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Namen naloge je bil preuciti vpliv predhodne izpostavitve celic Saccharomyces
cerevisiae izvlecku iz rozmarina in naknadne izpostavitve induktorju reaktivnih
kisikovih zvrsti na zivost ter oksidativne poSkodbe proteinov in lipidov
modelnega organizma kvasovke S. cerevisiae. Uporabili smo komercialno
pripravljen izvlecek rozmarina in ga dodali celicam v koncentracijah 0,01 g/L
in 0,05 g/L. Zivost celic smo preverjali s pomoéjo komercialnega kompleta, ki
vsebuje fluorescentni barvili SYTO® 9 in propidijev jodid (PJ). Rezultati so
pokazali, da je izvlecek rozmarina ugodno vplival na Zivost celic kvasovk.
Oksidativne poskodbe proteinov smo merili z metodo, ki meri vsebnost
karbonilov, oksidativne poskodbe lipidov pa po metodi TBA, ki meri vsebnost
malondialdehidov. Rezultati so pokazali, da predtretiranje celic kvasovke
Saccharomyces cerevisiae z izvleCkom rozmarina ni zmanjSalo vsebnosti
karbonilov in malondialdehidov, ki jih povzroca menadion.
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The aim of our research was to investigate the effect of pre-treating cells with
rosemary extract and further exposure to inductor of reactive oxygen species on
viability and oxidative damage of proteins and lipids on model organism yeast
Saccharomyces cerevisiae. We used commercially prepared rosemary extract,
which was added to the cells in the concentration of 0.01 g/L and 0.05 g/L.
Yeast viability was determined by using commercial kit with SYTO® 9 and
propidium iodide dyes. The results showed that the rosemary extract increased
viability. Oxidative protein damages were determined with a method measuring
carbonyl content and lipid damages according to the TBA method measuring
content of malondialdehydes. The results indicated that pre-treating of yeast
cells Saccharomyces cerevisiae with rosemary extract did not decrease the
amount of carbonyls and malondialdehydes, which are caused by menadione.
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1 UVOD

Rastline sintetizirajo veliko razlicnih sekundarnih metabolitov, ki nimajo neposrednega
vpliva na rast ali metabolno aktivnost. To so biolosko aktivne spojine, ki lahko z
antioksidativnim delovanjem preprec€ijo bolezni ter kvar zivil (Halliwell in Gutteridge,
1992; Farombi in sod., 1998; Koleva in sod., 2000). Rastline, ki vsebujejo spojine z
antioksidativnim delovanjem, se v prehrani uporabljajo kot za¢imbe predvsem pri pripravi
jedi z nizko hranilno vrednostjo. Primeri teh rastlin so origano, Zajbelj, Cesen, timijan,
nageljnova zbica ter rozmarin (Dorman in Deans, 2000; Hammer in sod., 1999; Mata in
sod., 2007).

Rozmarin ima mocne antioksidativne lastnosti. Vecinoma se ga uporablja v kulinariki.
Antioksidativne lastnosti imajo fenolni diterpeni (karnozolna kislina, karnozol, rozmanol
in epi- ter izo-rozmanol) in flavonoidi (Tada, 2000; Wada in sod., 2004). Karnozolna
kislina in karnozol sta priznana kot najpomembnej$i spojini z antioksidativnim delovanjem
(Ibanez in sod., 2003)

V eksperimentalnem delu smo preverjali vpliv izvle€ka roZzmarina na Zivost in oksidativne
poskodbe proteinov in lipidov kvasovke Saccharomyces cerevisiae. Kvasovka predstavlja
primeren modelni organizem za raziskave razlicnih vidikov oksidativnega stresa na
biokemijskem, molekularno-bioloskem in celicnem nivoju, ker so oksidativne poSkodbe
proteinov, lipidov, nukleinskih kislin in drugih celiénih komponent, kot tudi obrambni
sistemi proti oksidativnemu stresu zelo podobni vi§jim organizmom na vseh nivojih

celi¢ne organizacije (Sigler in sod., 1999).
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1.1 CILJI RAZISKAVE

Cilj naloge je ugotoviti oz. pojasniti sposobnost izbranega rastlinskega izvlecka
(roZmarina) na zmanjSanje oksidativnih poskodb proteinov in lipidov pri modelnem

mikroorganizmu Saccharomyces cerevisiae.

1.2 DELOVNA HIPOTEZA

Izbrani izvlecki vplivajo na zivost, kultivabilnost in znotrajcelicno oksidacijo

Saccharomyces cerevisiae.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 STRES

Stres je vsaka sprememba optimalnih pogojev rasti celic. Razlikujemo manjsi in vecji
stres; manjsi stres se nanasa na pogoje v okolju, ki Se dovoljujejo rast, v primeru vec¢jega
stresa je rast inhibirana (Ruis, 1997). Izpostavitev manjSemu stresu povzroc¢i uc¢inkovitejsi
odziv na vecji stres (Hohmann in Mager, 1997).

Odziv na stres je molekularni mehanizem, ki se inducira ob fizicnih ali kemijskih
spremembah celice. Te nastanejo zaradi sprememb v okolju ter zaradi prilagajanja na
spremembe v okolju. Kvasovka Saccharomyces cerevisiae mora spremembe v okolju
zaznati, se na njih primerno odzvati ter se prilagoditi na novo okolje. Odziv na stres $¢iti
celico in popravlja morebitne (molekularne) poskodbe (Hohmann in Mager, 1997). Lo¢imo
zgodnji in pozni odziv na stres. Zgodnji odziv (npr. aktivacija metabolizma trehaloze)
omogoc¢i minimalno zasc€ito proti nenadnemu stresu in inducira zakasneli oz. pozni odziv
na stres (npr. sinteza encimov za unicenje toksi¢nih kisikovih zvrsti). Zakasneli odziv nudi
celici konstantno in bolj u¢inkovito zasé¢ito, ker omogoca prilagoditev na nenchen stres
(Ruis, 1997). Zascita pred razlicnimi stresnimi dejavniki je tudi pridobitev tolerance
(Hohmann in Mager, 1997).

Fenomen navzkrizne zaSCite (angl. cross protection) pomeni, da prisotnost dolo¢ene vrste
stresa vodi k poviSanju tolerance na drugo vrsto stresa (npr. pomanjkanje hranil, ko
kvasovka vstopi v stacionarno fazo rasti, sprozi sploSni odziv na stres) (Hohmann in

Mager, 1997).

2.2 OKSIDATIVNI STRES

Oksidativni stres je definiran kot poruSenje ravnotezja med tvorbo reaktivnih kisikovih
zvrsti - ROS (angl. reactive oxygen species, ROS) in antioksidanti v celici
(Betteridge, 2000). Do porusSenja ravnotezja pride zaradi izpostavljenosti celic razlicnim
okoljskim stresnim dejavnikom (kot so prisotnost oksidantov, temperaturni Sok, etanol in
kovinski ioni), mutacij v encimih, ki sodelujejo pri obrambi ali zaradi pomanjkanja

antioksidantov (Moradas-Ferreira in sod., 1996).
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Za unicenje ROS je odgovoren ti. odziv na oksidativni stres. Ta vkljucuje encimske in
neencimske obrambne mehanizme (npr. glutation, tioredoksin). Razlicne kovine v
reducirani obliki (Cu, Fe) izzovejo nastanek ROS (superoksidni anion se pretvori v
hidroksilni radikal) v Fentonovi reakciji (enacba 1), zato je pomembna tudi homeostatska
regulacija kovin v celici (Hohmann in Mager, 1997; Santoro in Thiele, 1997).

kovina®™? + H,0, — kovina™"* + "OH + H,0 (D
Kvasovka se mora uspesno prilagajati na spremembe temperature, osmolarnosti, ionske
koncentracije, hranil ter na pojav ROS (Hohmann in Mager, 1997). Koncentracija ROS se
lahko poveca, Ce je celica podvrzena razlicnim okoljskim stresnim dejavnikom, kot so
prisotnost oksidantov, temperaturni Sok, etanol in kovinski ioni (Costa in Moradas-
Ferreira, 2001).

Kvasovke imajo v celicah antioksidativne obrambne sisteme, ki so v normalnih razmerah
dovolj u€inkoviti, da vzdrzujejo koli¢ino ROS na nesSkodljivi ravni. Lo¢imo primarne in
sekundarne antioksidativne sisteme, primarni odstranjujejo ROS, sekundarni pa
odstranjujejo poskodovane molekule. Ce ti obrambni sistemi ne zadostujejo oz. odpovejo,

se sprozi oksidativni stres (Moradas-Ferreira in sod., 1996).

2.2.1 Reaktivne Kkisikove zvrsti (ROS)

ROS so stranski produkti celiénega metabolizma. (Costa in Moradas-Ferreira, 2001). So
zelo nestabilne molekule, ki imajo en elektron ali ve¢ nesparjenih elektronov (Santoro in
Thiele, 1997). Pojem ROS zajema molekule kisika v razli¢nih reduciranih in/ali vzbujenih
stanjih ter spojine kisika z vodikom, klorom in dusikom (Moradas-Ferreira in sod., 1996).
Kopicenje ROS povzroca staranje celic in sprozi programirano celicno smrt (Costa in
Moradas-Ferreira, 2001).

V organizmu prosti kisikovi radikali nastajajo pri redoks in encimskih reakcijah, pri cemer
prihaja do prenosa elektrona. Primer take reakcije je redukcija kisika do vode pri aerobnem
metabolizmu (enacba 2).

0,+e -0, +e—> H)0O,+e — OH +¢e — H)O ... (2)
ROS nastajajo s pomocjo endogenih (mitohondrij, citokrom P450, peroksisom in tudi
vnetni celicni odzivi) ali eksogenih virov (radiacija in razli¢ni okoljski agensi npr.
ksenobiotiki in kovinski ioni) (Inoue in sod., 2003; Gupta in sod., 1997; Klaunig in sod.,

1997).
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Glavni ROS so:
- superoksidni anion (O3")
e nastane npr. z redukcijo elektronov v mitohondriju in avtooksidacijo ob
reagiranju z reducenti, kot so glutation, NADH ...
e superoksidna dismutaza (SOD) ga pretvori v kisik in vodikov peroksid,
e 7 oksidirano obliko kovine (Fe III, Cu II) se v Haber-Weiss-ovi reakciji
(enacba 3) pretvori v kisik (O3). Reducirana oblika kovine lahko nato vstopi
v Fentonovo reakcijo (enacba 1).
kovina®™"" + 0, — kovina™" + 0, .. (3)

hidroksilni radikal (OH-)

e nastane spontano iz H,O,, s Fentonovo reakcijo iz H,O, v prisotnosti
kovine v reducirani obliki (Fe (II), Cu (I), Ti(Ill)), zaradi UV in
ionizirajoc¢ega sevanja,

¢ je najbolj reaktiven radikal z visokim pozitivnim redukcijskim potencialom

singlet kisik ('O5)

e nastaja fotokemijsko s fotosenzibilno reakcijo z vzbujanjem elektronov in
biokemijsko (peroksidazni encimi),
e je boljsi oksidant kot navadni kisik.

vodikov peroksid (H,0,)

e nima nesparjenih elektronov,
e nastane v reakciji z superoksidno dismutazo,

e unici ga katalaza.

dikisik (O, z dvema nespajenima elektronoma na wn* orbitali) (Santoro in Thiele,
1997; Halliwell in Gutteridge, 2000; Madigan in sod., 2003).

