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Delovanje antioksidantov je zadnje Case zelo preucevano. Poznamo eksogene in endogene

antioksidante. Vedno ve€ raziskav poroca o delovanju in vplivu eksogenih antioksidantov na
endogene antioksidativne obrambne sisteme. Tudi nas je v okviru magistrskega dela zanimal
vpliv predtretiranja celic kvasovke S. cerevisiae s kvercetinom in askorbinsko kislino in
naknadne izpostavitve menadionu na aktivnost citosolne (Cu-Zn SOD) in mitohondrijske
(Mn SOD) superoksid dismutaze. Kulturo kvasovk smo najprej namnoZili v gojis¢u YEPD
do stacionarne faze rasti (60-h kultivacija), zatem inkubirali v pufru PBS 96 h in nato
predtretirali celice 4 oz. 24 h z dvema koncentracijama kvercetina (0,05 in 0,117 g/L) in
askorbinske kisline (20 in 40 mM) ter naknadno izpostavili menadionu za 2 h. Kot
primerjavo smo vzeli kulturo celic, ki ni bila predtretirana, vendar samo izpostavljena
menadionu. Menadion smo uporabili kot oksidant. Z razbijanjem celic in diferencialno
detergentno frakcionacijo ter centrifugiranjem smo nato izolirali citosolno in mitohondrijsko
frakcijo, kjer smo s pomocjo komercialnega kompleta merili aktivnost posameznih SOD. Za
izraCun specifiCne aktivnosti SOD smo dolocili Se koncentracijo izoliranih proteinov po
metodi Bradford. Rezultati so pokazali, da izpostavitev celic samo menadionu poveca
aktivnost Mn SOD v primerjavi s kontrolo, medtem ko nima vpliva na aktivnost Cu-Zn SOD.
Predtretiranje celic s kvercetinom in naknadna izpostavitev menadionu poveca aktivnost Mn
SOD v primerjavi s kulturo, ki ni bila predtretirana, na Cu-Zn SOD pa nima vpliva, medtem
ko predtretiranje z askorbinsko kislino poveca aktivnost Cu-Zn SOD, aktivnost Mn SOD pa
se ne spremeni. Vpliv obeh antioksidantov je koncentracijsko odvisen. Cas predtretiranja (4
0z. 24 h) z antioksidantoma se ni izkazal kot pomemben dejavnik vpliva na aktivnost tako
Cu-Zn kot Mn SOD. Rezultati nakazujejo, da se Mn SOD bolj odziva na kvercetin, Cu-Zn
SOD pa bolj na askorbinsko kislino.
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Action of antioxidants is intensively studied. There are exogenous and endogenous

antioxidants. A growing number of research reports on the functioning and the impact of
exogenous antioxidants on the endogenous antioxidant defence systems. In the framework
of the master’s thesis we were interested in the impact of pre-treating yeast cells S. cerevisiae
with quercetin and ascorbic acid and subsequent exposure of the menadione on the activity
of cytosolic (Cu-Zn SOD) and mitochondrial (Mn SOD) superoxide dismutase. Yeast culture
was first cultivated in YEPD medium to the stationary growth phase (60-h cultivation) and
then incubated in a PBS buffer for 96 h followed by pre-treatment of cells for 4 or. 24 h with
two concentrations of quercetin (0.05 and 0.117 g/L) and ascorbic acid (20 and 40 mM), and
subsequently exposed to menadione for 2 h. As a comparison, we took the cell culture which
was not pre-treated, but only exposed to menadione. Menadione was used as an oxidant.
Cytosolic and mitochondrial fractions were isolated by cell disruption, differential detergent
fractionation and centrifugation. Specific activities of SOD were measured using a
commercial kit. For calculation of specific activity of SOD we determined the concentration
of isolated proteins according to the Bradford method. The results showed that exposure of
cells only to menadione increases the activity of Mn SOD in comparison with the control,
while there is no effect on the activity of the Cu-Zn SOD. Pre-treatment of cells with
quercetin and subsequent exposure to menadione increase the activity of Mn SOD compared
to the culture which was not pre-treated, while the activity of Cu-Zn SOD is not affected. On
the other hand pre-treatment of cells with ascorbic acid increases the activity of the Cu-Zn
SOD, activity of Mn SOD is not changed. The influence of both antioxidants is a
concentration-dependent. Pre-treated time (4 oz. 24 h) with antioxidants is not proven to be
an important factor which affects the activity of both SOD. The results indicate that the Mn
SOD is more responsive to quercetin, while ascorbic acid has more impact on Cu-Zn SOD.

KAZALO VSEBINE
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superoksid dismutaza (angl. superoxide dismutase)

vodotopna tetrazolijeva sol (angl. water-soluble tetrazolium salt)

gojisce s kvasnim ekstraktom, peptonom in dekstrozo (angl. yeast extract

peptone dextrose growth medium)
zbirka industrijskih mikroorganizmov, BF, Ljubljana

zunanja mitohondrijska membrana
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1 UvOD

Med normalnim aerobnim metabolizmom nastaja Sirok spekter kisikovih radikalov in drugih
reaktivnih kisikovih zvrsti (angl. reactive oxygen species - ROS). Ti se razgrajujejo z
razlicnimi nacini antioksidativne obrambe, ki se bodisi sintetizira endogeno (v lastnem
organizmu) bodisi je eksogeno dodana s prehrano. Namen antioksidativne obrambne mreze
ni, da odstrani vse ROS, temvec, da nadzira njihovo raven in tako omogocCi uporabne
funkcije z minimalnimi oksidativnimi poSkodbami. Mnogi znanstveniki se sprasujejo, kako
pomembni so antioksidanti, kot sta vitamin C in E, ki prideta iz hrane. Na splosno velja, da
povecano uZivanje teh vitaminov ne zmanj3a ravni oksidativnih poskodb drasti¢no, Ce sploh,
pri ljudeh, ki se sicer ze prehranjujejo s priporoCenimi dnevnimi vnosi hranil (Halliwell in
Gutteridge, 2007).

Superoksidni anion (O2) je poznan kot potencialno nevaren stranski produkt aerobnega
metabolizma v vseh aerobnih organizmih. Kvasovka Saccharomyces cerevisiae in tudi
vecina evkariontov vsebujejo dva tipa superoksid dismutaz: manganovo in baker-cinkovo
superoksid dismutazo (Lushchak in sod., 2005).

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Flavonoidi (med njimi kvercetin) in tudi vitamin C so antioksidanti, kar pomeni, da naj bi
zmanjSevali oksidativni stres z lovljenjem prostih kisikovih radikalov. To so potrdili Stevilni
znanstveniki v svojih raziskovalnih ¢lankih. Vendar so nekateri znanstveniki v zadnjem ¢asu
odkrili, da lahko nekateri polifenoli delujejo tudi kot pro-oksidanti, kar pomeni, da naj bi bili
toksicni in vivo, ker naj bi povecali stopnjo oksidativnih poskodb v celicah in s tem povecali
oksidativni stres. Vendar gledano drugace, so s tem na nek nacin do doloCene mere koristni,
kajti Ce s svojim prooksidativnim delovanjem blago povecajo stopnjo oksidacije, potem
predvidevajo, da se naj bi posledi¢no povecala tudi telesu lastna antioksidativna obramba
0z. drugaCe povedano, naj bi s tem spodbudili in okrepili delovanje endogenih
antioksidantov in antioksidativnih sistemov ter izraZanje razlicnih biotransformacijskih
encimov v celici. Vse to pa naj bi posredno vodilo do zaSCite celic pred oksidativnim
stresom.  Ali naj bi eksogeni flavonoidi in ostali antioksidanti delovali anti- ali
prooksidativno v celicah, je tezko potrditi. Kljucni problem je, da je to dokaj slabo raziskano
podrocje in bi bilo potrebno v prihodnosti na tem podrocju Se veliko preuciti (Prochazkova,
BouSova et al. 2011), (Halliwell 2008). Na$ namen je preveriti vpliv kvercetina in
askorbinske kisline in naknadne izpostavitve menadiona na delovanje oziroma aktivnost
enega izmed endogenih antioksidativnih sistemov — superoksid dismutaze (SOD), pri Cemer
se bomo usmerili na citosolno (Cu-Zn) in mitohondrijsko (Mn) SOD, in sicer na modelnem
organizmu Saccharomyces cerevisiae.
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1.2 CILJ) MAGISTRSKEGA DELA

preveriti vpliv predtretiranja celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae s
kvercetinom ali askorbinsko Kislino in naknadne izpostavitve menadionu na
aktivnost citosolne (Cu-Zn SOD) in mitohondrijske (Mn SOD) superoksid dismutaze

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

PriCakujemo da:

se bosta aktivnosti Cu/Zn SOD in Mn SOD med seboj razlikovali v primeru
predtretiranja celic s posameznim antioksidantom

se bo predtretiranje celic s kvercetinom drugace odrazilo na ravni Cu-Zn SOD in Mn
SOD kot predtretiranje z askorbinsko kislino
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2 PREGLED OBJAV

2.1 KVASOVKE IN OKSIDATIVNI STRES
2.1.1 Kvasovke kot pogosto uporabljeni modelni organizem pri Studijah
oksidativnega stresa

Kvasovke so najenostavnejsi evkariontski organizmi in imajo ohranjenih veliko esencialnih
procesov, ki so skupni tudi ljudem, zato so zelo pogosto uporabne kot modelni organizmi
(Mdller in Grossniklaus, 2010) in sicer tudi za Studij raznih okoljskih stresov, med drugim
oksidativnega stresa (ZakrajSek in sod., 2011). Gledano s tehni¢nega aspekta imajo kvasne
celice v primerjavi s CloveSkimi celicami kar nekaj prednosti: dobro so prilagojene in
odporne na visokozmogljivostne eksperimetalne metode, imajo kratek podvojevalni Cas,
tega ne zahtevajo strogo sterilnih pogojev in tehnik, niti dragih kompleksnih gojis¢ (Guthrie
in Fink, 1991). Med kvasovkami je za Stevilne Studije najpogosteje kot modelni organizem
uporabna Saccharomyces cerevisiae. V stacionarni fazi rasti je Se posebno uporabna za Studij
oksidativnega stresa, staranja in apoptoze, kajti v tej fazi so kvasne celice podobne
veccelicnim organizmom na veC ravneh: veCino energije pridobijo s pomocjo
mitohondrijskega dihanja, celice so v Go fazi mitoze, napake in poskodbe se v tej fazi
kopicijo s casom (Longo in sod., 1996), zato lahko dognanja mnogokrat povezemo z visjimi
evkarionti (Moradas-Ferreira in sod., 1996). Tekom celicnega dihanja kvasovk se proizvaja
veliko ROS, katerih toksiCne efekte morajo celice nevtralizirati in popraviti. In ravno
kvasovke v stacionarni fazi rasti imajo uspesSne in aktivne zasCitne mehanizme, ki
obvladujejo kopicenje oksidativnih in drugih poskodb (Gray in sod., 2004). Tudi ZakrajSek
in sodelavci so uporabili Saccharomyces cerevisiae v stacionarni fazi rasti kot modelni
organizem za Studij okoljskih stresov. Na podlagi rezultatov, ki so jih pridobili na celi¢ni in
proteomski ravni s pomocjo kulture kvasovk v stacionarni fazi rasti, so jo opredelili kot
primerno za Studij sprememb v oksidacijskem in metabolno-energijskem statusu. V
stacionarni fazi so celice pokazale najvecjo stabilnost, kar se tiCe znotrajcelicne oksidacije.
Poleg tega avtorji poudarjajo, da je pomembno, da so celice za takSne raziskave Se vedno v
dobri kondiciji in tako lahko uspejo vzdrzevati ravnovesje med antioksidanti in oksidanti,
ter s tem prepreCujejo nastanek oksidativnega stresa (ZakrajSek in sod., 2011).

2.1.2 Oksidativni stres

Oksidativni stres je splosno definiran kot stanje porusenega ravnovesja v organizmu med
antioksidanti in oksidanti oziroma ROS (Kovacic in Jacintho; 2001; Valko in sod., 2001).
To se v bioloskih sistemih zgodi, ko pride do prevelike proizvodnje ROS na eni strani ter
pomanjkanja encimske in neencimske antioksidativne obrambe na drugi strani (Droge,
2002). Tako, kot pri visjih evkariontih, tudi pri kvasovkah ROS nastajajo po naravni poti,
kot produkti celicnega metabolizma. Tudi kvasovke imajo obrambne celicne mehanizme, ki
so sposobni pod obicajnimi fizioloskimi pogoji prepreCevati molekularne poskodbe in
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vzdrzevati redoks ravnotezje. Vendar se to ravnovesje porusi, ko so kvasovke izpostavljene
razlicnim okoljskim stresorjem, kot na primer prisotnosti oksidantov, toplotnemu Soku,
etanolu in kovinskim ionom. Takrat se proizvaja vecja koli€ina ROS, zato pride do tako
imenovanega oksidativnega stresa, ki se med drugim kaZe kot peroksidacija lipidov,
oksidacija proteinov in poSkodbe nukleinskih kislin. Do tega neravnovesja lahko pride iz ve¢
razlogov: 1) zmanjSanje koliCine antioksidantov (zaradi ksenobiotikov ali mutacij, Ki
prizadenejo antioksidativno obrambo); 2) povecCane proizvodnje ROS (zaradi izpostavitve
hipoksi¢nim pogojem ali zaradi aktivacije sistemov, ki nenehno proizvajajo ROS) (Costa in
Moradas-Ferreira, 2001). Celica vse to zazna in sprozi aktivacijo razlicnih obrambnih
mehanizmov, kar imenujemo odgovor na oksidativni stres. Poznamo primarno obrambo, Ki
samo nevtralizira ROS in sekundarno obrambo, ki bodisi popravlja poskodbe, bodisi
razgrajuje oziroma odstranjuje oksidirane molekule (Moradas-Ferreira in Costa, 2000).

Prosti radikali so atomi, molekule ali ioni z neparnim elektronom, ki so nestabilni in zelo
reaktivni, ker tezijo k vzpostavitvi kemijskih reakcij z ostalimi molekulami. Obicajno
nastajajo iz treh elementov; Kisika, dusika in Zvepla, pri Cemer nastajajo reaktivne kisikove,
dusikove in zveplove zvrsti (Li in sod., 2010). Ze davnega leta 1954 so Gerschman in
sodelavci v sklopu teorije o prostih radikalih ugotovili, da je Kisik toksi¢en v reducirani
obliki (Gerschman in sod., 1954). Dve leti kasneje je Denham Harman predstavil kompleks
prostih radikalov, kot enega kljucnih udelezencev v procesu staranja (Harman D., 1956).
Naslednji napredek raziskovanj na podrocCju prostih radikalov se je zgodil leta 1969, ko sta
McCord in Fridovich odkrila encim superoksid dismutazo (SOD) (McCord in Fridovich;
1969). Reaktivne kisikove (ROS) zvrsti so skupina molekul, ki nastanejo iz molekularnega
Kisika, medtem ko so prosti radikali molekule ali molekularni delci z enim ali ve€ neparnih
elektronov (Halliwell in Gutteridge, 2007). Ceprav molekularni kisik v svoji zunanji lupini
vsebuje dva nesparjena elektrona, ni preve¢ reaktiven, zato ker imata elektrona isti spin. Ce
pa kateri izmed teh dveh elektronov spremeni svoj spin, nastane singletna oblika kisika, Ki
je zelo mocen oksidant (Herrero in sod., 2007). Ce se kisik reducira z enim elektronom,
nastane superoksidni anionski radikal (O2*), ki je relativno stabilen intermediat in je tako
imenovani primarni ROS, ki nadalje reagira z ostalimi molekulami, bodisi skozi encimsko
ali kovinsko katalizirane reakcije in je tako prekurzor veCine sekundarnih ROS (Valko in
sod., 2005). NajpogostejSe mesto nastajanja superoksidnega aniona so mitohondriji
(Cadenas in Sies, 1998). Pri spontani ali s superoksid dismutazo povzroCeni pretvorbi
superoksidnega aniona nastane vodikov peroksid, ki se nadalje lahko s peroksidazami
reducira do vode. Ob prisotnosti reduciranih kovin lahko pride do delne redukcije
vodikovega peroksida in nastanejo hidroksilni radikali (*OH) (Herrero in sod., 2007), ki
imajo zelo kratko razpolovno dobo (10°sekunde) in so zelo reaktivni, kar jih naredi ene
najnevarnejSih radikalov (Pastor in sod., 2000). Dodatni prosti in reaktivni radikali, Ki
nastajajo iz kisika v zivih sistemih so Se peroksilni radikali (ROO*). Najenostavnejsi
peroksilni radikal je HOO", ki je sicer protonirana oblika superoksidnega radikala in ga
ponavadi imenujemo hidroperoksilni ali perhidroksilni radikal. Vendar je obicajno v celici
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prisotnega samo 0,3 odstotka katerega koli superoksida v protonirani obliki (De Grey, 2002).
Tudi peroksisomi so znani, da v fizioloskih pogojih proizvajajo vodikov peroksid, vendar ne
tudi superoksidnega aniona. Peroksisomi so glavna mesta porabe kisika in sodelujejo v
mnogih metabolnih procesih, ki koristijo Kisik. Poraba kisika v peroksisomih vodi do
nastanka vodikovega peroksida, ki nato oksidira razlicne molekule. Peroksisom pa med
drugim vsebuje tudi encim katalazo, ki razgrajuje vodikov peroksid in tako preprecuje
kopicenje le tega ter s tem pripomore k vzdrzevanju ravnovesja ROS (Valko in sod., 2004).

