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V okviru magistrske naloge smo s pomo¢jo kvasovke Saccharomyces cerevisiae,

kot modelnega organizma, preverili vpliv in delovanje estrov kavne kisline (EKK),
kot so metilni ester kavne kisline (CAME), etilni ester kavne kisline (CAEE),
izopropilni ester kavne kisline (CAIPE) in fenetilni ester kavne kisline (CAPE) na
celi¢ni ravni. Kvasovko smo inkubirali v pufru PBS pri 28 °C in 220 obr./min ter jo
izpostavili preu¢evanim snovem v koncentracijah 1, 10, 100 in 1000 uM. Po 2-urni
izpostavitvi smo izmerili znotrajceliéno oksidacijo z uporabo barvila 2',7'-
diklorofluorescein diacetat. Izkazalo se je, da so EKK v ve¢ji meri znizali
znotrajcelicno oksidacijo kvasnih celic v primerjavi s kontrolo, izjema je bil CAPE
(1000 uM). Odvisnost znotrajcelicne oksidacije kvasovk od koncentracije EKK je
bila razvidna pri CAPE in delno pri CAEE ter CAME. Opazili smo, da je vpliv
CAPE (1000 uM) na znotrajceli¢no oksidacijo kvasnih celic razlicen od ostalih
preucevanih EKK pri isti koncentraciji. V nadaljnjih poskusih smo preverili, kako
posamezni EKK v izbranih koncentracijah vplivajo na raven ATP kvasnih celic in
ugotovili, da so v ve¢ji meri povisali celi¢cno metabolno energijo kvasovk, izjema je
bil CAME (1000 pM). Celi¢no suspenzijo smo nato izpostavili tudi kombinacijam
posameznih EKK z etanolnim izvleCkom propolisa (EIP) in kombinaciji dveh
izbranih EKK. Opazili smo, da sta kombinaciji EIP s CAPE (100 uM) in EIP s
CAIPE (1000 puM) pripomogli k dodatnemu znizanju znotrajceli¢ne oksidacije v
primerjavi z delovanjem EIP ali posameznih EKK ter nista povzroc€ili sprememb v
celiéni metabolni energiji kvasnih celic v primerjavi z EIP. S pomoc¢jo metode
Stetja kolonij na plos¢ah smo ugotovili, da EKK v izbranih koncentracijah nimajo
vpliva na zivost oz. kultivabilnost kvasnih celic.



Medved M. Vpliv estrov kavne Kisline na kvasovko S. cerevisiae na celi¢ni ravni.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

DN
DC
CX

AU
AA
PP
PB
PY
TI

DT
NO
LA
AL
AB

KEY WORDS DOCUMENTATION

Du2

UDC 602.3:582.282.23:547.56:577.11 (043.2)

caffeic acid esters/caffeic acid methyl ester/caffeic acid ethyl ester/caffeic acid
isopropyl ester/caffeic acid phenethyl ester/phenolic compounds/propolis/in vivo
antioxidant activity/metabolic activity/yeast/Saccharomyces cerevisiae

MEDVED, Manca

JAMNIK, Polona (supervisor)/POLAK, Tomaz (co-advisor)

SI1-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Academic Study in Biotechnology
2016

CAFFEIC ACID ESTERS ACTIVITY IN THE YEAST Saccharomyces cerevisiae
AT THE CELLULAR LEVEL

M. Sc. Thesis (Master Study Programmes)

XI1, 53, [14] p., 9 tab., 15 fig., 5 ann., 87 ref.

sl

sl/en

The aim of the M.sc thesis was to determine activity of caffeic acid esters (CAE)

such as caffeic acid methyl ester (CAME), caffeic acid ethyl ester (CAEE), caffeic
acid isopropyl ester (CAIPE) and caffeic acid phenethyl ester (CAPE) at the
cellular level using yeast Saccharomyces cerevisiae as a model organism. Yeast
was incubated in PBS buffer at 28 °C and 220 rpm and than exposed to the tested
compounds in concentrations of 1, 10, 100 and 1000 uM. After 2-hour exposure we
measured intracellular oxidation using a dye 2',7'-dichlorofluorescein diacetate.
It was found that all of the tested CAE largely decreased intracellular oxidation,
except CAPE (1000 uM). We also detected that intracellular oxidation was CAE
concentration dependent for CAPE and partially for CAEE and CAME. The effect
of CAPE on yeast intracellular oxidation at concentration of 1000 uM was different
from other tested CAE at the same concentration. In further experiments cell
metabolic energy after exposure of yeast to individual CAE in selected
concentrations was determined. In general it increased, except for CAME
(1000 uM). Cell suspension was then exposed to the combinations of individual
CAE with ethanol extract of propolis (EEP) and to the combinations of two selected
CAE. We found that combinations EEP with CAPE (100 uM) and EEP with
CAIPE (1000 uM) additionaly decreased intracellular oxidation compared to EEP
or to individual CAE, while cell metabolic energy showed no changes compared to
EEP. By using colony forming units method, we determined that CAE in selected
concentrations showed no impact on yeast cell viability or culturability.
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ATP adenozin-trifosfat
CABE benzilni ester kavne Kisline (ang. caffeic acid benezyl ester)
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CAPE fenetilni ester kavne kislin (ang. caffeic acid phenethyl ester)
CFU Stevilo enot, Ki tvorijo kolonije (ang. colony forming units)
DCF diklorofluorescein (ang. diclorofluorescein)
ddH,0 bidestilirana voda
dH,0 destilirana voda
EIP etanolni izvlecek propolisa
EKK ester kavne kisline
Fl fluorescencna intenziteta
GAE ekvivalent galne kisline (mol/L) (ang. gallic acid equivalent)
H.DCF 2', 7'-diklorodihidrofluorescein (ang. 2',7'-diclorodihydrofluorescein)

H,DCFDA  2',7'-diklorodihidrofluorescein diacetat (ang. 2',7'-
diclorodihydrofluorescein diacetate)

H,SO4 zveplova kislina

KH,PO, kalijev dihidrogenfosfat

K,HPO, dikalijev hidrogenfosfat

L luminiscenca

NaCl natrijev klorid

Na,SO4 natrijev sulfat

obr./min obrati na minuto

oD opti¢na gostota

ODgso opti¢na gostota pri 650 nm

PBS pufer z NaCl, KCI, Na;HPO,4, KH,PO (ang. phosphate-buffered saline)
PFI prirast fluorescencne intenzitete

RCFU relativni CFU

RL relativna luminiscenca

ROS reaktivne Kisikove zvrsti (ang. reactive oxygen species)
RPFI relativni prirast fluorescen¢ne intenzitete

SD standardni odklon

SPE ekstrakcija na trdni fazi (ang. solid-phase extraction)
wiv g/100 mL

YEPD gojisce (kvasni ekstrakt, pepton, glukoza)

ZIM zbirka industrijskih mikroorganizmov
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1 UVvOD

Propolis ima poleg vseh ostalih bioloskih u¢inkovitosti tudi antioksidativno uc¢inkovitost
(Kumazawa in sod., 2004; Russo in sod., 2002; Petelinc in sod., 2013a, 2013b; Cigut in
sod., 2011). Dokazano je, da antioksidativha ucinkovitost ni povezana s celotnim
izvleCkom propolisa, ampak le s posameznimi spojinami propolisa (Petelinc in sod.,
2013b). Predvideva se, da je ta lastnost povezana s fenolnimi spojinami.

Najbolj preucevana fenolna spojina in bioloSko aktivna sestavina v propolisu je fenetilni
ester kavne kisline (CAPE, ang. caffeic acid phenethyl ester), ki sodi med estre kavne
kisline (EKK). Deluje protitumorsko, protivnetno, protivirusno in ima moc¢no
antioksidativno uéinkovitost (Russo in sod., 2002; Okutan in sod., 2004). Predhodne
raziskave so Ze pokazale, da CAPE lahko vstopa v kvasno celico in povzro¢i spremembe v
znotrajceli¢ni oksidaciji (Petelinc in sod., 2013b). Znanih je Se nekaj kemijsko precej
podobnih EKK, kot so metilni ester kavne kisline (CAME, ang. caffeic acid methyl ester),
etilni ester kavne kisline (CAEE, ang. caffeic acid ethyl ester), izopropilni ester kavne
kisline (CAIPE, ang. caffeic acid isopropyl ester), itd. EKK so naravno prisotne fenolne
spojine, ki spadajo med derivate hidroksicimetnih kislin (Vermerris in Nicholson, 2008;
LeBlanc in sod., 2012). V naravi jih najdemo v zdravilnih rastlinah, zelis¢ih, drevesih
razlicnih geografskih regij in ostalih rastlinskih virth, mozZna pa je tudi njihova kemijska
sinteza (Tolba in sod. 2014). Zgrajeni so iz kavne kisline, ki sestoji iz fenolnega obroca ter
dveh hidroksilnih skupin in alkohola, ki se pri vsakem EKK razlikuje. Zanimivi so zaradi
svojega bioloskega in farmakoloskega delovanja, med katerim izstopajo antioksidativna,
protitumorska in protivnetna aktivnost (Banskota in sod., 2001; Fiuza in sod., 2001; Awad
in sod., 2009; Wang in sod., 2014; Lee in sod., 2001).

V magistrski nalogi smo s pomoc¢jo modelnega organizma kvasovke Saccharmoyces
cerevisiae preudili vpliv EKK, kot so CAME, CAPE, CAEE in CAIPE ter kombinacij
nekaterih EKK z etanolnim izvleckom propolisa (EIP) na znotrajcelicno oksidacijo in
celi¢no metabolno energijo.
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1.1 CILJI NALOGE

- Preveriti vpliv posameznih estrov kavne kisline pri razliénih koncentracijah na
znotrajceli¢no oksidacijo kvasovke Saccharomyces cerevisiae.

- Preveriti vpliv posameznih estrov kavne kisline na raven ATP v kvasnih celicah.

- Preveriti vpliv kombinacije izbranih estrov kavne kisline in etanolnega izvlecka
propolisa na znotrajceli¢no oksidacijo in raven ATP v kvasnih celicah.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Postavili smo naslednje hipoteze:

Preucevani estri kavne kisline bodo razlicno vplivali na znotrajcelicno oksidacijo
kvasovke Saccharomyces cerevisiae.

Vpliv preucevanih estrov kavne kisline na znotrajceli¢no oksidacijo bo odvisen od
njihove koncentracije.

Preucevani estri kavne kisline bodo razli¢no vplivali na raven ATP v kvasnih celicah.
Vpliv kombinacije izbranih preu¢evanih estrov kavne kisline in izvle¢ka propolisa na
znotrajceli¢no oksidacijo in raven ATP v kvasnih celicah bo drugaden v primerjavi s
posameznimi preucevanimi estri kavne Kisline ali etanolnim izvle¢kom propolisa.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 OKSIDATIVNI STRES
2.1.1 Oksidativni stres

Oksidativni stres je poruSeno ravnotezje med reaktivnimi kisikovimi zvrstmi (ROS) in
antioksidanti v prid ROS (Sies, 1997). Antioksidativni obrambni sistemi v normalnih
fizioloskih pogojih ohranjajo nivo ROS na osnovni, neSkodljivi ravni. V stresnih pogojih
pa raven ROS preseze antioksidativno sposobnost celic, zato se ravnovesje med nastankom
in odstranjevanjem ROS porusi in pride do oksidativnega stresa. Do oksidativnega stresa
lahko pride zaradi poveCanega nastanka ROS, zaradi zniZanja aktivnosti antioksidativnih
obrambnih sistemov 0z. pomanjkanja antioksidantov v celici, ali pa zaradi pojava obojega
(Moradas-Ferreira in sod., 1996; Poljsak in sod., 2013; Costa in Moradas-Ferreira, 2001).

2.1.2 Reaktivne kisikove zvrsti

Reaktivne kisikove zvrsti (ROS, ang. reactive oxygen species) so mnozica reaktivnih
molekul in prostih radikalov nastalih iz molekularnega kisika (Turrens, 2003). Prosti
radikali so reaktivne kemijske zvrsti z enim ali ve¢ neparnih elektronov v zunanji orbitali
(Halliwell in Gutteridge, 2007; PoljSak in sod., 2013). So nestabilne in zelo reaktivne
molekule, ki lahko oddajo ali sprejmejo elektron od drugih molekul in se zaradi tega
obnasajo kot oksidanti ali reducenti (Lobo in sod., 2010).

2.1.2.1 Vrste reaktivnih kisikovih zvrsti

Med najpomembnej$e ROS v celici spadajo vodikov peroksid (H20,) in singletni Kisik
(*O,) ter prosti radikali, kot so superoksidni radikal (O,), hidroksilni radikal (‘OH),
peroksilni radikal (ROO"), aloksilni radikal (RO") in hidroperoksilni radikal (HOO")
(Korosec, 2000; Pisoschi in Pop, 2015; Halliwell in Gutteridge, 2007).

2.1.2.2 lzvor reaktivnih kisikovih zvrsti

ROS v celici neprestano nastajajo endogeno kot del normalnega celi¢nega metabolizma in
iz eksogenih virov ob izpostavitvi zunanjim virom oksidacije (Abram, 2000; Bati¢ in
Raspor, 2000). Endogene ROS najdemo v mitohondrijih, endoplazmatskem retikulumu,
peroksisomih, citoplazmi in v celiéni membrani. Nastajajo pri oksidativni fosforilaciji,
metabolizmu citokroma P450 in aktivaciji protivnetnih celic (Abram, 2000; Klauing in
Kamendulis, 2004). Njihov vir pa so tudi flavoproteini, lipoksigenaze, hemoglobin,
ciklooksigenaze in ksantin oksidaza (Korosec, 2000).
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Eksogeni izvor nastanka ROS so onesnazevalci atmosfere, ionizirajoe sevanje,
ksenobiotiki, kovinski ioni, farmacevtiki, industrijske kemikalije (Trouba in sod., 2002;
Abram, 2000), cigaretni dim, alkohol, okuZbe z mikroorganizmi in virusi (Poljsak in sod.,
2013).

2.1.2.3 Delovanje reaktivnih kisikovih zvrsti

ROS nastajajo neprekinjeno kot posledica biokemijskih reakcij in zaradi zunanjih
dejavnikov. Skodljivi postanejo takrat, ko jih v celici nastane preveé¢ in jih endogeni
antioksidativni obrambni sistem ne zmore ve¢ odstraniti (Russo in sod., 2002). ROS v
visoki koncentraciji direktno ali indirektno poskodujejo celi¢ne sestavne dele tako, da
oksidirajo proteine, nukleinske kisline in lipide. Reakcija ROS z bioloskimi
makromolekulami vodi do veriznih reakcij in nastanka novih ROS, ki Se dodatno
poskodujejo sestavne dele celic (Korosec, 2000; Betteridge, 2000).

ROS so vpletene v patogenezo Stevilnih kroni¢nih bolezni (Ikner in Shiozaki, 2005).
Nezadostnost in neucinkovitost endogenega antioksidativnega obrambnega sistema pri
Cloveku in zivalih se izrazi v boleznih, kot so rakava obolenja, bolezni srca,
nevrodegenerativne bolezni itd. (Ikner in Shiozaki, 2005; Raspor in sod., 2000).
Ireverzibilno napredovanje oksidativnih poskodb s strani ROS vodi tudi v staranje, ki se
pojavi zaradi oslabljenih fizioloskih funkcij, kar Se dodatno spodbudi nastanek bolezni in s
tem krajSanje zivljenjske dobe (Pisoschi in Pop, 2015).

ROS pri normalnih pogojih nastajajo s strani dobro reguliranega sistema in pomagajo
vzdrzevati homeostazo (Devasagayam in sod., 2004). Nizke koncentracije ROS delujejo
kot signalne molekule, ki so vkljuene v regulacijo celicne proliferacije, apoptoze in
izrazanje genov preko transkripcijskih faktorjev. Njihov nastanek s strani fagocitov pa je
kljucen pri obrambnem mehanizmu proti razlicnim vrstam mikroorganizmov (Pisoschi in
Pop, 2015).