Povisane koncentracije superoksidnega aniona, vodikovega peroksida ali kovin v
reducirani obliki vodijo k nastanku visoko reaktivnega hidroksilnega radikala (Santoro in
Thiele, 1997).

Na toksi¢nost ROS vplivajo mesto delovanja, nivo kemijske reaktivnosti, koncentracija,
razprSenost. Pomembna je tudi fiziologija celice (kako hitro opravlja biokemijske reakcije)

in prisotnost drugih zvrsti stresa (Santoro in Thiele, 1997).
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ROS nastajajo tudi s pomocjo 2-metil-1,4-naftokinona (menadion oz. vitamin K3), ki je
sintetiCen derivat vitamina K;. V nasprotju z H,O,, menadion izzove nastanek ROS samo
znotraj celice. Zato je mogoce proucevati vpliv ROS, ki nastajajo intracelularno. Menadion
je v celici reduciran z NAD(P)H kinon oksidoreduktazo (NQOR) (slika 1). Pri tem nastane
hidrokinon. Hidrokinon se oksidira z molekularnim kisikom, ki je prisoten v visokih
mikromolarnih koncentracijah v bioloskih sistemih ter tvori superoksidni anion (O, ) in

druge ROS (Klotz in sod., 2002; Criddle in sod., 2006; Kawamura in sod., 2006).

Menamon

0z NAD(PYH*

O
NQOR
Oz NADP™

o} OH

CH: CH:
e OO
O 02 02 OH

Slika 1: Redoks cikel menadiona. Menadion je v celici reduciran z NAD(P)H kinon oksidoreductazo
(NQOR). Pri tem nastane hidrokinon. Hidrokinon, ki izhaja iz menadiona se oksidira z molekularnim
kisikom ter tvori superoksidni anion (O, ) (Klotz in sod., 2002; Criddle in sod., 2006; Kawamura in sod.,
2006).

2.2.2 Tarce ROS v celici in poSkodbe celi¢nih komponent

ROS lahko direktno inaktivirajo proteine, poskodujejo membrane (lipidna peroksidacija
polinenasi¢enih mascobnih kislin) in DNA. Proteine poskoduje hidroksilni radikal z
oksidacijo aminokislin (Tyr, Phe, Trp, His, Met, Cys) do karbonilov (Santoro in Thiele,
1997).

Poskodbe molekul so lahko reverzibilne (popravljive) ali ireverzibilne (nepopravljive). Pri
reverzibilnih poskodbah je pomembna vloga antioksidativnih obrambnih sistemov in

stresnih proteinov (Halliwell in Gutteridge, 2000).
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Evkariontska DNA, zapakirana v kromatinu, je le delno zascitena pred hidroksilnim

radikalom, ki povzroca lezije baz in prekinitve dvojne vijacnice (Santoro in Thiele, 1997).

2.2.2.1 Oksidativne poskodbe proteinov

ROS neposredno oksidirajo proteine. Proteini so lahko oksidativno modificirani v reakciji s
produkti lipidne peroksidacije (Costa in Moradas-Ferreira, 2001). Oksidacija proteinov
vodi k nastanku oksidiranih aminokislin in spremenjene stranske verige aminokislin, ki
vsebujejo reaktivne karbonile. Rezultat oksidacije proteinov je izguba katalitiCne
aktivnosti, poveCana denaturacija in proteoliza. Vodikov peroksid je Sibek oksidant.
Inaktivira nekatere encime z oksidacijo tiolnih skupin cisteina v aktivnem mestu. Zaradi
tega se tvorijo disulfidi med cisteinom v proteinu in tiolno skupino glutationa, cisteina ter
y-glutamilcisteina. Proteini, ki vsebujejo oksidiran cistein so reaktivirani z detiolacijo
preko redukcije glutationa, glutaredoksina, tioredoksina ali z disulfidno izomerazo.
Vodikov peroksid oksidira tudi metionin v metionin sulfoksid oz. sulfon. Metionin
sulfoksid reduktaza lahko popravi Sibko oksidirane proteine z redukcijo metionin
sulfoksida v metionin. Hidroksilni radikal, ki nastane z redukcijo vodikovega peroksida
(Fentonova reakcija), je odgovoren za vecino oksidativnih poskodb. Oksidacija
aminokislin v karbonile je ireverzibilna (npr. v proteinu gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza). Ti proteini se odstranijo s proteolizo (Dean in sod., 1997; Costa in

Moradas-Ferreira, 2001).

2.2.2.2 Oksidativne posSkodbe lipidov

Oksidacija polinenasi¢enih mascobnih kislin (PUFA) je avtokataliticen proces v katerem
nastajajo mascobni hidroperoksidi. Kvasovka S. cerevisiae ne more sintetizirati PUFA, te
so prevzete iz okolja in vstavljene v membrano. Lipidna peroksidacija je omejena z
prisotnostjo PUFA v membrani. Nastali mascobni hidroperoksidi se nato fragmentirajo in
tvorijo epokside, aldehide in alkane, ki so lahko zelo reaktivni. Poskodujejo DNA in
proteine (Costa in Moradas-Ferreira, 2001). Eden od produktov fragmentacije maS¢obnega
hidroperoksida, 4-hydroxy-2-nonenal, inhibira celi¢no rast (pri Go/G;). Za ponovno rast je

potrebna povisana sinteza glutationa (Wonisch in sod., 1997; Turton in sod., 1997).



Koli¢ R. Vpliv rastlinskih izvle¢kov na oksidativni metabolizem kvasovke Saccharomyces cerevisiae.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2009

Lipidna peroksidacija s tvorbo krajSih verig maSCobnih kislin poslabSa strukturno
integriteto membran in poveca njihovo fluidnost (Halliwell in Gutteridge, 2000; Marnett,

1999; Do in sod., 1996; Moradas-Ferreira in sod., 1996).

2.2.3 Obrambni sistemi pred ROS

Obrambo pred ROS predstavljajo antioksidativni sistemi — encimi, nizko molekularni
antioksidanti, odstranjevalci redoks kovin, popravljalni sistemi. Nekateri sistemi so
konstantno prisotni, nekateri pa inducirani. Za uspes$no spopadanje z ROS kvasovka
uporablja razli¢ne regulatorne molekule, senzorje zaznavanja ROS ter dvokomponentne

sisteme signaliziranja (Santoro in Thiele, 1997).

2.2.3.1 Encimski obrambni sistemi pred ROS

Encimi, ki sodelujejo pri obrambi pred ROS so superoksid dismutaza (SOD), katalaza,
glutation peroksidaza (reducira H,0,), glutation reduktaza, tioredoksin reduktaza, citokrom
¢ peroksidaza (reducira H,0,), glukoza-6-fosfat dehidrogenaza (sinteza NADPH v ciklu
pentoze-5-fosfata). Katalaza A razgradi vodikov peroksid v citoplazmi, katalaza T pa
deluje na vodikov peroksid v peroksisomu. Aktivnost katalaze ponazarja enacba 4.
Peroksidaza potrebuje za svoje delovanje Se reducent, ponavadi NADH (enacba 5).
Cu/Zn SOD uni¢i superoksidni anion v citoplazmi, Mn SOD pa v mitohondriju.
Superoksid dismutaza zdruzi dve molekuli superoksida. Pri tem nastane vodikov peroksid
in molekula kisika (enacba 6). SOD skupaj s katalazo omogoca pretvorbo superoksida do
kisika (enacba 7) (Moradas-Ferreira in sod., 1996; Jamieson, 1998; Sigler in sod., 1999;
Walker, 1998; Madigan in sod., 2003).

H,0; + H,0, = 2 H,0 + 0, .. (4
H,0,+NADH + H" > 2 H,0 + NAD" .. (5
0, + 0, +2H" > H,0, + 0, ... (6)
4 0, +4H" > 2H,0 + 30, .. (7

2.2.3.2 Neencimski obrambni sistemi pred ROS

Sem sodijo glutation, tioredoksin, metalotionini, poliamini in vitamini. Glutation

odstranjuje hidroksilni radikal in singlet kisik, reducira disulfidna mosticke v proteinih ter
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regenerira druge antioksidante. Tioredoksin reducira disulfidne mosticke v proteinih.
Metalotionini §¢itijo celico pred reduciranimi oblikami kovin. Poliamini in vitamini

za8Citijo lipide pred oksidacijo (Moradas-Ferreira in sod., 1996; Sigler in sod., 1999;
Walker, 1998).

2.2.4 Metode detekcije ROS

Detekcija ROS je mogoca z direktnimi in indirektnimi metodami. Direktna detekcija ROS
v bioloskih vzorcih je zelo zahtevna zaradi visoko reaktivnih molekul, ki so zelo
nestabilne. Najpogosteje se uporabljajo indirektne metode spremljanja sprememb v celici
in nastajanja produktov oksidacije s pomoc¢jo kemiluminiscence ali s fluorescenco ter
merjenje encimske in neencimske antioksidativne aktivnosti (Wheeler in sod., 1990;

Holmgren in sod., 1995; Jamnik in Raspor, 2003; Akerboom in Sies, 1981).

2.2.4.1 Detekcija poskodb proteinov

Kopicenje oksidiranih proteinov najpogosteje detektiramo s karbonilnim testom (Stadtman
in sod., 1992; Stadtman in Oliver, 1991). To je spektrofotometri¢na metoda, ki dokazuje
pojav karbonilnih skupin na proteinih in kvantitativno dolofa oksidativne poskodbe
proteinov z 2,4-dinitrofenilhidrazinom (DNPH) (Levine in sod., 1994; Burcham in Kuhan,
1996; Adams in sod., 2001). Karbonile lahko detektiramo tudi z merjenjem protiteles na
DNPH z imunoblot analizo (Nakamura in Goto, 1996; Shacter in sod., 1994).