Oksidativni stres lahko povzro€imo tudi z drugimi agensi, kot na primer s tezkimi kovinami
(Bhattacharyya in sod., 2012; Pal in sod., 2011; Das in sod., 2009), s protirakavimi in
drugimi zdravili (Das in sod., 2011; Pal in sod., 2012), z ultravijolicnim sevanjem, z
onesnazevalci zraka, s herbicidi (Sarkar in Sil, 2010; Halliwell in Cross, 1994; Ghosh in
sod., 2012) in z dodatkom ksenobiotikov, ki sprejmejo po en elektron v dihalni verigi in ga
prenesejo na molekularni kisik, pri Cemer spodbudijo tvorbo superoksida, brez da bi zavirali
dihalno verigo (Halliwell in Gutteridge, 2007). Dve taksni snovi, ki ju pogosto uporabljamo
pri Studijah oksidativnega stresa pri kvasovkah sta parakvat in menadion (Cabiscol in sod.,
2000).

Menadion (2-metil-1,4-naftokinon ali vitamin Kz) je policiklicni aromatski keton, ki lahko
sluZi kot prekurzor v sintezi vitamina K (Briére in sod., 2004; Floreani in Carpenedo, 1992).
Kot kinon lahko menadion tako preide redukcijo enega elektrona, pri Cemer nastane
semikinonski radikal, ki nato reducira molekularni kisik v superoksidni anionski radikal in
se tako nazaj oksidira v zaCetno kinonsko obliko. Poleg tega so kinoni potencialni elektrofili,
sposobni reagirati s tiolnimi skupinami proteinov (Monks in Jones., 2002; Chung in sod.,
1999). Delovanje menadiona so povezali z razlicnimi boleznimi, vkljucujo¢ hemoliticno
anemijo (Alarcon in sod., 1991) in kardiotoksi¢nostjo (Tzeng in sod., 1992). Na drugi strani
pa so Stevilni znanstveniki poroCali o farmakoloski pomembnosti menadiona kot
kemoterapevtske ucinkovine pri razlicnih vrstah raka (Nutter in sod., 1991). Monteiro in
sodelavci so naredili sistemati¢no Studijo z namenom, da bi odkrili uinke menadiona na
organizacijo lipidov v membrani. To so naredili z uporabo modela, ki je posnemal
mitohondrijske membrane in z naravnimi mitohondrijskimi membranami. Ugotovili so, da
se menadion vkljui v membranske sisteme, sestavljene iz enojnih fosfolipidov
(fosfatidilholina) in tudi v mitohondrijske membrane ter s tem spremeni organizacijo lipidov
in fluidnost membran. Tako so potrdili prejSnja ugibanja o mitohondrijski toksi¢nosti
menadiona in spodbujanju apoptoze (Monteiro in sod., 2013).

2.1.3 Mitohondriji kot glavni vir ROS

Pri fizioloskih pogojih je glavni znotrajcelicni vir ROS puSCanje elektronov iz
mitohondrijske elektronske transportne verige, pri Cemer ROS nastajajo na razlicnih mestih
dihalne verige (Nohl in sod., 2003), kar je razvidno tudi na sliki 1.



Glavan R. Vloga citosolne in mitohondrijske superoksid dismutaze v celicah kvasovke s spremenjenim oksidacijskim stanjem. 6
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

L AR AR AR A A A AR A AR AL A A L A R A Al R A A A A AR A A A A L Al iR AR R AL A A A AR

MM
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII AARAREEAREREANRANAARERREERAARLAERR AR AR NDS
0
medmambraniki w
"
proRtor & !
L
......... -1f--~.—-,,|,....,.;-_,.__.;-........-'-" .
| ‘oM, ]
l._l W e LEERVIRY ) W WD
e e =1
'.'.. o : |
L 1
¥
(]
(]
(]
¥
A,
L]
[+

mitchoodrijikd matriks

Slika 1: Mesta nastanka ROS v mitohondrijski dihalni verigi (Krishnendu in sod., 2013).

ZMM predstavlja zunanjo mitohondrijsko membrano, NMM pa notranjo mitohondrijsko membrano. Mesta
oznaCena z I, I, 11l in 1V predstavljajo komplekse mitohondrijske dihalne verige, ¢rtkane €rte pa tvorbo
superoksidnega radikala (O2"™).

Tako so na primer v visjih evkariontih identificirali kot glavna mesta nastanka ROS v
mitohondrijih kompleks citokrom bcl (Turrens, 1997) in ubikinon oksidoreduktazo oziroma
kompleks I (Raha in Robinson, 2000). Do najvecje produkcije superoksidnega radikala pride
na kompleksu | v mitohondrijskem matriksu oziroma na notranji strani notranje
mitohondrijske membrane (NMM) (De Vries, 1986). Proizvodnjo superoksidnega radikala
s strani kompleksa | lahko spodbudi prisotnost sukcinata, substrata kompleksa Il (Liu in sod.,
2002). Poleg kompleksa I, je tudi kompleks 111 znan kot pomembno mesto nastanka velike
koliCine superoksidnega radikala, in sicer na obeh straneh notranje mitohondrijske
membrane (Grigolava in sod., 1980; Turrens in Boveris, 1980), Se posebno ce
mitohondrijsko dihanje zavremo z antimicinom, znanim zaviralcem kompleksa 111 (Muller
in sod., 2004). Ubikinon, komponenta mitohondrijske dihalne verige, ki povezuje kompleks
I s kompleksom I11 in kompleks Il s kompleksom IlI, je znan kot kljucni povezovalec pri
tvorbi superoksidnega radikala s strani kompleksa 11l (Rich in Bonner, 1978). Oksidacija
ubikinona poteCe v zaporedju reakcij, imenovanim Q-cikel, pri Cemer nastane nestabilen
intermediat semikinon, ki je nato odgovoren za tvorbo superoksidnega radikala (Turrens in
sod., 1985). Zatem manganova superoksid dismutaza (Mn SOD) znotraj mitohondrijskega
matriksa pretvori superoksidni anion v vodikov peroksid, ki se bodisi naprej razgradi z
glutation peroksidazo in peroksiredoksinom, bodisi prehaja z difuzijo preko notranje in
zunanje mitohondrijske membrane v citosol (Han in sod., 2003). Superoksidni anion sam
namreC ne more prehajati preko bioloskih membran, razen v protonirani obliki, kar pa
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predstavlja le manjSi delez celokupne koncentracije superoksida pri fizioloSkem pH
(Gus’kova in sod., 1984). Kljub temu se lahko del superoksida, ki nastane med
mitohondrijskim dihanjem preko prenaSalcev prenese v medmembranski prostor (Fariss in
sod., 2005). Pri nekaterih celi¢nih tipih je v medmembranskem prostoru prisotna baker-
cinkova superoksid dismutaza (Cu-Zn SOD), kjer pretvarja superoksidne anione v vodikov
peroksid, le-ta pa lahko z difuzijo prehaja v citosol. Alternativno lahko superoksidne radikale
v medmembranskem prostoru lovi citokrom c ali pa celo lahko prehaja z difuzijo skozi
anionske kanale, ki so v zunanji mitohondrijski membrani v citosol (Madesh in Hajnoczky,
2001).

Z razliko od visjih evkariontov pa Saccharomyces cerevisiae nima kompleksa I, ampak ima
na notranji mitohondrijski membrani namescCene tri NADH dehidrogenaze (Bakker in sod.,
2001). NADH, ki nastaja v mitohondrijskem matriksu se oksidira z notranjo NADH
ubikinon oksidoreduktazo, za katero so predpostavili, da naj bi imela kljucno vlogo pri
regulaciji redoks ravnovesja na ravni mitohondrijskega NADH, ki nastaja v ciklu citronske
kisline (Marres in sod., 1991). Z razliko od sesalskih mitohondrijev, kvasni mitohondriji
tako kot rastlinski oksidirajo citosolni NADH direktno (Ohnishi, 1973). Dve zunanji NADH
dehidrogenazi sta nameSceni na notranji mitohondrijski membrani tako, da imata aktivni
mesti obrnjeni proti mitohondrijskemu medmembranskemu prostoru. Ker je mitohondrijska
notranja membrana neprepustna za NADH, ti dve dehidrogenazi oksidirata citosolni NADH,
ki se sprosca pri procesu glikolize (Overkamp in sod., 2000).

2.1.4 Poskodbe nastale kot posledica oksidativnega stresa

Ce so reaktivne kisikove zvrsti prisotne v visokih koncentracijah so lahko pomembni
posredniki nastanka poskodb celicnih struktur, nukleinskih kislin, lipidov in proteinov
(Valko in sod., 2006). Oksidativne poskodbe povzrocene z ROS so povezane s Stevilnimi
Cloveskimi boleznimi, kot so diabetes (Das in sod., 2012; Das in Sil, 2012; Rashid in sod.,
2012) in nevrodegenerativne bolezni, kot na primer Parkinsonova bolezen (Hirsch, 1993),
Alzheimerjeva bolezen (Behl, 1999) in amiotrofna lateralna skleroza (Andrus in sod., 1998).
Prav tako so dokazali, da imajo ROS klju¢no vlogo pri napredovanju raka (Ames in sod.,
1995; Farrugia in Balzan, 2012) in v procesu staranja pri ljudeh (Orr in Sohal, 1994).

2.1.4.1 PoSkodbe nukleinskih kislin

Med poskodbe DNA povzrocene s prostimi radikali uvrsamo kemijske in strukturne
spremembe, kot so delecije in spremembe baz, bralnih okvirjev, prelomi dvojne vijacnice,
navzkrizne povezave med proteini in DNA, ipd. (Dizdaroglu in sod., 2002; Valko in sod.,
2004). Hidroksilni radikal je na primer znan po tem, da reagira z vsemi komponentami
molekule DNA in pri tem poskoduje tako purinske kot pirimidinske baze kot tudi
deoksiribozno ogrodje (Halliwell in Gutteridge, 2000). Najbolj preucevana poskodba DNA
je tvorba 8-OH-G. Trajna sprememba genetskega materiala, ki nastane kot posledica te
poskodbe, predstavlja zaCetni korak vpletenosti v mutagenezo, karcinogenezo in staranje
(Valko in sod., 2007). Znano je, da s kovinami povzrocCena tvorba ROS posledi¢no povzroCi
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napad, ne samo na molekule DNA, vendar tudi na druge celicne komponente, vkljucujoC
polinasiCene mascobno-kislinske ostanke fosfolipidov, ki so tudi sicer izjemno obcutljivi na
oksidacijo (Siems in sod., 1995).

2.1.4.2 Oksidacija proteinov

Mehanizme, ki so vpleteni v oksidacijo proteinov z ROS, so odkrili s Studijami, v katerih so
aminokisline, enostavne peptide in proteine izpostavili ionizirajoCim sevanjem Vv
kontroliranih pogojih, kjer so se tvorili hidroksilni ali meSanica hidroksilnih in superoksidnih
radikalov. Stranske verige vseh aminokislinskih ostankov proteinov, Se posebno cisteinskih
in metioninskih ostankov so zelo dovzetne za oksidacijo s strani delovanja ROS (Stadtman,
2004). Oksidacija cisteinskih ostankov lahko vodi do reverzibilne tvorbe mesanih disulfidov
med tiolnimi SH-skupinami proteinov in nizko-molekularnimi tioli, predvsem z
glutationom. Koncentracija karbonilnih skupin, ki nastanejo z razlicnimi mehanizmi, je
dobro merilo za stopnjo z ROS posredovane oksidacije proteinov. Razvili so namrecC veliko
Stevilo visoko obcutljivin metod za identifikacijo karbonilnih skupin proteinov (Dalle-
Donne in sod., 2003; Dalle-Donne in sod., 2005).

2.1.4.3 Peroksidacija lipidov

Zacne se z napadom radikala na stranske verige mascobnih kislin in s tem odstranitvijo
atoma vodika od metilenskega ogljika. VeC kot je prisotnih dvojnih vezi v maScobnih
kislinah, tem lazje je odstraniti atome vodika in posledi¢no tvoriti radikal. Mononasicene in
nasicene mascobne Kisline so bolj odporne na radikale kakor polinasi¢ene mascobne kisline.
Po odstranitvi vodikovega atoma, centralni ogljikov atom reagira s kisikom in tvori
peroksilni radikal. Molekule le-tega pa so visoko reaktivne in privzemajo atome vodika
bliznjih molekul in s tem sprozijo verizno reakcijo lipidne peroksidacije (Halliwell in
Chirico, 1993).

2.2 ANTIOKSIDANTI

Izpostavitev prostim radikalom, je organizme prisililo, da so razvili mnogo razlicnih
obrambnih mehanizmov. Obrambni mehanizmi, ki delujejo proti oksidativnemu stresu,
povzroCenim z ROS vkljuCujejo: 1) preventivne mehanizme, 2) popravljalne mehanizme, 3)
fizicno obrambo in 4) antioksidativno obrambo. Halliwell in Gutteridge sta antioksidante
definirala kot spojine, ki, Ce so prisotne v nizkih koncentracijah v primerjavi s substratom,
ki je na voljo oksidacijam, potem prepreCujejo ali zavirajo oksidacijo tega substrata
(Halliwell in Gutteridge, 1995). Antioksidativno delovanje se lahko kaZe na razlicne nacine:
1) zaviranje tvorbe prostih lipidnih radikalov, 2) preprecCitev Siritve avtooksidacijskih
veriznih reakcij, 3) lovljenje prostih kisikovih radikalov, 4) sinergisticno delovanje z drugimi
antioksidanti, 5) zaviranje prooksidativnih encimov, itd. (Darmanyan in sod., 1998; Heim in
sod., 2002; Min in Boff, 2002; Pokorn'y , 2007; Kancheva, 2009).

2.2.1 Endogena antioksidativha obramba
Poznamo encimsko in ne-encimsko antioksidativno obrambo. Kot je razvidno iz preglednice
1, med encimsko med drugimi vkljuCujemo superoksid dismutazo (angl. superoxide



Glavan R. Vloga citosolne in mitohondrijske superoksid dismutaze v celicah kvasovke s spremenjenim oksidacijskim stanjem. 9
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

dismutase — SOD), glutation peroksidazo (Gpx) in katalazo (CAT). Ne-encimske
antioksidante pa predstavljajo askorbinska kislina oziroma vitamin C, a-tokoferol ali vitamin
E, glutation (GSH), karotenoidi, flavonoidi in Se mnogi drugi antioksidanti. V normalnih
pogojih vlada ravnovesje med aktivnostjo in znotrajceliCno koncentracijo teh
antioksidantov. To ravnovesje je nujno za prezZivetje organizmov in njihovo zdravje
(Cadenas, 1997).

Preglednica 1: Primarni endogeni antioksidativni obrambni sistemi pri kvasovkah (Moradas-Ferreira in sod.,
1996; Walker, 1998; Zakrajsek, 2014).

Endogeni obrambni sistemi Funkcija

Encimski obrambni sistemi

Mn SOD Dismutacija superoksidnih anionov v mitohondrijih

Cu-Zn SOD Dismutacija superoksidnih anionov v citoplazmi

katalaza T Razgradnja vodikovega peroksida v citoplazmi

katalaza A Razgradnja vodikovega peroksida v peroksisomih

tioredoksin peroksidaza Razgradnja vodikovega peroksida in alkiliranih hidroperoksidov
tioredoksin reduktaza” Redukcija oksidiranega tioredoksina

glutation peroksidaza Redukcija vodikovega peroksida in alkiliranih hidroperoksidov
glutation reduktaza” Redukcija oksidiranega glutationa

citokrom c peroksidaza Redukcija vodikovega peroksida

glukoza-6-P-dehidrogenaza Redukcija NADP*v NADPH

Ne-encimski obrambni sistemi

glutation” Lovljenje prostih radikalov, redukcija disulfidnih mostiCkov v
proteinih

glutaredoksin” Redukcija disulfidnih mosti¢kov v proteinih

tioredoksin” Redukcija disulfidnih mosti¢kov v proteinih

metalotionini Vezava bakrovih ionov, lovljenje superoksidnih in hidroksilnih
radikalov

poliamini Zascita lipidov pred oksidacijo

* Obrambne sisteme lahko uvrégamo tudi v sekundarne antioksidativne obrambne sisteme, ker so zmozni
popravila oksidativnih poSkodb proteinov.

