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Al V okviru diplomskega dela smo preucevali ucinke proteinskih hidrolizatov

polenovke in pis€anca na znotrajceli¢no oksidacijo, celi¢no energijsko metabolno
aktivnost in mitohondrijski proteom modelnega organizma kvasovke
Saccharomyces cerevisiae. Z namenom raziskovanja vplivov encimske razgradnje
in drugih modulacij na peptide so bili vzorci proteinskih hidrolizatov predhodno
izpostavljeni in vitro modelu gastrointestinalnega trakta. Ucinke prebavljenih
proteinskih hidrolizatov smo primerjali z neprebavljenimi proteinskimi hidrolizati
na celiéni in proteomski ravni. Pri celicah kvasovke S. cerevisiae se je po
izpostavitvi proteinskim hidrolizatom polenovke in pis€anca znizala znotrajceli¢na
oksidacija, pri ¢emer nismo zaznali razlik med posameznima vrstama proteinskih
hidrolizatov. Prebavljeni proteinski hidrolizati so imeli, ne glede na vrsto, vecjo
antioksidativno ucinkovitost v primerjavi z neprebavljeni proteinskimi hidrolizati,
kar potrjuje vlogo gastrointestinalnega trakta pri povecanju antioksidativne
ucinkovitosti proteinskih hidrolizatov. Pri prebavljenih kot tudi neprebavljenih
proteinskih hidrolizatih polenovke in pis¢anca nismo zasledili u¢inkov na celicno
energijsko metabolno aktivnost. Na proteomski ravni so proteinski hidrolizati obeh
vrst povzro€ili spremembe v ravni proteinov, ki sodelujejo v razlicnih procesih v
celici (oksidativni stresni odgovor, zvijanje proteinov, sinteza proteinov). Raven
proteinov se je v vecji meri po izpostavitvi zmanjSala, pri ¢emer so vecje
spremembe povzrocili prebavljeni hidrolizati. Proteinski hidrolizati polenovke so
povzrocili nekoliko vecje spremembe kot proteinski hidrolizati pis¢anca.
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AB  In this graduation thesis, the impact of cod and chicken protein hydrolysates on the
oxidative status, cell energy metabolic activity and mitochondrial proteome of the
yeast Saccharomyces cerevisiae was examined. To study the effects of enzymatic
degradation and other modulations on peptides, protein hydrolysates were first
exposed to an in vitro model of gastrointestinal tract. The effects of the in vitro
digested protein hydrolysates were then compared to non-digested ones, both at the
cellular as well as the proteomic level. After the exposure of the Saccharomyces
cerevisiae yeasts to cod and chicken hydrolysates, intracelullar oxidation
decreased, whereby no differences between them were observed. Higher
antioxidant activity was provided by digested hydrolysates compared to non-
digested ones, which confirms the role of the gastrointestinal tract in an increase of
the antioxidant effectiveness of protein hydrolysates. No effects on cell energy
metabolic activity were observed. At the mitochondrial proteome level, cod and
chicken protein hydrolysates caused changes of proteins involved in different
cellular processes (oxidative stress response, protein folding, protein synthesis),
where proteins were mostly downregulated. Digested hydrolysates gave a
significantly stronger response than non-digested hydrolysates, with cod peptides
giving a somewhat strong response compared to chicken.
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Priloga A:

Priloga B:

Priloga C:

KAZALO PRILOG

Umeritvena krivulja BSA za merjenje koncentracije proteinov po Bradford
metodi.

Relativne vrednosti (F/OD) glede na pripadajoce slepe vzorce za doloCanje
znotrajcelicne oksidacije kvasovke Saccharomyces cerevisiae (ZIM 2155) po
2-urnem tretiranju z neprebavljenimi in prebavljenimi proteinskimi hidrolizati
polenovke in pis¢anca dveh bioloskih ponovitev. PHPOPR: neprebavljeni
proteinski hidrolizati polenovke, PHPOPO: prebavljeni proteinski hidrolizati
polenovke, PHPIPR: neprebavljeni proteinski hidrolizati pis¢anca, PHPIPO:
prebavljeni proteinski hidrolizati piS¢anca.

Relativne vrednosti (L/OD) glede na pripadajoce slepe vzorce za dolocanje
energijske metabolne aktivnosti kvasovke Saccharomyces cerevisiae (ZIM
2155) po 2-urnem tretiranju z neprebavljenimi in prebavljenimi proteinskimi
hidrolizati polenovke in piscanca dveh bioloskih ponovitev. PHPOPR:
neprebavljeni proteinski hidrolizati polenovke, PHPOPO: prebavljeni
proteinski hidrolizati polenovke, PHPIPR: neprebavljeni proteinski hidrolizati
pisc¢anca, PHPIPO: prebavljeni proteinski hidrolizati pi§¢anca.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

Asos absorbanca pri valovni dolzini A=595 nm

ACE angiotenzinska konvertaza

AMP antimikrobni peptid

APS amonijev persulfat

ATP adenozin trifosfat

BFM bromfenol modro

BHA butiliran hidroksianizol

BHT butil hidroksitoluen

BSA goveji serumski albumin

CHAPS 3-[(3-kloroamidopropil )dimetilamonio]-1-propan-sulfonat
CP citosolni ekstrakcijski pufer

Da dalton (1,66 x 104 g)

dH>O destilirana voda

ddH>O bidestilirana voda

DCF diklorofluorescein

DNA deoksiribonukleinska kislina

DTT ditiotreitol

GI gastrointestinalni trakt

GRAS sploSno spoznana kot varna skupina organizmov GRAS (ang. Generally

Recognized As Safe).
H>DCF 2',7"-diklorodihidrofluorescein
H>DCFDA  2',7'-diklorodihidrofluorescein diacetat

IEF izoelektricno fokusiranje
IP inhibitor proteaz

IPG imobiliziran pH gradient
KCl kalijev klorid

K2HPO4 dikalijev hidrogenfosfat
KH;PO4 kalijev dihidrogenfosfat

mA miliamper

NaOH natrijev hidroksid

obr./min obrati na minuto

OD opti¢na gostota

PBS fosfatni pufer z NaCl

PH proteinski hidrolizat

PHPI proteinski hidrolizat pis¢anca
PHPO proteinski hidrolizat polenovke

PHPIPO prebavljen proteinski hidrolizat pisc¢anca
PHPIPR neprebavljen proteinski hidrolizat piscanca
PHPOPO prebavljen proteinski hidrolizat polenovke
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PHPOPR neprebavljen proteinski hidrolizat polenovke

PI izoelektri¢na tocka
ROS reaktivne kisikove zvrsti
SDS natrijev dodecil sulfat

SDS PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza z natrijevim dodecil sulfatom
TBARS s tiobarbiturno kislino reagirajoce spojine
TEMED tetrametiletilendiamin

Tris HCl 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiol vodikov klorid
v/v ml/100 ml

W vat

w/v g/100 ml

YEPD gojisce z dodanim kvasnim ekstraktom, peptonom in dekstrozo
ZIM Zbirka industrijskih mikroorganizmov

2-D PAGE dvodimenzionalna poliakrilamidna gelska elektroforeza
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1 UVOD

Proteinski hidrolizati, ki vsebujejo bioaktivne peptide so znani po svojih Stevilnih
fizioloskih ucinkih. Med drugim znizujejo visok krvni tlak, delujejo antioksidativno,
protimikrobno, protitumorsko, imunomodulatorno, opioidno ter pomagajo pri znizevanju
holesterola v krvi (Danquah in Agyei, 2012; Ryan in sod., 2011). To kaze na njihovo
potencialno rabo v nutracevtiki in proizvodnji funkcionalnih zivil za krepitev zdravja in
zmanjSevanja tveganja bolezni (Shahidi in Zhong, 2008).

V okviru raziskovalnega dela smo preucevali ucinke proteinskih hidrolizatov polenovke in
pis€anca na znotrajceli¢no oksidacijo, celi¢no energijsko metabolno energijsko aktivnost in
mitohondrijski proteom kvasovke Saccharomyces cerevisiae kot modelnega organizma. Z
namenom raziskovanja vplivov encimske razgradnje in drugih modulacij na peptide so bili
uporabljeni vzorci proteinskih hidrolizatov predhodno izpostavljeni in vitro modelu
gastrointestinalnega trakta. Ucinke prebavljenih proteinskih hidrolizatov smo primerjali z
neprebavljenimi proteinskimi hidrolizati, tako na celi¢ni kot tudi na proteomski ravni.

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Studije so pokazale, da tako pis¢ancji kot tudi ribji peptidi, izrazajo antioksidativne,
antihipertenzijske, antitrombicne, antikoagulantne in imunomodulatorne ucinke, zato
tovrstni peptidi predstavljajo velik potencial kot vir bioaktivnih u¢inkovin. Kljub temu je
na trgu zelo malo komercialno dostopnih Zivil, ki bi vsebovala bioaktivne peptide (Ryan in
sod., 2011). Polega tega, pomen pisc¢anCjega in ribjega mesa, kot dragocenega vira
misi¢nih proteinov, naras¢a skupaj z ozaves¢anjem o emisijah toplogrednih plinov, ki so
posledica proizvodnje rde¢ega mesa. Proizvodnja pis¢ancjega kot tudi ribjega mesa namre¢
dokazano povzroa manj emisij v zraku, kot jih povzrofa proizvodnja rdecega mesa
(Tilman in Clark, 2014).

Kljub nedavnim $tudijam, ki so pokazale biolosko aktivnost peptidov, pridobljenih iz ribjih
in pis¢anc¢jih misicnih tkiv, so Studije na tovrstnem podrocju Se vedno zelo redke.
Podrobnejse studije, zlasti na molekularni ravni, nam namre¢ omogocajo vpogled v samo
delovanje v celici ter njihovo biolosko delovanje (Chakrabarti in sod., 2014).

Kakor nam je znano, ne obstaja nobena objavljena raziskava, ki povezuje peptide
miSiCnega izvora s proteomskim odzivom v celicah ter hkrati uposteva tudi kemijske
spremembe peptidov, izpostavljenih gastrointestinalnemu traktu med prebavo. Slednje
lahko vkljucuje derivatizacijo kot tudi cepitev glede na specificnost encimov prisotnih v
zelodcu. Predhodne Studije o ribjih proteinskih hidrolizatih so na primer pokazale
povecanje in vitro antioksidativne aktivnosti skupaj z naras¢anjem stopnje hidrolize.
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1.2 CILJINALOGE

Cilji in naloge diplomskega dela so bili sledeci:

preveriti vpliv proteinskih hidrolizatov polenovke in piS€anca na znotrajcelicno
oksidacijo,

preveriti vpliv proteinskih hidrolizatov polenovke in pis€anca na celi¢no energijsko
metabolno aktivnost,

preveriti vpliv proteinskih hidrolizatov polenovke in pis¢anca na mitohondrijski
proteom kvasovke Saccharomyces cerevisiae kot modelnega organizma,

primerjati ucinke prebavljenih proteinskih hidrolizatov z neprebavljenimi
proteinskimi hidrolizati, tako na celi¢ni kot tudi na proteomski ravni.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

Pricakujemo, da:

bo izpostavitev celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae proteinskim hidrolizatom
polenovke in piS€anca znizala znotrajcelicno oksidacijo in posledicno povzrocila
spremembo nivoja ATP v celicah,

bo izpostavitev celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae proteinskim hidrolizatom
polenovke in piS¢anca povzrocila spremembe v ravni mitohondrijskih proteinov,

bodo po izpostavitvi in vitro modelu prebavnega trakta ucinki proteinskih
hidrolizatov na celi¢ni in proteomski ravni vecji kot pred izpostavitvijo.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 PROTEINSKI HIDROLIZATI

Proteini, skupaj z ogljikovimi hidrati in mas¢obami, predstavljajo enega izmed treh glavnih
makrohranil. Tekom prejSnjega stoletja so raziskave proteinov temeljile predvsem na
odkrivanju pomena esencialnih aminokislin ter njihovega pomena v prehrani ter zdravju
cloveka (Schrezenmeir in sod., 2000), danes pa se raziskave osredotocajo predvsem na
bioloske aktivnosti proteinov in njihovih podenot ter kakSen vpliv imajo na splo$no zdravje
ljudi v pozitivnem smislu. Glede na zbrane podatke je najve¢ Studij opravljenih na
mlecnih, jajénih in sojinih hidrolizatih in peptidih, v porastu pa so tudi Studije o
hidrolizatih in peptidih morskih rib ter alg. Danes poteka vedno vec raziskav o bioaktivnih
peptidih ravno zaradi njihove ucinkovite absorpcije in edinstvenih fizioloskih funkcij (Shi
in Chen, 2000). Pri bioaktivnih peptidih je bila identificirana Siroka paleta funkcij, kar
omogoca razli¢ne aplikacije bioaktivnih peptidov v zivilski, kozmeti¢ni in farmacevtski
industriji.

Izraz proteinski hidrolizat je definiran kot »protein, razclenjen na peptide razli¢nih
velikosti« (Herpandi in sod., 2011). Proteinske hidrolizate, mednje uvr§¢amo peptone in
peptide, najdemo v Stevilnih produktih biotehnoloskega nacina proizvodnje (Pasupuleti in
sod., 2010). Izraz pepton je leta 1880 kot prvi uporabil bakteriolog Nagelli, ki je pepton
oznacil kot pomemben vir za gojenje bakterijskih kultur. Temu je sledilo pomembno
odkritje, da peptoni, ki nastanejo med delno razgradnjo proteinov, lahko zagotovijo
bakterijskim kulturam pomemben vir duSika v dostopni obliki. Danes pa velja, da
proteinski hidrolizati niso zgolj pomemben vir dusika za rast mikrobnih kultur, ampak so
pomemben vir dusika tudi v komercialnih biotehnoloskih procesih za proizvodnjo izdelkov
z dodano biolosko vrednostjo (terapevtiki, proteini, hormoni, cepiva itd.). Povecanje,
razumevanje in dovrSenost proizvodnje proteinskih hidrolizatov so privedli do njihove
uporabe na Stevilnih podro¢jih znanosti in industrije (zivilske tehnologije, biotehnologije,
medicine, agronomije, veterine, proizvodnje rekombinantnih proteinov, bioremediacije)
(Pasupuleti in sod., 2010).

2.1.1 Nastanek proteinskih hidrolizatov

Po definiciji proteinski hidrolizati nastanejo s hidrolizo oziroma razgradnjo proteinov. Pri
proizvodnji hidrolizatov je trenutno najbolj v rabi metoda encimske hidrolize, zlasti v
laboratorijskem merilu, kemijske metode, kot sta kislinska in alkalna hidroliza, pa se zaradi
konkurenéne cene uporabljajo tudi v komercialne namene (Pasupuleti in Braun, 2010).

Proteinski hidrolizati so obi¢ajno okarakterizirani s stopnjo hidrolize, ki pove, v koliksni
meri je protein hidroliziran. Stopnjo hidrolize (SH) izrazimo kot Stevilo peptidnih vezi, ki
so se razcepile, deljeno s celotnim S$tevilom peptidnih vezi ter pomnozeno s 100
(Pasupuleti in sod., 2010).
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2.1.2 Kemijska hidroliza

Pod kemijske metode proizvodnje proteinskih hidrolizatov uvr§¢amo kislinsko in alkalno
hidrolizo. Kislinska hidroliza se najpogosteje uporablja za analizo sestave aminokislinske
sestave proteina, saj ne povzroCa racemizacije ter razpad serina, treonina, arginina in
cisteina. Kljub temu pa pri omenjeni metodi pride do uni¢enja aminokisline triptofan, zato
kemijska metoda hidrolize ni vedno ustrezna in jo je treba zamenjati z drugimi obstojec¢imi
metodami hidrolize (Garrett in Grisham, 2005). Kislinsko hidrolizo ribjih proteinov lahko
dosezemo z izpostavitvijo tkiva 18 ur 6 M klorovodikovi kislini (HCI) pri temperaturi 118
°C (Thomas in Loffler, 1994).

Obicajno se kislinska metoda hidrolize uporablja pri razgradnji proteinov v peptide in
aminokisline, ki se uporabljajo kot ojacevalci arome v Zivilski industriji ter pri proizvodnji
hrane za male zivali (Nagodawithana in sod., 2010)

V primerjavi s kislinsko hidrolizo je alkalna hidroliza manj pogosta, saj lahko poskoduje
Stevilne aminokisline, kot sta serin in treonin (Fountoulakis in Lahm, 1998).

Ker lahko tako kemijska kot tudi alkalna hidroliza poskodujeta oziroma unicita specificne
aminokisline, so moznosti kemijske hidrolize proteinskih hidrolizatov pogosto omejene.

2.1.3 Encimska hidroliza

Encimska hidroliza proteinov ima v primerjavi s kemijsko hidrolizo Stevilne prednosti:

— ohrani biolosko aktivnost sestavnih peptidov z manjSim Stevilom poSkodb
aminokislin (Wu in Ding, 2002).

— je specificna za dolo¢ene aminokisline v peptidni vezi (Pasupuleti in sod., 2010),
kar omogoca tudi vecjo kontrolo nad stopnjo hidrolize.

— ne vkljucuje rabe organskih topil in drugih strupenih kemikalij, tako da je primerna
tako za Zivilsko kot tudi farmacevtsko industrijo (Kim in Wijesekara, 2010).