2.2.4.2 Detekcija lipidne peroksidacije

Znani so Stevilni analiti¢ni testi za dolocanje lipidne peroksidacije. In sicer, fluorometrija,
spektrofotometrija, plinska kromatografija, HPLC, plinsko-teko€inska kromatografija,
spektrofotometri¢no dolocanje malondialdehida (MDA) z ali brez tiobarbituri¢ne kisline
(TBA) (Wilson in sod., 1997).

Najbolj pogosto se uporablja dolo¢anje MDA z TBA. Metoda je zelo preprosta, ima pa tudi
zelo visoko obcutljivost. Pomanjkljivost metode je nizka specifi¢nost (Wilson in sod.,
1997). Pri metodi je bistvena reakcija med MDA in TBA, pri cemer nastane MDA(TBA),,

rdece obarvan produkt z maksimalno absorbanco pri 532 nm (Li in sod., 2004). Vsebnost
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TBA lahko dolo¢imo z merjenjem fluorescence pri 555 nm (valovna dolzina vzbujanja je

Ay= 515 nm, valovna dolZina emisije je A= 555 nm) (Nguyen-nhu in Knoops, 2002).

2.3 RASTLINSKI IZVLECKI

2.3.1 Uporaba rastlinskih izvle¢kov

Rastline sintetizirajo veliko razlicnih, kompleksnih molekul, ki nimajo neposrednega
vpliva na rast ali metabolno aktivnost. To so t.i. sekundarni metaboliti. Rastlinske
sekundarne metabolite imenujemo fitokemikalije. Fitokemikalije so biolosko aktivne
rastlinske spojine, ki lahko z antioksidativnim delovanjem preprecijo bolezni (Halliwell in
Gutteridge, 1992; Farombi in sod., 1998). Antioksidanti $¢itijo druge molekule pred
oksidacijo, ko so izpostavljeni prostim radikalom in ROS, ki so vzrok razli¢nih bolezni ter
kvaru zivil (Halliwell in Gutteridge, 1992; Farombi, 2000; Koleva in sod., 2000).

Rastline ze stoletja uporabljamo tudi v medicinske namene. Zdravilne uc¢inkovine rastline
predstavljajo fitokemikalije, npr. alkaloidi, tanini, flavonoidi in fenolne spojine

(Hill, 1952).
2.3.2 Antioksidativno delovanje rastlinskih izvle¢kov

Antioksidativne lastnosti imajo Stevilne rastline, ki se v prehrani uporabljajo kot za¢imbe.
Primeri teh rastlin so origano, zajbelj, Cesen, timijan, nageljnova Zbica ter rozmarin
(Dorman in Deans, 2000; Hammer in sod., 1999). Te rastline lahko izkoris§¢amo kot
dodatke antioksidantov v prehrambenih dietah, predvsem pri pripravi jedi z nizko hranilno
vrednostjo (Mata in sod., 2007).

Rastlinske izvlecke z antioksidativnimi lastnostmi pogosto uporabljajo v procesirani hrani,
ker preprecujejo oksidacijo mascob ali olj s strani ROS. Lipidna oksidacija lahko povzroci
spremembe v barvi, vonju in aromi hrane, s ¢imer se zmanjSa kvaliteta hrane (Wada in
sod., 2004). Primer uporabe rastlinskih izvleCkov je aplikacija antimikrobnih in/ali
antioksidativnih spojin na embalazo z namenov vzdrzevanja visokih koncentracij
preservativov na povrsini hrane (Oussallah in sod., 2004; Siragusain sod., 1999).
Esencialna olja rastlin, ki imajo najvecje protimikrobno in antioksidativno delovanje,
vsebujejo visje koncentracije fenolnih spojin, kot so carvacrol, eugenol (2-methoxy-4-(2-

propenyl)phenol) in timol. Te spojine delujejo na citoplazemsko membrano, in sicer

10
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ovirajo protonski gradient, tok elektronov, aktivni transport in/ali koagulacijo celicne

vsebine (Burt, 2004).

2.3.3 Antioksidativno delovanje roZmarina (Rosmarinus officinalis L.)

RoZmarin (slika 2) ima moéne antioksidativne lastnosti. Ze stoletja ga uporabljajo tako v
kulinariki kot tudi v medicini. Stevilni raziskovalci so poro¢ali o njegovi antioksidativni
lastnosti (Chang in sod., 1977; Frankel in sod., 1996), ki jo imajo fenolni diterpeni
(karnozolna kislina, karnozol, rozmanol in epi- ter izo-rozmanol) in flavonoidi (Tada,
2000; Wada in sod., 2004). Karnozolna kislina (slika 3) in karnozol (slika 4) sta priznana

kot najpomembne;jsi spojini z antioksidativnim delovanjem (Ibanez in sod., 2003).

Slika 2: Rozmarin

Izvlecek rozmarina deluje v obliki kaskadnega ucinka. Karnozolna kislina nevtralizira
prosti radikal in se pretvori v karnozol, ki lahko nevtralizira naslednji prosti radikal.
Kaskada delovanja se nadaljuje preko rozmanola in gladozola in tako nevtralizira Stevilne
proste radikale brez regeneriranja izhodne molekule (primer vitamina E). Vitamin E se
mora po uni¢enju prostega radikala regenerirati preden lahko uni¢i naslednji prosti radikal.
Zanimivo je dejstvo, da v nekaterih primerih rozmarin lahko pomaga pri regeneraciji

vitamina E (Masuda in sod., 2001).

11
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Slika 3: Strukturna formula karnozolne kisline (Masuda in sod., 2001)

OH  CH,

HO
CH

H,C 3

Slika 4: Strukturna formula karnozola (Masuda in sod., 2001)

Dokazani so bili tudi drugi pozitivni u¢inki rozmarina, npr. zmanjs$evanje hepatotoksi¢nosti
(Fahim in sod., 1999; Sotelo-Felix in sod., 2002), antihiperglikemi¢no (Al-Hader in sod.,
1994) in antiulcerogeni¢no delovanje (Dias in sod., 2000) ter protiglivno in protimikrobno

delovanje (Angioni in sod., 2004).
2.3.4 Sistemi antioksidativnega delovanja izvleCkov roZmarina

Primarni mehanizem vkljucuje zajetje in stabilizacijo oksidantov. Antioksidacijski proces
poteka v dveh fazah:

1. Faza zajetja radikala

S-00"+ AH <> S-OOH + A’ .. (8)

2. Faza unicenja radikala
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A’ — spojine, ki niso radikali npr. A-A in Aox ...(9)

(S — oksidacijski substrat; AH — antioksidant; A" — radikal antioksidanta; A-A — dimer A in
Aox — oksidiran A)

Prva faza je reverzibilni proces (enacba 8), druga pa nereverzibilni proces (enacba 9) in
mora tvoriti stabilno spojino (unicenje radikala) (Masuda in sod., 2001).

Karnozolna kislina in sorodni diterpeni kot sta karnozol in rozmanol so znani po visoki
antioksidativni aktivnosti (Inatani in sod., 1983). Karnozolna kislina ima tipicno o-
difenolno strukturo, zato se lahko oksidira. Vecina difenolnih spojin ima antioksidativno
aktivnost (Shahidi in Janitha, 1992).

Antioksidativni mehanizem karnozolne kisline so sprva razlagali kot kaskado reakcij —
transformacij karnozolne kisline do karnozola, karnozola do rozmanola ter rozmanola do
gladozola (slika 5) (Richheimer in sod., 1999; Masuda in sod., 2001). Slika 6 prikazuje nov
predlagan mehanizem kinona karnozolne kisline. Kinon karnozolne kisline je neaktiven v
reakcijah z radikali, vendar zelo nestabilen v raztopini. V raztopini se pretvori po dveh
poteh. Prva pot je izomerizacija do laktonskih derivatov — karnozola. Druga reakcija je
spontana redoks reakcija, ki tvori karnozolno kislino oz. rozmanol, odvisno od lastnosti
topila. Kinon karnozolne kisline torej lahko tvori zelo antioksidativno aktivno karnozolno
kislino, ta pa Se dodatno prispeva k antioksidativnosti raztopine. Sintetizirana karnozol in
rozmanol pa Se dodatno prispevata k antioksidativni aktivnosti raztopine po porabi
karnozolne kisline v naslednjih stopnjah antioksidacije (Masuda in sod., 2002).

prosti radikal

karmozolna kislina oH ‘)

HO
prosti radikal

karnozol Ot -)

HO

HOOC

prosti radikal

H
O
o rozmanol  ox

HO.
[+]

H
o
-H-
o gladozol OH

H

’s

OH
_H.L ]
0

Slika 5: Kaskada reakcij karnozolne kisline (Richheimer in sod., 1999).
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OH
HO
HOOC
antioksidacija
| e—
kamnozolna kislina * kinon karnozolne kisline lakton karnozolne kisline

redoks reakcija ——>

*

rozmanol

'L oksidacija redukcija izomerizacija

Slika 6: Antioksidativni mehanizem iz kinona karnozolne kisline. Razli¢ne oblike pus¢ic pomenijo drugacen
tip reakcije, kot je prikazano na dnu slike. Zvezdica (*) oznacuje spojine z antioksidativno aktivnostjo
(Masuda in sod., 2002).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 POTEK DELA

Kvasovka Saccharomyces cerevisiae (ZIM 2155)
3 dni stara, na trdnem gojis¢u YEPD

y

PRIPRAVA INOKULUMA:
Precepljanje S. cerevisiae v 100 mL tekodega gojis¢a YEPD v 500 mL erlenmajerici s stransko roko.
Kultivacija na stresalniku pri 28°C, 200 obr/min
Spremljanje rasti z merjenjem opticne gostote (OD) do pozne eksponentne faze (OD=L,6).

A 4
PRIPRAVA BIOPROCESNE BROZGE:
Inokulacija 10 vol % (45 mL) inokuluma v 405 mL tekocega gojis¢a YEPD v 1000 mL erlenmajerici s stransko roko.
Kultivacija na stresalniku pri 28°C, 200 obr/min
Spremljanje rasti z merjenjem OD do stacionarne faze (OD=1,65).

A A\ 4
PRIPRAVA VZORCEV: STETJE CELIC:
Centrifugiranje 100 mL brozge v 50 mL centrifugirkah - 3 min pri 4000 10x redcitev v fizioloski raztopini
obr/min. < (9 mL fizioloske raztopine + 1 mL
Spiranje s fosfatnim pufrom. brozge)

Dodajanje ustrezne koli¢ine P-pufra (250 mL) do koncentracije celic
1-10® celic/mL.

