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ANOTACIJA

Lunasins ir 43 aminoskabju garS peptids, kam piemit pretiekaisuma, pretvéza un
holesterina pazeminosas 1pasSibas. Sakotngji tas bija izdalits no sojas pupam un véelak atrasts
arT miezos, kvieSos, rudzos, tritikale, auzas (Avena sativa L.), Solanum nigrum L. (,,melna

naktene”) un amaranta.

Darba meérkis bija ar imanofluorescences un Western blota metodes palidzibu

noskaidrot lunasina uznemsanu un intracelularo lokalizaciju neiroblastomas Siinu Iinija SH—

SY5Y.

Rezultati rada, ka lunasins tiek uznemts neiroblastomas SH-SY5Y S§tnas un noklust
citoplazma. Gan imtinofluorscences, gan Western blota rezultati norada uz primaras antivielas

iesp&jamo nespecifisko saistibu ar $iinas proteiniem.

Atslégas vardi: lunasins, neiroblastomas $iinu Iinija SH-SY5Y, imanofluorescence, Western
blots.



ANNOTATION

Lunasin is 43-amino acid long peptide with anti—inflammatory, anti—cancer and
cholesterol-reducing properties. It was originally isolated from soybeans and later found also
in barley, wheat, rye, triticale, oats (Avena sativa L.), European black nightshade (Solanum

nigrum L.) and amaranth.

The aim of the study was by immunofluorescence and Western blot method to find out

whether lunasin up-take and localisation in neuroblastoma cell line SH-SY5Y.

Results show that lunasin was uptaken and localised in cytoplasm of the neuroblastoma
cell line SH-SY5Y, however were observed unspecific binding to the cellular proteins that
needs to be further elucidated.

Key words: lunasin, neuroblastoma cell line SH-SY5Y, immunoflourescence, Western blot
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APZIMEJUMU SARAKSTS

BBI — Bowman — Birk inhibitors

BBIC — Bowman — Birk inhibitora koncentrats

SDS — PAGE — denaturgjosa géla elektroforéze

KTI — Kunitz tripsina inhibitors

LES — soja bagatinata ar lunasinu

NO — slapekla oksids

INOS — inducgjama slapekla oksida sintaze

LPS — liposaharidi

PGE2 — prostaglandins E2

COX-1 — ciklooksigenaze-1

COX-2 — ciklooksigenaze-2

IL-1B, IL-6, IL-8, IL-2, IL-12 - interleikini

NF-xB — aktivéto B stinu kodola faktors kappa

IFNy — interferons gamma

NK — natural killer cells

PBMCs — periferialo asinu mononuklearas $iinas
PBSCT — periferialo cilmes $tnu transplantacija
IC50 — puse maksimali inhib&josas koncentracijas
EC50 — puse no maksimalas efektivas koncentracijas
STAT4 — signala transkripcijas un aktivacijas faktors 4
FasL — Fas ligands

CD4+, CD8+, CD3 -, CD56+, CD69+ - klusteru diferenciacijas proteini
RGD - arginins—glicins—asparaginskabe

PBS — fosfata salu Skidums

PCAF — p300/CBP - saistitais faktors

ACH3 — acetilétais histons H3



AcH4 — acetilétais histons H4

TGFB1 — augsanas faktors beta 1

H3K9me3 — metiletais histons H3 pie lizina 9

HMG—CoA reduktaze — 3 — hidroksil — 3 metil — glutarilkoenzima A reduktaze
CoA — koenzims A

MRNS — mesendzera RNS

SiIRNS — mazais intereférejoSais RNS

SPI — sojas proteina izolats

SPI + H — sojas proteina izolats + hidrolizats

L.ZBL — |loti zema bltvuma lipoproteini

ZBL — zema blivuma lipoproteini

ABL — augsta blivuma lipoproteini

HDI — sojas proteina koncentrats bagatinats ar izoflavoniem

ACC — acetilkoenzima A karboksilaze

PPAR — peroksisomu proliferaciju aktivizétie receptori

SREBPs — sterinu regul&jamais elements, kas saistas ar olbaltumvielam
FAS — taukskabju sintaze

HAT — histonu acetiltransferaze

HDAC - histonu deacetilaze

LEB — miezi bagatinati ar lunasinu

CCND1 — ciklins D1

CDK4 — ciklina atkariga kinaze 4 vai $tinu dalisanas proteinkinaze 4
p21 — ciklina atkarigas kinazes inhibitors 1

p15INK4b — ciklina atkarigas kinazes 4 inhibitors B

BFA — brefeldins A

Ca — kalcijs

rH4 — rekombinantais histons H4

E1A — adenovirus early region



E1A-CR1 — adenovirus early region CR 1 domen
DMBA — 7, 12 — dimetilbenzenantracens

E2F — ir grupa génu, kas kodific€ transkripcijas faktorus augstakas pakapes eikariotiem
NADH — nikotinamida adenindinukleotids

yGCNS5 — rauga transkripcijas koaktivators GCN5
PTEN — fosfatazes un tensina homologs

p53 — 53 kDa kodola fosfoproteins

THBS1 — trombospondins 1

HIF1a — hipoksijas inducgjosais faktors alfa 1
PRKARI1a — cAMP atkariga proteinkinazes tips 1 alfa
TOB-1, ANP32A — proteinu kodgjosie géni

MCA — kimiskais kancerogéns



IEVADS

Lunasins ir 43 aminoskabju gar§ peptids, ko 1996.g. nejausi atklaja sojas pupas Alfredo
Galvezs Dr. de Lumen ‘s UC Berkeley laboratorija, méginot uzlabot sojas proteina ipasibas
(Galvez et. al., 1999). Lidz ar to lunasins ir pavisam jauns sojas proteins, un ta ipasibas tiek
aktivi pétitas. Ir jau pieradits, ka lunasinam piemit pretvéza un pretiekaisuma ipasibas, tapat
zinatnieki doma, ka lunasinam piemtt holesterina samazinoss efekts. Pagaidam eksperimentos
ir pieradita tikai pretvéza un pretiekaisuma iedarbiba, un ari tikai uz dzivniekiem. Plasi
pétijumi pagaidam uz cilvékiem vél nav veikti. Eksperimentos lunasinam ir pieradita pretvéza
darbiba in vitro véza $tunu kultiras citotoksicitates testa un profilaktisko darbibu kimisko
kancerogénu izraisito ziditaju $tnu transformaciju modeli, ka arT pret melanomas aktivitati in

vivo pelu modeli (de Mejia & Dia, 2009).

Pateicoties $STm Tpasibam talaka nakotn€ cerams, ka lunasins bus loti labs Iidzeklis pret
v€zi un iekaisumu, un, iesp&jams, arT pret aptaukosanos. Iesp&jams, ka pat nakotn€ lunasins
aizvietos statinus, kas ir Sobrid pazistamakas holesterina samazinoSas zales. Protams, vispirms
javeic bis diezgan daudz pétijumu uz cilvékiem, lai noskaidrotu, kadas blakusparadibas tiks

noverotas lunasina lieto$anas laika.

Darba meérkis bija noskaidrot, vai lunasins tiek uzpemts neiroblastomas SH-SY5Y

§tnas un noteikt ta intracelularo lokalizaciju.
Darba uzdevumi:

1) apgit iminofluorescences metodi, lai izpétitu, kur lunasins lokalizgjas

neiroblastomas §tinu linija SH-SY5Y;

2) apgut Western blota metodi, lai apstiprinatu lunasina uzgemsanu neiroblastomas SH—

SYS5Y sunas.

Darbs sastav no literatiiras apskata, materialu un metozu, rezultatu analizes un

diskusijas nodalam.

Darba ir izmantoti zinatniskie raksti un zigojumi, kas iegtti no Latvijas Universitates
biblioteka pieejamajiem brivpieejas e — resursiem, arzemju zinatnisko Zurnalu publikacijam
un dazadu medicinas iestazu un organizaciju majas lapam. Darbs izstradats Latvijas
Universitates Medicinas fakultates Farmacijas studiju programma, izmantojot Valsts nozimes
pétijumu centra Farmacija un biomedicina iekartas.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Lunasina uzbuve

Lunasins ir 43 aminoskabju k&diti satuross peptids SKWQHQQDSCRKQGVNLTPC-
EKHIMEKIQG-RGD-DDDDDDD, kura struktira atgadina hromatina — saistoSo proteinu
konservativo rajonu (Park et. al., 2005; Galvez et al., 2001; Galvez&,-de Lumen, 1999;
Galvez et. al., 1997). Lunasinu atklaja nejausi, izméginot $tnu transfekciju ar dazadu sojas
proteinu un peptidu géniem. Izradijas, ka lunasina géna ekspresija izraisa mitozes blok&Sanu
un $tnu navi (Park et.al., 2005; Galvez et. al., 2001; Galvez&,-de Lumen, 1999, Galvez et. al.,
1997). Lunasins satur 8 asparaginskabes atlikumus, kas ir atbildigi par lunasina antimitotisko
efektu, péc tam, kad tas sasaistijies ar hipoacetilétu hromatina regionu, ka, pieméram,
centromeras. Ta rezultata izveidojas kinetohora komplekss, kas tad arT nelauj mikrotubuliem
pievienoties pie centroméram, kas beigas noved pie mitozes apstaSanas un galu gala pie $tinu
naves (Galvez&,-de Lumen, 1999). Lunasins satur ari $inu adhézijas motivu Arg—Gly—Asp
(RGD), ka =zinams, §is motivs atlauj lunasinam piekerties pie arpuss$iinas matricas
(Rouslahti&,-Pierschbacher, 1986), un veido spirali, kas saglaba hromatina saisto$o proteinu

regionu (de Lumen et. al., 2009).

Lunasins ir termostabils, un pat varot 10 miniites, ta struktiira Un bioaktivitate nemainas
(Park et. al., 2005). Lunasina kédes garums, ta sekvences un katra fragmenta aktivitate ir,

paradita attela 1.1.
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1.1.att. Lunasina aminoskabju seciba un paradita ta dazado fragmentu aktivitate. Lunasins ir 43
aminoskabju gar§ peptids. Fragments f (23 — 34) saista lunasinu ar hromatinu. Arg-Gly—Asp
motivs [f (23 — 41)] ir atbildigs par lunasina internalizaciju Sanas kodola. Poli-aspartilgals [f (35
—43)] ir atbildigs par to tieSo saistiSanos ar hromatinu (Ledesma et. al., 2009)

1.2. Lunasina avoti daba

Lunasins ir atklats sojas pupas, miezos, kviesos, rudzos, tritikales, auzas (Avena sativa
L.), Solanum nigrum L. (,,melna naktene™) un amaranta (De Lumen, 2005; Jeong et. al., 2010;
Nakurte et. al., 2012; Kirhnere et. al., 2013; Barba de la Rosa et. al., 2008).

Noskaidrots, ka lunasins sak sintezeties sojas s€klu aizmetnos 5 ned€las péc
nozied&Sanas, saglabajas nobriedu$as séklas arl no sojas pupam iegiitos miltos. Lunasina
limenis mainas atkariba no auga audzeSanas temperatiiras, augsnes un mitruma. Tas norada,
ka lunasina Itmeni sojas pupas var merktiecigi palielinat. Eksperimenta, kur salidzinaja BBI
(Bowman — Birk inhibitors), izoflavonu un lunasina limena svarstibas auga diedzg$anas gaita,
noskaidroja, ka lunasins paradas séklu aizmetnos un to limeni palielinas séklam nobriestot.
Tapat §1 eksperimenta ietvaros noskaidroja, ka parmérigs mitrums neveicina lunasina sintézi
s0ja, bet gaismai un vai tumsai ietekme ir maza (Park et. al., 2005; de Lumen, 2005; Wang et.
al., 2008).

Ir noskaidrots, ka lunasina koncentracija produktos ir atkariga no sojas Skirnes, vides

faktoriem un arT no temperatiras (Wang et. al., 2008). Lunasina saturs tika izpétits 5 dazadas
10



auzu Skirnes: ,,Laima”, ,,Arta”, ,Stendes Liva” (Latvija), ,Ivory” (Vacija) un ,,S—156”
(Latvija) no 2010. un 2011. gada razam (Nakurte et. al., 2013). Lai noteiktu lunasina
daudzumu paraugos tika izmantota Skidruma hromatografija un masspektometrija. Visvairak
lunasins bija sastopams ,,Ivory”, selekcijas Iinija ,,S—156" un ,,Arta” (Nakurte et. al., 2013).
Lunasina saturs ,,Ivory” auzu $kirne gan 2010., gan 2011. gada raza bija vienads. Toties 2011.
gada raza novéroja, ka lunastna daudzums ir samazinajies auzu skirnes ,,Laima” un ,,Stendes
Liva”, un tikai neliels lunasina pieaugums bija novérojams skirnes ,,Arta” un selekcijas linija
»S—156” (Nakurte et. al., 2013). Lunasina satura vid¢jas vértibas dazadas auzu $kirnes ir,

redzams tabula 1.1.
Tabula 1.1.

Lunasina satura vidéjas vértibas auzu genotipos (Skirnes) (Nakurte et. al., 2013)

Nr. | Genotips (Skirnes) | Lunasina saturs mg/g graudos

2010 2011
1. | Laima 0,081 + 0,005 0,034 + 0,002
2. | Arta 0,084 + 0,003 0,117 + 0,04
3. | Stendes Liva 0,064 + 0,007 0,056 + 0,003
4. | lvory 0,197 + 0,010 0,195 + 0,009
5. | S-156 0,091 + 0,005 0,117 + 0,004

Noskaidroja, ka lunasina sastava ir heteroatomi, kas palidz lunasinam saistities ar

proteiniem elektroizsmidzinasanas procesa laika (Nakurte et. al. 2013).

Lunasina saturs ekstraktos, kas iegtiti no dazadam seéklam, graudiem, un augu izcelsmes
arstniecibas augiem ir paradits tabula 1.2. Sie dati norada uz to, ka sojas genotipam ir
nozimiga ietekme uz lunasina koncentraciju, 1idz ar to arl lunasina Iimenis soja var tikt
genétiski modificéts. Tapat ari s€klu attistibas un digSanas posmi ietekmé lunasina
koncentraciju soja (Park et. al., 2005). Lunasina daudzums ievérojami palielinas seklu
nogatavosanas laika. Gaisma un tumsa neietekmé& lunasina koncentraciju augos, bet mitrums,

temperattira butiski ietekmé&ja lunasina koncentraciju (Park et. al., 2005; Wang et. al., 2008).

Kad tika analizéts vai lunasins ir sastopams austrumu izcelsmes arstniecibas augos,
noskaidroja to, ka lunasins bija sastopams gandriz visos naktenu dzimtas augos (Solanaceae),

iznemot L. chinensis (Jeong et. al., 2007).
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Lunasina saturs ekstraktos, kas iegiiti no dazadam seéklam, graudiem un augu izcelsmes

arstniecibas augiem (Ledesma et. al., 2009)

Tabula 1.2.

Auga latiniskais Auga parastais Lunasina saturs
nosaukums nosaukums
mg mg
lunasins/g | lunasins/g
proteins s€kla
Glycine max Soja 44-705 |05-8,1
Hordeum vulgare Miezi 59-87 0,01 -0,02
Triticum vulgare Kviesi - 0,2-0,3
Amaranthus Amarants 95-121 -
hypochondriacus
Solanum nigrum L. ,,Melna naktene” 36,4 1,8
Solanum lyratum Hyyodori — jogo (Japanu | 22,3 0,4
vards)
Physalis alkekengi var. | Ziemas kirsis 17,0 0,1
Franchezi
Datura stramonium ,.Satana sekla” 10,3 0,3

Lunasins ir atrasts 9 mieZu genotipos (Skirnes), kas ir paraditi tabula 1.3. Visam Skirném
lunasina daudzums ir dazads. Augstakais lunasina saturs ir cv. Salrok (99,0 pug lunasina/g
s€klas), bet viszemakais lunasina saturs ir cv. Nonghwa (12,7 pg lunasina/g séklas) (Hsieh et.
al., 2010).
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Tabula 1. 3.

Lunasina saturs mieZu genotipos (Skirnes) (Hsieh et. al., 2010)

Skirnes Proteini (ug/ml)* Lunasins (ng/ng | Lunasins (ng/g
protetna)* seklas)*

Hordeum vulgare L.

cv. Kunkang 1,89 £0,19 6,2+0,9 46,9+ 2,2
cv. Dahyang 2,56 + 2,20 6,2+0,7 63,8 + 3,6
cv. Dasong 2,50 +2,00 3,1+0,6 30,7+1)9
cv. Nonghwa 2,83+2,60 1,1+0,2 12,7+0,9
cv. Salrok 2,87 +2,90 86+11 99,0+4,3
cv. Olbori 2,49+ 2,00 53+0,8 52,5+3,9
cv. Teapyung 2,25+2,10 76+1,0 68,2+ 4,2
cv. Taegang 1,93+1,90 24+0,5 184+1,1
cv. Heanchal 2,25+2,30 32+0,6 23,9+0,8

*Vertibas ir vid€jas + standartnovirze, ko noteica p&c trim merijjumiem.