Medved M. Vpliv estrov kavne Kisline na kvasovko S. cerevisiae na celi¢ni ravni.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

2.2 ANTIOKSIDANTI

Antioksidativni obrambni sistem se je pri aerobnih organizmih razvil tekom evolucije, kot
odgovor na povecano koncentracijo kisika v atmosferi (Halliwell, 1996; Halliwell in
Gutteridge, 2007). Pomemben je za popravilo in preprecevanje oksidativnih poskodb v

celicah, znizevanje oksidativnega stresa in zaSCito celic pred negativnimi ucinki ROS
(Korosec, 2000; Pisochi in Pop, 2015).

Antioksidant je vsaka snov, ki je sposobna Ze v nizki koncentraciji (v primerjavi z
oksidirajo¢im substratom), bistveno upocasniti ali prepreciti oksidacijo substrata (Halliwell
in Gutteridge, 2007). Je molekula z nizko molekulsko maso, ki je dovolj stabilna, da lahko
odda elektron prostemu radikalu, ga nevtralizira in zmanjSa njegovo Skodljivost.
Antioksidanti z lovljenjem prostih radikalov in varno interakcijo prekinejo verizno reakcijo
preden pride do poskodb molekul v celici (Lobo in sod., 2010). Nacin, kako antioksidanti
preprecujejo oksidacijo, je odvisen od vrste antioksidanta (Abram, 2000). S svojim
delovanjem preprecujejo oksidativni stres, mutacije DNA, transformacije malignih celic in
zmanjSujejo nastanek rakavih obolenj ter ostalih degenerativnih bolezni (Pisochi in Pop,
2015).

Nekatere antioksidante sintetizira celica sama, to so tako imenovani endogeni
antioksidanti. Med njih spadajo encimski in neencimski antioksidanti, ki so prisotni tako v
vodnih kot membranskih celi¢nih predelih. Redoks homeostaza v celicah je doseZena s
pomocjo kompleksnega endogenega antioksidativnega sistema, ki vsebuje endogene
antioksidativne encime, kot so superoksidna dismutaza, katalaza in glutation peroksidaza
ter s pomocjo neencimskih antioksidantov, kot so glutation, ubikinon, proteini, sec¢na
kislina, koencim Q in lipoi¢na kislina (Pisoschi in Pop, 2015; Korosec, 2000).

Ostale antioksidante pa dobimo z Zivili ali s prehranskimi dopolnili in jih imenujemo
eksogeni antioksidanti (KoroSec, 2000; Pisochi in Pop, 2015). Med glavne eksogene
antioksidante spadajo vitamin C in E, karotenoidi in fenolne spojine (stilbeni, fenolne
kisline, kot so benzojska ter hidroksibenzojska kislina, derivati cimetne ter hidroksicimetne
kisline, flavonoidi, flavonoli, flavani, flavanoni, flavoni in antocianidi) (Pisoschi in Pop,
2015).
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2.3 KVASOVKA Saccharmoyces cerevisiae KOT MODELNI ORGANIZEM ZA
STUDIJ ANTIOKSIDATIVNEGA DELOVANJA BIOAKTIVNIH SPOJIN

Na podlagi in vitro $tudij ni mogoce predvidevati, ali bodo antioksidativne spojine
pokazale enako aktivnost tudi v celici. Za preucevanje antioksidativne aktivnosti
bioaktivnih spojin v celicah se kot modelni organizem lahko uporablja kvasovka
Saccharomyces cerevisiae v stacionarni fazi rasti (Petelinc in sod., 2011, 2013b; Slatnar in
sod., 2012; Paskulin in sod., 2010, 2012).

Kvasovka S. cereivisiae je eden najbolj preprostih enoceli¢nih evkariontskih organizmov s
hitro rastjo in kratkim Zivljenjskim ciklom (90 minut). Stabilna je tako v haploidni, kot v
diploidni obliki in je najpogosteje uporabljen evkariontski modelni organizem (Menacho-
Marquez in Murguia, 2007).

Med kvasovko in ¢lovekom je ohranjenih veliko skupnih celi¢nih procesov, zato je kot
modelni organizem uporabna za preucevanje Stevilnih bolezni (ZakrajSek in sod., 2011;
Ma, 2001). Primerna je tudi za preucevanje klju¢nih evkariontskih celi¢nih procesov, kot
so metabolne poti, stresni odziv, staranje, regulacija izrazanja genov, transdukcija signalov,
celi¢ni cikel, apoptoza in Stevilnih drugih bioloskih procesov (Menacho-Marquez in
Murguia, 2007; Karathia in sod., 2011). S pomo¢jo razumevanja delovanja procesov v
kvasovki in preucevanja vloge genov, lahko pojasnimo tudi funkcije in delovanje genov pri
vi§jih evkariontih, vklju¢no s ¢lovekom (Ma, 2001).

Kvasne celice imajo pred uporabo ostalih veccelicnih modelnih organizmov S$tevilne
tehni¢ne prednosti: zaradi hitrega Zivljenjskega cikla so primerne za presajalne metode; v
tekocem mediju imajo razprSeno rast, v trdnem pa rastejo v kolonijah; kultura za rast ne
potrebuje posebnih sterilnih tehnik, niti dragih gojis¢. Poleg tega so eksperimenti s
kvasovko lahko izvedljivi, hitrejs$i in cenejs$i od metod s cloveskimi celicami (Guthrie in
Fink, 1991; Menacho-Marquez in Murguia, 2007; Ma, 2001).

Ob nacepitvi kvasnih celic v gojis¢e z glukozo, se le-te pri¢nejo hitro razmnozevati, dokler
ne iz€rpajo zunanjih virov ogljika. Takrat kultura postane nasicena in preide v stacionarno
fazo, Kkjer so celice v mirujoem stanju. Evkariontski organizmi prezivijo vecino
zivljenjskega obdobja v stacionarni fazi rasti, zato se kvasovka S. cerevisiae kot modelni
organizem uporablja ravno v tej fazi (Zakrajsek in sod., 2011). Kvasovka v stacionarni fazi
je podobna celicam vecceli¢nih organizmov z ve¢ vidikov: vecino svoje energije celice
pridobivajo z mitohondrijskim dihanjem, celice so v Gq fazi, njihove poskodbe se kopicijo
skozi ¢as (Longo in sod., 1996).
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2.4 PROPOLIS

Propolis je viskozna, naravna snov iz smol in balzamov, ki jo ¢ebele nabirajo iz razli¢nih
rastlinskih virov. Cebele prinesejo smolo do panja, kjer jo prezveéijo, ji dodajo encime in
izlo¢ke iz sline, delno prebavljen material pa zmeSajo s Cebeljim voskom in ga nato
uporabijo v panju (Russo in sod., 2002; Burdock, 1998). Beseda propolis izvira iz grSkih
besed pro-, ki pomeni pred oz. v obrambo ter polis-, ki pomeni mesto. Dobesedni pomen
besede je torej obramba mesta oz. panja (Burdock, 1998).

2.4.1 Funkcija propolisa v panju

Cebele uporabljajo propolis zaradi njegovih mehanskih in biologkih lastnosti (Bankova in
sod., 2000). Z njim zamasijo luknje v satju, zagradijo reze ter s prevleko zgladijo povrSino
notranjih sten celic satja (Kuropatnicki in sod., 2013; Boznar 2002). Propolis uporabljajo
za popravilo satja, pri ¢emer skusajo zapreti vse Spranje manj$e od 5 mm (Bankova in sod.,
2000; Megli¢, 2004). Cebele s propolisom zadelajo tudi vhod panja, zato se propolis
imenuje zadelavina (Megli¢, 2004; Boznar, 2002). Ena ¢ebelja druzina nabere na leto 100
do 150 g propolisa (Boznar, 2002).

Cebelje druzine Zivijo v zaprtem sistemu, zaradi esar se lahko morebitna bolezen hitro
razSiri po celotnem panju. Propolis je naravni antibiotik (BoZnar, 2002). Deluje
antisepticno in zmanjSuje mikrobno rast po stenah panja. Na ta nacin prepreuje mikrobno
okuzbo satovja, li¢ink ter zalog medu (Kuropatnicki in sod., 2013). S propolisom je panj
zascCiten pred zunanjo vlago, nekontroliranim pretokom zraka in pred vdorom zunanjih
vsiljivcev (Simone-Finstrom in Spivak, 2010). S propolisom c¢ebele previecejo tudi
morebitne Skodljivce, jih mumificirajo in preprecijo, da bi njihovi ostanki postali vir okuzb
(Meglic, 2004).

2.4.2 Rastlinski viri propolisa

Snovi v smolah surovega, nepredelanega propolisa izvirajo iz treh razliénih virov:
rastlinski izlocki, ki jih nabirajo ¢ebele, izlo¢ene snovi iz ¢ebeljega metabolizma in snovi,
ki jih cebele vnesejo tekom izdelave propolisa, ki poteka v ¢ebeljem panju (Marcucci,
1995). Rastlinski izlo¢ki, ki jih ¢ebele nabirajo za izdelavo propolisa, nastajajo tekom
naravnih procesov v razli¢nih delih rastlin. Gre se za snovi, ki jih rastline aktivno izlocajo,
snovi, ki so izlo€ene iz ran na rastlinah, lipofilne snovi na listih in listnih popkih, rastlinske
sluzi, drevesne smole, in drevesni sok (Bankova in sod., 2000; Boznar, 2002). Rastlinski
vir izlo¢kov predstavljajo razlicne vrste dreves kot so bukev, breza, jelsa, topol, brest,
akacija, kostanj, breskev, vrba, ¢esnja, marelica, sliva, iglavci, itd. (Megli¢, 2004; Boznar,
2002; Kuropatnicki in sod., 2013; Marcucci, 1995).
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2.4.3 Lastnosti in kemijska sestava propolisa

Propolis ima prijetno aromo, ki disi po topolovih popkih, medu, vosku in vaniliji. Obenem
je grenkega okusa (Boznar, 2002; Lotfy, 2006). Lahko je od rumeno-zelene do temno rjave
barve, odvisno od njegovega vira in starosti (Lotfy, 2006). Pri vi§jih temperaturah je
propolis mehkejsi, upogljiv in zelo lepljiv. Pri nizjih temperaturah pa je trsi, krhek in
lomljiv. Navadno postane tekoC pri temperaturah od 60 °C do 70 °C, pri nekaterih vzorcih
pa je tocka taljenja nad 100 °C (Kuropatnicki in sod., 2013).

Kemijska sestava, barva in aroma se med posameznimi vzorci surovega propolisa
razlikujejo glede na geografsko lego, rastlinski vir in letni ¢as nabiranja. Prav zaradi tega je
za propolis nemogoce postaviti natan¢ne Standarde, saj po sestavi nista povsem enaki niti
dve vrsti propolisa (Boznar, 2002; Lotfy, 2006; Burdock, 1998; Marcucci, 1995). V njem
so dolocili ze ve¢ kot 360 sestavin. Priblizno polovica je rastlinskih smolnatih snovi, okoli
30 % je voskov in mascobnih kislin, 10 % je eteri¢nih olj, 5 % cvetnega prahu in 5 %
drugih organskih snovi. Je bogat z minerali (Mg, Ca, K, Na, Cu, Zn, Mn, Fe, 1) in vitamini
kot so Bi, By, Bg, C in E (Boznar, 2002; Lotfy, 2006; Burdock, 1998). Propolis vsebuje
tudi nekatere encime in izlocke ¢ebel (Megli¢, 2004; Lotfy, 2006).

Propolis uporabljamo v naravni obliki, kot vodni ali alkoholni izvle¢ek (Boznar, 2002).
Najpogostejsi je etanolni izvlecek propolisa (EIP), vendar se za ekstrakcijo lahko uporablja
tudi druga topila (Burdock, 1998).

Propolis je kompleksna meSanica naravnih snovi (Russo in sod., 2002). V njem so med
organskimi snovmi dolo¢ili fenolne kisline (cimetna, kavna Kislina, itd.) in njihove estre
(alifatske estre, aromatske estre), flavonoide (flavonole, flavone, flavonone,
dihidroflavonole, kalkone in dihidrokalkone), aminokisline, aromatske kisline, hidroksi in
keto voske, voskaste kisline, ketone, terpenoide, alkohole, aldehide, steroide in sladkorje
(Viuda-Martos in sod., 2008; Marcucci, 1995; Russo, 2002). Zaradi razlik v kemijski
sestavi in razlicnih koncentracij aktivnih snovi so aktivnosti propolisa z razli¢nih podrocij
razli¢ne (Kumazawa in sod., 2004).

Propolis ima Stevilne bioloske in farmakoloske lastnosti. Deluje bakteriostati¢no,
bakteriocidno, protivirusno, fungicidno, fungistati¢no, protiparazitsko, antioksidativno,
protitoksi¢no,  protitumorsko,  biostimulativno,  imunostimulativno,  protivnetno,
anesteticno, protiulkusno in hepatoprotektivno (Megli¢, 2004; Lotfy, 2006; Bankova in
sod., 2000).
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2.4.4 Antioksidativna ucinkovitost propolisa

Propolis ima Stevilne bioloske in farmakoloSke lastnosti, ki jih pripisujejo njegovi
kompleksni kemijski sestavi ter interakcijam med posameznimi kemijskimi spojinami.
Najbolj pomembno vlogo imajo fenolne spojine, predvsem fenolne Kisline in njihovi estri
(Socha in sod., 2014).

Antioksidativna ucinkovitost propolisa je v glavnem povezana z visoko vsebnostjo
flavonoidov (Kumazawa in sod., 2004; Boznar, 2002). Glavne antioksidativne spojine v
propolisu so: CAPE, kavna kislina, kvercetin, kampferol, galangin in ester cimetne kisline
(Zhang in sod., 2014). V kolikor ima propolis mo¢no antioksidativno u¢inkovitost, vsebuje
veliko koli¢ino nastetih antioksidativnih spojin (Ahn in sod., 2007). Prisotnost in koli¢ina
fenolnih spojin v vzorcih propolisa se razlikuje glede na biogeografske lastnosti kraja
(lokalna flora, podnebje in sezonski vplivi), kjer je bil nabran surov propolis, posledi¢no pa
je razlicno mocna tudi njegova antioksidativna ucinkovitost (Ahn in sod., 2007; Silva in
sod., 2004).

Petelinc in sod. (2013b) so v EIP poleg ostalih fenolnih spojin dokazali tudi prisotnost
EKK: CAPE, izoprenilni ester kavne kisline (CAIE, ang. caffeic acid isoprenyl ester),
benzilni ester kavne kisline (CABE, ang. caffeic acid benzyl ester) in cinamilni ester kavne
kisline (CACE, ang. caffeic acid cinnamyl ester). Po preverjanju celi¢nega privzema so v
celice kvasovke S. cerevisiae po 2-urni izpostavitvi EIP vstopili le CAPE, CABE in
CACE. Ti so verjetno odgovorni za zniZzano znotrajceli¢no oksidacijo, ki je bila doloCena
po izpostavitvi celic kvasovk EIP.

2.5 ESTRI KAVNE KISLINE
2.5.1 Uvrstitev estrov kavne Kisline

Estri kavne kisline spadajo med fenolne spojine. Fenolne spojine so vse tiste spojine, ki
imajo najmanj en aromatski obro¢ (benzen) in najmanj eno hidroksilno skupino (—OH)
direktno vezano na aromatski obro¢. V naravi so obi¢ajne spojine z ve¢ —OH skupinami, Ki
so vezane na en ali ve¢ aromatskih obrocev, zato se je zanje uveljavilo ime polifenoli
(Abram, 2000; Vermerris in Nicholson, 2008). Fenolne spojine so fitokemikalije, ki so
bioaktivna neesencialna hranila rastlinskega izvora in imajo $tevilne pozitivne ucinke na
zdravje ljudi (Huang in sod., 2010). Najdemo jih v zdravilnih rastlinah, sadju, zelenjavi,
za¢imbah, zitih in v pijacah. Poleg tega jih rastline kot sekundarne metabolite proizvajajo
za za$Cito pred ultravijoliénim sevanjem, patogeni, paraziti in vsiljivei (Huang in sod.,
2010; Pandey in Rizvi, 2009).
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Obstaja ve¢ kot 8000 polifenolov, ki jih razdelimo v razli¢ne skupine glede na Stevilo
fenolnih obrocev in na osnovi strukturnih elementov, ki vezejo aromatske obroce med
seboj. Lahko pa jih razdelimo glede na S$tevilo ogljikovih atomov v molekuli. Glavni
razredi fenolnih spojin so: fenolne kisline, flavonoidi, stilbeni in lignani (Pandey in Rizvi,
2009; Vermerris in Nicholson, 2008). Fenolne kisline se razdelijo na dve glavni skupini:
hidroksibenzojske kisline in hidroksicimetne kisline (Gocer in Gulcin, 2011). Med
hidrokscimetnimi kislinami je najbolj zanimiva kavna kislina, za katero je znacilen C¢Cs
osnovni skelet in je prisotna v Stevilnih rastlinah v obliki preprostih derivatov, kot so
glikozidi, amidi in estri (Wang in sod., 2014; LeBlanc in sod., 2012).

o)

HO
N~ oH

HO

Slika 1: Osnovna strukturna formula kavne kisline (Rani in Devanand, 2013)

2.5.2 Kemijska struktura estrov kavne Kisline

Obstajajo razlicni EKK, ki jih lahko ekstrahiramo iz razli¢nih rastlinskih virov iz narave z
ekstrakcijskimi metodami, ali pa jih pridobimo s kemijsko sintezo iz kavne Kisline in
alkohola (Akyol in sod., 2012; Tolba in sod., 2014). Mozna je tudi biosinteza EKK z
razli¢nimi encimi (Zhang in sod., 2014).