— lahko se uporabi tudi za simulacijo prebave pri ¢loveku, kar je bilo uporabljeno tudi
v nasi raziskavi.

Kljub vsemu so cene komercialnih encimov relativno visoke, kar omejuje rabo encimske
hidrolize v komercialnem merilu.

Encimsko hidrolizo proteinov lahko doseZzemo z uporabo endogenih in eksogenih encimov
(Guerard in sod., 2001). Encimska hidroliza s pomocjo eksogenih encimov se uporablja
veliko pogosteje, saj jo je lazje nadzorovati, hkrati pa lahko sluZi za simulacijo prebave pri
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cloveku. Najpogosteje uporabljeni proteolitini encimi so pankreatin, tripsin, papain,
bromelain; in bakterijske ter glivne proteaze (Pasupuleti in Braun, 2010).

Izbor encima je odvisen od substrata za zahteve koncnega produkta. Na ucinkovitost
procesa encimske hidrolize lahko wpliva vec¢ faktorjev, kot so selektivnost encima,
temperatura, pH, reakcijski ¢as ter razmerje med encimom in substratom. Razli¢ni encimi
imajo razlicne specifi¢nosti, kar vodi do proizvodnje oziroma nastanka razlicnih peptidov.

Poleg tradicionalnih metod encimske hidrolize je v porastu tudi uporaba imobiliziranih
encimov ter membranskih bioreaktorskih sistemov z Zeljo po zmanjs$anju stroskov encimov
in povecanju izkoristka (Holownia, 2008).

2.2 BIOAKTIVNI PEPTIDI

Bioaktivni peptidi, kot Ze samo ime pove, so peptidi, ki nosijo dolo¢eno biolosko aktivnost
in lahko vplivajo na zdravje ljudi (Kitts in Weiler, 2003). Ti peptidi so obi¢ajno neaktivni
ali manj aktivni znotraj zaporedja mati¢nega proteina, zato je za doseg njihove bioloske
aktivnosti potrebna sprostitev. Do sprostitve lahko pride med prebavo v gastointestinalnem
traktu, s proteinsko hidrolizo v in vitro modelu (Erdmann in sod., 2008) in tekom
fermentacije zivil z uporabo sevov proteolitiénih starter kultur (Phelan in sod., 2009).
Poleg tega so bioaktivni peptidi lahko tudi umetno sintetizirani in sicer s kemijskimi
metodami ali metodami rekombinantne DNA (Li, 2007).

Obicajno so bioaktivni peptidi sestavljeni iz 2-20 aminokislin (Daffre in sod., 2008),
vendar pa obstaja nekaj izjem. Peptid lunazin, za katerega je znacilno antikancerogeno
delovanje, sestoji iz 43-ih aminokislin (Jeong in sod., 2002). Najpomembnejsa dejavnika,
ki vplivata na delovanje bioaktivnih peptidov, sta Stevilo in zaporedje aminokislin.

Bioaktivni peptidi so v gastrointestinalnem traktu razmeroma odporni na hidrolizo, zaradi
svoje majhnosti (dipeptidi, tripeptidi) laZje potujejo skozi Crevesno sluznico ali izrazijo
svoje ucinke lokalno v prebavilih (Fujita in sod., 2000).

Trenutno so na trgu najpogosteje uporabljeni sojini in mlecni bioaktivni peptidi, medtem
ko so ribji in pis€ancji bioaktivni peptidi glede na velikost svetovnega trga na trgu zaznani
v zelo nizki meri.

2.2.1 Funkcionalnosti bioaktivnih peptidov

Bioaktivni peptidi imajo Stevilne funkcije. Najbolj pogoste med njimi so
antihipertenzijsko, antioksidativno, imunomodulatorno in protimikrobno delovanje
(Korhonen in Pihlanto, 2003). Znani so tudi peptidi z opioidnim in antitrombogenim
delovanjem (Korhonen, 2009), novejSe raziskave bioaktivnih peptidov pa so pokazale tudi
ucinkovito delovanje le-teh v boju proti raku, debelosti ter sladkorni bolezni (Kim in
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Mendis, 2006; Shahidi in Zhong, 2008; Erdmann in sod., 2008). Nekateri peptidi lahko
izrazajo tudi multifunkcionalne lastnosti (Meisel, 2004). Podrobneje so funkcionalnosti
bioaktivnih peptidov opisane v tockah, ki sledijo.

2.2.1.1 Antihipertenzijsko delovanje

Antihipertenzijsko delovanje bioaktivnih peptidov je verjetno najbolj raziskana funkcija
bioaktivnih peptidov (Shahidi in Zhong, 2008). Antihipertenzijski peptidi lahko zavirajo
delovanje angiotenzinske konvertaze (ACE), ki je tesno povezana z visokim krvnim
tlakom (Erdmann in sod., 2008). ACE namre¢ katalizira pretvorbo neaktivnega
angiotenzina [ v moc¢an vazokonstriktor angiotenzin 2 (Petrillo in Ondetti, 1982), posledica
cesar je poviSanje krvnega tlaka.

Za ugotavljanje antihipertenzijske aktivnosti so bili uporabljeni Stevilni naravni viri, kot so
mleko, jajca, ribe in soja. Raziskave so pokazale strukturno enakost med nekaterimi
antihipertenzijskimi peptidi. Vecina antihipertenzijskih peptidov predstavljajo kratke
sekvence, ki vsebujejo od 2 do 12 aminokislin (Mine in Shahidi, 2005).

2.2.1.2 Antioksidativno delovanje

Antioksidativne vrste peptidov lahko zmanjSajo peroksidacijo lipidov in mascobnih kislin,
odstranijo proste kisikove radikale in so kelatorji prehodnih kovinskih ionov (Moure in
sod., 2006). Identificirani so bili Stevilni antioksidativni peptidi iz razli¢nih Zivalskih in
rastlinskih virov. Med vsemi antioksidativni peptidi so morda najpomembnejsi ravno
peptidi morskega izvora. Stevilne $tudije namre¢ kaZejo, da imajo lahko peptidi,
pridobljeni iz proteinov rib, vecjo antioksidativno aktivnost kot a-tokoferol (oblika
vitamina E) (Jun in sod., 2004; Mendis in sod., 2005a).

2.2.1.3 Imunomodulatorno delovanje

Imunomodulatorno delovanje peptidov je prav tako ena izmed pogostih funkcij bioaktivnih
peptidov. Imunomodulatorni peptidi se lahko iz izhodnega proteina sprostijo med
razgradnjo v gastrointestinalnem traktu ter nato uravnavajo nastanek nekaterih citokinov
ter spodbudijo fagocitno aktivnost makrofagov (Udenigwe in Aluko, 2012). Kot rezultat
lahko regulirajo imunski sistem pri novorojenckih (Korhonen in Pihlanto, 2006). Lahko pa
se sprostijo in vitro s pomocjo encimske hidrolize ter delujejo na imunski sistem podobno
kot prehranska in farmacevtska dopolnila. Obicajno so najvecji vir imunomodularnih
peptidov mleko, jajca in sojini proteini (Udenigwe in Aluko, 2012).

2.2.1.4 Protimikrobno delovanje

Protimikrobni peptidi lahko zavirajo rast ali povzrocajo propad bakterij, gliv ali virusnih
delcev. Nekateri izmed protimikrobnih peptidov se ze uporabljajo v kmetijstvu, zivilski
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industriji in medicini (Meng in sod., 2010; Lazarev in Govorun, 2010). Protimikrobni
peptidi lahko zaradi svoje ucinkovitosti nadomestijo obi¢ajne antibiotike ali komercialno
odobrene konzervanse (Papagianni, 2003). Protimikrobni peptidi pogosto obstajajo kot
prvi v vrsti mikrobne obrambe v vseh Zivih organizmih, ne samo pri ljudeh, temve¢ tudi pri
zivalih, rastlinah in mikroorganizmih (Reddy in sod., 2004). Prav tako kot pri
antihipertenzijskih peptidih, so se tudi pri protimikrobnih peptidih pokazale dolocene
skupne znacilnosti med njimi. Obicajno gre za manjSe molekule ranga velikosti manj kot
10 kDa. Vecina njih je pri nevtralnem pH v kationski obliki in nepolarnih, kar jim
omogoca, da se lahko veZejo z anionskimi povrSinami tako po Gramu pozitivnimi kot tudi
po Gramu negativnimi vrstami bakterij (Izadpanah in Gallo, 2005). Najbolje raziskan
peptid s protimikrobnim delovanjem je fragment 17-41 laktoferina (Lonnerdal, 2002),
Studije mle¢nih  peptidov pa so pokazale tudi protimikrobno delovanje
kazeinmakropeptidov (CMP), ki nastanejo med proizvodnjo sirov ali z razgradnjo k-
kazeina (106-169 fragment). Zanj je znacilna vezava enterotoksinov bakterij vrste E. coli
in Vibrio cholerae, uravnavanje imunskega odziva, zaviranje bakterijske in virusne
adhezije, zaviranje zelod¢nih izloCkov ter spodbujanje rasti bifidobakterij (Thomaé-
Worringer in sod., 2006).

2.2.1.5 Opioidno delovanje

Opiodini bioaktivni peptidi igrajo vlogo ligandov za vezavo na opioidne receptorje v
zivénem sistemu ter so farmakolosko podobni opiju (morfiju). Posamezni receptorji so
odgovorni za specificne fizioloske ucinke. Glede na delovanje lo¢imo agonisticne in
antagonisti¢ne opioidne peptide z znacilnimi razlicnimi N-terminalnimi konci, po ¢emer se
razlikujejo od tipi¢inih endogenih opioidnih peptidov (vedno enak N-terminalni konec).
Opioidne peptide z razlicnimi N-konec sekvencami imenujemo tudi netipi¢ni opioidni
peptidi (Teschemacher, 1994). Klub temu, da lahko nekatere opioidne peptide proizvaja
telo samo (endorfini, enkefalini, dinorfini) za blokado bolefine v centralnem zivénem
sistemu, je zmozno tudi absorpcije bioaktivnih peptidov iz delno razgrajenih zivil
(kazomorfini, eksorfini, rubiskolini) (Hollt, 1983). Ucinki teh peptidov se razlikujejo,
vendar so vsi podobni u¢inkom delovanja opiatov. Bioaktivni opioidni peptidi so obicajno
sestavljeni iz 4-ih od 8-ih aminokislin, tipi¢ni opioidni peptidi pa so obic¢ajno veliko vecji.
N-terminalni konec atipi¢nih peptidov predstavlja zaporedje Tyr-X-Phe ali Tyr-X-X-Phe,
pri Cemer predstavljata tirozin ter izbrana aromatska aminokislina (X) izredno pomemben
strukturni element za prileganje na vezavno mesto opioidnih receptorjev (Meisel in
FitzGerald, 2003).

V poznih 70-ih letih prejSnjega stoletja so izdali prvo podrobno porocilo o izolaciji
bioaktivnih peptidov. Peptid, ki so ga izolirali, je bil f-kazomorfin-7, opioidni kazeinski
hidrolizat (Brantl in sod., 1979). Poleg kazeinskih kazomorfinov so v mleku prisotni tudi
drugi eksorfini, kot so p-laktoglobulin, a-laktoalbumin, laktoferin. Ni pa mleko edini vir
opioidnih bioaktivnih peptidov, saj so jih odkrili tudi v zitaricah, zlasti v pSenici (gliadini,
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ki skupaj s glutenini sestavljajo gluten), jecmenu (hordein, avenin, secalin, zein) in rizu
(albumin). V soji je glavni predstavnik opioidnih peptidov a-protein, v jajcih ovalbumin ter
albumin, hemoglobin in y-globulin v mesu in perutnini (EFSA, 2009).

2.2.1.6 Protirakavo delovanje

Bioaktivne peptide s protirakavim delovanjem so zaceli odkrivati Sele v zadnjih dveh
desetletjih. Stevilni peptidi iz razli¢nih virov so preko razliénih mehanizmov pokazali
protirakave in vivo ucinke. Preglednica 1 navaja nekatere izmed peptidov, pri katerih so
zasledili protirakavo delovanje ter njihove funkcije iz obdobja zadnjih let.

Preglednica 1: Peptidi s protirakavim delovanjem (Shahidi in Zhong, 2008).

Peptidi Protirakavo delovanje Vir
Sojin lunazin Zaviranje rakotvornih snovi v celicah (Galvez in sod., 2001)
sesalcev
Hidrolizati sojinih Zaviranje tumorogeneze v debelem (Azuma in sod., 2000;
proteinov ¢revesu in jetrih Kanamoto in sod., 2001)
Sojini glikopeptidi Citotoksi¢nost limfomskih celic (Kim in sod., 1999)
Ajdovi peptidi Zaviranje proliferacije hepatoma, (Leung in Ng, 2007)
levkemije in rakavih celic dojk
Peptidi iz gingsenga Protitumorsko delovanje na limfomske (Kim in sod., 2003)
celice
Jajéni proteinski hidrolizati Zaviranje proliferacije limfomskih celic (Yiin sod., 2003)
Ribji proteinski hidrolizati Zaviranje rakavih celic dojk (Picot in sod., 2006)

2.2.2 Proteinski hidrolizati in bioaktivni peptidi rib

Ribe so lahko prebavljivo proteinsko zivilo, ki je dragoceno tudi zaradi vsebnosti
nenasicneih mascobnih kislin. Nedavne Studije kazejo, da ribji proteini, zlasti peptidi,
poleg hranilnih vrednosti nosijo tudi specificne bioloske funkcije (Korhonen in Pihlanto,
2003).

Ribe so sestavljene iz proteinov in lipidov, ki so bogat vir polinenasicenih mascobnih
kislin ter vitaminov in mineralov (Kelleher, 2005), kar pojasnjuje, zakaj se ribe uvrscajo na
seznam zdravih zivil. Ribe zagotavljajo okoli 20-% potrebe po proteinih zivalskega izvora
kar 2,6 milijarde svetovne populacije. (Kelleher, 2005).

Hranilna vrednost proteinov je odvisna od njihovih vsebnosti aminokislin ter njihove
razgradnje in absorpcije (Friedman, 1996). V zadnjih 60-ih letih so se raziskave na
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podrocju ribjih proteinov osredotocile predvsem na preucevanje in optimizacijo pogojev za
proizvodnjo proteinskih hidrolizatov in njihovih bioloskih aktivnosti (Kristinsson in Rasco,
2002). Studije so pokazale, da imajo velikost in kemijske znadilnosti peptidov ribjih
proteinskih hidrolizatov velik vpliv na njihovo funkcionalnost.

Zaradi prekomernega ribolova in slabega upravljanja z morskimi viri je v svetu narasla
potreba po pridobivanju ribjih proteinov iz trajnostnih virov, kot je ribogojnistvo,
posledicno pa se je izboljsala tudi sama predelava ribjega mesa. Pri predelavi ribjega mesa
nastane najve¢ izgube pri odpadnem materialu, zato je trenutno glavni cilj nadgradnja
ribjih odpadkov v dragocene prehrambene izdelke (Kelleher, 2005).

2.2.2.1 Sestava ribjih proteinov

Ribji proteini obsegajo miofibrilarne in sarkoplazemske proteine ter proteine vezivnih tkiv.
Od 70-80 % vseh proteinov predstavljajo miofibrilarni proteini. V skupino miofibrilarnih
proteinov uvrs¢amo miozin, aktin, tropomiozin in troponin, ki so odgovorni za kréenje
proteinov pri sesalcih. Sarkoplazemski proteini so majhni, v vodi topni globularni proteini.
Mednje uvrs¢amo globuline in vecino encimov. Z razliko od miofibrilarnih in
sarkoplazemskih proteinov proteini vezivnega tkiva niso topni v vodi ali v solnih
raztopinah, temve¢ je za njihovo razgradnjo potrebna kislinska, alkalna ali encimska
hidroliza. Glavna komponenta proteinov vezivnega tkiva je kolagen, ki predstavlja zgolj 3-
10 % vseh ribjih proteinov. Za primerjavo, pri sesalcih kolagen predstavlja 17 % vseh
proteinov (Sato in sod., 1989).

2.2.2.2 Funkcionalnosti bioaktivnih peptidov rib

Bioaktivni peptidi, pridobljeni iz morskih virov, imajo razline koristne bioloske
funkcionalne znagilnosti in izraZajo tevilne fiziologke uc¢inke v ¢loveskem telesu. Studije
so pokazale antihipertenzijsko (Balti in sod., 2010), antioksidativno (Kim in sod., 2001;
Hsu in sod., 2009; Farvin in sod., 2013), antidiabeticno (diabetes tipa 2) (Lacroix in Li-
Chan, 2012; Huang in sod., 2012) in protirakavo delovanje (Picot in sod., 2006; Hsu in
sod., 2011) hidroliticno sproscenih peptidov.

Zadnje Case se najve¢ pozornosti namenja ribjim proteinskim hidrolizatom ravno zaradi
njihovega potencialnega antioksidativnega delovanja in omejevanja lipidne oksidacije.
Morska hrana, zlasti bogata z lipidi in mo¢nimi pro-oksidanti, je namre¢ zelo dovzetna za
kvarjenje, ki nastane kot posledica lipidne oksidacije (Hultin, 1994). Ene izmed zgodnjih
Studij, ki so bile opravljene na miofibrilarnih proteinih sardin, so pokazale antioksidativni
potencial ribjih proteinskih hidrolizatov, ki se je ob dodatku komercialnih antioksidantov
Se obcutneje povecal (Hatate in sod., 1990).
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Pri Studijah vloge in delovanja ribjih bioaktivnih peptidov je veliko poudarka tudi na
raziskovanju njihove vloge pri hipertenziji. Visok krvni tlak je namre¢ glavni krivec za
Stevilne sr¢nozilne bolezni, vklju¢no s koronarno boleznijo srca, ki je eden od glavnih
vzrokov smrti v industrijsko razvitih drzavah.