A

IZPOSTAVITEV VZORCEV IZVLECKU ROZMARINA:
Izpostavitev 50 mL suspenzije vzorca v 150 mL erlenmajerici s stransko roko (1x kontrola, 2x izvlecki) z razli¢nimi
koncentracijami izvlecka rozmarina.
Inkubacija na stresalniku pri 28°C, 200 obr/min za 1 uro.

\ 4

IZPOSTAVITEV VZORCEV MENADIONU:
Inkubacija na stresalniku pri 28°C, 200 obr/min za 15 min.

\ 4 v v
DOLOCANIE OKSIDATIVNIH DOLOCANJE OKSIDATIVNIH PREVERJANJE ZIVOSTI
POSKODB PROTEINOV POSKODB LIPIDOV

Slika 7: Hodogram poskusa
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3.2 MATERIALI

3.2.1 Mikroorganizem

Uporabili smo kvasovko Saccharomyces cerevisiae — ZIM 2155 iz Zbirke industrijskih
mikroorganizmov (ZIM) Katedre za biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost zivil

Biotehniske fakultete, Univerze v Ljubljani.

Kvasovko smo hranili na petrijevih plos¢ah s trdnim YEPD gojis¢em v inkubatorju pri

28 °C. Za poskus smo uporabljali 3 dni staro kulturo.

3.2.2 Gojisce in raztopine

Gojisce YEPD:
Preglednica 1: Sestava tekocega gojis¢a YEPD (Atlas, 1993)
Sestavina Masa (g)
glukoza (Kemika) 20
pepton (Biolife) 20
kvasni ekstrakt (Biolife) 10
dH,O 1000 mL

Tekoce YEPD gojisce smo uporabili za aerobno submerzno namnoZevanje kvasne biomase
na stresalniku. GojiS¢e smo sterilizirali 20 min pri temperaturi 120 °C in tlaku 1,1 bar. Po
sterilizaciji smo gojis¢e ohladili in ga uporabili za namnoZevanje aerobne submerzne
kultivacije. Pri pripravi trdnega gojis¢a YEPD, za hranjenje in precepljanje kulture
kvasovk, smo dodali Se 20 g/L bioloskega agarja (Biolife). Po sterilizaciji smo gojisce

ohladili in ga asepti¢no razlili v petrijeve plosce.

FizioloSka raztopina:

e 8,5 % NaCl (Merck)

Kalij-fosfatni pufer (pH = 7,0):
e 50 mM K,;HPO4 (Merck)
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e 50 mM KH,PO4 (Merck)

Pufer 10x PBS (pH =7,2):
Preglednica 2: Sestava pufra 10x PBS

Sestavina Masa (g)

Na,HPOy (brezvodni) (Merck) 10,9

NaH,POj, (brezvodni) (Merck) 3,2

NaCl (Merck) 90

dH,O 1000 mL

Natrij-kalijev fosfatni pufer (pH = 7,0):

Preglednica 3: Sestava natrij-kalijevega pufra

Sestavina Koncentracija (mM)
Na,HPO4 (Merck) 50
KH2PO4 (Merck) 50
EDTA (Kemika) 0,1
Raztopina HCI:

e 2 M HCI (Merck)

Raztopina 2,4-dinitrofenilhidrazin:

e 10 mM 2,4-dinitrofenilhidrazin (Merck) v 2 M HCI (Merck)

Raztopina TCA:
e 20% (m/v) TCA (Merck)

Kalij-fosfatni pufer (pH = 2,3):
e 2 mM KH,PO,4 (Merck)
e 2 mM K,HPO4 (Merck)

e korekcija pH s 3-fluoroocetno kislino
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Raztopina gvanidijevega klorida:

e 6 M raztopina gvanidijevega klorida (GC) v 2 mM kalij-fosfatnem pufru

Raztopina etanol-etil acetat (1:1):
e ctanol (Merck)

e ctilacetat (Merck)

3.2.3 Reagenti in barvila

Bradfordov reagent (Bio Rad Protein Assay)

Inhibitor celi¢nih proteaz (Roche Diagnostic GMBN)

Reagent za dolocanje lipidne peroksidacije:

Preglednica 4: Reagent za dolocanje lipidne peroksidacije

Sestavina Masa (g)

TCA (Merck) 15

TBA (Sigma — Aldrich) 0,37

BHT (Sigma — Aldrich) 0,01

HCI (Merck) 25mL 1M
dH,O 1000 mL
Menadion 2mM (Sigma)

Komplet: LIVE/DEAD ®F unga LightTM Yeast Viability Kit (Molecular Probes)
- barvilo SYTO® 9: 3,34 mM, raztopina v DMSO
- barvilo propidijev jodid: 20 mM, raztopina v DMSO
- Komplet smo hranili pri T=- 20 °C.

Protipenilec (Carl Becker Chemie)
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3.2.4 Rastlinski izvleéek rozmarina

Uporabili smo komercialno pripravljen lipidotopen izvlecek VivOX 70 (Vitiva, Markoveci,
Slovenija)

Pripravili smo 10 % izhodno raztopino z raztapljanjem ustrezne kolicine izvlecka v 96 %
etanolu.

Kon¢ni koncentraciji izvlecka, ki smo ju uporabili pri poskusu sta bili 0,01 g/L in 0,05 g/L.

3.2.5 Oprema in aparature

3.2.5.1 Steklovina in potro$ni material:

centrifugirke (1,5 mL, 2 mL, 12 mL, 50 mL)

- cepilne zanke (Bioster)

- cirkonij- kremenceve kroglice (premer 0,5 mm; Biospec Products)

- CaSe

- infuzijske steklenice za 50 mL, 150 mL, 500 mL

- kovinske Zlicke

- merilne bucke

- merilni valji

- 96-mestne mikrotiterske plos¢ice za merjenje absorbance in fluorescence (Nunc)
- UV-STAR® 96- mestne mikrotiterske plo¢ice za merjenje absorbance (Greiner)
- nastavki za pipeto

- parafilm

- petrijeve plosce (Golias)

- sterilni membranski filtri s premerom por 0,45 um (Sartorius)

- Stevna ploscica Biirker-Tiirk (Brand)

- 500 mL erlenmajerice s stransko roko (Shott Duran in Borosilicate)

- 1000 mL erlenmajerice s stransko roko (Shott Duran)

3.2.5.2 Aparature:

- avtoklav (Sutjeska)
- avtomatske pipete (Gilson)

- brezprasna komora (Iskra PIO SMBC 122)
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- centrifuge (Eppendorf 5415C, Tehtnica Zelezniki Centric 322A)
- Citalec mikrotiterskih plos¢ Safire II (Tecan)

- digestorij

- hladilnik (LTH)

- inkubator (I-50 VPC, Kambic)

- magnetno mesalo (Tehtnica Zelezniki 550 M)

- magnetki

- mikroskop (Leica ATC 2000)

- naprava za filtriranje (Sartorius)

- pH meter (Mettler Toledo)

- rotacijski stresalnik (Tehtnica Zelezniki)

- spektrofotometer za merjenje opticne gostote (Iskra MA 9520)
- susSilnik (Sutjeska)

- tehtnica (Sartorius analytic)

- tehtnica (Sartorius exellence)

- vodna kopel (Labnet International)

- vrtinénik VIBROMIX 104 EV (Tehtnica Zelezniki)

- zamrzovalna omara - 80 °C (Heto)

- zamrzovalna skrinja (Gorenje)

3.2.5.3 Programska oprema

Magellan (Tecan)

3.3 METODE

3.3.1 Priprava inokuluma

Za pripravo inokuluma smo uporabili kvasovko Saccharomyces cerevisiae ZIM 2155.
Kvasovko, ki smo jo tri dni inkubirali na trdem gojis¢u YEPD pri 28 °C, smo s cepilno

zanko precepili v teko¢e gojisc¢e YEPD do opti¢ne gostote ODgs50=0,09.
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3.3.2 Spremljanje rasti z merjenjem opticne gostote (Madigan in sod., 2003)

Rast kvasovke Saccharomyces cerevisiae smo spremljali spektrofotometri¢éno z merjenjem
opti¢ne gostote (OD) pri valovni dolzini 650 nm (ODgsp). Pred vsako meritvijo smo s
pomocjo kontrole (samo gojis¢e YEPD) umerili napravo.

3 dni staro kulturo S. cerevisiae smo iz trdnega gojis¢a YEPD precepili v 100 mL teko¢ega
gojis¢a YEPD do OD 0,2 ter dodali protipenilec.

Inkubacija kvasovke je potekala na stresalniku pri 28 °C in 200 obr/min.

Nato smo vsake dve uri zmerili ODgs (zadnja meritev je bila izvedena po 14 h).

Delali smo v dveh paralelkah.

3.3.3 Stetje celic s hemocitometrom (Madigan in sod., 2003)

Stetje celic smo izvedli, ko je bila kultura v stacionarni fazi. 1 mL brozge smo dodali 9 mL
fizioloske raztopine in premesali z elektricnim mesalom. Eno kapljico smo dali na Biirker
—Tirkov hemocitometer, presteli celice v treh razlicnih pravokotnikih ter izracunali
povprecje celic.

Izracun skupnega Stevila celic:

St. vseh celic/mL=X R -f

X - povprecno §t. prestetih celic; R — red¢itveni faktor; f — faktor Stevne ploscice, odvisen

od obmogja Stetja (f=1-10°)
3.3.4 Potek poskusa

Za izvedbo poskusa smo s predposkusi dolocili optimalni ¢as izpostavitve celic izvlecku
rozmarina, koncentracijo in optimalni ¢as izpostavitve menadiona.
100 mL kulture v stacionarni fazi smo najprej centrifugirali 3 minute pri 4000 obr/min,
odstranili supernatant ter sprali s kalijevim fosfatnim pufrom. Celice smo nato
resuspendirali v kalijevem fosfatnem pufru do koncentracije 1-10® celic/mL.

e Brez izvlecka roZzmarina — negativna kontrola

50 mL resuspendiranih celic smo inkubirali na stresalniku 1 h in 15 minut pri 200 obr/min.
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e ZizvleCkom rozmarina
50 mL resuspendiranim celicam smo dodali izvle¢ek rozmarina (0,01 g/L in 0,05 g/L) ter
inkubirali na stresalniku 1 h in 15 minut pri 200 obr/min.

e 7 menadionom — pozitivna kontrola
50 mL resuspendiranih celic smo inkubirali na stresalniku 1 h pri 200 obr/min. Celicam
smo nato dodali menadion in inkubirali 15 minut pri 200 obr/min.

e 7 izvleCkom rozmarina in z menadionom
50 mL resuspendiranim celicam smo dodali izvlecek rozmarina (0,01 g/L in 0,05 g/L) ter
inkubirali na stresalniku 1 h pri 200 obr/min. Celicam smo nato dodali menadion in
inkubirali 15 minut pri 200 obr/min.
Optimalen c¢as inkubacije (1 h in 15 min) je bil doloen na podlagi rezultatov

predposkusov.