HO ™ R

HO

Slika 2: Osnovna strukturna formula estrov kavne kisline (Medana in sod., 2008)
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Preglednica 1: Ime in funkcionalna skupina (R, slika 2) nekaterih estrov kavne kisline (Wang in sod., 2014;

Medana in sod., 2008; Falcao in sod., 2010)

Ester kavne Kisline (EKK)

Funkcionalna skupina (R)

Metilni ester kavne kisline (CAME)

-CH3

Etilni ester kavne kisline (CAEE) -CH,CH3
I1zopropilni ester kavne kisline (CAIPE) -CH(CHy),
Fenetilni ester kavne kisline (CAPE) -(CH,),C¢Hs
Propilni ester kavne kisline -(CH,),CH,
Butilni ester kavne kisline -(CH,);CH3
Amilni ester kavne kisline -(CH,),CHs
Izoamilni ester kavne Kisline -(CH,),CH(CHs),
Heksilni ester kavne kisline -(CH,)sCHs
Heptilni ester kavne Kisline -(CH,)sCH3
Oktilni ester kavne kisline -(CH,);CH3
I1zoprenilni ester kavne kisline (CAIE) -CH,(CH),(CH5),
Benzilni ester kavne kisline (CABE) -CH,CgHs
Cinamilni ester kavne kisline (CACE) -CH,(CH),C¢Hs

2.5.3 Preucdevani estri kavne kisline

2.5.3.1 Metilni ester kavne kisline — CAME

HO

HO

Slika 3: Osnovna strukturna formula metilnega estra kavne kisline (CAME) (Cayman Europe, 2015)

CAME je ester kavne Kisline in metilnega alkohola. Prisotnost CAME so dokazali v

kitajski zdravilni rastlini Polygonum amplexicaule, v rastlini Solanum torvum in v listih
rastline Perilla frutescens (Xiang in sod., 2011; Takahashi in sod., 2010; Lee in sod.,

2001). Tako kot ostali EKK, tudi CAME deluje antioksidativno in vitro in ima za$¢itno

vlogo pri oksidativnem stresu (Ishige in sod., 2001). Fiuza in sod. (2004) porocajo o
njegovem antiproliferativnem in citotoksi¢nem delovanju. Kot nekateri uporabni derivati

kavne Kisline, ima tudi CAME protitumorsko delovanje, in sicer je le-to Se bolj u¢inkovito

kot pri kavni kislini (Lee in sod., 2001). KaZe tudi protivnetno in protibole¢insko delovanje
in vitro ter in vivo (Shin in sod., 2004). Takahashi in sod. (2010) porocajo, da je CAME iz
ekstrakta Solanum torvum deloval inhibitorno na o-glukozidazo in tako pokazal
antihiperglikemicno aktivnost ter proti-diabeti¢ni ucinek in vivo.
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2.5.3.2 Etilni ester kavne kisline — CAEE

HO ™ o\

HO

Slika 4: Osnovna strukturna formula etilnega estra kavne kisline (CAEE) (Celli in sod., 2007)

CAEE je ester kavne kisline in etilnega alkohola. V naravi je prisoten v Stevilnih zdravilnih
rastlinah, zeliS¢ih ter drevesih iz razlicnih geografskih podrocij. Njegovo prisotnost so
dokazali v metanolnem, etanolnem ali vodnem izvle¢ku rastlin Ipomoea subincana in
Ipomoea batatas, Salvia guaranitica, Acroptilon repens, Taraxacum mongolicum in v
tradicionalnih kitajskih zdravilih, ki se uporabljajo za zdravljenje vnetij in nalezljivih
bolezni. Ta EKK z nizko molekulsko maso se nahaja v belih in rdecih vinih, ni pa ga
mogoce najti v grozdnih jagodah. Pokazali so, da CAEE v dealkoholiziranem izvlecku
belega vina deluje protifibroti¢no in hepatoprotektivno tako na celi¢ni, kot na molekularni
ravni (Boselli in sod., 2009). Marder in sod. (1996) so v etanolnem izvlecku argentinske
rastline Salvia guaranitica dokazali prisotnost CAEE in ciriziola, katerima pripisujejo
pomirjevalni in hipnoti¢ni udinek. V rastlini Gonzalagunia rosea s katero zdravijo
epilepsijo in anksioznost, so kot glavno biolosko aktivno komponento poleg CAIPE
dolocili tudi CAEE, ki slovi po svojih antioksidativnih in nevroprotektivnih lastnostih
(Ahmed in sod., 2016). Nedavne raziskave so pokazale, da je njegova antioksidativna
ucinkovitost 2,4—krat vi§ja od antioksidanta butil hidroksitoluena (BHT). Zaradi kemijske
strukture deluje protitumorsko proti nekaterim vrstam raka, kot so levkemija, rak na dojki
in kozni rak. Tako CAPE kot tudi CAEE sta pokazala citotoksi¢no delovanje proti celicam
raka na grlu (Boselli in sod., 2009; Lim in sod., 2014). CAEE ima tudi protivnetno
delovanje (Chiang in sod., 2005).
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2.5.3.3 lzopropilni ester kavne kisline — CAIPE

(o)
HO /l\
RN o
HO

Slika 5: Osnovna strukturna formula izopropilnega estra kavne kisline (CAIPE) (Dalton, 2015)

CAIPE je ester kavne kisline in izopropilnega alkohola. Raziskave o CAIPE so relativno
nove in od vseh nastetih EKK, velja za najmanj poznanega in preucevanega. CAIPE je
antioksidant, dober lovilec radikalov in moc¢no inhibira rast nekaterih tumorskih celic
(Wang in sod., 2014). Poleg CAEE je CAIPE ena izmed aktivnih komponent v rastlini
Gonzalagunia rosea (Ahmed in sod., 2016). Shi in sod. (2015) poroc¢ajo o sintezi hibrida
aspirina in CAIPE z antioksidativno aktivnostjo, ki bi ga lahko uporabljali kot potencialno
kardioprotektivno zdravilo z zmanjSanim tveganjem za hemoragi¢no mozgansko kap.

2.5.3.4 Fenetilni ester kavne kisline — CAPE

HO N

HO

Slika 6: Osnovna strukturna formula fenetilnega estra kavne kisline (CAPE) (Celli in sod., 2007)

CAPE je ester kavne kisline in fenetilnega alkohola. CAPE je od vseh EKK najbolj
preucevan. Prvi¢ so ga identificirali v propolisu ter v popkih topola in velja za eno najbolj
pomembnih in aktivnih komponent propolisa (Bankova in sod., 2000; Gocer in sod., 2011).
Stevilne raziskave porotajo o njegovih koristnih biologkih aktivnostih, kot so:
antioksidativna aktivnost, protitumorska aktivnost in vitro ter in vivo in protivnetna
aktivnost. Ima pa tudi imunomodulatorno in antiproliferativno aktivnost. Deluje
antibioti¢no in protivirusno, protiglivi¢no ter ima nevroprotektivne, hepatoprotektivne in
kardioprotektivne lastnosti (Akyol in sod., 2013; Gocer in sod., 2011; Tolba in sod., 2014).
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CAPE je zanimiv zaradi svojega moc¢nega antioksidativnega delovanja, ki je v razlicnih
Studijah dokazano tako in vitro kot in vivo. Russo in sod. (2002) so raziskali
antioksidativno aktivnost EIP, ki ni vseboval CAPE ter EIP, ki je vseboval CAPE. Slednji
je pokazal vi§jo aktivnost kot EIP brez CAPE. Dokazali so, da ima CAPE pomembno
vlogo pri antioksidativni aktivnosti EIP in vitro. Poleg tega CAPE inducira apoptozo
rakavih celic, znizuje lipidno peroksidacijo, inhibira proteinsko tirozinsko kinazo ter
aktivacijo NF-kB (Jung in sod., 2010). Stevilo raziskav o delovanju CAPE in vivo v
razlicnih Zzivalskih modelih se povecuje (Celli in sod., 2007). Zaradi svojih Stevilnih
aktivnosti bi bil CAPE primeren kot prehranski dodatek za izboljSanje zdravja pri ljudeh in
za zascito pred boleznimi, ki jih povzroc¢ajo ROS. Vendar so za varno terapevtsko uporabo
potrebne Se nadaljnje Studije (Tolba in sod., 2014).

2.5.4 Vpliv kemijske strukture na aktivnost EKK

Preucevani EKK so si med seboj kemijsko precej podobni. Vsi vsebujejo katehol, ki je
mocan antioksidant (Zhang in sod., 2014). Imajo karbonilno skupino (C=0) in po dve
hidroksilni skupini (~OH) na fenolnem delu, ki sta pomembni aktivni funkcionalni skupini
(Zhang in sod., 2014). Hidroksicimetne kisline so zaradi prisotnosti CH,=CH-COOH
skupine boljsi antioksidanti kot ostale fenolne kisline. Na antioksidativno aktivnost vpliva
ravno prisotnost razli¢nih skupin na fenolni strukturi, ki so odgovorne za njihovo
sposobnost oddajanja vodika. Velja, da je fenolna spojina brez dodane funkcionalne
skupine neaktivna kot donor vodika in zaradi tega imajo monofenolne spojine manjso
antioksidativno aktivnost kot polifenoli. Prisotnost dodatne —OH skupine na orto ali para
polozaju ali prisotnost karbonilne skupine, kot je aromatska kislina, ester ali lakton, poveca
antioksidativno ucinkovitost fenolne kisline. Zaradi svoje resonancne strukture fenolne
spojine stabilizirajo nastali radikal, poleg tega so —OH skupine dobri donorji vodika in
omogocajo, da se le-ta zlahka odda (Gocer in Gulcin, 2011).

Aktivnost EKK je odvisna tudi od stopnje njihove vkljuditve v celice, za kar pa je
odgovorna topnost v lipidih oz. lipofilnost. Za EKK je znacilna visoka lipofilnost, saj se
bolje topijo v lipidih 0z. nepolarnih topilih od ostalih hidroksicimetnih kislin. Posledi¢no
lazje prehajajo skozi celicno membrano v notranjost celice in imajo kot antioksidanti Se
boljSo antioksidativno ucinkovitost (Fiuza in sod., 2004; Wang in sod., 2014). Na
lipofilnost EKK vpliva prisotnost —OH skupin na fenolnem delu in dolZina alkilne esterske
verige (Fiuza in sod., 2004).

Jayapraksam in sod. (2006) so ugotovili, da so kemijsko sintetizirani EKK z dalj$o alkilno
verigo, ki so tudi bolj lipofilni, boljsi antioksidanti v primerjavi z EKK s krajSo alkilno
verigo. Tisti s srednjo dolgo alkilno verigo (od C4 do Cg) pa so manj aktivni v primerjavi s
kavno kislino.
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Nasprotno pa so Silva in sod. (2000) pri sintetiziranih EKK z metilno, etilno in propilno
verigo pokazali, da daljSanje alkilne verige EKK iz metilne v propilno, ne izbolj$a njihove
antioksidativne ucinkovitosti. S sintezo je mogoce pridobiti tudi kemijsko spremenjene in
izboljSane derivate EKK z mocnejSo aktivnostjo (Zhang in sod., 2014). Poznavanje
strukturnih lastnosti EKK je vsekakor nujna podlaga za razumevanje povezave med
njihovo strukturo in aktivnostjo. Majhne razlike v kemijski strukturi EKK lahko privedejo
do velikih sprememb v njihovi aktivnosti (Fiuza in sod., 2004).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 SHEMA POTEKA DELA

Kultivacija kvasovke
S. cerevisiae ZIM 2155
na trdnem gojis¢u YEPD
(3 dni pri 28 °C).

A 4

Aerobna submerzna kultivacija
kvasovke S. cerevisiae ZIM 2155
v tekocem gojis¢u YEPD
(60 ur pri 28 °C, 220 obr./min).

\ 4

Inkubacija kvasovke S. cerevisiae
ZIM 2155 v pufru PBS
(96 ur pri 28 °C, 220 obr./min).

Priprava 70% etanolnega

A 4

izvleCka propolisa (EIP).

»

Priprava zaloznih
raztopin estrov

»

\ 4

kavne kisline
(CAME, CAEE,
CAIPE in CAPE).

2-urna izpostavitev celic
kvasovke S. cerevisiae
preuc¢evanim snovem
(posamezni estri kavne Kisline,
EIP, kombinacija EIP
z estrom kavne kisline
in kombinacija estrov
kavne kisline).

Dolocanje znotrajceli¢ne
oksidacije z barvilom
2', 7'-diklorohidrofluorescein diacetat.

Dolocanje celicne metabolne
energije s kompletom
BacTiter-Glo Microbial Cell
Viability Assay.

Doloc¢anje
zivosti celic
(CFU).

Slika 7: Shematski prikaz poteka dela
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3.2 MATERIALI
3.2.1 Mikroorganizem

Za izvedbo poskusa smo uporabili kvasovko Saccharomyces cerevisiae ZIM 2155 iz
Zbirke industrijskih mikroorganizmov (ZIM) Katedre za biotehnologijo, mikrobiologijo in
varnost zivil Oddelka za zivilstvo Biotehniske fakultete, Univerze v Ljubljani. Za poskus
smo uporabili tri dni staro kulturo, ki smo jo inkubirali na petrijevih plos¢ah s trdnim
gojis¢em YEPD pri temperaturi 28 °C.

3.2.2 Propolis

Uporabili smo propolis, ki izvira iz Savinjske doline, letnik 2010.

3.2.3 Estri kavne kisline

Estri kavne kisline so bili pridobljeni s kemijsko sintezo na Katedri za tehnologijo mesa in
vrednotenje zivil Oddelka za zivilstvo Biotehniske fakultete, Univerze v Ljubljani.
Uporabili smo naslednje EKK: metilni ester kavne kisline (CAME), etilni ester kavne
kisline, (CAEE), izopropilni ester kavne kisline (CAIPE) in fenetilni ester kavne Kisline
(CAPE). Vse EKK smo do zacetka analiz hranili v zamrzovalniku pri temperaturi -20 °C.

3.2.4 Gojisca
3.2.4.1 Precepljanje kulture kvasovk S. cerevisiae ZIM 2155

- Trdno gojis¢e YEPD

Trdno gojis¢e YEPD smo uporabljali za precepljanje in vzdrZzevanje kulture ter doloCanje
zivosti kvasnih celic z metodo Stetja kolonij na plos¢ah (CFU).

Preglednica 2: Sestava trdnega gojis¢a YEPD (Atlas in Lawrence, 1993)

Sestavina Koli¢ina Kon¢na koncentracija
kvasni ekstrakt (Biolife) 59 1% (w/v)

pepton (Biolife) 10g 2 % (w/v)

glukoza (Merck) 10 g 2 % (w/v)

agar (Biolife) 10 g 2 % (w/v)

dH,O dodamo do 500 mL

Pripravljeno gojisce smo avtoklavirali 20 minut pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bar. Po
kon¢anem avtoklaviranju smo gojisc¢e ohladili na 45 °C in ga razlili v petrijeve plosce.