Eden od nacin zmanjSanja visokega krvnega tlaka je inhibicija angiotenzine konvertaze
(ACE) (Jeon in sod., 1999). Prvi morski ACE inhibitorni peptid so izolirali iz proteinov
sardin. Za hidrolizo proteinov so uporabili proteaze iz filamentozne glive vrste Aspergillus
oryzae (Suetsuna in Osajima, 1986). Kasneje so ACE inhibitorne peptide izolirali tudi iz
lososa, palamid, aljaskega polaka, Sparov in limand (Ono in sod., 2003). ACE inhibitorski
peptidi so bili izolirani iz razli¢nih ribjih delov, bodisi iz miSicnih proteinov bodisi iz
odpadkov, ki nastanejo med predelavo. V nekaterih primerih so encimsko hidrolizirani
proteini ribje koze (zelatina) pokazali boljse bioloske antihipertenzijske in antioksidativne

VA%

Uporaba bioaktivnih peptidov pri zdravljenju hipertenzije predstavlja morebitno alternativo
sinteticnim zdravilom, ki lahko povzrocajo nezazelene stranske ucinke, za kar bodo
potrebne tudi in vivo Studije.

2.2.3 Proteinski hidrolizati in bioaktivni peptidi pis¢anca

Piscancje meso danes predstavlja izredno dobro dostopno Zivilo, razsirjeno po celem svetu.
Zaradi svojih hranilnih vrednosti pis¢ancje meso velja za dobro uravnoteZen vir proteinov,
ki je bogato z esencialnimi aminokislinami. Zaradi velike porabe piScancjega mesa na
svetovni ravni, ¢esar posledica so tudi velike koli¢ine neizkoris¢enih odpadnih produktov,
se novejSe Studije, poleg hranilnih vrednosti mesa, osredotocajo tudi na dodatne
funkcionalnosti pis¢ancjih proteinov in nove nacine obdelave. V porastu so namre¢ tudi

vt v

proteinov vezivnih tkiv (kolagen).
2.2.3.1 Sestava pis¢ancjih proteinov

Proteinska sestava bistveno vpliva na postopke predelave, senzori¢ne in hranilne vrednosti
pis€ancjega mesa. Mesni proteini vsebujejo vse aminokisline, ki so bistvenega pomena za
clovesko telo, zaradi ¢esar meso predstavlja zZivilo z visoko hranilno vrednostjo (Friedman,
1996).

Pis€ancji proteini predstavljajo priblizno od 16 % do 22 % miSi¢nega tkiva in obsegajo
miofibrilarne in sarkoplazemske proteine ter proteine vezivnih tkiv. Miofibrilarni proteini
predstavljajo priblizno 50-60 % vseh proteinov in so odgovorni za procese kréenja in
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tkivih. Proteini vezivnih tkiv, kot sta kolagen in elastin, predstavljata zgolj 3-6 % vseh
piscancjih proteinov (Alavarado in Owens, 2006).

2.2.3.2 Funkcionalnosti bioaktivnih peptidov pisc¢anca

V primerjavi s preucevanjem funkcionalnosti bioaktivnih rib, je Studij, ki so bile opravljene
na bioaktivnih peptidih pis€anca, bistveno manj. Kljub temu so bile opravljene nekatere
Studije, ki so pokazale doloCene funkcionalnosti bioaktivnih peptidov piScanca. Prav tako
kot pri ribah, so tudi tukaj v porastu $tudije, opravljene na stranskih produktih, ki nastanejo
pri predelavi mesa. Le-ti predstavljajo slab izkoristek z gospodarskega vidika ter skrb s
stalis¢a okoljevarstva.

Saiga in sod. (2003) so v svoji raziskavi preuCevali antihipertenzijsko delovanje
bioaktivnih peptidov, pridobljenih s hidrolizo ekstrakta pis¢ancjih prsi. Antihipertenzijsko
delovanje so preucevali na podganah s spontano povisanih krvnim tlakom, pri katerih se je
znizanje tlaka pokazalo Ze 1 uro po oralnem zauzitju hidroliziranega misi¢nega ekstrakta in
je trajalo vsaj Se nadaljnje 4 ure. Saiga in sod. (2008) so preucevali tudi antihipertenzijsko
delovanje peptidov, ki so bili pridobljeni iz kolagena spodnjega keratinskega dela noznih
okoncin piscanca. Kolagen, ki so ga ekstrahirali, so hidrolizirali z razli¢nimi encimi in
medsebojno primerjali anhipertenzijsko delovanje posameznih hidrolizatov, pri cemer so
zasledili najvecjo aktivnost hidrolizatov, ki so bili tretirani s proteazami pridobljenimi iz
gliv rodu Aspergillus. Ucinek delovanja peptidov so prav tako preverili na podganah s
spontano poviSanim tlakom, ki so peptide zauzile oralno, pri ¢emer je prislo do znatnega
znizanja krvnega tlaka. Dolgoro¢no oralno zauzivanje peptidov je pri podganah
hipertenzijo celo odpravilo. Z uporabo modela gastrointestinalnega trakta so preverili tudi
ucinek delovanja prebavnih encimov, pri ¢emer so zasledili povecano antihipertenzijsko
delovanje peptidov v primerjavi z neprebavljenimi vzorci. Aminokislinsko zaporedje
peptida z najvecjo aktivnostjo so identificirali kot Gly-Ala-Hyp-Gly-Leu-Hyp-Gly-Pro.
Podobno studijo so predhodno opravili tudi Fujita in sod. (2000), ki so preucevali
antihipertenzijsko delovanje bioaktivnih peptidov iz pis¢ancjih misic¢nih tkiv, ki so bili
razgrajeni z uporabo termolizina. Aminokislinska zaporedja peptidov z antihipertenzijskim
delovanjem so identificirali kot Leu-Lys-Ala, Leu-Lys-Pro, Leu-Ala-Pro, Phe-GIn-Lys-
Pro-Lys-Arg, lle-Val-Gly-Arg-Arg-Arg-His-GIn-Gly, Phe-Lys-Gly-Arg- Tyr-Tyr-Pro, Ile-
Lys-Trp.

Poleg antihipertenzijskega delovanja so Studije pokazale tudi antioksidativno delovanje
bioaktivnih peptidov pis¢ancjega izvora, kar je podrobneje opisano pod tocko 2.3.4.

2.3 BIOAKTIVNI PEPTIDI IN OKSIDATIVNI STRES

Kljub temu da je kisik za Zzivljenje nujen element, ima lahko pod dolo¢enimi pogoji
Skodljive ucinke na ¢lovesko delo (Bagchi in Puri, 1998). Potencialno najbolj skodljivi
ucinki kisika so posledica nastanka reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) (Aruoma, 1994), kar
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lahko vodi v oksidativni stres in posledi¢no privede do poskodbe biomolekul (lipidov,
proteinov, DNA) (Farber, 1994). ROS in oksidativni stres so s tovrstnimi poskodbami
biomolekul posredno ali pa neposredno glavni krivec tudi za mnoge kronicne bolezni
danasnjega sveta, kot so kardiovaskularne bolezni, rak, sladkorna bolezen (Valko in sod.,
2004).

2.3.1 Reaktivne kisikove zvrsti (ROS)

Molekularni kisik je nepogresSljiv element za optimalno delovanje vseh metabolnih
procesov v telesu. Pri zaporedni redukciji kisika v vodo v celicah nastajajo razli¢ni
reaktivni intermediati, radikalni in neradikalni, s skupnim imenom reaktivne kisikove
zvrsti (ROS) (Sies, 1998; Halliwell in Cross, 1994).

Reaktivne kisikove zvrsti (ROS) je izraz, ki zajema vse visoko reaktivne molekule, ki
vsebujejo kisik, vkljuéno s prostimi kisikovimi radikali. Prosti radikali so molekule, ki
vsebujejo vsaj en nesparjen elektron v zunanji orbitali, zaradi ¢esar so nestabilni in lahko
reagirajo z drugimi molekulami, s katerimi tvorijo bolj stabilno stanja. ROS lahko reagirajo
tudi z drugimi, za nase telo pomembnimi molekulami, kot so proteini, lipidi in DNA ter jih
tako poskodujejo, kar vodi v deaktivacije razli¢nih celi¢nih komponent, kot so encimi,
membrane in DNA (Halliwell in Cross, 1994; Valko in sod., 2004).

ROS lahko nastajajo tako endogeno kot tudi iz eksogenih virov (Srdi¢-Raji¢ in Konié-
Risti¢, 2016). ROS deloma nastajajo v nasem telesu med procesom celicnega dihanja,
nekaj pa jih lahko nastane tudi pri vnetnem odzivu (Boveris in Chance, 1973). V primeru
vnetja, avtoimunske celice proizvedejo in sprostijo ROS, ki uni¢ijo invazivne
mikroorganizme (Rosen in sod., 1995). Veliko ROS nastane tudi zaradi izpostavljenosti
zunanjim eksogenim virom kot so ionizirajoCa sevanja, ozon, onesnazenje zraka ali z
vnosom $kodljivih snovi v nase telo (kajenje) (Bagchi in Puri, 1998).

Glavni endogeni vir nastanka ROS je mitohondrijska elektronska veriga. V njej nastane
najve¢ superoksidnega aniona (O2™), ki je kljucni radikal, saj lahko povzro¢i nastanek
Stevilnih drugih reaktivnih kisikov intermediatov (Srdi¢-Raji¢ in Koni¢-Risti¢, 2016). Del
ROS nastane tudi s pomocjo nekaterih encimov, kot so NADPH oksidaza, ksantin
oksidaza, lipoksigenaza, mieloperoksidaza, dusikov oksid sintaza, ciklooksigeneza.

Najbolj pomembne endogene ROS, ki sodelujejo pri poskodbah molekul, so radikalni
superoksidni anion (O2™), hidroperoksilni radikal (HOO"), hidroksilni radikal (HO") ali pa
ne-radikali (vodikov peroksid (H202), peroksinitrit (ONOO)) (Kohen in Nyska, 2002).

Nase telo vsebuje posebne antioksidativne obrambne mehanizme, ki lahko nevtralizirajo
Skodljive ucinke ROS in vzdrzujejo redoks ravnovesje v celicah. Od vseh obstojecih
mehanizmov, antioksidativni obrambni mehanizmi predstavljajo najmoc¢nejSo obrambo
pred ROS (Kohen in Nyska, 2002). Obramba pred ROS radikali ne sloni le na enem
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samem antioksidantu, ampak so na voljo Stevilne molekule (encimi in manjse molekule), ki
se povezujejo v kompleksno delujoco antioksidativno mrezo (Pecar in Mravljak, 2015).

2.3.2 Oksidativni stres

Ko naravni antioksidativni obrambni sistemi niso ve¢ dovolj u€inkoviti v boju proti ROS,
lahko nastopi t.i. oksidativni stres.

Ce antioksidanti dobro opravljajo svojo nalogo, oksidativni stres sicer poteka, vendar v
zelo omejenem obsegu. To je pozitivni in fizioloSko pomemben oksidativni stres. Njegovi
ucinki so za prilagajanje organizma na zunanje dejavnike ugodni in nujni. V primeru, ko se
kapaciteta antioksidantov zmanj$a, se razSirijo nenadzorovane oksidacije. V tem primeru
govorimo o oksidativnem stresu, ki ima vedno Skodljive posledice (Pecar in Mravljak,
2015).

Pojem oksidativni stres je leta 1985 prvi natan¢no definiral Helmut Sies. Definira ga kot
»motnjo v neravnovesju med oksidanti in antioksidanti v korist prvih, kar vodi v mozne
poskodbe« (Sies, 1998). Leta 2015 je prvotno definicijo nadgradil, oksidativni stres
definira kot »motnjo v neravnovesju med oksidanti in antioksidanti v korist prvih, kar vodi
v motnje v redoks signalizaciji in nadzoru in/ali molekularno skodo« (Sies, 2015).

2.3.3 Antioksidativni mehanizmi obrambe

Medtem ko je oksidacija del normalnih bioloskih procesov, so antioksidanti v celicah
bistvenega pomena pri zasciti tkiv in organov pred oksidativnimi poskodbami. V celicah so
vzpostavljeni antioksidativni mehanizmi (endogeni antioksidativni sistem), ki celicam
nudijo zascito pred Skodljivimi u€inki ROS, ki nastanejo v nasem telesu ali pa jih v telo
vnesemo iz okolja (eksogeni antioksidativni sistemi (Srdi¢-Raji¢ in Koni¢-Risti¢, 2016).

Po definiciji je antioksidant vsaka snov, ki zavre oksidacijo in vitro in zmanjsa oksidativni
stres in vivo. Po mehanicisti¢ni definiciji je antioksidant vsaka snov, ki upoc¢asni, prepreci
ali odstrani moznost oksidativne poskodbe tar¢ne molekule (Pecar in Mravljak, 2015).

Glavne encimske komponente endogenskega antioksidativnega sistema so superoksid
dismutaze (razgradnja O2" na O in H207), glutation peroksidaze (razpad vodikovega
peroksida in hidroperoksidov), glutation reduktaze (redukcija oksidiranega glutationa) in
katalaze (razgradnja vodikovega peroksida) (Srdi¢-Raji¢ in Koni¢-Risti¢, 2016).

Poleg encimskih komponent pri odstranjevanju prostih radikalov sodelujejo tudi
neencimske komponente, pri cemer imajo najbolj pomembno funkcijo glutation, karnozin,
tioredoksin in melatonin (Srdi¢-Raji¢ in Koni¢-Risti¢, 2016). Za uspeSno vzdrzevanje
ravnovesja v celicah so poleg endogenih antioksidantov potrebni tudi eksogeni
antioksidanti, ki jih v telo vnesemo s hrano ali s prehranskimi dopolnili.
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V primeru antioksidantov zunanjega izvora je nase telo stalno odvisno od njihove
prisotnosti v hrani, njihove resorpcije iz prebavil in od njihove stabilnosti na jetrne encime.
Z razliko od endogenih antioksidantov so eksogeni antioksidanti pretezno majhne
molekule, ki se lahko gibljejo v celicah in med njimi.

Najpomembnejsi antioksidanti, ki jih vnesemo v telo s hrano, so L-askorbinska kislina
(vitamin C), a-tokoferol (vitamin E), karetonoidi in (poli)fenoli rastlinskega izvora (Pecar
in Mravljak, 2015).

Vir eksogenih antioksidantov predstavljajo tudi prehranska dopolnila, sestavljena iz
vitaminov, mineralov, vlaknin, mascobnih kislin ali aminokislin, ki bodisi primanjkujejo v
prehrani posameznika, bodisi jih ni mo¢ dobiti v potrebnih koli¢inah v hrani (Poljsak in
sod., 2013).

Kljub temu da lahko tovrstna dopolnila izbolj$ajo sposobnost obvladovanja oksidativnega
stresa, lahko v primeru prekomernega zauzitja in prekoracitve priporocenih dnevnih
koli¢in, izzovemo nasprotni uc¢inek od pricakovanega, to je t.i. antioksidativni stres (Pecar
in Mravljak, 2015).

2.3.4 Bioaktivni peptidi rib in piS¢anca kot vir antioksidantov

Sinteti¢ni in naravni antioksidanti so danes del rutine pri proizvodnji zivil in zdravil, zlasti
tistih, ki vsebujejo mascobne kisline (Papas, 1999). Antioksidanti v tem primeru igrajo
klju¢no vlogo pri ohranjanju kakovosti koncnega izdelka, saj preprecujejo lipidno
oksidacijo (Yu in sod., 2002). Na trgu je veliko Stevilo sinteticnih antioksidantov, med
njimi je najve¢ poudarka na butil hidroksitoluenu (BHT) in butiliranemu hidroksianizolu
(BHA). Spojini sta v vlogi antioksidantov pogosto uporabljeni v najrazlicnejsih zivilih,
kozmeti¢nih in terapevtskih izdelkih. Vendar pa so nekatere njune fizikalne lastnosti
(nestabilnost pri poviSani temperaturi, kancerogeno delovanje, hormonsko posnemanje)
privedle do uvedbe strozje zakonodaje o aditivih (Papas, 1999), kar je povzrocilo vecje
povprasevanje po naravnih antioksidantih zlasti z vidika dolgoro¢ne varnosti (Yu in sod.,
2002).

Tradicionalne metode pridobivanja naravnih antioksidantov temeljijo predvsem na
rastlinah in njihovih produktih (Cao in sod., 1996). Zaradi velikih koli¢in stranskih
produktov, ki se pojavijo pri predelavi mesa, se je pojavil interes po raziskovanju zivalskih
peptidov kot enega izmed moznih virov naravnih antioksidantov, med drugim tudi iz rib in
piscancev.