1.3. Lunasina efekts uz holesterina Iimeni

Lai gan tirgii ir sastopami daudzi bioaktivi dabas produkti, kas pretendé uz holesterina
Iimena samazinoSo efektu, daudziem no Siem produktiem trukst zinatnisku pieradijumu un
tapat nav noskaidrots to iedarbibas mehanisms, lai pamatotu to efektu. Jaunakie fakti liecina
par to, ka sojas peptids lunasins ir galvenais sojas proteina komponents, kas ir atbildigs par
holesterina samazinoSo efektu. Arvien vairak petijumu liecina par to, ka peptids lunasins ir
saistits ar sirds un asinsvadu slimibam. Lielaka dala holesterina tiek razots aknas ar HMG—
CoA (3 — hidroksi — 3 — metil — glutarilkoenzims A) reduktazes géna palidzibu. Statini
parsvara bloke HMG—CoA reduktazi, bet tie biezi vien var noblokét parak daudz holesterina.
Kas beigas var novest pie nopietnam blakusparadibam, bet cilvékam, tome@r ir nepiecieSams
noteikts daudzums holesterina, lai nodroSinatu pareizu Stnu funkciju darboSanos, ka,
pieméram, saglabat Siinu membranas integritati un hormonu raZoSanu. Saskana ar Galvez
izteikto secindjumu lunasins darbojas atSkirigi, to ir paredz€ts dot agraka posma, neka
Statinus, un Iidz ar to lunasins ar1 pilniba nebloke HMG—CoA reduktazes darbibu. Lunasins
demonstré izcilu darbibu sirds un asinsvadu slimibas un tapat uzrada labas pretiekaisuma
ipasibas (Janet Poveromo, 2012, Pieejams interneta:

http://www.soylabs.com/Portals/0/NIE%20Cholesterol%20Article.pdf).
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Soja ir augu valsts augs, kur§ visvairak ir sastopamas olbaltumvielas. Olbaltumvielu
saturs soja svarstas no 36% lidz 56% (Grieshop et. al., 2003; Grieshop&,-Fahey, 2001; Garcia
et. al., 1997; Haytowitz&,-Mathews, 1986). Proteina saturs soja dazadas teritorijas
kvantitativi atSkiras. Soja, kas ir audzéta Amerikas dienvidu dala, ir vairak sastopams
neapstradato vai neattirito proteinu saturs (Grieshop et. al., 2003). Proteinu un aminoskabju
saturs atSkiras soja starp valsttim un pilsétam (Grieshop&,-Fahey, 2001). Domingjosas
olbaltumvielas soja ir 7S globulins (konglicins) un 11S globulins (glicins), tie veido apméram
80% no visu sojas proteinu sastava (Garcia et. al., 1997). Soja satur ari citus proteinus, ka,
piemé&ram, 2S, 9S un 15S. Tapat arT soja satur lecitinu un proteazes inhibitorus, ka, pieméram,
Bowman — Birk inhibitoru (BBI) un Kunitz tripsina inhibitoru (KTI) (Haytowitz&,-Mathews,
1986).

Tiek uzskatits, ka sojas proteini satur lielako dalu svarigas aminoskabes, kas ir
atrodamas dzivnieku izcelsmes proteinos. Sojas proteinu uzturvertiba ir aptuveni lidzvertiga
dzivnieku proteTniem ar augstu biologisko aktivitati (Young, 1991). Tapat sojas proteini ir
saistiti ar taukskab&m, saponiniem, izoflavoniem un fosfolipidiem. Soja vispirms atrada A un
B grupas saponinus kopa ar to prekursoru vai aglikonu. B grupas saponini ir 4 reizes vairak
sastopami sojas s€klas, neka A grupas saponini (Berhow et. al., 2006). Saponinu saturs
dazadas sojas Skirnes svarstas no 13 — 42 mikromoli/g diglt un no 3 — 6 mikromoli/g digllapas
(Hubert et. al., 2005). Izoflavonu daudzums soja ir atkarigs no sojas veida, geografiska
apgabala, kura audzé un razas gada (Wang&,-Murphy, 1994; Wang&,-Murphy, 1994,
Caldwell et. al., 2005; USDA-lowa State University database on the isoflavones contents of

foods. Pieejams interneta: http://www.nal.usda.gov/fnic/foodcomp/data/isoflav.html.). Turklat

1zoflavonu saturs dazados sojas produktos atSkiras ar1 péc to apstrades metodes (Wang&,-
Murphy, 1994). Soja un komerciali pieejami sojas produkti satur aptuveni 0,1 — 0,5 mg
izoflavona/g olbaltumvielas (Wang&,-Murphy, 1994; Caldwell et. al., 2005).

Petijuma novéroja sojas proteinu ietekmi uz kermena svaru, plazmas un aknu
triacilglicerolu koncentraciju un lipogenisko enzimu génu ekspresiju aknas. Eksperiments tika
veikts uz aptaukojusajam Wistar zurkam (Iritani et. al., 1996). Wistar zurkas 3 nedélas tika
barotas ar kazeinu, vai sojas proteinu, kas satur&ja hidrogenétus taukus (4% hidrogenétu tauku
+ 1% kukuriizas ella), vai kukuriizas ellu (5%). Péc 3 ned€lu baroSanas, zurkas, kas tika
barotas ar sojas proteinu bija novérojams mazaks kermena svars, neka zurkam, kuras baroja ar
kazeinu. Ar1 plazma un aknas triacilglicerolu koncentracija bija mazaka Zurkam, kuras baroja
ar sojas proteinu, neka zurkam, kuras baroja ar kazeinu. Turklat, mesendzera RNS (mRNS) un

lipogenisko enzimu darbiba bija zemaka Zzurkam, kuras baroja ar sojas proteinu, neka zZurkam,
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kuras baroja ar kazeinu, tas nebija atkarigs no genotipa un tauku satura (Velasquez&,-
Bhathena, 2007).

Talak tika parbaudita dazadu taukskabju un olbaltumvielu ietekme uz glikozi un
insulina receptoru génu ekspresiju uz Wistar zurku tevipiem (Iritani et. al, 1997). Saja
eksperimenta 3 ned€las zurkam tika dots kazeins vai sojas proteins, kas saturgja 9% dalgji
piesatinatus liellopu taukus (+ 1% kukuriizas ella), 10% kukuriizas ellu un 10% zivju ellu.
Plazma insulina koncentracija bija ievérojami lielaka zurkam, kuras baroja ar kukurtzas ellu
un zivju ellu, neka zurkam, kuram deva kazeinu vai sojas proteinu. Tomér plazma glikozes
koncentracija biitiski neietekmé&ja tauku un olbaltumvielu saturu. mRNS insulina
koncentracija aknas un taukaudos bija augstaka zurkam, kuras baroja ar sojas proteinu, neka
zurkam, kuras baroja ar citiem proteiniem. Lidz ar to var izteikt teoriju, ka sojas protetnam
piemit pretaptaukoSanas efekts un tas sp€j samazinat insulina rezistenci, bet tikai tad, ja sojas
proteins satur polinepiesatinatas taukskabes (Velasquez&,-Bhathena, 2007).

Noskaidroja, ka Sprague—Dawley Zurkas, kas bija barotas ar sojas proteina izolatu (SPI)
un ta hidrolizatu (SPI + H) iev@rojami zemaks bija kermena tauku saturs un glikozes [imenis
plazma, neka zurkam, kuras baroja ar kazeinu. Kopgjais holesterina limenis plazma bija
zemaks zurkam, kuras baroja ar sojas proteina hidrolizatu, neka zurkam, kuras baroja ar
kazeinu (Aoyama et. al., 2000). SPI un ta hidrolizats samazinaja kermena svaru un nieres
fibrozo tauku spilventinu saturu zurkas, salidzinot ar grupu, kur tika dots tikai proteina izolats
(Fukui et. al, 2000).

Art tika izvertéts sojas proteina izolats (SPI), kur§ saturgja maz kaloriju, ietekme uz
kermena tauku sastavu, plazmas glikozi, lipidiem, adiponektina Itmeni. P&tija SPI ietekmi uz
geénu ekspresiju, kas ir saistita ar glikozi un taukskabju metabolismu. Eksperiments notika uz
KK-Y pelu téviniem. Pelém, kuras tika barotas ar SPI nov@roja, ka ir samazinajies kermena
svars un taukaudi, tapat ari plazma holesterins, trigliceridi un glikozes limenis bija
samazinajies (Nagasawa et. al., 2002).

Cilvékiem, kuriem bija liekais svars, izvert€ja Tstermina un ilgtermina mazkaloriju
partiku, kas saturja olbaltumvielas, ietekmi uz cilvéka kermena svaru un plazmas lipidiem.
Petijuma piedalijas 24 cilveki, kam bija liekais svars, vecuma no 25 — 42 gadi, cilvékus
sadalija pa divam grupam: viena dala cilvéku sanéma kazeinu, bet otra dala sanéma sojas
proteinu. Sakuma pacienti 15 dienas péc kartas sanéma 375 kcal/diena, bet turpmakajas 60
dienas tie sanéma 425 kcal/diena. Abas grupas pacientiem var&ja noveérot kermena svara
samazinasanos (Bosello et. al., 1998). Kopgjais plazmas holesterina, LZBL (loti zema
blivuma lipoproteini), ZBL (zema blivuma lipoproteini) holesterina Iimenis samazinajas abas
grupas, bet, ja skatas procentuali, tad sojas proteina grupa bija vairak samazinajies, neka
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kazeina grupa. Plazma trigliceridi bija samazinajusies grupa, kas sanéma sojas proteinu, bet
grupas, kas sanéma kazeinu nebija novérojams trigliceridu samazinajums plazma. Sie rezultati
liecina par to, ka pacienti, kas lieto partiku, kas satur soju nak tikai par labu veselibai, jo
palidz samazinat holesterina ITmeni organisma (Bosello et. al., 1998).

Noskaidroja, ka cilvékiem, kuri sapéma mazkaloriju sojas saturoSu maltiti bija
noverojams liels kermena tauku masas, kopgjais holesterina un ZBL holesterina daudzuma
samazinajums, salidzinot ar kontroles grupu (Allison et. al., 2003).

Mehanisms, ar kura palidzibu sojas olbaltumvielas var realizét labveligo ietekmi uz
aptaukoSanos V€l nav 1sti skaidrs. Toties dazi pieradijumi liecina, ka sojas proteini var
labveligi ietekm@t lipidu absorbciju, insulina rezistenci, taukskabju metabolismu un citas
hormonalas, $tnu, vai molekularas izmainas, kas saistitas ar aptaukoSanos (Valequez&,-
Bhathena, 2007).

Ir labi zinams, ka sojas proteins samazina kop€&o ZBL holesterina un trigiliceridu
daudzumu seruma, ka ar1 tas samazina aknu holesterina un trigliceridu daudzumu
(Valesquez&,-Bhathena, 2007). Tapat ir pieradits, ka sojas proteins samazina holesterina
metabolismu aknas un ZBL receptoru darbibu (Lovati et. al., 1985; Manzoni et. al., 2005;
Kirk et. al., 1998). Viena no eksperimentiem, kas tika veikts uz Zucker Zzurkam, kuras baroja
ar sojas protetna koncentratu, kas bija bagatinats ar izoflavoniem (HDI) péc 6 ned€lam
noveroja, ka aknas tauku Itmenis un plazma alanina transaminazes un aspartata
aminotransaminazes limenis bija samazinajies (Gudbrandsen et. al., 2006). Sis efekts
papildinas ar to, ka tas palielina mitohondriju, peroksimalo beta — oksidéSanu, acetilkoenzima
A karboksilazes, taukskabju sintézes un glicerina 3 — fosfata aciltransferazes darbibu aknas,
tapat tiek palielinats triacilglicerolu limenis plazma un tiek samazinats [LZBL mRNS
receptoru Itmenis. Tomér [LZBL receptoru génu ekspresijas samazinajums nebija noveérojams
zurkam, kuras baroja ar HDI, kas norada uz to, ka aknas ir galvenais organs, kas atbild par
lipoproteiniem, kuri ir bagati ar triacilgliceroliem. Lidz ar to, var secinat, ka sojas proteina
holesterina pazeminosais efekts darbojas caur dazadiem darbibas mehanismiem, kas regulé
uzsiik§anos un metabolismu (Valesquez&,-Bhathena, 2007).

In vivo ir pieradits, ka sojas proteins var ietekmét lipogenézi aknas. P&tijumos ar zurkam
ir pieradits, ka sojas proteins samazina trigliceridu daudzumu plazma, bet, jo pasi aknas
(Iritani et. al., 1986). Acetilkoenzima A karboksilaze (ACC) ir galvenais enzims, kas atbild
par taukskabju biosintézi (Dyck et. al., 2000). Tapat ir pieradits, ka sojas proteina izolats (SPI)
samazinaja ACCa un ACCb izoformas mRNS un proteinu saturu aknas (Xiao et. al., 2006).

Ir arT eksperimentali pieradijumi, kas liecina par to, ka sojas proteini uzlabo insulina

rezistenci un lipidu Iimeni, aktiviz€jot peroksisomu proliferaciju aktivizétos receptorus
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(PPAR), kas ir kodola transkripcijas faktori, kas regulé génu darbibu un ir iesaistiti glikozes
homeostazes uzturéSanas procesa, lipidu metabolisma un taukskabju oksidacija (Mezei et. al.,
2003; Morifuji et. al., 2006). Ir pieradits, ka augsts izoflavonu saturs sojas proteinos uzlabo
glikozes toleranci, insulina rezistenci, aknu holesterina un trigliceridu koncentraciju Zucker
zurkas, kam ir liekais svars (Mezei et. al., 2003). Eksperimenti uz $tnu kultiiram paradija, ka
izoflavoni, kas satur sojas ekstraktu, un sojas izoflavoni palielinagja PPAR génu ekspresiju,
kas liecina par to, ka sojas proteins labvéligi ietekmé glikozes un lipidu metabolismu, ko
pastiprina PPAR aktivizéSana (Valesquez&,-Bhathena, 2007).

Sojas proteins var samazinat aptaukoSanos caur sterinu reguléjamo elementu, kas saistas
ar olbaltumvielam (SREBPs), tas ir no transkripcijas faktoru saimes, kas kontrolé vairakus
geénus, kas ir iesaistiti taukskabju un holesterina sintéze. Eksperimenta gaita novéroja, ka
Zucker fa/fa zurkas, kas bija barotas ar sojas ptoteinu, samazinaja aknas SREBP-1 (galvenais
regulators, kas atbild par taukskabju biosintézi aknas) ekspresiju, tapat tika samazinata to
mérka organu darbiba, ka, pieméram, taukskabju sintazes (FAS), sterolCoA—desaturazes,
delta-5 un delta—6 desaturazes (Tovar et. al., 2005). Noveéroja, ka sojas proteins ievérojami
samazindja holesterina un trigliceridu daudzumu aknas neskatoties uz to, ka zurkam bija
hiperinsulingmija. Sie rezultati liecina par to, ka sojas proteins samazina SREBP—1 ekspresiju
aknas caur insulina neatkarigiem mehanismiem (Valesquez&,-Bhathena, 2007).

Vel viens darbibas mehanisms caur, kuru vargtu darboties sojas proteins ir caur to, ka

tas stimulé adiponektinu, citokinus, kas razo tauku §tinas, kam ir diezgan biitiska loma taja, ka

al., 2005; Fu et. al., 2005; Dietze—Schroeder et. al., 2005).

Ir noskaidrots, ka saponini, kas atrodas soja samazina holesterina Itmeni seruma
(Oakenfull, et. al., 1984), bet to loma taukskabju metabolisma gan vél nav skaidra
(Valesquez&,-Bhathena, 2007). Viena pétijuma Sirijas kamjiem tika dota partika, kas satur&ja
B grupas sojas saponinus (bez izoflavoniem) un pé&c kada laika noveéroja, ka kopgjais
holesterina Iimenis plazma ir samazinajies, bet tikai ne ABL (augsta blivuma lipoproteini)
Iimenis (Lee et. al., 2005). Sis izmainas ir saistitas ar to, ka pastiprinati izdalas zultskabg un
neitrali sterini, kas liecina par to, ka B grupas sojas saponini samazina lipidu daudzumu
plazma caur mehanismu, kas ir atbildigs par Zultskdbes un neitralo sterinu izdaliSanos
(Valesquez&,-Bhathena, 2007).

Fosfolipidi, kas atrodas sojas proteina varétu biit dalgji atbildigi par antilipidémisko
efektu. Eksperimenta noveéroja, ka zurkam, kuras tika barotas 3 dienas ar sojas fosfolipidiem
noveroja, ka ievérojami samazinajas taukskabju sintetazes, abolskabes enzima, glikozes 6 —

fosfata dehidrogenazes un piruvata kinazes darbiba aknas (Rouyer et. al., 1999). Zurkas, kas
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tika barotas ar sojas proteina peptisko hidrolizatu var€ja novérot krietni vien lielaku
holesterina daudzuma samazinaSanos seruma, tapat ari kopgja lipida un holesterina daudzuma
samazinasanos aknas, neka ar tam zurkam, kuras tika barotas, vai nu tikai ar sojas proteinu,
vai sojas proteina hidrolizatu (Nagaoka et. al., 1999).

Tapat sojas proteina pretaptaukosSanas efekts var biit saistits ar izoflavoniem, jo ir
pieradits, ka izoflavoni samazina tauku uzkrasanos noteiktos regionos (Ali et. al., 2004; Banz
et. al, 2004; Manzoni et. al., 2005). Dazos pétijumos ir pat pieradits, ka sojas ekstrakti, kas
satur€ja izoflavonus, un sojas izoflavoni, genisteins un dadzeins, paaugstinagja PPAR-alfa un
PPAR—gamma pastiprinato génu ekspresiju. Turklat, sojas izoflavoni art palielinaja SREBP-1
un SREBP-reguléto génu HepG2 §unu darbibu (Mullen et. al., 2004). Noskaidroja ari, ka
sojas izoflavoni palielina HMG—CoA reduktazes darbibu. Lidz ar to var secinat, ka izoflavoni
regul€ holesterina biosintézi un homeostazi (Valesquez&,-Bhathena, 2007).

Tadgjadi, var secinat, ka daziem polipeptidiem (pieméram, 7S globulins vai konglicins),
saponiniem, fosfolipidiem un izoflavoniem (genisteins un dadzeins), kas atrodas soja piemit
holesterina samazino$s efekts, kas var bit turpmak labs Iidzeklis, lai samazinatu
aptaukoSanos, kas ir diezgan izplatita probléma musdienas (Valesquez&,-Bhathena, 2007).

Péc Siem visiem secinagjumiem un rezultatiem ari var secinat, ka, iesp&ams, arl
lunastnam var piemist holesterina samazinoss efekts, jo lunasins, tapat, ka iepriekS piemingtie

savienojumi ir atrodams soja.

1.4. Lunasina farmakologiskas ipasibas

Pelém, Zzurkam un cilvékiem ir pieradita orala lunasina biopieejamiba. Lunasins
internalizgjas $tnas minasu laika, bet kodola lokalizgjas apméram 18 stundu laika. Siinas
kodola lunasins inhib& histonu acetiléSanos un, sabojajot histonu acetiléSanas/deacetiléSanas
dinamiku, izraisa §tnu apoptozi. Uz So defektu vispirms reagé atri augosas Siinas, kadas ir

véza Sunas (Park et. al., 2007; Jeong et. al., 2007; Kim et. al., 2007).