18
Medved M. Vpliv estrov kavne Kisline na kvasovko S. cerevisiae na celi¢ni ravni.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

3.2.4.2 Namnozevanje kulture kvasovk S. cerevisiae ZIM 2155 do zaletka stacionarne
faze rasti

- Tekoc¢e gojisce YEPD

Tekoce gojis¢e YEPD smo uporabili za namnozevanje kulture kvasovk S. cerevisiae do
zacetka stacionarne faze rasti.

Preglednica 3: Sestava tekogega gojis¢a (Atlas in Lawrence, 1993)

Sestavina Koli¢ina Kon¢na koncentracija
kvasni ekstrakt (Biolife) 10 g 1% (w/v)

pepton (Biolife) 20 g 2 % (w/v)

glukoza (Merck) 209 2 % (wiv)

dH,0 dodamo do 1 L

Pripravljeno gojis¢e smo avtoklavirali 20 minut pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bar.

3.2.5 Raztopine in reagenti
3.2.5.1 Inkubacija kvasovk S. cerevisiae

- Pufer PBS

Pufer PBS (ang. phosphate-buffered saline) smo uporabili za vzdrzevanje kulture v
stacionarni fazi rasti.

Preglednica 4: Sestava pufra PBS

Sestavina Kon¢na koncentracija
1 tabletka (Oxoid) NaCl 8 % (Wiv)

KCI 0,2 % (w/v)

Na,HPO, 1,15 % (w/v)

KH,PO, 0,2 % (wiv)

ddH,0 dodamo do 100 mL

PBS pufer smo avtoklavirali 20 minut pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bar.



19
Medved M. Vpliv estrov kavne Kisline na kvasovko S. cerevisiae na celi¢ni ravni.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

3.2.5.2 Dolocanje znotrajcelicne oksidacije celic

- Kalijev fosfatni pufer (pH 7,8)

50 mM Kkalijev fosfatni pufer smo pripravili tako, da smo v doloc¢enem razmerju zmesali
50 mM raztopino kalijevega dihidrogenfosfata - KH,PO, (Preglednica 5) in 50 mM
raztopino dikalijevega hidrogenfosfata - K,;HPO, (Preglednica 6), dokler nismo dosegli pH
7,8. Pripravljen pufer smo avtoklavirali 20 min pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bar.
Avtoklaviran pufer smo sterilizirali s filtracijo (velikost por: 0,2 um) in ga do uporabe
hranili v hladilniku. Pred uporabo smo ga v inkubatorju segreli na temperaturo 28 °C.

Preglednica 5: Sestava 50 mM raztopine kalijevega dihidrogenfosfata (KH,PO,)

Sestavina Koli¢ina Konc¢na koncentracija
KH,PO, (Merck) 3,409 50 mM
ddH,0 dodamo do 500 mL

Preglednica 6: Sestava 50 mM raztopine dikalijevega hidrogenfosfata (K,HPO,)

Sestavina Koli¢ina Kon¢na koncentracija
K,HPO, (Merck) 4369 50 mM
ddH,O dodamo do 500 mL

- Reagent 2',7'-diklorodihidrofluorescein diacetat (H,DCFDA)

Uporabili smo sveze pripravljeno 1 mM raztopino H,DCFDA. Reagent smo hranili v
zamrzovalniku pri temperaturi -20 °C. Pripravili smo 1 mM zalozno raztopino H,DCFDA
tako, da smo 0,0049 g H,DCFDA raztopili v 10 mL 96 % etanola. Za vsak poskus smo
pripravili svezo raztopino HoDCFDA.

Preglednica 7: Sestava 1 mM zalozne raztopine 2',7'-diklorodihidrofluorescein diacetata (H,DCFDA)

Sestavina Koli¢ina Kon¢na koncentracija
H,DCFDA (Sigma) 0,0049 g 1 mM
etanol (96 %, Merck) 10 mL

3.2.5.3 Dolocanje celicne metabolne energije

- Komplet »BacTiter-Glo™ Microbial Cell Viability Assay« (Promega)

Komplet je sestavljen iz rekonstruiranega reagenta »BacTiter-Glo™ Reagent« (Promega),
ki vsebuje:

e substrat »BacTiter-Glo™ Substrate«
e pufer »BacTiter-Glo™ Buffer«
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Reagent BacTiter-Glo™ smo pripravili tako, da smo BacTiter-Glo™ pufer in BacTiter-
Glo™ substrat segreli na sobno temperaturo. Nato smo prenesli 10 mL pufra v steklenicko
s substratom, na ta nacin ustvarili encim/substrat mesanico in pridobili BacTiter-Glo™
reagent. Nastalo homogeno raztopino smo premesali, jo alikvotirali in shranili v temi. Da
smo dosegli najvisjo obcutljivost, Smo reagent pred uporabo pustili stati 15 minut na sobni
temperaturi. Rekonstruiran reagent »BacTiter-Glo™ Reagent« je stabilen 8 ur na sobni
temperaturi, 4 dni pri temperaturi 4 °C, 1 teden pri temperaturi -20 °C in 1 mesec pri
temperaturi -70 °C, pri ¢emer izgubi manj kot 20 % svoje aktivnosti.

- PBS pufer

Sestava pufra PBS je navedena v preglednici 4.
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3.3 APARATURE, NAPRAVE IN PRIBOR

Pri delu smo poleg standardne laboratorijske opreme uporabljali naslednje aparature,
naprave in pribor.

3.3.1 Priprava zaloZne raztopine EIP:

e rotavapor R-215/V-700/V-850/B-491 (Buchi)
e vrtin¢no mesalo Yellowline TTS 2 (IKA)
e Kkolona Strata-X 8B-S100-UBJ (Phenomenex)

3.3.2 Kemijska sinteza EKK ter priprava zaloznih in delovnih raztopin EKK:

e tehtnica CPA324S (Sartorius)

e povratni vodni hladilnik

e rotavapor R-215/V-700/V-850/B-491 (Buchi)
e lij lo¢nik

e filter modri trak 392 (Sartorius)

e vrtincno mesalo Yellowline TTS 2 (IKA)

3.3.3 Priprava gojis¢, raztopin in reagentov za kultivacijo kvasovk S. cerevisiae:

e pH-meter S20 SevenEasy (Mettler Toledo)

e avtoklav — parni sterilizator (Sutjeska)

e susilnik laboratorijske steklovine SO-250 (Elektromedicina)
e magnetno mesalo MM-540 (Tehtnica)

e magnetno meSalo Rotamix 550 MMH (Tehtnica)

e tehtnica TE214S (Sartorius)

e tehtnica PS 1200/C/2 (Radwag)

3.3.4 Kultivacija in inkubacija kvasovk S. cerevisiae:

e brezpraSna komora LFV P122 (Pio)

e vrtinéno mesalo yellowline TTS 2 (IKA)

e centrifuga Centric 200 (Tehtnica)

e centrifuga Centric 322A (Tehtnica)

e inkubator IG 150 (Jouan)

e stresalnik Multitron (Infors HT)

e spektrofotometer MA 9510 (Iskra)

e dve 100-mL erlenmajerici s stransko kiveto z 1 utorom (SchottDuran)
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dve 1-L erlenmajerici s stransko kiveto z 1 utorom (SchottDuran)
500-mL erlenmajerica s stransko kiveto (Simex)

50-mL merilni valj

100-mL merilni valj

Merjenje znotrajceli¢ne oksidacije:

¢italec mikrotitrskih ploS¢ Safire 2 (Tecan)
96-mestne mikrotitrske plosce ¢rne barve (Nunc)
brezprasna komora LFV P122 (Pio)

stresalnik Multitron (Infors HT)

inkubator IG 150 (Jouan)

centrifuga Centric 200 (Tehtnica)

Doloc¢anje celi¢ne metabolne energije:

¢italec mikrotitrskih plos¢ Safire 2 (Tecan)
96-mestne mikrotitrske plos¢e bele barve (Nunc)
prozorne 96-mestne mikrotitrske plos¢ice (Nunc)

Hladilniki in zamrzovalniki za shranjevanje raztopin, reagentov in vzorcev:

hladilnik (4 °C) (LTH)
zamrzovalnik (-20 °C) (LTH)
zamrzovalnik Ultra Freeze (-80 °C) (Heto)
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3.4 METODE
3.4.1 Priprava etanolnega izvlecka propolisa (EIP)

Propolis smo ekstrahirali s 100 mL 70 % etanola in ga meSali 1 uro pri sobni temperaturi.
Z nadaljnjim centrifugiranjem pri 3000 g za 5 minut in 2x koncentriranjem supernatanta z
rotavaporjem, smo pridobili surov ekstrakt propolisa. Surov ekstrakt propolisa smo o¢istili
z ekstrakcijo s trdno fazo (SPE). SPE smo izvedli z uporabo kolone Strata-X (33 um
polimerna reverzna faza 60 mg/3 mL 8B-S100-UBJ, Phenomenex). Kolono smo aktivirali
z metanolom (2 mL), aktivacijsko topilo pa odstranili z 20 mM amonijevim formiatom
(2 mL). Sledil je nanos vzorca (200 pL surovega izvlecka + 200 pL 20 mM amonijevega
formiata). Nezazelene komponente smo iz kolone odstranili s spiranjem z raztopino 15 %
metanola v 20 mmol/L amonijevem formiatu (2 mL), ¢emur je sledilo susenje polnila z
vakuumom (3 min). Kolono smo nato eluirali s 96 % etanolom (2 mL) in tako pridobili
zalozno raztopino EIP s koncentracijo 0,012 M (ekvivalent galne kisline (GAE) mol/L).

3.4.2 Kemijska sinteza estrov kavne kisline (EKK) ter priprava zaloznih in delovnih
raztopin

EKK smo pripravili tako, da smo najprej zatehtali 60 mg kavne kisline (Sigma — Aldrich,
kataloSka Stevilka: C0625, 98 %). Nato smo posameznemu EKK dodali izbrani alkohol
(100 mL) in koncentrirano H,SO4 (0,5 mL), ki deluje kot katalizator. Pri CAME smo
dodali metanol, pri CAEE etanol, pri CAIPE izopropilni alkohol (izo-2-propanol) in pri
CAPE fenetilni alkohol (2-feniletanol, Sigma — Aldrich, kataloska Stevilka: 77851, 99 %).
Nastalo raztopino smo segrevali s povratnim vodnim hladilnikom pri 100° C (1 ura) in jo
ohlajeno priblizno do polovice koncentrirali na rotavaporju. Nato smo ji dodali kloroform
(50 mL) in vodo (50 mL), jo prelili v lij lo¢nik in moéno stresali (1 min). Odvzeli smo
spodnjo organsko fazo (kloroform) in filtrirali preko 10 g brezvodnega natrijevega sulfata
(NaySQ,) ter filtra modri trak. Raztopino smo dali na rotavapor in topilo odparili do
suhega. Vsi EKK so bili pripravljeni po tem postopku, le pri CAPE smo namesto vode
uporabili nasi¢eno raztopino NacCl.

Nato smo iz kemijsko sintetiziranih EKK pripravili zalozno raztopino (0,2 M) tako, da smo
v stekleno epruveto v kateri je bil kemijsko sintetiziran EKK z znano maso, dali ustrezen
volumen 96 % etanola (Preglednica 8).
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Preglednica 8: Volumen (uL) dodanega 96 % etanola k izbranemu estru kavne kisline za pripravo zaloZznih
raztopin

Ester kavne Kisline Masa (mg) Volumen 96 % etanola (uL)
CAME 21,3 559,5

CAEE 14,52 348,7

CAIPE 8,86 199,3

CAPE 5,22 91,8

V nadaljevanju smo pripravili red¢itve posameznih EKK tako, da smo zaloZzno raztopino
(0,2 M) razredcili z 96 % etanolom in na ta nacin pridobili naslednje koncentracije
posameznih EKK: 0,02; 0,002 in 0,0002 M (delovne raztopine). Red¢itve smo vedno
pripravljali za vsak poskus sproti.

3.4.3 Kultivacija kvasovk S. cerevisiae

Za precepljanje kulture kvasovk S. cerevisiae smo uporabili trdno gojis¢e YEPD
(Preglednica 2). Za aerobno submerzno kultivacijo kvasne biomase smo uporabili tekoc¢e
gojis¢e YEPD (Preglednica 3). Za vzdrzevanje kvasne biomase v stacionarni fazi rasti pa
smo kulturo prenesli v pufer PBS (Preglednica 4).

Tri dni staro kulturo S. cerevisiae smo s trdnega gojis¢éa YEPD s cepilno zanko v
brezprasni komori pri sterilnih pogojih prenesli v 50 mL tekocega gojis¢a YEPD
(Preglednica 3) v 100-mL erlenmajerici s stransko kiveto (Schott Duran z 1 utorom).
Kulturo smo precepili do opti¢ne gostote pri 650 nm (ODgsp) 0,95. Nato smo prenesli
40 mL celicne suspenzije v 360 mL tekoCega gojis¢éa YEPD (Preglednica 3) v 1-L
erlenmajerici s stransko kiveto (Schott Duran z 1 utorom). Kultivacija kvasovk je potekala
pri 28 °C in 220 obr./min 60 ur, 0z. do zacetka stacionarne faze rasti.

Po 60 urah kultivacije smo kulturo prenesli v pufer PBS. Pred prenosom smo s
spektrofotometrom izmerili ODgso in v kolikor je bila celi¢éna gostota kulture ustrezna
(okoli 2), smo odvzeli 50 mL brozge (5x10° celic/mL), jo prenesli v falkonko in
centrifugirali 3 min pri 4000 obr./min (centrifuga 322A, Tehtnica). Po koncanem
centrifugiranju smo odstranili supernatant in sediment sprali s 50 mL pufra PBS ogretim na
28 °C, celi¢no suspenzijo smo ponovno centrifugirali in sprali s 50 mL pufra PBS ogretim
na 28 °C. Nato smo prenesli 40 mL celi¢ne suspenzije v 500 mL erlenmajerico (Simex z 1
utorom) in dodali 160 mL pufra PBS ogretega na 28 °C. Kon¢na koncentracija je bila
1x10°® celic/mL. Tako pripravljeno kulturo kvasovk smo inkubirali 96 ur na stresalniku pri
220 obr./min in temperaturi 28 °C. Kvasovka namre¢ po 2 do 8 dneh inkubacije v pufru
PBS doseze stabilno fiziolosko, metabolno in oksidativno stanje (Zakrajsek in sod., 2011).
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3.4.4 lzpostavitev celic kvasovke S. cerevisiae estrom kavne Kisline in/ali izvle¢ku

propolisa

Po 96 urah stresanja in inkubacije celi¢ne kulture kvasovk S. cerevisiae v pufru PBS smo
celice izpostavili preuc¢evanim snovem. V falkonko smo prenesli 10 mL celi¢ne suspenzije
in v vsako dodali ustrezen volumen zalozne 0z. delovne raztopine estra kavne Kisline
(EKK) (50 uL) ali etanolnega izvlecka propolisa (EIP) (50 uL) (Preglednica 9).

Preglednica 9: Preucevana snov, koncentracija zalozne/delovne raztopine, volumen zalozne/delovne

raztopine in koncentracija snovi v celi¢ni suspenziji

Koncentracija Volumen Koncentracija
Preucevana zaloZne/delovne zaloZne/delovne snovi v celi¢ni
snov raztopine raztopine suspenziji
(M) (nL) (uM)
0,2 1000
0,02 100
o CAME 0,002 10
£ 0,0002 1
2 065 100
[«5]
C 1
S CAEE 0,002 10
X
—- 0,0002 1
g 0,2 50 1000
= 0,02 100
C i
S CAIPE 0,002 10
£ 0,0002 1
§ 0,2 1000
0,02 100
CAPE 0,002 10
0,0002 1
= EIP 0,012* 50 60*
CAPE 0,02 100
+ 50
© EIP 0,012* 60*
= CAIPE
3 N 0,2 50 1000
g EIP 0,012* 60*
¥ CAIPE 0,2 1000
+ 50
CAPE 0,02 100

*Legenda: ekvivalent galne kisline (GAE) (mol/L)
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Po izpostavitvi preu¢evanim snovem je sledila 2-urna aerobna submerzna inkubacija
kvasovke S. cerevisiae na stresalniku pri 28 °C in 220 obr./min v temi. Nato smo s
pomoc¢jo dolocanja znotrajcelicne oksidacije kvasnih celic preverjali antioksidativno
ucinkovitost preuc¢evanih snovi. Dolocali smo tudi celicno metabolno energijo kvasnih
celic s pomocjo reagenta BacTiter-Glo™ in preverili njihovo Zivost z metodo Stetja kolonij
na ploscah (CFU). Meritve smo opravili tudi za kontrolne vzorce, kjer celic kvasovke
S. cerevisiae nismo izpostavili nobeni od preucevanih Snovi.