Studije so pokazale, da peptidi in proteinski hidrolizati prehranskih virov izrazajo
antioksidativne aktivnosti predvsem zoper encimske in neencimske peroskidacije lipidov
in mascobnih kislin (Erdmann in sod., 2008). Antioksidativna aktivnost je v veliki meri
odvisna od vrste, polozaja in hidrofobnosti aminokisline v peptidu (Harnedy in FitzGerald,
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2012). Za aminokislinske ostanke cisteina, histidina, levcina, metionina in tirozina je bilo
ugotovljeno, da sodelujejo pri lovljenju prostih radikalov tako, da oddajo svoje protone
elektronsko deficitiranim radikalom in s tem okrepijo lovljenje prostih radikalov (Harnedy
in FitzGerald, 2012).

Pri peptidih, pridobljenih z encimsko hidrolizo ribjih proteinov, so bile ugotovljene
pomembne antioksidativne aktivnosti v razli¢nih oksidativnih sistemih (Nalinanon in sod.,
2011). Opravljenih je bilo veliko Studij, ki so poskusale ovrednotiti antioksidativno
delovanje hidrolizatov razli¢nih vrst rib. Ena prvih tovrstnih $tudij je bila objavljena Ze leta
1990, in sicer so z uporabo proteinskih hidrolizatov sardin ugotovili, da proteinski
hidrolizati in komercialni antioksidanti sinergisticno inhibirajo oksidacijo linolenske
kisline (Hatate in sod., 1990). V zadnjem ¢asu mnogi poudarjajo potencialno rabo ribjih
proteinskih hidrolizatov kot enega od alternativnih virov naravnih antioksidantov.
Potencialni antioksidativni peptidi so bili identificirani v razli¢nih vrstah rib (tuna, sardina,
losos, modri repak, slanik).

Sannaveerappa in sod. (2007) so v svoji Studiji preucevali antioksidativno ucinkovitost
radikalom in oksidaciji ¢loveskega LDL, ki jo povzro¢ajo Cu®* ioni. V okviru Studije so
preverili vpliv neprebavljenih in in vitro prebavljenih proteinskih hidrolizatov, pri ¢emer so
spoznali, da se antioksidativni u¢inki vecajo skupaj z ve¢anjem Stevila nizkomolekularnih
peptidov, ki nastanejo med presnovo.

Tt v

nastane vecje Stevilo nizkomolekularnih peptidov, ki sodelujejo pri lovljenju prostih
radikalov (Ono in sod., 2006).

Theodore in sod. (2008) so v svoji Studiji pokazali, da z vecanjem stopnje hidrolize pada
sposobnost lovljenja DPPH radikala in reducirajo¢a mo¢ proteinskih hidrolizatov soma,
medtem ko vrednost ORAC (ang. Oxygen radical absorbance capacity), keliranje
kovinskih ionov in inhibiranje TBARS (ang. Thiobarbituric acid reactive substances)
narasca.

In vitro antioksidativnha ucinkovitost peptidov je odvisna od njihove velikosti,
aminokislinske sestave in prisotnosti prostih aminokislinskih ostankov v hidrolizatu (Ryan
in sod., 2011). Ko in sod. (2013) so na podlagi celi¢nih in in vivo $tudij celi¢nih linij Vero
(epitelne celice afriSke zelene opice) prisli do rezultatov, ki so pokazali antioksidativno in
citoprotektivno delovanje proteinskih hidrolizatov ribe iverke (Paralichthys olivaceus)
proti tar¢nim peroksilnim radikalom, katerih vir je 2,2'-azobis-(2-amidinopropan)
dihidroklorid (AAPH).

Veliko pozornosti se pri preucevanju ribjih proteinskih hidrolizatov namenja tudi stranskim
in odpadnim produktom, ki nastanejo pri proizvodnji ribjega mesa in izdelkov. Mendis
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(2005b) je v studiji proteinskih hidrolizatov modrega repaka, ki so bili ekstrahirani iz
kozne zelatine, prav tako dokazal antioksidativno delovanje pridobljenih bioaktivnih
peptidov. Njihovo delovanje se kaze v poveCanem izrazanju celi¢nih antioksidativnih
encimov, vkljuéno s katalazami, superoksid dismutazami in glutation peroksidazami v
celicah Cloveskega hepatoma (Hep3B). Podobne u¢inke so dokazali tudi Nazeer in sod.
(2012), ki so preucevali misSi¢ne proteinske hidrolizate morske vrane (Otolithes ruber).
Peptidi so v primerjavi z negativno kontrolo s svojim antioksidativnim delovanjem
izboljsali delovanje endogenega antioksidativnega sistema pri podganah seva vrste Wistar
z zviSanjem aktivnosti katalaze, glutation-S-transferaze in superoksid dismutaze.

O bioaktivnih peptidih piS¢ancjega izvora je narejeno bistveno manj Studij, a kljub temu
obstajajo Studije, ki navajajo njihovo antioksidativno delovanje. Sun in sod. (2012) so v
svoji Studiji preucevali in vivo in in vitro antioksidativno delovanje proteinskih
hidrolizatov pis¢ancjih prsi, ki so jih hidrolizirali z uporabo papaina. In vivo Studija je bila
opravljena na misih, pri katerih so predhodno inducirali staranje s pomocjo D-galaktoze.
Pri misih, pri katerih so inducirali proces staranja, se je po zauzivanju proteinskih
hidrolizatov, znatno povecala aktivnost antioksidativnih encimov, medtem ko se je raven
malondialdehida, ki je indikator peroksidacije lipidov, zmanjsala tako v jetrih kot tudi
plazmi.

In vitro Studijo o antioksidativnem delovanju proteinskih hidrolizatov so opravili tudi
Onuh in sod. (2013). Uporabili so proteine pis¢ancje koze prsi in beder in jih hidrolizirali z
alkalazo in kombinacijo pepsina in pankreatina v koncentracijah od 1-4 %, pri cemer se je
razgradnja z alkalazo izkazala za bolj uc¢inkovito. Rezultati so pokazali tudi, da so
proteinski hidrolizirati koze prsi bistveno bolj uc¢inkoviti pri lovljenju DPPH radikala kot
proteinski hidrolizati koze beder, kar kaze na to, da je delovanje bioaktivnih peptidov
odvisno od njihovega specifiénega vira in ne zgolj tipa. Studija je pokazala tudi, da se z
vecanjem molekulske mase peptidov zmanjs$a njihovo antioksidativno delovanje.

2.4 KVASOVKA Saccaharomyces cerevisiae KOT MODELNI ORGANIZEM

Kvasovka Saccharomyces cerevisiae, bolje poznana tudi kot pivska ali pekovska kvasovka,
se Ze stoletja uporablja pri proizvodnji hrane in pijace. Danes je njena raba razsirjena tudi
na podroc¢ja farmacevtske in biotehnoloske industrije, zaradi njene dovzetnosti za genetske
modifikacije z uporabo rekombinantnih DNA tehnologij.

Kvasovke so evkariontski organizmi, ki jih uvr§¢amo v kraljestvo gliv. Danes je poznanih
vec¢ kot 1000 vrst kvasovk (Simpson in sod., 2009), pri ¢emer je najbolje raziskana ravno
kvasovka S. cerevisiae. Kvasovka Saccharomyces cerevisiae velja za najbolje preucevani
evkariontski mikroorganizem, saj je prvi v celoti sekveniran genom evkariontskega
organizma ravno genom kvasovke, ki so ga v celoti sekvenirali ze leta 1996. Velikost
celotnega genoma zna$a priblizno 12 milijonov baznih parov in nosi zapis za priblizno
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6000 razli¢nih proteinov, pri ¢emer introni predstavljajo zgolj 4 % genoma kvasovke
(Goffeau in sod., 1996). Primerjalne Studije genomov so pokazale, da ima 40 % proteinov
kvasovke aminokislinska zaporedja, ki so podobna vsaj enemu ¢loveskemu proteinu. 30 %
cloveskih proteinov, ki sodelujejo pri nastanku bolezni, ima ortologe v kvasovkah (Foury,
1997; Parsons in sod., 2003).

Velikost mitohondrijskega genoma znaSa priblizno 80000 baznih parov in kodira osem
glavnih proteinov, ki igrajo klju¢no vlogo pri oksidativnih fosforilacijah. To so proteini
citokrom b (podenota ubikinol-citokrom c¢ oksidoreduktaze), Coxl, Cox2 in Cox3
(podenota citokrom c oksidaze), Atp6, Atp8, Atp9 (podenota Fo dela ATP sintaze) in Vasl
(komponenta male podenote mitohondrijskih ribosomov) (de Zamaroczy, 1985). Z masno
spektrometrijo so identificirali ve¢ino od 700-800 predvidenih proteinov kvasovke vrste S.
cerevisiae, ki sestavljajo mitohondrijski proteom kvasovke. Mitohondrijske raziskave z
uporabo kvasovke Saccharomyces cerevisiae, kot modelnega organizma, so prav zagotovo
pripomogle k obrazlozitvi biogeneze in bioloSkega delovanja omenjenega organela
(Prokisch in sod., 2004).

2.4.1 Prednosti kvasovke S. cerevisiae kot modelnega organizma

Ceprav se na prvi pogled enoceli¢na kvasovka S. cerevisiae ne zdi reprezentativna, se je na
podlagi dosedanjih Studij izkazala za odlicen modelni organizem za preucevanje
najrazlicnejSih osnovnih celicnih funkcij. Zanjo je namre¢ znacilna visoka stopnja
ohranjenosti, kar pomeni, da potekajo Stevilni celi¢ni procesi in metabolne poti pri
kvasovki podobno kot pri visje razvitih organizmih. Ravno zaradi svojih Stevilnih lastnosti
in prednosti je kvasovka primerna tako za genetske, biokemijske kot tudi celi¢ne Studije.
Poleg tega je gojenje kvasovke ekonomicno, saj za svojo rast ne potrebuje kompleksnih in
dragih gojis¢, njen generacijski ¢as pa je kratek (v optimalnih pogojih 90 min). Zaradi
nezahtevne rasti jo lahko gojimo v obliki kolonij na trdnem gojiscu ali kot suspenzijo v
teko¢em mediju, aerobno in anaerobno, hkrati pa za njihovo gojenje niso potrebne posebne
sterilne tehnike (Guthrie in Fink, 1991). Slednje bistveno olajsa izolacijo bioloSkega
materiala v zadostnih koli¢inah, ki so potrebne za nadaljnje Studije (Sherman, 1991).
Kvasovka S. cerevisiae je privlacen modelni organizem tudi zaradi svoje nepatogenosti,
zaradi Cesar se uvrsca v t.i. sploS$no spoznano kot varno skupino organizmov GRAS (ang.
Generally Recognized As Safe).

2.4.2 Stacionarna faza kvasovke S. cerevisiae

Po inokulaciji kulture kvasovk v obogateno gojis¢e z glukozo se celice najprej prilagodijo
na nove pogoje, nato zacno rasti in se vse hitreje deliti, pri ¢emer njihovo rast dolocajo
rastni pogoji v mediju. Z njihovo rastjo se porabljajo glukoza kot razpolozljiv vir ogljika,
dokler gojis¢e ni popolnoma izcrpano. Posledicno se rast upocasni, kultura postane
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nasi¢ena in preide v stacionarno fazo, v kateri celice prenehajo z brstenjem (Gray in sod.,
2004) (Fuge in sod., 1994).

Vecina humanih celic tkiv in organov (npr. nevroni in celice skeletnih miSic) se ne
razmnozuje in vecino svojega Zivljenja prezivi v stacionarni fazi (Herman, 2002), zaradi
Cesar so kvasovke ravno v stacionarni fazi ustrezen modelni organizem za preucevanje
vi§je razvitih ekvariontov. Kvasovke S. cerevisiae v stacionarni fazi rasti so zlasti primerne
za Studije oksidativnega stresa, saj imajo celice kvasovk v stacionarni fazi razvite enake
mehanizme obrambe kot celice visje razvitih evkariontov (Moradas-Ferreira in sod., 1996).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 POTEK DELA
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Slika 1: Shematski prikaz dela.
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3.2 MATERIALI
3.2.1 Proteinski hidrolizati polenovke in pis¢anca

Vzorci proteinskih hidrolizatov polenovke in pis€anca so bili pridobljeni v okviru
mednarodnega projekta »Safe transportation of marine bioactives from source to active
site«.

Za pripravo proteinskih hidrolizatov so bili uporabljeni svezi fileji polenovke in piscancjih
prsi. Fileji polenovke so bili kupljeni v trgovini z zivili Noatun v Reykjaviku na Islandiji.
Pis¢ancje prsi islandskega proizvajalca Ferskir kjuklingar so bile prav tako kupljene v
trgovini z zivili (Hagkaup).

Fileje polenovke in piscancjih prsi so najprej homogenizirali z vodo v razmerju 1:6. Z
dodatkom 2 M NaOH so vrednost pH homogenata povecali na 11, da so raztopili
miofibrilarne proteine. Netopne snovi so odstranili s centrifugiranjem (10 000 g, 20 minut,
4 °C). Topne proteine so pridobili z obarjanjem pri pH 5,5 z uporabo 2 M HCI in
naknadnim centrifugiranjem pri 10 000 g 2 min.

Proteinski hidrolizati polenovke (PHPO) in pis¢anca (PHPI) so bili proizvedeni z encimsko
hidrolizo z uporabo Protamex kompleksa (Novozymes, Bagsvaerk, Denmark). Promatex so
dodali 3-% vodni raztopini ter pustili u¢inkovati 6 ur pri 45 °C in pH 8,1. Encim so nato
inaktivirali z 10-minutnim segrevanjem pri temperaturi 95 °C. Vzorce so nato preko noci
prestavili na led, cemur je sledilo centrifugiranje (30 minut pri 10000 g). Po centrifugiranju
so zbrali topno frakcijo in naravnali njeno vrednost pH na 7,2. Temu je sledila liofilizacija
vzorcev. Tako pripravljene vzorce so nato hranili pri temperaturi -80 °C do njihove
nadaljnje uporabe.

Da bi lahko primerjali razliko v u€inkih proteinskih hidrolizatov polenovke in pis¢anca
pred in po prebavi, so vzorce izpostavili tudi in vitro modelu gastrointestinalnega trakta
(GI). PHPO in PHPI so razgradili v dvostopenjskem staticnem in vitro GI po metodi
(Tibéck in sod., 2009). Model GI z dodatkom elektrolitov, prebavnih encimov in kislin (v
nadaljevanju prebavni sok) posnema fiziolosko delovanje v zelodcu in tankem ¢revesju. Da
bi se izognili nevarnosti, da bi Zol¢ne soli kakorkoli vplivale na celice kvasovk, ki so bile
uporabljene v nadaljevanju, so bili vzorci razgrajeni z zgolj 25-imi % Zol¢nega izvlecka
(Tibédck in sod., 2009). Vzorci so bili izpostavljeni stalni temperaturi 37 °C in stresanju 180
minut na orbitalnem stresalniku pri 400 obr./min. Vzporedno s hidrolizati se je pripravil
tudi slepi vzorec, ki je namesto proteinskih hidrolizatov vseboval zgolj prebavni sok.

Konc¢ni vzorci (pred in po prebavi) so bili shranjeni pri temperaturi -80 °C do nadaljnjih
Studij, ki so bile opravljene na kvasovki vrste Saccharomyces cerevisiae kot modelnemu
organizmu.
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3.2.2 Delovni mikroorganizem

Uporabili smo kvasovko vrste Saccharomyces cerevisiae ZIM 2155 iz Zbirke industrijskih
mikroorganizmov (ZIM) Katedre za biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost zivil
Biotehniske fakultete, Univerze v Ljubljani.

V sklopu raziskovalnega dela smo uporabili tri dni staro kulturo, ki smo jo hranili na
petrijevih ploscah s trdnim YEPD gojis¢em v inkubatorju pri 28 °C.

3.2.3 Gojisca
Trdno gojis¢e YEPD

Trdno gojis¢e YEPD smo uporabili za hranjenje in precepljanje kulture kvasovk S.

cerevisiae.

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

Sestavina Koli¢ina Konéna koncentracija
kvasni ekstrakt (Biolife) 10g 1 % (w/v)
pepton (Biolife) 20g 2 % (W/v)
glukoza (Merck) 20g 2 % (w/v)
agar (Biolife) 20g 2 % (W/v)

dodamo dH,O do 1000 ml

Gojis¢e smo sterilizirali 20 min pri temperaturi 121 °C in nadtlaku 1,1 bar. Po koncani
sterilizaciji smo gojis¢e ohladili na 45 °C in ga v sterilni komori asepticno razlili v
petrijevke.

Tekoce gojisce YEPD

Tekoce gojis¢e smo uporabili za aerobno submerzno namnozevanje kulture do zacetka
stacionarne rasti.

Preglednica 3: Sestava tekoCega YEPD gojisca (Atlas in Lawrence, 1993).

Sestavina Koli¢ina Konéna koncentracija
kvasni ekstrakt (Biolife) 10g 1 % (W/v)
pepton (Biolife) 20g 2 % (W/v)
glukoza (Merck) 20g 2 % (w/v)

dodamo dH>O do 1000 ml
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Gojisce smo sterilizirali 20 min pri temperaturi 121 °C in nadtlaku 1,1 bar. Po koncani
sterilizaciji smo gojisce ohladili na sobno temperaturo.

3.2.4 Raztopine in reagenti

3.2.4.1 Kultivacija kvasovk S. cerevisiae

PBS pufer (ang. Phosphate Buffer Saline)

Pufer smo uporabili za vzdrZevanje kulture v stacionarni fazi rasti.

Preglednica 4: Sestava PBS pufra.

