ka mellenu gints ogu izspaidu ekstraktiem ir sp&jas inhibét

AGE un Abeta 1-42 agregatu veidoSanos in vitro.

Atslégas vardi: AGE, Vaccinium gints ogu ekstrakti, Abetal-42 agregacija, in vitro metodes



SUMMARY

The aim of the bachelor’s thesis was to investigate the ability of five berry pomace
extracts of the genus Vaccinium to inhibit the formation of advanced glycation end products
(AGE) and Abeta protein 1-42 aggregates in vitro. The effects of the extracts were studied on
the formation of AGE in the reaction of serum albumin and methylglyoxal and on the
spontaneous aggregation of Abeta 1-42 at elevated temperature and in the reaction with
methylglyoxal. The obtained results show that the studied berry extracts inhibit the formation
of AGE and Abeta 1-42 aggregates. Blueberry extract was more effective than other extracts in
inhibiting AGE formation compared to controls, but Abeta 1-42 aggregation was most
effectively inhibited by large cranberry and bog cranberry berry pomace extracts. The results of
this study show that blueberry berry pomace extracts have the ability to inhibit the formation

of AGE and Abeta 1-42 aggregates in vitro.

Keywords: AGE, Vaccinium berry extracts, Abetal-42 aggregation, in vitro methods
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IEVADS

Pagajusaja gadsimta ir iev€rojami pieaudzis cilvéku dzives ilgums. Bet lidz ar to ir
novérots ar vecumu saistitu slimibu picaugums. Neirodegenerativas slimibas ir vienas no tam,
un to izplatibu veicina veiksmigas terapijas trikums. Neirodegenerativi trauc€jumi ietver
Alcheimera  slimibu  (AD), Parkinsona slimibu (PD), amiotrofo lateralo
sklerozi (ALS) un prionu slimibu, kurai raksturigs pakapeniski progres€joss nervu audu zudums

un nepareizi salocitu vai proteinu agregatu uzkrasanas (Li et al., 2012).

Arvien vairak pieradijumu liecina, ka oksidativajam stresam ir liela nozime
neirodegenerativo slimibu patogenéze (Calabrese et al., 2010). Liela skabekla patérina, glikozes
metabolisma, redoksi aktiva dzelzs limena paaugstinajuma dél smadzenes ir ipasi neaizsargatas
pret oksid&josu kait&jumu. Turklat tiek uzskatits, ka smadzenes satur salidzinos$i maz tadu
antioksidantu ka glutations un E vitamins, ka ar7 aizsargajoSo enzimu, piem&ram, glutationa
peroksidazes, katalazes un superoksida dismutazes ekspresija ir zema. Visi Sie faktori veicina
augstu oksidativa stresa risku smadzengés (Li et al., 2012). Glikésanas gala produktu (advanced
glycation end products (AGE)) veidoSanas ir gan oksidativo stresu izraiso$s faktors, gan stresa
rezultats. AGE rodas, ja proteini tieck modificéti bez enzimu iesaistiSanas — glik&ti un oksidéti
pec saskares ar aldozém. Sakotngji veidojas kovalentas saites starp aminoskabju brivajam
aminogrupam, pieméram, lizina, arginina vai proteinu terminalo aminoskabju aminogrupu un
cukuriem, pieméram, glikozi, fruktozi, ribozi u.c. Reakciju starpprodukti ir Sifa baze, Amadori
un Mailarda produkti. Vislabak zinamie Amadori produkti ir HbAlc (glikétais hemoglobins)
un fruktozamins (fruktozlizins). Neenzimatiska proteinu glikozilé$ana ir brivo karbonilgrupu
pievienoSana proteinu, aminoskabju, lipoproteinu un nukleinskabju brivajam aminogrupam. Ta
rezultata veidojas agrini glikacijas produkti. Agrinie glikacijas produkti ir pazistami ka
Mailarda reakcijas produkti. Saja reakcija molekulam notiek dehidratacija, ciklizacija un
parkartoSanas, lai veidotu AGE. Kopuma pétnieki ir noskaidrojusi, ka AGE ir atbildigi par
lielako dalu metabolisma trauc&jumu, ieskaitot cukura diab&tu, v&zi, neirologiskiem
traucgjumiem un novecoS$anos. AGE uzkrasanas neirodegenerativajos audos parada ta
iesaistisanos slimibu patologija (Ahmad et al., 2016). Tomér dati ir pretrunigi par AGE
iesaistiSanos amiloida beta proteina (Abeta) agregacija. Vieni autori uzskata, ka AGE primari
veicina Abeta fibrilu veidoSanos, bet citi, ka AGE un Abeta agregatu atraSana Abeta plaksnés
ir sekundara (Ahmad et al., 2016). Lidz §im nav izdevies atrast sintétisku AGE veidoSanas
inhibitoru, kuram klinika nebutu nevélamu blakus efektu. Tapéc mekle AGE inhibitorus starp
dabas vielam, un ir atrasts, ka fenolsavienojumi, flavonoidi, izoflavoni, antocianini,

karotenoidi, terpéni un nepiesatinatas taukskabes samazina proteinu glikéSanu (Ahmad et al.,
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2016; Sadowska-Bartosz and Bartosz, 2015). Ogu sulas iegiiSanas procesa apméram 30% no
ogu svara pari paliek izspaidas (Struck et al., 2016). Izspaidas ekstrah&jot var iegiit ar
polifenoliem vai citam biologiski aktivam vielam bagatas frakcijas, kuru saturs var atSkirties
no ogu ekstraktu biologiski aktivo vielu satura. Izspaidu ekstraktu efekti uz AGE veidoSanos

un Abeta agregaciju ir maz pétiti.

Hipotéze: Mellenu gints ogu izspiedu ekstrakti inhibé glikésanas gala produktu veidoSanos un

amiloidproteina fragmenta 1-42 agregaciju in vitro.

Darba merkis:

Petit mellenu, krimmellenu, lielogu dzervenu, dz&rvenu un britkklenu ogu izspiedu ekstraktu

ietekmi uz AGE un Abeta 1-42 agregatu veidoSanos.

Darba uzdevumi:

e P&tit piecu Vaccinium spp. ogu izspiedu ekstraktu ietekmi uz AGE veidosanos liellopu
seruma albumina un metilglioksala reakcija in vitro.

e Noskaidrot mellenu, krammellenu, lielogu dz&rvenu, dz&€rvenu un bruklenu ogu
izspiedu ekstraktu efektus uz Abeta 1-42 agregatu veidosanos metilglioksala klatbiitné.

e Petit piecu Vaccinium spp. ogu izspiedu ekstraktu ietekmi uz Abeta 1-42 agregatu
veidosanos 37° Celsija gradu temperatiira (termo agregacija).

e Salidzinat ogu izspiedu ekstraktu AGE un Abeta 1-42 agregatu veidoSanas inhibicijas
efektivitati ar atsauces vielam - sintétisko AGE inhibitoru aminoguanidinu un

polifenolu resveratrolu.

Bakalaura darbs izstradats Latvijas Universitates Medicinas fakultaté Zinatnu majas

zinatniskaja laboratorija Dr. habil. biol. Rutas Mucenieces vadiba.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Advancétie glikeéSanas gala produkti

Glikacija ir neenzimatiska reakcija starp reducgjosiem cukuriem, pieméram, glikozi un
proteiniem, lipidiem vai nukleinskabém. Glikacija ir janoskir no glikoziléSanas, kas ir
fermentativa reakcija. So reakciju pirmo reizi aprakstfja fran¢u zinatnieks Luis Kamils
Maillards 1912.gada (Gkogkolou, 2012). Luis Kamils Maillards pirmoreiz pazinoja par to, ka
reducgjosie cukuri reagé ar aminoskabém S$kiduma un veidojas tumsSas krasas produkti
(melanoidini), [idzigas reakcijas var notikt sSkidumos ar reducgjoSiem cukuriem un peptidiem

vai proteiniem (Sadowska-Bartosz, 2015).