Lunasinam ir pieradita pretvéza darbiba in vitro véza Stinu kultlras citotoksicitates testa
un profilaktisko karcinogénu izraisito ziditaju Stinu transformaciju modeli, ka ari pret
melanomas aktivitati in vivo pelu modeli. Bez tam lunasinam piemit ar pretiekaisuma
darbiba, jo tas ievérojami samazina dazadu iekaisuma markieru Itmeni (de Mejia&,-Dia,

2009).

Pétijuma noskaidroja, ka attirits lunasins inhibé yGCNS5 (rauga transkripcijas
koaktivators GCNS5) aktivitati par 26% un 60% pie koncentracijam 50 nM un 1000 nM,
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kamér PCAF aktivitati inhibé par 28% un 43% pie koncentracijam 50 nM un 1000 nM.
Lunasins sakot ar koncentraciju 100 nM saka inhibét yGCNS5 aktivitati, bet PCAF aktivitates

inhibicija bija noverojama jau sakot ar koncentraciju 50 nM (Hsieh et. al., 2010).

P&c 7 nedelam seklas bija noverojams lunasins, kuram bija novérojama ietekme uz HAT
(histonu acetiltransferaze) darbibu, lidz ar to, ka bija ietekme uz HAT, tika kavéta PCAF un
YGCNS aktivitate par 23% un 33%. Péc 8 nedélam atkal tika novérota ietekmé uz HAT
darbibu un, ka jau ieprieks tika pieminéts ar1 kavéja PCAF un yGCNS5 aktivitate par 43% un
59% (Hsieh et. al., 2010).

Ka jau zinams lunasinam piemit unikala spgj internaliz€ties Stina un lokaliz&ties tiesi
kodola (Galvez et. al., 2001; de Lumen, 2005; Lam et. al., 2003). Lunasins, kas bija attirits no
miezu s€klam internaliz€jas pelu fibroblasta NIH3T3 $iinas un lokaliz&jas kodola 20 h péc

lunasina ievadisanas (Hsieh et. al., 2010).

Lunasins tika atrasts zurku nier€s un aknas péc tam, kad tas tika barotas ar LEB (miezi
bagatinati ar lunasinu), to vid&jas koncentracijas bija 32,8 pg/g nierés un 3,5 ug/g aknas.
Turpreti asinis lunasins netika noverots. Lunasins, kas attirits no mieziem internaliz€jas zurku
nierés un aknas, péc tam, kad tas bija barotas ar LEB. Lunasins, kas attirits no zurku nierém
un aknam inhib& yGCNS5 aktivitati apmeram par 20% un 18%, un PCAF aktivitati apméram
par 25% un 24% pie koncentracijas 100 nM. No zurku nierém un aknam attirita lunasina
inhibitora efekts ir 11dzigs sint€tiska lunasina inhibitora efektam pie tas pasas koncentracijas

(Hsieh et. al., 2010).

Lai noteiktu lunasina kancerogenézes efektu, ko inducé MCA (kimiskais kancerogéns),
tika parbaudita koloniju veido$anas in vitro NTH3T3 §anam. Stinam, kuras nesanéma neko un,
kuras sanéma 1 uM lunasina bija novérojamas dazas kolonijas, bet §tinas, kuras sanéma MCA
bija novérojama koloniju veido$anas vidgji 35 kolonijas/laucina. Stinas, kuras sangma 1 pM
lunasina un MCA, kolonijas bija novérojamas vairak par 54,3%, neka Siinas, kuras sanéma
tikai MCA. Lai novertétu lunasina ietekmi uz Stinu ciklu, tika parbaudits kadu ietekmi tas rada
uz p2l (ciklina atkarigas kinazes inhibitors 1), p15INK4b (ciklina atkarigas kinazes 4
inhibitors B), ciklinu D1, CDK4 (ciklina atkariga kinaze 4) un fosforu—Rb (ser780)
ekspresijas ltmeni, kad klat ir un nav MCA vai lunasins, kas attirits no mieziem. Rezultati
paradija to, ka lunasinam bija ietekm& uz p21 proteinu ekspresijas Itmeni NIH3T3 $tnas, kas
veido kolonijas, kuras ir inducgjis MCA (Hsieh et. al., 2010). MCA pievienosana S$iinas
samazina p21 proteinu ekspresijas Itmeni par 24%, salidzinot ar kontroles grupu. Toties
pievienojot 1 uM lunasina $tnam, kuras sanéma MCA, p21 proteina ekspresijas limenis
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palielingjas par 24% un 48%, salidzinot ar kontroles grupu un grupu, kur MCA ir viens pats.
Turklat MCA uz NIH3T3 §tinam nomaca p15INK4b proteina ekspresiju par 5%, salidzinot ar
kontroles grupu. Toties Sinam, kuram pievienoja lunasinu, kas ieprieks sanéma MCA, notika
pilnigi pretéjs efekts pl SINK4b proteinu ekspresijas limenis uzlabojas par 47%, salidzinot ar
grupu, kur MCA bija viens pats. V&l noskaidroja to, ka ciklina D1 ekspresijas Itmenis par
85% palielinaja MCA darbibu, salidzinot ar neapstradato Stnu kontroles grupu. Toties 1 uM
lunasina samazindja ciklina D1 ekspresijas Iimeni par 98%. Siinas, kas bija apstradatas ar
MCA un MCA + lunasins vispar neietekmé&ja CDK4 ckspresijas Iimeni. Tapat rezultati
paradija, ka lunasins samazinaja Rb fosforilaciju, kuru izraisija MCA, par 45% (Hsieh et. al.,

2010).

Acetileta histona H3 daudzums bija 79,87 ng un 39,2 ng §tinas, kuras sanéma 10 nM un
1000 nM attirita lunastna no kvieSiem. Tadgjadi 10 nM un 1000 nM attirita lunasina inhib&ja
histonu H3 par 16,2% un 59,1%, salidzinot ar negativo kontroles grupu, kura nesanéma
attiritu  lunasinu. Toties acetiléta histona H4 daudzums bija 8,1 ng un 3,6 ng pie
koncentracijam 10 nM un 1000 nM attirita lunastna. Attiecigi tas nozimgja, ka 10 nM un 1000

nM attirta lunasina inhib&ja histonu H4 par 17,8% un 64% (Jeong et. al., 2007).

P&c 7 un 8 ned€lam lunasina daudzums bija apméram 3,95 ng un 17,2 ng lunasina/pg
proteina, 28,4 pug un 290,4 ng lunasina/g se€klas. Kaut gan lunasins bija noveérojams tikai pec 7
un 8 nedelam péc ziedeSanas. Toties péc 4 ned€lam bija noverojams, ka lunasins nomac
histona H3 acetilaciju, bet peéc 6 nedélam bija redzams, ka lunasins sak kavét histona H4
acetiléSanos. Péc 6 nedélam bija noverojams, ka lunasins s€klas nomac histonu H3 un H4
acetilaciju par 29,2% un 34,2%, bet pec 8 nedélam nomaca histonu H3 un H4 acetilaciju par

49,6% un 50,8% (Jeong et. al., 2007).

Tatad, lai noskaidrotu vai lunasins inhib& vai nomac kancerogenitati, tika veikts in vitro
eksperiments uz normalam, netumorigénam C3H10T12 (C3H) Stinam. DMBA (7, 12 -
dimetilbenzenantracéns) un MCA tika izmantoti, lai izraisitu koloniju veidosanos (Reznikoff
et. al., 1973). Sojas BBI ir ieprieks pieradijis savas sp€jas attieciba uz to, ka inhib&ja koloniju
veidosanos in vitro (Kennedy, 1993), talab BBI izmantoja ka kontroli. 125 nM lunasina
samazinaja ar DMBA apstradato C3H Stunu efektivitati par 80%, salidzinot ar pozitivo
kontroles grupu. Antitransformacijas efekts lunasinam bija ievérojami lielaks, neka
ekvimolaram BBI, kas samazinaja ar DMBA apstradato C3H S$tnu efektivitati par 37%. 24 h
arstéSana ar 10 nM lunasina samazinaja transformacijas efektu par 69%, salidzinot ar pozitivo

kontroli. Toties arstéSana ar 100 nM lunasina transformacijas efektu samazinaja par 84%, bet
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palielinaja efektu pie 1 un 10 pM lunasina par 88 un 90%. Tas lieck domat, ka lunasins
ierobezota daudzuma nonak $iina, bet ar&ja vidé lunasina daudzums ir palielinats, kam Iidz ar
to ir biitiska ietekme uz internalizaciju. Lunasinam, kam nebija RGD (lunasins—GRG) motivs
neuzradija antitransformacijas efektu, kas liecina par to, ka RGD motivs ir nepieciesams
internalizacijas procesa. Tapat ar1 lunasins, kas saturgja tikai spiralveida doménu bez RGD
motiva un poliaspartilgala (trLunasin—del) ari neuzradija nekadu antitransformacijas efektu
(Galvez et. al., 2001).

In vitro inminoblota metode atklaja, ka lunasins un lunasins—GRG NH2 gala saistas ar
deacetilétu histonu H4, bet nesaistas ar tetra — acetiléto histonu H4, tas liecina pat to, ka
lunastnam nav nepiecieSams RGD motivs, lai saistitos ar histonu H4. Tomér, ja NH2 gals tiek
izdzests, tad 22 aminoskabju gara sekvences (trLunasins) saistiSanas samazinas par 70%
(Galvez et. al., 2001). Noskaidroja to, ka trLunasinam (22 aminoskabju sekvence) ir mazaka
afinitate, lai saistitos ar deacetiléto histonu H4, salidzinot ar pilna garuma lunasinu, kas ir 43
aminoskabju gara sekvence. Tas vél vairak pieradija to, ka lunastnam ir nozime deacetilacijas

un antitransformacijas procesos (Galvez et. al., 2001).

Histonu deacetiléSana un acetiléSana ir saistita ar eikariotu transkripcijas mehanismu
(Grunstein, 1997; Struhl, 1998). Lai paraditu lunasina efektu uz histonu acetiléSanos,
eksperiments tika veikts in vitro, C3H un cilvéka kriits véza $inas MCF-7 sanéma histonu
deacetilazes inhibitoru, natrija butiratu ar lunasinu un bez lunasina (Candido et. al., 1978).
C3H suinas, kuras nebija lunasins novéroja to, ka H4—Ac limenis palielinajas 98 reizes, MCF—
7 §tinas palielinajas 40 reizes un C3H stinas H3—Ac Iimenis palielinajas 95 reizes, un MCF-7
Stnas 35 reizes. C3H S§iinas, kur bija lunasins kopa ar natrija butiratu, nebija nosakams H4 —
Ac daudzums, bet MCF-7 $iinas palielinajas 10 reizes, toties H3—Ac C3H §unas palielinajas 2
reizes, un MCF-7 sunas 14 reizes. Saskana ar lidzsvara nosacijumiem, §ie rezultati liecina par
to, ka histoni parsvara kodola ir deacetiléti, un, ja tiek pievienots histonu deacetilazes
inhibitors, ir iesp€ama pareja no deacetiléta stavokla uz acetiléto, un lunasins palidz ilgak

noturét So pareju (Galvez et. al., 2001).

Audzgja supresora proteins Rb noveér§ E2F reguléta géna apakSgrupas transkripciju,
saistoties ar E2F faktoru un tas, Iidz ar to veido histonu deacetilazi (HDAC1), kas censas
saglabat hromatinu $aja regiona hipoacetiléta stavokli (Weinberg, 1995; Brehm et. al., 1998;
Managhi — Jaulin et. al., 1998; Luo et. al., 1998). Rb inaktivacija noved pie ta, ka tas
atvienojas no HDACI, histonu acetiléSanas hipoacetiléta hromatina, E2F transkripcijas

faktors saistas ar savu promoteru, un aktivizé E2F reguléto génu, kas ir iesaistits $iinas
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vairoSanas procesa. Un beigas tas viss galu gala noved pie kancerogenézes (DePihno, 1998;
Nevins, 1992). Lai parbauditu So teoriju, C3H Stinas bija transficétas ar E1 A virusa onkogénu,
kas inducg Sunu proliferaciju, inaktivéjot Rb (Nevins, 1992), ar un bez lunasina. E1A, bez Rb
domeéna bija negativa kontrole (Galvez et. al., 2001). C3H S$iinas, kuras bija transficétas ar
E1A—CRI1 uzradija normalu Siinu daliSsanos 20 h péc transfekcijas, gan ar, gan bez lunasina.
E1A géna transfekcija paradija, ka bez lunasina §inas, kam ir normala morfologija ir
neadherento un apoptisko Stinu trikums. Noskaidroja art to, ka C3H un NIH3T3 Stnu

proliferaciju un morfologiju lunasins neietekméja (Galvez et. al., 2001).

1.4.1. Pretaudzeju efekts

Lai noteiktu sojas Bowman — Birk inhibitora koncentrata (BBIC) sastavu, produkts tika
paklauts elektroforézi denatur&josa gela (SDS — PAGE) un Western blota metodei, lai varétu
identificeét lunasinu. Rezultati liecindja par to, ka abi peptidi ir atrodami BBIC pie
koncentracijas 360 un 74,4 ng/mikrogramu proteina. 44% no kopg&ja olbaltumvielu skaita
BBIC sastada lunasins un BBI, un pargjo dalu aiznem citi proteini, kas art klat un lidz ar to

var secinat, ka tie ar1 veicina BBIC 1pasibas (Hsieh et. al., 2010).

Tika analizéta BBIC nomacosa iedarbiba uz NIH3T3 fibroblastu koloniju veidosanos,
eksperimenta izmantoja 1160 nM BBI un 100 nM lunastna. BBIC apspieda koloniju
veidoSanos par 80%, salidzinot ar kontroles grupu. Lunasins un BBI tika atseviski attiriti no
BBIC, un tad analizgja to darbibu. 100 nM tira lunasina izoléta no BBIC samazinaja koloniju
veidoSanos par 73%, kas ir identisks tam, ko novéroja pie 100 nM sint&tiska lunasina. Tirs
BBI izoléts no BBIC ar koncentraciju 100 nM samazinaja koloniju veidoSanos par 60%.

Tadgjadi, var secinat, ka lunasins bija efektivaks, neka BBI par 18% (Hsieh et. al., 2010).

Tika noskaidrots ari, ka tripsina inhibitori BBl un Kunitz (KTI) pasarga lunasinu no
SkelSanas, pat pec tam, kad tas tiek denaturéts pec termiskas apstrades. Aptuveni 93% un 97%
no lunasina paliek nebojats pec hidrolizes procesa, jo klat ir BBI un KTI. Lidzigi procentuali
lunasins (98% un 84%) paliek nebojats, péc tam, kad peptids ir paklauts inkubacijai ar
pankreatinu, kur klat ir BBI un KTI (Hsieh et. al., 2010). Lunasins nepaklaujas termiskai
apstradei (de Lumen, 2005), un tapéc atrodas parstradatos sojas produktos, kas satur ari BBI
(Hsieh et. al., 2010). Visi $ie rezultati liecina, ka lunasinam biitu jauzsiicas (jaabsorbgjas)
audos vai organisma péc produktu ienemsanas, péc BBI un citu sojas proteazu inhibitoru

aizsardzibas (Hsieh et. al., 2010).
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Parbaudija uz pelém un Zzurkam, vai per os veida lietots lunasins izdzivo péc
sagremosanas kunga — zarnu trakta, un vai nonak audos neskarta veida, un ir bioaktivs.
Noskaidroja, ka lunasins uzsiicas un izplatas dazados audos, ieskaitot tos, kas ir visbiezak
véza Sunu mérkis, ka, piem&ram, plausas, kriits dziedzeris un prostata. Ievéribas cienigs fakts
ir tas, ka lunasins var Ské&rsot asins — smadzenu barjeru, sasniedzot smadzenes. P&c 3 h ilgas
maksligas baroSanas novéroja, ka aptuveni 30% no kopgjas iekskigi lietotas lunasina devas
uzsticas organisma. Noveroja ari, ka lunasins ir sastopams asinis zurkam, kas ir barotas ar
LES (soja bagatinata ar lunasinu), pie monoméru koncentracijas 17,5 ng/ml. Tomér lunasins,
kas bija izol€ts no zurkas aknam, eksistéja diméra koncentracija 3,1 g/g aknas. Lunasins (1
mikromols), kas iegiits no Zurku aknam, kas barotas ar LES, nomac koloniju veidoSanos
tikpat efektivi, ka ekvimolars sintétiskais lunasins. Turpreti kontroles grupas zurkas, kas

nebija barotas ar LES koloniju veidoSanas nekavéja (Hsieh et. al., 2010).

Lunasina un BBI in vivo iedarbibu parbaudija uz kriits véza sinam MDA-MB-231, kas
tika implant&tas Stinas subkutani Nude linijas pelém péc 2 ménesu ilgas intraperitonalas (i.p.)
lunasina ievadiSanas. Netika noverotas nekadas biitiskas kermena svara izmainas starp ¢etram
grupam, kas liecinatu par to, ka lunastnam butu kada ietekmé uz vispargjo veselibas stavokli.
Pelém lunasins aizkavéja audzgju rasanos. Parbaudot audzgju sekcijas grupas, kur tika dots
lunasins uzradija to, ka audzgja Siinas tiek aizstatas ar apoptiskam un nekrotiskam Stinam, kas
nebija novérojams kontroles un BBI grupas (Hsieh et. al., 2010). Lai noskaidrotu vairak par
antiproliferativo iedarbibu, audzgju sekcijas analiz€a imunohistokimiski ar ploriferacijas
markieri Ki—67 (Scholzen & Gerdes, 2000). Lunasins pie devam 20 mg/kg un 4 mg/kg
samazinaja Ki—67 ekspresiju par 34% un 30%, salidzinot ar kontroles grupu. TUNEL
pozitivas apoptiskas Siinas tika atrastas audz€jos dzivniekiem, pie abam lunasina devam,
atklajot butisku apoptozi Sajas grupas, salidzinot ar kontroles grupu. Dazas TUNEL pozitivas
Stnas tika atrastas audzg&jos, ari dzivniekiem no BBI grupas. Tas liecina, ka pelem, kas
sanéma lunasinu, iev@rojami, samazinajas audz@u izplatiSanas atrums un palielingjas

apoptozes indekss, salidzinot ar kontroles un BBI grupu (Hsieh et. al., 2010).