2.2.1.1 Encimska obramba
Encimsko antioksidativno obrambo delimo na primarno in sekundarno. Primarna obramba
prepreCuje nastanek prostih radikalov ali pa jih nevtralizira. Sem sodijo: 1) glutation
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peroksidaza, ki daruje dva elektrona za redukcijo peroksidov, pri Cemer se tvorijo selenoli
in tudi odstranjuje perokside, kot potencialne substrate za Fentonovo reakcijo; 2) katalaza,
ki pretvarja vodikov peroksid v vodo in molekularni kisik in 3) superoksid dismutaza, ki
pretvori superoksidne anione v vodikov peroksid, ki je substrat za katalazo (Rahman, 2007)
ter Se ostali encimi. Sekundarna encimska obramba pa vkljucuje glutation reduktazo in
glukoza-6-fosfat dehidrogenazo. Naloga prve je, da reducira antioksidant glutation iz
oksidirane v reducirano obliko in ga s tem reciklira ter tako omogoci nadaljnjo nevtralizacijo
prostinh radikalov. Druga pa regenerira nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (angl.
nicotineamide adenine dinucleotide phosphate — NADPH) (Gable in Burke, 1984; Ratnam,
2006). Ta dva encima ne nevtralizirata prostih radikalov neposredno, vendar imata podporno
vlogo pri delovanju drugih endogenih antioksidantov (Carrocho in Ferreira, 2013).
Shematski prikaz celotne encimske antioksidativne obrambe pri Saccharomyces cerevisiae
je prikazan na sliki 2.
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Slika 2: Prikaz encimske antioksidativne obrambe Saccharomyces cerevisiae (Herrero in sod., 2007).
To so encimi, ki so vkljuceni v razstrupljanje ROS in v nadzor redoks stanja proteinskih sulfhidrilnih skupin ter povezave
med njimi. Glutation transferaze predstavljajo most med dvema obrambnima mehanizmoma.

Od zgoraj omenjenih encimskih antioksidativnih sistemov bo podrobneje predstavljena
SOD, ki je tudi predmet naloge. Poleg le-te pa sta pri Saccharomyces cerevisiae pomembni
Se katalaza in peroksidaza. Saccharomyces cerevisiae ima dve katalazi, Ctal, ki se nahaja v
peroksisomih in Ctt1, ki je citosolna. Katalaze reducirajo vodikov peroksid z izkoris¢anjem
redoks lastnosti hemo skupine, ki je pripeta na polipeptid (Hiltunen in sod., 2003).
Antioksidativna vloga proti ROS s strani SOD in katalaze je odvisna od redoks lastnosti
kovinske skupine, ki je vezana na encim. To pa ne velja za peroksidaze, ki reducirajo
anorganske in organske perokside v pripadajoCe alkohole z uporabo aktivnega mesta tiolne
skupine cisteina. Peroksidaze za svojo aktivnost potrebujejo donorje elektronov za svoje
tiolne skupine in glede na to poznamo dva razreda peroksidaz: glutation peroksidaze (GPX),
ki uporabljajo glutation (GSH) in tioredoksin oz. peroksiredoksin peroksidaze, Ki
uporabljajo tioredoksin kot reducent (Brihelius-Flohe, 2006).

Superoksid dismutaza deluje antioksidativno tako, da katalizira pretvorbo superoksidnega
aniona v vodikov peroksid in za svojo aktivnost zahteva prisotnost kovinskih ionov, kot so
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baker, cink in mangan (Fridovich, 1995; Culotta in sod., 2006). Evkarionti, med njimi tudi
Saccharomyces cerevisiae imajo dva encima SOD: Cu-Zn SOD, ki je kodirana z genom sod1
in se nahaja v citosolu ter predstavlja devetdeset odstotkov celotne SOD aktivnosti ter Mn
SOD, ki jo kodira gen sod2 in se nahaja v mitohondrijskem matriksu (Culotta in sod., 2006).
Kljub temu, naj bi se del Cu-Zn SOD nahajal tudi v medmembranskem prostoru
mitohondrija (Sturtz in sod., 2001). Obe sta kodirani z jedrnim genomom in se sintetizirata
v citoplazmi. Mn SOD se sintetizira kot prekurzor z visoko molsko maso, ki se nato prenasa
v mitohondrije in se tam nadalje procesira do zrele oblike (Autor, 1982). Tako Sodl kot
Sod2 naj bi imeli vliogo pri razstrupljanju superoksidnega aniona, Ki se tvori v mitohondrijski
dihalni verigi, del pa lahko difundira v medmembranski prostor (Han in sod., 2001). Fenotipi
nictih mutant genov sodl in sod2 omogocCajo preucevanje in ugotavljanje funkcij in
pomembnosti teh dveh encimov. Tako so ugotovili, da je Mn SOD esencialna za obrambo
proti superoksidnemu anionu, ki nastaja v mitohondrijski dihalni verigi, saj je ni¢ta mutanta
gena SOD2 preobcutljiva na hiperoksi¢ne pogoje in ni sposobna rasti v aerobnih pogojih
(van Loon in sod., 1986; Guidot in sod., 1993; Costa in sod., 1997). Kljub temu pa
znanstveniki predvidevajo, da Mn SOD nima pomembne vloge v obrambi proti eksogenim
oksidantom. Na drugi strani pa mutante gena sod1 kazejo razlicne fenotipe, kot so slaba rast
v aerobnih pogojih, izguba viabilnosti v stacionarni fazi rasti Saccharomyces cerevisiae in
preobcutljivost na zunanje dodane oksidante, kot sta parakvat in menadion (Gralla in
Valentine, 1991; Liu in sod., 1992; Longo in sod., 1996).

Vse poznane molekule SOD za svoje delovanje potrebujejo kovinski ion v svojem aktivnem
mestu. Kovinski kofaktorji katalizirajo tako eno-elektronsko oksidacijo superoksidnega
aniona v prvem koraku reakcije, kot tudi redukcijo drugega superoksidnega aniona v drugem
koraku, pri Cemer se v celotni reakciji sprostita kisik in vodikov peroksid. Te reakcije
obicajno ne potrebujejo zunanjih virov redoks moci. To omogoca SOD, da deluje v razli¢nih
znotrajcelicnih in zunajceli¢nih okoljih (Kurtz, 2004).

Cu-Zn SOD je razmeroma robusten encim, saj je odporen na fizikalno in kemijsko
denaturacijo. Aktiven je tudi v prisotnosti mocnih denaturantov, kot sta 10 M urea in
4% SDS (Hottinger in sod., 1997). Zaporedje in struktura encima sta visoko ohranjena, tako
med prokarionti kot evkarionti (Bordo in sod., 1994). Protein se zvije v obliko dimera in
vsaka enota ima imunoglobulinom podobno obliko, ki zagotavlja aktivno mesto z enim
bakrovim in enim cinkovim ionom (Khare in sod., 2004). Za aktivnost Cu-Zn SOD je
esencialna disulfidna medmolekulska vez. Saperon Ccs1 sodeluje pri dostavi in vkljugitvi
bakra v apoprotein Sod1, sodeluje pa tudi pri tvorbi disulfidne vezi in zorenju proteina. Na
drugi strani pa vezava cinkovega iona ni esencialna za potek pretvorbe superoksidnega
aniona, vendar zagotavlja visjo temperaturno stabilnost (Khare in sod., 2004).

Druzina Mn oz. Fe SOD je sestavljena iz dimernih ali tetramernih podenot velikih okoli
21 kDa, s sekvencno homologijo in ohranjenimi proteinskimi oblikami. Znotraj vsake
podenote je v aktivnem mestu vezan manganov ali Zelezov atom, ki sluzi kataliziranju
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pretvorbe superoksidnega aniona v kisik in vodikov peroksid. Dimerne oblike so prisotne
predvsem pri bakterijah in ostalih prokariontih, medtem ko imajo evkarionti prisotno samo
Mn SOD v tetramerni obliki, Fe SOD pa je obicajno odsotna (Wintjens in sod., 2004). V
vseh primerih je Sod 2 polipeptid kodiran z jedrnim genom in se prenese v mitohondrijski
matriks. Sintetizira se kot prekurzorski polipeptid, ki na N-terminalnem koncu vsebuje pred-
zapis za mitohondrije, da lahko kasneje preide v mitohondrije. Manganov atom je esencialen
za aktivnost in se vstavi samo v na novo sintetiziran protein Sod2, ki se sproti prenese v
mitohondrije. Ribosomi za prevajanje zapisa za Sod2 se nahajajo na zunanji mitohondrijski
membrani, kar omogocCa tesno sklopitev prevajanja zapisa v protein in mitohondrijskega
prenosa (Luk in sod., 2005). Za dostavo in vgradnjo mangana v Sod2 pa sta odgovorna dva
membranska transporterja; Smf2 in Mtml manganov transporter, sicer oba clana
mitohondrijske druZine prenaSalcev (Culotta in sod., 2006).

2.2.1.2 Neencimska obramba

Med neencimske endogene antioksidante uvr§¢amo veliko spojin, med drugim vitamin A,
kofaktorje encimov (npr. koencim Q 10), duSikove spojine (secna kislina) in peptide, med
katerimi je najpomembnejsi glutation.

Glutation je tripeptid, kljucni tiolni antioksidant in redoks pufer celice (Masella in sod.,
2005). Oksidirana oblika glutationa je glutation disulfid. Glutation je visoko zastopan v
citosolu (1-11 mM), jedru (3-15 mM) ter v mitohondrijih (5-11 mM) in je kljucni topni
antioksidant v omenjenih delih celice. Sintetizira se v citosolu z zaporednim delovanjem
glutamat-cistein ligaze in glutation sintetaze, s transportom preko notranje mitohondrijske
membrane pa se prenese tudi v mitohondrije, in sicer po sistemu elektronevtralnega
antiporta, za kar sta zadolzena dva mitohondrijska prenasalna proteina: dikarboksilat nosilni
protein in oksoglutarat nosilni protein. Pred Casom so znanstveniki dokazali, da naj bi se
zunanje dodan glutation prenaSal v mitohondrije, kljub temu, da ga je v mitohondrijskem
matriksu prisotnega Ze okoli 8 mM (Shen in sod., 2005). V jedru glutation vzdrzuje redoks
stanje kriticnih proteinskih sulfohidrilov, ki je nujno za izrazanje in popravilo molekule
DNA. Oksidiran glutation se kopici znotraj celic in razmerje med glutationom ter glutation
disulfidom je dobro merilo oksidativnega stresa pri organizmih (Nogueira in sod., 2004;
Jones in sod., 2000). Glutation ima proti oksidativnem stresu veC zasCitnih vlog: 1) je
kofaktor raznih razstrupljajoCih encimov, ki delujejo proti oksidativnemu stresu, kot sta na
primer glutation peroksidaza in glutation transferaza; 2) sodeluje pri prenosu aminokislin
skozi plazemsko membrano; 3) direktno lovi vodikove in superoksidne radikale, tako da
eliminira vodikov peroksid in lipidne perokside s pomocjo katalitiCnega delovanja glutation
peroksidaze; 4) sposoben je regeneracije veCine pomembnih antioksidantov v njihove
aktivne oblike, kot sta vitamin C in E (Masella in sod., 2005).

2.2.2 Eksogena antioksidativna obramba
Kljub dokazani uCinkovitosti endogeni antioksidativni sistem pogosto ne zadostuje, zato so
organizmi odvisni od razli¢nih tipov antioksidantov, ki so prisotni v hrani (kvercetin, vitamin
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C, karotenoidi, itd.), da lahko uspesSno vzdrzujejo proste radikale v nizkih koncentracijah
(Pietta, 2000). V nasi nalogi smo uporabili vitamin C in kvercetin, zato ju bomo tudi
podrobneje opisali.

Kvercetin je eden izmed najpomembnejSih predstavnikov flavonoidov. Flavonoidi pa so
skupina antioksidativnih spojin, sestavljeni iz flavonolov, flavanolov, antocianinov,
izoflavonoidov, flavanonov in flavonov. Vse te podskupine spojin imajo skupen
difenilpropanski skelet. Kot je razvidno na sliki 4 imajo kvercetin in ostali flavonoidi dva
benzenova obroca (A in B), ki sta povezana s kisik vsebujoCim pirenskim obrocem (C). Ti
trije obroCi so planarni in molekula je relativno polarizirana saj ima tri medmolekulske
vodikove vezi (Mendoza-Wilson and Glossman-Mitnik, 2004).

Slika 3: Molekularna struktura kvercetina (Chen in sod., 2010).

Flavonoidi imajo antioksidativne lastnosti zaradi fenolnih hidroksilnih skupin, vezanih na
obroC in lahko delujejo kot reducenti, donorji vodika, lovilci kisikovih in superoksidnih
radikalov ter celo kot kelatorji kovin. Prav tako lahko aktivirajo antioksidativne encime,
reducirajo a-tokoferilne radikale, zavirajo oksidaze ter povecCujejo raven secne Kisline (Rice-
Evans in sod., 1996; Prochazkovd in sod., 2011).

Kvercetin (3,3,4,5,7-pentahidroksiflavon) je tipi¢ni flavonol, prisoten v vegini sadja ter
zelenjave, kot so Cebula, Caj, jabolka in jagodiCevje. Ima antioksidativne in protivnetne
ucinke ter naj bi bil potencialna protirakava uCinkovina (Erlund, 2004). V svoji kemijski
strukturi ima aromaticni del, ki ima afiniteto do lipidnega, hidrofobnega okolja, istoCasno pa
ima prisotnih tudi pet hidroksilnih skupin, ki so polarno usmerjene. Ima torej amfifilni
znaCaj, zato predvidevajo, da se v membrani nahaja na meji med polarnim in nepolarnim
okoljem. Lokaliziran je blizu povr§ja membrane (Wojtowicz in sod., 1996) in tako SCiti
liposomalne fosfolipide pred peroksidacijo s kisikovimi radikali (loku in sod., 1995).
Njegova vkljuCitev v membrano je odvisna od pH, najgloblje se vkljuCi v kislem okolju
(Movileanu in sod., 2000). Zaradi hidrofilnega znaCaja sladkornih skupin, so predvidevali,
da naj bi kvercetin brez le-teh, kot aglikon prehajal skozi gastro-intestinalni trakt s pasivno
difuzijo (Kuhnau, 1976). KasnejSe Studije pa so pokazale, da je absorpcija kvercetina
bistveno olajSana z njegovo konjugacijo s sladkornimi skupinami (Hollman in sod., 1997,
Erlund in sod., 2000). Kvercetin je odliCen in vitro antioksidant in je najmocnejsi lovilec
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ROS znotraj flavonoidne druzine, vkljucujo€ O2° (Hanasaki in sod., 1994; Cushnie in Lamb,
2005) ter tudi reaktivne duSikove zvrsti (angl. reactive nitrogen species — RNS), kot je
dusikov oksid (NO) (Van Acker in sod., 1995; Haenen in Bast, 1999). Med antioksidativnim
delovanjem se kvercetin oksidira v razlicne oksidacijske produkte. Pri oksidaciji dveh
elektronov kvercetina nastane kvercetin-kinon (QQ), ki ima 4 tavtomerne oblike (Jorgensen
in sod., 1998; Awad in sod., 2002; Boots in sod., 2003b). Vsi ti oksidacijski produkti, kot so
semikinonski radikali in kinoni imajo razlicne toksi¢ne ucinke, ker lahko reagirajo s
proteinskimi tioli (Kalyanaraman in sod., 1987; Ito in sod., 1988; Monks in sod., 1992;
Metodiewa in sod., 1999). Pri oksidaciji dveh elektronov flavonoida kvercetina nastane
oksidacijski produkt imenovan QQ, ki ima 4 tavtomerne oblike, en ortokinon in tri
kinonmetide (Awad in sod., 2000; Jorgensen in sod, 1998; Penning in sod., 1999). QQ je
zelo reaktiven in reagira s tiolnimi skupinami in je zato toksicen (Orrenius, 1985). Glutation
(GSH) je primarna tar€a QQ v celicah, saj hitro reagira s QQ, pri Cemer nastaneta dva
glutationil-kvercetin adukta (GSQ): 6-glutationil-kvercetin (6-GSQ) in 8-glutationil-
kvercetin (8-GSQ). Ce je GSH prisoten, potem QQ takoj reagira z njim. Ta reakcija eliminira
tako flavonoid, kakor tudi GSH iz antioksidativne mreze. Ce je GSH odsoten, potem so tar¢a
za QQ tiolne skupine proteinov, pri Cemer lahko prizadane delovanje Stevilnih encimov. Zato
je pomembno, da se v celici vzdrZzuje primerna raven GSH, ki zaSCiti proteine pred
poskodbami, Ce se uporablja kvercetin kot antioksidant (Boots in sod., 2003).