Advancéto glikéSanas gala produktu (AGE) veidoSanas ir sarezgits molekulars process,
kas ietver sevi vienkarSas un sarezgitakas daudzpakapju reakcijas. Sie produkti veidojas no
stundas I1dz dienam, atkariba no proteinu dzives ilguma (Omolaoye, 2020). Klasiskas Mailarda
reakcijas laika — reducgjosie cukuri neenzimatiski pievienojas protetniem, kas veido nestabilu
Sifa bazi (Bansode, 2019. Gkogkolou, 2012). Talak §is Sifa bazes tiek parkartotas, tadgjadi
nodroginot lielakoties stabilus ketoaminus (Amadori produktus). Sifa bazes un Amadori
produkti ir atgriezeniskas reakcijas produkti, tom@r tie var neatgriezensiski reagét ar peptidu
vai proteinu atlikumiem, veidojot proteinu adduktus (adducts) vai proteinu krusteniskas saites
(crosslinks). Alternativi tie var tikt paklauti talakai oksidéSanai, dehidratacijai, polimerizacijai

un oksidativai sadaliSanai, lai izveidotu citus AGE (Bansode, 2019. Gkogkolou, 2012).

Kamér notiek Sifa bazu un Amadori produktu parkartosanas, veidojas dazas loti
reaggjosas molekulas, kuras sauc par a-dikarbonil savienojumiem, glioksals (GO),
metilglioksals (MGO) un 2-dezoksiglikozons (3-DG). Sie savienojumi tiek uzskatiti par AGE

prekursoriem, jo tie var oksidgjoties vai neoksidativi noardoties veidot AGE (Omolaoye, 2020).

1.2. Eksogénie un endogénie AGE

Advancétie glikéSanas gala produkti var rasties in vivo normalu vielmainas procesu
rezultata vai ar1 tos var uznemt ar uzturu. Metilglioksals (MGO) ir visizplatitakais AGE sintézes
endogénais mediators, kas ir sastopams visas $iinas. MGO galvenokart rodas oglhidratu, lipidu
vai aminoskabju metabolisma rezultata, iesaistot gan fermentativas, gan neenzimatiskas
reakcijas. MGO sintézi katalizé metilglioksala sintaze, citohroms P450 2E1, mieloperoksidaze
un acetons. MGO sintézes neenzimatiskie celi ietver dihidroksiacetonona fosfata spontanu
sadaliSanos, Mailarda reakciju, aceola oksidaciju un lipidu peroksidaciju. Eksogénie AGE

lielakoties tiek uznemti ar partiku, ko més patéréjam. Tomer ir griti novértét endogéno un



eksogéno AGE lidzsvaru, jo tas ir saistits ar AGE molekulu daudzveidibu, to atSkirigo
biopotencialu un ticamu datu trikumu par to metabolismu, absorbciju un sadalijumu kermeni

(Prasad, et.al., 2017).

1.3. AGE loma slimibu veido$anas procesos

Koronaro artériju slimiba joprojam ir galvenais mirstibas iemesls pieaugusiem cukura
diabéta pacientiem, tomér ir arT daudz sirds pacientu bez cukura diabéta slimibas. Meklgjot
kopgjus molekularos mehanismus un metabolisma blakusproduktus ar potencialo patogéno
lomu, advancétie glikéSanas gala produkti abos gadijumos ir kritisks biomarkieris koronaro
arteriju slimibas attistibai. AGE mijiedarbiba ar to transmembranalo $iinu receptoru RAGE,
kuru ekspresija notiek endotélija un gludas muskulatiiras $tinas, ka art trombocitos, aktivizeé
intracelularo signalizaciju, kas noved pie endotélija bojajumiem, asinsvadu gludo muskulu §tinu
funkcijas zaud&juma un izmaina trombocitu aktivitati. Turklat AGE uzkrasanas audos ietekmé

pasreizgjas arstéSanas metodes, kas saistitas ar stenta restenozi (Kosmopoulos, et.al., 2019).

Ar vecumu saistitie neirodegenerativie traucéjumi, pieméram, Alcheimera, Parkinsona un
Hantingtona slimibas, raksturo patologiska proteinu uzkrasanas vai agregacija. AGE ir proteini
val lipidi, kas glik€jas péc saskarsmes ar cukuriem. AGE veidoSands veicina proteinu
nogulsnéSanos, pateicoties proteazu izturigai krusteniskai saiknei starp peptidiem un
proteiniem. Vairaki proteini, kas saistiti ar neirodegenerativam slimibam, pieméram, [3
amiloids, tau, a-sinukleins un prioni, tiek gliketi, un glikacijas pakape ir saistita ar pacientu
patologijam. Sie dati liecina, ka AGE veicina neirodegenerativo slimibu attistibu (Li, et.al.,

2012).

Neskatoties uz jaunam un efektivam zalu terapijam, rezistence pret insulinu, 2.tipa cukura
diabéts un ta komplikacijas joprojam ir galvenas mediciniskas problémas. Ir pienemts, ka
insulina rezistence, kas biezi saistita ar parmerigu uzturu un aptaukoSanos, rodas hroniski
paaugstinata oksidativa stresa un hroniska iekaisuma rezultata. Mazak atzits, ka galvenais §1

ickaisuma c€lonis ir parmériga AGE uznemsana ar uzturu (Vlassara, 2013).

1.4. Amiloid beta proteins 1-42

Alcheimera slimibas laika smadzenu $iinas, kas apstrada, glaba un iegiist informaciju,
degener€jas un mirst. Lai arT zinatnieki vél nezina §Ts iznicinaSanas pamatc€lonus, vini ir
identificgjusi vairakus iesp&jamos “vainigos” (Beta-amyloid and the amyloid hypothesis,
2017).



Viens no galvenajiem aizdomas turétajiem ir mikroskopisks smadzenu proteina
fragments, ko sauc par beta-amiloidu, kas ir “lipigs” savienojums un uzkrajas smadzengs,
izjaucot sazinu starp smadzenu $inam un galu gala tas nogalinot. Dazi pé&tnieki uzskata, ka
Alcheimera slimibas galvenais c€lonis ir procesi, kas regulé beta-amiloida razoSanu,
uzkrasanos un $iinu iznicinasanu. So teoriju sauc par “amiloido hipotézi” (Beta-amyloid and

the amyloid hypothesis, 2017).

Lai ar agrinie p&tijumi liecinaja, ka amiloidu plaksnes — lielas beta-amiloidu molekulu
uzkrasanas — ir Alcheimera slimibas laika nervu $tnu toksicitates iemesls, pétnieki tagad
uzskata, ka mazie, $kistoSie beta-amiloidu agregati var bt toksiskaki (Beta-amyloid and the

amyloid hypothesis, 2017).

Kapéc tiesi beta-amiloids ir galvenais aizdomas tur€tais proteins, kas norada uz
Alcheimera slimibu? Beta-amiloids ir kimiski “lipigaks” neka citi fragmenti, kas tiek razoti,
kad amiloida prekursora proteins (APP) tick sadalits. Tas pakapeniski uzkrajas mikroskopiskas
amiloidas plaksnés, kuras tiek uzskatitas par Alcheimera skarto smadzenu pazimi. Fragmenti
vispirms veido mazas kopas, ko sauc par oligomé&riem, péc tam veidojas fibrillas, kam seko
fibrillu paklaji, ko sauc par beta sheets. Peédgjais posms ir plaksnes, kuras ir saliktas beta sheets
un citas vielas (Beta-amyloid and the amyloid hypothesis, 2017).

1.5. Polifenoli

Polifenoli ir augu sekundarie metaboliti un parasti ir iesaistiti aizsardziba pret ultravioleto
starojumu vai patogénu agresiju. Tie galvenokart atrodami auglos, darzenos, graudaugos un
dze€rienos. Partika polifenoli var uzlabot riigtumu, krasu, garSu, smarzu un oksidéSanas spgjas

(Gonzalez, et.al., 2020).

ST loti neviendabiga savienojumu grupa ir piesaistijusi visas pasaules zinatnieku aprindu
uzmanibu, nemot vera to iesp&jamo labveligo ietekmi uz cilvéka veselibu. Polifenolus parasti
iedala piecas dazadas grupas, ieskaitot, flavonoidus, fenolskabes, fenola spirtus, stilbénus un
lignanus. Flavonoidus sikak sadala flavonos, flavanonos, flavonolos, flavanolos un izoflavonos.
Fenolskabes var iedalit hidroksibenzoskabes un hidroksikanglskabes atvasinajumos (Gonzalez,

et.al., 2020).

Jaatzime, ka polifenoli sp& mazinat glikacijas kaitigas sekas, izmantojot dazadus
mehanismus, galvenokart ar ROS veido3anas kavésanu glikacijas laika, ar Sifa bazes vai
Amadori produktu kavésanu un sekojosu dikarbonilgrupu veidoSanu. Polifenoli sp&j aktivizet
detoksikaciju, jo 1pasi caur glikoksalazes sistemu, ka ar1 blokejot AGE-RAGE mijiedarbibu

(Gonzalez, et.al., 2020).
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Ir plasi atzits, ka Maillarda reakcijas agrino stadiju pavada liels daudzums brivo radikalu.
Turklat Sifa bazes ari tiek paklautas oksidacijai, un ta rezultata rodas brivie radikali un reaktivas
karbonilgrupas. Tiek domats, ka agrinas glikacijas stadijas samazinata brivo radikalu, karbonil-

un dikarbonilgrupu veidoSanas var kavét glikacijas funkciju (Gonzalez, et.al., 2020).