3.4.5 Dolocanje znotrajcelicne oksidacije celic

Znotrajcelicno oksidacijo celic kvasovk S. cerevisiae smo dolocali s pomocjo
fluorescenénega barvila 2',7'-diklorodihidrofluorescina (H,DCF). Spojina, ki smo jo dodali
suspenziji kvasnih celic v obliki diacetatnega estra, 2',7'-diklorodihidrofluorescin diacetat
(H,DCFDA) (Preglednica 7), je lipofilna snov in zaradi svoje nepolarnosti s pasivno
difuzijo hitro prehaja skozi celicno membrano v notranjost celice. V celici nespecifi¢ne
esteraze deacetilirajo H,DCFDA do kemijsko reducirane oblike fluorescina (H,DCF), ki je
polarna oblika spojine in se zaradi tega zadrzuje znotraj celice. Tu se v prisotnosti
oksidantov oz. reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) oksidira v visoko fluorescirajoci
diklorofluorescin (DCF). Merili smo casovno odvisnost intenzitete fluorescence, ki je
indikator znotrajceli¢ne oksidacije. Veja kot je intenziteta fluorescence, vecéja je
znotrajcelicna oksidacija. Nizja intenziteta fluorescence pa pomeni zmanj$ano
znotrajceli¢no oksidacijo in s tem povecano antioksidativno aktivnost celice (Jakubowski
in sod., 2000; Rosenkranz in sod., 1992).

V 2-mL mikrocentrifugirko Eppendorf smo prenesli 2 mL suspenzije celic in centrifugirali
5 min pri 14000 obr./min (centrifuga Centric 200, Tehtnica). Po odstranitvi supernatanta
smo sedimentu dodali 2 mL 50 mM Kkalijevega fosfatnega pufra (pH 7,8) (Preglednici 5 in
6), ki smo ga predhodno filtrirali in ogrevali na 28 °C, nato suspenzijo celic dobro
premesali in jo centrifugirali 5 min pri 14000 obr./min. Postopek smo ponovili dvakrat.
Sedimentu smo nato dodali 990 pL 50 mM kalijevega fosfatnega pufra, dobro premesali in
inkubirali 5 min pri temperaturi 28 °C. Po koncani inkubaciji Smo v temi dodali 10 pL
sveze pripravljene 1 mM raztopine H,DCFDA (Preglednica 7). Mikrocentrifugirke
Eppendorf smo vstavili v falkonko ovito v aluminijasto folijo, to pa prenesli na stresalnik
in jo inkubirali v temi 15 min pri temperaturi 28 °C. Nato smo v 5 min nanesli 200 pL
vzorca v jamice mikrotitrske ploS¢e in s pomocjo Citalca mikrotitrskih plos¢ (Safire 2,
Tecan) v 2-urni kinetiki spremljali fluorescen¢no intenziteto (FI). Valovna dolzina
vzbujanja spojine DCF je bila 488 nm, emisijska valovna dolzina pa 520 nm. 1z vrednosti
meritev smo izracunali prirast fluorescencne intenzitete (PFI) (Enacba 1). Rezultate smo
izrazili kot povprecni relativni prirast fluorescenéne intenzitete (RPFI) glede na kontrolo.
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Fg—F.
PFI:(K Z) (D)
Fz
Fk — FI po 2 urah merjenja oksidacije barvila
Fz — Fl v zaCetku merjenja oksidacije barvila

3.4.6 Dolocanje celicne metabolne energije s pomoc¢jo reagenta BacTiter-Glo™

Celi¢no metabolno energijo kvasovke S. cerevisiae smo dolocali s komercialnim
kompletom BacTiter-Glo™ Microbial Cell Viability Assay s katalosko Stevilko G8231.
Komplet temelji na osnovi dolo¢anja koliCine (kvantifikacije) prisotnih molekul ATP, ki v
tem primeru sluzijo kot indikator za metabolno aktivnost celic. Sestavljen je iz
rekonstruiranega komercialnega BacTiter-Glo™ reagenta (Poglavje 3.2.6.3), ki vsebuje
BacTiter-Glo™ pufer in BacTiter-Glo™ substrat. Reagent smo dodali neposredno
suspenziji kvasnih celic, pri tem pa ni bilo potrebno odstranjevati gojisca ter spirati celic,
saj sestava reagenta omogoca, da le-ta v enem koraku povzroci lizo celic in s tem nastanek
luminiscen¢nega signala (Promega Corporation, 2012).

Ob lizi celicne membrane se sprostijo molekule ATP. Celica pri tem izgubi sposobnost
sinteze novih molekul ATP. Obenem reagent inhibira delovanje endogenih ATP-az, Ki bi
lahko razgradile ze prisotne molekule ATP. Vsebuje pa tudi luciferin, luciferazo ter ostale
komponente, ki so nujne za merjenje prisotnih molekul ATP v bioluminiscen¢ni reakciji
(Promega Corporation, 2012). Metoda temelji na merjenju luminiscenénega signala, ki je
posledica reakcije prikazane v enacbi 2. Intenziteta svetlobe (luminiscencni signal) je
sorazmerna s koli¢ino molekul ATP v vzorcu 0z. s Stevilom metabolno aktivnih celic v
vzorcu. Substrat za luciferazo je luciferin. Da pa reakcija sploh lahko potece, morajo biti
poleg ATP prisotni tudi molekularni kisik in Mg®* (Enacba 2).

- COOH e o
s N Luciferaza S) (/NT . (2)
N/: :s 2 N s
Mg~

Luciferin + ATP + O,, Oksiluciferin + AMP+ PP; + CO, + svetloba

Komplet ima $tevilne prednosti. Je enostaven za uporabo in sestavljen iz manjsega Stevila
korakov v postopku kot podobni znani testi za merjenje molekul ATP. Omogoca hitro
pridobivanje rezultatov ter nastanek stabilnega luminiscenénega signala, ki ga lahko
zaznamo ze 5 minut po dodatku reagenta. Postopek je visoko obcutljiv, saj omogoca
zaznavo nizkega Stevila mikroorganizmov (Promega Corporation, 2012).
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V 1,5-mL mikrocentrifugirko Eppendorf smo prenesli 1 mL suspenzije celic in
centrifugirali 5 min pri 14000 obr./min. Po odstranitvi supernatanta smo sedimentu dodali
1 mL pufra PBS (Preglednica 4), ki smo ga predhodno filtrirali in ogrevali na 28 °C.
Suspenzijo celic smo dobro premesali in jo centrifugirali 5 min pri 14000 obr./min.
Postopek smo ponovili dvakrat. Nato smo pripravili red¢itev 107 tako, da smo v novo
1,5-mL mikrocentrifugirko Eppendorf prenesli 100 pL suspenzije celic in dodali 900 uL
pufra PBS ter nastalo mesSanico dobro premesali. V jamice bele mikrotitrske plos¢e smo v
treh ponovitvah nanesli 100 pL reditve 10™. Nato smo v sterilno plastiéno banjico
pretoc¢ili BacTiter-Glo™ reagent, ki smo ga 15 minut pred uporabo segreli na sobno
temperaturo. Z multikanalno pipeto smo v vsako jamico mikrotitrske plosc¢e s celi¢no
suspenzijo dodali 100 uL reagenta. S pomocjo ¢italca mikrotitrskih plos¢ (Safire 2, Tecan)
smo vzorce premeSali in jih nato inkubirali pet minut na sobni temperaturi. Po koncani
inkubaciji smo s ¢italcem mikrotitrskih plos¢ (Safire 2, Tecan) izmerili luminiscenco (L).
V jamice prozorne mikrotitrske plos¢e pa smo v treh ponovitvah vnesli vzorce brez
reagenta in s tem preverili $e vrednost opti¢ne gostote (ODgsp). Meritve smo preracunali v
L/OD in rezultate izrazili kot relativne vrednosti L/OD (RL/OD) glede na kontrolo.

3.4.7 Dolocanje zivosti/kultivabilnosti celic z metodo $tetja kolonij na plos¢ah (CFU)

Po inkubaciji zrastejo na ploscah kolonije, ki jih prestejemo in izrazimo kot CFU
(ang. colony forming units) oz. stevilo enot, ki tvorijo kolonije. Namesto navajanja Stevila
celic, uporabljamo enoto CFU. Pri tem predpostavljamo, da je vsaka kolonija lo¢ena enota
in izhaja iz posamezne viabilne mikrobne celice. Zato velja, da je Stevilo viabilnih celic
enako Stevilu kolonij. S skupnim seStevkom CFU na inkubiranih plos¢ah, volumnom
uporabljene suspenzije celic in s pripadajo¢im razred¢itvenim faktorjem suspenzije celic,
smo izracunali izvorno $tevilo zivih oz. Kkultivabilnih celic v vzorcu kar izrazimo kot
CFU/mL.

Po izpostavitvi celic kvasovke preucevanim snovem, Ki je potekala med 2-urno aerobno
submerzno inkubacijo na stresalniku pri 28 °C in 220 obr./min v temi, smo iz falkonke
prenesli 1 mL suspenzije kvasnih celic v sterilno 1,5 mL-mikrocentrifugirko Eppendorf in
jo centrifugirali 5 min pri 14000 obr./min (centrifuga Centric 200, Tehtnica). Po odstranitvi
supernatanta smo sedimentu dodali 1 mL pufra PBS, ki smo ga predhodno ogrevali na
28 °C. Postopek smo ponovili dvakrat in ob koncu celi¢ni suspenziji dodali 1 mL pufra
PBS. Po spiranju s pufrom PBS smo pripravili red¢itveno vrsto po Kochu in prenesli
100 pL ustrezne razredéitve (10°) na trdno gojis¢e YEPD. Po 72 urah inkubacije pri
temperaturi 28 °C v inkubatorju (IG 150, Jouan) smo presteli Stevilo kolonij na plosc¢ah in
izracunali CFU/mL, ter na ta nacin dolo¢ili Zivost kvasnih celic. Rezultate smo izrazili kot
relativni CFU/mL (RCFU/mL) glede na kontrolo.
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3.4.8 Statisti¢na analiza rezultatov
e Povprecna vrednost

Pridobljene rezultate meritev smo podali kot povpre¢ne vrednosti vseh meritev znotraj
dolocene metode, v skladu z enacbo 3 (Kosmelj, 2007).

X = (ﬁ) . (3)

n

Kjer je:

X — povprecna vrednost
n — stevilo vzorcev

X — vrednosti i-te meritve

e Standardni odklon

Za oceno variabilnosti rezultatov smo uporabili standardni odklon (SD), ki smo ga
izracunali s pomocjo enacbe 4 (Kosmelj, 2007).

SD = i (= 0)? ... (4
n

Kjer je:

x; — vrednosti i-te meritve
n — Stevilo vzorcev

X —povpre¢na vrednost

e Studentov t-test

S pomodgjo t-testa smo preverili domneve o enakosti dveh povpregij. Ce je bila p vrednost
< 0,05, je bila razlika med aritmeti¢nima sredinama statisticno znacilna. T-test smo
opravili v programu Microsoft Excel (t-test v paru) in uporabili dvorepo porazdelitev.

e Duncan test

Statistiéno znacilne razlike med razli€nimi tretiranji smo ugotavljali z Duncanovim testom
mnogoterih primerjav s 95 % intervalom zaupanja.
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4 REZULTATI

V okviru magistrske naloge smo zeleli s pomocjo kvasovke Saccharomyces cerevisiae, ki
smo jo uporabili kot modelni organizem, preuciti vpliv in delovanje EKK kot so CAME,
CAEE, CAIPE in CAPE v celici. Kvasovko S. cerevisiae v stacionarni fazi rasti smo
izpostavili preucevanim snovem. Zanimalo nas je, kako posamezni EKK pri razli¢nih
koncentracijah (1, 10, 100 in 1000 uM) vplivajo na znotrajceli¢no oksidacijo kvasnih celic.
Na podlagi dobljenih rezultatov smo za nadaljnje poskuse uporabili le EKK v izbranih
koncentracijah in preverili $e vpliv na celi¢no metabolno energijo. Nato smo iz njih in EIP
sestavili kombinacije in Se zanje preverili vpliv na znotrajceli¢éno oksidacijo in celi¢no
metabolno energijo. Da bi preverili morebitni toksi¢ni u¢inek EKK na kvasovko, smo s
pomocjo metode Stetja kolonij na plos¢ah (CFU), dolo¢ili, ali dodatek EKK v izbranih
koncentracijah vpliva na zivost 0z. kultivabilnost kvasnih celic.

4.1 PREVERJANJE ANTIOKSIDATIVNE UCINKOVITOSTI POSAMEZNIH
ESTROV KAVNE KISLINE, ETANOLNEGA IZVLECKA PROPOLISA IN
RAZLICNIH KOMBINACI) PREUCEVANIH SNOVI

4.1.1 Preverjanje antioksidativne u¢inkovitosti posameznih estrov kavne Kkisline

Preverili smo antioksidativno ucinkovitost estrov kavne kisline CAME, CAEE, CAIPE in
CAPE pri razliénih koncentracijah (1000, 100, 10 in 1 uM). Za vsak preucevani EKK smo
naredili do §tiri bioloSke ponovitve, znotraj teh pa Se tri ali ve¢ tehni¢nih ponovitev.
Meritve smo opravili tudi za kontrolo, kjer celic kvasovke S. cerevisiae nismo izpostavili
nobenemu od preucevanih EKK.
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Slika 8: Znotrajceli¢na oksidacija kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi estru kavne
kisline CAME v koncentracijah 1000 pM, 100 uM, 10 pM in 1 pM. Rezultati so izraZeni kot povpreéni
relativni prirast fluorescencne intenzitete (RPFI) = SD glede na kontrolo. Vrednosti, ki so oznacene z
zvezdico (*), se od vrednosti kontrole (100 %) statisticno znacilno razlikujejo pri p < 0,05 Vrednosti
oznacene z razli¢nim indeksom (a, b) se med seboj razlikujejo.

Ester kavne kisline CAME je pri najvisji koncentraciji (1000 uM) statisticno znacilno
znizal znotrajceli¢no oksidacijo kvasovke S. cerevisiae, saj se je le-ta v primerjavi s
kontrolo znizala za 26 %. Vrednosti pri nizjih koncentracijah (100, 10 in 1 pM) se
statisticno ne razlikujejo od vrednosti kontrole.
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Slika 9: Znotrajceli¢na oksidacija kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi estru kavne
kisline CAEE v koncentracijah 1000 pM, 100 pM, 10 pM in 1 pM. Rezultati so izrazeni kot povpreéni
relativni prirast fluorescenéne intenzitete (RPFI) + SD glede na kontrolo. Vrednosti, ki so oznacene z
zvezdico (*), se od vrednosti kontrole (100 %) statisti¢no znacilno razlikujejo pri p < 0,05. Vrednosti
oznacene z razli¢nim indeksom (a, b) se med seboj razlikujejo.

Kot lahko vidimo na sliki 9, je CAEE pri vseh koncentracijah statisti¢éno znacilno znizal
znotrajceli¢no oksidacijo kvasovke S. cerevisiae glede na kontrolo. Pri najvisji (1000 uM)

ey e

........

v primerjavi s kontrolo.
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Slika 10: Znotrajceli¢na oksidacija kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi estru kavne
kisline CAIPE v koncentracijah 1000 pM, 100 uM, 10 pM in 1 pM. Rezultati so izraZeni kot povpreéni
relativni prirast fluorescen¢ne intenzitete (RPFI) + SD glede na kontrolo. Vrednosti, ki so oznacene z
zvezdico (*), se od vrednosti kontrole (100 %) statisti¢no znacilno razlikujejo pri p < 0,05. Vrednosti
oznacene z indeksom (a) se med seboj ne razlikujejo.