3.3.5 Preverjanje Zivosti

Zivost celic smo preverjali s pomoéjo komercialnega kompleta, ki vsebuje fluorescentni
barvili SYTO® 9 in propidijev jodid (PJ). Barvili se razlikujeta po valovni dolZini
fluorescence in zmoznostjo vstopa v celico. SYTO® 9 obarva vse kvasne celice, celice s
poskodovano in nepoSkodovano membrano. V nasprotju, PJ vstopa v celice, ki imajo
poskodovano membrano, kar povzro¢i znizanje fluorescence barvila SYTO® 9 zaradi ti.
fluorescencnega prenosa resonancne energije (angl. FRET). Z meSanico barvil se celice z
nepoSkodovano membrano obarvajo fluorescenéno zeleno, celice s poskodovano

membrano pa fluorescen¢no rdece (Haugland, 2008; Zhang in Fang, 2004).

Po inkubaciji smo 1 mL suspenzije centrifugirali 3 minute pri 11000 x g, odstranili
supernatant, sprali z 1x PBS in ponovno resuspendirali v 1x PBS. Enemu mililitru
suspenzije celic s koncentracijo 1-10° celic/mL smo dodali barvili, 1 pl SYTO® 9 in 1 pl
PJ. Suspenzijo smo inkubirali 20 minut v temi pri 37 °C. Po inkubaciji smo izmerili
fluorescenco s analizatorjem mikrotiterskih ploS¢ Safire II. Izmerili smo fluorescenco
barvila SYTO® 9 z valovno dolzino vzbujanja 488 nm (£15 nm), emisije pa 530 nm

(+15nm).
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3.3.6 Dolocanje suhe biomase (Pas in sod., 2004)

Po inkubaciji smo 8 mL brozge centrifugirali 3 minute pri 4000 obr/min, sprali z
destilirano vodo ter ponovno centrifugirali. Pelet smo susili v peci pri 105 °C 2,5 h. Po
suSenju smo zmerili suho biomaso za analitsko tehtnico. Vrednost suhe biomase smo

uporabili za normalizacijo rezultatov karbonilov in lipidne peroksidacije.

3.3.7 Doloc¢anje oksidativnih poSkodb proteinov

Postopek dolocanja oksidativnih poskodb proteinov vkljucuje pripravo celi¢nega ekstrakta,

ter dolo¢anje karbonilov, ki so jih opisali Levine in sod. (1994) ter Adams in sod. (2001).

3.3.7.1 Priprava vzorcev - lizata za analizo proteinov

Po poteku poskusa smo 12,5 mL suspenzije centrifugirali 3 minute pri 4000 obr/min, sprali
z 50 mM NaK fosfatnim pufrom ter ponovno centrifugirali. Pelet smo shranili pri -80 °C.
Pred analizo smo vzorce odtajali na ledu pri 4 °C in jih ves Cas obdelave hranili na ledu.
Polovico tabletke z inhibitorjem proteaz smo raztopili v 5 mL NaK fosfatnega pufra.

Peletu smo dodali 500 ul NaK fosfatnega pufra z inhibitorjem proteaz in resuspendirali s
pipeto. Suspenziji smo dodali cirkonij-kremenceve kroglice (pelet:kroglice = 1:1) ter
mesali z elektricnim meSalom 5x po eno minuto. Suspenzijo smo nato centrifugirali 15 min
pri 14000 obr/min in 4 °C.

Supernatant — lizat smo prenesli sterilno mikrocentrifugirko.

3.3.7.2 Dolocanje karbonilov

Karbonile smo dolocali s spektrofotometri¢no metodo ti. karbonilnim testom, ki dokazuje
pojav karbonilnih skupin na proteinih in kvantitativno dolofa oksidativne poskodbe
proteinov z 2,4-dinitrofenilhidrazinom (DNPH) z merjenjem absorbance pri valovni

dolzini 360 nm (Levine in sod., 1994; Burcham in Kuhan, 1996; Adams in sod., 2001).

300 pl lizata smo dodali 300 pl 20 % TCA in inkubirali 10 minut pri 4 °C (na ledu).
Suspenzijo smo centrifugirali 3 minute pri 11000 x g. Supernatant smo odstranili, pelet pa
resuspendirali v 0,5 mL 10 mM DNPH. Suspenzijo smo rahlo mesali z elektricnim

mesSalom (pribl. 1000 obr/min) eno uro pri sobni temperaturi. Suspenziji smo nato dodali
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0,5 mL 20 % TCA, centrifugirali 3 minute pri 11000 x g. Supernatant smo odstranili, pelet
pa resuspendirali v 1 mL raztopine etanol - etil acetata. Suspenzijo smo pustili mirovati 10
minut na sobni temperaturi. Zatem smo jo centrifugirali 5 minut pri 11000 x g ter odstranili
supernatant. Postopek spiranja z etanol - etil acetatom smo ponovili trikrat.

Pelet smo resuspendirali v 1 mL 6 M GC in inkubirali 30 minut pri 37 °C. Suspenzijo smo
centrifugirali 3 minute pri 6000 obr/min. Absorbanco supernatanta smo zmerili pri 360 nm.
Slepi vzorec je predstavljal 6 M GC.

Vsebnost karbonilov smo izrazili kot absorbanca na miligram suhe snovi (A/ss).

3.3.8 Dolocanje oksidativnih poSkodb lipidov

Oksidativne poskodbe lipidov smo dolocili z TBA metodo, ki smo jo povzeli po Ortega-
Villasante in sod. (2005). Lipidni hidroperoksidi ob prisotnosti kisline razpadejo do
malondialdehidov, ki reagirajo z tiobarbiturno kislino (TBA) ter tvorijo rde¢ kromogen.
Metoda je obcutljiva vendar nespecificna (Niki, 2000). Vsebnost TBA smo dolocili z
merjenjem fluorescence pri 555 nm (valovna dolZina vzbujanja je A, =515 nm, valovna

dolzina emisije je A= 555 nm) (Nguyen-nhu in Knoops, 2002).

Po poteku poskusa z izvleCkom roZzmarina in menadionom smo 12,5 mL suspenzije
centrifugirali 3 minute pri 4000 obr/min, sprali z 50 mM NaK fosfatnim pufrom ter
ponovno centrifugirali. Pelet smo shranili pri -80 °C.

Pred analizo smo vzorce odtajali na ledu pri 4 °C. Odtajano biomaso smo resuspendirali v
500 pl reagenta za dolocanje lipidne peroksidacije, dodali cirkonij-kremenceve kroglice ter
mesali z elektricnim mesalom 5x po eno minuto. Vzorce smo nato inkubirali 30 min pri
90 °C. Po inkubaciji smo vzorce ohladili na ledu, dodali butanol v razmerju 1:2,
centrifugirali 10 minut pri 14000 obr/min ter zmerili fluorescenco supernatanta pri 555 nm
(valovna dolZina vzbujanja je A, = 515 nm, valovna dolzina emisije je A.= 555 nm).

Vsebnost MDA smo izrazili kot fluorescenca na miligram suhe snovi (F/ss)

3.3.9 Statisticna obdelava podatkov

Rezultate dolocanja Zivosti, karbonilov in malondialdehidov smo pripravili in uredili z
racunalniSkim programom Microsoft Excel. Tako urejene podatke smo statisticno

analizirali z raCunalniSkim programom SAS (SAS Software. Version 8.01, 1999) s
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proceduro GLM (angl. General Linear Models). Pri¢akovane povprecne vrednosti so bile
izraCunane z uporabo testa mnogoterih primerjav (Duncanov test) in so primerjane pri 5 %

tveganju.
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4 REZULTATI

V hipotezi trdimo, da izvlecek rozmarina vpliva na Zivost, kultivabilnost in znotrajceli¢no
oksidacijo Saccharomyces cerevisiae.

Preverili smo vpliv predhodne izpostavitve celic Saccharomyces cerevisiae izvlecku
rozmarina in naknadne izpostavitve induktorju reaktivnih kisikovih zvrsti na Zivost ter
oksidativne poSkodbe proteinov in lipidov. Glede kultivabilnosti smo se odlocili, da je ne
bomo spremljali, ker smo z metodo merjenja zivosti, ki temelji na podlagi spremljanja
integritete celicnih membran, dobili dovolj informacij o delovanju izvlecka na celicni

ravni.

Nase rezultate smo pridobili v raziskavah na Katedri za biotehnologijo, mikrobiologijo in

varnost zivil med 23.2.2007 in 4.12.2007.

4.1 SPREMLJANIJE RASTI KVASOVKE

4.1.1 Inokulum

Rast kvasovke Saccharomyces cerevisiae ZIM 2155 smo spremljali z merjenjem opti¢ne

gostote (ODgsg) do stacionarne faze (Slika 8). Inkubacija je potekala v tekoem gojiscu

YEPD na stresalniku pri 200 obr/min in 28 °C.
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Slika 8: Rastna krivulja kvasovke S. cerevisiae ZIM 2155, pridobljena s spremljanjem opti¢ne gostote
(ODgs9) med 25 urnim aerobnim submerznim namnozevanjem na stresalniku (T=28 °C, 200 obr/min) v
tekoCem gojis¢u YEPD. Rezultati so podani kot povpreéje dveh neodvisnih poskusov in dveh ponovitvah +
SD.

Na podlagi rastne krivulje smo doloc¢ili pozno eksponentno fazo za inokulum, ki je bila pri
vrednosti 1,65. V pozni eksponentni fazi je visoka koncentracija celic z visoko metabolno

aktivnostjo.

4.1.2 Bioproces

Za bioproces smo uporabili inokulum kvasovk v pozni eksponentni fazi rasti. Rast
kvasovke smo spremljali z merjenjem opticne gostote (ODgsg) do stacionarne faze

(slika 9). Kultivacija je potekala na stresalniku pri 200 obr/min in 28 °C.
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Slika 9: Rastna krivulja kvasovke S. cerevisiae ZIM 2155, pridobljena s spremljanjem opti¢ne gostote
(ODgso) med 9 urnim aerobnim submerznim namnoZevanjem na stresalniku (T=28 °C, 200 obr/min) v
tekoCem gojis¢u YEPD. Rezultati so podani kot povpreéje dveh neodvisnih poskusov in dveh ponovitvah +
SD.