Parliecinoss pieradijumu kopums liecina, ka proteinu glikacijas kavésana ar polifenoliem
balstas uz to antioksidantu Ipasibam. Faktiski, antiglikacijas aktivitate stingri korel€ ar brivo

radikalu eliminaciju un polifenolu saturu (Gonzalez, et.al., 2020).

Polifenoli ir specigi antioksidanti, kas var ne tikai neitralizet brivos radikalus, bet art
nomac brivo radikalu veidoSanos, tadejadi samazinot oksidacijas atrumu. Biezak tie darbojas
ka tieSie radikalu lipidu peroksidacijas kédes reakcijas partraucgji. Keédes partraucgji ziedo
elektronu brivajiem radikaliem, neitraliz§jot radikalus paSi klast par stabiliem (mazak

reaktiviem) radikaliem, tad€jadi partraucot kédes reakcijas [Gonzalez, et.al., 2020].

Ir zinots, ka daudzi polifenoli, pieméram, katehini, proantocianidini, antocianini un

flavanoli kavé advancéto glikéSanas gala produktu veidosanos (Gonzalez, et.al., 2020).

1.6. Parejas metalu jonu helati un polifenoli

Par oksidacijas reakciju lomu olbaltumvielu izraisitajas modifikacijas tieck domats jau
kopS 80. gadu beigam. Jaatzimé, ka hiperglikémiskos apstaklos parejas metali skabekla

klatbuitng katalizg glikozes autooksidaciju vai lipidu peroksidaciju (Gonzalez, et.al., 2020).

Dzelzs un vara homeostazes izmainas ir diab&ta pazimes, par ko liecina dzelzs un vara
nogulsnésanas sirdi, nierés un citos audos. Jaatzimé, ka ar polifenoliem bagatinats ekstrakts no
gvajaves lapam, izmantojot helatu veidoSanos mehanismu, no devas atkariga veida kavgja

Amadori produktu veidosanos (Gonzalez, et.al., 2020).

Hlorogénskabes parstav bagatigu augu polifenolu grupu, kas plasi sastopama cilveka
uzturd, §1 skabe arT kavé advanc@to glikéSanas gala produktu veidoSanos ar metalu helatu

palidzibu (Gonzalez, et.al., 2020).

Rutinam, citrusauglu flavonoidam, piemit helatu veidoSanas stimul&S$anas pasibas un tas
samazina Fentona reakciju ka brivo radikalu veidoSanas avotu. Tiek zinots, ka kafijskabe saistas
ar dzelzs joniem un noveérs§ Fentona reakcijas oksidativas sekas, tai skaita lipidu peroksidaciju,

DMPO hidroksilésanu un 2-dezoksiribozoksidéjoso noardisanos (Gonzalez, et.al., 2020).

Sie atklajumi ir pelnijusi ipadu uzmanibu, nemot véra, ka hema proteinu glikacija efektivi

atbrivo brivo dzelzi no héma grupas, kas savukart var katalizét Haber-Weiss reakciju, radot
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brivos radikalus, 1pasi hidroksil (-OH) radikalus un tadgjadi palielinot oksidativo stresu. Lai ari
daudzi polifenoli ietekmé metala jonu helatu veidoSanos, tiesi $aja biologiskaja darbiba tie

parada biitiskas atskiribas atkariba no to molekularas struktiiras (Gonzalez, et.al., 2020).

Viena nesena pétijuma, kura salidzinaja 10 polifenolu helatu veidosanas spgjas, p&tnieki
izteica pienémumu, ka katehola dala, kas atrodas daudzas polifenoliskajas struktiiras, ir butiska

funkcionala grupa metalu helatu veidoSana (Gonzalez, et.al., 2020).

1.7. Dikarbonilgrupas

Ka jau ieprieks tika minéts, vai nu Sifa bazu sadrumstalotiba (Namiki cel§), Amadori
produktu autoksidacija (Hodge cels), heksozes autooksidacija (Wolff cel§) vai glikolitiska vai
poliola cela blakusprodukti var radit jaunus reaktivus dikarbonilu starpproduktus, pieméram,
metilglioksalu (MGO) un glioksalu (GO). Péc tam Sie dikarbonili var modificét proteinus,
veidojot dazadu kimisko struktiiru advancétos glikéSanas gala produktus (Gonzalez, et.al.,

2020).

Reaktivo dikarbonilproduktu, kas pazistams arl ka “karbonilstress”, palielinaSanas ir
diabéta hiperglikémijas sekas. Saja konteksta ir zinots par dazu polifenolu
dikorbonilsavienojumu notverSanas sp&ju. Tas attiecas uz (-) — epigallokatehina — 3 — gallatu
(EGCG), galveno bioaktivo zalas tgjas polifenolu, kas var efektivi notvert reaktivos
dikarbonilsavienojumus (MGO vai GO). Tadi pat efekti ir noveroti resveratrolam, kvercetinam,

(+) — katehinam, (-) — epikateinam, hlorogénskabei un [6] -gingerolam (Gonzalez, et.al., 2020).

Turklat procianidini, kas plasi sastopami dazadu ogu sugas (mellenés, kazengs, zemengs,
avenés, dz€rvenés), ka ari senas magnolijas gints ziedos, novér§ advancéto glikéSanas gala

produktu veidosanos (Gonzalez, et.al., 2020).

1.8. Polifenoli un amiloid beta proteins

Plasajam peptidu un proteinu klastam piemit unikala tieksme passavienoties neskistosas
fibrilarajas ceturtgjas struktiiras. Nepareizi salociti proteini ir ipasi paklauti agregacijai. Tagad
ir zinami aptuveni 50 trauc€jumi, kas saistiti ar normali SkistoSu, funkcionalu peptidu un
proteinu nepareizu salociSanu un to turpmaku parveidoSanu, un intracelularu un arpusSiinu
amiloidu agregatu (fibrillu) veidoSanos. Amiloidu vai amiloidu kompleksu samazinasana,
iesp&jams, ir visefektivaka terapeitiska pieeja ar amiloidiem saistitu slimibu arsteéSana

(Siposova, et.al., 2019).

Lai arf ir pieliktas lielas piles, lai izprastu $o slimibu patogen&zi un izveidotu efektivu
terapiju, joprojam nav iesp&jams pilnigi izarstét Sis slimibas. Daudzam molekulam tika
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parbaudita to spgja trauc€t proteinu amiloidu agregaciju. Pieméram, vairakos zinojumos ir
paradita mazu molekulu efektivitate, lai kavétu vai paléninatu amiloida veido$anos. Saja aktivo
savienojumu grupa ietilpst isie peptidi, hinonu atvasinajumi, polifenoli un citas molekulas

(Siposova, et.al., 2019).

P&dgjas desmitgad@s ir palielin3jusies interese par daba sastopamajiem savienojumiem
un to terapeitisko potencialu. Jo 1pasi polifenoliskajiem savienojumiem ir zinamas labvéligas
farmakologiskas aktivitates, piem&ram, antioksidativa, -pretiekaisuma, -antivirala vai
pretalergiska iedarbiba, un tie var mazinat metalu izraisttu toksisku iedarbibu (Siposova, et.al.,

2019).

Turklat daudzu pétijumu rezultati, Skiet, norada uz to, ka dazi polifenoli var sniegt
neiroprotektivu iedarbibu, izmantojot vairakus farmakologiskos celus. Tomér tiek uzskatits, ka
to primaro neiroprotektivo iedarbibu var giit no amiloido fibrilu veidoSanas kavgjosas

iedarbibas (Siposova, et.al., 2019).

Vispétitakie augu polifenoli ar daudzsolosu anti-amiloido aktivitati ir t&jas katehini, (-) -
epigallokatehina-3-galats (EGCQG), ar vinu saistitie polifenoli — kvercetina atvasinajumi un
stilbéni, resveratrols, taninskabe, ka ari kurkumins. Diemzel, ka dokumentéts daudzos
pétijumos, kurkumina perorala biopieejamiba ir zema sakara ar salidzinoSi zemu absorbciju

zarnas un atru metabolismu aknas, kam seko eliminacija caur zultspusli (Siposova, et.al., 2019).