Vitamin C ali askorbinska kislina (angl. ascorbic acid — AA) vkljuCuje dve spojini z
antioksidativno aktivnostjo: L-askorbinsko kislino in L-dehidroaskorbinsko kislino, ki se
obe absorbirata skozi prebavni trakt. AA je ucinkovita v lovljenju superoksidnih radikalnih
anionov, vodikovega peroksida, hidroksilnih radikalov, kisika z enim elektronom in
reaktivnih kisikovih oksidov ( Barros in sod., 2011). Vitamin C je prisoten skoraj v vsej
hrani rastlinskega izvora. Za ljudi je esencialen mikronutrient z mnogimi bioloskimi
funkcijami. Je mocan antioksidant, ki deluje direktno preko lovljenja reaktivnih kisikovih
zvrsti, kot tudi indirektno skozi regeneracijo drugih antioksidativnih sistemov. Pod
dolocenimi pogoji, kot so nizka koncentracija in prisotnost kovinskih ionov, lahko deluje
celo kot prooksidant in poveCuje oksidativne poskodbe lipidov, DNA in proteinov (Griffiths
in Lunec, 2001). Je vodotopen reducent, ketolakton z dvema ionizirajo¢ima hidroksilnima
skupinama in donorski antioksidant, ki lahko preide dve eno-elektronski oksidaciji, pri
Cemer nastaneta radikal askorbata in dehidroaskorbinska kislina (DHA). Askorbat se lahko
ponovno regenerira iz radikala askorbata in DHA, bodisi encimsko ali ne-encimsko. Zanj je
tudi znacilno, da lahko preide pH-odvisno avtooksidacijo, pri Cemer nastane vodikov
peroksid (Calcutt, 1951). Z lahkoto oksidira molekule, raven oksidacije pa je odvisna od pH
in od prisotnosti kovinskih ionov, ki katalizirajo to reakcijo (Buettner in Jurkiewicz; 1996).
Znacilna koncentracija askorbata v plazmi zdravih ljudi je okoli 40-40-80 uM. Pri teh
koncentracijah, lahko deluje kot endogeni antioksidant, npr. sluzi kot ko-antioksidant z
vitaminom E pri zaSCiti LDL pred oksidativnimi poSkodbami, povzrocenimi z peroksilnimi
radikali (Frei in sod., 1989). Askorbat z lahkoto odda en elektron potencialno Skodljivim
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oksidirajocim radikalom, kot so hidroksilni, alkoksilni, peroksilni in tiolni radikal ter se s
tem spremeni v radikal askorbata, ki je relativno nereaktiven in se lahko reducira ponovno
nazaj v askorbat z NADH in NADPH reduktazami (Linster in Schaftingen., 2007).

Vitamin C ima veliko pomembnih vlog. Veliko encimov, ki ga uporabljajo kot kofaktor, se
nahaja v endoplazmatskem retikulumu (Suberlich, 1994). Prav tako ima pomembno vlogo
pri absorpciji Zeleza zaradi njegove sposobnosti sodelovanja v redukcijskih reakcijah.
Pomembnost vitamina C kot hidrofilnega antioksidanta je naraSCala postopoma skozi
desetletja z raziskovanjem kemije reaktivnih Kkisikovih zvrsti. Danes vemo, da regulira
znotrajcelicno redoks stanje z vzdrzevanjem sulfhidrilnih spojin, vkljucujo¢ glutation in
njegovega reduciranega stanja (Griffiths in Lunec, 2001). Po topnosti ga uvrs¢amo med
vodotopne oziroma hidrofilne vitamine, zato so za njegovo znotrajceliCno prenaSanje
potrebni prenasalci. Biodostopnost vitamina C, ki se nahaja v hrani, je odvisna od absorpcije
v Crevesju, ki poteka z energijsko vodenim Na*-odvisnim procesom prenosa (Rose, 1988;
Tsukaguchi in sod., 1999). Ugotovili so, da ima vitamin C tudi prooksidativno delovanje v
prisotnosti kovinskih ionov, kjer deluje kot reducent, da zagotovi katalizatorje za Fentonovo
reakcijo. Je odlien eno-elektronski reducent, ki lahko reducira Zelezov Fe®* ion do
Zelezovega Fe?* iona, pri Gemer se oksidira do radikala askorbata. Fe?* lahko reagira s
kisikom ter ga reducira do superoksidnega radikala, ki se lahko naprej s SOD pretvori v
vodikov peroksid in kisik (Du in sod., 2012). Nizka koncentracija AA poveca aktivnost
kisikovih radikalov, medtem, ko v primeru visokih koncentracij pride do lovljenja
hidroksilnih radikalov, superoksidnih radikalov in lipidnih peroksidov (Sakagami in sod.,
2000). Koncentracija AA, ki in vitro deluje zascitno, ni nujno, da bo tudi in vivo delovala
primerljivo. Fizioloski obstoj in verjetnost, da ima vitamin C prooksidativno naravo je Se v
poteku raziskovanj, vendar obstojeCe analize in raziskave nakazujejo na povecano stopnjo
DNA oksidacijskih produktov v primeru tretiranja z vitaminom C. Ta dognanja podpirajo
hipotezo, da lahko vitamin C deluje kot prooksidant in vivo (Podmore in sod., 1998; Rehman
in sod., 1998). Na drugi strani, pa so Ivanova in sodelavci s simulacijo oksidativnega procesa
in z merjenjem kemoluminiscence AA v Fentonovi raztopini pri koncentracijah AA razpona
107" do 1 mol/L, ugotovili, da je AA v osnovi le antioksidant. Samo njeni produkti oksidacije
v prisotnosti kisika kazejo prooksidativne lastnosti. Prooksidativne lastnosti torej ne izhajajo
neposredno iz AA, temveC iz produktov oksidacije dehidroaskorbinske kisline s kisikom,
med katerimi je tudi oksalna kislina. Rezultati so pokazali, da se pri velikih koncentracijah
(0,1 do 1 mol/L) AA obna3a kot antioksidant, pri koncentracijah manj kot 10° mol/L, pa je
premalo nastalih produktov oksidacije, da bi se pokazal prooksidativni ucinek. Le pri
srednjih koncentracijah AA (102 do 10#) nastajajo produkti oksidacije v dovolj velikih
koliCinah, da se pokaze prooksidativni uCinek (Ivanova in sod., 2013).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 POTEK PRAKTICNEGA DELA
Na sliki 4 je prikaz celotnega poteka eksperimentalnega dela

kultivacija kvasovk S. cerevisiae ZIM 2155 na trdnem gojis¢u YEPD, v

inkubatorju, 3dni, 28 °C

J

aseptina inokulacija 3 dni stare kulture S. cerevisiae v 50 mL tekocega

steriliziranega gojis¢a YEPD do OD = 0,95

\l/ prenos 40 mL kulture v 360 mL tekoCega

YEPD gojisCa

aerobna submerzna kultivacija v tekotem YEPD gojis¢u (60 h, 220
obr./min, 28 °C) do koncentracije priblizno 5-108 celic

\l/ prenos kulture v PBS

inkubacija kulture v PBS (1 - 10 8celic/mL) 96 h, 220 obr./min, 28 °C

priprava 5 mM
zalozne raztopine
kvercetina (Q)

Q:1=335pL
_

_—
Q2=837pL

i 10 mL kulture v PBS

izpostavitev kulture 4 h in 24 h Q in
AA, 220 obr./min, 28 °C

l/ 1. spiranje kulture s PBS pufrom in

AA: = 200 pL
<«

«—
AA2 = 400 pL

naknadna izpostavitev menadionu

inkubacija na stresalniku 2 h, 220 obr./min, 28 °C

\l/ 2. spiranje s PBS pufrom in

pobiranje vzorcev

zamrzovanje tretiranih vzorcev kulture v teko¢em dusiku
in shranjevanje na — 80 °C do ekstrakcije proteinov

|

izolacija citosolnih in mitohondrijskih proteinov z
diferencialno detergentno frakcionacijo

}

merjenje aktivnosti Mn in Cu-Zn SOD s komercialnim
kitom in koncentracije proteinov po metodi Bradford

Slika 4: Shema poteka prakti¢nega dela magistrske naloge.

priprava 1M
zaloZne raztopine
askorbinske kisline
(AA)
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3.2 MATERIALI

3.2.1 Delovni mikroorganizem

Nas delovni mikroorganizem je bila kultura kvasovk Saccharomyces cerevisiae ZIM 2155,
ki smo jo pridobili iz zbirke industrijskih mikroorganizmov Katedre za biotehnologijo,
mikrobiologijo in varnost Zivil. Kulturo smo gojili in s precepljanjem vzdrZevali na trdnem
YEPD gojiscu na petrijevih plos¢ah 3 dni, T =28 °C.

3.2.2 Priprava trdnega YEPD gojisCa in precepljanje kulture
Kemikalije
- pepton (Biolife) (20 g/ L gojisca)

kvasni ekstrakt (Biolife) (10 g/L gojisca)

glukoza (Merck) (20 g/L gojisca)

agar (Biolife) (20 g/L gojisca)

- destilirana voda (dH20)

Oprema, pripomocki in aparature

- tehtnica (RadWag)

- Zlicka

- magnetno meSalo MM 540 (Tehtnica)

- 2-L steklena CaSa

- steklena steklenica z zamaskom

- avtoklav (Sutjeska)

- petrijeve plosce

- brezprasna komora LFV 122 (Pio)

- sterilne plasticne eze

- gorilnik

- inkubator IG 150 (Jouan)

3.2.3 Priprava tekoCega YEPD gojisca in inokulacija kulture
Kemikalije
- pepton (Biolife) (20g/L gojisca)

kvasni ekstrakt (Biolife) (10g/L gojisca)

glukoza (Merck) (20g/L gojisca)

destilirana voda (dH20)

Oprema, pripomocki in aparature

- tehtnica (RadWag)

- Zlicka

- magnetno meSalo MM 540 (Tehtnica)

- 2-L steklena CaSa

- 1000-mL stekleni merilni valj

- 2x1-L erlenmajerica SCHOTT DURAN, 1 utor, 1 stranska roka

- 2x100-mL erlenmajerica BOROSILICAT, 1 utor, 1 stranska roka
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3.24

3.25

- 1 x 500-mL stekleni merilni valj

- 1 x 50-mL stekleni merilni valj

- penasti zamaski

- aluminijasta folija

- avtoklav (Sutjeska)

- brezprasna komora LFV 122 (Pio)
- sterilne plasticne eze

- gorilnik

- spektrofotometer MA 9510 (Iskra)
- stresalnik Multititron (Infors HT)

Priprava PBS pufra (ang. Phosphate Buffer Saline) in prenos kulture
Kemikalije

- tabletke PBS (Oxoid)

- bidestilirana voda (ddH20)

Oprema, pripomocki in aparature

- 1-L steklena CaSa

- magnetno meSalo MM 540 (Tehtnica)

- 1-L steklena merilna bucka z zamaskom

- 1-L stekleni merilni valj

- 1-L steklenica z zamaSkom

- 500-mL erlenmajerice SIMEX (toliko, kolikor pripravljas 200 ml kultur)
- 100-mL stekleni merilni valji (toliko, kolikor ima$ 500-mL erlenmajeric)
- penasti zamaski

- aluminijasta folija

- avtoklav (Sutjeska)

- inkubator IG 150 (Jouan)

- spektrofotometer MA 9510 (Iskra)

- 50-ml plasti¢ne falkonke s stojeCim dnom

- vrtinCnik TTS (Ika)

- centrifuga 5415 B (Iskra)

- stresalnik multititron (Infors HT)

Priprava zaloznih raztopin kvercetina, askorbinske kisline in menadiona
5 mM zalozna raztopina kvercetina
=  Kemikalije
- kvercetin (Sigma-Aldrich)
- 80 % etanol
- bidestilirana voda (ddH20)

= Oprema, pripomocki in aparature
- tehtnica (RadWag)
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- vrtinCnik TTS (Ika)

- plasti¢na falkonka s stojeCim dnom
- aluminijasta folija

- 2-mL Eppendorf centrifugirke

1 M zalozna raztopina askorbinske kisline

=  Kemikalije
- askorbinska kislina (Merck)
- filtrirana bidestilirana voda (ddH20)

= Oprema, pripomocki in aparature
- tehtnica (RadWag)
- 15-mL falkonka z ravnim dnom
- zlicka
- vrtinCnik TTS (Ika)

1 M zalozna raztopina menadiona (menadion natrijev bisulfit)

=  Kemikalije
- menadion natrijev bisulfid (Sigma-Aldrich)
- filtrirana bidestilirana voda (ddH20)

= Oprema, pripomocki in aparature
- tehtnica (RadWag)
- 15-mL falkonka z ravnim dnom
- aluminijasta folija
- Zlicka
- vrtinCnik TTS (Ika)

3.2.6 lIzpostavitev kulture Saccharomyces cerevisiae askorbinski kislini, kvercetinu
in naknadna izpostavitev menadionu
Kemikalije
-zalozne raztopine askorbinske Kisline, kvercetina in menadiona
- 96-urna stresana kultura v PBS-u

Oprema, pripomocki in aparature

- 50-mL falkonke s koni¢nim dnom
- pipete in plastic¢ni nastavki

- penasti zamaski

- brezprasna komora LFV 122 (Pio)
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- vrtinCnik TTS (lka)
- stresalnik Multititron (Infors HT)

3.2.7 Pobiranje tretiranih vzorcev in zamrzovanje kulture v tekoCem dusiku
Kemikalije

3.2.8

3.2.9

tabletke PBS (Oxoid)
bidestilirana voda (ddH20)
tekoCi dusik

Oprema, pripomocki in aparature

pipete in plasticni nastavki

vrtinCnik TTS (Ika)

centrifuga 5415 B (Iskra)
zamrzovalna skrinja -80 °C (Heraus)

Izolacija citosolnih in mitohondrijskih proteinov

Kemikalije

Za izolacijo proteinov smo uporabili komercialni komplet »Cytosol Mitochondria
Fractionation Kit« (CalBiochem), katerega sestava je sledeca:

1 x mitohondrijski ekstrakcijski pufer - MP
5x citosolni ekstrakcijski pufer - CP

500x raztopina inhibitorja proteaz - IP

1 M raztopina ditiotreitola (DTT)

Oprema, pripomocki in aparature

pipete in plasticni nastavki

12,5-mL plasticne falkonke z ovalnim dnom (TPP)

0,5 mm cirkonij-kremenceve kroglice (BioSpec Products)
1,5-mL mikrocentrifugirke (Eppendorf)

vrtinCnik TTS (lka)

centrifuga z moznostjo hlajenja (Sigma)

Merjenje koncentracije proteinov v citosolni in mitohondrijski frakciji
(metoda po Bradfordu)
Kemikalije

Bradfordov reagent (Biorad)

Oprema, pripomocki in aparature

1,5-mL mikrocentrifugirke (Eppendorf)

pipete in plasticni nastavki

96-mestna prozorna plasticna mikrotitrska ploSca za merjenje absorbance (Nunc)
vrtinCnik TTS (lka)

Citalec mikrotitrskih ploS¢ Safire 2 (Tecan)
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3.2.10 Merjenje aktivnosti citosolne (Cu-Zn) in mitohondrijske (Mn) superoksid
dismutaze (SOD)
Kemikalije
Za merjenje aktivnosti SOD smo uporabili komercialni komplet »Superoxide
Dismutase (SOD) Activity Assay Kit (BioVision), ki je vseboval:
- zalozno raztopino substrata WST-1 ((2-4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
disulfofenil)-2H-tetrazolij, mononatrijeva sol)
- zaloZno raztopino encima ksantin oksidaze
- razredCitveni SOD pufer
- testni SOD pufer

Oprema, pripomocki in aparature

- pipete in plasticni nastavki

- 96-mestna prozorna plasticna mikrotitrska plos¢a za merjenje absorbance (Nunc)
- vrtinCnik TTS (Ika)

- termomikser comfort (Eppendorf)

- Citalec mikrotitrskih plosc Safire 2 (Tecan)

3.3 METODE

3.3.1 Priprava trdnega YEPD gojiSca in precepljanje delovne kulture

Za pripravo trdnega YEPD gojisCa smo najprej stehtali vse sestavine in jih nato raztopili v
destilirani vodi. GojisCe smo prelili v Ciste steklenice z zamaSkom, ki ga nismo mocno
zatesnili in smo nato avtoklavirali 20 min, na 121 °C pri tlaku 1,2 bara. Se precej vroce
gojisce smo nalili v petrijeve plosCe, poCakali ¢ez noc, da se je strdilo in ga do uporabe
hranili v temnem prostoru, na sobni temperaturi.