Na podlagi rastne krivulje smo doloc¢ili zaCetek stacionarne faze za bioproces, ki je bila pri
vrednosti 1,65 (slika 9), ter celice kvasovk nato po spiranju s fosfatnim pufrom izpostavili

izvle¢ku rozmarina.

4.2 DOLOCANIJE ZIVOSTI:

4.2.1 Dolocanje Zivosti celic v prisotnosti in odsotnosti izvlecka roZmarina

Kvasovko S. cerevisiae ZIM 2155 smo po namnozevanju v teko¢em gojis¢u YEPD sprali s
kalijevim fosfatnim pufrom (pH = 7,0) ter ponovno resuspendirali v kalijevem fosfatnem
pufru (pH = 7,0) do koné&ne koncentracije celic 1-10° celic/mL. S tem smo izniéili vpliv

gojis¢a na rast oz. prezivetje. Suspenzijo celic kvasovk smo izpostavili dvema razlicnima

28
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koncentracijama izvleCka rozmarina. Nizja koncentracija, 0,01 g/L predstavlja
koncentracijo, ki je pokazala antioksidativno delovanje in-vitro (0,007 g/L). Analize so
opravili na Katedri za kemijo, Oddelek za Zivilstvo, Biotehniska fakulteta. Dodatno smo
naredili poskus s 5x vi§jo koncentracijo. Po enourni in dvourni izpostavitvi izvlecku

rozmarina smo preverjali vpliv izvlecka na Zivost celic.
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Slika 10: Vpliv izvle¢ka rozmarina (0,01 g/L in 0,05 g/L) na preZivetje kvasovke S. cerevisiae ZIM 2155 (v
kalijevem fosfatnem pufru (pH = 7,0), T =28 °C, 200 obr/min) v stacionarni fazi rasti pri dveh razli¢nih
casih glede na kontrolo. Rezultati so podani kot povprecna vrednost dveh neodvisnih poskusov in dveh
ponovitvah + SD. Povprecne vrednosti, ki so ob istem ¢asu merjenja oznacene z razliénim indeksom (a, b, ¢)
se med seboj statisti¢no razlikujejo pri P < 0,05.

S slike 10 je razvidno, da je izvlecek ugodno vplival na celice, saj se je odstotek zivih celic

v prvi uri inkubacije statisticno znacilno povecal pri obeh koncentracijah izvle¢ka za

priblizno 42 odstotkov, kljub temu da so bile celice pred izpostavljanjem v stacionarni fazi.
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Na podlagi teh rezultatov smo se odlocili, da bomo pri glavnem poskusu celice kvasovk

izpostavljali izvlecku roZmarina s koncentracijo 0,01 g/L eno uro.

4.2.2 Dolocanje Zivosti v prisotnosti in odsotnosti menadiona

Kvasovko S. cerevisiae ZIM 2155 smo po namnozevanju v teko¢em gojis¢u YEPD sprali s
kalijevim fosfatnim pufrom (pH = 7,0) ter ponovno resuspendirali v kalijevem fosfatnem
pufru (pH = 7,0) do konéne koncentracije celic 1:10° celic/mL. Kvasovko S. cerevisiae
smo Vv stacionarni fazi rasti (dodatna enourna inkubacija, dolo¢ena v predposkusu, je
potekala v kalijevem fosfatnem pufru (pH = 7,0) pri T= 28 °C in 200 obr/min) izpostavili
2 mM menadionu. Po 15-minutni in 35-minutni izpostavitvi menadionu smo preverjali

vpliv na Zivost celic.
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Slika 11: Vpliv menadiona (2 mM) na prezivetje kvasovke S. cerevisiae ZIM 2155 (v kalijevem fosfatnem
pufru (pH = 7,0), T =28 °C, 200 obr/min) v stacionarni fazi rasti pri dveh razli¢nih ¢asih glede na kontrolo.
Rezultati so podani kot povpre¢na vrednost dveh neodvisnih poskusov in dveh ponovitvah + SD.
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Na sliki 11 je prikazan negativen vpliv menadiona na zivost celic, ki ze po 15-minutni
izpostavitvi zniza zivost celic za priblizno 27 odstotkov v primerjavi z negativno kontrolo.
Po 35-minutni izpostavitvi 2 mM menadionu se nato Zivost zmanjSa vendar za manj kot
odstotek v primerjavi s 15 minutno izpostavitvijo.

Na podlagi teh rezultatov smo se odlocili, da bomo pri glavnem poskusu celice kvasovk

izpostavljali 2 mM menadionu 15 minut.

4.2.3 Dolocanje Zivosti z izvleckom in menadionom

Kvasovko S. cerevisiae ZIM 2155 smo po pomnoZevanju v teko¢em gojis¢u YEPD sprali s
kalijevim fosfatnim pufrom (pH = 7,0) ter ponovno resuspendirali v kalijevem fosfatnem
pufru (pH = 7,0) do konéne koncentracije celic 1-10° celic/mL. S tem smo izni&ili vpliv
gojisc¢a za nadaljnje poskuse izpostavitve z izvleCkom rozmarina in menadionom. Celice
kvasovk S. cerevisiae smo eno uro v kalijevem fosfatnem pufru (pH = 7,0) izpostavljali
izvlecku rozmarina dveh koncentracij (0,01 g/L in 0,05 g/L). Po enourni izpostavitvi
izvleCku rozmarina smo celice kvasovk ponovno sprali s kalijevim fosfatnim pufrom
(pH = 7,0) pred nadaljevanjem poskusa. Kvasovke smo nato 15 minut izpostavljali viru
oksidativnega stresa, menadionu (2 mM). Preverjali smo vpliv izvleCka rozmarina na

zivost celic.
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Slika 12: Vpliv enourne izpostavitve izvleCku rozmarina (0,01 g/L in 0,05 g/L) ter nato $e 15-minutnie
izpostavitve menadionu (2 mM) na prezivetje kvasovke S. cerevisiae ZIM 2155 (v kalijevem fosfatnem pufru
(pH = 7,0), T=28°C, 200 obr/min) v stacionarni fazi rasti glede na kontrolo. Rezultati so podani kot
povpre¢na vrednost dveh neodvisnih poskusov in dveh ponovitvah + SD. Povpreéne vrednosti, ki so ob istem
¢asu merjenja oznacene z razlicnim indeksom (a, b, ¢) se med seboj statisti¢no razlikujejo pri P < 0,05.

Izvlecek rozmarina koncentracije 0,01 g/L je statisticno znacilno pripomogel k prezivetju
kulture in povecanju odstotka zivosti za priblizno 15 odstotkov v primerjavi z negativno
kontrolo ter za priblizno 29 odstotkov v primerjavi s pozitivno kontrolo (slika 12). Izvlecek
rozmarina koncentracije 0,05 g/L je prav tako pripomogel k prezivetju kulture in
povecanju odstotka zivosti, vendar slabse kot nizja koncentracija izvlecka. Rezultata nismo

statisti¢no potrdili.
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4.3 DOLOCANIE MASE SUHE SNOVI
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Slika 13: Dolo¢anje mase suhe snovi v enem mL vzorca kvasovke S. cerevisiae ZIM 2155 (v kalijevem
fosfatnem pufru (pH =7,0), T= 28 °C, 200 obr/min) glede na kontrolo po enourni izpostavitvi izvlecku
rozmarina (0,01 g/L in 0,05 g/L) ter nato Se po 15-minutni izpostavitvi 2 mM menadionu v stacionarni fazi
rasti. Rezultati so podani kot povpre¢na vrednost dveh neodvisnih poskusov in dveh ponovitvah + SD.
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4.4 DOLOCANIJE KARBONILOV
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Slika 14: Doloc¢anje vsebnosti karbonilov na miligram suhe snovi kvasovke S. cerevisiae ZIM 2155 (v
kalijevem fosfatnem pufru (pH = 7,0), T= 28 °C, 200 obr/min) glede na kontrolo po enourni izpostavitvi
izvlecku rozmarina (0,01 g/L in 0,05 g/L) ter nato Se po 15-minutni izpostavitvi 2 mM menadionu v
stacionarni fazi rasti. Rezultati so podani kot povprecna vrednost dveh neodvisnih poskusov in dveh
ponovitvah = SD. Povprecne vrednosti, ki so ob istem Casu merjenja oznacene z razlicnim indeksom (a, b) se
med seboj statisti¢no razlikujejo pri P < 0,05.

Izpostavitev kvasovk izvlecku rozmarina ter nato Se menadionu je povisalo vsebnost
karbonilov v primerjavi z negativno kontrolo in pozitivno kontrolo (slika 14). Vrednosti za
vsebnost karbonilov je bila pri celicah, ki so bile predhodno izpostavljene izvlecku
rozmarina, priblizno 10x visja kot v primerjavi z negativno kontrolo. Rezultat je statisticno

znacilen.
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4.5 DOLOCANJE MALONDIALDEHIDOV

800,00 -
700,00 -
600,00 -
500,00 -
400,00 -

300,00

Fluorescencana mg suhe snovi

200,00 ~

100,00 -

0,00 -

Negativna kontrola VivOX 700,01 g/l inVivOX 700,05 g/l in Pozitivha kontrola
2mM menadion 2 mM menadion 2 mM menadion

Celicni ekstrakti razlicno tretiranih vzorcev kvasovke S. cerevisiae

Slika 15: Dolo¢anje malondialdehidov kvasovke S. cerevisiae ZIM 2155 (v kalijevem fosfatnem pufru
(pH=17,0), T= 28 °C, 200 obr/min) glede na kontrolo po enournem izpostavljanju izvlecku rozmarina
(0,01 g/L in 0,05 g/L) ter nato Se s 15-minutnim izpostavljanjem 2 mM menadionom v stacionarni fazi rasti.
Rezultati so podani kot povprecna vrednost dveh neodvisnih poskusov in dveh ponovitvah + SD. Povprecne
vrednosti, ki so ob istem Casu merjenja oznacene z razlicnim indeksom (a, b) se med seboj statistino
razlikujejo pri P <0,05.