Daudzi dabiski sastopami savienojumi ir pétiti ka potenciala terapija, lai paléninatu vai
noveérstu Alcheimera slimibas progreséSanu, galvenokart darbojoties ka antioksidantiem, un ar1
veicot daas tieSas anti-amiolidu darbibas. Saja sakara ir labi izpétits fitoaleksins, un
resveratrols. Ir pieradits, ka tie novérs AP fibrilu veidosanos in vitro, aizsarga neironu PC12
Stinas no AP toksicitates un samazina ROS Iimeni neironu Stnu kultiird, pateicoties
antioksidantu sp&jai vai antioksidantu aizsargfunckijas augSupregulésanai (Harvey, et.al.,

2011).

Vinogu mizas ekstrakts satur sarkano vinogu pigmentu maisijumu, kas satur pigment&tus
taninus un antocianinus. No ekstrakta polifenoliem lielako dalu veido proantocianidini. Ir
konstatéts, ka vinogu mizas ekstrakta iekSkigai lietoSanai ir aizsargajoSa iedarbiba pret AP

toksicitati Alcheimera slimibas transgéna peles modeli (Harvey, et.al., 2011).

1.9. Antocianini
Faktiski vards antocianins ir atvasinats no diviem grieku vardiem, anthos un kyanos, kas

attiecigi nozimé “zieds” un “tumsi zils”. Tiek uzskatits, ka antocianini ir svarigi augiem, jo to

13



krasa piesaista dzivniekus, izraisot apputeksnéSanos. Sakara ar sp€cigu gaismas absorbciju, tie

var biit svarigi ar1, lai aizsargatu augus no ultravioleta starojuma raditiem bojajumiem.

Antocianini ir flavanoidi auglos un darzenos, kas padara tos spilgti sarkanus lidz zilus.
Lidz $im daba ir identificéti vairak neka 635 antocianinu, kurus raksturo sesi Visizplatitakie
aglikoni un to dazada veida glikozilacijas un acilacijas produkti. Salidzinajuma ar citiem
flavonoidiem uztura ir liels antocianinu daudzums, jo tie plasi izplatiti augos (He and Giusti,
2010).

Antocianini ir @ideni $kisto$i vakuolari pigmenti, kas atrodami daudzos augu audos.
Partika izmantojamos antocianina avotos ietilpst krasaini augli, pieméram, ogas, kirsi, persiki,
vinogas, granataboli un plumes, ka ar1 daudzi tumsSas krasas darzeni, sarkanais sipols, redisi,
baklazani. Lai arT tie visbiezak uzkrajas ziedos un auglos, antocianini ir atrodami art lapas,
stublajos un augu glabasanas organos. Kopgjais antocianinu saturs dazadas augu sugas un pat
Skirn@s ieveérojami atSkiras. Pieejamie dati liecina par loti plasu antocianinu daudzumu ogas,
kas parasti nodroSina visvairak antocianinu viena porcija. Vides faktori, pieméram, gaisma,
temperatiira un aukstums, arT ievérojami ietekmé antocianina koncentraciju (He and Giusti,

2010).

Balstoties uz daudziem Stnu liniju pétjjumiem, dzivnieku modeliem un cilvéku
kliniskajiem pétijumiem, tika izteikta hipot€ze, ka antocianiniem piemit pretiekaisuma, anti-
kancerogéna, sirds un asinsvadus uzlabojosas, diab&tu mazinoSas pasibas, kuras visas ir vairak

vai mazak saistitas ar to spécigo antioksidantu ipasibam (He and Giusti, 2010).

1.10. Vaccinium gints

Vaccinium pieder pie sauszemes kriimu gints Ericaceae gimenes. Ta satav no aptuveni
450 sugam ar plasu geografisko izplatibu ziemelu puslodg, ka arT tropiskas Azijas un Centralas
un Dienvidamerikas kalnos. DaZas sugas ir sastopamas arT Afrika un Madagaskara, ka ar1 92
sugas Kina. Augsts Vaccinium sugu blivums ir izplatits Himalajos, Jaunaja Gvineja un
Dienvidamerikas Andu regiona. Lielaka dala sugu ir atrodamas atklatas kalnu nogazes tropos.
Gandriz 40% no Vaccinium sugam ir Dienvidaustrumu Azija (Malaizijas arhipelaga, Jaunaja

Gvingja, Indija, Kina un Japana) (Song and Hancock, 2010).

1.11. Ogu izspaidas

Ogu parstrade sula parasti rada aptuveni 70-80% meérka produkta un 20-30%

blakusprodukta. Ogu sulas parstrades atlikumi, ko parasti dévé par izspaidu, satur lielu
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daudzumu uzturvielu un bioaktivo savienojumu, un, ta k@ ogas parasti tieck paklautas

minimalam pesticidu ITmenim, tas ir pievilcigs baribas vielu avots (Struck, et.al., 2016).

Bioaktivajiem savienojumiem ir veselibu veicinosi efekti, tie samazina sirds un asinsvadu
slimibu, ka ar véza risku, pateicoties antioksidantiem un pretiekaisuma iedarbibai, kas savukart

samazina oksidativo strestu (Struck, et.al., 2016).

Ogas ir bagatas ar fenolskabém, stilbéniem un flavanoidiem, dala no tiem, proti,
antocianini ir atbildigi par auglu krasu un to augsto antioksidantu sp&ju. Ogas parasti izspiez,
apstrada ar pektinazém un silda pirms sulas ekstrakcijas, un ogu dalas, kas paliek presésanas
atlikuma, galvenokart ir s€éklas, mizinas un stublaji. Ogu izspaidas parasti parstrada dzivnieku
bariba, kompost€, izmanto biogazes razoSanai vai vienkarsi izmet. Tiek noradits, ka 25-50%
svaigu mellenu procianidinu paliek sula p&c sulas ekstrakcijas, kas norada uz vertigu uztura
savienojumu zaud&Sanu, kad izspaidas iziet no partikas k&des. Turklat daudzi fenola

savienojumi, kas atrodas ogu mizas un s¢klas, tiek saglabati izspaidas (Struck, et.al., 2016).

Ta ka ogu izspaidu mitruma saturs ir aptuveni 50%, un, ta ka tas satur dazadas
sagremojamas baribas vielas, tas ir loti paklautas mikrobiem. Lidz ar to sakotn&ja izspaidu
apstrade ir nepiecieSama, lai nodroSinatu apmierinoSu glabaSanas laiku. Parasti apstrade ietilpst
zaveSana, ka arT malSana un kondicionéSana. Lai iegiitu izspaidu pulverus ar lielu daudzumu
bioaktivo savienojumu, ir svarigi pielagot apstrades apstaklus ZavéSanas laika, jo antocianini
viegli sadalas. Papildus izspaidu pulvera razoSanai, kas ir bagats ar uztura Skiedrvielam un
antioksidantiem, vél viena pieeja, lai pievienotu izspaidu pievienotajai vertibai, ir So sastavdalu
ekstrah&sana. Jaunakie pétijumi Tpasi koncentr&jas uz modernam, energijas taupiSanas
tehnologijam antioksidantu ieguvei, pieméram, $kidruma ekstrakcija ar spiedienu, ekstrakcija

ar kritisko skidrumu un ekstrakcija ar ultraskanu vai mikrovilnu palidzibu (Struck, et.al., 2016).

1.12. Ogu izspaidu saturs

Ogas parasti veido to miza, miksts un suligs auglapvalks, starpStinu sula un séklas.
Dazadu frakciju sadalijums tomer ir liela méra atkarigs no ogu Skirnes, piem&ram, mellen&s
attiecigds mizas un s€klu masas dalas ir attiecigi 19%un 1,5%. P&c sulas ekstrakcijas ogu
izspaidas, iznemot mizas un s€klas, satur ar1 stublajus, koka dalas un atlikuSos fragmentus, kas

paliek no mehaniskas novaksanas procediram (Struck, et.al., 2016).