Delovno kulturo Saccharomyces cerevisiae ZIM 2155 smo precepljali vsak teden, na isti
dan, priblizno ob istem Casu. Kulturo smo nato hranili v inkubatorju pri 28 °C.

3.3.2 Priprava tekoCega YEPD gojisCa, steklovine in inokulacija

TekoCe YEPD gojisCe smo pripravili podobno kot trdnega, le da nismo dodali agarja za
strjevanje. Raztopljenega smo z merilnim valjem odmerili po 50-mL v dve 100-mL
erlenmajerici in po 360-mL v dve 1000-mL erlenmajerici s stransko roko. Ena erlenmajerica
je kasneje pri inokulaciji sluzila kot slepi vzorec, v drugo pa smo inokulirali kulturo. Tako
pripravljene smo skupaj z gojisCem avtoklavirali 20 min, na 121 °C, pri tlaku 1,2 bar in
ohladili na sobni temperaturi.

Inokulacijo smo delali asepticno, pri Cemer smo najprej postopoma s cepilno zanko prenesli
tri dni staro kulturo s plosCe do opticne gostote pri 650 nm 0,94 — 0,96 v 50-mL gojisCa v
100-mL erlenmajerici z enim utorom in 1 stransko roko. Nato smo v 50-mL merilnem valju
odmerili 40-mL inokuliranega gojisca v 1000-mL erlenmajerico (1 utor, 1 stranska roka) s
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360-mL gojisca. Sledila je 60-urna kultivacija kvasovk na stresalniku pri 220 obr./min in 28
°C.

3.3.3 Priprava PBS pufra in prenos kulture

PBS pufer smo pripravili tako, da smo v bidestilirani vodi raztopili 1 tabletko PBS v 100 mL
ddH20. Raztopljen PBS smo umerili v merilni bucki in nato prelili v steklenico z zamaskom,
Ki ga nismo povsem zatesnili. Tako smo ga avtoklavirali 20 min pri 121 °C in pri tlaku 1,2
bar. Steriliziranega smo do uporabe shranili v inkubatorju na 28 °C.

Prenos kulture smo naredili po 60-urni kultivaciji kvasovk na stresalniku, pri Cemer smo
pricakovali, da se bodo v tem &asu kvasovke namnoZile do celi¢ne gostote 5 - 108 celic/mL,
kar naj bi ustrezalo vrednosti opti¢ne gostote (OD) okrog 2,0. Zato smo pred prenosom
izmerili OD na spektrofotometru pri 650 nm. Nato smo asepti¢no prelili po 50 mL kulture v
plasticne falkonke s stojeCim dnom, jih zaprli in centrifugirali 3 minute pri 4000 obr./min.
Po centrifugiranju smo supernatant zavrgli, pelet, v katerem so bile kvasovke pa smo dobro
resuspendirali s pomocjo vrtinCnika v 50 mL PBS, ogretega na 28 °C. Zatem smo ponovili
postopek centrifugiranja in spiranja. Pelet smo tokrat resuspendirali v 50 mL PBS, ki smo
ga odmerili s 100-mL steklenim valjem. Zatem smo odmerili 40 mL te suspenzije in jo prelili
v 500-mL erlenmajerice z enim utorom, zatem pa dodali Se 160 mL sterilnega PBS, ogretega
na 28 °C. Kon¢no Stevilo celic/mL po razredgitvi s PBS je tako bilo okrog 1 - 108
Erlenmajerice smo pokrili s penastim zamaskom in tako pripravljeno kulturo v PBS
inkubirali 60 ur pri 220 obr./min in 28 °C. Vse korake pri prenosu kulture smo delali ¢im
hitreje, da ne bi bil to prevelik Sok za kvasovke, saj smo zeleli ohraniti enaka razmerja in

pogoje.

3.3.4 Priprava zaloznih raztopin antioksidantov in oksidanta menadiona
Priprava 1 M zaloZne raztopine askorbinske kisline

1 M zalozno raztopino askorbinske kisline smo pripravili tik pred uporabo, in sicer tako, da
smo 0,3523 g askorbinske Kisline raztopili v 2-mL filtrirane bidestilirane vode oziroma v
tolikih mL, kolikor smo potrebovali kon¢nega volumna, vendar, da smo ohranili enako
razmerje. Kulturo smo izpostavili 20 mM in 40 mM koncentraciji askorbinske kisline. 20
mM koncentracijo smo dosegli tako, da smo 10 mL kulture dodali 200 pL 1 M zaloZne
askorbinske kisline in 400 pL, Ce smo Zzeleli doseCi 40 mM koncno koncentracijo
askorbinske kisline.

Priprava 5 mM zalozne raztopine kvercetina

Pripravili smo jo tako, da smo natancno zatehtali 0,015112 g kvercetina, ki smo ga nato
raztopili v 10 mL 80 % etanola. Le-tega smo predhodno pripravili tako, da smo 96 % etanol
razredCili z bidestilirano vodo (83,3 mL etanola + 16,7 mL ddH.0). Kvercetin smo
raztapljali v temi na vrtinCniku, tako da smo falkonko pokrili z aluminijsto folijo, ker je
obcutljiv na svetlobo. Pripravljeno zaloZno raztopino kvercetina smo alikvotirali v 2-mL
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Eppendorf mikrocentrifugirke in jih do uporabe shranili v temi na -20 °C. Kulturo smo
izpostavili dvema koncentracijama Q. Q1 (0,05 g/L) smo dobili, ¢e smo 10 mL kulture dodali
335 pL 5mM raztopine kvercetina, Q2 (0,117 g/L) pa ¢e smo dodali 837 L.

Priprava 1M zaloZne raztopine menadiona

Zalozno raztopino menadiona smo pripravili tako, da smo 0,5525 g menadion natrijevega
bisulfita, ki smo ga hranili na -20 °C, raztopili v 2 mL bidestilirane vode, ki smo jo
predhodno filtrirali. Raztopina menadiona mora biti sveZa, zato smo jo pripravljali tik pred
uporabo in hranili v temi (falkonko smo ovili v aluminijasto folijo), ker je tudi menadion
obcutljiv na svetlobo.

3.3.5 lIzpostavitev kulture askorbinski kislini, kvercetinu in naknadna izpostavitev
menadionu

Po 96-ih urah inkubacije kulture v PBS pri 220 obr./min in 28 °C, je bila le-ta pripravljena
za izpostavitev antioksidantu oziroma za tretiranje. Delo je potekalo asepticno, pri vsaki
seriji tretiranja smo imeli Stiriindvajset falkonk s koni¢nim dnom in pokrovckom, v katere
smo najprej odpipetirali po 10 mL kulture. Stiri falkonke so predstavljale kontrolo (kultura
brez dodatkov), v naslednje Stiri smo dodali samo kulturo in po Stirih oziroma Stiriindvajsetih
urah Se 600 pL 1M zaloZne raztopine menadiona, v zadnje Stiri pa kulturo, AA ali Q, ter po
Stirih oziroma Stiriindvajsetih urah inkubacije na stresalniku pri 220 obr./min in 28 °C dodali
Se 600 pL 1M zalozne raztopine menadiona. Pred dodatkom menadiona smo kulturo
centrifugirali tri minute pri 4000 obr./min, nato supernatant odlili in sprali z 10 mL PBS in
zatem ponovili postopek centrifugiranja. Na koncu smo kulturo resuspendirali v 10 mL PBS
in dodali 600uL menadiona, v kontrolo pa smo namesto menadiona dodali kar 600 pL PBS,
ter nato vse falkonke inkubirali Se dve uri, na stresalniku, pri 220 obr./min in pri temperaturi
28 °C. V celotnem poskusu smo kulturo izpostavili dvema koncentracijama tako Q, kot AA,
pri Cemer smo za vsako koncentracijo naredili po tri bioloSke ponovitve.

3.3.6 Pobiranje vzorcev in zamrzovanje v teko¢em dusiku

Po 2-urni inkubaciji kulture na stresalniku je sledilo pobiranje vzorcev. Najprej smo zdruzili
vsebino dveh falkonk v eno, tako da smo iz Stirih falkonk dobili dve po 20 mL kulture. Zatem
smo kulturo centrifugirali tri minute pri 4000 obr./min, supernatant smo odlili, pelet v
katerem so bile kvasovke pa sprali s PBS, ogretim na 28 °C, tako da smo ga s pomocjo
vrtinCnika dobro resuspendirali. Nato smo ponovili postopek centrifugiranja ter supernatant
ponovno odlili, pelet pa zamrznili v tekoCem dusiku pri -196 °C in do ekstrakcije proteinov
shranili v zamrzovalni skrinji na -80 °C.

3.3.7 lzolacija citosolnih in mitohondrijskih proteinov

Citosolne in mitohondrijske proteine smo ekstrahirali z uporabo komercialnega kompleta
»Cytosol/Mitochondria Fractionation Kit (CalBiochem) v kombinaciji s centrifugiranjem.
Gre za postopek diferencialne detergentne frakcionacije, kjer s pomocjo detergentov
dosezemo razbitje celic ter dolocenih organelov (v naSem primeru mitohondrijev) in z
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diferencialnim centrifugiranjem loCitev citosolne in mitohondrijske frakcije. Postopka smo
se lotili tako, da smo najprej iz zamrzovalne skrinje vzeli tretirane pelete kvasovk in
sestavine kita ter jih postopoma odtajali na ledu. Medtem smo pripravili 1 x citosolni
ekstrakcijski pufer (CP) z redCenjem 5 x citosolnega ekstrakcijskega pufra z bidestilirano
vodo (ddH20). Za 6 vzorcev smo potrebovali 16 mL 1 x citosolnega ekstrakcijskega pufra,
pri Cemer smo v 8 mL tega pufra dodali proteazni inhibitor (IP) in DTT, ter ga oznacili s
CP*, v preostalih 8 mL pufra, pa nismo dodali nic in je predstavljal CP-, ki smo ga kasneje
uporabili za spiranje citosolne frakcije. Dodan DTT vzdrzuje proteine v reduciranem stanju,
IP pa jih zascCiti pred razgradnjo s proteazami. Na 1 mL pufra smo dodali 2uL IP in 1pL
DTT. Odtaljen pelet smo resuspendirali v 1250 uL CP* ter ga prenesli v 12,5-mL falkonke
z ovalnim dnom. Dodali smo 5 zlick cirkonij-kremencevih kroglic in zatem homogenizirali
z meSanjem na vrtin¢niku 5 x po 1 minuto z izmeni¢no 1-minutno inkubacijo na ledu.

Po razbijanju celic smo homogenat centrifugirali 20 min, pri 800 g in 4 °C. V tem koraku
naj bi se vsebina celic loCila od cirkonij-kremencevih kroglic in celinega debrisa, ki so se
usedli na dno. Zato smo v naslednjem koraku 1 mL supernatanta, v katerem je bila vsebina
celic, prenesli v 1,5-mL mikrocentrifugirko in ponovili postopek centrifugiranja pri istih
pogojih, vendar le 10 minut. V tem koraku se naj bi posedli ostanki plazmaleme, jedra in
vakuole, v supernatantu pa naj bi ostal citosol z intaktnimi mitohondriji, zato smo le tega po
900 pL odpipetirali v novo 1,5-mL mikrocentrifugirko. Sledil je korak 30 minutnega
centrifugiranja pri 10000 g in 4 °C, ki je bil odlocCilen, saj smo pri¢akovali, da se bosta pri
teh obratih loCili citosolna in mitohondrijska frakcija, slednjo smo pricakovali v peletu. Zato
smo zatem odpipetirali 900 pL supernatanta, ki je predstavljal citosolno frakcijo (v njej smo
med drugimi proteini pricakovali predvsem Cu-Zn SOD) v nove 1,5 mL mikrocentrifugirke,
ter shranili na ledu do naslednjega centrifugiranja. Najprej smo namrec pelet, v katerem naj
bi bili intaktni mitohondriji s povlekom pipete resuspendirali v 1 mL CP" ter nato
centrifugirali 10 min pri 10000 g in 4 °C. Supernatant smo zavrgli in ponovili postopek
spiranja in centrifugiranja. Po zadnjem spiranju smo mitohondrijski pelet (v njem smo poleg
drugih proteinov pricakovali predvsem Mn SOD) raztopili v 50 pL MP™. V tem koraku naj
bi se sprostila mitohondrijska vsebina. Najprej smo raztopili en pelet ter nato raztopino
prenesli k drugemu peletu. Zatem smo na ledu shranjeno citosolno frakcijo centrifugirali 20
minut pri 20000 g in 4 °C, da so se morebitni mitohondriji o0z. ostanki le-teh popolnoma
posedli in smo dobili v supernatantu Cisto citosolno frakcijo. Le-to smo po 600 pL prenesli
v nove 1,5-mL mikrocentrifugirke. Tako citosolno kot mitohondrijsko frakcijo smo do
merjenja aktivnosti SOD in koncentracije proteinov zamrznili na -80 °C.

3.3.8 Merjenje koncentracije proteinov v citosolni in mitohondrijski frakciji
(metoda po Bradfordu)

Koncentracijo proteinov smo merili po metodi Bradford. Gre za kolorimetricno dolocanje

koncentracije proteinov, ki temelji na absorbanci barvila Coomassie Brilliant Blue G-250,

ki se v kislih pogojih spremeni iz rdeCega v moder kompleks, le taksSna oblika pa se veze na

proteine, ki so prisotni v raztopini (Bradford, 1976). Delo ni potekalo asepticno. Najprej smo



Glavan R. Vloga citosolne in mitohondrijske superoksid dismutaze v celigah kvasovke s spremenjenim oksidacijskim stanjem. 26
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

pocasi, na ledu odtajali zamrznjeno citosolno in mitohondrijsko frakcijo, medtem pa smo si
pripravili 5 x redCen Bradford reagent, tako da smo 1 mL koncentriranega Bradford reagenta
razredCili s 4 mL ddH20. Tako pripravljen reagent obstoji na sobni temperaturi do nekaj ur.
Zatem smo razredcili tudi naSe vzorce, da so bile izmerjene absorbance v linearnem obmocju
umeritvene krivulje, ki je bila predhodno pripravljena. Obicajno je bilo potrebno citosolno
frakcijo redciti 5x in sicer s CP*. RedCcili smo tako, da smo 5 pL vzorca dodali 20 uL CP*,
za slepi vzorec (ne vsebuje ekstrahiranih proteinov) smo vzeli CP*. Mitohondrijsko frakcijo
smo obicajno redcCili 2x, in sicer smo 5 pL vzorca dodali 5 pL ddH20. Za slepi vzorec smo
tu uporabili MP*, katerega smo prav tako redcili 2x ( 5 pL MP*smo dodali 5uL ddH20).
Zatem smo si pripravili racunalniSki program za merjenje koncentracije proteinov, pri
valovni dolzni 595 nm na Citalcu mikrotitrskih ploS¢ Safire 2. Nato pa smo priceli z
nanaSanjem redcenih vzorcev po 4 uL na mikrotitrsko plosco, pri Cemer smo pred nanosom
vsak vzorec dobro premesali na vrtin€niku. Vse vzorce smo nanesli v dveh ponovitvah.
Zatem smo v vse luknjice ¢im hitreje dodali 196 pL 5x red¢enega Bradford reagenta, dobro
premesali in inkubirali 5 min na sobni temperaturi. Sledilo je merjenje A pri 595 nm.