Dodatek CAIPE je pri vseh koncentracijah (1000 uM, 100 uM, 10 uM in 1 uM) povzrocil
znizanje znotrajcelicne oksidacije kvasovke S. cerevisiae v primerjavi s kontrolo, med
posameznimi koncentracijami razlik v oksidaciji ni bilo opaziti.
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Slika 11: Znotrajceli¢na oksidacija kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi estru kavne
kisline CAPE v koncentracijah 1000 uM, 100 pM, 10 uM in 1 pM. Rezultati so izraZeni kot povpreé¢ni
relativni prirast fluorescenéne intenzitete (RPFI) + SD glede na kontrolo. Vrednosti, ki so oznacene z
zvezdico (*), se od vrednosti kontrole (100 %) statisti¢no znaéilno razlikujejo pri p < 0,05. Vrednosti
oznacene z razli¢nim indeksom (a, b, ¢) se med seboj razlikujejo.

Ester kavne kisline CAPE je pri najvi§ji koncentraciji (1000 uM) statisti€éno znacilno
povisal znotrajceli¢no oksidacijo kvasovke S. cerevisiae in sicer za 60 % v primerjavi s
kontrolo. Iz rezultatov je razvidno, da znizanje koncentracije CAPE iz 1000 puM na
100 uM ali 10 uM, povzroci statisticno znacilno znizanje znotrajceli¢ne oksidacije kvasnih
celic, in sicer pri 100 uM za 46 %, pri 10 uM pa za 50 % v primerjavi s kontrolo. Pri
najnizji koncentraciji (1 uM) pa se vrednost znotrajceli¢ne oksidacije ne razlikuje od
vrednosti kontrole.
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4.1.2 Preverjanje antioksidativne ucinkovitosti preucevanih snovi pri razli¢nih
kombinacijah

Na podlagi pridobljenih rezultatov v predhodnih poskusih smo izbrali dolo¢ene EKK v
doloc¢enih koncentracijah in preverili antioksidativno u¢inkovitost njihovih kombinacij in
kombinacije z EIP:

- EIP (60 uM) s CAPE (100 pM),
- EIP (60 uM) s CAIPE (1000 pM) in
- CAIPE (1000 pM) s CAPE (100 uM).

Za vsako kombinacijo preucevanih snovi smo izvedli tri bioloSke ponovitve, znotraj teh pa
najvec tri tehni¢ne ponovitve. Meritve smo opravili tudi za kontrolo, kjer celic kvasovke S.
cerevisiae nismo izpostavili nobeni od kombinacij preuc¢evanih snovi.
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Slika 12: Znotrajceli¢na oksidacija kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi etanolnemu
izvle¢ku propolisa (EIP) (60 uM), kombinaciji izbranih estrov kavne kisline z EIP (60 uM) ter kombinaciji
izbranih EKK v dolo¢enih koncentracijah. Rezultati so izraZeni kot povpre¢ni relativni prirast fluorescenéne
intenzitete (RPFI) + SD glede na kontrolo. Vrednosti, ki so oznagene z zvezdico (*), se od vrednosti kontrole
(100 %) statisti¢no znacilno razlikujejo pri p < 0,05. Vrednosti oznaéene z razliénim indeksom (a, b, C) se
med seboj razlikujejo.

Po dodatku 60 uM EIP in vseh izbranih kombinacij je v primerjavi s kontrolo prislo do
znizanja znotrajceli¢ne oksidacije pri kvasovki S. cerevisiae. Zato lahko trdimo, da imajo
EIP (60 uM) in vse izbrane kombinacije antioksidativno aktivnost. EIP je pri koncentraciji
60 uM statisticno znacilno znizal znotrajcelicno oksidacijo v celicah kvasovke
S. cerevisiae za 43 % v primerjavi s kontrolo. Kombinaciji CAIPE (1000 uM) z EIP
(60 uM) ter CAPE (100 uM) z EIP (60 uM) sta se izkazali kot kombinaciji z najmocnejSo
antioksidativno ucinkovitostjo in se statisticno znacilno razlikujeta od ostalih preucevanih
spojin ter kombinacij. Znotrajcelicna oksidacija kvasovke se je pri obeh kombinacijah
znizala za 61 % v primerjavi s kontrolo. Dodatek kombinacije CAIPE (1000 pM) in CAPE
(100 uM) pa je znotrajcelicno oksidacijo kvasnih celic statisticno znizal najmanj, in sicer
za 28 % v primerjavi s kontrolo.
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4.2 DOLOCANIE CELICNE METABOLNE ENERGIJE KVASOVKE

4.2.1 Dolocanje celicne metabolne energije kvasovke po izpostavitvi posameznim
estrom kavne Kisline

Preverili smo celi¢no metabolno energijo kvasovke S. cerevisiae po izpostavitvi estrom
kavne kisline CAME (1000 puM), CAEE (1000 uM), CAIPE (1000 puM) in CAPE
(100 uM). Za vsak preucevani EKK pri izbranih koncentracijah, smo naredili do Stiri
bioloske ponovitve, znotraj teh pa Se tri ali ve¢ tehni¢nih ponovitev. Meritve smo opravili
tudi za kontrolo, kjer celic kvasovke nismo izpostavili nobenemu od preuc¢evanih EKK.
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Slika 13: Celi¢na metabolna energija kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi estrom
kavne kisline CAME (1000 uM), CAEE (1000 pM), CAIPE (1000 uM) in CAPE (100 pM). Rezultati so
izrazeni kot relativne vrednosti L/OD (RL/OD) + SD glede na kontrolo. Vrednosti, ki so oznacene z zvezdico
(*), se od vrednosti kontrole (100 %) statisticno znacilno razlikujejo pri p < 0,05. Vrednosti oznacene z
razliénim indeksom (a, b, €) se med seboj razlikujejo.

Kot lahko vidimo na sliki 13, se je celicna metabolna energija celic kvasovke po
izpostavitvi CAME (1000 uM) najbolj znizala, in sicer za 39 % v primerjavi s kontrolo in
se statisticno znacilno razlikuje od vseh ostalih preuc¢evanih spojin pri izbranih
koncentracijah. Pri CAEE (1000 uM), CAIPE (1000 uM) in CAPE (100 uM) pa smo Vv
primerjavi s CAME (1000 pM) izmerili vi§jo raven ATP, kar nakazuje na vi§jo metabolno
aktivnost kvasnih celic v primerjavi s kontrolo. S slike 13 je razvidno, da CAIPE
(1000 uM) in CAPE (100 uM) v primerjavi s CAME (1000 uM) in CAEE (1000 uM)
najbolj poviSata celiéno metabolno energijo, Saj se je le-ta v primerjavi s kontrolo povecala
za 73 % in 64 %.
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4.2.2 Dolocanje celicne metabolne energije kvasovke po izpostavitvi razli¢nim
kombinacijam preucevanih snovi

Na podlagi pridobljenih rezultatov v predhodnih poskusih smo izbrali dolo¢ene EKK v
dolo¢enih koncentracijah in preverili vpliv na celicno metabolno energijo njihovih
kombinacij in kombinacije z EIP:

- EIP (60 uM) s CAPE (100 uM),
- EIP (60 uM) s CAIPE (1000 uM) in
- CAIPE (1000 uM) s CAPE (100 pM).

Za vsako kombinacijo preucevanih snovi smo izvedli tri biolo§ke ponovitve, znotraj teh pa
najvec tri tehni¢ne ponovitve. Meritve smo opravili tudi za kontrolo, kjer celic kvasovke
S. cerevisiae nismo izpostavili nobeni od kombinacij preu¢evanih snovi.
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Slika 14: Celi¢na metabolna energija kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi etanolnemu
izvle¢ku propolisa (EIP) (60 pM), kombinaciji izbranih estrov kavne kisline (EKK) z EIP (60 puM) ter
kombinaciji EKK v dolo¢enih koncentracijah. Rezultati so izrazeni kot relativne vrednosti L/OD (RL/OD) +
SD glede na kontrolo. Vrednosti, ki so oznagene z zvezdico (*), se od vrednosti kontrole (100 %) statisti¢no
znacilno razlikujejo pri p < 0,05. Vrednosti oznacene z razlicnim indeksom (a, b) se med seboj razlikujejo.

Izkazalo se je, da so tako EIP (60 uM) kot kombinaciji CAPE (100 uM) z EIP in CAIPE
(1000 uM) z EIP statisticno znacilno povecali celicno metabolno energijo kvasovke
S. cerevisiae v primerjavi s kontrolo in da med njimi ni statisti¢cnih razlik. Po dodatku
kombinacije CAIPE (1000 uM) s CAPE (100 uM) se celiéna metabolna energija ni
razlikovala od vrednosti kontrole.
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4.3 PREVERJANIJE ZIVOSTI/KULTIVABILNOSTI KVASNIH CELIC

Z metodo stetja kolonij na plos¢ah (CFU) smo Zeleli preveriti, kako estri kavne kisline
CAME, CAEE, CAIPE in CAPE v izbranih koncentracijah, dolo¢enih v predhodnih
poskusih, vplivajo na zivost 0z. kultivabilnost celic kvasovke S. cerevisiae.
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Slika 15: Dolocanje zivosti/kultivabilnosti celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi
estrom kavne kisline CAME (1000 uM), CAEE (1000 pM), CAIPE (1000 uM) in CAPE (100 uM). Rezultati
so izrazeni kot relativni CFU (RCFU)/mL + SD glede na kontrolo. Vrednosti, ki so oznacene z zvezdico (*),
se od vrednosti kontrole (100 %) statisti¢no znacilno razlikujejo pri p < 0,05. Vrednosti oznacene z indeksom
(a) se med seboj ne razlikujejo.

Pridobljeni rezultati kazejo, da se zivost 0z. kultivabilnost kvasnih celic po dodatku estrov
kavne kisline CAME, CAEE in CAIPE (1000 uM) ne razlikuje od vrednosti kontrole. Prav
tako med posameznimi EKK ni statisti¢no znacilnih razlik.
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5 RAZPRAVA

V skladu s hipotezami magistrske naloge smo preuéili vpliv in delovanje EKK, kot so
CAME, CAEE, CAIPE in CAPE na kvasovko Saccharomyces cerevisiae na celi¢ni ravni.
Raziskali smo, kako posamezni EKK pri dolocenih koncentracijah vplivajo na
znotrajcelicno oksidacijo in celicno metabolno energijo kvasnih celic. Na podlagi
dobljenih rezultatov smo sestavili kombinacije EKK v izbranih koncentracijah in EIP ter se
zanje preverili vpliv na znotrajceli¢no oksidacijo in raven ATP kvasovke. Da bi preverili
morebitni toksi¢ni u¢inek EKK v izbranih koncentracijah na kvasovko, smo s CFU dolo¢ili
zivost 0z. kultivabilnost kvasnih celic.

Petelinc in sod. (2013b) so preucevali aktivnosti EIP v kvasovki S. cerevisiae in
identificirali posamezne fenolne spojine v njem. Preverili so tudi celi¢ni privzem
posameznih fenolnih spojin EIP in ugotovili, da izmed vseh v celice kvasovk po 2-urni
izpostavitvi vstopijo le doloc¢eni EKK, in sicer: CAPE, CABE (benzilni ester kavne kisline)
in CACE (cinamilni ester kavne Kkisline), katerim so pripisovali bioloSke aktivnosti
propolisa.

Na podlagi teh ugotovitev smo zeleli preveriti delovanje $e ostalih v naravi prisotnih EKK,
osredoto¢ili smo se na EKK: CAME, CAPE, CAEE in CAIPE. Nekateri od njih so iz
literature poznani po bioloskem in farmakoloskem delovanju, kot so antioksidativno,
protitumorsko, antiproliferativno, imunomodulatorno, protivnetno, imunostimulativno,
proti-mutageno, kemopreventivno delovanje, itd. (Banskota in sod., 2001; Fiuza in sod.,
2004; Akyol in sod., 2013; Wu in sod., 2007). Raziskave delovanja EKK v celici so redke,
sploh pa je preucevanje kombinacij posameznih EKK ali kombinacij EKK s propolisom
slabo poznano.

Kvasovko S. cerevisiae smo izpostavili posameznim EKK (CAME, CAPE, CAIPE in
CAEE) v razli¢nih koncentracijah (1000, 100, 10 in 1 uM) in skladno z delovnimi
hipotezami najprej preverili njihov vpliv na znotrajceli¢no oksidacijo. Tako je iz rezultatov
(Slika 8-11) mogoce razbrati, da so EKK v preucevanih koncentracijah v vecji meri
pokazali antioksidativno delovanje v kvasnih celicah, izjema je bil CAPE v koncentraciji
1000 uM, kjer smo opazili povisano znotrajcelicno oksidacijo v primerjavi s kontrolo
(za 58 %). Znano je, da eksogeni antioksidanti pri vi§jih koncentracijah povzrocijo
poviSanje v znotrajceli¢ni oksidaciji (Bouayed in Bohn, 2012). Izmed vseh preucevanih
EKK in koncentracij se je po tretiranju celic znotrajcelicna oksidacija najbolj znizala pri
CAPE (100 uM za 45 % in 10 uM za 50 %), ter CAEE (1000 pM za 50 % in 1 uM za
48 %). Odvisnost ravni oksidacije v celicah od koncentracije EKK v testiranem
koncentracijskem obmocju je bila najbolj razvidna pri CAPE in delno pri CAEE ter
CAME. Ob primerjanju delovanja preu¢evanih EKK je mo¢ opaziti, da zlasti
CAPE pri koncentraciji 1000 uM, razli¢no vpliva na znotrajcelicno oksidacijo kvasovke
S. cerevisiae v primerjavi z delovanjem ostalih preuc¢evanih EKK pri isti koncentraciji.
Razlog za to bi lahko pripisali njihovi kemijski strukturi. EKK so si med seboj kemijsko
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precej podobni, razlikujejo se le v funkcionalnih skupinah. CAPE se izmed vseh
preuc¢evanih EKK v kemijski strukturi funkcionalne skupine najbolj razlikuje, medtem, ko
gre pri ostalih preuc¢evanih EKK le za manjSe razlike v funkcionalnih skupinah. Vsaka
strukturna sprememba EKK lahko namre¢ povzro¢i velike spremembe v njihovi aktivnosti
(Fiuza in sod., 2004).

EKK zaradi svoje lipofilnosti zlahka prehajajo v notranjost celice in lahko kot antioksidanti
delujejo Se bolj ucinkovito (Fiuza in sod., 2004). Po ugotovitvah Jayapraksam in sod.
(2006) naj bi bili EKK z dalj$imi alkilnimi verigami (C16-C2,) bolj lipofilni in boljsi
antioksidanti kot EKK s krajSimi alkilnimi verigami (C4-Cg). Silva in sod. (2000) pa so
pokazali, da daljsanje alkilnih verig (metil - propil) kemijsko sintetiziranih EKK ni
vplivalo na izboljsanje njihove antioksidativne ucinkovitosti. BoljSe poznavanje
strukturnih in kemijskih lastnosti EKK bi omogocilo boljse razumevanje povezave med
njihovo strukturo in biolosko aktivnostjo (Fiuza in sod., 2004). Modifikacija kemijske
strukture bi se lahko zgodila tudi tekom tretiranja s strani kvasovk, kar bi se ravno tako
odrazilo v razliénem delovanju EKK.

Na podlagi pridobljenih rezultatov vpliva preucevanih EKK (CAME, CAEE, CAIPE in
CAPE) na znotrajcelicno oksidacijo kvasovke S. cerevisiae smo za nadaljnje poskuse
uporabili le EKK v izbranih koncentracijah: CAME pri 1000 uM, CAEE pri 1000 pM,
CAIPE pri 1000 pM in CAPE pri 100 uM ter izmerili njihov vpliv na celi¢no metabolno
energijo kvasovke S. cerevisiae (Slika 13). Preverili smo tudi, kako je sprememba
znotrajcelicne oksidacije povezana s spremembo ravni ATP v kvasovki. Metabolna
aktivnost pri CAME (1000 uM) se je v primerjavi s kontrolo statisti¢no znacilno znizala.
Pri isti koncentraciji pa CAME statisticno znac¢ilno zmanjSa znotrajcelicno oksidacijo
kvasovke S. cerevisiae v primerjavi s kontrolo (Slika 8). 1z teh rezultatov lahko sklepamo,
da CAME (1000 uM) za svojo antioksidativno aktivnost potrebuje celi¢no energijo, kar pa
se kaze v manjsi ravni izmerjene ATP v primerjavi s kontrolo. Morda CAME pri kvasovki
S. cerevisiae inducira lastne endogene antioksidativne sisteme, za kar je potrebna celi¢na
energija in posledi¢no pride do zmanjSanja ravni ATP. Vendar je pri tem potrebno
poudariti, da se raven ATP v celici ni znizala toliko, da bi to vplivalo na zZivost 0z.
kultivabilnost kvasnih celic, saj se le-ta v primerjavi s kontrolo ni zmanjsala (Slika 15).
V primeru dodatka CAEE (1000 pM), CAIPE (1000 uM) in CAPE (100 uM) pa se je
metabolna aktivnost kvasovke S. cerevisiae statisticno znacilno povecala v primerjavi s
kontrolo. Nasprotno pa smo pri omenjenih EKK opazili zmanj$ano znotrajceli¢no
oksidacijo kvasovke v primerjavi s kontrolo (Slika 9, 10 in 11).