Zavétu izspaidu galvena sastavdala ir uztura bagatinatajs no §anu sieninam, kur§ sastada
apméram 68%, kam seko olbaltumvielas (apméram 15%) un lipidi. Piem&ram, upenu izspaidas
sastav no 59% lignina, 25% hemicelulozes, 12% celulozes un 3% pektina. Svaigu auglu pektina

saturs svarstas no 0,2% lidz 1,79% upenés un no 0,1% Iidz 0,78% mellenés. Attieciba uz ogu
15



izspaidu kimisko sastavu Ipasa uzmaniba tiek pieveérsta fenola savienojumu koncentracijai un

izplatibai (Struck, et.al., 2016).
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2. MATERIALI un METODES
2.1. Materiali

2.1.1 Reagenti, paligvielas un materiali

Metanols, CH30H (Sigma-Aldrich)

Aminoguanidins (Sigma-Aldrich)

Resveratrols (Sigma-Aldrich)

Liellopu seruma albumins (BSA) (Sigma-Aldrich)

Metilglioksals (MGO), 40% tdens skidums (Sigma-Aldrich)
Tioflavins T (ThT) (Sigma-Aldrich)

Amiloid beta proteina fragments 1-42 (Abeta 1-42), (Sigma-Aldrich)
10 PBS buferis (Sigma-Aldrich)

11 Fosfatbuferis 0,1 M pH 7,4 (Sigma-Aldrich)

12  Dimetilsulfoksids (DMSO) (Sigma-Aldrich)

© 00 N o o1 o W

13 Ogu izspiedu sausie ekstrakti (LU Geografijas un Zemes zinatnu fakultates Vides
zinatnes nodala)

14 96-laucinu melnas mikroplates (Greiner, Merck)

15 Mikropipetes (10-100;20-200; 1000 pL)

16 Multikanalu pipete

17  Plates parklajosas pléves (Sarstedt, Vacija)

18  Skidruma uzpildes vanninas (Sarstedt, Vacija)

19 Ependorf mé&genes (Sarstedt, Vacija)

20 Pipesu uzgali, (Sarstedt, Vacija)

21 Ependorf mégenu stativi (Sarstedt, Vacija)

Attéls 2.1.1 96-laucinu mikroplate
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96-laucinu melnaja platé augSpuse ir sanumurétas rindas un kreisaja sanu mala ir burti.

2.1.2. Aparatira
1. Mikroplasu lasitajs TEKAN Infinite 200 PRO ar i-control software (Tecan Trading AG,

Sveice)

2. Analitiskie svari Precisa XB 120 A, SERIES 320 XB D99 — D9 — 030.
3. Vortex maisitajs, Biosan, Latvija
4. Termostats, inkubators ar kratitaju ES-20/00, Biosan, Latvija

5. Dators, savienots ar mikroplasu lasitaju.
2.2. Metodes

2.2.1. AGE veidosanas liellopu seruma albumina un metilglioksala reakcija

Ogu izspiedu sausos ekstraktus nosver uz analitiskajiem svariem un iz8kidina metanola
koncentracija 100 mg/ml. So §kidumu atikaida ar PBS buferi pH 7.00 lidz koncentracijai 10
mg/ml un uzglaba ledusskapi eksperimentu veiksanai. Saja eksperimenta ekstraktus atikaida ar
buferi koncentracyjas 2; 1; 0,5 un 0,25 mg/ml. Aminoguanidinu nosver un izSkidina buferi
koncentracija 10; 2; 1; 0,5; 0,25 mg/ml. Petamas koncentracijas biis divreiz mazakas, jo notiks
ieks€ja atSkaidiSanas. BSA nosver un iz8kidina ident ar aprékinu, lai vienas reakcijas 0,5 ml
tilpuma gala koncentracija biitu 10 mg/ml. Metilglioksala 40% tidens $kidumu iem&ra Ependorf
mégeng, lai vienas reakcijas izvélétaja gala tilpuma butu 5 mM. Molmasa metilglioksalam ir
72,06266 g/mol. 40% sk. ir 5,55 M. Lai iegiitu 5 mM, butu jaatskaida 1111 reizes. 5,4 ul MGO
40% uz 1 ml. Kopgjais vajadzigais tilpums ir atkarigs no paraugu skaita — 5 ekstrakti un katram
4 koncentracijas = 20 paraugi, aminoguanidinam 5 koncentracijas = 5 paraugi, pozitiva kontrole

=1, kopa 26 Ependorf mégenes ar paraugiem un 13 ml kopg&ja visu paraugu tilpuma.

Tatad 0,5 ml maistjums viena Ependorf mégené satur ekstraktus vai aminoguanidinu

dazadas koncentracijas, BSA 40 mg/ml un MGO 20 mM, nemot véra ieksgjo atSkaidisanos.
2.2.1.1. Tabula

Vienas parauga koncentracijas un reagentu maisijuma sastavs viena mégene

Kontrole, Paraugi, dazadas | Aminoguanidins,
maksim. AGE konc., 0,25 ml 0,25 ml
MGO 20 mM 0,125 mi 0,125 ml 0,125 ml
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BSA 40 mg/ml 0,125 ml 0,125 ml 0,125 ml
Buferis 0,25 ml - -

Kop¢gjais tilpums | 0,5 ml 0,5 ml 0,5ml

Reagentu kontrolei pagatavo tadus pasus skidumus, bet nepievieno MGO. Mé&genes saliek
stativos un 7 dienas tur termostata 37° C gradu temperatiird tumsa vieta. Tad ar pipeti ieméra
150 pl katra parauga melnaja 96-laucinu plate triplikatos un méra fluorescenci ar mikroplasu
lasitaju pie ierosinajuma vilniem 360 nm un emisijas vilniem 435 nm. Eksperimenti atkartoti
tris reizes un katrs paraugs meérits triplikatos. Aprékinot relativas fluorescences vienibas (RFU),
no paraugu ar MGO fluorescences RFU atnem atbilsto$o paraugu reagentu kontroles RFU.
Metode atbilst publicétai (Liu et al., 2016).

2.2.2. Abeta 1-42 agregatu ar MGO veido$anas metode

Ekstraktus atSkaida Iidz 1,5 un 0,3 mg/ml koncentracijai, aminoguanidinu 0,3 mg/ml un
MGO 3 mM. Atskaidijumus veic ar aprékinu, lai gala reakcija biitu $adas koncentracijas —
ekstrakti 0,5 un 0,1 mg/ml, aminoguanidins 0,1 mg/ml un MGO 1 mM. Kopa 12 paraugi
Ependorfa mégenés. Amiloid beta 1-42 proteins spontani veido agregatus tidens $kiduma, tapéc
liofilizeta pulvera visu fasgjumu izSkidina DMSO neliela daudzuma un atSkaida ar fosfatbuferi
pH 7,4 trisreiz lielaka koncentracija (150 uM), lai kop€ja paraugu tilpuma bitu 50 uM
koncentracija. Molmasa Abeta 1-42 ir 4514,04. M&gengs sagatavo $kidumu maisijumus, un tad
ar pipeti ieméra 40 pl ekstrakta vai aminoguanidina, 40 ul Abeta 1-42 150 uM un 40 ul MGO
3 MM melnaja 96-laucinu plates viena laucina triplikatos un ar multikanalu pipeti pievieno 120
pl tioflavina T (ThT) 50 pM Skiduma. Izméra fluorescenci ar mikroplasu lasitaju pie
ierosindjuma vilniem 450 nm un emisijas vilniem 490 nm. Plati aizIime ar plévi un 3 dienas tur
termostata 37° C gradu temperatiird tums$a vietd. P&c tam vélreiz méra fluorescenci pie
ierosinajuma vilnpiem 450 nm un emisijas vilniem 490 nm. Tioflavins T tiek plasi izmantots
amiloidu fibrilu fluorometriskaja noteikSana in vitro. Ja nav amiloidu Skiedru, krasviela vaji
fluorescé pie ierosmes un emisijas maksimuma attiecigi 350 un 435 nm. Amiloido Skiedru
klatbtutng tioflavins T piesaistas pie tam un veidojas spilgta fluorescence pie ierosmes un
emisijas maksimuma attiecigi 450 un 490 nm. Fluorescences izmainas ir linearas no 0 lidz 2,0
pg / ml amiloida fibrilu. Eksperimenta var izvéléties, vai meérit nepiesaistita tioflavina T
fluorescenci pie 350/435 nm vilniem, vai mérit saistito tioflavinu T pie vilnpiem 450/490 nm.
Pirmaja gadijuma, ja biitu agregacijas inhibicija, tad inhibitori fluorescenci palielinatu, jo biitu
mazak agregatu, kur tioflavinam piesaistities. Otraja gadijuma inhibitori tioflavina T

fluorescenci samazina, jo ir samazinajusies agregatu rasanas.
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Eksperimenti atkartoti tris reizes un katrs paraugs meérits triplikatos. Aprékinot relativas
fluorescences vienibas (RFU), no paraugu beigu fluorescences RFU atnem atbilstoSo paraugu
iepriek§ izmérito RFU. Aprekina vidgjo inhibicijas efektu un izsaka %. Metode atbilst
publicétai (Liu et al., 2016).