3.3.9 Merjenje aktivnosti citosolne (Cu-Zn) in mitohondrijske (Mn) superoksid
dismutaze (SOD)

Aktivnosti obeh SOD v citosolni in mitohondrijski frakciji smo izmerili z uporabo
komercialnega kompleta »Superoxide Dismutase (SOD) Activity Assay Kit«. To je zelo
obcutljiv komplet reagentov in encima, ki temelji na naCinu delovanja SOD. SOD namreC
katalizira pretvorbo superoksidnega aniona v vodikov peroksid in molekularni kisik.
Pomemben sestavni del kompleta je encim ksantin oksidaza, ki tvori superoksidni anion iz
kisika. Ce bo SOD v nasem vzorcu/frakciji prisotna, bo opravila svojo nalogo in katalizirala
pretvorbo superoksidnega aniona v vodikov peroksid in molekularni kisik, zato superoksidni
anion ne bo mogel reducirati WST-1 reagenta, ki smo ga dodali v naS vzorec, do
vodotopnega formazana, ki bi bolj absorbiral pri valovni dolZini 450 nm. Koncentracija
superoksidnega aniona v zmesi se povecuje zaradi prisotnosti ksantin oksidaze in zmanjSuje
zaradi prisotnosti SOD. Torej ¢e bo SOD v frakciji prisotna v zadostni koncentraciji in bo
aktivna, bo absorbanca manjsa, ker ne bo nastajal formazan, €e pa bo v vzorcu malo aktivne
SOD, bo superoksidni anion lahko reagiral z WST-1 reagentom in bo nastal vodotopni
formazan, zato bo absorbanca vecja. Pravzaprav gre za reakcijo inhibicije redukcije WST-1
reagenta s strani aktivnosti SOD.

Zgoraj omenjeni komplet je sestavljen iz: reagenta WST, raztopine encima ksantin oksidaze
in dveh pufrov, testnega (angl. SOD Assay Buffer) in razredCitvenega (angl. SOD Dillution
Buffer). Do uporabe smo ga hranili na 0 — 5 °C, tik pred uporabo pa smo komponente kita
segreli na sobno temperaturo. Prav tako smo pocasi na ledu odtajali citosolne in
mitohondrijske frakcije, ki smo jih hranili na — 80 °C. Medtem smo si pripravili komponente
kita po navodilih proizvajalca. WST delovno raztopino smo pripravili tako, da smo 150 pL
zalozni WST raztopini dodali 2850 pL testnega SOD pufra. Delali smo ¢imbolj v temi, ker
je WST raztopina obcutljiva na svetlobo. Tako razredCena raztopina je stabilna 2 meseca pri
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4 °C. Delovno raztopino encima, pa smo pripravili tako, da smo encim najprej centrifugirali
5 sekund, da so se usedle vse kapljice, ki so bile na stenah, nato pa smo po navodilih
proizvajalca dobro premesali na vrtincniku oziroma z izmeni¢nim povlekom pipete, da sta
se obe plasti dobro premesali med sabo. Takoj zatem smo odpipetirali 0,9 pL encima in
dodali 150 pL razredcitvenega SOD pufra. Tako pripravljena raztopina encima je stabilna 3
tedne pri 4 °C.

Ko smo koncali s pripravo delovnih raztopin, smo zaceli v temnem prostoru nanaSati na
prozorno mikrotitrsko ploS€o komponente po vrstnem redu, kot je prikazano v Preglednici 2
in inkubirali 20 minut na 37 °C. Medtem ¢asom smo si pripravili raCunalniski program za
merjenje aktivnosti SOD na Citalcu mikrotirskih plosC Safire 2 in po koncCani inkubaciji
izmerili absorbanco pri valovni dolzini 450 nm.

Preglednica 2: Postopek nanaSanja komponent na mikrotitrsko plo$¢o za dolo€anje aktivnosti SOD

vzorec slepi vzorec 1 slepi vzorec 2 slepi vzorec 3
ekstrakt (uL) 20 - 20 -
ddH.O (pL) - 20 - 20
WST-1 raztopina (uL) 200 200 200 200
razredCitveni  SOD - - 20 20
pufer (uL)
raztopina encima (uL) 20 20 - -

V slepi vzorec 1 nismo dodali vzorca, zato v njem ni prisotne SOD, smo pa dodali encim
ksantin oksidazo, ki vseeno tvori superoksidni anion iz kisika, vendar le-tega SOD ne
porablja, ker je ni, zato pride s strani superoksidnega aniona do redukcije WST-1 raztopine
v vodotopen formazan, zato naj bi imel slepi vzorec 1 vecjo absorbanco od slepega vzorca
3. Tudi v slepi vzorec 3 nismo dodali vzorca in ksantin oksidaze, ampak samo ddH20, WST-
1 raztopino in razredCitveni SOD pufer. Zato tu reakcija naj ne bi potekla, sluZil je le zato,
da smo lahko odsteli ozadje vseh reagentov. V slepi vzorec 2 pa smo dodali vse razen encima
ksantin oksidaze, zato tudi tukaj naj ne bi potekla reakcija, ker ni bilo tvorbe superoksidnega
aniona. Ta vzorec nam je sluzil, da smo odsteli ozadje oz. absorbanco samega ekstrakta
proteinov oz. mitohondrijske in citosolne frakcije. Obdelava dobljenih absorbanc s to
metodo je prikazana v tocki 3.3.10.

3.3.10 Obdelava rezultatov
Obdelava izmerjenih absorbanc po metodi Bradford pri 595 nm
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Absorbance (A), ki smo jih izmerili na Citalcu mikrotitrskih plos¢ je bilo potrebno
obdelati. Za vsak vzorec in slepi vzorec, ki smo ga nanesli v dveh ponovitvah smo
izracunali povprecno A. Nato smo od povprecja A vzorca odsteli povprecje A slepega
vzorca. Nato pa smo izraCunali koncentracijo proteinov v vzorcu s pomocjo enacbe
umeritvene krivulje, ki je prikazana v Prilogi A:

y =0,49689x + 0,01152 .. (1)
x=y-0,01152
0,49689 .. (2

pri Cemer x predstavlja koncentracijo proteinov v razred¢enem vzorcu (g/L), y pa
razliko v povprecni absorbanci vzorca in slepega vzorca. Da smo dobili koncentracijo
proteinov v nerazredCenem vzorcu, smo x pomnoZili s faktorjem redcitve. Nato smo
izraCunali Se maso proteinov, tako, da smo koncentracijo proteinov v nerazredCenem
vzorcu pomnoZili z volumnom vzorca, ki smo ga kasneje nanaSali v jamico
mikrotitrskih ploS¢ pri merjenju SOD aktivnosti. Maso proteinov smo uporabili za
izraCun specificne aktivnosti SOD (aktivnost SOD normalizirana na koliCino
proteinov v merjenem vzorcu).

IzraCun aktivnosti SOD (% inhibicije) iz izmerjenih absorbanc pri 450 nm
IzraCunali smo jo za vsako frakcijo in za vsak vzorec po naslednji enacbi:

AKTIVNOST SOD = (Aslepa 1- Aslepa 3) - (szorec - Aslepa 2) *100
(Aslepa 1= Aslepa 3) e (3)

Normalizacija aktivnosti SOD glede na koncentracijo proteinov

Aktivnost SOD, ki smo jo izraCunali, ni konCen rezultat, ker je potrebno pri tem
upostevati koncentracijo oziroma maso proteinov v merjenem vzorcu, zato smo
aktivnost SOD, ki smo jo izraCunali delili Se z maso proteinov in tako dobili absolutne
vrednosti specificne aktivnosti SOD v kontroli, v vzorcu tretiranem z menadionom in
v vzorcu tretiranem z menadionom in doloCeno koncentracijo antioksidanta. Te
vrednosti so prikazane v Prilogah B in C.

Relativna specifi¢na aktivnost SOD
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Vrednost specificne aktivnosti SOD vzorca, ki smo jo izracunali v prejSnjem koraku
smo delili s specificno aktivnostjo pripadajoCe kontrole in rezultat izrazili v odstotkih.
Rezultati so prikazani kot relativne vrednosti specificne aktivnosti SOD glede na
kontrolo.

Statistina obdelava rezultatov s t-testom in Duncanovim testom

S t-testom smo preverili domneve o enakosti dveh povprecij. Pri p vrednosti < 0,05,
je bila razlika med aritmetiCnima sredinama statisticno znacilna. Z njim smo
ugotavljali statisticno znaCilne razlike med vzorci tretiranimi z menadionom in
kontrolo.

Statisticne razlike med razliCnimi tretiranji pa smo ugotavljali z Duncanovim testom
mnogoterih primerjav s 95 % intervalom zaupanja.
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4 REZULTATI

V sklopu magistrskega dela smo preucevali vpliv dveh eksogenih antioksidantov (kvercetina
- Q in askorbinske kisline - AA) na enega izmed endogenih antioksidativnih obrambnih
sistemov — superoksid dismutazo (SOD), in sicer: Cu-Zn in Mn SOD, na modelnem
organizmu Saccharomyces cerevisiae. Kulturo kvasovk smo najprej namnozili v gojiscu
YEPD do stacionarne faze rasti, nato inkubirali v pufru PBS, zatem pa predtretirali z dvema
koncentracijama posameznih antioksidantov 4 in 24 h ter naknadno izpostavili menadionu
za 2 h (Q1M, Q2M; AA1M, AA2M). Kot primerjavo smo vzeli kulturo celic, ki ni bila
predtretirana, vendar samo izpostavljena menadionu (M). Z razbijanjem celic in
diferencialno detergentno frakcionacijo smo izolirali citosolno in mitohondrijsko frakcijo,
kjer smo merili aktivnost posameznih SOD. Menadion smo uporabili kot oksidant, za
katerega je znano, da tvori superoksidne radikale, Se posebno v mitohondrijih, kjer se nahaja
Mn SOD. Pri prejetju enega elektrona, katerega vir je najveckrat mitohondrijska respiratorna
veriga, nastane radikal semikinona, ki se zaradi nestabilnosti ob prisotnosti kisika
avtooksidira, pri Cemer se tvorita superoksidni anion in kinon (Monks in Jones, 2002; Chung
in sod., 1999). Ker se poveca nivo oksidantov v celici, kvasovka to zazna in sprozi se
endogeni antioksidativni obrambni sistem.

Nasi rezultati so pokazali, da se je pri kulturi, ki ni bila predtretirana z antioksidantom in je
bila za dve uri izpostavljena samo oksidantu menadionu, zviSala aktivnost Mn SOD v
primerjavi s kontrolo (netretirano kulturo), saj se vrednosti statisticno znacilno razlikujejo
od kontrole pri p = 0,02198 po 4 h in pri p = 0,01019 po 24 h. V primeru citosolne frakcije
se pri kulturi, ki je bila izpostavljena samo menadionu, aktivnost Cu-Zn SOD ni povisala v
primerjavi s kontrolo (netretirano kulturo), saj smo s t-testom ugotovili, da se vrednosti
statisticno znacilno ne razlikujejo pri p<0,05 (p = 0,91671 po 4 h; p = 0,0518 po 24 h).
Mogoce je vzrok v tem, da gre tu za citosolno frakcijo, kjer se menadion ne zadrZuje oziroma
ne deluje v taksni meri, kot pa v mitohondrijih, zato smo v mitohondrijski frakciji opazili
povisano aktivnost Mn SOD. Monteiro in sod. (2013) so namreC dokazali, da se menadion
vkljuci v membranske sisteme, sestavljene iz enojnih fosfolipidov (fosfatidilholina) in tudi
v mitohondrijske membrane ter s tem spremeni organizacijo lipidov in fluidnost membran.

V naSem primeru smo celice izpostavili menadionu 2 h in izmerili povisano aktivnost Mn
SOD. Kdaj je bila aktivnost najvecja, je tezko napovedati. Kim in sod. (2006) so namreC z
imunoblot analizo preucevali izrazanje antioksidativnih encimov kot odgovor na oksidativni
stres, povzroCen z menadionom in so specificno aktivnost antioksidativnih encimov opazili
Ze po trideset minutni izpostavitvi menadionu. Ugotovili so, da se je izrazanje Cu-Zn SOD
mocno povecalo po izpostavitvi 120 uM menadionu, po adaptaciji pa spremembe v izraZzanju
niso bile ve€ vidne. Pri Mn SOD pa niso opazili sprememb med in po adaptaciji. Isti avtorji
so leta 2011 nadaljevali preiskovanje sposobnosti adaptacije celicne redoks homeostaze na
z menadionom povzrocen oksidativni stres v kvasovki Saccharomyces cerevisiae, z uporabo
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biokemicnih in proteomskih pristopov v odvisnosti od ¢asa. Ugotovili so, da je ¢asovno
odvisna celi¢na viabilnost obratno sorazmerna z endogenimi koli¢inami ROS in da so celice
najbolj odzivne po eni uri izpostavitve menadionu, medtem ko je bila viabilnost celic po
dveh urah Ze poviSana nazaj na raven podobno kontroli (kulturi, ki ni bila izpostavljena
menadionu). Njihovi rezultati so namre€ pokazali, da strategije zaSCite celic kvasovk
sovpadajo s prezivetjem celic skozi razliCne stopnje izpostavitve menadionu in s povecano
sintezo celi¢nih zascitnih proteinov, pod vplivom menadiona (Kim in sod., 2011).

4.1 PREUCEVANJE VPLIVA PREDTRETIRANJA CELIC S KVERCETINOM NA
AKTIVNOST Mn in Cu-Zn SOD
4.1.1 Vpliv na aktivnost Mn SOD
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Slika 5: Vpliv 4-urnega predtretiranja celic kvasovke z dvema razlicnima koncentracijama kvercetina (Q1 in
Q>) ter naknadne 2-urne izpostavitve induktorju stresa-menadionu (M) na aktivnost Mn SOD (mitohondrijska
frakcija — MF).

Rezultati so predstavljeni kot povpre€je relativnih specifi¢nih aktivnosti + sd vsaj dveh bioloSkih ponovitev.
Povprecne relativne vrednosti, ki so ob istem ¢asu merjenja oznacene z razlicnim indeksom (a, b), se med seboj
razlikujejo.
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Slika 6: Vpliv 24-urnega predtretiranja celic kvasovke z dvema razli¢nima koncentracijama kvercetina (Q in
Q>) ter naknadne 2-urne izpostavitve induktorju stresa-menadionu (M) na aktivnost Mn SOD (mitohondrijska
frakcija — MF).

Rezultati so predstavljeni kot povpre€je relativnih specifi¢nih aktivnosti + sd vsaj dveh bioloSkih ponovitev.
Povprecne relativne vrednosti, ki so ob istem ¢asu merjenja oznacene z razlicnim indeksom (a, b), se med seboj
razlikujejo.

Ce smo kulturo najprej za 4 h izpostavili kvercetinu ter nato $e za dve uri menadionu, se je
aktivnost Mn SOD povecala v primerjavi s kulturo, ki je bila izpostavljena samo menadionu.
In sicer se je po 4-urnem predtretiranju zvisala za 22 % pri prvi koncentraciji kvercetina
(0,05 g/L) ter za 44 % pri drugi koncentraciji (0,117 g/L). Po 24-urnem predtretiranju pa se
je pri niZji koncentraciji zviSala za 25 %, kar sicer ni bilo statisticno znacilno glede na
kontrolo, ki je bila izpostavljena samo menadionu, ter za 47 % pri vi§ji koncentraciji
kvercetina. Tudi kvercetin sam lahko direktno vpliva na povisanje aktivnosti SOD, ko
reagira s superoksidnim radikalom, nastane radikal semikinona in vodikov peroksid. Radikal
semikinona je nestabilen, zato se oksidira do kvercetin-kinona, ki pa je zelo reaktiven
(Metodiewa in sod., 1999). Produkt reakcije je tudi superoksidni radikal, ki je lahko potem
substrat za SOD ali za kateri drugi endogeni antioksidant (npr. glutation) ali pa ponovno za
kvercetin.
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4.1.2 Vpliv na aktivnost Cu-Zn SOD
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Slika 7: Vpliv 4-urnega predtretiranja celic kvasovke z dvema razlicnima koncentracijama kvercetina (Q1 in
Q>) ter naknadne 2-urne izpostavitve induktorju stresa-menadionu (M) na aktivnost Cu-Zn SOD (citosolna
frakcija — CF).

Rezultati so predstavljeni kot povprecje relativnih specifi¢nih aktivnosti + sd vsaj dveh bioloskih ponovitev.
Povprecne relativne vrednosti, ki so ob istem ¢asu merjenja oznaCene z razlicnim indeksom (a, b), se med seboj
razlikujejo.
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Slika 8: Vpliv 24-urnega predtretiranja celic kvasovke z dvema razli¢nima koncentracijama kvercetina (Q1 in
Q2) ter naknadne 2-urne izpostavitve induktorju stresa-menadionu (M) na aktivnost Cu-Zn SOD (citosolna
frakcija — CF).