Delovanje in vpliv EKK na znotrajcelicno oksidacijo in celicno metabolno energijo
kvasovke S. cerevisiae v kombinaciji z drugimi EKK ali z EIP je manj poznano. Za
preuc¢evanje vpliva kombinacij smo izbrali CAPE (100 uM) in CAIPE (1000 pM).
Zanju smo se odlocili zato, ker oba statisticno znacilno znizata znotrajcelicno oksidacijo in
najbolj povisata raven ATP kvasnih celic v primerjavi s kontrolo.
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Celi¢no suspenzijo kvasovke S. cerevisiae smo izpostavili EIP (60 pM), kombinacijam
posameznega EKK z EIP (CAPE 100 uM + EIP 60 uM ter CAIPE 1000 uM + EIP 60 pM)
in kombinaciji dveh izbranih EKK (CAIPE 1000 uM + CAPE 100 uM). Predhodna studija
je pokazala, da EIP pri koncentraciji 60 uM ekvivalentov galne kisline (GAE) po 2h urah
izpostavitve zniza znotrajceli¢no oksidacijo kvasnih celic za priblizno 45 % v primerjavi s
kontrolo (Petelinc in sod., 2013b).

S slike 12 je razvidno, da kombinaciji CAPE (100 uM) z EIP (60 uM) in CAIPE
(1000 uM) z EIP (60 uM) v primerjavi s kontrolo statisticno enako in najbolj prispevata k
znizanju znotrajceli¢ne oksidacije (za 61 %) in tako Se dodatno zniZata oksidacijo v celicah
v primerjavi z delovanjem samo EIP (60 uM). Sklepamo, da so v EIP prisotne kemijske
spojine, ki sinergisticno reagirajo z izbranim EKK (CAPE ali CAIPE) in pripomorejo k
dodatnemu znizanju znotrajceli¢ne oksidacije kvasnih celic. Do enakih spoznanj so pri
preucevanju antioksidativne aktivnosti EIP z in brez CAPE prisli tudi Russo in sod. (2002),
kjer so dokazali, da je EIP s CAPE pokazal vi§jo antioksidativno aktivnost kot brez CAPE.
Od vseh preucevanih EKK je CAPE zaradi svoje kompleksne kemijske strukture s srednje
dolgo alkilno verigo klju¢na komponenta EIP in izrazit antioksidant.

Po izpostavitvi celic samo kombinaciji CAIPE (1000 uM) s CAPE (100 uM) pa se je
znotrajceli¢na oksidacija znizala manj kot pri EIP (60 uM) oz. posameznem EKK, in sicer
le za 28 %. Tudi pri preverjanju celicne metabolne energije v kvasnih celicah,
izpostavljenih kombinacijam, je pri vseh, razen pri kombinaciji CAIPE (1000 uM) s CAPE
(100 uM), ki se ni razlikovala od vrednosti kontrole, prislo do statistiéno znacilnega
povecanja metabolne aktivnosti in do statisticno znacilnega zniZanja znotrajcelicne
oksidacije kvasnih celic v primerjavi s kontrolo (Slika 14). Povecana raven ATP in
zmanjSana znotrajceli¢na oksidacija pri CAEE (1000 uM), CAIPE (1000 uM) in CAPE
(100 uM) ter pri preucevanih kombinacijah (Slika 13 in 14), je morda povezana s
pospeseno porabo kisika in manjSo proizvodnjo ROS. EKK lahko naredijo prenasalce
elektronov mitohondrijske respiratorne verige bolj u¢inkovite, pri ¢emer ne pride do tako
velikega pusScanja elektronov. Povedana respiratorna zmogljivost omogoca hitrejsi tok
elektronov in tako zmanjsanje tvorbe ROS (Cadenas in Davies, 2000). Ce primerjamo
kombinacije CAPE (100 uM) z EIP (60 uM), CAIPE (1000 uM) z EIP (60 uM) in CAPE
(100 uM) z CAIPE (1000 uM) pri vplivu na celi¢no metabolno energijo, ugotovimo, da v
primerjavi z EIP (60 uM) ni sprememb.

Za preverjanje morebitnih toksi¢nih ucinkov izbranih koncentracij EKK smo izmerili
zivost 0z. kultivabilnost celic kvasovke S. cerevisiae. Pridobljeni rezultati kazejo, da EKK
na kultivabilnost kvasnih celic nimajo vpliva, saj se vrednosti statisticno znacilno ne
razlikujejo od vrednosti kontrole (Slika 15).
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S pridobljenimi rezultati magistrske naloge smo potrdili hipotezo o razli¢nem vplivu EKK
na znotrajceli¢no oksidacijo kvasovke S. cerevisiae. Delno smo potrdili hipotezo, da bo
vpliv EKK na znotrajceli¢no oksidacijo odvisen od njihove koncentracije, saj je bila
odvisnost razvidna pri CAPE in delno pri CAEE in CAME. EKK so razli¢no vplivali na
raven ATP. Vpliv kombinacij izbranih EKK in/ali EIP na znotrajceli¢no oksidacijo pa je
bil drugacen, ko so bile celice izpostavljene samo EIP ali posameznim EKK, medtem ko se
raven ATP v kvasnih celicah pri kombinacijah EKK z EIP ni razlikovala od izpostavitve
samo EIP.
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6 SKLEPI

Preucevani EKK so v vecji meri znizali znotrajcelicno oksidacijo kvasovke
S. cerevisiae, izjema je bil CAPE, ki je pri 1000 uM koncentraciji, znotrajceli¢no
oksidacijo v primerjavi s kontrolo povisal.

Vpliv preucevanih EKK na znotrajceli¢no oksidacijo v kvasnih celicah je odvisen od
koncentracije pri CAPE in delno pri CAEE in CAME.

Vpliv CAPE na znotrajceli¢no oksidacijo kvasovke S. cerevisiae je pri koncentraciji
1000 uM razli¢en od vpliva ostalih preucevanih EKK pri isti koncentraciji.

Izbrani EKK so v dolocenih koncentracijah v ve¢ji meri povisali celitno metabolno
energijo kvasnih celic v primerjavi s kontrolo, izjema je bil CAME v koncentraciji
1000 uM, kjer se je celicna metabolna energija znizala.

Kombinacija izbranih EKK (CAPE pri 100 uM in CAIPE pri 1000 uM) z EIP (60 uM)
je Se dodatno pripomogla k =znizanju znotrajcelicne oksidacije Vv primerjavi z
delovanjem posameznih EKK ali samo EIP (60 uM).

Kombinacija izbranih EKK (CAPE pri 100 uM in CAIPE pri 1000 uM) z EIP (60 pM)
ni povzrocila sprememb v celi¢ni metabolni energiji kvasnih kvasovke v primerjavi z
delovanjem samo EIP (60 uM).

EKK v izbranih koncentracijah na zivost oz. kultivabilnost kvasovke S. cerevisiae
nimajo vpliva.
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7 POVZETEK

V okviru magistrske naloge smo s pomo¢jo kvasovke Saccharomyces cerevisiae, ki smo jo
uporabili kot modelni organizem, preverili vpliv in delovanje estrov kavne kisline (EKK)
na celi¢ni ravni. Raziskali smo, kako posamezni EKK, kot so CAME (metilni ester kavne
kisline), CAEE (etilni ester kavne kisline), CAIPE (izopropilni ester kavne kisline) in
CAPE (fenetilni ester kavne kisline) vplivajo na znotrajceli¢no oksidacijo kvasnih celic v
stacionarni fazi rasti. Kvasovko S. cerevisiae ZIM 2155 smo inkubirali v pufru PBS pri
28 °C in 220 obr./min ter jo izpostavili preu¢evanim snovem v koncentracijah 1000, 100,
10 in 1 pM. Po 2-urni izpostavitvi smo izmerili znotrajceli¢no oksidacijo z uporabo barvila
2',7'-diklorofluorescein diacetat. Izkazalo se je, da so EKK v preu¢evanih koncentracijah v
ve€ji meri zniZzali znotrajcelicno oksidacijo kvasnih celic, izjema je bil CAPE v
koncentraciji 1000 uM, kjer smo opazili povisano znotrajceli¢no oksidacijo v primerjavi s
kontrolo. Odvisnost znotrajceliéne oksidacije kvasovk od koncentracije EKK je bila
razvidna pri CAPE in delno pri CAEE in CAME. Ob primerjanju delovanja preuc¢evanih
EKK je moc¢ opaziti, da je vpliv CAPE na znotrajceli¢no oksidacijo kvasovke pri
koncentraciji 1000 uM, razli¢en od ostalih EKK pri isti koncentraciji. To bi lahko pripisali
razliki v kemijski strukturi njegove funkcionalne skupine od ostalih preu¢evanih EKK.
V nadaljnjih poskusih smo preverili, kako EKK CAME (1000 uM), CAEE (1000 uM),
CAIPE (1000 uM) in CAPE (100 uM) vplivajo na raven ATP v kvasnih celicah in prisli do
ugotovitve, da so EKK v izbranih koncentracijah v ve¢ji meri povisali celi¢no metabolno
energijo kvasovke, izjema je bil CAME v koncentraciji 1000 puM, kjer se je celi¢na
metabolna energija kvasnih celic znizala v primerjavi s kontrolo. Celicno suspenzijo
kvasovke S. cerevisiae smo nato izpostavili tudi kombinacijam posameznih EKK z EIP
(CAPE 100 uM + EIP 60 uM ter CAIPE 1000 pM + EIP 60 uM) in kombinaciji dveh
izbranih EKK (CAIPE 1000 uM + CAPE 100 uM). Opazili smo, da sta kombinaciji EIP
(60 uM) s CAPE (100 uM) in EIP (60 uM) s CAIPE (1000 uM) pripomogli k dodatnemu
znizanju znotrajceli¢ne oksidacije kvasnih celic v primerjavi z delovanjem EIP (60 pM) ali
posameznih EKK ter nista povzrocili sprememb v celi¢ni metabolni energiji kvasnih celic
v primerjavi z EIP (60 uM). Da bi preverili morebitni toksi¢ni u¢inek EKK na kvasovko,
smo s pomocjo metode Stetja kolonij na ploS¢ah (CFU) dolo¢ili, ali dodatek preucevanih
EKK v izbranih koncentracijah vpliva na zivost 0z. kultivabilnost kvasnih celic. Rezultati,
ki smo jih pri tem pridobili kazejo, da EKK na kultivabilnost kvasovke S. cerevisiae
nimajo vpliva.
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PRILOGA A

Dolocanje znotrajceli¢ne oksidacije kvasovke Saccharomyces cerevisiae po izpostavitvi
posameznim estrom kavne kisline (EKK)

Ponovitve 1, 2, 3, 4 so bioloSke ponovitve. Znak / oznacuje, da za meritev ni podatka.
Znak * oznacuje, da se vrednost statisticno znaéilno razlikuje od vrednosti kontrole
(100 %) pri p <0,05.

Pril. Al: Meritve fluorescenéne intenzitete (FI) za dologanje znotrajcelitne oksidacije kvasovke
Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi metilnemu estru kavne kisline (CAME) v koncentracijah
1000, 100, 10 in 1 uM. Rezultati so izraZeni kot absolutne vrednosti FI

Ponovitev 1
x . CAME CAME CAME
Cas (min) Kontrola 1000 pM 100 pM 10 pM CIA”I\l(I/[E
0 1441 1473 1514 1524 1341
30 2593 2509 2663 2766 2418
60 4619 4921 5334 5214 4733
90 6854 7262 8487 8044 7306
120 9597 10254 12398 11629 10832
Ponovitev 2
x . CAME CAME CAME
Cas (min) Kontrola 1000 uM 100 uM 10 pM ClAul\lil/[E
0 1476 1457 1746 1683 1647
30 3124 2550 3614 3386 3443
60 6288 4977 7553 7665 7647
90 11811 8904 14339 14225 14730
120 19914 14481 23988 22598 24197
Ponovitev 3
x . CAME CAME CAME
Cas (min) Kontrola 1000 pM 100 xM 10 pM (:1Ap|\1<|/[E
0 1649 1706 1903 2239 1785
30 3611 3608 4085 4475 3677
60 12090 9880 11374 11817 9855
90 21701 18175 20304 20643 16924
120 35085 29613 32620 33610 27364
Ponovitev 4
x . CAME CAME CAME
Cas (min) Kontrola 1000 uM 100 uM 10 pM C1A;1'\1<|/[E
0 1533 1363 1495 1610 1576
30 2561 1900 2315 2626 2613
60 5531 3709 4851 5460 5461
90 8898 5782 7530 8792 8340
120 12672 8254 10711 12564 12225
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Pril. A2: Meritve fluorescenéne intenzitete (FI) za doloCanje znotrajcelicne oksidacije kvasovke
Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi etilnemu estru kavne kisline (CAEE) v koncentracijah 1000,

100, 10 in 1 uM. Rezultati so izrazeni kot absolutne vrednosti FI

Ponovitev 1
* . CAEE CAEE CAEE
Cas (min) Kontrola 1000 pM 100 pM 10 pM Ci,i\lllz\/IE
0 1663 1598 1791 1882 1701
30 3341 2687 3292 4057 3006
60 7556 5426 7071 8923 6280
90 13452 8423 11379 13916 9697
120 20269 11700 16093 19184 13717
Ponovitev 2
> . CAEE CAEE CAEE
Cas (min) Kontrola 1000 pM 100 uM 10 uM Clﬁ;lllEVIE
0 1631 1351 1809 1668 3868
30 3459 2222 4063 3512 7911
60 7064 3894 7501 7029 12815
90 13680 6051 12619 12336 18299
120 21479 8544 17572 18003 22897
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Pril. A3: Meritve fluorescenéne intenzitete (FI) za dolocanje znotrajcelicne oksidacije kvasovke
Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi izopropilnemu estru kavne kisline (CAIPE) v koncentracijah
1000, 100, 10 in 1 uM. Rezultati so izraZeni kot absolutne vrednosti FI

Ponovitev 1
> . CAIPE CAIPE CAIPE
Cas (min) Kontrola 1000 pM 100 M 10 pM ClApI;[E
0 1440 1343 1344 1434 1558
30 3045 2179 2316 2605 2602
60 6077 3889 4407 5004 4702
90 11064 5744 7165 8483 7347
120 16813 7780 10364 12556 10443
Ponovitev 2
x . CAIPE CAIPE CAIPE
Cas (min) Kontrola 1000 uM 100 uM 10 pM ClAuI;’/IE
0 1287 1486 1397 1565 1675
30 2987 2863 2962 3214 3094
60 6594 5918 6667 7422 6839
90 12453 10846 12331 13252 12277
120 19498 17081 19391 20586 18803
Ponovitev 3
x . CAIPE CAIPE CAIPE
Cas (min) Kontrola 1000 uM 100 uM 10 pM CIAHIICIE
0 1621 1483 1649 1639 1680
30 2936 2469 2731 2799 2741
60 6115 5034 5595 5955 5859
90 10909 7548 8644 9252 9340
120 15997 10114 11874 12959 13158
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Pril. A4: Meritve fluorescenéne intenzitete (FI) za doloCanje znotrajceliCne oksidacije kvasovke
Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi fenetilnemu estru kavne kisline (CAPE) v koncentracijah
1000, 100, 10 in 1 uM. Rezultati so izraZeni kot absolutne vrednosti FI