Sestavina Koli¢ina Kon¢na koncentracija
1 tabletka (Oxoid) NaCl 80g 8 % (W/v)
KC1 02¢g 0,2 % (w/v)
Na,HPO, L,LI5g 1,15 % (w/v)
KH,PO4 02¢g 0,2 % (w/v)

dodamo ddH,O do 100 ml

PBS pufer smo sterilizirali 20 min pri temperaturi 121 °C in nadtlaku 1,1 bar.
3.2.4.2 Preverjanje in vivo antioksidativne u¢inkovitosti proteinskih hidrolizatov
Kalijev fosfatni pufer (pH = 7,8)

50 mM kalijev fosfatni pufer smo pripravili tako, da smo bazicnemu 50 mM kalijevemu
hidrogenfosfatu (K2HPO4) dodajali kisli 50 mM kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4), dokler
nismo dosegli vrednosti pH 7,8. Kalijev fosfatni pufer smo sterilizirali 20 min pri
temperaturi 121 °C in nadtlaku 1,1 bar. Pred vsako uporabo smo pufer dodatno sterilizirali
s filtriranjem preko sterilnega membranskega filtra z velikostjo por 0,2 pm.

Preglednica 5: Priprava 50 mM KH,POxs,

Sestavina Koli¢ina Konéna koncentracija
KH>PO4 (Merck) 340 g 50 mM
dodamo ddH,O do 500 ml

Preglednica 6: Priprava 50 mM K;HPOy,

Sestavina Koli¢ina Konéna koncentracija

K>HPO4 (Merck) 435¢g 50 mM
dodamo ddH>O do 500 ml
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2',7'-diklorodihidrofluorescein diacetat (H2DCFDA)

Preglednica 7: Sestava 1 mM zaloZne raztopine H.DCFDA.

Sestavina Koli¢ina Konéna koncentracija

H>DCFDA (Sigma) 0,0049 g 1 mM
96 % etanol (Merck) do 10 ml

Uporabili smo sveze pripravljeno 1 mM raztopino HDCFDA.
3.2.4.3 Dolocanje celi¢ne energijske metabolne aktivnosti
Komplet "BacTiter-Glo™ Microbial Cell Viability Assay" (Promega)

Za doloCanje celi¢ne energijske metabolne aktivnosti smo uporabili komplet "BacTiter-
Glo™ Microbial Cell Viability Assay" (Promega).

Rekonstituiran reagent (pufer + substrat) je stabilen 8 ur na sobni temperaturi, 4 dni pri T =
4 °C, 1 teden pri T =- 20 °C in 1 mesec pri T = - 70 °C, pri ¢emer izgubi manj kot 20 %
svoje aktivnosti. Reagent smo shranjevali pri -80 °C ter ga 15 minut pred uporabo segreli
na sobno temperaturo.

3.2.4.4 Ekstrakcija mitohondrijskih proteinov
Komplet "Cytosol/Mitochondria Fractionation Kit" (Calbiochem)

"Cytosol/mitochondria fractionation" komplet (Calbiochem) je vseboval:

— 5x citosolni ekstrakcijski pufer (CP) - pripravili smo 1x citosolni ekstrakcijski pufer
(redcenje z ddH20),

— 1x mitohondrijski ekstrakcijski pufer (MP),

— 500 x raztopino proteaznega inhibitorja in

1 M raztopino DTT.
3.2.4.5 Merjenje koncentracije proteinov
Bradfordov reagent

Za merjenje koncentracije proteinov smo uporabili Bradfordov reagent (BioRad), ki smo
ga pred uporabo 5x red¢ili z ddH»O.
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3.2.4.6 2-D elektroforeza
3.2.4.6.1 Izoelektricno fokusiranje (IEF) — 1. dimenzija
Rehidracijski pufer (RP)

Preglednica 8: Sestava rehidracijskega pufra.

Sestavina Koli¢ina Koncna koncentracija
urea (Sigma) 10,5¢g 7™M

tiourea (Sigma) 38¢g 2M

CHAPS (GE Healthcare) 05¢g 2 % (w/v)

IPG pufer (GE Healthcare) 500 pl 2 % (W/v)
bromfenol modro (Sigma) 1 kristal 0,002 %

dodamo ddH,O do 25 ml

Rehidracijski pufer smo alikvotirali po 2 ml ter ga hranili na —20 °C. Pred uporabo smo RP
odtajali na sobni temperaturi ter ga prelili v novo mikrocentrifugirko, v katero smo
predhodno odtehtali 0,006 g ditiotreitola (DTT, Sigma), tako da je kon¢na koncentracija

DTT znasala 18 mM.

Mineralno olje (Sigma)

Za prekritje IPG trakov smo uporabili mineralno olje (Sigma).

Trakovi z imobiliziranim pH gradientom-IPG trakovi (pH 4-7, dolZina 13 cm) (GE

Healthcare)

3.2.4.6.2 Poliakrilamidna gelska elektroforeza (SDS-PAGE) — 2. dimenzija

Osnovni pufer za uravnoteZenje

Preglednica 9: Sestava osnovnega pufra za uravnotezenje.

Sestavina Koli¢ina Kon¢na koncentracija
1,5 M raztopina Tris-HCI (pH = 8,8) 5,0 ml 75 mM
secnina (urea) (Sigma) 36,0 g 6 M

glicerol (Sigma) 30,0 ml 30 % (v/v)

SDS (Sigma) 20¢g 2 % (W/v)
bromfenol modro (Sigma) 1 kristalcek 0,002 % (w/v)

dodamo ddH,0 do 100 ml
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Osnovni pufer za uravnotezenje smo alikvotirali po 40 ml ter ga hranili na —20 °C. Pred

uporabo smo ga odtajali na sobni temperaturi.

Pufer za uravnotezenje I smo pripravili tako, da smo zatehtali 0,2 g DTT in ga raztopili v

20 ml osnovnega pufra za uravnotezenje. Pufer za uravnotezenje Il smo pripravili tako, da

smo zatehtali 0,96 g jodacetamida (JAA) in ga raztopili v 20 ml osnovnega pufra za

uravnotezenje.

SDS elektroforezni pufer

Preglednica 10: Priprava 5x SDS elektroforeznega pufra.

Sestavina Koli¢ina Konéna koncentracija
Tris-baza (Sigma) 150 ¢g 260 mM

glicin (Merck) 72,0 g 960 mM

SDS (Sigma) 50g 0,5 % (W/v)

dodamo ddH,0 do 1000 ml

Raztopine za pripravo lo¢ilnega gela

Preglednica 11: Priprava 1,5 M raztopine Tris-HCI (pH = 8,8)

Sestavina Kolicina
Tris-baza (Sigma) 72,6 g
ddH,O do 300 ml
koncentrirana HCl dopH=8,8
ddH,O do 400 ml
Preglednica 12: Sestava 10 % (w/v) raztopine SDS.
Sestavina Kolicina
SDS (Sigma) 10,0 g
ddH>0 do 100 ml
Preglednica 13: Sestava 10 % (w/v) raztopine APS.
Sestavina Kolicina
APS (Sigma) 0,lg

dodamo ddH,O do 1 ml

Vedno pripravimo svezo raztopino APS ali pa sveZo raztopino alikovotiramo in hranimo

pri T =-20 °C.
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Lo¢ilni gel z debelino 1 mm

Preglednica 14: Sestava locilnega gela z debelino 1 mm.

Sestavina

Koli¢ina za 2 gela

akrilamid 30 % (w/v) / bisakrilamid 0,8 % (w/v)
1,5 M raztopina Tris-HCI (pH = 8,8)

10 % raztopina SDS

ddH,O

10 % raztopina APS

TEMED

15,7 ml
9,8 ml
0,4 ml
13 ml
195 ul
13 ul

Raztopini APS in TEMED dodamo k raztopini po
razplinjevanju v ultrazvoc¢ni kopeli.

Agarozna raztopina

Preglednica 15: Sestava agarozne raztopine.

predhodnem 10-minutnem

Sestavina Koli¢ina Kon¢na koncentracija
agaroza (Sigma) 05¢g 0,5 % (w/v)

1x SDS elektroforezni pufer 100 ml

Bromfenol modro 1 kristalcek

Bromfenol modro smo dodali raztopini sele, ko smo jo, zaradi lazjega raztapljanja agaroze,
prehodno segreli v mikrovalovni pecici. Raztopino smo razdelili v centrifugirke (po 11 ml)

in jo hranili na sobni temperaturi 1 mesec.
3.2.4.6.3 Barvanje gelov

Fiksacijska raztopina

Preglednica 16: Sestava fiksacijske raztopine.

Sestavina Koli¢ina Kon¢na koncentracija
100 % metanol (Merck) 500 ml 50 % (v/v)
100 % ocetna kislina (Merck) 70 ml 7 % (V/v)

dodamo ddH,O do 1000 ml

Barvilo SYPRO® Ruby (Invitrogen)

Za barvanje gelov smo uporabili barvilo SYPRO® Ruby proizvajalca Invitrogen.
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Raztopina za razbarvanje

Preglednica 17: Sestava raztopine za razbarvanje.

Sestavina Koli¢ina Kon¢na koncentracija
100 % metanol (Merck) 100 ml 10 % (v/v)
100 % ocetna kislina (Merck) 70 ml 7 % (v/v)

dodamo ddH,0 do 1000 ml

3.2.5 Laboratorijska oprema, aparature in pripomocki

Pri delu smo za doseg konc¢nih rezultatov poleg standardne laboratorijske opreme
uporabljali razlicne aparature in bioinformacijska orodja (podrobnejsi seznam je naveden v

naslednjih tockah).
3.2.5.1 Priprava gojis¢, raztopin in regentov

— zlicka za odmerjanje vhodnih sestavin

— 2000-ml steklena ¢aSa

— 500-ml steklenica z zamaSkom

— tehtnica Sartorius excellence

— tehtnica PS 1200/C/2 (Radwag)

— magnetno me$alo MM-540 (Tehtnica Zelezniki)
— magneti

— parni sterilizator — avtoklav (Sutjeska)

— gorilnik

— petrijeve plosce (Golias)

— Dbrezprasna komora LFV P122 (Iskra pio)
— inkubator IG 150 (Jouan)

— pH meter Seven multi (Mettler Toledo)
3.2.5.2 Inokulacija, kultivacija in inkubacija kvasovk S. cerevisiae

— 1000-ml erlenmajerice s stransko roko in enim utorom (Shot Duran)
— 100-ml erlenmajerice s stransko roko in enim utorom (Borosilicat)
— 500-ml erlenmajerice s stransko roko (Simex)

— 100-ml merilni valj
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—  50-ml merilni valj

— avtoklavirni trak

— aluminijasta folija

— penasti zamaski (Daibo)

— gorilnik

— brezprasna komora LFV P122 (Iskra pio)
— cepilne zanke za enkratno uporabo (Golias)
— stresalnik Multitron (Infors HT)

— spektrofotometer MA 9150 (Iskra)

— centrifuga 5415 C (Eppendorf)

— centrifuga 322A (Tehtnica)

— stresalnik Multitron (Infors HT)

— inkubator IG 150 (Jouan)

3.2.5.3 Dolocanje znotrajceli¢ne oksidacije

— brezprasna komora LFV P122 (Iskra pio)

— 2-ml mikrocentrifugirke (Eppendorf)

— 50-ml falkonke (TPP)

— avtomatske pipete (Gilson)

— nastavki za pipete

— centrifuga 5415 C (Eppendorf)

— membranski filter z velikostjo por 0,2 um (Sartorius)
— stresalnik Multitron (Infors HT)

— vrti¢nik TTS2 (Ika)

— cCitalec mikrotitrskih ploscic Safire II (Tecan)
— C¢rne 96-mestne mikrotitrske ploscice (Nunc)

— racunalniSki progam Magellan

3.2.5.4 Dolocanje celicne energijske metabolne aktivnosti

— brezprasna komora LFV P122 (Iskra pio)
— avtomatske pipete (Gilson)
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nastavki za pipete

multikanalna pipeta (Eppendorf)

nastavek za multikanalno pipeto (Eppendorf)
bele 96-mestne mikrotitrske plos¢ice (Nunc)
vrticnik TTS2 (Ika)

¢italec mikrotitrskih ploscic Safire II (Tecan)

racunalniski program Magellan

3.2.5.5 Ekstrakcija citosolnih in mitohondrijskih proteinov

avtomatske pipete

nastavki za pipete

2-ml mikrocentrifugirke (Eppendorf)

vrtinénik TTS2 (Ika)

centrifuga z moznostjo hlajenja (Sigma)

12,5-ml plasti¢ne falkonke z ovalnim dnom (TPP)

0,5 mm cirkonij-kremenceve kroglice (BioSpec Products)

3.2.5.6 Merjenje koncentracije proteinov v citosolni in mitohondrijski frakciji

avtomatske pipete

nastavki za pipete

2-ml mikrocentrifugirke (Eppendorf)

vrtinénik TTS2 (Ika)

prozorne 96-mestne mikrotitrske ploscice (Nunc)
¢italec mikrotitrskih plos¢ Safire 2 (Tecan)

racunalniski program Magellan

3.2.5.7 1zoelektricno fokusiranje (IEF) — prva dimenzija

avtomatske pipete

nastavki za pipete

vrtinénik TTS2 (Ika)

centrifuga miniSpin (Eppendorf)
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— podstavek z rezami in pokrovom za rehidracijo trakov (GE Healthcare)
— elektroforetska enota Multiphor II (GE Healthcare)

— steklen podstavek z elektrodnimi prikljucki (Pharmacia Biotech)

— plasti¢na plosca z vdolbinami

— elektrodni trakovi (GE Healthcare)

— elektrodi (anoda in katoda) (Pharmacia Biotech)

— termostatski cirkulator (GE Healthcare)

— usmernik EPS 3501 XL (GE Healthcare)

3.2.5.8 Poliakrilamidna gelska elektroforeza (SDS-PAGE) — 2. dimenzija

steklene plosce (16 x 18 cm)

— distan¢niki (1 mm)

— nosilci z vijaki

— nosilei

—  stiscki

— fen

— papirnate brisacke/brezprasne krpice

— steklena pipeta

— ultrazvocna kopel (Sonis-Pio)

— mikrovalovna pecica (Sanyo)

— SDS-PAGE posoda (zgornja in spodnja) (GE Healthcare)
— termostatski cirkulator (GE Healthcare)

— usmernik EPS 3501 XL (GE Healthcare)
— plasti¢ne posode (19,5 x 20,8 cm) (Rotho)

— stresalna plosca (Biometra)

3.2.5.9 Slikanje gela in analiza slike gela

— stresalna plosca (Biometra)
— sistem za dokumentacijo gelov CAM-GX-CHEMI-HRA16 (Syngene)

— racCunalniSki program za obdelavo gelov 2-D Dymension 2.02 (Syngene)
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3.2.5.10 Hladilniki in zamrzovalniki za shranjevanje raztopin, reagentov in vzorcev

— hladilnik (4 °C) (LTH)
— zamrzovalna omara (-20 °C) (LTH)

— zamrzovalna omara (-80 °C) (LTH)

3.3 METODE DELA
3.3.1 Priprava kulture kvasovk Saccharomyces cerevisiae v stacionarni fazi rasti

Za precepljanje kulture kvasovk Saccharomyces cerevisiae smo uporabili trdno gojisce
YEPD (Preglednica 2), za aerobno submerzno namnozevanje kvasne biomase pa smo
uporabili tekoce gojis¢e YEPD (Preglednica 3). PBS pufer smo uporabili za vzdrzevanje
celic kvasovke v stacionarni fazi rasti (Preglednica 4).

3.3.1.1 Priprava trdnega YEPD goji$ca in precepljanje delovne kulture

Za pripravo trdnega YEPD gojisc¢a smo naprej v stekleno Caso natehtali vse potrebne
sestavine (Preglednica 2) in odmerili volumen destilirane vode, ki je bil potreben do
kon¢nega skupnega volumna 1000 ml. V ¢aso smo dodali magnetno meSalo in pustili na
mesSalniku toliko ¢asa, da so se sestavine popolnoma raztopile. Po koncanem raztapljanju
smo gojisce pretoCili v infuzijske steklenice ter jih zaprli z zamaskom. Tako pripravljeno
gojisce smo nato avtoklavirali 20 min pri temperaturi 121 °C in nadtlaku 1,1 bar. Po
koncani sterilizaciji smo $e precej vroce gojisce prelili v petrijeve plosce in pustili ez noc,
da se je strdilo. Gojis¢a smo do nadaljnje rabe hranili v temnem in suhem prostoru sobne
temperature.

Delovno kulturo S. cerevisiae smo precepljali tedensko ob priblizno istem casu ter jo nato
hranili v inkubatorju pri 28 °C.

3.3.1.2 Priprava tekocega YEPD gojisca in steklovine

Tekoce gojis¢e YEPD smo pripravili podobno kot trdno gojisc¢e YEPD. Razlika med njima
je zgolj v tem, da pri tekocem YEPD gojis¢u ne dodamo agarja za strjevanje. Za pripravo
tekocega gojisca YEPD smo najprej v ¢aso natehtali vse potrebne sestavine (Preglednica 3)
in jim dodali destilirano vodo. Sestavine smo nato popolnoma raztopili na magnetnem
mesalu. Po kon¢anem raztapljanju smo z uporabo merilnega valja dvakrat odmerili po 360
ml tekocega gojis¢a YEPD in ga prelili v dve 1000-ml erlenmajerici s stransko roko in 1
utorom. Eno erlenmajerico smo zaprli z zamaskom in pokrili z alu folijo (kasneje je ta
sluzila za inokulacijo kulture), drugo erlenmajerico pa smo pokrili samo z alu folijo (slepi
vzorec). Z merilnim valjem smo nato odmerili Se dvakrat po 50 ml gojisca in ga prelili v
dve 100-ml erlenmajerici z enim utorom ter ju pokrili z alu folijo.
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To gojis¢e smo nato prav tako avtoklavirali 20 min pri temperaturi 121 °C in nadtlaku 1,1
bar.