Histonu acetiléSanai caur HATs (histonu acetiltransferaze), ir nozimiga loma
transkripcijas regulé$ana caur parveidoto hromatina struktiru (Luo&,-Dean, 1999). yGCN5
izmanto acetil-CoA uz acetiléta lizina—14 no histona H3 proteina, un izveido produktus, ka,
pieméram, acetilétu histonu un CoA (koenzims A) (Hunter&,-Ferreira, 1995). Eksogéni
pievienotais sintetiskais un attiritais lunasins no sojas ziditaju S$iinam nomac histonu
acetiléSanos natrija butirata klatblitne, kas ir histonu deacetilacijas inhibitors (Jeong et. al.,
2007).
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Lunasins, kas bija attirits MicroCon centrbédzes filtros no sojas kallusa, tika izmantots
yGCNS5 darbibas noteikSanai. Kallusa lunasins nomaca NADH (nikotinamida
adenindinukleotids) razoSanu, kas neatSkiras no sintétiska lunasina izraisita efekta (Park et.
al., 2007). Kontroles grupa, kur sanéma yGCNS5 un PCAF (p300/CBP — saistitais faktors),
acetilétie histoni H3 un H4 koncentracija bija 95 ng un 9,2 ng, bet grupa, kur tika sanemts 1
puM lunasina koncentracija bija 39,1 ng un 4 ng. Citiem vardiem sakot, 1 pM tira lunasina
inhibgja histonu H3 un H4 acetilaciju par 58,8% un 56,5%, salidzinot ar kontroles grupu. Tira

lunasina inhibitora efekts bija lidzigs sintétiska lunasina efektam (Park et. al., 2007).

Lunasins nomaca koloniju veidoSanos ziditaju S$tnas, kurus inducgja Kkimiskie
kancerogéni un protoonkogéni (Galvez et. al., 2001; Jeong et. al., 2003). Attirits lunasins no
kallusa tika parbaudits véza profilakse, izmantojot koloniju veidosanas testu NIH3T3 §tnas.
Tika nemti 1 puM sintétiska lunasina un 1 pM attirita lunasina. Kallusa lunasins pilniba
nomaca Kkoloniju veidoSanas, salidzinajuma ar pozitivo kontroles grupu (bez lunasina) un

negativo kontroli (bez MCA) (Park et. al., 2007).

P&tijuma ietvaros tika pieradits, ka lunasins, kas izoléts no sojas, mieziem, kvieSiem un
rudziem spgj lokalizeties ziditaju $tinu kodolos. Lunasins attirits no kallusa spgj internaliz&ties
pelu fibroblastu §tinas NIH3T3 un lokalizeties kodola 18 stundas p&c lunasina ievadiSanas.
Sie rezultati norada uz to, ka lunasinam piemit pretvéza aktivitate, un to, ka tas mijiedarbojas

ar deacetiléto histonu kodola (Park et. al., 2007).

Ieprieks tika noskaidrots, ka sojas izoflavona genisteina (GEN) pretaudz&ju ipaSibas
darbojas caur PTEN (fosfatazes un tensina homologs) aktivizacijas celu (Dave et. al., 2005;
Rahal&,-Simmen, 2010). Lai noveértétu sojas peptida lunasina (LUN) inhibitora iedarbibu uz
kriiSu audzgja Sunam, tika inhibéta PTEN ekspresija Iidzigi GEN, MCF-7 Stunam, kuras
sanéma lunasinu. Tada veida tika noveértéta PTEN transkripta un promotera aktivitate, PTEN
proteina Itmenis un PTEN lokalizacija kodola, salidzinot ar §tinam, kam tika dots PBS un
dazos gadijumos GEN. Saja pétijuma izmantoja sintétisko lunasinu, kura koncentracijas bija
50 nM un 2 uM, augstaka, neka cilvéka seruma un grauzgja uztura (Jeong et. al., 2007; Dia et.
al., 2009). Sinté&tiskais lunasins un lunasins attirits no sojas pupam ieprieks paradija to, ka spgj
lidzigas bioaktivitates L1210 leikémijas Siinas (De Mejia et. al., 2010). Lunasins ar
koncentraciju 2 uM palielindja PTEN transkripta limeni un promotera aktivitati (Pabona et.
al., 2013). PTEN géna ekspresijas indukcija ar 2 pM LUN palielinaja PTEN proteina limeni
un ar1 palielinaja PTEN lokalizaciju kodola. Salidzinot augstako devu (2 pM) ar mazako

lunasina devu (50 nM), maza deva nebija tikai efektiva pie PTEN transkripta Itmena
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palielinasanas, bet ta bija nedaudz efektiva pie ta, ka palielinaja PTEN lokalizaciju kodola
(Pabona et. al., 2013). Densitometriska analize PTEN kodola iekrasotajam $tinam paradija to,
ka GEN paaugstinaja PTEN proteina Iimeni divkart (20 nM) un pieckart (2 uM), salidzinot ar
kontroles grupu. Tomér lunasins induc€ja PTEN proteina [imeni, salidzinot ar kontroles grupu

1,5 un 3 reizes vairak (Pabona et. al., 2013).

Jau ieprieks§ noskaidroja, ka GEN indukcijas izraisita apoptoze MCF-7 Siinas medi€ja
PTEN (Dave et. al., 2005). Lidz ar to novert&ja, vai lunasins var izraisit apoptozi, un, ja ta, vai
ST darbiba tiek panakta ar PTEN palidzibu, vai ar LUN apstradato MCF-7 §tinu palidzibu.
Tika parbaudits apoptiskais stavoklis TUNEL eksperimenta ar un bez PTEN. Noskaidroja, ka
lunasins palielinaja kodola PTEN ekspresiju Siinas un apoptisko (TUNEL pozitivas) Stinu
skaitu. Apoptozes indukcija bija atkariga no LUN devas. Noskaidroja vl to, ka siRNAs
(mazais intereférejoSais RNS) §tinas neietekmé&ja apoptozi, Stinam, kas sanéma LUN (Pabona

et. al., 2013).

Jau ieprieks petijuma noskaidrojam, ka PTEN papstiprina apoptozes indukciju cilvéka
kraits epitelijas Sinu linija MCF-10A caur GEN, kas iesaistits audz€ja kontribiicija supresora
p53 (Rahal&,-Simmen, 2010). Konkrétak, tas nozime, ka GEN PTEN indukcija bija saistita ar
p53 (53 kDa kodola fosfoproteins) supresora pastiprinato lokalizaciju kodola, un ar to, ka
samazinaja pro — proliferativo génu markierus (Pabona et. al., 2013). Lidz ar to, m&ginaja
noskaidrot, vai LUN spgj darboties caur lidzigu mehanismu. Noskaidroja, ka lunasinam nebija
nekadas nozimigas ietekm&s uz p53 un pro — proliferacijas markieri C-MYC, un ciklina D1

(CCND1) génu (Pabona et. al., 2013).

Pelu HC11 piena dziedzera epitélija Stinas sanéma kontroles vielu vai lunasinu (1 uM) 6
h, tika veérteti E-kadherina un b—katenina limeni. Siinas, kuras sanéma lunasinu bija skaitliski
vairak novérojams E-kadherina un b-katenina limenis, salidzinot ar kontroles vielas
apstradato Stnu grupu. B—katenina proteinu pieaugums bija raksturigs tikai Sai Stinu frakcijai,
jo b—katenina limenis neat$kiras ar LUN un kontroles grupu. Lunasinam nebija nekada
ietekme uz C-MYC HCI11 sinas, tapat nebija nekadas ietekmes uz C-MYC ekspresiju MCF—
7 §nas un nomaca ari géna Wnt—1 §tinu izraisito C-MYC ekspresiju (Pabona et. al., 2013).

Noskaidroja ar1 to, ka LUN neietekm&ja mamosféras vienibas P1 un P2 (Pabona et. al., 2013).

P&étijuma noskaidroja, ka pelém, kuras sanéma 250 pg lunasina ned€la samazinajas
audz€ju sastopamiba par 70%, tapat samazindja audz&u raSanas iesp&ju, salidzinot ar
kontroles grupu. Bet lunasina devas 2,5 un 25 pg/nedéla samazinaja audz€ju bieZzumu un
rasanas iesp&ju. Eksperimenta beigas tika ievakti audz&ju paraugi péc 19 nedélam. Audzgju
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histopatologija uzradija, ka Stinas vairs bija sastopamas tikai papilomas un karcinomas
(Galvez et. al., 2001).

1.4.2. Pretiekaisuma efekts

Iekaisums ir kritisks faktors, kas veicina audzgju progresésanu (Dia et. al., 2009).
Stinas, kas cies, no iekaisuma izraisa dazadas proinflammatora reakcijas, kas var bojat DNS,
ka rezultata tiek veicinats audzg€js. NO (slapekla oksids) spélé svarigu lomu iekaisuma
patogenézé, un tas tiek uzskatits par pro — iekaisuma mediatoru, kas izraisa iekaisumu
(Sharma et. al., 2007).

P&tfjuma tika parbaudits, vai lunasins spgj ietekmé&t makrofagu stnu Iiniju RAW 264.-7
dzivotsp&ju un atklajas, ka lunasins neietekm&a makrofagu Stnu liniju RAW 264.-7
dzivotsp&ju. Atklaja art to, ka lunasins var inhibét pro — iekaisuma reakcijas ar koncentraciju
10 mikromoli. Ta ka NO kontrolé inducgjama slapekla oksida (iNOS) sintézi, tad tika
parbaudits iNOS uz makrofagu $tnu Imiju RAW 264.-7, kuras bija ievadits lunasins.
Izmantoja Western blota metodi. iNOS ekspresija ievérojami samazinajas pie 200
mikromoliem lunasina. Sie rezultati paradija to, ka lunasins ir sp&jigs ari pie zemakam
koncentracijam (10 mikromoli) inhibét fermentus, un var samazinat iNOS ekspresiju pie
augstakam koncentracijam. Lai v€l vairak saprastu lunastna lomu iekaisuma, tika parbaudits,
vai lunasins spgj ietekmé&t PGE2 razosanu un COX-2 ekspresiju LPS stimul&tas makrofagu

§tnu Iinijas RAW 264.-7 (Dia et. al., 2009).

Noskaidroja, ka lunasins ievérojami samazinaja PGE2 razosanu un COX-2 ekspresiju,
pie 100 mikromoliem lunasina. Augstakas koncentracijas lunasins (200 un 300 mikromoli)
bitiski samazinaja PGE2, kas lava secinat, ka, iesp&ams, lunasins ir spécigs COX-2

inhibitors (Dia et. al., 2009).

Sie rezultati Jauj secinat, ka lunasinam var biit svariga loma taja, lai novérstu ickaisumu,
nomacot COX-2/PGE2 un iNOS/NO celus. Tam, protams, var ar1 biit nopietna ietekmé uz

veselibu, tapec ir nepieciesami vél papildus in vivo pétijumi (Dia et. al., 2009).

Ka jau ieprieks tika noskaidrots lunasins spélé svarigu lomu iekaisuma procesos, lidz ar
to zinatnieki vai pétnieki v€l&jas noskaidrot vai lunasinam lidzigi peptidi arT sp€j ietekmét

iekaisuma procesus.
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Makrofagu $tnu linija RAW 264.-7 tika stimuléta ar LPS (liposaharidi). Noskaidroja,
ka ievadot LPS, iNOS pastiprinas, un lidz ar to art NO raZoSana palielinas. 5 kDa peptids
atbild par to, ka lunasins inhib&€ NO razosanu par 43% pie 10 mikromolu devas, bet divi citi
peptidi, 8 kDa un 14 kDa, uzradija bitisku NO produkcijas kavésanu, sakot ar 25 mikromolu
devu. NO ekspresija ievérojami samazinajas, kad Siinas tika arstétas ar 25 mikromoliem 5 un
8 kDa peptidiem, un ar 50 mikromoliem 14 kDa peptida. Tapat ari jaatzimg, ka 5 kDa peptids
samazinaja NO daudzumu, ko razo pie mazakas koncentracijas, neka nepiecieSams, lai
samazinatu iNOS, tad€jadi noradot, ka §is peptids ne tikai darbojas proteina ekspresijas
limeni, bet arTt nomac iNOS aktivitati. 5 kDa peptids spécigi inhibé iNOS ekspresiju un NO
produkciju salidzinot ar 8 kDa un 14 kDa peptidiem (de Mejia&,-Dia, 2009).

Lunasins un lunasinam lidzigie peptidi ietekmé&ja COX-2 ekspresiju un PGE2 razoSanu.
5 kDa peptids nomaca PGE2 un COX-2 pie 10 mikromoliem devas par 13% un 14%. 8 kDa
peptids ievérojami samazinaja PGE2 razoSsanu un COX-2 ekspresiju pie 25 un 50
mikromoliem, savukart 14 kDa peptids ievérojami nomaca COX-2/PGE2 celu. Turklat
neviens no peptidiem neietekméja COX—1. 5 kDa peptids visspécigak nomaca pie IC50 (puse
no maksimali inhib&josas koncentracijas) 25 un 41 mikromolu devas COX-2 un PGE2 (de
Mejia&,-Dia, 2009).

Pie koncentracijas 10 mikromoli, 5 kDa, lunasinam Iidzigs peptids, inhibé IL—6
produkciju par 775,6 + 0,9%, bet pargjie divi peptidi neinhibgja IL-6 ar min&to koncentraciju.
Palielinot 5 kDa koncentraciju lidz 25 un 50 mikromoliem rezultata novéroja, ka IL—6
razoSana ir pilniba blok&ta LPS induc€taja makrofagu Stnu Iinija RAW 264. - 7. No otras
puses, 8 kDa peptids inhibé IL-6 produkciju par 55,6 £ 6,7% pie 50 mikromolu
koncentracijas, bet 14 kDa peptids izraisija |IL-6 produkcijas inhibiciju pie §is paSas
koncentracijas (50 mikromoli). Bez tam lunasins un lunasinam lidzigie peptidi nomaca LPS
induceto IL-1B raZzoSanu, makrofagu Stnu linija RAW 264.-7. 5 kDa un 14 kDa lunasinam
lidzigie peptidi nomaca IL-1p razosanu pie koncentracijas 10 mikromoli par 33,3 + 11,8% un
30,4 + 0,9%. 8 kDa, lunasinam lidzigs peptids, nomaca IL-1B razoSanu ievérojami pie 50
mikromolu koncentracijas. IL-1B sp&cigi nomaca 5 kDa peptidu ar IC50 13 mikromoli, bet
bija nepiecieSama augstaka koncentracija 8 kDa (62 mikromoli) un 14 kDa (34 mikromoli)

peptidiem, lai rezultata par 50% samazinatu IL-1p (de Mejia&,-Dia, 2009).

Peétijuma ietvaros noskaidroja ari, ka 5 kDa, lunastnam lidzigs peptids, visvairak
nomaca NF-kB aktivaciju pie koncentracijam 25 1idz 50 mikromoli. ArsteSana ar 25 un 50

mikromoli 5 kDa rezultata par 65,2% un 90,2% inhib&ja NF-kB (aktivéto B $tnu kodola
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faktors kappa) aktivaciju. Divi lunasinam lidzigie peptidi, 8 un 14 kDa, ievérojami nomaca
NF-xB aktivaciju pie 25 un 50 mikromolu koncentracijas. Turklat, 5 kDa peptids visvairak
inhibé NF-«B aktivizésanu, salidzinot ar par&jiem diviem peptidiem (de Mejia&,-Dia, 2009).

Ir pieradits, ka lunasins kombinacija ar IL-12 vai IL-2 spécigi iedarbojas uz IFNy
(interferons gamma), granzimu B un NK (natural killer cells) $tnam izraisot sinergisku
efektu; un $Ts sinergiskais efekts rada spécigu NK $tnu aktivizé$anos, kuras rezultata tiek
pastiprinata citotoksicitate. Proti, lunasina un citokinu kombinacija spgj atbrivot IFNy, NK

§tinas no pacientiem, kam ir limfoma (Cheng et. al., 2014).

Lai noskaidrotu vai lunasins var izraisit [IFNy razoSanu $tinas, PBMCs (periferialo asinu
mononuklearas §tinas) veseliem donoriem, bija Stinas bez un ar lunasinu, tapat lunasinam tika
pievienots vai IL-12, vai IL-2 (Cheng et. al., 2014). Ta ka zinams, ka IL-12 un IL-2 var
izraisit IFNy razoSanu caur NK §tinam (Smith et. al., 2004), tad Sos divos citokinus izmantoja
salidzinasanai (Cheng et. al., 2014). Péc 1 dienas stimulacijas, atsevisSkas $tinu populacijas,
kas atsaucas uz stimulaciju tika vertétas, izmantojot $tinu iekraso$anu uz IFNy. Noskaidroja,
ka CD4+ un CD8+ T populacijas $tinas joprojam bija negativas uz visiem stimuliem, bet NK
Sunu CD3 -, CD56 + populacija bija pieaudzis IFNy pozitivo Stnu skaits péc stimulacijas ar
lunasinu un IL-12, un IL-2, salidzinot ar pasiem citokiniem (Cheng et. al, 2014). CD56
pozitivas apakskopas NK $iinas ir galvenas Stnas, kas razo IFNy ar regul§josam funkcijam,
savukart CD56 vaji pozitivo $tinu populacija ir atbildiga par citolitisko aktivitati (Cooper et.
al., 2001; Caligiuri, 2008). Tika analizéts ari tas vai CD56 pozitivo un vaji pozitivo $tnu
populacijas razo intracelularo IFNy, rezultati liecinaja par to, ka, ja pievieno klat lunasinu ar
IL-12 vai IL-2, kur klat vél ir kultivétas NK $@inas, noskaidroja, ka CD56 pozitivo un vaji
pozitivo $iinu populacijas stimulé IFNy razoSanu. Talak parbaudija lunasina ietekmi uz NK
Sinam. Rezultati paradija, ka lunasins kopa ar IL-12 vai IL-2 ievérojami palielina IFNy
lIimeni $tnas (Cheng et. al., 2014). Tadgjadi varétu $kist, ka lunasins izraisa sinergisku efektu
tikai pateicoties citoktniem IL—12 un IL-2, kas ekpres€jas uz mérka géniem NK siinas (Cheng
et. al., 2014).