2.2.3. Abeta 1-42 agregatu veidoSanas paaugstinata temperatiira

Lidzigi ka Liu et al. (2016) pétijuma par references vielu tika nemts resveratrols
koncentracija 0,1 mg/ml. Ekstraktus atSkaida 1idz 0,5 un 0,1 mg/ml koncentracijai. Mégenges
sagatavo Skidumu maisijumus, lai gala koncentracijas ekstraktiem batu 0,5 un 0,1 mg/ml, bet
resveratrolam 0,1 mg/ml un Abeta 1-42 50 uM. Tad ar pipeti ieméra 50 ul ekstrakta
koncentracijas 1 un 0,2 mg/ml vai resveratrola 0,2 mg/ml un pievieno 50 pul Abeta 1-42 100
UM melnas 96-laucinu plates viena laucina triplikatos un ar multikanalu pipeti pievieno 100 ul
tioflavina T (ThT) 50 uM skiduma. Izmeéra fluorescenci ar mikroplasu lasitaju pie ierosinajuma
vilniem 450 nm un emisijas vilniem 490 nm. Plati aizlim€ ar plévi un 3 dienas tur termostata
37° C gradu temperatiira tumsa vietd. P&c tam vélreiz méra fluorescenci pie ierosinajuma
vilpiem 450 nm un emisijas vilniem 490 nm. Eksperimenti atkartoti tris reizes un katrs paraugs
merits triplikatos. Aprékinot relativas fluorescences vienibas (RFU), no paraugu beigu
fluorescences RFU atnem atbilstoSo paraugu iepriekS izmérito RFU. Aprékina vidgjo

inhibicijas efektu un izsaka %.

Datu statistiska analize

Visos eksperimentos paraugi tika meriti triplikatos un eksperimenti atkartoti tris reizes.
Merjjumiem aprékinata videja relativa fluorescence (RFU) ar standartnovirzi (SD). Inhibicija %
aprékinata péc vienadojuma: inhibicija %=[1-(RFU paraugam/RFU kontrolei)] * 100.
Statistiska ticamiba noveértéta ar vienvirziena ANOVA testu (one-way ANOVA test) ar Tukey-
Kramer post hoc salidzinajumu lidzigi ka publikacija (Liu et al., 2016), izmantojot GraphPad
Prism 7 programmattru (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, ASV). Ticamiba apziméta
ka P<0.05.
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3. REZULTATI

3.1. Ogu izspaidu ekstraktu AGE veido$anas inhibicija in vitro

Petijam ogu izspaidu ekstraktu ietekmi uz AGE veidoSanos. AGE veidoSanas notika
seruma albumina reakcija ar MGO septinu dienu laika, inkubgjot paraugus termostata 37° C

gradu temperatiira un tumsa. Ka pozitivo references savienojumu izmantojam aminoguanidinu.

Iegitie rezultati (3.1.1. tabula) rada, ka visi ekstrakti no koncentracijas atkariga veida

inhib&ja AGE veidoSanos. Aminoguanidins visas koncentracijas aizkavéja AGE veidoSanos.
3.1.1.tabula

Aminoguanidina un ogu izspiedu ekstraktu AGE veidoSanas inhibicija (%)

Vielas Konc. Inhibicijas% | SD P vértiba vs.
mg/mi kontrole
Kontrole 0 5
AG 5 95,43299 10 5,54886E-06
1 82,53266 8 1,07398E-05
0,5 71,07402 10 4,82766E-05
0,25 50,46928 13 0,000455114
0,125 30,79826 7 0,001681708
M 1 75,55394 6 1,54579E-05
0,5 55,99419 2 4,75056E-05
0,25 30,78374 3 0,000625226
0,125 9,690373 2 0,036495679
KM 1 61,49976 1,33 | 3,22726E-05
0,5 38,98887 1,13 | 0,000194486
0,25 17,66812 2,4 0,004065793
0,125 5,500726 2 0,162033855
LD 1 35,76681 2,09 | 0,000295089
0,5 18,76149 1,24 | 0,003730662
0,25 14,70731 2,1 0,007990993
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0,125 3,846154 0,9 | 0,290091899
PD 1 28,51476 10 0,01235078
0,5 21,51911 1,78 | 0,002108494
0,25 7,343977 5,22 | 0,144034457
0,125 5,674891 2,14 | 0,146682266
BR 1 19,76294 0,44 | 0,002550465
0,5 8,848573 0,66 | 0,040106304
0,25 6,560232 1,61 | 0,098668296
0,125 3,207547 3,07 | 0,398959727

Apzim&jumi: AG — aminoguanidins, M- mellenu ekstrakts, KM — kriimellenu, LD - lielogu

dzeérvenu, PD — purva dzérvenu, BR — briiklenu.

AGE veidoSanas

Aminoguanidins 5 mg/ml gandriz pilnigi nobloké AGE veidoSanos, salidzinot ar kontroli, kas
ir seruma albumina un MGO veidotais AGE bez inhibitora, kad inhibicija ir 0. Mellenu
ekstraktam koncentracija 1 mg/ml ir Iidzigs efekts ka aminoguanidinam koncentracija 1 mg/ml,
un tikai mellenu ekstrakts visas pétitajas koncentracijas no 1 mg/ml lidz 0,125 mg/ml inhibé
AGE veidosanos. Kriimmellenu un lielogu dzérvenu ekstrakti inhibé AGE veidoSanos sakot ar

0,25 mg/ml, bet dzérvenu un briklenu ekstrakti tikai koncentracijas 1 un 0,5 mg/ml (kad P <

0,05).

inhibésanas

sp&ja  visvairak

izteikta mellenu ekstraktam.

Iustracijai ekstraktu AGE veidoSanas inhibicijas % paraditi attéla 3.1.1.
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3.1.1. att. Ogu izspaidu ekstraktu un aminoguanidina AGE veidoSanas inhibicija %

Apzim&jumi: AG — aminoguanidins, M- mellenu ekstrakts, KM — kriimellenu, LD - lielogu

dzérvenu, PD — purva dzérvenu, BR — briklenu ekstrakts.

No ogu ekstraktiem augstakais inhibicijas procents ir melleném koncentracija 1mg/ml.
Vismazak AGE veidoSanos ietekmé briiklenu un dz&rvenu ekstrakti, kuriem statistiski ticama

inhibicija ir tikai 1 mg/ml un 0,5 mg/ml koncentracija.

3.2. Ogu ekstraktu Abeta 1-42 un MGO agregatu veidosanas inhibicija

Izmantojam divas metodes Abeta 1-42 agregacijas pétiSanai. Agregatu raSanas
novertéSanai izmantojam Abetal-42 reakciju ar MGO un amiloid beta 1-42 proteina spontanu
agregatu veidosanos tidens Skiduma paaugstinata temperatiira. Abeta agregatu iekrasoSanai un
fluorescences mériSanai izmantojam tioflavinu T, kas veido fluorescgjoSu savienojumu péc

piesaistiSanas pie Abetal-42 agregata.

ArT Saja testa ka pozitivo references vielu izmantojam aminoguanidinu. Vispirms izmera
sakotngjo fluorescenci un péc tris inkub&Sanas dienam radusos tioflavina T un Abetal-42
fibrillu kompleksa fluorescenci. Tabula 3.2.1. parada, cik reizes pieauga tioflavina T
fluorescence salidzinot ar fona fluorescenci, kas parada ta piesaistiSsanos pie amiloida agregata

un apliecina, ka agregats tieSam ir veidojies.
3.2.1.tabula

Tioflavina T piesaistiSanas Abetal-42-MGO kompleksam dinamika

Viela Konc. Vidgjais | Vid&jais RFU RFU
mg/ml RFU pirms péc pec/RFU

inkub&8anas | inkub&$anas pirms

Kontrole 0 343 772 2,25
M 0,5 425 679 1,59
0,1 424 715 1,68

KM 0,5 506 745 1,47
0,1 459 726 1,58

LD 0,5 416 633 1,52
0,1 436 722 1,65

PD 0,5 458 734 1,6
0,1 461 805 1,74

BR 0,5 509 798 1,56
0,1 482 813 1,38

M- mellenu, KM — krimmellenu, LD — lielogu dzérvenu, PD — purva dzé€rvenu un BR —
briiklenu ekstrakts. Relativas fluorescences vienibas (RFU).
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Péc 3 dienu inkubacijas tioflavina T fluorescence RFU kontroles paraugos ir pieaugusi
2,25 reizes, kas apliecina, ka ir izveidojies Abetal-42 un MGO komplekss. Redzam, ka
ekstraktu pievienosana reakcijas maistjumam kavé $ada agregata veidoSanos un RFU pieaug

mazak par 2,25 reizém.