Ponovitev 1
* . CAPE CAPE CAPE
Cas (min) Kontrola 1000 pM 100 uM 10 pM (iﬁl;/IE
0 862 / 1076 922 978
30 1393 / 1657 1211 1507
60 2605 / 2830 2019 2960
90 3918 / 3739 2544 4788
120 5409 / 4708 3148 6829
Ponovitev 2
x . CAPE CAPE CAPE
Cas (min) Kontrola 1000 pM 100 uM 10 pM CITLIIDVIE
0 1184 2925 / / /
30 1894 5756 / / /
60 3201 11108 / / /
90 4591 16598 / / /
120 6269 22841 / / /
Ponovitev 3
x . CAPE CAPE CAPE
Cas (min) Kontrola 1000 uM 100 uM 10 pM (iﬁFI;/[E
0 1544 1926 1523 1382 1610
30 3511 4920 2654 2329 3055
60 6343 10915 4104 3900 5699
90 8162 16022 5358 4893 7993
120 10414 22714 6530 5988 10450
Ponovitev 4
x . CAPE CAPE CAPE
Cas (min) Kontrola 1000 pM 100 uM 10 pM CIZﬁI;/IE
0 1661 2029 1450 1435 1685
30 3557 5148 2223 2202 2841
60 7323 10939 3936 4258 6139
90 11213 16208 5362 5546 8822
120 15884 24263 6709 6949 12244
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Pril. A5: Dolo¢anje znotrajceline oksidacije kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi
posameznim estrom kavne kisline (EKK) v koncentracijah 1000, 100, 10 in 1 pM. Rezultati so izrazeni kot
relativni prirast fluorescencne intenzitete (RPFI) £ SD glede na kontrolo (100 %)

CAME
Ponovitve Kontrola 1000 pM 100 pM 10 pM 1M
1 100 / / / /
2 100 72 102 100 110
3 100 81 80 / /
4 100 70 85 94 93
Povprecje 1 74* 89 97 101
+ + + + + +
SD 0 6 12 4 12
CAEE
Ponovitve Kontrola 1000 pM 100 pM 10 pM 1M
1 100 57 71 82 63
2 100 44 72 80 40
Povpredje 100 50* 71* 81* 52*
+ + + + + +
SD 0 9 0,2 1 16
CAIPE
Ponovitve Kontrola 1000 pM 100 pM 10 pM 1M
1 100 45 63 73 53
2 100 74 91 86 72
3 100 66 70 78 77
Povprecje 100 62* 75* 79* 68*
+ + + + + +
SD 0 15 15 7 13
CAPE
Ponovitve Kontrola 1000 pM 100 uM 10 pM 1M
1 100 / 64 46 113
2 100 158 / / /
3 100 188 57 58 96
4 100 128 42 45 73
Povprecje 100 158* 55* 50* 94
+ + + + + +
SD 0 30 11 7 20
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PRILOGA B

Dolocanje znotrajceli¢ne oksidacije kvasovke Saccharomyces cerevisiae po izpostavitvi
razli¢nim kombinacijam preucevanih snovi

Ponovitve 1, 2, 3 so bioloske ponovitve. Znak / oznacuje, da za meritev ni podatka.
Znak * oznacuje, da se vrednost statisticno znacilno razlikuje od vrednosti kontrole (100

%) pri p <0,05.

Pril. Bl: Meritve fluorescenéne intenzitete (FI) za dolo¢anje znotrajceli¢ne oksidacije kvasovke
Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi etanolnemu izvle¢ku propolisa (EIP) (60 pM), kombinaciji
izbranih estrov kavne kisline (EKK) z EIP (60 puM) ter kombinaciji izbranih EKK v dolocenih
koncentracijah. Rezultati so izraZeni kot absolutne vrednosti FI

Ponovitev 1
Y . EIP CAPE CAIPE IO%QLFI)\E +
Cas (min) Kontrola 100 uM + EIP 1000 uM + EIP
60 pM 60 uM 60 pM CAPE
100 uM
0 3921 3016 3341 3755 3610
30 5102 3474 3514 4207 4244
60 8473 5248 5073 6412 6363
90 10987 6302 6059 8022 8302
120 13839 7290 6642 9636 9620
Ponovitev 2
Cas (min) Kontrola 100 pM + EIP 1000 uM + EIP
60 nM 60 pM 60 pM CAPE
100 pM
0 4828 3469 3117 3806 5821
30 7918 4955 4059 4542 8963
60 15376 8266 6280 7424 15424
90 20606 10501 7786 9282 20877
120 27511 12936 9766 11067 27278
Ponovitev 3
x EIP CAPE CAIPE 10%9:51)\5 +
Cas (min) Kontrola 100 uM + EIP 1000 uM + EIP
60 pM 60 uM 60 uM CAPE
100 pM
0 4021 / / 3520 /
30 6418 / / 3905 /
60 11110 / / 6105 /
90 13890 / / 7011 /
120 18009 / / 7980 /
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Pril. B2: Dolo¢anje znotrajceliéne oksidacije kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi
etanolnemu izvlecku propolisa (EIP), kombinaciji izbranih estrov kavne kisline (EKK) z EIP (60 uM) ter
kombinaciji izbranih EKK v dolo¢enih koncentracijah. Rezultati so izraZzeni kot relativni prirast

fluorescencne intenzitete (RPFI) = SD glede na kontrolo (100 %)

CAPE CAIPE CAIPE
. EIP 100 uM + 1000 uM + 1000 uM +
Ponovitve Kontrola 60 pM EliP EI% CAlIlDE
60 uM 60 uM 100 pM
1 100 56 39 / 66
2 100 58 39 41 78
3 100 / / 36 /
Povpregje 100 57* 39* 39* 72*
+ + + + + +
SD 0 1 0,2 3 9
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PRILOGA C

Dolocanje celi¢ne metabolne energije kvasovke Saccharomyces cerevisiae po izpostavitvi
posameznim estrom kavne kisline (EKK) v izbranih koncentracijah

Ponovitve 1, 2, 3 so bioloske ponovitve.

Pril. C1: Meritve luminiscenéne intenzitete za dolodanje celitne metabolne energije kvasovke
Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi estrom kavne kisline (EKK) CAME (1000 uM), CAEE
(1000 pM), CAIPE (1000 pM) in CAPE (100 puM). Rezultati so izrazeni kot absolutne vrednosti

luminiscence (L) £ SD

Ponovitev 1
Parelelka Kontrola CAME 1000 CAEE 1000 CAIPE 1000 CAPE
uM uM pM 100 pM
1 890980 629090 907100 1282900 1267000
2 765170 612760 892860 1499400 1239300
3 695480 620170 923520 1289200 1362700
Povpredje 783877 620673 907827 1357167 1289667
+ + + + + +
SD 99083 8177 15343 123218 64747
Ponovitev 2
Paralelka Kontrola CAME 1000 CAEE 1000 CAIPE 1000 CAPE
uM uM pM 100 pM
1 307440 128000 397330 482490 569460
2 323950 122640 313330 485630 526890
3 239360 193430 344100 502080 482470
Povpredje 290250 148023 351587 490067 526273
+ + + + + +
SD 44838 39415 42498 10522 43498
Ponovitev 3
Paralelka Kontrola CAME 1000 CAEE 1000 CAIPE 1000 CAPE
uM uM uM 100 pM
1 1188200 1012700 1721900 2277900 2045000
2 1158500 1056000 1677200 2346400 2105900
3 1198600 1083900 1622600 2181300 1876900
Povpredje 1181767 1050867 1673900 2268533 2009267
+ + + + + +
SD 20810 35877 49732 82948 118608
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Priloga C2: Meritve luminiscen¢ne intenzitete v odvisnosti od OD za dolo¢anje celiéne metabolne energije
kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi estrom kavne kisline (EKK) CAME (1000 pM),
CAEE (1000 pM), CAIPE (1000 uM) in CAPE (100 pM). Rezultati So izrazeni kot absolutne vrednosti

L/OD + SD
Ponovitev 1
Paralelka Kontrola CAME 1000 CAEE 1000 CAIPE 1000 CAPE
uM uM pM 100 pM
1 9303655 3220597 9568565 13643034 13407407
2 7989941 3136997 9418354 15945409 13114285
3 7262235 3174932 9741772 13710032 14420105
Povprecje 8185277 3177509 9576231 14432825 13647266
+ + + + + +
SD 1034633 41860 161845 1310365 685157
Ponovitev 2
Paralelka Kontrola CAME 1000 CAEE 1000 CAIPE 1000 CAPE
uM uM pM 100 pM
1 1734662 796350 1860740 2455836 2763028
2 1827816 763003 1467359 2471819 2556477
3 1350536 1203422 1611458 2555548 2340951
Povprecje 1637672 920925 1646519 2494401 2553485
+ + + + + +
SD 252991 245217 199020 53554 211054
Ponovitev 3
Paralelka Kontrola CAME 1000 CAEE 1000 CAIPE 1000 CAPE
uM uM uM 100 pM
1 1807698 1520494 2502883 3432813 3073647
2 1762513 1585506 2437909 3536043 3165180
3 1823520 1627396 2358545 3287236 2820992
Povpredje 1797911 1577799 2433112 3418697 3019940
+ + + + + +
SD 31659 53866 72289 125003 178269
Ponovitve Kontrola CAME CAEE CAIPE 1000 CAPE 100
1000 pM 1000 pM pM uM
1 100 39 117 176 167
2 100 56 101 152 156
3 100 88 135 190 168
Povprecje 100 61* 118* 173* 164*
+ + + + + +
SD 0 25 17 19 7
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Dolocanje celi¢ne metabolne energije kvasovke Saccharomyces cerevisiae po izpostavitvi

Ponovitve 1, 2, 3 so bioloSke ponovitve. Znak / oznacuje, da za meritev ni podatka. Znak *
oznacuje, da se vrednost statisti¢éno znacilno razlikuje od vrednosti kontrole (100 %) pri

p <0,05.

Pril. D1: Meritve luminiscen¢ne

PRILOGA D

razli¢nim kombinacijam preucevanih snovi

koncentracijah. Rezultati so izrazeni kot absolutne vrednosti luminiscence (L)

intenzitete za doloCanje celicne metabolne energije kvasovke
Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi etanolnemu izvle¢ku propolisa (EIP) (60 pM), kombinaciji
izbranih estrov kavne kisline (EKK) z EIP (60 uM) ter kombinaciji izbranih EKK v dolocenih

Ponovitev 1
Paralelka Kontrola EIP CAPE CAIPE CAIPE
60 uM 100 uM + 1000 uM + 1000 uM +
EIP EIP CAPE
60 uM 60 uM 100 pM
1 281720 329480 514850 452060 315730
2 326850 367020 525810 402840 348360
3 328780 366550 531050 468510 383020
Povpredje 312450 354350 523903 441137 349037
+ + + + + +
SD 26630 21539 8267 34171 33650
Ponovitev 2
Paralelka Kontrola EIP CAPE CAIPE CAIPE
60 pM 100 uM + 1000 pM + 1000 uM +
EIP EIP CAPE
60 uM 60 uM 100 pM
1 304980 357690 463250 512010 389660
2 298660 369610 366510 506980 449790
3 288590 372130 392040 486320 326690
Povpredje 297410 366477 407267 501770 388713
+ + + + + +
SD 8266 7713 50135 13614 61555
Ponovitev 3
Paralelka Kontrola EIP CAPE CAIPE CAIPE
60 uM 100 uM + 1000 pM + 1000 pM +
EIP EIP CAPE
60 uM 60 uM 100 uM
1 486300 / 725770 / /
2 362640 / 778980 / /
3 314390 / 740850 / /
Povpredje 387777 / 748533 / /
+ + +
SD 88669 / 27424 / /
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Pril. D2: Meritve luminiscen¢ne intenzitete v odvisnosti od OD za dolo¢anje celi¢ne metabolne energije
kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi etanolnemu izvle¢ku propolisa (EIP) (60 uM),
kombinaciji izbranih estrov kavne kisline (EKK) z EIP (60 pM) ter kombinaciji izbranih EKK v doloc¢enih

koncentracijah. Rezultati so izraZeni kot absolutne vrednosti luminiscence (L)/OD + SD

Ponovitev 1
Paralelka Kontrola EIP CAPE CAIPE CAIPE
60 pM 100 pM + 1000 pM + 1000 uM +
EIP EIP CAPE
60 uM 60 uM 100 pM
1 3129063 3870164 4428182 5479515 3249365
2 3630322 4311120 4522448 4882909 3585180
3 3651759 4305599 4567517 5678909 3941887
Povpredje 3470381 4162294 4506049 5347111 3592144
+ + + + + +
SD 295784 253007 71100 414189 346313
Ponovitev 2
Paralelka Kontrola EIP CAPE CAIPE CAIPE
60 uM 100 uM + 1000 uM + 1000 uM +
EIP EIP CAPE
60 uM 60 uM 100 pM
1 3128000 3966987 5766598 5231710 4090203
2 3063179 4099187 4562365 5180313 4721379
3 2959897 4127135 4880166 4969210 3429216
Povpredje 3050359 4064436 5069710 5127078 4080266
+ + + + + +
SD 84781 85543 624091 139112 646138
Ponovitev 3
Paralelka Kontrola EIP CAPE CAIPE CAIPE
60 uM 100 uM + 1000 uM + 1000 uM +
EIP EIP CAPE
60 pM 60 pM 100 pM
1 6274839 / 7069188 / /
2 4679226 / 7587468 / /
3 4056645 / 7216071 / /
Povpredje 5003570 / 7290909 / /
+ + +
SD 1144113 / 267121 / /
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Pril. D3: Dolo¢anje celi¢ne metabolne energije kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi
etanolnemu izvlecku propolisa (EIP) (60 uM), kombinacij izbranih estrov kavne kisline (EKK) z EIP (60
uM) ter kombinacije izbranih EKK v doloéenih koncentracijah. Rezultati so izrazeni kot relativna

luminiscenca (RL)/OD + SD glede na kontrolo (100 %)

CAIPE
Ponovitve Kontrola EIP 1(%?5\![54_ CAIPE 1000 nM +
60 uM o 1000 puM + EIP CAPE
100 pM
1 100 120 130 154 104
2 100 133 166 168 134
3 100 / 146 / /
Povprecje 100 127* 147* 161* 119
+ + + + + +
SD 0 9 18 10 21
PRILOGA E

Preverjanje zivosti/kultivabilnosti kvasovke Saccharomyces cerevisiae

Ponovitve 1, 2, 3 so bioloske ponovitve. Znak / oznacuje, da za vrednosti ni podatka.
Znak * oznacuje, da se vrednost statisticno znacilno razlikuje od vrednosti kontrole
(100 %) pri p <0,05.

Pril. E1: Meritve zivosti/kultivabilnosti kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi estrom
kavne kisline (EKK) CAME (1000 uM), CAEE (1000 uM), CAIPE (1000 uM) in CAPE (100 uM). Rezultati

so izrazeni kot Stevilo kolonij na ploscah (CFU)

Ponovitev Kontrola CAME CAEE CAIPE CAPE
1000 uM 1000 uM 1000 uM 100 uM
1 106 / / / 99
104 / / / 94
100 / / / 83
2 83 102 76 77 80
84 103 91 88 84
101 92 98 78 87
3 62 62 97 74 /
97 97 70 81 /
59 59 89 102 /
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Pril. E2: Doloc¢anje zivosti/kultivabilnosti kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi estrom
kavne kisline (EKK) CAME (1000 uM), CAEE (1000 uM), CAIPE (1000 uM) in CAPE (100 pM). Rezultati
so izrazeni kot CFU/mL

Ponovitev Kontrola CAME CAEE CAIPE CAPE

1000 pM 1000 pM 1000 pM 100 pM

1 103333333 / / / 92000000

2 89333333 99000000 88333333 81000000 83666667

3 72666667 85333333 85666667 75000000 /

Povpregje 88444444 92166667 87000000 78000000 87833333

+ + + + + +

SD 15352645 9663793 1885618 4242641 5892557

Pril. E3: Dolocanje zivosti/kultivabilnosti kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi estrom
kavne kisline (EKK) CAME (1000 uM), CAEE (1000 uM), CAIPE (1000 uM) in CAPE (100 pM). Rezultati

so izrazeni kot relativni CFU (RCFU)/mL =+ SD glede na kontrolo (100 %)

Ponovitve Kontrola CAME CAEE CAIPE CAPE
1000 uM 1000 pM 1000 pM 100 pM
1 100 / / / 104
2 100 112 100 92 95
3 100 96 97 85 /
Povprecje 100 104 98 88 99
+ + + + + +
SD 0 11 2 5 7