Lai definétu lunasina kombinacijas atbildi, noskaidroja EC50 (puse no maksimalas
efektivas koncentracijas), pamatojieties uz IFNy razosanu IL-12 kultivetas cilvéka NK §tinas.
Pie IL-12 kocentracijas 10 ng/ml, lunasina EC50 bija 5,64 + 2,23 mikromoli. Lai noteiktu, vai
lunasins pastiprina sinergijas efektu kopa ar citokinu kokteili ar IL-12 un IL-2, cilvéka NK
Stnas tika kultiveti citokini gan ar, gan bez lunasina. Atklaja, ka lunasins kopa ar citokinu

kokteili arT izraisa sinergisku efektu, kas razo IFNy (Cheng et. al., 2014).
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Ka ieprieks ir noskaidrots, STAT4 (signala transkripcijas un aktivacijas faktors 4)
trukums ir novérots limfomas pacientiem péc PBSCT (periferialo cilmes §tinu transplantacija)
(Lupov et. al., 2011). PBMCs pacientu stimulacija ar IL-12 un IL-2 izraisija IFNy razoSanu
caur NK stinu populaciju izmantojot Stinu iekrasoSanu, lai gan ir daudz mazak, neka salidzinot
ar citam S$iinam no kontroles grupas. Pievienojot klat lunasinu, tas vél vairak palielinaja
pacientos NK stinu procentualo dalu, kas razo IFNy, tas bija [idzigi arT kontroles vielas grupa
un citokinu kontroles grupa. Tadgjadi, ieklaujot lunasinu citokinu bazes terapija var
nodroSinaties pret to, lai IFNy tiek razots caur NK $iinam normali, pat pacientiem, kam ir

smaga limfoma ar iegiito STAT4 deficitu (Cheng et. al., 2014).

NK siinam, kas ir kultivétas, piemit vaja citolitiska aktivitate pret Raji limfomas $tinam,
kas ir izturigas pret NK - veikto $tinu nogalinasanu. Citokini izraisija NK $iinu aktivizéSanu,
kas uzlaboja citotoksicitati pret Raji Sinam. Turklat lunasins v&l pastiprina dabisko NK $tinu
citotoksicitati, kas ir negativi atlasiti (97% tiriba) un stimuléta ar suboptimalo citokinu
koncentraciju pret Raji $inam. Talak analiz&ja kadu ietekmi atstaj suboptimalais IL-2 ar vai
bez lunastna uz granzimu B, izmantojot $inu kraso$anu. Rezultata atklajas, ka lunasins
palielinaja olbaltumvielu lItmeni granzima B. Tika arT konstatéts, ka CD56 populacija bija
sastopama krietni vien daudz granzima B, kad lunasins tika pievienots klat Stinu kultirai,

salidzinot ar IL-2 kontroles grupu (Cheng et. al., 2014).

Tika izpétita arT lunasina ietekm€ uz FasL (Fas ligands) izraisito apoptozi kopa ar IL—2.
Plismas citometrijas analize uzradija minimalu lunasina ietekmi uz FasL NK Stnu kultiiru
suboptimalo IL-2. Turklat, kultivétas NK S§tnas, kas bija apstradatas ar FasL. — blokg&joSo
antivielu vai kontroles izotopu bija novérojama lidziga nogalinasanas aktivitate pret Fas —
expressing Raji mérka $tinam, kas liecingja par to, ka lunasins neietekmé&ja FasL mediatoru

nogalinasanas efektu uz NK $tinam ar aktivizétu suboptimalo IL-2 (Cheng et. al. 2014).

Stnu terapija, izmantojot NK §inas, kas bija aktivizétas in vitro, §tinas tika kliniski
testétas pret vairakiem audzgjiem (Miller et. al., 2005; Srivastava et. al., 2008; Ljunggren&,-
Malmberg, 2007). Jo Raji limfomu ksenotransplantata modeli, audz€ju Sinu augSana
palielinajas laika gaita kontroles pelei, kurai nebija ievietotas cilvéka NK Stnas. Audzgjs
pelém samazinajas péc 27 dienam péc tam, kad tas bija sanémusas citokinu aktivizétas NK
Stinas un NK Stinas, kas bija aktivizétas ar lunasinu un citokiniem, salidzinot ar kontroles

grupu (Cheng et. al., 2014).

Lai novertétu, vai lunasins var uzlabot IFNy razoSanu in vivo BALB/c pelém tika dota
viena intraperitoneala injekcija (i.p.), kur klat bija IL-2. P&c astonpadsmit stundam péc

29



injekcijas ievadiSanas noteica IFNy limeni seruma pelém, kas sanéma PBS (fosfata salu
skidums), IL-2, vai lunasinu. IL-2 un lunasina kombinacija izraisija IFNy sekr&ciju seruma,

kur lunasins tika dots 0,4 mg/kg uz kermena masas (Cheng et. al., 2014).

Tika pétits lunasina efekts uz NK §tnam in vivo. Lunasina un IL-2 kombinacija
ievérojami paaugstinagja CD69+ vai granzimu B + NK Siinas, salidzinot ar PBS kontroles
grupu. Stinu iekrasoanas analize noteica, ka NK $inas ir atbildigas par IFNy razo$anu pelgs,
kur ir gan lunasins, gan [L-2. IL-2 nepietiekamo devu ietekm@ nebija nosakama uz Tstermina
arstéSanu, toties, lunasins ar IL-2 kopa var€ja izraisit NK $tnu aktivizaciju (Cheng et. al.,

2014).

Lunasina peptids satur RGD motivu, kas saistas ar integrinu, kas ir sastopams dazada
tipa Stinas, ieskaitot NK §tinas (Ruoslahti&,-Pierschbacher, 1986). Lai izpétitu RGD motiva
funkcijas lunasina, tas tika kimiski sintez&ts (Cheng et. al., 2014). Kimiski sintez&tais peptids
izraisTja Iidzigu IFNy Iimeni NK $iinas, salidzinot ar pilna garuma lunasinu, tas liecina par to,
ka p&dgjas 11 aminoskabes nav vajadzigas, lai lunasins varétu modulét imiinas funkcijas NK
Stnas, lai gan tas ir svarigas, lai mudinatu apoptozi, lai var€tu transformét véza S$iinas
(Galvez&,-de Lumen, 1999). Pieradija, ka lunasins sp& kavét histona H3 acetilaciju ar
p300/CBP — saistito faktoru (PCAF) palidzibu, kas ir histonu acetilazes ferments (Galvez et.
al., 2001). Tika parbaudita arT lunasina ietekme uz NK $inu epigenétisko mehanismu.
Saskana ar génu ekspresijas profilu TGFB1 (augSanas faktors beta 1), mazaka dala acetiléta
histona H3 limenis (AcH3) bija negativi saistits ar TGFB1l locus NK S$unas, kas bija
apstradatas ar lunasinu un IL—12, salidzinajuma ar IL—12 vienu paSu. Un otradi lielaka dala
AcH3 limenis bija pozitivi saistits ar [FNy locus NK §iinas, kas bija apstradatas ar lunasinu
plus IL-12, neka taja Stnas, kur citokini bija vieni paSi. Tas liecina par to, ka lunasins spgj
modulét AcH3 limeni saisto$ajos mérka génos, ka ari spgj regulét génus (Cheng et. al., 2014).
Petijuma ar7 tika noskaidrots, ka pievienojot klat lunastnam IL-12, tas nekadi neietekméja
metiléta histona H3 pie lizina 9 (H3K9me3) limeni. Rezultata ari noskaidroja, ka lunasins, kas
ir klat pievienots citokinu — kultivétam NK §tinam spgj pastiprinat STAT4 aktivizéSanu, kas

lidz ar to ari veicina IFNy indukciju NK siinas (Cheng et. al., 2014).

P&tijuma noskaidroja, ka lunasina internalizacija pieauga un lunasins tika uzsiikts visas
Stnas péc tam, kad sanéma LPS (pro — inflammatora agents) un vitronektinu. Salidzinot ar
PBS grupu un stimuléto grupu, lunasina uznemsana pieauga par 2,5 un 2,9 reizém, bet grupa,

kur LPS un vitronektins bija kopa pieauga par 3,3 reizém. Siinas, kuras sanéma lunasinu
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samazinaja avB3 integrina bazalo ekspresiju uz plazmas membranas virsmas par 1,2, 1,3, 1,4

un 2,0 reiz€m, salidzinot ar kontroles grupu (Cam et. al, 2013).

Imtinoflourescences analize noskaidroja, ka lunasina uznemsana ar katru laika periodu
palielinajas, lai gan vertibas statistiski atSkiras tikai par 1 h. Noskaidroja to, ka lunasins
neietekméja klatrina ekspresiju uz S$iinu membranas virsmas. Pats lunasins internaliz&jas

intracelularajos pislisos (Cam et. al., 2013).

Imiinocitokimiska analize paradija, ka LPS (10 nM) un vitronektins (130 nM) veicinaja
lunasina internalizaciju §tna, salidzinot ar PBS kontroles grupu. Pie visam grupam, kas
sanéma lunasinu vargja novérot, ka klatrina ekspresija membrana palika neietekméta.
Eksperimenta beigas rezultati liecinaja par to, ka lunasina uzpemsana neietekméja klatrina

ekspresiju uz plazmas membranas virsmas (Cam et. al, 2013).

Tapat noskaidroja, ka lunasins regulé kaveolina—1 ekspresiju uz membranas par 1,4, 2,0
un 3,0 reiz€ém péc tam, kad lunasins bija ievadits pé€c 5 un 15 minttém, un péc 1 h.
Eksperimenta beigas noskaidroja, ka kaveolins—1 nostiprinas uz $inu membranas p&c tam,
kad lunasins ir ievadits robezas no 15 mintutém lidz 1 h. P&c tam, kad lunasins bija apstradats
ar brefeldinu A (BFA) novéroja, ka tas nomaca lunasina internalizaciju §tina par 97,5, 99,6 un
99,8%. Péc 30 mintSu lunasina apstrades ar BFA, lunasins samazinaja avfB3 integrina
ekspresiju, bet visos citos laikos nenovéroja nekadas izmainas. Lidz ar to var secinat, ka BFA

ietekméja lunasina endocitozes procesus (Cam et. al., 2013).

Petijuma ietvaros noskaidroja, ka nistatins (kaveolina medi€tais endocitozes inhibitors)
samazindja lunasina uzpemsSanu par 60,9%, salidzinot ar kontroles grupu. Savukart,
amantadins (klatrina medi€tais endocitozes inhibitors) un amilorids (makropinocitozes
inhibitors) samazindja lunasina endocitozi par 97,7 un 99,5%. Tas lava beigas secinat, ka
lunasina endocitozes procesi liela meéra, ir saistiti, ar klatrina struktiras parklajumu un
makropinosomam. P&tijuma art tika noskaidrots, ka lunasins neietekméja intracelulara Ca2+

Iimeni makrofagos, kas bija apstradati ar ekhistatinu (Cam et. al., 2013).

Iepriek$&jos pétijumos ir noskaidrots, ka nekancerogénu ziditaju Stinu pirmapstrade ar
lunasinu, ka, piem&ram, NIH3T3 un C3HI10T1/2 Stnam, péc 24 h lunasina ievadiSanas,
nomac koloniju veidosanos, ko ir induc&jusi kimiskie onkogéni vai E1A onkogéns (Galvez et.
al., 2001; Lam et. al., 2003). Sie rezultati saskan ar izteikto apgalvojumu, ka adenoviruss E1A
izraisa transformaciju un 24 h p€c virusa ievadiSanas var novérot génu ekspresijas izmainas

(Ferrari et. al, 2008). Lidz ar to tika izpétita lunasina ietekmé& uz génu ekspresiju uz divam
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prostatas epitélija Stnu Iinijam, RWPE-1, nekancerogéna prostatas epitélija Siinu linija, un,
RWPE-2, RWPE-1 tumoroggnais variants, pirms un péc lunasina ievadiSanas (Huanq et. al.,
2011). Izvelgjas prostatas véza epit€lija Stnu Iinijas tap&c, ka §1s vezis ir biezi sastopams un ir
leni augoSs vezis, kas ir labs kandidats, lai parbauditu bioaktivo partikas sastavdalu, ka,
piemé&ram, lunasina ietekmi uz vézi. No 14,500 gé€niem, 114 g€nos p&c lunasina apstrades (2
uM) lunasina vargja vairak, - neka divas reizes novérot ekspresijas izmainas. No 114 géniem,
112 génus reguléja RWPE-1 $iinas, bet pargjos divus génus (COL5A1 un LAMP1) regulgja
RWPE-2 Stinas. Génus, kurus regule RWPE-1 ir iesaistiti Siinu cikla, atbild par Stinu
proliferaciju un DNS procesiem, tapat ir svariga loma audz&ju supresijas procesos un pro —
apoptiskos celos. Noskaidroja, ka pro — apoptiskos génus THBS1 (trombospondins 1) un
HIF1a (hipoksijas inducgjosais faktors alfa 1), un antiproliferativos génus PRKAR1a (CAMP
atkariga proteinkinazes tips 1 alfa) un TOB1 (proteinu kod€joSais géns) regulé lunasins
RWPE-1 stinas (Huangq et. al., 2011). Tad ar Western blota metodes palidzibu noskaidroja, ka
proteinu ekspresijas ITmenis bija augstaks RWPE—1 §tinu génos HIF1a, PRKAR1a un TOB1,
neka RWPE-2 §tnu génos ar vai bez lunasina. RWPE-1 §tnu géns HIFla uzradija 3 reizes
lielaku indukciju, neka RWPE-2 Stnu géns THBSI1. Proteinu skaits neatSkiras RWEP-1
génos PRKAR1a un TOBI, grupas, kur bija un, kur nebija lunasins, salidzinot ar RWEP-2
Stnu géniem (Huang et. al., 2011). HIF1a un THBS1 regulacija ir saistita ar prostatas audz&ja
supresiju un kunga karcinomu (Chen et. al., 2009; Komuro et. al., 2009).

Novéroja, ka 20 uM lunasina lokalizejas RWEP-1 un RWEP-2 S$iinu perinuklearaja
regiona péc 3 h un 24 h ievadiSanas, salidzinot ar kontroles grupu. Tomér, kad RWEP-2
Stnas sapéma 50 pM lunasina 24 h, vargja imiinofluorescences mikroskopa novérot, ka
lunasins ir lokaliz€jies gan kodola, gan citoplazma. Kodola lunasins vairak bija lokalizgjies
transkripcijas aktivajos rajonos, kur ir sastopams hromatins (Chubb, 2009). leprieksgjie
imunofluorescences pétijumi, kur tika izmantots NIH3T3 Siinas paradija, ka lunasins kopa
hromatinu lokaliz&jas kodola pe&c viena Stnas cikla daliSanas procesa, bet to vargja noverot
tikai tad, kad Stinas metafaze aktivi dalfjas (Lam et. al., 2003). Kopuma §ie rezultati norada uz
to, ka RWPE-2 sinas var izstumt lunasinu no arpussSiinas telpas un diferenciali ietekmét

lunasina ekspresiju uz géniem (Huang et. al., 2001).

Ir zinams, ka lunasinam piemit hemopreventivas ipaSibas, papildus S$Tm ipasibam
lunasins v&l spgj saistities ar hipoacetilétu hromatinu (Galvez&,-de Lumen, 1999; Galvez et.
al., 2001). Lai noskaidrotu vai lunasins tieSi saistas ar histonu H4 tika veikti
imanoprecipitacijas (IP) eksperimenti. Rezultati paradija, ka lunasins mijiedarbojas ar rH4
(rekombinantais histons H4). Mijiedarbiba starp lunasinu un rH4 bija specifiska. Interesanti
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vél bija tas, ka gan lunasina, gan histona H4 antivielu olbaltumvielas migréja uz vieniem un
tiem pasSiem kompleksiem, 23 kDa un 50 kDa. Noskaidroja vél, ka lunasins un rH4 23 kDa
proteina komplekss ir monomera forma un 50 kDa proteina komplekss ir dim&ra forma. Kaut
ar1 §1 interpretacija bija apstiprinata vairakos eksperimentos, tomér rezultati norada, ka

lunasins ir ciesi saistits ar rH4 reakcijas procesiem (Huang et. al, 2011).

Ka jau ieprieks noskaidroja, tad lunasins ievérojami kave histona H4 tetra — acetilaciju
C3H10T1/2 un MCF-7 sunas, kuras sanéma natrija butiratu (Galvez et. al., 2001). Natrija
butirats palielina histonu acetilé$anos inhibgjot histonu deacetilazi (HDAC) (Huanq et. al.,
2011). Lidz ar to lunasins var saistities un maskét deacetil€tos histonus un tada veida arT tiek
kavéta histonu acetilacija, Iidzigi, ka cilvéka endogénais audz&ja supresors, ANP32A
(proteinu kodgjosais géns), dara (Seo et. al., 2001; Kutney et. al., 2004). Histonu acetiléSanas
inhibicija korele ar gé€nu ekspresijas apslap&sanu un ta regulacijas samazinasanos (Varier et.
al., 2004). Pétijjuma rezultati paradija, ka lunasins tomér regulé ge€nu ekspresiju
nekancerogénas prostatas epitélija $tnas, tadgjadi radot jautajumu, ka histonu inhibitors
acetil€ génu ekspresiju (Huanq et. al., 2011). Lunastnam ir hromosaistoSais motivs, kas saistas
ciesi uz deacetiléta histona H4, neka uz lunasina poliaspartilgala (Galvez et. al., 2001), kas
liecina par to, ka Ilunasins var nomaskét histona H4 lizina atlikumu, izmantojot

hromosaisti$anas vietu (Huang et. al., 2011).