Talak aprékinajam ekstraktu vidgjo inhibicijas efektu un izteicam %.

70
60
50

40
30
20
10 '
0
Q% N \e) N Q%

%

) 5 N
10 & i O Qv Iy Qr O Y O 5 O
Ry N & S S & ©

o
(-

Konc. mg/ml

3.2.1. att. Ekstraktu un aminoguanidina Abetal-42 un MGO agregatu veidoSanas
inhibicija (%).
M- mellenu, KM — kriimmellenu, LD — lielogu dzérvenu, PD — purva dzérvenu un BR —

briklenu ekstrakts, AG- aminoguanidins.
Visi ekstrakti un aminoguanidins inhib&a Abeta 1-42 un MGO agregatu veidoSanos,

saltdzinot ar kontroli (P<0,05). Aminoguanidins koncentracija 0,1 mg/ml inhibgja par 55%,
mellenu ekstrakts 0,5 mg/ml inhib&ja par 40%, krimellenu — 44%, liclogu dz&érvenu 49%,
dzérvenu -35% un bruklenu 32%. Koncentracija 0,1 mg/ml ekstrakti inhib&ja Abeta 1-42 un

MGO agregatu veidoSanos vidgji par 20-37%.

3.3. Ogu ekstraktu Abeta 1-42 agregatu spontana veidoSanas paaugstinata
temperatiira
Mgs pétijam arT Abeta 1-42 agregatu veidoSanos paaugstinata temperatiira bez MGO
Klatbiitnes. Paraugi tika inkubéti 3 dienas 37°C temperatara. Ekstraktu efektu salidzinajumam

ka referenci izmantojam resveratrolu 0,1 mg/ml koncentracija.

Noveérojam, ka péc 3 dienu inkubacijas fluorescences RFU kontroles paraugos ir

picaugusas, bet ekstraktu un resveratrola pievienoS$ana kavé Abetal-42 agregatu veido$anos un
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attiecigi tioflavins T mazak piesaistas fibrilam, kas spontani veidojas. Saja testa tika parbauditas

ogu ekstraktu sp&jas inhib&t spontanu Abeta 1-42 agregatu veidosanos.

3.3.1.Tabula
Tioflavina T piesaistiSanas pie Abeta 1-42 agregatiem
Vidgjais RFU
Koncentracija RFU Vidgjais | pé&c/RFU
Vielas mg/ml pirms | RFU péc pirms
Kontrole 0 9,00 191,33 21,26
M 0,5 147,67 277,00 1,88
0,1 57,33 204,33 3,56
KM 0,5 142,00 248,33 1,75
0,1 57,00 198,33 3,48
LD 0,5 67,33 217,67 3,23
0,1 24,33 135,33 5,56
PD 0,5 73,67 147,00 2,00
0,1 24,33 151,33 6,22
BR 0,5 130,00 227,33 1,75
0,1 35,33 178,67 5,06
Resveratrols 01 14,00 76,00 543

M- mellenu, KM — krimmellenu, LD — lielogu dz&érvenu, PD — purva dz&rvenu un BR —

briiklenu. Relativas fluorescences vienibas (RFU).

Péc 3 dienu inkubacijas 37° C temperatiira tioflavina T fluorescence RFU kontroles

paraugos ir pieaugusi 21,26 reizes, kas apliecina, ka ir izveidojies Abetal-42 agregats.

Redzams, ka ekstraktu pievienoSana reakcijas maisijumam kaveé Abeta 1-42 spontanu agregatu

veidoSanos un visas koncentracijas RFU pieaug mazak par 21,26 reizém. Temperatiiras

ietekmé amiloida fibrilas ir veidojusas vairak neka reakcija ar MGO.

Petito ekstraktu un resveratrola inhibicijas efektivitate salidzinata 3.3.2. tabula.
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3.3.2. tabula

Ogu ekstraktu un resveratrola Abeta 1-42 agregatu spontanas veido$anas inhibicija, %

Paraugs un Inhibicijas % SD P
konc. mg/ml
0 55 0,000122549
kontrole
29 2,8 0,037952989
M 0.5
15,7 53 0,000179981
0,1
41 8 0,001384242
KM 0,5
22 7 2,99011E-05
0,1
39 2 0,001693992
LD.0,5
17 4.9 7,75146E-06
0,1
59 3,2 0,000325313
PD. 0,5
30 6,24 1,69783E-05
0,1
46,6 2,5 0,002630388
BR. 0,5
21,3 8,5 0,787422394
0,1
Resveratrols 66 1,73 3,51483E-06
0,1

M- mellenu, KM — krimmellenu, LD — lielogu dz&rvenu, PD — purva dz&érvenu un BR —
briklenu ekstrakts. Statistiska ticamiba aprékinata pret kontroli, kas ir Abeta 1-42 bez
inhibitoru klatbiitnes, kad inhibicija ir 0%.

Tabula ir redzams, ka vislielakais inhibicijas procents ir resveratrolam (66%). Visi ogu
ekstrakti, ticami inhib&a Abeta 1-42 agregaciju koncentracijas 0,5 un 0,1 mg/ml, iznemot
briikklenes ekstraktu 0,1 mg/ml. Ir redzams, ka purva dz€rvenu ekstraktam koncentracija
0,5mg/ml ir vislielakais inhibicijas procents starp ogu ekstraktiem, savukart vismazakais

inhibicijas procents ir mellenu ekstraktam. Mellenu ekstrakts 0,5 mg/ml inhib&ja amiloida
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agregatu veidosanos par 29%, krimellenu — 41%, lielogu dzérvenu 39%, purva dzervenu -59%
un briklenu 46,6%. Koncentracija 0,1 mg/ml ekstrakti inhib&ja Abeta 1-42 agregatu spontanu

veidoSanos vidgji par 15,7-30%.

Ekstraktu amiloidu agregatu inhibicijas efektivitate ilustrativi paradita 3.3.1. attela.
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3.3.1. att. Ekstraktu un resveratrola Abetal-42 spontanu agregatu veido$anas
inhibicija (%). M- mellenu, KM — krimmellenu, LD — lielogu dz&rvenu, PD —

purva dz€rvenu un BR — briklenu ekstrakts.
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4. DISKUSIJA

Lidz $im ievérojams pieradijumu kopums liecina, ka advancétie glikésanas gala produkti
ir saistiti un, iesp&jams, atbildigi par novecosanas laika novérotajam izmainam un daudzu ar
vecumu saistitu slimibu, tadu ka 2.tipa cukura diabéts, Alcheimera slimiba, kardiovaskularas
slimibas attistibu (Chaudhuri, et.al., 2018). ST pétijuma mérkis bija noskaidrot vai daba
sastopamas vielas, kuras cilveki lieto ikdiena un uztura, spg inhib&t vai dalgji apturét So

produktu veidoSanos.