Vsebnost malondialdehidov se ni statisticno znacilno znizala pri celicah, ki so bile
predhodno izpostavljene izvlecku rozmarina in nato $e menadionu v primerjavi s celicami,
ki so bile izpostavljene samo menadionu (slika 15). Visja koncentracija izvlecka (0,05 g/L)
ni statisticno znacilno pripomogla k znizanju lipidne peroksidacije v primerjavi z nizjo

koncentracijo izvlecka (0,01 g/L).
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S RAZPRAVA IN SKLEPI

V skladu z delovno hipotezo, ki pravi da izvleCek rozmarina vpliva na Zivost,
kultivabilnost in znotrajceli¢no oksidacijo Saccharomyces cerevisiae, je bilo v okviru dveh
neodvisnih poskusih in dveh neodvisnih ponovitvah preverjeno ali predhodna izpostavitev
celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae ZIM 2155 izvle¢ku rozmarina in naknadne
izpostavitve induktorju reaktivnih kisikovih zvrsti vpliva na Zivost ter oksidativne
poskodbe proteinov in lipidov. Delovno hipotezo smo delno potrdili. Kultivabilnosti nismo
spremljali, ker smo z metodo merjenja Zivosti, ki temelji na podlagi spremljanja integritete

celiénih membran, dobili dovolj informacij o delovanju izvlecka na celi¢ni ravni.

5.1 RAZPRAVA

Rozmarin sintetizira kompleksne molekule, ki nimajo neposrednega vpliva na rast ali
metabolno aktivnost. To so t.i. fitokemikalije. Ze stoletja ga uporabljajo tako v kulinariki
kot tudi v medicini. Stevilni raziskovalci so poro¢ali o njegovi antioksidativni lastnosti
(Chang in sod., 1977; Frankel in sod., 1996; Halliwell in Gutteridge, 1992; Farombi in
sod., 1998), ki jo imajo fenolni diterpeni (karnozolna kislina, karnozol, rozmanol in epi- ter
izo-rozmanol) in flavonoidi (Tada, 2000; Wada in sod., 2004). Karnozolna kislina in
karnozol sta priznana kot najpomembnejsi spojini z antioksidativnim delovanjem (Ibanez
in sod., 2003). Antioksidanti $¢itijo druge molekule pred oksidacijo, ko so izpostavljeni
ROS, ki so vzrok razlicnim boleznim ter kvaru hrane (Halliwell in Gutteridge, 1992;
Farombi, 2000; Koleva in sod., 2000). Rastlinske izvlecke z antioksidativnimi lastnostmi
pogosto uporabljajo v procesiranih zivilih, ker preprecujejo oksidacijo mascob ali olj s
strani ROS. Lipidna oksidacija lahko povzro¢i spremembe v barvi, vonju in aromi zivil, s
¢imer se zmanjSa kakovost (Wada in sod., 2004). Primer uporabe rastlinskih izvleckov je
aplikacija antimikrobnih in/ali antioksidativnih spojin na embalazo z namenov vzdrzevanja
visokih koncentracij konzervansov na povrsini zivil (Oussallah in sod., 2004; Siragusain
sod., 1999). Te spojine delujejo na citoplazemsko membrano, in sicer ovirajo protonski

gradient, tok elektronov, aktivni transport in/ali koagulacijo celi¢ne vsebine (Burt, 2004).
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5.1.1 Dolocanje Zivosti

Najprej smo zeleli preveriti vpliv izvlecka rozmarina na zivost kvasovke S. cerevisiae ZIM
2155. Po pomnozevanju v tekocem gojis¢u YEPD do stacionarne faze rasti smo kvasovko
sprali s kalijevim fosfatnim pufrom (pH =7,0) ter ponovno resuspendirali v kalijevem
fosfatnem pufru (pH=7,0) do konéne koncentracije celic 1-10° celic/mL. S tem smo
izni€ili vpliv gojisca na rast oz. prezivetje. Suspenziji celic kvasovke smo dodali izvlecek
rozmarina. Nizja koncentracija, 0,01 g/L, predstavlja koncentracijo, ki je pokazala
antioksidativno delovanje v modelnih testih (0,007 g/L) (Katedra za kemijo, oddelek za
zivilstvo, Biotehniska fakulteta). Dodatno smo naredili poskus s 5x vis§jo koncentracijo.
Inkubacija je potekala v fosfatnem pufru pri T = 28 °C in 200 obr/min. Vzor¢ili smo po eni
uri in dveh urah.

S slike 10 je razvidno, da je izvlecek ugodno vplival na zivost celice, saj se je odstotek
zivih celic v prvi uri inkubacije statisticno znacilno povecal pri obeh koncentracijah
izvleCka za priblizno 42 odstotkov v primerjavi s kontrolo, kljub temu da so bile celice
pred izpostavljanjem v stacionarni fazi rasti. IzvleCek je verjetno omogocil porabo
rezervnih snovi za rast oz. je izvleCek deloval kot hranilo celici. Po dveh urah izpostavitve
ni bilo statisticno znaCilnega povecCanja odstotka Zivosti v primerjavi s prvo uro
izpostavitve. Za nadaljnje poskuse smo nato izbrali €as izpostavitve eno uro.

Za pozitivno kontrolo smo izbrali menadion kot generator superoksidnih radikalov in
preverili njegov vpliv na zivost po 15-minutni in po 35-minutni izpostavitvi. Izpostavitev
kvasovke S. cerevisiae ZIM 2155 menadionu je pokazala, da ze 15-minutna izpostavitev
2 mM menadionu negativno vpliva na Zivost celic (slika 11). Zivost celic se je zmanj3ala
za priblizno 27 odstotkov v primerjavi z negativno kontrolo. Za nadaljnje poskuse smo
nato izbrali Cas izpostavitve 15 minut.

V nadaljevanju poskusa smo zeleli preveriti ali predtretiranje celic z izvleCkom rozmarina
zaSciti celico pred nastajanjem oksidativnih poskodb proteinov in lipidov, ki jih povzroca
menadion. Kvasovko smo eno uro inkubirali v prisotnosti izvlecka rozmarina (0,01 g/L in
0,05 g/L) v kalijevem fosfatnem pufru (pH = 7,0) pri 28 °C in 200 obr/min ter nato dodali
2 mM menadion za 15 minut. IzvleCek rozmarina koncentracije 0,01 g/L je statisti¢no
znacilno pripomogel k prezivetju kulture in povecanju odstotka Zivosti za priblizno 15

odstotkov v primerjavi z negativno kontrolo ter za priblizno 29 odstotkov v primerjavi s
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pozitivno kontrolo (slika 12). IzvleCek rozmarina koncentracije 0,05 g/L je prav tako
pripomogel k prezivetju kulture oz. poveCanju odstotka Zivosti, vendar slabse kot nizja

koncentracija izvlecka. Rezultata nismo statisti¢no potrdili.

5.1.2 Dolocanje oksidativnih poskodb proteinov in lipidov

Doloc¢anje karbonilov je potekalo po metodi, ki so jo opisali Levine in sod. (1994) ter
Adams in sod. (2001).

Izpostavitev kvasovk izvleCku rozmarina ter nato Se menadionu je povisalo vsebnosti
karbonilov v primerjavi z negativno kontrolo in pozitivno kontrolo (slika 14). Vrednosti za
vsebnost karbonilov je bila pri celicah, ki so bile izpostavljene izvlecku rozmarina,
priblizno 10x vi§ja kot v primerjavi z negativno kontrolo.

IzvleCek rozmarina ni deloval antioksidativho na proteine in prispeval k povisanju
karbonilov. Predhodna izpostavitev celic izvleCku rozmarina ni zmanjsala poskodb
proteinov oz. vsebnost karbonilov zaradi menadiona, temve¢ smo celo zaznali porast
vsebnosti karbonilov. Izvlecek rozmarina verjetno vsebuje vir kovinskih ionov, ki so
vstopili v Fentonovo ter Haber-Weiss-ovo reakcijo (Hohmann in Mager, 1997; Santoro in
Thiele, 1997). Aminokislinske stranske verige encimov so oksidirane preko razli¢nih
encimskih in neencimskih oksidacijskih sistemov, ki so odvisni od kovinskih ionov. Kot
pri vseh reakcijah oksidaz z meSano funkcijo, je pri oksidacijah proteinov potreben O, ter
donor elektronov (npr. NAD(P)H, askorbat, itd.). Karbonili se v glavnem tvorijo s
kovinami katalizirano oksidacijo, prisotnost askorbata pa dodatno povisa konverzijo
nekaterih aminokislin do karbonilov z redukcijo kovin (npr. Fe** and Cu") (Amici in
sod., 1989; Yen in sod., 1999). Posledica je bila porusena homeostatska regulacija kovin v
celici, nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti ter povisana tvorba karbonilov. V nasem
primeru je verjetno donor elektronov karnozolna kislina iz izvlecka rozmarina, ki je
povzrocila redukcijo kovinskih ionov, le-ti pa so vstopili v Fentonovo reakcijo.

Oksidacija proteinov je mestno specifi¢na reakcija, kjer se Fe*” veZe na vezavno mesto za
kovine na proteinu in reagira z H,O, v Fentonovi reakciji. Pri tem nastane ROS, ki reagira
s stransko verigo aminokislin (prolina, lizina, arginina in histidina), ki je v blizini
vezavnega mesta kovin ter tvori derivat karbonila (Amici in sod., 1989).

Dolocanje vsebnosti malondialdehidov je potekalo po TBA metodi. Vsebnost

malondialdehidov se je znizala vendar ne statisticno znacilno pri celicah, ki so bile
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predhodno izpostavljene izvleCku rozmarina in nato Se menadionu v primerjavi s celicami,
ki so bile izpostavljene samo menadionu (slika 15). Visja koncentracija izvlecka (0,05 g/L)
ni statisticno znacilno pripomogla k znizanju lipidne peroksidacije v primerjavi z nizjo
koncentracijo izvlecka (0,01 g/L).

Predtretiranje celic z izvleCkom rozmarina ni bistveno zmanjsalo lipidno peroksidacijo oz.
vsebnost malondialdehidov. Rezultata nismo statisti¢no potrdili. Zaradi lipidotopne narave
izvlecka lahko sklepamo, da se je delno vgradil v celicno membrano, kjer je neposredno
deloval na lipide v membrani ter s tem delno ohranil integriteto celicne membrane, kar je

verjetno pripomoglo tudi k povisanju Zivosti.

Nasi rezultati antioksidativnega delovanja izvlecka rozmarina na lipide in prooksidativnega
delovanja na proteine se delno ujemajo z rezultati, ki so jih dobili Lund in sod. (2007). V
raziskavi so sicer dokazali, da izvlecek rozmarina inhibira oksidacijo lipidov, ne pa
oksidacijo proteinov govejega mesa.