Rezultati so predstavljeni kot povpre€je relativnih specifi¢nih aktivnosti + sd vsaj dveh bioloSkih ponovitev.
Povprecne relativne vrednosti, ki so ob istem ¢asu merjenja oznacene z razlicnim indeksom (a, b), se med seboj
razlikujejo.
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Ce vzamemo Vv obzir citosolno Cu-Zn SOD, vidimo, da pri kulturi, ki je bila predtretirana s
kvercetinom in naknadno izpostavljena menadionu, ni opazne povisane aktivnosti Cu-Zn
SOD v primerjavi s kulturo, ki je bila izpostavljena samo menadionu. Duncan test namre¢
ni pokazal statisticno znacilnih razlik. Lahko re€emo, da kvercetin verjetno nima bistvenega
vpliva na Cu-Zn SOD, medtem, ko smo opazili, da na Mn SOD vpliva. Eden izmed razlogov
je gotovo ta, da je kvercetin lipofilen in zato verjetno ne deluje v tolikSni meri v citosolni
frakciji, kakor pa v mitohondrijih, kjer reagira in se veze z lipofilnimi membranami.

Tudi med razlicnima koncentracijama kvercetina ni opaznih statisticno znacilnih razlik v
aktivnosti Cu-Zn SOD, pri obeh koncentracijah kvercetina je namreC aktivnost nekje na
ravni kulture, ki je bila izpostavljena samo oksidantu menadionu, medtem ko smo pri Mn
SOD opazili ravno nasprotno, da ima koncentracija kvercetina doloCen vpliv na aktivnost.

ZakrajSek (2014), ki je v svoji raziskavi merila totalno aktivnost SOD, pa je pokazala, da je
aktivnost SOD v celicah predtretiranih s kvercetinom (Q1) in naknadno izpostavljenih
menadionu, primerljiva (4h) oz. nizja (24 h) v primerjavi s kulturo, ki je bila izpostavljena
samo mendaionu. Glede na to lahko zaklju€imo, da je bil v totalni aktivnosti SOD razviden
le prispevek aktivnosti Cu-Zn SOD.

4.2 PREUCEVANJE VPLIVA PREDTRETIRANJA  CELIC Z ASKORBINSKO
KISLINO NA AKTIVNOST Mn in Cu-Zn SOD
4.2.1 Vpliv na aktivhost Mn SOD

200 -
180 -
160 - a a

140 - a
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -

Relativna specificna aktivnost SOD

20 A

0 -

M4 (MF) AA1M4 (MF) AA2M4 (MF)

Slika 9: Vpliv 4-urnega predtretiranja celic kvasovke z dvema razli¢nima koncentracijama askorbinske kisline
(AA;1 in AA;) ter naknadne 2-urne izpostavitve induktorju stresa-menadionu (M) na aktivnost Mn SOD
(mitohondrijska frakcija — MF).

Rezultati so predstavljeni kot povprecje relativnih specifi¢nih aktivnosti + sd vsaj dveh biolodkih ponovitev.
Povprecne relativne vrednosti, ki so ob istem ¢asu merjenja oznaCene z razlicnim indeksom (a, b), se med seboj
razlikujejo.
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Slika 10: Vpliv 24-urnega predtretiranja celic kvasovke z dvema razlicnima koncentracijama askorbinske
kisline (AA1in AA>) ter naknadne 2-urne izpostavitve induktorju stresa-menadionu (M) na aktivnost Mn SOD
(mitohondrijska frakcija — MF).

Rezultati so predstavljeni kot povprecje relativnih specifi¢nih aktivnosti + sd vsaj dveh bioloskih ponovitev.
Povprecne relativne vrednosti, ki so ob istem ¢asu merjenja oznaCene z razlicnim indeksom (a, b), se med seboj
razlikujejo.

Ce je bila kultura 4h predtretirana z askorbinsko kislino in naknadno izpostavljena
menadionu, ni opaznih statisticno znacilnih razlik v aktivnosti Mn SOD, v primerjavi s
kulturo, ki ni bila predtretirana, temve¢ samo izpostavljena menadionu. Med prvo in drugo
koncentracijo AA so opazne le manjSe razlike v aktivnosti Mn SOD, ki pa niso statisticno
znacilne.
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Slika 11: Vpliv 4-urnega predtretiranja celic kvasovke z dvema razlicnima koncentracijama askorbinske kisline
(AALin AA) ter naknadne 2-urne izpostavitve induktorju stresa-menadionu (M) na aktivnost Cu-Zn SOD
(citosolna frakcija — CF).

Rezultati so predstavljeni kot povprecje relativnih specifi¢nih aktivnosti + sd vsajdveh bioloskih ponovitev.
Povprecne relativne vrednosti, ki so ob istem ¢asu merjenja oznaCene z razlicnim indeksom (a, b), se med seboj
razlikujejo.
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Slika 12: Vpliv 24-urnega predtretiranja celic kvasovke z dvema razli€nima koncentracijama askorbinske
kisline (AA1in AA,) ter naknadne 2-urne izpostavitve induktorju stresa-menadionu (M) na aktivnost Cu-Zn
SOD (citosolna frakcija — CF).

Rezultati so predstavljeni kot povprecje relativnih specifi¢nih aktivnosti + sd vsaj dveh bioloSkih ponovitev.
Povprecne relativne vrednosti, ki so ob istem ¢asu merjenja oznaCene z razlicnim indeksom (a, b), se med seboj
razlikujejo.
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Ce primerjamo rezultate (Slika 11, 12) z rezultati na Sliki 9 in 10, je razvidno, da ima
askorbinska kislina vecji vpliv na Cu-Zn SOD kot na Mn SOD, saj se je aktivnost Cu-Zn
SOD bistveno bolj povecala pri predtretirani kulturi z AA v primerjavi s kulturo, ki ni bila
predtretirana. To si lahko razlagamo s tem, da je AA vodotopen vitamin, antioksidant in ga
je najveC v citosolni frakciji, zato se njegovo delovanje odraza predvsem na povisani
aktivnosti Cu-Zn SOD, ki se nahaja v citosolu. In sicer se je aktivnost Cu-Zn SOD po 4-
urnem predtretiranju poviSala za 42 % pri prvi koncentraciji AA (20 mM AA), medtem ko
se je pri drugi koncentraciji AA (40 mM) povisala le za okoli 15 % v primerjavi s kulturo,
izpostavljeno samo menadionu. Iz tega sklepamo, da je morda 40 mM koncentracija AA Ze
prevelika in sprozi ravno nasprotne ucinke. Po 24-urnem predtretiranju, pa se je namrec tudi
pri visji koncentraciji AA aktivnost SOD povecala, in to kar za okoli 70 % v primerjavi s
kulturo, ki ni bila predtretirana, ampak izpostavljena samo menadionu. Morda zato, ker je
24-urni interval daljsi, da se popravijo oksidativne poskodbe in se odpravi tisti zaCetni stres,
ter se to odrazi na poviSani aktivnosti Cu-Zn SOD. Pri prvi koncentraciji AA pa se je tudi
po 24-ih urah aktivnost povecCala, za 35 % v primerjavi s kulturo, ki ni bila predtretirana, kar
je nekje na isti ravni, kakor po 4-urnem predtretiranju, v tem primeru se ne opazi bistven
vpliv Casovne razlike.

Sklenemo lahko, da je aktivnost Cu-Zn SOD v celicah, ki so bile predtretirane z AA vi§ja,
kot pri kulturi, ki ni bila predtretirana, kar bi lahko pojasnili s prooksidativnim delovanjem
askorbinske kisline.

Ce primerjamo nage rezultate z rezultati, ki jih v svoji nalogi navaja Zakrajek (2014), lahko
ponovno opazimo vecji prispevek aktivnosti Cu-Zn SOD k totalni aktivnosti SOD. Namrec,
totalna aktivnost SOD kulture, ki je bila 4 ure predtretirana z askorbinsko kislino (AA1l) je
bila viSja kot pri kulturi, ki predhodno ni bila tretirana. V' primeru 24 urnega predtretiranja
pa je bila aktivnost SOD pri obeh kulturah enaka.
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4.3 CASOVNA PRIMERJAVA PREDTRETIRANJ Z ANTIOKSIDANTOMA
4.3.1 Vpliv Casa predtretiranja celic s kvercetinom na aktivnost Mn SOD
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Slika 13: Vpliv €asa predtretiranja (4 in 24 h) celic kvasovke S. cerevisiae z dvema razlicnima koncentracijama
kvercetina (Q1in Q) ter naknadne 2-urne izpostavitve induktorju stresa-menadionu (M) na aktivnost Mn SOD.
Rezultati so predstavljeni kot povprecje relativnih specifi¢nih aktivnosti + sd vsaj dveh bioloskih ponovitev.
Povprecne relativne vrednosti, ki so ob istem ¢asu merjenja oznacene z razlicnim indeksom (a, b), se med seboj
razlikujejo.

4.3.2 Vpliv Casa predtretiranja celic s kvercetinom na aktivnost Cu-Zn SOD
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Slika 14: Vpliv Casa predtretiranja (4 in 24 h) celic kvasovke S. cerevisiae z dvema razli¢nima koncentracijama
kvercetina (Q1 in Q) ter naknadne 2-urne izpostavitve induktorju stresa-menadionu (M) na aktivnost Cu-Zn
SOD.

Rezultati so predstavljeni kot povpre€je relativnih specifi¢nih aktivnosti + sd vsaj dveh bioloSkih ponovitev.
Povprecne relativne vrednosti, ki so ob istem ¢asu merjenja oznacene z razlicnim indeksom (a, b), se med seboj
razlikujejo.
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Tako pri Mn kot Cu-Zn SOD so rezultati pokazali, da Cas predtretiranja celic s kvercetinom
ne vpliva na aktivnost Mn SOD. Tudi ZakrajSek (2014) je v svoji doktorski disertaciji dobila
podobne rezultate, kljub temu, da je merila totalno aktivnost SOD, ne posameznih SOD.
Ugotovila je, da se aktivnost SOD po 4-urnem predtretiranju s kvercetinom poveca za 13 %,
po 24-urnem pa za 12 %, torej ne gre za razliko v Casu tretiranja.

4.3.3 Vpliv Casa predtretiranja celic z askorbinsko kislino na aktivnost Mn SOD
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Slika 15: Vpliv €asa predtretiranja (4 in 24 h) celic kvasovke S. cerevisiae z dvema razlicnima koncentracijama
askorbinske kisline (AA; in AA) ter naknadne 2-urne izpostavitve induktorju stresa-menadionu (M) na
aktivnost Mn SOD.

Rezultati so predstavljeni kot povprecje relativnih specifinih aktivnosti + sd vsaj dveh bioloskih ponovitev.
Povprecne relativne vrednosti, ki so ob istem ¢asu merjenja oznaCene z razlicnim indeksom (a, b), se med seboj
razlikujejo.
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4.3.4 Vpliv Casa predtretiranja celic z askorbinsko kislino na aktivnost Cu-Zn SOD
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Slika 16: Vpliv Casa predtretiranja (4 in 24 h) celic kvasovke S. cerevisiae z dvema razli¢nima koncentracijama
askorbinske kisline (AA; in AAy) ter naknadne 2-urne izpostavitve induktorju stresa-menadionu (M) na
aktivnost Cu-Zn SOD.

Rezultati so predstavljeni kot povprecje relativnih specifi¢nih aktivnosti + sd vsaj dveh biolodkih ponovitev.
Povprecne relativne vrednosti, ki so ob istem ¢asu merjenja oznacene z razlicnim indeksom (a, b), se med seboj
razlikujejo.

Tudi v celicah, ki so bile predtretirane z askorbinsko kislino, €as predtretiranja ni pokazal
statisticno znacilnega vpliva na aktivnost Mn in Cu-Zn SOD, izjema je le 40 mM
koncentracija, kjer je aktivnost Cu-Zn SOD po 24-ih urah predtretiranja (AA2M, rdeCi
stolpec) viSja v primerjavi s 4-urno izpostavitvijo (AA2M, modri stolpec). Zakaj takSna
razlika, je tezko pojasniti. Ena moznih razlag je ta, da ima askorbinska kislina vecji vpliv na
aktivnost Cu-Zn SOD, kakor pa na Mn SOD, verjetno zato, ker je vodotopna in se zato
zadrzuje v citosolni frakciji, kjer se nahaja Cu-Zn SOD. Vsekakor pa ne moremo iz tega
potrditi, da ima Casovna razlika takSen vpliv samo v tem primeru, drugje pa razlike ni. Za
boljSe razumevanije te razlike bi bilo potrebno narediti Se vec biolosSkih ponovitev, pregledati
veC Casovnih intervalov (na primer meriti aktivnost na 30 min izpostavitve) ter se usmeriti
prav na ¢asovni vpliv, kar pa ni bil prednostni cilj naSe naloge.
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5 RAZPRAVA

IzhodisCe tega magistrskega dela je bila predhodna raziskava (ZakrajSek, 2014), kjer je bil
med drugim preucevan tudi vpliv predtretiranja celic s kvercetinom ali askorbinsko kislino
in naknadne izpostavitve menadionu na totalno aktivnost SOD. V naSi nalogi pa smo
preverili, kako se predtretiranje celic s posameznima antioksidantoma (kvercetin,
askorbinska kislina) in naknadna izpostavitev menadionu odraza na aktivnosti posameznih
SOD (Cu-Zn in Mn SOD).

Na zaCetku magistrskega dela smo postavili dve kljucni hipotezi. Hipotezo 1, v kateri smo
predvidevali, da se bosta aktivnosti Cu-Zn SOD in Mn SOD med seboj razlikovali v primeru
predtretiranja celic s posameznim antioksidantom, smo s pridobljenimi rezultati potrdili.
Vpliv obeh antioksidantov je razviden na ravni obeh SOD, pri Cemer lahko izpostavimo, da
se je izkazalo, da ima predtretiranje celic s kvercetinom vecji vpliv na aktivnost Mn SOD,
medtem ko ima predtretiranje z askorbinsko kislino vecji vpliv na aktivnost Cu-Zn SOD.
Pokazale so se tudi razlike med koncentracijama ucinkovine, npr. vecja koncentracija AA
(40 mM AA) je rezultirala v vecji aktivnosti Cu-Zn SOD, kot manjSa koncentracija (20 mM
AA). V hipotezi 2 pa smo predvidevali, da se bo predtretiranje celic s kvercetinom drugace
odrazilo na ravni Cu-Zn SOD in Mn SOD kot predtretiranje z AA, kar pa smo tudi potrdili
in ze obrazlozili pri posamicnih grafikonih. Rezultati so logicni, saj se Mn SOD in Cu-Zn
SOD razlikujeta med sabo tako po mestu nahajanja in delovanja v celicah, kakor tudi po
fizikalno-kemijskih lastnostih.

Sprasevali smo se tudi, ali kvercetin in askorbinska kislina delujeta bodisi antioksidativno,
bodisi prooksidativno. Prooksidanti so definirani kot snovi, ki povzrocajo oksidativni stres,
obicajno s tvorbo reaktivnih kisikovih zvrsti ali z zaviranjem antioksidativnih sistemov
(Puglia in Powell, 1984). Prosti radikali naj bi bili torej prooksidanti, vendar, presenetljivo,
tudi antioksidanti imajo lahko prooksidativno delovanje. Na primer, vitamin C je mocan
antioksidant, vendar lahko postane tudi prooksidant, ko reagira z Zelezovimi ali bakrovimi
ioni in jih reducira, pri Cemer se reducira tudi vodikov peroksid v hidroksilne radikale
(Duarte in Lunec, 2005). Tudi flavonoidi naj bi imeli prooksidativno delovanje, vendar v
odvisnosti od okoljskih dejavnikov. Tako naj bi fenoli, ki se nahajajo v zivilih, delovali
prooksidativno v sistemih, ki vsebujejo redoks aktivne kovine. Prisotnost kisika in
prehajanje kovin, kot sta zelezo in baker, katalizirajo redoks krozenje fenolov in lahko vodijo
do tvorbe ROS ter fenoksilnih radikalov, ki poSkodujejo DNA, lipide in druge bioloske
molekule (Galati in O’Brien, 2004).