Eksperimentos tika pétiti Vaccinium gints mellenu (Vaccinium myrtillus), krimmellenu
(Vaccinium corymbosum), liclogu dz&rvenu (Vaccinium macrocarpon), dzérvenu (Vaccinium
oxycoccus) un briklenu (Vaccinium vitis-idaea) ogu izspaidu ekstraktu efekti uz AGE un Abeta
1-42 agregatu veidoSanos in vitro. Izvélétas parbaudes metodes bija lidzigas agrak
publicétajam (Li et.al.,, 2012). Ka pozitivo references vielu AGE testa izv€lgjamies
aminoguanidinu. Aminoguanidins ir nukleofils hidrazina sintétisks atvasinajums, kas bloke
AGE veidosanos. Diemzél tas nekluva par zalém, jo drosibas apsvérumu un zemas in Vvivo
efektivitates de] tika atsaukts no klinisko pétijumu tresas stadijas (Thornalley 2003). Pé&c §is
neveiksmes ar sintétiskajam vielam vairaki dabas produkti tika pétiti ka AGE veidoSanas
inhibitori un atziti par dro$iem lietosana cilvékiem (Lee et al., 2006). Pieméram, augsta AGE
inhibicijas aktivitate atrasta melisas etanola ekstraktam (Miroliaei et al. 2011), zalas tgjas
ekstraktam (Babu et al., 2008) un kafijas sastava esoSajam skabém (Verzelloni et al., 2011).
Cory ar Iidzautoriem (2014) salidzinaja 12 &riku dzimtas ogu ekstraktu AGE veidoSanas
inhibicijas sp&ju. Starp tam bija ar1 dze€rvenes, kas ir ieklautas misu petijuma. Petnieki secinaja,
ka AGE inhibicijas efekts korele ar kop€jo polifenolu saturu un antiradikalo sp&ju, bet vajak
korel€ ar antocianinu sastavu. Miisu pétijuma ieklauto ogu izspiedu ekstraktu kimiskais sastavs
parada, ka ekstraktu kopgjais polifenolu daudzums ir no 36 (mellenu ekstrakta) lidz 55
(krimellenu ekstrakta) g uz 100g sausa ekstrakta (Muceniece et al., 2019), bet antocianinu
saturs ekstraktiem ir izteikti atskirigs. Visvairak ir krimmellenés (34,75 g/100g), mellenés
(13,26 g/100g) un daudz mazak dz&rvenés (5,95 9/100g), lielogu dz&rvenés (3.13g/100g) un
britkklengs (1,59 g/100g ekstrakta). Tomér miisu eksperimentos vislabak AGE veidoSanos
inhib&ja mellenu izspiedu ekstrakts nevis krimmellenu ekstrakts, kuram kopgjais polifenolu
saturs ir lielaks neka mellenu ekstraktam. Un radikala DPPH koncentracijas samazinasanas
testa vislielako antiradikalo sp&ju uzradija dz&rvenu un briiklenu ekstrakti (Muceniece et al.,
2019).

Par Vaccinium gints ogam zinatniskaja literattra ir publicéti daudzi p&tijumu rezultati, it
1pasi par to sastavu un cilvéka veselibai labvéligajam vielam, ko tas satur. Visbiezak no
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Vaccinium gints ogu sastava tiek pieminéti daudzie polifenoli un antocianini, kuriem ir tadas
pasibas ka, kardiovaskularas sistémas funkciju uzlabosana (Habanova, et al., 2016). P&tijums
pieradija, ka mellenu (Vaccinium myrtillus L.) ogu uzpemsSana uztura samazinaja
kardiovaskularo slimibu risku un uzlaboja lipoproteinu sastavu pacientiem, kuri ieklava tas sava
uztura. Cita pétijuma tika minéts, ka Vaccinium arctostaphylos ogam ir sistoliska un diastoliska
asinsspiediena samazino$as sp&jas pacientiem ar lieko svaru (Kianbakht, 2019). Protams, tiek
mingtas ari citas Tpasibas, pieméram, pretiekaisuma un antioksidantu pasibas, kas tiek plasi

aprakstitas (Samad, et al., 2014) pétijuma.

Ogu ekstraktu antioksidantu un pretickaisuma efekti kalpo par pamatu talak pétit to
neiroprotektivas Ipasibas, kuras var&tu izmantot, lai noveérstu saslimsanas riskus vai atvieglotu
Parkinsona un Alcheimera slimibu pacientu simptomus (Thornthwaite, 2020). Dazi pétijumi
jau ir paradijusi, ka dabigie polifenoli varétu biit potenciala stratégija Alcheimera slimibas
papildterapijai vai profilaksei (Han, et.al., 2015). P&dgja desmitgadg ir picaugusi zinatniska
interese par ogam, kas bagatas ar polifenoliem, jo to patérin$ ir saistits ar vecumu saistitu
kognitivo un motorisko traucgjumu samazinasanos. Ogu polifenolu efekti tiek novertéti to
farmakologiskas, antioksidativas, pretickaisuma un citoprotektivas aktivitates dé] (Bhullar,
et.al., 2015). Daudzi dabiski sastopami savienojumi ir padzilinati pétiti, lai paléninatu vai
noverstu amiloidproteina agregaciju un nervu $iinu boja eju Alcheimera slimniekiem. Ir
pieradits, ka fitoaleksins, un resveratrols noveér$ A fibrilu veidosanos in vitro, aizsarga neironu
PC12 stinas no AP toksicitates un samazina ROS Iimeni neironu $tinu kulttra (Harvey, et.al.,
2011). Vinogu mizas ekstrakta proantocianiniem pieradita aizsargajosa iedarbiba pret A
toksicitati Alcheimera slimibas transgéna peles modeli (Harvey, et.al., 2011). No misu
pétijuma ieklautajiem mellenu gints ogu izspiedu ekstraktiem visvairak proantocianinu bija
purva dzérvenu un mellenu ekstraktos, bet kopé&jais polifenolu un antocianinu daudzums
krimmellenu ekstraktam (Muceniece et al., 2019). Ogu ekstraktu saturs lava izteikt hipotézi,
ka tie varétu samazinat Abetal-42 agregatu veidoSanos in vitro. Lai noskaidrotu vai pétitie ogu
ekstrakti inhibé Abeta 1-42 agregantu veidoSanos, izvélgjamies divus testus — Abetal-42
reakciju ar MGO un Abetal-42 termoagregacijas testus. Abetal-42 reakcija ar MGO més
izvélgjamies ka pozitivo references vielu aminoguanidinu. Citu autoru p&tijumos atrasts, ka no
zalas t&jas izol&tais epigallokatehina gallats inhibé Abeta 1-42 agregaciju (Churches, et al.,
2014), un to ari vartu izmantot ka pozitivas references savienojumu. Pie tam
metilepigallokatehina-3-O-gallats tika identificéts mellenu gints ogu ekstraktos no 59-104 pg
uz g ekstraktu polifenolu daudzuma (Muceniece et al., 2019). Bet izvél&jamies

aminoguanidinu, jo tam ir specifiska sp&ja noblokét MGO un nelaut tam piesaistities pie licliem
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proteiniem (Solis-Calero et al., 2014). Musu iegiitie rezultati liecina, ka visi pieci Vaccinium
ogu izspiedu ekstrakti inhibé Abetal-42 ar MGO kompleksa agregatu veidosanos in vitro,

salidzinot ar kontroles grupu.

Nakama testa mérkis bija noskaidrot vai ogu ekstraktiem ir sp&jas inhib&t spontanu Abeta
1-42 agregatu veidoSanos paaugstinata temperatiird. Par pozitivas references vielu $aja
eksperimenta tika izv€lets resveratrols. Resverastrolam jau ir pieradita un aprakstita Abeta 1-
42 agregatu veidosanas inhibicija (Al-Edresi, et al., 2020). Vislielaka Abetal-42 agregatu
veidosanas inhibicijas sp&ja, salidzinot ar kontroles grupu, bija dzérvenu ekstraktam, savukart

vissliktaka inhibicija bija mellenu ekstraktam.

Kopuma, visos eksperimentos iegiitie dati liecina, ka mellenu, krimmellenu, lielogu
dz@rvenu, dz&rvenu un bruklenu ogu izspaidu ekstrakti inhibé AGE produc€sanos un Abeta 1-
42 fibrillu veidosanos. Ogu izspaidam varétu bt farmaceitiska produkta potencials nakotng,
kuru varétu izmantot ka antioksidantu, pretiekaisuma un neiroprotektivu lidzekli (Klavins,

et.al., 2018), bet lai izstradatu $adu produktu ir nepiecieSami papildus in vivo pétijumi.
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1.

5. SECINAJUMI

Vaccinium spp. mellenu, kriimellenu, lielogu dz&rvenu, dz&rvenu un briiklenu ogu izspiedu
ekstrakti inhib€ dzilas glikésanas produktu (AGE) veidosanos liellopu seruma albumina un
metilglioksala reakcija in vitro. Mellenu ekstraktam un aminoguanidinam koncentracija 1
mg/ml ir [idzigs efekts, un tikai mellenu ekstrakts visas pétitajas koncentracijas no 1 mg/ml

11dz 0,125 mg/ml inhib& AGE veidoSanos. Citu ekstraktu efekti ir vajaki.

Visi ogu ekstrakti un aminoguanidins inhibé Abeta 1-42 un MGO agregatu veidoSanos,
salidzinot ar kontroli.

Vaccinium spp. ogu izspiedu ekstrakti inhibé Abeta 1-42 agregatu veidosanos 37° Celsija
gradu temperattira (termo agregacija) koncentracijas 0,5 un 0,1 mg/ml, iznemot briiklenes
ekstraktu 0,1 mg/ml. Vislielako inhibiciju uzrada resveratrols (0,1 mg/ml koncentracija
66%).
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