3.3.1.3 Inokulacija in kultivacija

Za inokulacijo smo vedno uporabili 3 dni staro kulturo S. cerevisiae ZIM 2155 na trdnem
gojis¢u YEPD. Inokulacija je potekala v brezprasni komori, pri ¢emer smo uporabili
asepticno tehniko. S cepilno zanko smo kulturo postopoma dodajali v tekoce gojisc¢e do
opti¢ne gostote pri 650 nm (ODsso) 0,95. Ko smo dosegli Zeleno absorbanco, smo nacepili
40 ml suspenzije v 360 ml gojisca ter ponovno izmerili opti¢no gostoto pri 650 nm. Temu
je sledila 60-urna kultivacija celic kvasovk na stresalniku pri 28 °C in 220 obr./min do
zacetka stacionarne faze rasti.

3.3.1.4 Priprava in prenos kulture v pufer PBS

Pufer PBS smo pripravili tako, da smo v enem litru bidestilirane vode raztopili 10 tabletk
PBS (Preglednica 4). Ena tabletka namre¢ zadostuje za pripravo 100 ml PBS.

V caso z desetimi tabletkami smo nalili priblizno 800 ml bidestilirane vide in jo postavili
na mesalo ter pustili toliko ¢asa, da so se tabletke popolnoma raztopile. Nato smo vso
raztopino prelili v 1000-ml bucko ter prilili bidestilirano vodo do 1000 ml. Pufer smo
dobro premesali in ga avtoklavirali 20-minut pri temperaturi 121 °C in nadtlaku 1,1 bar.
Avtoklaviran pufer smo nato do nadaljnje uporabe hranili v inkubatorju na 28 °C.

Po 60-urni inkubaciji kulture na stresalniku smo nadaljevali s prenosom v pufer PBS.

50 ml brozge smo centrifugirali 3 minute pri 4000 obr./min, odlili supernatant in biomaso
2x sprali s pufrom PBS. Po drugem izpiranju smo biomasi dodali 50 ml pufra PBS, celice
resuspendirali in prenesli 40 ml suspenzije k 160 ml pufra PBS, ogretega na 28 °C, ki smo
ga pripravili v 500-ml erlenmajerici s stransko roko in 1 utorom. Temu je sledila
inkubacija kvasne suspenzije na stresalniku nadaljnjih 96 ur pri 28 °C in 220 obr./min.

3.3.2 Tretiranje kvasne suspenzije s proteinskimi hidrolizati

Po 96-ih urah inkubacije smo 10 ml celicne suspenzije prenesli v 50-ml centrifugirke in
dodali dolocen volumen proteinskega hidrolizata, da smo dosegli koncentracijo v
suspenziji 1,0 mg/ml (Preglednica 18). Volumen dodanega slepega vzorca je bil enak
volumnu dodanega proteinskega hidrolizata. Slepi vzorec pred prebavo je predstavljala
voda, po prebavi pa prebavni sok. Po dodatku vzorcev smo centrifugirke zaprli z gobastimi
zamaski in jih inkubirali 2 uri na stresalniku pri 220 obr./min in temperaturi 28 °C.



33

Kostomaj T. Vpliv proteinskih hidrolizatov polenovke in pi§¢anca na oksidacijski status in mitohondrijski proteom ... S. cerevisiae.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2016

Preglednica 18: Dodani volumni vzorcev proteinskih hidrolizatov za tretiranje kulture.

Vzorec Zacetna Dodan volumen vzorca Konéna koncentracija
koncentracija v celino suspenzijo vzorca v celini suspenziji

Proteinski hidrolizati 32,31 mg/ml 309,5 ul 1,0 mg/ml

polenovke (pred prebavo)

(PHPOPR)

Proteinski hidrolizati 10,06 mg/ml 994,04 nul 1,0 mg/ml

polenovke (po prebavi)

(PHPOPO)

Proteinski hidrolizati 34,44 mg/ml 290,4 pl 1,0 mg/ml

pis¢anca (pred prebavo)

(PHPIPR)

Proteinski hidrolizati 10,44 mg/ml 957,9 Wl 1,0 mg/ml

piscanca (po prebavi)

(PHPIPO)

3.3.3 Dolocanje znotrajcelicne oksidacije celic

Znotrajcelicno oksidacijo celic kvasovk vrste Saccharomyces cerevisiae smo dolocali z
barvilom 2',7'-diklorodihidrofluorescein (H2DCF), ki reagira z oksidanti po metodi, ki so jo
opisali Jakubowski in sod. (2000). Spojino smo celicnim suspenzijam dodali v obliki
diacetat estra 2'7'-diklorodihidrofluorescein diacetat (H2DCFDA), ki =zaradi svoje
nepolarnosti lazje prodira skozi plazemsko membrano celic. Znotraj celic nespecifi¢ne
esteraze HoDCFDA deacetilirajo do H2DCF, ki je bolj polaren, zaradi ¢esar ne more
prehajati skozi membrane in se posledicno zadrzi v celicah. Ob prisotnosti ROS se HDCF
oksidira v diklorofluorescein (DCF), ki fluorescira, kar sluzi za indikacijo znotrajcelicne
oksidacije (Jakubowski in sod., 2000).

Po kon¢anem 2-urnem tretiranju celic smo iz vsake 50-ml centrifugirke odpipetirali 2 ml
celicne suspenzije, jo prenesli v 2-ml centrifugirke ter centrifugirali 4 minute pri 14000
obr./min. Po centrifugiranju smo odstranili supernantant, sedimentu pa dodali 2 ml 50 mM
filtriranega kalijev fosfatnega pufra (pH = 7,8) ter suspenzijo dobro resuspendirali. 100 pl
suspenzije celic smo nato prenesli v 890 pl kalijevega fosfatnega pufra za merjenje OD pri
650 nm ter inkubirali 5 minut pri 28 °C. Po koncani inkubaciji smo dodali 10 pl 1 mM
raztopine sveze pripravljenega H2DCFDA. Vzorce smo nato inkubirali dalje na stresalniku
v temi pri 28 °C, 20 minut. Po koncani inkubaciji smo vzorce v Stirih ponovitvah po 200 pl
nanesli na ¢rno 96-mestno mikrotitersko plos¢ico. Temu je sledilo 80-minutno merjenje
fluorescence s pomocjo Citalca mikrotiterskih plos¢ Safire II (Tecan) in racunalniSkega
programa Magellan. Valovna dolzina vzbujevalne svetlobe je znasala 488 nm, emijske pa
520 nm. Rezultate smo predstavili kot relativne vrednosti (fluorescencna
intenziteta/opticna gostota; F/OD) glede na pripadajoCe slepe vzorce (tretirana kultura z
ustreznim slepim vzorcem).
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3.3.4 Dolocanje celi¢ne energijske metabolne aktivnosti

Za dolocanje celi¢ne energijske metabolne aktivnosti smo uporabili komplet "BacTiter-
Glo™ Microbial Cell Viability Assay" (Promega), ki smo ga pripravili po navodilih
proizvajalca ter alikvote hranili v zmrzovalni skrinji na -80 °C. Komplet omogoca
dolocanje Stevila Zivih celic v kulturi in temelji na kvantitativnem dolocanju prisotnih ATP
molekul, ki so indikator metabolno aktivnih celic. Celotno Stevilo prisotnih ATP molekul
je premo sorazmerno neposredno s Stevilom zivih celic v kulturi in intenziteti oddane
luminiscence (Promega, 2007).

Pred uporabo smo alikvote komercialnega kompleta "BacTiter-Glo™ Microbial Cell
Viability Assay" najprej segreli na sobno temperaturo. V jamico bele 96-mestne
mikrotitrske plos¢ice smo nato v 4-ih ponovitvah nanesli po 100 pl tretirane celicne
suspenzije, dodali 100 pl reagenta in premesSali. Po 5-ih minutah smo na C¢italcu
mikrotitrskih plos¢ Safire II (Tecan) s pomocjo ra¢unalniskega programa Magellan izmerili
luminiscenco. Rezultate smo predstavili kot relativne vrednosti luminiscence/ODsso glede
na pripadajoce slepe vzorce (tretirana kultura z ustreznim slepim vzorcem).

3.3.5 Ekstrakcija mitohondrijskih proteinov

Dvo-urnemu tretiranju celic kvasovk je sledilo pobiranje vzorcev za ekstrakcijo
mitohondrijskih proteinov. Centrifugirali smo 2x 20 ml celi¢ne suspenzije, in sicer 3
minute pri 4000 obr./min. Po centrifugiranju smo supernatant odlili, celice pa sprali z 10
ml PBS pufra, ki smo ga predhodno ogreli na 28 °C. Nato smo celi¢no suspenzijo ponovno
centrifugirali 3 minute pri 4000 obr./min in po centrifugiranju supernatant odlili. Celice
smo po kon¢anem postopku zamrznili v teko¢em dusiku pri -196 °C in jih do uporabe rabe
hranili v zamrzovalni skrinji na -80 °C.

Mitohondrijske proteine smo ekstrahirali z uporabo kompleta »Cytosol/Mitochondria
Fractionation Kit« (CalBiochem). Vzorce, ki smo jih zamrznjene hranili na temperaturi -80
°C, smo najprej postopoma odtalili na ledu. V vmesnem ¢asu smo pripravili 1x citosolni
ekstrakcijski pufer (CP), ki smo ga pripravili z red¢enjem 5x citosolnega ekstrakcijskega
pufra z bidestilirano vodo. Ko so se vzorci odtalili, smo posameznemu peletu dodali 1250
pl CP, ki je vseboval Se 1,25 pl raztopine DTT in 2,5ul raztopine inhibitorja proteaze.
Pelet z dodanim CP smo najprej dobro resuspendirali, nato pa smo ga prenesli v 12,5-ml
centrifugirko z ovalnim dnom ter mu dodali 5 Zlick cirkonij-kremencevih kroglic. Vzorce
smo nato homogenizirali z meSanjem na vrticniku 5x po 1 minuto z vmesnimi eno-
minutnimi inkubacijskimi intervali na ledu. Sledilo je centrifugiranje 20 minut pri
temperaturi 4 °C in 800 g. Supernatant smo prenesli v svezo centrifugirko in ga
centrifugirali Se 30 minut (4 °C, 10000 g). V tem koraku je prislo do lo¢itve med citosolno
in mitohondrijsko frakcijo, zato smo pelet obdrzali, saj je ta predstavljal mitohondrijsko
frakcijo, supernatant pa prenesli v svezo centrifugirko ter ga centrifugirali Se dodatnih 20
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minut (4 °C, 20000 g) — citosolna frakcija. Pelet, ki je predstavljal mitohondrijsko frakcijo,
smo nato s povlekom pipete resuspendirali v 1 ml CP brez dodanega inhibitorja proteaze in
DTT ter ga nato centrifugirali 10 min pri 10000 g in 4 °C. Postopek spiranja smo ponovili
Se enkrat. Po zadnjem spiranju smo mitohondrijski pelet raztopili v 50 pl mitohondrijskega
ekstrakcijskega pufra (MP), ki smo mu predhodno dodali 0,1 pl inhibitorja proteaze in 0,05
pl raztopine DTT. Najprej smo raztopili en pelet (iz 20 ml suspenzije) ter nato raztopino
prenesli k drugemu peletu. Temu je sledilo merjenje koncentracije proteinov. Tako
pridobljene mitohondrijske frakcije smo do nadaljnje uporabe hranili v zamrzovalni omari
na temperaturi -80 °C.

3.3.6 Merjenje koncentracije proteinov

Koncentracijo proteinov v ekstraktih oz. frakcijah smo dolo¢ili kolorimetri¢no po Bradford
metodi na podlagi umeritvene krivulje govejega serumskega albumina (BSA). Metoda
temelji na vezavi barvila Coomassie Brilliant Blue G-250 preko elektrostatskih in v manjsi
meri hidrofobnih interakcij na molekule proteina, pri ¢emer se rdece obarvan kompleks
spremeni v modro obarvan, hkrati pa se s tem spremeni tudi absorpcijski maksimum
barvila iz 465 nm na 595 nm (Bradford, 1976).

V jamice prozorne mikrotiterske ploscice smo prenesli 4 pl ustrezno redcene frakcije in
dodali 196 pl Bradfordovega reagenta, ki smo ga pripravili tako, da smo originalni
koncentrat (Biorad Protein Assay) 5x razredCili z bidestilirano vodo, in dobro premesali.
Po 5-ih minutah inkubacije na sobni temperaturi smo nato na ¢italcu mikrotitrskih plos¢
Safire II (Tecan) s pomocjo programske opreme Magellan izmerili absorbanco pri valovni
dolzini 595 nm. Koncentracijo proteinov smo izracunali s pomocjo enacbe umeritvene
krivulje (Priloga 1).

3.3.7 Dvo-dimenzionalna poliakrilamidna gelska elektroforeza (2-D PAGE)

2-D PAGE je ena od osnovnih tehnik proteomike namenjena lo¢evanju proteinov, ki sta jo
kot prva neodvisno razvila O'Farrell (1975) in Klose (1975), v naslednjih desetletjih pa so
temu sledile razlicne modifikacije in izpopolnjevanja.

Kot Ze samo ime pove, locevanje proteinov poteka v dveh dimenzijah. Prvo dimenzijo
predstavlja izoelektricno fokusiranje, kjer se proteini med sabo locijo glede na svojo
izoelektricno tocko. Drugo dimenzijo predstavlja poliakrilamidna gelska elektroforeza v
prisotnosti natrijevega dodecil sulfata (SDS PAGE), kjer se proteini lo¢ijo Se glede na
njihovo molekulsko maso.
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3.3.7.1 Izoelektri¢no fokusiranje — 1. dimenzija

Proteine najprej z izoelektricnim fokusiranjem lo¢imo glede na njihovo izoelektri¢no toc¢ko
(pD). Protein v elektricnem polju potuje toliko Casa, dokler ne dospe v podrocje gela, kjer je
pH natancno enak vrednosti njegove izoelektri¢ne tocke (pl).

Proteini so namreC zaradi aminokislin lahko neto pozitivno ali negativno nabiti ali
nevtralni, kar se spreminja v odvisnosti od pH njihovega okolja. Med fokusiranjem se
premikajo pod vplivom elektri¢nega polja v traku z imobiliziranim pH gradientom (IPG).
Gre za trak, prepojen z zaporedjem amfolitov. V tem cCasu postajajo proteini s
sprejemanjem oziroma oddajanjem protonov vedno manj nabiti, dokler se ne ustavijo v
tocki, kjer je njihov neto naboj 0 (Stevilo pozitivno nabitih aminokislinskih ostankov je
izenaCeno s Stevilom negativno nabitih) (Kocevar in Komel, 2008). Ta tocka predstavlja
njihovo izoelektricno tocko.

3.3.7.1.1 Priprava vzorcev za nanos na IPG trakove

Pri pripravi vzorcev smo glede na koncentracije proteinov najprej dolocili volumne
posameznih vzorcev, v katerih je bila masa proteinov 100 pg. Dobljenim volumnom smo
nato dodali toliko rehidracijskega pufra (Preglednica 8), da je kon¢ni volumen vzorca in
RP (rehidracijskega pufra) znasal 250 pL.

Rehidracijski pufer sestavljajo urea, tiourea, neionski detergent CHAPS, DTT, IPG pufer,
bromfenol modro. Urea denaturira proteine in izbolj$a njihovo topnost. Topnost proteinov,
predvsem hidrofobnih, poveca tudi tiourea. CHAPS je neionski detergent, ki prav tako
poveca topnost proteinov ter preprecuje njihovo agregacijo. Ker nima naboja, ne vpliva na
potovanje proteinov med izoelektricnim fokusiranjem. IPG pufer omogoca boljso
separacijo proteinov, zlasti pri vecjih nanosih, poveca topnost proteinov, omogoca
enakomerno prevodnost vzdolz pH gradienta, ne da bi s tem vplival na izoelektricno
fokusiranje ali obliko gradienta (GE Healthcare, 2004).

3.3.7.1.2 Rehidracija IPG trakov

Pri delu smo uporabili trakove z imobiliziranim pH gradientom (pH=4-7) dolzine 13 cm, ki
smo jih hranili na T = - 20 °C. Za rehidracijo smo uporabili podstavek z rezami in
pokrovom. Podstavek smo najprej uravnali v ravnotezno pozicijo in nato v sredino reze
odpipetirali 250 pl raztopine za rehidracijo trakov z raztopljenimi proteini. Nato smo s
traku z anodnega konca (+) odstranili plasticno folijo, ki je prekrivala gel in ga previdno
brez tvorbe mehurckov polozili z gelom navzdol v rezo ter prekrili s 3 ml mineralnega olja,
s ¢imer smo preprecili kristalizacijo uree in evaporacijo vode iz rehidracijskega pufra.
Plosco za rehidracijo IPG trakov smo nato pokrili s pokrovom ter pustili, da je rehidracija
tekla ¢ez noc.
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3.3.7.1.3 Izoelektri¢no fokusiranje (IEF)

Po koncani rehidraciji smo trakove najprej pomocili v bidestilirano vodo (v valju), na hitro
sprali z bidestilirano vodo in jih osusili na papirnati brisacki, obrnjene z gelom navzgor. S
tem smo odstranili kristale uree in proteine, ki so vec¢ji od 120 kDa in med rehidracijo v gel
niso vstopili.