Lai noskaidrotu vai lunastnam ir potencials apslépt lizina atlikumu uz histona H4
aminoskabém péc acetilacijas, tika veikta HAT (histonu acetiltransferaze) parbaude uz KS,
K8, K12 un K16 acetilaciju (Huanq et. al, 2011). Acetilacijas Iimeni normaliz€ja ar skabes
ekstrah€to histonu paraugu H4KS5, K8, K12 un K16, un tetra acetiléto histonu H4. HAT
parbaude bez lunasina, HAT1A acetilgja vairak K5 un K12, bet mazak K8 un K16 (Huangq et.
al., 2011). HAT1A spéelé svarigu lomu citoplazmatiska HAT enzima acetilacija, kas atbild par
jaunajiem histoniem, kur tiek acetilétie pie H4K5 un K12 pirms nokliSanas kodola un
deponésanas nukleosomas DNS replikacijas laika (Sobel et. al., 1995). HAT nukleosomas
PCAF un p300 ir iesaistitas génu ekspresijas regulacija (Huanq et. al., 2011). p300 ir génu
ekspresijas koaktivators, un PCAF ir sekundarais koaktivators, kas saistas ar p300 vai CBP
acetileéto hromatinu lokali (Schiltz et. al., 1999). Ja nav lunasina klat, tad gan p300, gan PCAF
acetile H4K8 (Schiltz et. al., 1999). Toties lunasina klatbiitne bija novérojams, ka p300 un
PCAF, un mazaka méra art HAT1A samazinaja K8 acetilaciju un palielinaja K16 acetilaciju.
Histona H4 tetra acetiléSana ievérojami kavéja lunasina darbibu PCAF HAT reakcijas, bet
nekavéja p300 un HAT1A reakcijas (Huanq et. al., 2011). Lai apstirinatu lunasina sp&ju
acetilét konkreti H4 lizina atlikumu, tika veikts HAT tests, izmantojot rH4. Kad lunasins bija
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pievienots klat HAT reakcija, novéroja, ka H4K8 acetiléSanas ievérojami samazinaja HAT
reakciju, kuru katalizgja visi tris HAT enzimi. H4K 16 acetilacijas pieaugums bija novérojams
HAT reakcijas, kad reakciju kataliz§ja PCAF un HATI1A, bet picaugums nebija novérojams,
tad, kad to kataliz&ja p300. Tas lieck domat, ka kodola HAT enzims, p300, nav sp&jigs acetilét
H4K16, ja histons H4 ir hipoacetiléts, neatkarigi no ta vai ir klat lunasins vai nav (Huanq et.

al., 2011).

Lunasins biitiski neietekm&ja H4K8 acetilaciju, bet rezultata bija novérojams H4K16
acetilacijas picaugums RWEP—-1 un RWEP-2 §iinas, salidzinot ar kontroles grupu. Ja lunasins
regule RWEP-1 §iinu génus, kas veicina H4K 16 regulaciju, tad $Tm géna hromatinam ieksa
vai apkart ir jabuit bagatam ar hipoacetilétu H4K16. Un otradi, hipoacetiletam H4K16 ir jabut
RWEP-2 stinu hromatina (Huangq et. al., 2011).

Bioinformatiska analize paradija, ka vairak neka viena treSdala no 112 gé€niem regulé
RWEP-1 siinu génus CPG. Lunasins nespgj regulét THBS—-1 RWEP-2 §tnas, kas liecina par
to, ka ir notikusas epigenétiskas parmainas 5' géna gala (pieméram, H4K 16 hipoacetilacija un
DNS hipermetilacija CPG S$iinas), kas apklusindja transkripciju un padarfja génu griti

pieejamu lunasinam (Huangq et. al., 2011).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Imiunofluorescences analize

SH-SY5Y sunas (ATCC® CRL-2266"") Western blota un iminofluorescences analizei

sanému no darba vaditajas Unas Riekstinas.

2.1.1. Siinu fikse$ana uz priek§metstiklina

Stinas fikséja uz 4-laucipu priek$metstiklipa (Nunc) 20 min ar 4% formaldehida
(Sigma) Skiduma PBS (0,137 M NaCl, 0,05 M NaH,PO,4, pH 7,4), un péc fiksé€Sanas skaloja
1x ar PBS.

Ar PBS parklatu priekSmetstiklinu ar fiksétam Sunam var uzglabat 2 — 8 ° C temperatiira

11dz 3 ménesiem, vai arT tos var iekrasot nekavejoties.

ar lun ar lun bez lun bez lun

2.1. att. Siinu apstrades shéma uz 4-kameru priek$metstiklina.

2.1.2. Inkubacija ar antivielam

Imtnofluorescences metodei izmantotie reagenti: primara antiviela: poliklonala trusu
antiviela (CASLO, Danija), kas ieglita imunizg€jot truSus ar lunasina peptidu, blokeSanas
buferis (5% BSA, 0,3% TritonX-100, PBS; visi reagenti iegadati no Sigma), skaloSanas un
inkub&sanas skidums (1X PBS, 1% liellopa albumina (BSA), sekundara antiviela: ar FITC
konjugéta kazas antiviela pret trusu IgG-, (Jackson Immuno Research). Kodola
kontrastkrasviela DAPI (2, 4 — diamino — 2 — fenillindols; Invitrogen), ieslégsanas vidé
ProLong Gold (Invitrogen).

PriekSmetstiklinu divas reizes ar 400 puL skalo$anas bufera skalo (1% BSA/PBS), un tad
blok& un permeabilize $iinas ar 0,5 mL blok&Sanas/permeabilizacijas bufera (5% BSA/0,3%
Triton X-100/PBS) un inkub& 45 miniites istabas temperatiira. P&c tam nolej blok&Sanas

buferi. SkaloSana nav nepiecieSama.
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Atskaida primaro antivielu 1:1000 atSkaidiSanas buferi un uznes 400 pL skiduma trijos
no 4 lauciniem, ceturtaja jeb kontroles laucina ienes tikai atSkaidisanas buferi (1% BSA/PBS)

bez antivielas un inkubé 16 h 2 — 8 ° C temperatiira.
P&c tam skalo priekSmetstiklinu trTs reizes pa 5 min ar 1 ml skaloSanas bufera.

Atskaida sekundaro antivielu atSkaidisanas bufert 1:500. P&c tam atskaidito sekundaro
antivielu ielej katra laucipa (400 pL/laucipa), un tad inkub& tumsa 1 stundu istabas
temperatiira. Paraugus péc tam divas reizes noskalo ar 400 pL skaloSanas bufera. Péc
skalosanas pievieno 300 pL atSkaidita DAPI Skiduma (1 pg/ml) katra priekSmetsliktlina

laucina, un inkub€ 2 — 5 miniites istabas temperatiira.

Skalo paraugus vienreiz ar PBS un vienreiz ar fideni. Tad uzmanigi uzpilina 1 pilienu
ieslégSanas vides uz mikroskopa priekSmetstiklina un uzklaj segstiklinu uz priekSmetstiklina,

izvairoties no gaisa burbuliem.

2.1.3. Mikroskopésana

lezimétas Siinas apliko konfokalaja mikroskopa Nikon C2, un uznem att€lus

programma Nikon C2.

Konfokala lazera sken€Sanas mikroskops ir mikroskops, ar kura palidzibu var iegit
augstas izSkirtsp&jas optiskos attelus. Pati galvena iezime ir tada, konfokalais mikroskops spgj
ieght in — focus attelus no izvéléta dziluma, process tieck saukts par optisko sekciju. Attelus
ieglist punktu pa punktam un rekonstrué uz datora, kas lauj apskatit att€lus trisdimensiju

veida. Konfokalajam mikroskopam ir x, y un z asis.

2.2. Western blota analize

2.2.1. Vielas

Sintetiskais lunasins no CASLO laboratorijas Aps (Danijas Tehniskas Universitates) no

Sigma — Aldrich (St. Louis, ASV).

Western blota metodei izmantotie reagenti: RIPA buferis (R0278, Sigma Aldrich,
ASV), proteazu inhibitoru kokteilis (P2714, Sigma — Aldrich, ASV), poliakrilamida ggla
elektroforézei izmantots proteina molekulara svara standarts — Spectra Multicolor Broad
Range Ladder (22634, Piercenet, ASV). Blok&Sanai izmantots 5% sausais piens un 0,05%

Tween 20 (sc — 2333, Santa Cruz Biotechnology, ASV).
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Izmantotas primaras antivielas: truSu poliklonala antiviela, lunasina antiviela (CASLO,
Danija), pelu monoklonalais  — aktins (ab8224, Abcam, Lielbritanija) ka pozitivo paraugu

ievadiSanas kontrole.

Izmantotas sekundaras antivielas: peroksidazes konjugéta kazas anti — truSa IgG

(A9169, Sigma — Aldrich, ASV), lunasina sekundara antiviela.

DetektéSanai tika izmantoti hemiluminescences ECL Advance Skidumi A un B

(RPN2135, Amerscham GE Healthcare, ASV).

2.2.2. Stinu kultiiras parauga sagatavo$ana

Stinas ar 1 pmol lunasina inkubgja 3 dienas. P&c tripsiniz&sanas iegiitas $linu nogulsnes
( 2 miljoni $tnas), denaturja ar 25 pl SDS-stop bufera 5 min 96 grados un péc tam lava
atdzist uz ledus. SDS-stop bufera sastava ir natrija dodecilsulfats, kas padara proteinu negativi

ladetu, ka ar ir iekraso tos zila krasa un veicina labaku parauga ievadiSanu géla bedrite.

2.2.3. Géela elektroforeze un pussausa parnese

Proteini tiek sadaliti pec to molekulara svara, izmantojot 10% SDS poliakrilamida gelu
pie 70 — 80 V sprieguma aptuveni 2 stundas. Viena no gé€la bedrittm pievieno markieri
kontrolei. Proteinu daudzums ggla ir 20 — 40 pg/mL.

Tad proteini tiek parnesti uz nitrocelulozes membranas (N8267 — 5EA, Sigma Aldrich,
Vacija), izmantojot elektroforézes metodi, stravas stiprumu iestata attiecigi membranas
laukumam. Iepriek§ sagriez vatmana papiru un nitrocelulozes membranu patur vismaz 10
miniites parneses buferi, lietojot ,,sviestmaizes” principu, lai padaritu proteinus pieejamus

antivielam. Parnese notiek aptuveni 45 — 60 min.

2.2.4. Blokésana un bloteSana ar antivielam

Lai noveérstu membranas nespecifisko saistiSanos ar antivielu, membranu bloké ar 5%
sauso pienu un TBS buferi un 0,05% Tween 20 30 min istabas temperatiira, lai izvairitos no
nespecifisko antivielu piesaistes.

Tiek inkubgtas primaras antivielas 4° C diennakti atSkaidijumos: lunasina antiviela
1:2500. P&c tam membranu skalo ar TBS buferi un 0,05% Tween 20 istabas temperatiira pa

15 minttém 3 reizes. Tad tiek inkub&ta lunasina sekundara antiviela istabas temperatiira 1
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stundu. Membranu skalo vélreiz ar TBS buferi un 0,05% Tween 20 istabas temperattira pa 15

minatém 3 reizes.

2.2.5. Membranas attistiSana

Lunasina ekspresijas noteiksanai izmantoja hemiluminescences reagentus - Skidumus A
un B (RPN2135, Amerscham GE Healthcare, ASV), kurus sajauca attieciba 1:1, un kurus
vienmeérigi uzklaj uz membranas, inkubé 1 min, membranu uzmanigi noslauka. Gaisma tika
detekteta uz CDD kameram (UVP Bioimaging System, Kanada), kur iestata laiku, kas var

variét, bet vidgji tika izmantotas 2 min.

2.2.6. Datu apstrade

Attelu analizei izmantota Image J programma, kur lunasina ekspresiju izsaka, ka
absoliito intensitati skaitlos, kas ir ieziméta laukuma un taja vidgjo pikselu skaitu reizinajums.
Eksperimentala grupa, kur tika ievadits tikai fiziologiskais $kidums, tiek nemta ka kontrolg,
kurai pieskir vértibu 1. Talak aprékina pargjo grupu relativo intensitati (kontrole/katras grupas
absoliito intensitati).

Statistisko datu analizei izmantota programma Microsoft Excel.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

3.1. Imiunofluorescences analize

Attela 3.1. paradita neiroblastomas Stnu linijas SH-SYS5Y Stnu kultira, Stnas
piestiprinajusas pie flakona pamatnes, tam ir izaugumi un Siinas veido sakopojumus. Attela
3.2. paradita neiroblastomas $tinu linijas SH-SY5Y S§tnu kulttira ar lunasinu (2 uM). Tapat,
ka att€la 3.1. $tinas ir piestiprinajusas pie flakona pamatnes, tam ir izaugumi un S$tnas veido

sakopojumus. Tas norada uz to, ka lunasinam nebija ietekmés uz $tinu kultiiras morfologiju.

3.1. att. Neiroblastomas $iinu linijas SH-SY5Y morfologija
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3.2. att. Neiroblastomas $iinu Iinijas SH-SYS5Y $iinu morfologija péc apstrades ar lunasinu

Attela 3.3. ir paradits ar lunasinu 2 uM inkubg@tas neiroblastomas stinu Iinijas SH-SY5Y
konfokala mikroskopa attéls. Ar zilo iezimi (DAPI) ir iekrasots Stinas kodols un zala iezime
(FITC) parada lunasina antivielas saistiSanos. Ka redzams att€la, tad lunasins nav novérojams
Stnas kodola, bet ir tikai apkart Stinas kodolam, iesp&ams, ka lunasina antiviela lokaliz&jas
cita vieta, ka, piem&ram, citoplazma. No ta var secinat, ka lunasins, iesp&jams, nav nonacis
neiroblastomas $tnu Iinijas SH-SYS5Y Siinas kodolos, jo nav izvéléts optimals inkubacijas

laiks. Mé@s Stinas inkubg&jam ar 2 uM lunasinu 3 dienas.

Park et. al. pétjjuma tika izmantots attirits lunasins no kallusa. Lunasinu attiritu no
kallusa, parbaudija véza profilakse, izmantojot koloniju veidosanas testu NIH3T3 §tnas. Park
et. al. petjjuma $iinas apstradaja ar 1 puM sintétiska lunasina un 1 uM attirita lunasina.
P&ttjuma beigas vini noskaidroja, ka lunasins, kas bija attirits no kallusa sp€ja internaliz&ties

pelu fibroblastu $tinas NIH3T3 un lokalizéties kodola 18 stundas p&c lunasina ievadiSanas.

Tatad, ka jau noskaidrojam, tad mes sava eksperimenta Stinas inkub&am ar 2 uM
lunasina, pie tam tas bija sintétiskais lunasins. Ka zinams, tad Park et. al. p&tijuma $tnas tika
inkubétas ar 1 pM lunasina. Un uzzinajam to, ka tikai lunasins attirits no kallusa, kas bija

nemts 1 uM, sp&ja internalizéties pelu fibroblastu stinas NIH3T3 un lokaliz&ties kodola 18
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stundas péc lunasina ievadiSanas. No §1 var secinat, ka, iesp&jams, tikai lunasins, kas ir attirits,
pieméram, no sojas, mieziem vai rudziem sp& péc kada noteikta laika lokaliz€ties Stnu
kodola péc tam, kad ir ievadits lunasins. AtSkirigs ir ari, tas arT cik lielu lunasina

koncentraciju tiek inkubg&tas $tnas, tas ar varétu dot atskirigus rezultatus.

Hsieh et. al. pétijuma atkal noskaidroja to, ka lunasins, kas bija attirits no miezu séklam
internaliz&jas pelu fibroblastu NIH3T3 S$iinas un lokalizéjas kodola 20 h péc lunasina
ievadiSanas. Tapat §1 pétijuma ietvaros lunasins tika atrasts zurku nierés un aknas péc tam,
kad zurkas bija barotas ar LEB, to vid€jas koncentracijas bija 32,8 ug/g nierés un 3,5 pg/g
aknas. Pétljuma arT noskaidroja, ka lunasins nebija noverojams asinis. Lunasins, kas bija
attirits no mieziem internaliz€jas Zurku nierés un aknas, péc tam, kad zurkas tika barotas ar
LEB. Lunasins, kas bija attirits no zurku nierém un aknam inhibgja yGCNS5 aktitivati
apmé&ram par 20% un 18%, un PCAF aktivitati apm&ram par 25% un 24% pie koncentracijas
100 nM. No zurku nierém un aknam attiritajam lunasinam inhibitora efekts bija lidzigs

sint€tiska lunasina inhibitora efektam pie tas paSas koncentracijas.

Chubb pétijuma ietvaros tika novérots, ka 20 pM lunasina lokaliz€jas RWEP-1 un
RWEP-2 stnu perinuklearaja regiona péc 3 h un 24 h ievadiSanas, salidzinot ar kontroles
grupu. Tomer, kad RWEP-2 §iinas sanéma 50 pM lunasina 24 h, vargja imunofluorescences
mikroskopa noverot, ka lunasins ir lokaliz&jies gan kodola, gan citoplazma. Kodola lunasins
vairak bija lokalizgjies transkripcijas aktivajos centros, kur ir sastopams lunasins. Iepriek$gjos
imiinofluorescences pétijumos, kur tika izmantotas NIH3T3 §tinas novéroja, ka lunasins kopa
ar hromatinu lokalizgjas kodola p&c vienas §tinas cikla daliSanas procesa, bet to vargja noverot
tikai tad, kad Stinas metafaze aktivi dalijas (Lam et. al., 2003). Kopuma §ie rezultati norada uz
to, ka RWEP-2 §tnas var izstumt lunasinu no arpus$iinas telpas un difirenciali ietekmét

lunasina ekspresiju uz géniem (Huang et. al., 2001).

Park et. al. pétijuma lunasins internaliz&jas tiesi pelu fibroblastu NIH3T3 $iinas un péc
tam arT lokaliz&jas $o $tinu kodola un abos gadijumos lunasins bija attirits no kada auga valsts
produkta. Sintétiskais lunasins neuzradija tadus pasus rezultatus, ka lunasins, kas, pieméram,
bija attirits no kallusa vai miezu séklam. Kaut gan Park et. al. pétijjuma lunasins, kas bija
attirits no kallusa tikpat liela méra nomaca NADH raZzoSanu, ka sintétiskais lunasins. Tad tas
liek aizdomaties, kapéc ir lietas, kur sint€tiskajam lunasinam un lunasinam, kas, pieméram, ir
attirits no kallusa, mieziem, sojas, kvieSiem uzrada lidzigus efektus, ka, pieméram, nomac
NADH razosanu lidzigi, vai izraisa lidzigus inhibitora efektus, bet tikai lunasins, kas ir attirits

no sojas, mieziem, kvieSiem, rudziem un kallusa sp€ lokalizeties vai nu ziditaju Stinu
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kodolos, vai pelu fibroblastu NIH3T3 Siinas (Park et. al., 2007). Tatad, tomer tas liek domat,
ka lunasinam, kas attirits no auga valsts produkta, tomér ir kadas 1pasibas, kas atSkiras no
sintétiska lunasina. Un pateicoties §Tm 1pasibam, arT atSkiras gala rezultati. Var€tu bit art ta ka
lunasins, kas ir izol€ts no sojas, mieziem, rudziem un kallusa ir dazadas koncentracijas, lidz ar
to tas ar1 var ietekmét darba rezultatus. Piem&ram, ir noskaidrots, ka sojas s€klu attistibas un

digSanas posmos lunasina koncentracija var tikt ietekmé&t. Tika arT noskaidrots, ka lunasina

daudzums ievérojami palielinas séklu nogatavosanas laika (Park et. al., 2005; Wang et. al.,

2008).