Kot modelni organizem smo v raziskavi uporabili kvasovko Saccharomyces cerevisiae.
Oksidativne poskodbe proteinov, lipidov, nukleinskih kislin in drugih celi¢nih komponent,
kot tudi obrambni sistemi proti oksidativnemu stresu, so pri mikroorganizmih zelo podobni
vi§jim organizmom na vseh nivojih celicne organizacije. Zato mikroorganizmi
predstavljajo primerne modelne organizme za raziskave razlicnih vidikov oksidativnega

stresa na biokemijskem, molekularno-bioloskem in celi¢nem nivoju (Sigler in sod., 1999).



Koli¢ R. Vpliv rastlinskih izvle€kov na oksidativni metabolizem kvasovke Saccharomyces cerevisiae. 40
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2009

5.2 SKLEPI

Na podlagi raziskovalnega dela lahko podamo naslednje sklepe:

e izvleCek rozmarina ugodno vpliva na prezivetje kvasovke Saccharomyces
cerevisiae v stacionarni fazi rasti,

e predhodna izpostavitev celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae izvle¢ku
rozmarina ni zmanjSalo vsebnosti karbonilov in malondialdehidov, ki jih povzroca

menadion.



Koli¢ R. Vpliv rastlinskih izvle€kov na oksidativni metabolizem kvasovke Saccharomyces cerevisiae. 41
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2009

6 POVZETEK

Oksidativni stres je definiran kot porusenje ravnotezja med tvorbo reaktivnih kisikovih
zvrsti in antioksidanti v celici. Do porusenja ravnotezja pride zaradi izpostavljenosti celic
razlicnim okoljskim stresnim dejavnikom (kot so prisotnost oksidantov, temperaturni Sok,
etanol in kovinski ioni), mutacij v encimih, ki sodelujejo pri obrambi ali zaradi
pomanjkanja antioksidantov. Kvasovke imajo v celicah antioksidativne obrambne sisteme,
ki so v normalnih razmerah dovolj uéinkoviti, da vzdrzujejo koli¢ino ROS na neskodljivi
ravni. Ce ti obrambni sistemi ne zadostujejo oz. odpovejo, se sprozi oksidativni stres. ROS
lahko direktno inaktivirajo proteine, poskodujejo membrane (lipidna peroksidacija
polinenasi¢enih mascobnih kislin) in DNA. Antioksidativne lastnosti imajo Stevilne
rastline, ki se v prehrani uporabljajo kot za¢imbe v procesirani hrani, ker preprecujejo
oksidacijo masScob ali olj s strani ROS. Primeri teh rastlin so origano, zZajbelj, Cesen,
timijan, nageljnova Zbica ter rozmarin. RoZmarin ima mo¢ne antioksidativne lastnosti.
Karnozolna kislina in karnozol v rozmarinu sta priznana kot najpomembnejsi spojini z
antioksidativnim delovanjem. V diplomski nalogi smo zeleli preveriti vpliv izvlecka
rozmarina na oksidativne poSkodbe proteinov in lipidov. V prvem delu poskusa smo
preverjali vpliv na zivost kvasovke v stacionarni fazi rasti ob prisotnosti izvlecka
rozmarina. Suspenziji celic kvasovk smo dodali izvlecek rozmarina (0,01 g/L in 0,05 g/L)
ter inkubirali eno uro pri 28 °C in 200 obr/min. Izvlecek je ugodno vplival na zivost celic,
saj se je odstotek zivih celic v prvi uri inkubacije povecal. V nadaljevanju poskusa smo
zeleli preveriti ali predtretiranje celic z izvleckom roZzmarina zasciti celico pred
nastajanjem oksidativnih poskodb proteinov in lipidov, ki jih povzroca menadion, ki je
generator superoksidnih radikalov. Oksidativne poskodbe proteinov oz. karbonile smo
dolocali s spektrofotometricno metodo ti. karbonilnim testom. Oksidativne poskodbe
lipidov smo dolocili z TBA metodo. Izvlecek ni deloval antioksidativho na proteine in
prispeval k povisanju karbonilov. Izvlecek rozmarina ni deloval antioksidativno na lipide.
Predtretiranje celic z izvleCkom rozmarina ni zmanjsalo lipidne peroksidacije oz. vsebnosti

malondialdehidov.
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PRILOGE

Priloga Al: Spreminjanje opti¢ne gostote (ODgso) S. cerevisiae ZIM 2155 za inokulum

vzorcev dveh ponovitev A in B v odvisnosti od ¢asa v tekocem gojis¢u YEPD na

stresalniku pri 200 obr/min in 28 °C

ODgso/ t (h) 0 2 4 6 8 10 11 12 14 25
Vzorec A 0,206 0,304 0,595 1,017 1,465 1,698 1,719 1,706 1,722 1,738
Vzorec B 0,205 0,27 0,539 0,951 1,447 1,721 1,729 1,725 1,735 1,756
Povprecje | 0,206 0,287 0,567 0,984 1,456 1,710 1,724 1,716 1,729 1,747

SD 0,001 0,024 0,040 0,047 0,013 0,016 0,007 0,013 0,009 0,013

Priloga A2: Spreminjanje opti¢ne gostote (ODgso) S. cerevisiae ZIM 2155 za bioproces

vzorcev v dveh ponovitvah A in B v odvisnosti od €asa v tekoCem gojis¢u YEPD na

stresalniku pri 200 obr/min in 28 °C

OD()SU/ t (h)

0

1

2

3

3,5

3,75

4,5

5,25

6,5

7,75

8,25

Vzorec A

Vzorec B

0,48 | 0,58

0,49

0,6

0,72
0,73

0,92
0,91

1,02
1,04

1.1
1,11

1,15
1,16

1,27
1,28

1,38
1,39

1,62
1,53

1,6
1,62

1,65
1,66

1,66
1,67

1,668

1,675

Povprecje
St. dev.

0,482 ( 0,587

0,004 10,011

0,724
0,008

0,915
0,007

1,026
0,015

1,105
0,013

1,158
0,008

1,276
0,012

1,387
0,007

1,627
0,007

1,610
0,010

1,657
0,009

1,665
0,002

1,668

1,675

Priloga B1: Dolocanje zivosti celic stresane kulture kvasovk S. cerevisiae ZIM 2155 (v

fosfatnem pufru, T =28 °C, 200 obr/min) v dveh ponovitvah A in B pri dveh razli¢nih

casih glede na kontrolo pri izpostavljanju z izvleckom rozmarina (0,01 g/L in 0,05 g/L) v

stacionarni fazi rasti

1h 2h
VivOX 70 VivOX 70 VivOX 70 VivOX 70
Vzorec | Negativna kontrola 0,01 g/L 0,05 g/L 0,01 g/L 0,05 g/L
A 100% 139,23% 148,44% 130,09% 147,03%
B 100% 144,41% 143,09% 124,79% 142,10%
Povprecje 1,000 141,82% 145,77% 127,44% 144,57%
St. dev 0,000 3,66 3,78 3,75 3,49

Prikazane so relativne vrednosti glede na negativno kontrolo.
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Priloga B2: Dolocanje zivosti celic stresane kulture kvasovk S. cerevisiae ZIM 2155 (v
fosfatnem pufru, T =28 °C, 200 obr/min) po 15 min in 35 min izpostavitvi z 2 mM

menadionom pri vzorcu v dveh ponovitvah A in B

. 15 min 35 min
Vzorec Negativna kontrola
2 mM menadion | 2 mM menadion
A 100,00% 73,78% 74,96%
B 100,00% 73,05% 70,70%
Povpregje 100,00% 73,42% 72,83%
St. dev. 0,000 0,5 3,0

Priloga B3: Dolocanje zivosti celic stresane kulture kvasovk S. cerevisiae ZIM 2155 (v
fosfatnem pufru, T =28 °C, 200 obr/min) po eno urni izpostavitvi z izvleCkom rozmarina

in 15-minutni izpostavitvi z 2 mM menadionom pri vzorcu v dveh ponovitvah A in B

VivOX 70 0,01 g/L in VivOX 70 0,05 g/L in
Vzorec | Negativna kontrola 2 mM menadion 2 mM menadion 2 mM menadion
A 100,00% 117,40% 106,84% 89,56%
B 100,00% 112,08% 108,13% 82,44%
Povprecje 100,00% 114,74% 107,49% 86,00%
St. dev. 0,000 3,8 0,9 5,0

Priloga C: Dolocanje mase suhe snovi stresane kulture kvasovk S. cerevisiae ZIM 2155 (v
fosfatnem pufru, T = 28 °C, 200 obr/min) po eno urni izpostavitvi z izvle€kom rozmarina

in 15-minutni izpostavitvi z 2 mM menadionom pri vzorcu v dveh ponovitvah A in B

Vzorec/ masa v 1 ml

Negativha kontrola

VivOX 70 0,01 g/L in
2 mM menadion

VivOX 70 0,05 g/L in
2 mM menadion

2 mM menadion

A 0,75 0,84 0,95 0,93

B 0,80 0,89 0,98 0,82
Povpredje 0,77 0,86 0,96 0,87
St. dev. 0,04 0,04 0,02 0,07

Priloga D: Dolocanje absorbance karbonilov na miligram suhe snovi stresane kulture
kvasovk S. cerevisiae ZIM 2155 (v fosfatnem pufru, T =28 °C, 200 obr/min) po eno urni
izpostavitvi z izvleckom rozmarina in 15-minutni izpostavitvi z 2 mM menadionom pri

vzorcu v dveh ponovitvah A in B

Vzorec / A/mg ss | Negativha kontrola V'\éox 700,01 9”‘ in [ VivOX 70 0,05 Q/L "N 2 mM menadion
mM menadion 2 mM menadion
A 4,84E-05 5,20E-04 3,33E-04
B 2,95E-05 5,36E-04 1,57E-04 1,29E-04
Povprecje 3,90E-05 5,28E-04 2,45E-04 1,29E-04
St. dev. 1,34E-05 1,13E-05 1,24E-04
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Priloga E: Dolocanje lipidne peroksidacije na miligram suhe snovi stresane kulture

kvasovk S. cerevisiae ZIM 2155 (v fosfatnem pufru, T = 28 °C, 200 obr/min) po eno urni

izpostavitvi z izvleckom rozmarina in 15-minutni izpostavitvi z 2 mM menadionom pri

vzorcu v dveh ponovitvah A in B

Vzorec / F/Img ss

Negativna kontrola

VivOX 70 0,01 g/L in
2 mM menadion

VivOX 70 0,05 g/L in
2 mM menadion

2 mM menadion

A 375,22 611,18 548,52 615,09

B 366,83 550,88 610,65 723,88
Povpredje 371,03 581,03 579,59 669,49
St. dev. 5,93 42,64 43,93 76,93