Na plosco, ki zagotavlja konstantno temperaturo 20 °C med potekom IEF, smo vertikalno
nanesli 4x po 1 ml mineralnega olja, ¢ezenj postavili steklen podstavek z elektrodnimi
prikljucki, tako da je anodni prikljucek bil namescen na vrhu plosce, ter vanj nalili 10 ml
mineralnega olja. V podstavek smo nato dali plasticno plosc¢o z vdolbinami. V vdolbine
plasti¢ne plos¢e smo nato polozili osusene trakove z gelom navzgor in pozitivnim (+)
koncem na zgornjem delu plosce. Nato smo odrezali dva enako dolga elektrodna trakova,
ju namocili v bidestilirani vodi, na hitro osusili na papirnati brisacki ter ju polozili
pravokotno na oba konca trakov. Ceznju smo nato namestili elektrodi in trakove prelili s
priblizno 150 ml mineralnega olja ter pokrili s pokrovom. Plos¢o za izoelektricno
fokusiranje smo nato prikljucili na usmernik, na katerem smo nastavili 4-fazni potek
izoelektricnega fokusiranja (Preglednica 19). Izoelektricno fokusiranje je s pomocjo
termostatskega cirkulatorja potekalo pri temperaturi 20 °C.

Preglednica 19: Prikaz 4. faznega poteka izoelektri¢nega fokusiranja.

Faza delovanja na usmerilniku Napetost [V] Tok [mA] Cas

1. faza 0-300 <2 1 min
2. faza 300 <2 lh

3. faza 300-35000 <2 1 h 30 min
4. faza 3500 <2 5h

Po koncanem IEF smo trakove prenesli v plasticno mapo in jih shranili v zamrzovalno
omaro na temperaturo - 80 °C do izvedbe 2. dimenzije.

3.3.7.2 Poliakrilamidna gelska elektroforeza (SDS PAGE) — 2. dimenzija

V 2. dimenziji smo proteine locevali glede na njihovo molekulsko maso, pri ¢emer smo
uporabili poliakrilamidne gele in anionski detergent natrijev dodecil sulfat (SDS).

S pomocjo analitske metode SDS-PAGE elektroforeze dolocamo molekulsko maso
proteinom in polipeptidom. Metoda temelji na uporabi aninonskega detergenta SDS, ki
denaturira proteinske molekule, jih razvije in obda s svojimi molekulami. Ker imajo
molekule SDS negativen naboj, imajo tudi vsi denaturirani proteini negativen naboj,
velikost naboja pa je odvisna od velikosti proteinske molekule. V elektricnem toku vse
molekule potujejo proti anodi, ki je pozitivno nabita, dolzina njihovega potovanja pa je
premosorazmerna z njihovo velikostjo. Vec¢je molekule potujejo pocasneje od manjsih, ker
jim poliakrilamidni gel nudi vecji upor. Tako po doloCenem casu manjSe molekule
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prepotujejo daljSo razdaljo od katode proti anodi kot ve¢je molekule (Anderluh in sod.,
2009).

2. dimenzijo smo izvedli v ve¢ zaporednih korakih:
— vlivanje poliakrilamidnih gelov,

— uravnotezenje IPG trakov,

— prenos IPG traku na locilni gel,

— SDS poliakrilamidna gelska elektroforeza (SDS-PAGE).

3.3.7.2.1 Vlivanje gelov

Za vlivanje locilnih gelov je bilo treba najprej sestaviti kalup. Med stekleni plosci velikosti
16x18 cm smo na obeh straneh vstavili distancnika debeline 1 mm ter vse skupaj s stiScki
vpeli v nosilec. Med stekleni plos¢i smo nato enakomerno vlili 19 ml 12 %
poliakrilamidnega locilnega gela (Preglednica 14). Nato smo v kalup na zgornjo povrsino
gela previdno dolili Se tanko plast bidestilirane vode (priblizno do 1 cm pod zgornjim
robom). S tem smo gelu preprecili stik s kisikom in mu omogocili enakomerno
polimerizacijo. S tem smo hkrati dosegli tudi ravno zgornjo stranico gela, ki bi se v
nasprotnem primeru nagubala. Po koncani polimerizaciji smo bidestilirano vodo odlili,
povrsino gela pa dobro osusili s fenom.

3.3.7.2.2 UravnoteZenje IPG trakov

Trakove smo vzeli iz zamrzovalne omare in najprej namocili v 4 epruvete z 1xSDS
elektroforeznim pufrom (Preglednica 10), ter se s tem znebili ostankov mineralnega olja.
Nato smo trakove prenesli v epruvete z 10 ml pufra za uravnotezenje I in jih polozili na
stresalno plos¢o za 15 minut. Iz pufra za uravnotezenje I smo jih nato prenesli v epruvete z
10 ml pufra za uravnotezenje II in jih ponovno za 15 minut polozili na stresalno plos¢o. Po
uravnotezenju smo trakove prenesli na brezpraSne krpice (z gelom navzgor) in pocakali, da
so se osusili.

3.3.7.2.3 Prenos IPG traku na locilni gel

Na povrsino loCilnega gela smo nalili agarozno raztopino (Preglednica 15), ki smo jo
predhodno segreli na 100 °C. Nato smo trak spustili v reZo med steklenima plo§¢ama in ga
s pomocjo igle potisnili do loCilnega gela. Strnjena agaroza je tako fiksirala gel.

3.3.7.2.4 SDS poliakrilamidna gelska elektroforeza (SDS-PAGE).

Ko se je agarozna raztopina strdila, smo kalup s sti§¢ki namestili v zgornjo posodo za SDS-
PAGE ter odstranili podstavek. Nato smo kalup z zgornjo posodo prenesli v spodnjo
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posodo za SDS PAGE ter obe posodi napolnili z I1x SDS elektroforeznim pufrom. Spodnjo
posodo smo nato pokrili s pokrovom ter obe posodi povezali z usmernikom.
Elektroforetski sistem smo prikljucili tudi na hladilni sistem ter tako zagotovili konstantno
temperaturo 20 °C. Potovanje vzorcev v smeri anode je potekalo najprej 15 minut pri
konstantnem toku 20 mA/ in nato pri konstantnem toku 40 mA/gel, dokler barvilo
bromfenol modro ni doseglo spodnjega roba gela (priblizno 1 ura in 35 minut). Nato smo
SDS-PAGE ustavili, previdno razstavili kalup in gel oznacili z zarezami (vsak gel je imel
svojo specificno zarezo), zato da kasneje pri barvanju gelov ne bi prislo do morebitnih
zamenjav med geli.

3.3.7.3 Barvanje gelov
Za barvanje gelov smo uporabili barvilo SYPRO® Ruby.

V kolikor smo barvali samo en gel, smo za barvanje uporabili 200 ml raztopine, ¢e smo
barvali v isti plasti¢ni posodi dva gela hkrati, pa smo uporabili 300 ml raztopine. Prvi
korak barvanja gelov je fiksacija na stresalni plos¢i s pomocjo fiksacijske raztopine
(Preglednica 16). S fiksacijo onemogoc¢imo difuzijo proteinov ter odstranimo odvecne ione
in SDS. Po fiksaciji smo vso fiksacijsko raztopino v posodi odlili. Temu je sledilo
prekonocno barvanje z barvilom SYPRO® Ruby, ki je obcutljivo na svetlobo, zato smo ob
vsaki uporabi barvila delali v temi, posode za barvanje gelov pa ovili v alu folijo in tako
gele skupaj z barvilom Se dodatno zascitili pred vdorom svetlobe. Po koncanem koraku
barvanja smo gele prenesli v sveze posode in dodali 200 ml ali 300 ml raztopine za
razbarvanje (Preglednica 17). Postopek razbarvanja smo izvedli dvakrat po 30 minut na
stresalni plos¢i. Postopku razbarvanja je sledilo izpiranje z bidestilirano vodo. Izpirali smo
prav tako v zaprtih posodah na stresalnih plos¢i, 3x po 5 minut.

Preglednica 20: Postopek barvanja gelov.

Korak Raztopina Cas

fiksacija fiksacijska raztopina (Preglednica 16) 2x 30 min
barvanje barvilo SYPRO® Ruby preko noci
razbarvanje raztopina za razbarvanje (Preglednica 17) 2x 30 min
izpiranje ddH,O 3x 5 min

3.3.7.3.1 Fotografiranje gelov

Gele smo fotografirali s sistemom za dokumentacijo gelov CAM-GX-CHEMI HR-Gbox
kamero (Syngene).
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3.3.7.3.2 Analiza slik gelov

Slike gelov smo analizirali s komercialnim racunalniskim programom 2-D Dymension
(Syngene). Program omogoca primerjavo ve¢ gelov hkrati, hkrati pa omogoca tudi
popravke ozadja na slikah in vsebuje filtre za zmanjSevanje Suma, med drugim tudi
SYPRO® Ruby filter, ki lahko zazna in samodejno odstrani lise, ki so jih povzrocili kristali
SYPRO® Ruby barvila z adsorbcijo na gel. Pred primerjavo slik posameznih gelov med
seboj smo na vseh fotografijah doloCili obmocje primerjave oziroma detekcije
elektroforetskih lis. V okviru analize smo za primerjavo kot referenéni gel uporabili gel s
proteinskim profilom kvasovke, ki ni bila tretirana s proteinskimi hidrolizati, ampak z
ustreznimi slepimi vzorci: voda ali prebavni sok. Za posamezen vzorec smo primerjali dva
gela, ki sta predstavljala dve bioloski ponovitvi. Program 2-D Dymension je nato
samodejno zaznal to¢ne pozicije posameznih elektroforetskih lis, jih oznacil in povezal
ujemajoce se 2-D lise, ki jih je nato medsebojno primerjal. Temu je sledilo ro¢no
pregledovanje in preverjanje oznacenih 2-D lis. Preverili smo, ali so oznacene 2-D lise
ustrezno obkrozene in kaks$no je ujemanje med posameznimi 2-D lisami na gelih. Za lazji
in bolj natanen pregled smo uporabili tudi programsko funkcijo tridimenzionalnega
pregleda 2-D lis. Kon¢ne rezultate analize gelov program izpiSe v obliki preglednice, v
kateri so podane vse primerjane 2-D lise in izraCunano razmerje normaliziranih volumnov
glede na referencni gel (relativne vrednosti R). Normaliziran volumen predstavlja razmerje
med volumnom ene 2-D lise proti celokupnemu volumnu vseh 2-D lis na gelu. Kot
diferencialno izrazene proteine smo upostevali tiste proteine, pri katerih je bilo razmerje
med normaliziranimi volumni glede na referenc¢ni gel vecje od 1,5 in statisti¢no znacilno (p
<0,05).

3.3.7.3.3 Izrezovanje proteinskih lis

Po dolocitvi diferencialno izrazenih proteinov smo nadaljevali izrezovanjem le-teh iz gela.
Izbrani gel smo polozili na plos¢o z UV Iucjo in nato z uporabo avtomatske pipete in
ustrezno odrezanimi nastavki izrezali izbrano 2-D liso.

3.3.7.3.4 Identifikacija proteinov

Identifikacija proteinov je bila opravljena z uporabo masne spektrometrije na Danskem
(Technical University of Denmark).

3.3.7.3.5 Zbiranje podatkov s pomocjo podatkovnih baz

Po identifikaciji proteinov je sledilo zbiranje podatkov o identificiranem proteinih s
pomocjo spletnih podatkovnih zbirk NCBI in UniProt.
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3.3.7.3.6 Statisti¢na analiza rezultatov

Rezultati merjenja znotrajceli¢ne oksidacije in celicne energijske metabolne aktivnosti so
bili pridobljeni iz dveh bioloskih meritev in so statisticno obdelani s testom Duncan.
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO

V okviru diplomske naloge smo preverili vpliv neprebavljenih in in vitro prebavljenih
proteinskih hidrolizatov polenovke in piS¢anca na znotrajcelicno oksidacijo, celi¢no
energijsko metabolno aktivnost in mitohondrijski proteom kvasovke Saccharomyces
cerevisiae, ki smo jo uporabili kot modelni organizem. Celice kvasovk smo za 2 uri
izpostavili neprebavljenim in prebavljenim vzorcem proteinskih hidrolizatov polenovke in
piscanca v koncentraciji 1,0 mg/ml (v celi¢ni suspenziji). Celice smo tretirali tudi z
ustreznimi slepimi vzorci. Slepi vzorec pred prebavo je predstavljala voda, po prebavi pa
prebavni sok.

4.1 ANTIOKSIDATIVNO DELOVANIJE PROTEINSKIH HIDROLIZATOV IN
CELICNA ENERGIJSKA METABOLNA AKTIVNOST

V Sstevilnih predhodnih Studijah ribjih proteinskih hidrolizatov je bilo potrjeno njihovo
antioksidativno delovanje. Naravno prisotne antioksidativne, kakor tudi encimsko
hidrolizirane bioaktivne peptide, so identificirali v razli¢nih vrstah rib (tuna, sardina, modri
repak (Macruronus novaezelandiae), morski list (Solea solea), pacifiski osli¢ (Merluccius
productus) in polenovka (Gadus morhua), medtem ko je o pis¢ancjih bioaktivnih peptidih
z antioksidativnim delovanjem objavljenih bistveno manj Studij in razpolozljivih podatkov.
Glede na nase zbrane podatke do sedaj Se ni bila objavljena nobena $tudija, ki bi zdruzila
primerjavo med proteinskimi hidrolizati ribjih kot tudi perutninskih misi¢nih proteinov.

V vecini omenjenih Studij je bila u¢inkovitost antioksidativnih peptidov dokazana in vitro z
lovljenjem DPPH radikala, z reducirajo¢o moc¢jo antioksidanta, z vezavo kovinskih ionov
ali s preucevanjem inhibicije ali zakasnitve lipidne peroskidacije v emulzijskih sistemih in
dragoceno na podroc¢ju zivilske industrije, saj v ospredje prihajajo vedno bolj naravne
alternative stabilizatorjev v zivilih, pri c¢emer kazejo izredno velik potencial tudi bioaktivni
peptidi.

Kljub in vitro dokazom antioksidativne ucinkovitosti ni nujno, da so antioksidanti
ucinkoviti tudi v celicah (Petelinc in sod., 2013; Slatnar in sod., 2012).

Zato smo v okviru diplomskega dela preucili antioksidativno ucinkovitost proteinskih
hidrolizatov polenovke in piS€¢anca pred in po prebavi v in vitro modelu GI z meritvijo
znotrajcelicne oksidacije kvasovke Saccharomyces cerevisiae.
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Slika 2: Znotrajceli¢na oksidacija kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urni izpostavitvi proteinskim
hidrolizatom polenovke in pi§¢anca. Rezultati so predstavljeni kot povprecne relativne vrednosti (F/OD) + sd
dveh bioloskih ponovitev glede na pripadajoCe slepe vzorce. Povprecne relativne vrednosti (F/OD), ki so
oznaCene z razlicnimi ¢rkovnimi indeksi (a, b), so glede na Duncan test statisticno znacilne (p < 0,05).
PHPOPR: neprebavljeni proteinski hidrolizati polenovke, PHPIPR: neprebavljeni proteinski hidrolizati
pis¢anca, PHPOPO: prebavljeni proteinski hidrolizati polenovke, PHPIPO: prebavljeni proteinski hidrolizati
pis¢anca.

Pri celicah, tretiranih z neprebavljenimi proteinskimi hidrolizati, smo v primerjavi s slepim
vzorcem (kvasovke izpostavljene vodi) zasledili zmanjSanje znotrajcelicne oksidacije zgolj
v primeru piS€an¢jega hidrolizata (10-% zmanjSanje) (Slika 2). Rezultati meritev
znotrajcelicne oksidacije celic, ki so bile izpostavljene prebavljenim proteinskim
hidrolizatom, pa so vendarle pokazali vec¢jo stopnjo antioksidativne ucinkovitosti tako pri
eni kot tudi drugi vrsti hidrolizatov. Pri celicah, tretiranih s prebavljenimi proteinskimi
hidrolizati, smo v primerjavi s slepim vzorcem (kvasovke izpostavljene prebavnim
sokovom) zasledili zmanjSanje znotrajceli¢ne oksidacije pri obeh vrstah hidrolizatov. Po
tretiranju s prebavljenimi proteinskimi hidrolizati polenovke smo zasledili 30-%
zmanjS$anje znotrajcelicne oksidacije, medtem ko je bila ta vrednost pri prebavljenih
pis¢ancjih hidrolizatih 25-odstotna, brez ostalih bistvenih razlik med njimi (Slika 2). Ce
primerjamo vpliv neprebavljenih in prebavljenih proteinskih hidrolizatov z njihovimi
pripadajo¢imi slepimi vzorci, smo glede na meritve znotrajcelicne oksidacije, zasledili
vecjo antioksidativno ucinkovitost pri prebavljenih hidrolizatih, kar pomeni, da fiziolosko
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dogajanje v gastrointestinalnem traktu (modifikacije, hidroliza) prispeva k vedji
antioksidativni u¢inkovitosti tako peptidov polenovke kot tudi piscancjih peptidov.