3.3. att. Neiroblastomas Siinu linija SH-SYSY péc inkubacijas ar lunasinu 2pM. Lunasina
specifiska antiviela - zala iezime, kodola iezime DAPI — zila krasa. (palielinajums 60x)

Attela 3.4. ir paradita lunasina uzgemsanas eksperimenta kontrole - neiroblastomas $iinu
linijja SH-SYS5Y Stnu kultivéSanas barotné un talak apstradata ar antivielam un DAPI
identiski lunasina paraugam. Ar zilo iezimi (DAPI) ir iekrasots Siinas kodols un zala iezime
(FITC) parada lunasina antivielas saisti§anos Siinds var novérot zalo iezimi gan citoplazma,
gan iesp&jams, Stinas kodola vai citoplazmas slaniti virs ta. Zalajai iezimei vajadzgja
paradities tikai tad, ja S$@ina ir nonacis lunasins, jo més izmantojam primaro poliklonalo
antivielu, kas ir ieglita imunizgjot trusus ar lunasinu. Ta ka lunasins $aja eksperimenta laucina

netika pievienots, tad secinam, ka poliklonalo antivielu saisti$anas ir nespecifiska.
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Lunasina peptids ir 43 aminoskabju gar§ (Park et. al., 2005; Galvez et al., 2001;
Galvez&,-de Lumen, 1999; Galvez et. al., 1997), tatad teorétiski ir iesp&jami vairaki antivielu
epitopi un motivi, kas var bat kopigi ar citiem $tinas proteiniem (Galvez&,-de Lumen, 1999;
Rouslahti&,-Pierschbacher, 1986; de Lumen et. al., 2009). Pieméram, lunasina ir RGD
motivs, kas atbild par ekstracelulara matriksa saistiSanos un ir sastopams daudzos S$iinas
proteinos, tapat RGD motivs ir atbildigs par lunasina internalizaciju $tinas kodola (Ledesma,

et. al., 2009).

Ir ar1 noskaidrots, ka lunasinam lidzigajos peptidos 5 un 14 kDa, ir sastopams adh&zijas
motivs, kas sastav no RGD atlikumiem. Ir zinams ar1, ka RGD motivs ir atbildigs par to, ka
lunasins var piesaistities pie arpusSiinu matrices, kas lidz ar to ar1 talak lauj lunastnam
internaliz&ties ziditaju $tinas (Ledesma et. al., 2009). Noskaidroja ari to, ka RGD tripeptids ir
atrodams integrinu arpuss$tinu matric€, tapat RGD motivs ir atrasts uz integrinu $tinu virsmas

proteiniem (Rouslahti, 1996).

Ogawara et. al. pétijuma noskaidroja, ka RGD-PGE modificéts adenoviruss endotélija
§tnas caur avP3 integrinu nomac NF-kB signalu parvaldi, kas ietver to, ka tiek samazinata
TNF-o inducétais E-selektins, tapat tiek samazinata asinsvadu $tnu piesaistiSanas molekulai—
1, starpstinu adhézijas molekula—1, IL-6, IL-8, un asinsvadu endotglija augSanas faktors A. Ir
arT noskaidrots, ka RGD motivs, kas atrodas 5 un 14 kDa peptidos inhibé LPS inducéto
iekaisumu makrofagu $tnu linija RAW 264.—7.

Ir pieradits ari, ka lunasins sp€j ietekmé@t apoptiskos génus, lidz ar to var secinat, ka
lunastnam piemit pro — apoptiska darbiba, ko var attiecinat art uz RGD motivu (De Mejia&,-

Dia, 2009).

Lucie et. al. pétijjuma pieradija to, ka RGD motivs ir svarigs integrinu mijiedarbiba.
Tatad arT noskaidroja, ka RGD motivs sp€l€ svarigu loma taja, ka piegada zales uz konkrétu

vietu audz€ja angiogenézes gadijuma.

Turklat ir noskaidrots, ka RGD motivs kopa ar integrinu receptoriem veido Sinu
adhézijas atpaziSanas sisttmu (Villard et. al.,2006), kas tad ari ietekmé& un regulé Stnu

migraciju, augSanu, diferenciaciju un apoptozi (Lu et. al., 2006).

Buckley et. al. pétijuma atkal novéroja, ka RGD motivs samazinaja limfocitu un
leikocitu Stinu izdzivoSanu. Ari §1 pétijuma ietvaros noskaidroja, ka lunasinam un zinamam
kimijterapijas zalém, cisplatinam, pastav sava starpa sinergisks efekts. Lunasina un cisplatina
kombinacijas sinergiskais efekts inhib&a HT-29 resno zarnu $tnu augSanu, pie lunasina
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koncentracijam 30 un 60 mikromoli, bet cisplatins bija dazadas koncentracijas (Dia&,-de
Meijia, 2010). ArT starp lunasinu un aspirinu pastav sinergiskais efekts. Lunasina un aspirina
kombinacija atkal ietekm&ja krits véza Sinas MDA-MB-231 Stnu augSanu (Hsieh et. al.,
2010). Tapat ari lunasins kombinacija ar IL-12 vai IL-2 spécigi iedarbojas uz IFNy, granzimu
B un NK $tnam izraisot sinergisku efektu (Cheng et. al., 2014). Noraditie rezultati liecina par

to, ka lunasina efektus var pastiprinat gan zales, gan interleikini.

Ka jau ieprieks noskaidrojam, tad lunasinam struktiira ir sastopams RGD motivs, tapat
arT lunasins satur 8 asparaginskabes atlikumus, kas ir atbildigi par lunasina antimitotisko
efektu. Péc tam, kad asparaginskabes atlikumi ir sasaistfjusies ar hipoacetiléto hromatina
regionu, ka, pieméram, centroméras. Tad, kad asparaginskabes atlikumi sasaistas ar
hipoacetiléto hromatina regionu izveidojas kinetohora komplekss, kas tad arl nelauj
mikrotubuliem pievienoties pie centromé&ram, kas beigas noved pie mitozes apstasanas un
galu gala pie Siinu naves (Galvez&,-de Lumen, 1999). Ka zinams, tad lunasina gala poli -
asparaginskabes atlikumi atbild galvenokart par histona H3 acetilacijas inhibiciju (Ledesma

et. al., 2011).

Lunasins, kas eksogéni pievienots ziditaju Siinu kulttiram, internaliz&jas un lokalizgjas
kodola, kur piesaistas pie deacetilétiem serdes histoniem H3 un H4 un inhib€ So acetiléSanos
no koncentracijas atkariga veida. Lunasina histonu acetiléSanas inhibicija par 25%
novérojama jau 10 nM koncentracija, bet 80% inhibicija tiek sasniegta 1 uM koncentracija.
Uzskata, ka lunasins nogalina Siinas, trauc€jot histonu acetiléSanas/deacetiléSanas dinamiku.
Tumoru supresgjosais proteins Rb iedarbojas uz E2F promoteri un palidz histonu deacetilazi
(HDAC) noturét histonus deacetiléta veida. Onkoproteins E1A inaktivé Rb un Rb—HDAC
komplekss sabriik. Deacetilétie histoni klist pieejami acetiléSanai ar histonu
acetiltransferazém (HAT). TieSi Saja bridi paradas lunasina efekti, jo lunasins piesaistas pie
atbrivotajiem deacetil€tajiem histoniem un konkuré ar HAT. Lunasina iejaukSanas dél génu
transkripcija tiek blokéta un §tnas notiek apoptoze (Jeong et. al., 2007; Kim et. al., 2007).
Uzskata, ka tad, kad tumora supresori ir inaktivéti, lunasins varétu darboties, ka
surogattumorsupresors un selektivi nogalinat Siinas, kuras sak transforméties. Tapéc lunasins
ir aktivaks pret tiem véZa veidiem, kas notiek ar hromatina modifikacijam. Doma, ka lunasins
saistas pie deacetiléta histona ar negativi ladéto poli — D ké&diti peptida molekulas C — gala, jo,
ja So fragmentu nonem, tad antimitotiskie lunasina efekti paziid. Peptida N — galam var&tu bt

nozime deacetiléto histonu atrasanai (Muceniece et. al., 2010).
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3.4. att. Negativa kontrole - neiroblastomas $iinu Iinija SH-SY5Y. Lunasina specifiska antiviela -

zala iezZime, kodola iezime DAPI — zila krasa.

Attéls veikts pie 60x palielindjuma, redzama nogriezna garums 50 pm.

lezimétas Stunas apliko konfokalaja mikroskopa Nikon C2, un abus att€lus uznéma

attelu programma Nikon C2.

Lunasina lokalizacija kodola nebija novérojama neiroblastomas Stinu linija SH-SYS5Y.
Iespgjams, ka nepiecieSama eksperimenta optimizacija — var izmantot citu Stinu fikséSanas
reagentu, mainit lunasina inkubacijas laiku, blok&Sanas un permeabilizacijas apstak]us,
antivielu inkubacijas laiku, intensivaka skaloSana ar augstaku detergenta koncentraciju

skaloSanas buferskiduma.

Tapat, lai imunofluorescences iegiitie rezultati biitu precizi ir loti svarigi izveidot
atbilstosu kontroli. Viena no lietam ir, ta ka visos imtnofluorescences eksperimentos ir
jaieklauj negativa kontrole, kur tiek izmantots inkubacijas buferis bez primaras antivielas, tas
nepieciesams, lai p&c tam varétu identificét nespecifisko sekundara reagenta iekraso$anos. Ari
tiek izmantotas papildus kontroles, lai noskaidrotu, ka iekrasojas primara antiviela. Papildus
kontroles ietver absorbcijas kontroli, izotipa saskanota kontrole (priek§ monoklonalas

primaras antivielas, uz miisu darbu neattiecas, jo m€s izmantojam poliklonalo antivielu) un
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audu tipa kontrole. Miisu eksperimenta sekundarajai antivielai nenovérojam nespecifisku

saistibu (rezultati nav paraditi).

Tapat ir zinams, ka DAPI (2, 4 — diamino — 2 - fenillindols) saistas ar DNS, un ir
piemérots kodola kontrastkrasvielai. Ta absorbcijas maksimums ir 358 nm un fluorescé zila
krasa pie emisijas maksimuma 461 nm. Ar DAPI kontrastkrasvielas palidzibu var skaidri

noverot, ka Siinas lokaliz&jas kodola.

Imiinofluorescences rezultatus art var&ja ietekmét, tas cik ilgi attéli tika izgaismoti, jo
ilgak att€lus izgaismoja ar DAPI vai FITC, jo vairak paraugos Stinas var€ja tikt izdedzinatas.
Tapéc ir loti svarigi, kad strada ar paraugiem darboties loti atri, nevar ilgi regulét to, lai butu
atbilstosa pozicija att€lu uznemsanai, jo ja ilgak darbojaties ar paraugiem, jo vairak Siinu tiek
izdedzinats. Un tas ar1 var ietekmét rezultatus, kas gala tiek novéroti. Ir daudz un dazadi

faktori un apstakli, kas var ietekm&t darbu, un tos visus nav pilniba iesp&jams uzskaitit.

Cam et. al. pétijuma noskaidroja, ka lunasina internalizacija pieaug un to, ka tas tiek
uzsikts visas $unas péc tam, kad Sunas sanéma LPS (pro — inflammatora agents) un
vitronektinu. Un salidzinot Sos iegiitos rezultatus ar PBS grupu un stimul&to grupu, novéroja,
ka lunasina uzpemsSana $iinas ir pieaugusi par 2,5 un 2,9 reiz€m, bet grupa, kur LPS un
vitronektins, pieaugums bija tikai par 3,3 reizém. Tapat ari Sunas, kas sapema lunasinu
samazinaja avP3 integrina bazalo ekspresiju uz plazmas membranas virsmas par 1,2, 1,3, 1,4
un 2,0 reiz€m salidzinot ar kontroles grupu. Un imiinofluorescences analize noskaidroja, ka
lunasina uznemsana ar katru laika periodu palielinajas, lai gan veértibas statistiski atSkiras tikai
par 1 h. Noskaidroja arT to, ka lunasins neietekmé&ja klatrina ekspresiju uz §tinu membranas
virsmas un to, ka pats lunasins internaliz€jas intracelularajos piisliSos. Balstoties uz Siem
faktiem var secinat, ka tapat, ka misu eksperimenta lunasins it ka uzsiicas visas §unas, bet
tomer, kad apskatija tuvak imiinofluorescences mikroskopa, tad ieraudzija, ka lunasins vairak
internaliz&jas vai lokaliz&jas intracelularajos pusliSos, bet miisu gadijuma lunasins bija
noveérojams citoplazma. Pasas beigas eksperimenta ar imtnohistokimiskas analizes palidzibu
noskaidroja, ka LPS (10 nM) un vitronektins (130 nM) veicinaja lunasina internalizaciju $ina,

salidzinot ar PBS kontroles grupu.

Ka jau iepriek§ piemin&ju lunasins ir termostabils, un pat varot 10 miniites, ta struktiira
un bioaktivitate nemainas (Park et. al., 2005). Ir noskaidrots, ka lunasins sak sintez&ties sojas
s€klu aizmetnos 5 nede€las péc noziedesanas, saglabajas nobriedusas seklas art no sojas pupam
iegiitos miltos. Lunasina [imenis mainas atkariba no auga audz€Sanas temperatiiras, augsnes
un mitruma. Tas norada, ka lunasina Itmeni sojas pupas var meérktiecigi palielinat.

46



Eksperimenta, kur salidzinaja BBI, izoflavonu un lunasina limena svarstibas auga diedz&$anas
gaitd, noskaidroja, ka lunasins paradas séklu aizmetnos un to Iimeni palielinas s€klam
nobriestot. Un dzied&jot sojas pupas, tas mércgjot, baribas skidrumos gan gaisma, gan tumsa
novéroja, ka lunasina limenis samazinajas 7. diena. Tapat §1 eksperimenta ietvaros
noskaidroja, ka parmérigs mitrums neveicina lunasina sintézi soja, bet gaismai un vai tumsai
ietekme ir maza (Park et. al., 2005; de Lumen, 2005; Wang et. al., 2008). Ir noskaidrots, ka
lunasina koncentracija produktos ir atkariga no sojas Skirnes, vides faktoriem un arT no

temperattras (Wang et. al., 2008).

Ka redzam, tad lunasina internalizaciju un nokliasanu kodola var ietekmét daudz un dazi

faktori.

3.2. Western blot analize

Western blots veikts ar stnu linijju SH-SYSY. Viena dala tika apstradatas ar 1 umol
lunasina, otra dala Stinu bez lunasina ari ir pievienota blotam. Visas Western blota ggla
bedrites tika ievaditi 20 pL Skiduma (kopgjais proteins + SDS buferis). Pozitiva kontrole bija
sintétiskais lunasins (2,5 png). Gela tika ievadits arm molekulara svara markieris. Nakamajas
bedrites tika pievienotas neiroblastomas $tnu kultira SH-SY5Y (ar lun) un neiroblastomas
stnu kultira SH-SYS5Y (bez lun) (attéls 3.5.).

5,45 kDa

P M SH-SY5Y - SH-SYS5Y
bez ar lun

3.5.att. Lunasina lokalizacija $iinu kultira SH-SY5Y (P — pozitiva kontrole, M — proteina
izmeéru markieris)

47



Péc Western blota tika veikta iegiita 3.5. att€la analize ar Image] programmu, kura
iezZImg&jam interesgjoso izmera svitru, proti, 5,45 kDa un nomérijam Saja laukuma pikselu
daudzumu. legitie rezultati redzami 3.6. att€éla. Redzams, ka Stnu linija SH-SY5Y bez
lunasina ir arT konstat€jama nespecifiska lunasinam lidziga proteina detekcija. SH-SYS5Y ar
lunasinu intensitate ir krietni lielaka, tomer arT Seit redzama nespecifiska piesaiste. Tas liecina,
ka antiviela saistas nespecifiski ar7 ar citiem proteiniem. Tas korele arT ar imiinfluorescences

ieglitajiem datiem, kur izmantota ta pati antiviela.

Relativa intensitate lunasinam Stnu kulttra SH-SY5Y

1,2 .12

0,6 -

04 -

Pozitiva kontrole SH-SY5Y bez lun SH-SYS5Y ar lun

3.6. att. Lunasina §tinu kultiiras SH-SYSY relativas intensitates grafiks

Antiviela atpazist labi konservéto sekvenci RGD, kas ir arT daudziem citiem protetniem
sastopama. Tapéc precizakai lunasina detekt€Sanai biitu nepiecieSama antiviela, kas spgj
saistities specifiski pie interes€josa peptida vai proteina.

Hsieh et. al., pétijuma Western blota metodi izmantoja, lai noteiktu, vai BBIC sastava ir
sastopams lunasins, un atklajas, ka ir pie koncentracijas 74,4 ng/mikrogramu proteina. Tapat
vini noskaidroja, ka lunasins kopa ar BBI sastada 44% no kopg&ja BBIC olbaltumvielu skaita.
Bez tam ar Western blota palidzibu noskaidroja, ka tripsina inhibitori BBI un KTI pasarga
lunasinu no $kel3anas vai degradacijas. Saja eksperimenta tika izmantots sinttiskais lunasins,

tapat, ka musu eksperimenta. Iesp&jams, lai rezultati bitu atSkirigi ir nepiecieSams, nevis
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sintétiskais lunasins, bet gan jaizol€ lunasins, pieméram, no sojas, jo tad pastav varbiitiba, ka

lunasins uzradis savadakus rezultatus.