Na osnovi pridobljenih rezultatov lahko sklepamo, da tako kvercetin kot askorbinska kislina
delujeta tako antioksidativno kot tudi prooksidativno, odvisno od pogojev. Prooksidativno
delovanje pomeni, da zviSata oziroma ojaCata oksidativni stres, ter s tem posredno
spodbudita delovanje endogenih antioksidativnih obrambnih sistemov, v naSem primeru
pride do povisanja aktivnosti SOD. Tudi ZakrajSek (2014) je v svoji doktorski disertaciji
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potrdila, da ze samo predtretiranje s kvercetinom poveca totalno aktivnost SOD. Vpliv
kvercetina se je pri nas odrazil v zvisanju aktivnosti Mn SOD. Kvercetin sicer na zacCetku
deluje kot antioksidant, saj ob reakciji z superoksidnim anionom nastane semikinonski
radikal. Vendar ta ni stabilen in se ponovno oksidira do kvecetin-kinona, zraven pa nastane
Se superoksidni radikal (Awad in sod., 2000; Jorgensen in sod, 1998). Ta pa povzroca
oksidativne poSkodbe, torej je kvercetin na nek nacin deloval prooksidativno, saj je povzroCil
nastanek superoksidnega aniona. Poleg tega lahko kvercetin-kinon reagira s tiolnimi
skupinami glutationa ali proteinov. Ce je glutationa v celici dovolj, bo prednostno reagiral z
njim, Ce ne pa s proteini, torej bi povzroCil oksidativne poskodbe, kar pomeni, da bi deloval
prooksidativno. Lahko bi rekli, da sam kvercetin ne deluje prooksidativno, vendar le njegovi
oksidativni produkti, za katere je znano, da imajo razlicne toksi¢ne ucCinke, ker lahko
reagirajo s proteinskimi tioli (Kalyanaraman in sod., 1987; Ito in sod., 1988; Monks in sod.,
1992; Metodiewa in sod., 1999). To delovanje pa je odvisno od koncentracije antioksidanta
ter tudi od ostalih fizikalno-kemijskih dejavnikov. Ceprav polifenoli, med katere sodi tudi
kvercetin, nimajo znacilno izraZene in vivo antioksidativne sposobnosti v konvencionalnem
smislu, pa Stevilne Studije dokazujejo, da lahko SCitijo celice pred oksidativnim stresom in
vitro pod fiziolo3ko relevantnimi koncentracijami. Studije celo nakazujejo, da naj bi
polifenoli inducirali povisano izrazanje endogenih antioksidativnih encimov in vivo in naj bi
tako imeli posreden antioksidativni uCinek (Stevenson in Hurst, 2007). Podobno velja tudi
za askorbinsko kislino. Tudi naSi pridobljeni rezultati so nakazali na to, saj je v pogojih
oksidativnega stresa, povzro¢enega z menadionom, delovanje askorbinske kisline rezultiralo
v poviSani aktivnosti predvsem Cu-Zn SOD, kar smo pojasnili s prooksidativnim
delovanjem. Poraja se nam vpraSanje, ali bi bila kvercetin in askorbinska kislina dobra
antioksidanta v zascCiti pred oksidativnim stresom. Da bi lahko to potrdili, bi morali
spremljati tudi viabilnost celic oziroma kultivabilnost celic, kar je med drugim merila tudi
ZakrajSek (2014). Po predtretiranju celic z antioksidantoma je opazila, da kvercetin ugodno
deluje na kultivabilnost celic, saj jo je zviSal, medtem ko je askorbinska kislina po daljSem
Casu predtretiranja kultivabilnost zniZala. Kot razlog je navedeno citotoksi¢no delovanje AA
pri visokih koncentracijah, najverjetneje zaradi prooksidativnega delovanja (Zakrajsek,
2014). Na podlagi tega bi lahko zakljucili, da najverjetneje v tem primeru predtretiranje ni
bilo zadostno in ni pripomoglo k zasciti pred oksidativnim stresom.

Podobno so tudi Krasowska in sod. (2003) pokazali, da vitamina A in E kot tudi kvercetin
delujejo prooksidativno na kvasne celice v pogojih oksidativnega stresa, povzroCenega z
uporabo parakvata. Tudi Sakagami in sod. (2000) so ugotovili, da ima vitamin C
prooksidativno delovanje v prisotnosti kovinskih ionov, Kjer deluje kot reducirajoCi agens,
da zagotovi katalizatorje za Fentonovo reakcijo. Torej nizka koncentracija AA ojaca
aktivnost kisikovih radikalov, medtem, ko v primeru visokih koncentracij pride do lovljenja
hidroksilnih radikalov, superoksidnih radikalov in lipidnih peroksidov.

Iz nasih pridobljenih rezultatov in podatkov iz literature lahko strnemo, da je vloga eksogeno
dodanih antioksidantov v zascCiti celic pred oksidativnim stresom na ravni enega izmed
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endogenih antioksidativnih obrambnih sistemov (citosolne in mitohondrijske superoksid
dismutaze) razlicna in odvisna od tipa antioksidanta, njegovih fizikalno-kemijskih lastnosti,
mehanizma delovanja in koncentracije, od ¢asa izpostavitve, od prisotnosti in vrste oksidanta
ter tudi od tipa celic, na katerih preuc¢ujemo delovanje antioksidantov. V naSem primeru smo
kot modelni organizem uporabili kvasovko Saccharomyces cerevisiae, ki je najbolj
enostaven evkariontski model, nezahteven za kultivacijo in ima hkrati veliko podobnosti z
visjimi evkarionti (Kim in sod., 2006).

Antioksidantov ne moremo na sploSno razumeti kot zgolj samo koristne ali v drugi skrajnosti
kot Skodljive. Drzi, da so se doloCeni antioksidanti v mnogih primerih izkazali kot koristni
mehanizmi oziroma kot dobri v zascCiti celic pred oksidativnim stresom. To smo delno z
naSimi rezultati magistrske naloge potrdili tudi mi, saj se je v doloCenih primerih pod
vplivom doloCenega antioksidanta zviSala aktivnost SOD, torej imajo eksogeni antioksidanti
dolocCen vpliv na endogeno antioksidativno obrambo. Vendar gotovo obstaja neka meja v
koncentraciji zauZitega antioksidanta, nad katero se dogajanje lahko obrne celo v negativno
smer, ko nivo oksidantov v celici preseze endogeno antioksidativno obrambo, kar vodi v
kopiCenje oksidativnih poskodb celi¢nih komponent. Zato je potrebno upoStevati, da sicer
so, dokazano, lahko koristni, vendar v doloCenih koncentracijah. Pretirano in nenadzorovano
uzivanje antioksidantov po nepotrebnem tako nima le pozitivnih ucinkov. To Se zlasti velja
v primeru uzivanja le-teh v obliki prehranskih dopolnil. Ta namrec na trgu niso nadzorovana
in kliniCno testirana, zato mnogokrat sploh ne vsebujejo ucinkovine v kolicini, ki je
deklarirana ali pa niso varna.

V zadnjih letih so bili prehranski antioksidanti Se posebno preucevani in domneva se, da se
vecina antioksidantov obnaSa kot prooksidanti, vendar vse zavisi od njihove koncentracije
in narave sosednjih molekul (Villanueva in Kross, 2012). Za maksimalno razstrupljanje in
lovljenje ter izloCanje ROS v zunajcelicni matriks pa bi bile potrebne razlicne kombinacije
antioksidantov z razlicnimi redoks potenciali in organelno specificnostjo. Na primer,
uporaba kvercetina v kombinaciji z resveratrolom deluje sinergisti¢no in uspesno zniZuje
debelost, Ce je le-ta definirana kot stanje kroni¢nega oksidativnega stresa (YYang in sod.,
2008). Preucevanje kombiniranega delovanja antioksidantov v zasCiti pred oksidativnim
stresom je tako morda ena dobrih iztoCnic za nadaljnje raziskave na tem podroCju v
prihodnosti.
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6 SKLEPI

Izpostavitev celic menadionu poveca aktivnost Mn SOD v primerjavi s kontrolo,
medtem ko nima vpliva na aktivnost Cu-Zn SOD.

Predtretiranje celic s kvercetinom in naknadna izpostavitev menadionu poveca
aktivnost Mn SOD v primerjavi s kulturo, ki je bila izpostavljena samo menadionu. Na
aktivnost Cu-Zn SOD pa predtretiranje s kvercetinom nima vpliva. Vpliv kvercetina
je koncentracijsko odvisen.

Predtretiranje celic z askorbinsko kislino in naknadna izpostavitev menadionu poveca
aktivnost Cu-Zn SOD v primerjavi s kulturo, ki je bila izpostavljena samo menadionu,
medtem ko vpliva na aktivnost Mn SOD nismo zaznali. Vpliv askorbinske kisline je
koncentracijsko odvisen.

Cas predtretiranja celic (4 oz. 24 h) z antioksidantoma se ni izkazal kot pomemben
dejavnik vpliva na aktivnost tako Cu-Zn kot tudi Mn SOD.

Rezultati nakazujejo, da se Mn SOD bolj odziva na kvercetin, Cu-Zn SOD pa bolj na
askorbinsko kislino.
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7 POVZETEK

Med aerobnim metabolizmom nastaja Sirok spekter reaktivnih kisikovih (ROS) in drugih
zvrsti, ki se razgrajujejo z razlicnimi nacini endogene antioksidativne obrambe. Ko pa le-ta
ni veC uspesna in pride do prevelike proizvodnje ROS na eni strani ter pomanjkanja obrambe
na drugi strani, nastane oksidativni stres. Ta je definiran kot stanje poruSenega ravnovesja v
organizmu med antioksidanti in oksidanti, ki ga spremljajo Stevilne poSkodbe celi¢nih
struktur, nukleinskih kislin, lipidov in proteinov. Antioksidanti so spojine, ki, Ce so prisotne
v nizkih koncentracijah v primerjavi s substratom, ki je na voljo oksidacijam, potem
prepreCujejo ali zavirajo oksidacijo tega substrata. Poznamo endogeno in eksogeno
antioksidativno obrambo. Endogeno delimo na encimsko in neencimsko. Med encimsko
obrambo loCimo primarno, ki nevtralizira ROS (npr. superoksid dismutaza, glutation
peroksidaza, katalaza, itd.) ter sekundarno, ki popravlja in odstranjuje poSkodovane
molekule. Kljub dokazani ucinkovitosti endogene antioksidativne obrambe ta pogosto ne
zadostuje, zato so potrebni tudi eksogeni antioksidanti, prisotni v hrani, kot sta askorbinska
kislina in kvercetin. Nekateri znanstveniki poroCajo tudi o prooksidativnem delovanju
antioksidantov, kar pomeni, da naj bi povecevali stopnjo oksidativnih poSkodb in bili s tem
posredno koristni, ker naj bi na ta nacin spodbudili delovanje endogene antioksidativne
obrambe. Vendar je naCin delovanja antioksidantov odvisen od veC dejavnikov: vrste,
koncentracije, Casa izpostavljenosti, itd.

Cilj magistrskega dela je bil preveriti vpliv predtretiranja celic kvasovke S. cerevisiae s
kvercetinom in askorbinsko kislino in naknadne izpostavitve menadionu na aktivnost
citosolne (Cu-Zn SOD) in mitohondrijske (Mn SOD) superoksid dismutaze. Kulturo
kvasovk smo najprej namnozili v gojisCu YEPD do stacionarne faze rasti (60-h kultivacija),
zatem inkubirali v pufru PBS 96 h in nato predtretirali celice 4 oz. 24 h z dvema
koncentracijama kvercetina (0,05 in 0,117 g/L) in askorbinske kisline (20 in 40 mM) ter
naknadno izpostavili menadionu za 2 h. Kot primerjavo smo vzeli kulturo celic, ki ni bila
predtretirana, vendar samo izpostavljena menadionu. Menadion smo uporabili kot oksidant.
Z razbijanjem celic in diferencialno detergentno frakcionacijo ter centrifugiranjem smo nato
izolirali citosolno in mitohondrijsko frakcijo, kjer smo s pomocjo komercialnega kompleta
merili aktivnost posameznih SOD. Za izracun specificne aktivnosti SOD smo dolocili Se
koncentracijo izoliranih proteinov po metodi Bradford. Pridobljene rezultate smo statisticno
obdelali s t-testom in Duncanovim testom.

Rezultati so pokazali, da izpostavitev celic samo menadionu poveca aktivnost Mn SOD v
primerjavi s kontrolo, medtem ko nima vpliva na aktivnost Cu-Zn SOD. Predtretiranje celic
s kvercetinom in naknadna izpostavitev menadionu poveca aktivnost Mn SOD v primerjavi
s kulturo, ki ni bila predtretirana, na Cu-Zn SOD pa nima vpliva, medtem ko predtretiranje
z askorbinsko kislino poveca aktivnost Cu-Zn SOD, aktivnost Mn SOD pa se ne spremeni.
Vpliv obeh antioksidantov je koncentracijsko odvisen. Cas predtretiranja (4 0z. 24 h) z
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antioksidantoma se ni izkazal kot pomemben dejavnik vpliva na aktivnost tako Cu-Zn kot
Mn SOD. Rezultati torej kazejo tudi, da se je predtretiranje celic s kvercetinom drugace
odrazilo na ravni Cu-Zn SOD in Mn SOD kot predtretiranje z AA. Mn SOD se namreC bolj
odziva na kvercetin, Cu-Zn SOD pa bolj na askorbinsko kislino.
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neizmerno uzivala ob delu in se ob tem pocutila samostojno.

Hvala tudi recenzentu izr. prof. dr. Blazu Cigi¢ za strokovni pregled naloge in koristne
nasvete. Zahvaljujem se tudi prof. dr. Branki Javornik za sodelovanje v komisiji.

Zahvaljujem se tudi Lini Burkan Makivi¢ za tehni¢ni pregled naloge in ureditev literature.
Hvala tudi Katji v kopirnici za tehni¢no urejanje ter tiskanje.

Zahvaljujem se Katedri za Biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost zivil, ki mi je
omogocila izvedbo prakticnega dela naloge.

Hvala prof. dr. Lei DemsSar za pomoc pri statisticni obdelavi rezultatov.

Da ne pozabim Se na dr. Tejo ZakrajSek, najboljSo prijateljico, ki je to postala prav na racun
tega magistrskega dela. Sprva moja »stroga« delovna mentorica, ki sem se je na zacetku,
priznam, kar malo bala, kasneje pa moja tesna sodelovka in zaupnica. Draga Teja, hvala ti
za vse lepe skupne ure v laboratoriju, tudi pozno v noc; za vse nasvete in strokovno vodenje
ter lektorski pregled naloge. Se bolj pa sem ti hvalezna, ker si mi stala ob strani, ko mi je
bilo najhuje in sem Ze skoraj obupala. A si me znala s svojo iskrenostjo vedno spraviti na
realna tla in obenem potolaziti. Bejb, ostani to kar si! Najboljsa si ;)

Hvala Niki za dobro druzbo v laboratoriju in sodelovanje. NajlepSa hvala Sasi za tehnicni
pregled in pomoc! Tudi ostalim prijateljicam (Kristini, Petri, Nusi, Barbari,...) hvala, ker so
mi stale ob strani, spodbujale, pomagale ter zaupale in za prijetna druZenja.

Tudi gospe Ljerki Poredos hvala za vsa lepa Studentska leta, ki sva jih preziveli skupaj, ko
sem stanovala pri Vas. Hvala! Bili ste mi kot druga mati!

Na koncu pa Se zahvala najpomembnejSim, mojim ljubim starSem. Hvala vama, ker sta mi
omogocila Studij, mi stala ob strani, spodbujala, me tolazila in vedno zaupala vame, celo bolj
kot jaz sama. Se najbolj sem vaju potrebovala, ko se je zacelo pisanje in so bili trenutki 3e
toliko bolj tezki, ker nas je ravno takrat prizadela nenadomestljiva izguba naSe ljube stare
mame. S skupnimi mo¢mi smo prisli do konca. Hvala Vama!

Hvala tudi ostalim, ki so mi kakorkoli pomagali in so ostali neimenovani.



PRILOGE
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Priloga A: Umeritvena krivulja za dolo€anje koncentracije proteinov
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Priloga B: Preglednica z absolutnimi vrednostmi specifi¢ne aktivnosti Mn SOD

4h 24 h
K 1,48 1,67
K 1,85 1,84
K 1,48 1,53
M 1,81 2,02
M 2,53 2,26
M 2,37 2,63
M 1,73 1,75
M 1,24 1,9
Q1M 2,23 2,43
Q1M 2,37 2,61
Q2M 3,35 2,68
Q2M 2,44 2,38
AAIM 2,23 2,25
AAIM 2,31 1,79
AAZM 1,22 1,26
AAZM 2,91 1,38
AA2M 1,03 /

Priloga C: Preglednica z absolutnimi vrednostimi specificne aktivnosti Cu-Zn SOD

4h 24 h
K 1,41 2,25
K 1,21 2,10
K 1,88 2,06
K 1,56 2,51
M 1,32 1,42
M 1,59 1,41
M 1,84 3,57
M 1,47 2,21
M 1,95 1,94
Q1M 1,14 1,45
Q1M 1,25 1,32
Q2M 2,64 2,48
Q2M 321 3,07
AAIM 3,01 2,87
AAIM 2,31 2,24
AA2M 1,88 3,31
AA2M 1,73 4,29

Legenda: K-kontrola, M-menadion, Q1M-kvercetin prva koncentracija (0,05 g/L) in menadion, Q2M-kvercetin
druga koncentracija (0,117 g/L) in menadion, AA1M-askorbinska kislina prva koncentracija (20 mM) in
menadion, AA2M-askorbinska kislina druga koncentracija (40 mM) in menadion.