Pieméram, Park et. al. petfjuma ietvaros tika noskaidrots, ka lunasins, kas bija izol&ts no
sojas, mieziem, kvieSiem un rudziem sp€j lokalizeties ziditaju S$iinu kodolos. Tapat ari
lunasins, kas bija attirits no kallusa sp&ja internalizéties pelu fibroblastu $tnas NIH3T3 un
lokalizéties kodola 18 stundas péc lunasina ievadiSanas. De Mejia ar kolégiem ir pieradijusi,
ka gan sintétiskais lunasins, gan lunasins, kas ir attirits no sojas pupam, spgj izraisit lidzigas
bioaktivitates L1210 leikémijas Sinam. Tapat arT Hsieh ar kolégiem un Jeong ar kol€giem
public€ja datus, ka sintétiskais lunasins, gan no augu valsts izdalitais lunasins uzrada diezgan

lidzigas 1pasSibas.

Péc sadiem apgalvojumiem ir griiti spriest. Iesp&jams, ka lunasins sp€j lokalizeties tikai

noteiktas $tinu kultiiras vai §tinu Itnijas.

Tapat ir bijis eksperiments, kur tika parbaudita makrofagu $tunu linijas RAW 264.—7
dzivotsp&ja, un atklajas, ka lunasins makrofagu Siinu linijas RAW 264.-7 dzivotsp&ju

neietekméja. Ka redzams, tad ir $tinas, kur ir, kaut kada ietekmg, bet ir $tinas, kur nav.

de Mejia et. al. pétija lunasina koncentraciju dazados sojas genotipos un viena no
metodém, ko de Mejia izmantoja bija Western blota metode, lai identificétu lunasinu.
P&tijuma ietvaros noskaidroja, ka tirais lunasins 5,45 kDa un 13 kDa atrodas saistiSanas vieta,
pie kuras var saistities poliklonala antiviela, un lidz ar to ta sp€j dot signalu. Hidroliz&tais un
1zoletais sojas proteins atkal ir 16 kDa peptids, un tas liek domat, ka tas varétu atbilst triméra
lunasinam. Atkal 30 kDa lielais peptids varétu biit lunasina heksaméri. Saja pétijuma tapat, ka
mis€ja tika izmantota poliklonala antiviela, vienigais Western blots nenotika uz dzivam
Stnam, ka misu gadijuma. Kaut gan tapat, ka miisu gadijuma lunasins bija 5,45 kDa liels.
Iesp&jams, atskiribas ir tapéc, ka misu gadijuma, ka jau piemin&ju eksperiments notika uz
cilveku neiroblastomas $tinu Itnijas SH-SY5Y, bet de Mejia, et. al. p&tijuma eksperiments

notika uz augu valsts proteina ekstraktiem, kas bija izol&ti no dazadiem sojas produktiem.

Dia et. al. pétijjuma ar Western blota metodes palidzibu analiz&ja proteinu frakcijas 88
un 104, jo tas paradija augstu lunasina koncentraciju. P&tijuma ietvaros noskaidroja, ka tris
peptidi, 5 kDa, 8 kDa un 14 kDa, parada pozitivu imtinoreakciju pelu monoklonalaja lunasina
antiviela. Dia et. al. noskaidroja ari, ka 5 kDa, 8 kDa un 14 kDa peptidi ir viens no otra
atkarigi. Ta no $1 var spriest, ka ar1 tas, kada antiviela tiek izmantota, arT var ietekméet

procesus.
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Jeong et. al. pétijjuma ar Western blota metodes palidzibu noskaidroja lunasina
aizsargajoso efektu pret starpStinu DNS bojajumiem. Starpstinu DNS bojajumu vértéja ta ka
noteica fosfora—H2A.X ekspresijas limeni NIH3T3 §tnas. Gala novéroja, ka lunasins ar
koncentraciju 0,5 mikromoli samazinaja fosfora-H2A.X ekspresiju par 11%, pie
koncentracijas 1 mikromols par 27%, bet pie 5 mikromoliem un 10 mikromoliem par 60% un
82%. Saja pétijuma lunasins bija 4,8 kDa liels. Ja salidzindjuma ar miisu iegiitajiem datiem
Western blota, tad atskiriba ir, bet ne parak liela, iesp&jams, atskiriba ir tapec, ka Jeong et. al.
pétijuma tika izmantotas lunasins, kas bija izoléts no Solanum nigrum L. Tapat g€la bedrites
Skidumi bija pilditi dazadas koncentracijas, ka, pieméram, 1,6 uL, 0,32 puL un 0,64 uL, bet

miusu eksperimenta atkal visas g€la bedrites Skidumi tika pilditi vienada koncentracija, 20 pL.

Western blota analize frakcijai, kas iegiita no 7 kDa peptida, liecingja par to, ka frakcija
20 saturgja 5 kDa peptidu ar pozitivu imiinoreakciju uz peles monoklonalo lunasina antivielu.
Tapat ar1 frakcija 18 satur€ja 8 kDa peptidu, kam tapat, ka 5 kDa peptidam piemit pozitiva
imiinoreakcija uz peles monoklonalo lunasina antivielu. Turklat ar1 frakcijas 14 divi peptidi —
8 kDa un 14 kDa, tapat, ka ieprieksgjie frakciju peptidi pozitivi reagéja uz peles monoklonalo
lunasina antivielu (Dia&,-de Mejia, 2009).

Tatad pétijuma lunasins tika attirits no sojas miltiem. Lunasins un proteini tika attiriti no
Superdex30 Prep ar gélfiltracijas hromatografijas palidzibu. P&tijuma ietvaros noskaidroja to,
ka lunasins kopigi elu€ art ar citiem lielmolekulariem protetniem. Turklat noskaidroja, ka
lunasins augstas koncentracijas ir sastopams frakcijas (molekulu masa) 7, 8 un 9. Tapat, ka
jau daudzos citos pétijumos jau piemingju 5 kDa proteinam ir pozitiva iminoreaktiva reakcija,
tikai Saja pétjjuma parmainas peéc uz truSa poliklonalo lunasina antivielu, nevis uz pelu
monoklonalo antivielu (Cavazos et. al., 2012; de Mejia&,-Dia, 2009; Dia et. al., 2009). Vel
Saja petijuma tika izmantots Laemmli buferis, kas saturgja f — merkaptoetanolu, nevis ta, ka
musu gadijuma, kur tika izmantots SDS-stop buferis. Western blota gala rezultata novéroja,
ka lunasins bija 5 kDa liels (Searby et. al., 2013).

Ta ka bija veikts tikai viens tads eksperiments pagaidam ar Stnu kultiru SH — SY5Y,
tad pagaidam nav iesp&ams veikt statistiku, ir vajadzigi vismaz trs bloti, lai veiktu statistiku.
Tapat ir javeic atkartoti méginajumi, lai noskaidrotu, vai rezultats bis tiesi tads pats. Pastav

jau iesp€ja, ka nakamaja reiz€ rezultats var atSkirties.

Ka jau iepriek§ aprakstitie fakti, no ta lauj secinat, ka ir pétijumi, kur ir novérojami
vienadi vai varbut lidzigi efekti uz Stinam, bet, tomer vietam ir noveérojamas atSkiribas. Lidz ar
to beigas katrs no zinatniekiem nonak pie nedaudz savadaka rezultata. Piem&ram, ka lunasins,
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kas izol€ts no kallusa internaliz&jas Stinas péc 18 stundam (Park et. al., 2007), bet lunasins,
kas izoléts no mieziem internaliz€jas Stna péc 20 stundam (Hsieh et. al., 2010). Kaut gan
atSkirtba nav parak liela, bet tom@r ar1 ta ir atSkiriba. Vienigais kopigais ir tas, ka abas

internaliz&jas pelu fibroblastu NIH3T3 Stinas.

Tadas pasSas atSkiribas ari ir novérojamas Western blota p&tijumos, kur lunasins ir 5,45
kDa liels, bet ir pétijumi, kur ir 4,8 kDa un 5 kDa lieli. Ari ir pétijumi, kur izmanto
poliklonalo antivielu (de Mejia et. al., 2004), bet ir vietas, kur izmanto monoklonalo antivielu
(Dia&,-de Mejia, 2009). Lidz ar to ari $is nelielas atSkiribas rada atSkirigus rezultatus.
Pielaujams, ka SH-SYSY S§tnam, kuras apstrada ar lunasinu, nepiecieSama monoklonala

antiviela to precizakai detektéSanai.

Ir arm noskaidrots, ka lunasinam piemit hemopreventivas ipasibas, papildus STm
ipaSibam lunasins spgj saistities ar hipoacetiléto hromatinu (Galvez&,-de Lumen, 1999;
Galvez et. al., 2001). Lai parbauditu So apgalvojumu Huanq ar kolégiem pétijuma veica
imunoprecipitacijas eksperimentus, kur parbaudija, vai lunasins spgj tiesi saistities ar histonu
H4. Imiinoprecipitacijas eksperimenta rezultati paradija, ka lunasins mijiedarbojas ar rH4.
Mijiedariba starp lunasinu un rH4 bija specifiska. Interesanti vél bija tas, ka gan lunasins, gan
histona H4 antivielu proteini migréja uz vieniem un tiem pasiem kompleksiem, 23 kDa un 50
kDa. Tika arT noskaidrots ari, ka lunasins un rH4 23 kDa liels proteina komplekss ir
monoméra forma un 50 kDa liels proteina komplekss ir diméra forma. Kaut ari §1
interpretacija bija apstiprinata vairakos eksperimentos, tomér rezultati norada, ka lunasins ir

ciesi saistits ar rH4 reakcijas procesiem.

Lunasinam piemit ne tikai pretiekaisuma un pretaudzgja efekts, bet tam ar1 piemit

holesterina samazinosais efekts.

Lai gan tirgi ir sastopami daudzi bioaktivi dabas produkti, kas pretendé uz holesterina
limena samazinoSo efektu, daudziem no Siem produktiem triikst zinatnisku pieradijumu un
tapat nav noskaidrots to iedarbibas mehanisms, lai pamatotu to efektu. Jaunakie fakti liecina
par to, ka sojas peptids lunasins ir galvenais sojas proteina komponents, kas ir atbildigs par
holesterina samazinoSo efektu. Arvien vairaki pétijumi liecina par to, ka peptids lunasins ir
saistits ar sirds un asinsvadu slimibam. Ka zinams, tad liclaka dala holesterina tiek razots
aknas ar HMG—CoA reduktazes géna palidzibu. Ir arT zinams fakts, ka statini parsvara bloke
HMG—CoA reduktazi, bet statini biezi vien noblok€ parak daudz holesterina. Lidz ar to beigas
tas var novest pie nopietnam blakusparadibam, bet cilvékiem ir nepiecieSams noteikts
holesterina daudzums, lai nodroSinatu pareizu Stnu funkciju darboSanos, ka, pieméram,
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saglabat Sinu membranas integritati un hormonu razoSanu. Saskana ar Galvez izteikto
secinajumu lunasins darbojas atskirigi, to ir paredzets dot agraka posma, neka statinus, un lidz
ar to lunasins ari pilniba nebloké HMG—CoA reduktazes darbibu. Lunasins ari demonstré
izcilu darbibu sirds un asinsvadu slimibas (Janet Poveromo, 2012, Pieejams interneta:

http://www.soylabs.com/Portals/0/NIE%20Cholesterol%20Article.pdf).

Tatad, lai noskaidrotu lunasina kancerogenézes efektu, ko induceé MCA (kimiskais
kancerogéns), tika parbaudita koloniju veidoSanas in vitro NIH3T3 stinam. Tika noverots, ka
Stnas, kuras nesanéma neko, un kuras sap€ma 1 pM lunasina bija izveidojusas dazas
kolonijas, bet sitnas, kuras sanéma MCA Dbija izveidojusas kolonijas vid&ji 35
kolonijas/laucina. Stinas, kuras sanéma 1 uM lunasina un MCA koloniju bija novérojami par
54,3% vairak, neka s$tnas, kuras sanéma tikai MCA. Tika novértéta ari lunasina ietekm¢ uz
stunu ciklu, tika parbaudits kadu ietekmi tas rada uz p21, p15INK4b, ciklinu D1, CDK4 un
fosforu — Rb (ser780) ekspresijas Iimeni, kad klat ir un nav MCA vai lunasins, attirits no
mieziem. Petfjuma rezultati paradija, ka lunasinam ir ietekm& uz p21 proteinu ekspresijas
Iimeni NIH3T3 S$iinas, kas veido kolonijas, kuras inducgja MCA (Hsieh et. al., 2010).
Petijuma ietvaros noskaidroja ari, ka MCA pievienosana §inas samazina p2l protetnu
ekspresijas limeni par 24%, salidzinot ar kontroles grupu. Un kad tika pievienots 1 pM
lunasina S$iinas, kuras sanéma MCA noveéroja, ka p21 proteina ekspresijas [imenis palielinajas
par 24% un 48%, salidzinot ar kontroles grupu un grupu, kur MCA bija viens pats. Turklat
novéroja, ka MCA uz NIH3T3 $tinam nomaca plS5INK4b proteina ekspresiju par 5%,
salidzinot ar kontroles grupu. Toties §tinam, kuram pievienoja lunasinu, kas iepriek§ sanéma
MCA, notika pilnigi pretgjs efekts pl SINK4b proteinu ekspresijas limenis uzlabojas par 4%,
salidzinot ar kontroles grupu, kur MCA bija viens pats. Tika arT noskaidrots, ka ciklina D1
ekspresijas Itmenis par 85% palielindja MCA iedarbibu, salidzinot ar neapstradato Stnu
kontroles grupu. Bet toties 1 uM lunasina samazinaja ciklina D1 ekspresijas Iimeni par 98%.
Stinas, kas bija apstradatas ar MCA un MCA + lunasins vispar neietekm&ja CDK4 ekspresijas
Iimeni. Tapat petijuma rezultati uzradija, ka lunasins samazina Rb fosforilaciju, kuru izraisija

MCA, par 45% (Hsieh et. al., 2010).

Tatad, lai noskaidrotu vai lunasins inhib& vai nomac kancerogenitati, tika veikts in vitro
eksperiments uz normalam, netumorigénam C3HI10T12 (C3H) Stinam. DMBA (7, 12 —
dimetilbenzenantracéns) un MCA tika izmantoti, lai izraisttu koloniju veidosanos (Reznikoff
et. al.,, 1973). Sojas BBI ir iepriek§ pieradijis savas spg€jas attieciba uz to, ka sp€j inhibét
koloniju veidoSanos in vitro (Kennedy, 1993), talab BBI izmantoja ka kontroli. 125 nM
lunasina samazinaja ar DMBA apstradato C3H Stnu efektivitati par 80%, salidzinot ar
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pozitivo kontroles grupu. Antitransformacijas efekts lunasinam bija ievérojami lielaks, neka
ekvimolaram BBI, kas samazinaja ar DMBA apstradato C3H Stnu efektivitati par 37%. 24 h
arst€Sana ar 10 nM lunasina samazinaja transformacijas efektu par 69%, salidzinot ar pozitivo
kontroli. Toties arstéSana ar 100 nM lunasina transformacijas efektu samazinaja par 84%, bet
palielinaja efektu pie 1 un 10 pM lunasina par 88 un 90%. Tas liek domat, ka lunasins
ierobezota daudzuma nonak $iina, bet argja vide lunasina daudzums ir palielinats, kam lidz ar

to ir butiska ietekme uz internalizaciju (Galvez et. al., 2001).

Ka redzam, tad lunasinam piemit daudz dazadu efektu. Pateicoties Siem daudzajiem
efektiem zinatnieki liek lielas ceribas uz to, ka dienas lunasins varétu biuit labs medikaments,
kas palidzétu cilvékiem cinities ar iekaisumu, v€zi un pat ar aptaukosanos. Protams, ir vél
jaiegulda loti liels darbs, lai kartigi noskaidrotu visu par lunastna darbibas mehanismiem un
efektiem. Tapat ir javeic petijumi uz cilvékiem, jo pagaidam eksperimenti ir veikti tikai uz
dzivniekiem un uz dazadam S$inu linijam. P&tijumi uz cilvékiem nepiecieSami tapéc, lai
eksperimentu ietvaros noskaidrotu, kadas blakusparadibas lunasins varétu izraisit lietoSanas
laika. Varétu paiet krietni daudz laika, Iidz lunasins nonak aptieku plauktos, ka jauns
medikaments, kas palidz pret vézi un iekaisumu. Bet ceribas jau vienmér paliek, un,
iesp&jams, nakotn€ varés mazak noverot cilvéku saslimstibu ar v€zi un citam slimibam, ka,
pieméram, sirds un asinsvadu slimibam. Un, iesp&jams, lunasinam atradis ar1 daudz citus

jaunus efektus.
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4. SECINAJUMI

Lunasins neietekméja neiroblastomas SH-SYSY §tinu morfologiju in vitro kultiira.
Ar imiinofluorescences metodi noskaidrojam, ka lunasins tika uznemts
neiroblastomas §tnu Iinija SH-SY5Y un lokalizgjas citoplazma.

Western blota analizé novérojam, ka neiroblastomas $unas SH-SY5Y ir
konstatgjama nespecifiska lunasinam Iidziga proteina detekcija.

Ar lunasinu apstradatas neiroblastomas SH-SYS5Y $tnas ar Western blota metodi
konstatéjam augstakas intensitates lunasina izméram atbilstoSu 5,45 kDa proteina
svitru, tomér bija noveérojamas ar1 nespecifiskas lielaka izméra proteinu svitras.
Iesp€jams, ka precizakai lunasina detekt€Sanai biitu nepiecieSama antiviela, kas
spgj saistities specifiski pie interes€josa peptida vai protetna, vai arl jaoptimize

eksperimenta apstakli ar jau esoSo antivielu.
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PATEICIBAS

Velos izteikt loti lielu pateicibu savai darba vaditajai asoci€tai profesorei Unai
Riekstinai par atsaucibu, padomiem un palidzibu darba tapsanas laika. Tapat gribu izteikt loti
lielu paldies Ulrikai Beitnerei par palidzibu ar Western blotu un par padomiem darba tapSanas

laika, un Kasparam Jékabsonam par palidzibu mikroskopésana.

Liels paldies maniem draugiem un ipass paldies manai gimenei par izpratni un moralo

atbalstu darba tapSanas laika!
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