Podobno $tudijo so izvedli tudi You in sod. (2010), ki so s simulacijo GI dolocevali
spremembe v antioksidativni ucinkovitosti ribjih peptidov, pridobljenih iz azijske ¢inklje
(Misgurnus anguillicaudatus) z encimsko razgradnjo. Rezultati so pokazali, da prehod
vzorcev Cez gastrointestinalni trakt poveca njihovo aktivnost lovljenja prostih radikalov
2,2-azino-bis  (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina) diamonijeve soli (ABTY),
reducirajo¢o mo¢ in kelacijo Cu?" v primerjavi s kontrolo.

V okviru diplomske naloge smo dolocevali tudi celi¢no energijsko metabolno aktivnost po
izpostavitvi prebavljenim in neprebavljenim proteinskim hidrolizatom polenovke in
pis€anca. Pri tem nismo zaznali bistvenih razlik niti med vzorci polenovke in piScanca niti
med neprebavljenimi in prebavljenimi vzorci (Slika 3), kar tudi dokazuje, da proteinski
hidrolizati na kvasovko vrste Saccharomyces cerevisiae niso delovali citotoksi¢no.

1,2 A
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Slika 3: Celicna energijska metabolna aktivnost kvasovke Saccharomyces cerevisiae po 2-urnem tretiranju z
neprebavljenimi in prebavljenimi proteinskimi hidrolizati polenovke in piS¢anca. Rezultati so izrazeni kot
povprecne relativne vrednosti (L/OD) + sd dveh bioloskih ponovitev glede na pripadajoce slepe vzorce.
Povprecne relativne vrednosti, ki so oznacene s ¢rkovnim indeksom a, glede na Duncan test niso statisticno
znacilne (p < 0,05). PHPOPR: neprebavljeni proteinski hidrolizati polenovke, PHPIPR: neprebavljeni
proteinski hidrolizati piS¢anca, PHPOPO: prebavljeni proteinski hidrolizati polenovke, PHPIPO: prebavljeni
proteinski hidrolizati pi¢anca.
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4.2 SPREMEMBE PROTEOMA SACCHAROMYCES CEREVISIAE PO 1ZPOSTAVITVI
PROTEINSKIM HIDROLIZATOM POLENOVKE IN PISCANCA

Predhodne Studije, med drugim tudi S$tudije, ki so bile opravljene na Katedri za
biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost zZivil, so pokazale, da S. cerevisiae je primeren
modelni organizem pri preucevanju bioaktivnih komponent na ravni proteoma (Cigut in
sod., 2011; Petelinc in sod., 2013; ZakrajSek in sod., 2011). Vpliv neprebavljenih in
prebavljenih proteinskih hidrolizatov na sintezo proteinov v kvasovki S. cerevisiae smo
analizirali z uporabo 2-D elektroforeze, ¢emur je sledila identifikacija diferencialno
izrazenih proteinov s pomocjo masne spektrometrije. Pri vecini identificiranih proteinov
smo zaznali znizanje (-) ravni proteina glede na pripadajoce slepe vzorce. Ti proteini so
peptidil-prolil cis/trans izomeraza (Ppi), elongacijski faktor 1-beta (Efbl), elongacijski
faktor 2 (Eft2), homologen translacijsko kontroliran tumorski protein (Tmal9),
peroksiredoksin (Tsal) in podenota 6 citokrom c¢ oksidaze. Omenjena proteina Efbl in
Tmal9 smo identificirali kar v dveh razli¢nih 2-D lisah, iz ¢esar lahko sklepamo, da gre
bodisi za razlicne izomere teh dveh proteinov, bodisi za posttranslacijske modifikacije ali
alternativne oblike odsekov mRNA (Rossignol in sod., 2006), kar bi lahko bilo povezano z
njihovo regulacijo. Poleg tega smo opazili, da smo s tretiranjem celic z neprebavljenimi in
prebavljenimi proteinskimi hidrolizati obeh vrst sprozili de novo sintezo dveh proteinov
Bhm1 in Bhm2, ki v celicah, ki niso bile tretirane, nista bila prisotna.
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Slika 4: Proteinski profil mitohondrijske frakcije celicnega ekstrakta kvasovk Saccharomyces cerevisiae po
2-urni izpostavitvi slepim vzorcem; A: voda, B: prebavni sok
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Slika 5: Proteinski profili mitohondrijske frakcije celicnega ekstrakta kvasovke Saccharomyces cerevisiae po
2-urni izpostavitvi neprebavljenim proteinskim hidrolizatom pi$c¢anca (PHPIPR) in polenovke (PHPOPR).
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Slika 6: Proteinski profili mitohondrijske frakcije celicnega ekstrakta kvasovke Saccharomyces cerevisiae po
2-urni izpostavitvi prebavljenim proteinskim hidrolizatom pis¢anca (PHPIPO) in polenovke (PHPOPO).
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Preglednica 21: Razmerji vrednosti normaliziranih volumnov glede na pripadajoce slepe vzorce po
izpostavitvi proteinskim hidrolizatom in identificirani proteini. PHPIPR: neprebavljeni proteinski hidrolizati
pis¢anca, PHPOPR: neprebavljeni proteinski hidrolizati polenovke, PHPIPO: prebavljeni proteinski
hidrolizati pis¢anca, PHPOPO: prebavljeni proteinski hidrolizati polenovke.

St.2-D  Razmerje vrednosti Razmerje vrednosti Skupni sestevek Ime proteina  Pristopna
lise normaliziranih volumnov normaliziranih volumnov (stevilo Stevilka v
glede na slepi vzorec glede na slepi vzorec ujemajocih se NCBI
(voda) pred prebavo  (prebavni sok) po prebavi peptidov) podatkovni
zbirki

PHPIPR  PHPOPR  PHPIPO  PHPOPO

1 -1,81 -1,10 -1,76 -1,78 158 (6) Ppi 151941057
2 -1,49 -1,63 -1,19 -1,88 217 (7) Eft2 6320593
3 -1,49 -1,49 -1,86 -1,75 173 (10) Efbl 6319315
4 -1,97 -1,43 -2,09 -1,59 157 (4) Efbl 6319315
5 -2,69 -2,54 -1,51 -3,09 143 (7) Tmal9 6322794
6 -1,43 -1,48 -1,30 -1,77 208 (9) Tmal9 6322794
7 -2,36 -1,53 -2,25 -1,92 238 (4) Tsal 6323613
8 -1,46 -2,09 -1,94 -1,86 118 (4) Cox6 6321842
9 De novo De novo De novo De novo 181 (7) Bmh2 683696
10 De novo De novo De novo De novo 219 (5) Bmhl 671634

4.3 IDENTIFIKACIJA PROTEINOV

Da bi bolje razumeli zviSanje (+) oziroma znizanje (-) ravni proteina glede na pripadajoce
slepe vzorce, smo s pomocjo pristopne Stevilke NCBI v podatkovni zbirki, preverili
funkcije identificiranih proteinov, za kar smo uporabili spletno podatkovno zbirko UniProt
oziroma integrirano podatkovno zbirko genske ontologije (ang. Gene Ontology, GO). GO
so namre¢ podatkovne zbirke podatkov, ki na podlagi zbranih podatkov o genskih
produktih, omogocajo boljSo anotacijo genov ravno zaradi standardizirane in nadzorovane
rabe bioloSkega besedisca (termini genske ontologije), kar je njihova glavna prednost.

Na do sedaj zbranih spoznanjih smo identificirane proteine opisali z njihovimi
molekularnimi funkcijami, posttranslacijskimi modifikacijami, biolosko vlogo in celicnimi
komponentami (lokacija na nivoju subcelularnih struktur in makromolekul kompleksov).
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Preglednica 22: Pregled zbranih podatkov o identificiranih proteinih s pomocjo bioinformacijske podatkovne
zbirke UniProt (The Gene Ontology Consortium, 2015).

Ime proteina Bioloska funkcija Genska ontologija Molekularna
funkcija
PPI Pospesijo zvijanje proteinov. — Zvijanje proteinov Peptidil-prolil
. ] Katalizirajo spremembo iz cis  — Peptidil-prolil izomeracija cis/trans
P?Ptldll'pmhl v trans konformacijo prolina na proteinih izomeracija
?lS/ trans za nastanek oligopeptida.
izomeraze
Eft2 V odvisnosti od GTP — GTP kataboli¢ni procesi — vezava GTP
Elongacijski katalizira translokacijo v - POZitivn.e.l regulacija ) - GT.PaZHa
faktor 2 ribosomu tekom koraka translacijske elongacije aktivnost
elongacije pri translaciji — Vezava rRNA
Elongacijski
faktor
Efbl Katalitiéna podenota gvanin — regulacija translacijske — aktivnost gvanin
o nukleotid izmenjujocega terminacije nukleotid
Elongacijski dejavnika (GEF), eEF1B je — eclongacija translacije izmenjujoCega
faktor 1 podenota evkariontskega dejavnika
elongacijskega faktorja 1. — elongacijski
faktor
Tmal9 Sodeluje pri sintezi proteinov.  — Celi¢ni odziv na oksidativni ~ /
Sodeluje pri stabilizaciji stres
Homologen mikrotubolov. — Citoplazemska translacija
translacijsko
kontroliran
tumorski protein
Tsal Fiziolosko pomemben — Kontrolna tocka poskodb — Vezavana
. . antioksidant, ki predstavlja DNA ribosome
peroskiredoksin o cimsko zascito pred radikali, — Zaggita DNA — Tioredoksin
ki vsebujejo zveplo. S¢iti pred  _  Celidna redoks homeostaza peroksidazna
oksidacijskim sistemom, ki celiéni odziv na oksidativni aktivnost
Vsebuje tiol (vendar ne $¢iti stres — Vezava razvitih
pred oksidacij§kimi sistemi, ki Zvijanje proteinov proteinov
tiola ne vsebujejo). — Replikativno staranje celic
— Odziv na hidroperoskid
Cox6 Citokrom c oksidaza, — Transmembranski transport — Citokrom c-
terminalna oksidaza v vodika oksidazna
mitohondrijska transportu elektronov v — Mitohondrijski transport aktivnost
citokrom ¢ mitohondriju. elektronov — Vezava
oksidaza, kovinskih ionov
podenota 6

se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice 22: Pregled zbranih podatkov o identificiranih proteinih s pomocjo
bioinformacijske podatkovne zbirke UniProt (The Gene Ontology Consortium, 2015).

Ime proteina Bioloska funkcija Genska ontologija Molekularna
funkcija
Bmh2 — Kontrolna tocka poskodb — Izvorno vezavno
) DNA mesto DNA
Protein BMH2 — Iniciacija podvojevanja replikacije
DNA — Vezava
— Signalna transdukcija Ras fosfoserina
proteina
— Nastanek akrospor
— Biosinteza hitina pri
glivi¢nih tipih celi¢nih sten
— Glikogen metabolni procesi
— Negativna regulacija
apoptoznih procesov
— Negativna regulacija
delovanja ubikvitin ligaz v
mitozi
— Rast pseudohif
— Signalna transdukcija pri
filamentozni rasti
Bmhl — Kontrolna tocka poskodb — Izvorno vezavno
. DNA mesto DNA
Protein BMH1 — Signalna transdukcija Ras replikacije
proteina — Vezava
— Nastanek akrospor fosfoserina

— Biosinteza hitina pri
glivi¢nih tipih celi¢nih sten

— Glikogen metabolni procesi

— Negativa regulacija
apoptoznih procesov

— Negativna regulacija
transkripcije RNA 1T
promotorja

— Negativna regulacija
delovanja ubikvitin ligaz v
mitozi

— Rast pseudohif

— Signalna transdukcija pri
filamentozni rasti

4.4 FUNKCIJE IDENTIFICIRANIH PROTEINOV

4.4.1 Elongacijski faktor 1beta (Efb1) in elongacijski faktor 2 (Eft2)

Pri obeh proteinih, elongacijski faktor 1-beta (Efbl) in elongacijski faktor 2 (Eft2), ki
sodelujeta pri sintezi proteinov, je bila zmanjSana njuna raven po izpostavitvi
neprebavljenim in prebavljenim proteinskim hidrolizatom polenovke in piSc€anca.
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Sinteza proteinov je kompleksen proces, ki vkljucuje interakcije med velikim Stevilom
faktorjev, ki katalizirajo sestavljanje ribosomov, mRNA in aminoacil-tRNA (Chan in sod.,
2004). Uravnavanje teh infomacijskih poti je mogoce doseci na vec nivojih, vklju¢no z
modulacijo translacijskih faktorjev ali njihovo aktivnostjo (Raught in sod., 2000),
ribosomalno biogenezo (Ruggero in Pandolfi, 2003) in z interakcijami z malimi RNA
molekulami (Nahvi in sod., 2002). Visoko ohranjen protein elongacijski faktor 1-beta je
podenota EF-1 kompleksa, ki v odvisnosti od GTP katalizira korak elongacije pri sintezi
proteinov. Efbl igra poglavitno vlogo v regulaciji elongacije, saj regenerira GTP, ki je
vezan na EF-1 alfa in potreben za vsak nov elongacijski cikel. Nadzor nad delovanjem EF-
1 lahko modulira obicajno sintezo proteinov. Moldave (1985) je mnenja, da vec signalnih
transdukecijskih poti uporablja EF-1 kot ciljno molekulo za nadzor nad sintezo proteinov.
Studije so pokazale tudi, da se EF 1-beta lahko pretvori v fosforilirano obliko, ki pa je
kriti¢na za njegovo optimalno delovanje (Nalinanon in sod., 2001).

Evkariontski elongacijski faktor 2 (eEF2) v odvisnosti od GTP povzroc¢i translokacijo
nastajajoega proteina z A mesta na P mesto v ribosomu. Vefinoma delovanje eEF2
uravnavajo specificne eEF2 kinaze s fosforilacijo ali defosforilacijo, za njihovo
spremenjeno raven pa so odgovorni razlicnimi mehanizmi v evkariontski celici. Poleg tega
v celicah obstajajo tudi drugi stimulanti, ki nadzorujejo elongacijo peptidne verige, bodisi z
inhibiranjem, bodisi z aktivacijo eEF2. Faza elongacije pri sintezi proteinov obicajno v
celici porabi veliko energije in aminokislin (Kaul in sod., 2001). Celice kvasovk v
stacionarni fazi rasti so neprestano izpostavljene endogeno proizvedenim ROS, ki znotraj
celice ves Cas napadajo njihove molekule (Sigler in sod., 1999). Znano je, da se celice
kvasovk lahko prilagodijo na oksidativni stres s spremembo v izrazanju genov, vkljucno s
transkripcijo in translacijo genov, ki kodirajo zapise za antioksidativne obrambne sisteme
in druge obrambne mehanizme v celici (Morano in sod., 2012). Med njimi so tudi Stevilni
visoko zastopani proteini, ki so del stresnega odgovora, da zagotovijo zasc¢ito pred ROS in
s tem prezivetje celic (Davidson in sod., 2011).

V celicah, ki so bile izpostavljene proteinskim hidrolizatom, smo zaznali zmanjSanje
znotrajcelicne oksidacije, kar pomeni, da so verjetno ravno peptidi prevzeli vlogo pri
vzdrZzevanju redoks homeostaze. Tako so celice lahko upocasnile sintezo proteinov
oksidativnega stresnega odgovora z znizevanjem izrazanja elongacijskih faktorjev in tako
varCevale z energijo, ki je imajo v stacionarni fazi Ze tako malo (Zakrajsek in sod., 2011).

Nekatere Studije so ze pokazale, da elongacijski faktorji predstavljajo ciljno mesto za
inhibicijo biosinteze s snovmi, izoliranimi iz razliénih naravnih virov. Glikozid in
kafeinska kislina, izolirana iz listov melise (Melissa officinalis), inhibirata biosintezo
proteinov z neposrednim delovanjem na eEF2. Poleg tega je bilo ugotovljeno, da podenota
EF-1 alfa predstavlja ciljno mesto za delovanje kvercetina (Galasinski in sod., 1996). Do
podobnih dognanj so prisli tudi Llano-Sotelo in sod. (2009), ki so porocali o
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nizkomolekularnih peptidih kot inhibitorjih translacije v bakterijskih kot tudi evkariontskih
celicah.

Zaviranje sinteze proteinov predstavlja tudi prijemalis¢e nekaterih novih protiglivnih
ucinkovin. Pri EF2 kvasovke Saccharomyces cerevisiae so ugotovili, da le-ta lahko
predstavlja ciljno mesto visoko specificnih protiglivnih naravnih spojin, kot je npr.
sordarin (Dominguez in sod., 1998; Kinsman in sod., 1998). Sordarini, tetracikli¢ne
diterpenske ucinkovine, stabililizirajo kompleks ribosom/EF2 in tako ustavijo
podalj$evanje novonastajajoce peptidne verige. Ceprav je glivni EF2 visoko homologen z
EF2 drugih evkariontov, se sordarini vezejo le na glivni EF2 (Justice in sod., 1998). V
naSem primeru ne moremo zakljuciti, da proteinski hidrolizati polenovke in pi$c¢anca
izrazajo protiglivno delovanje, saj zniZanje znotrajceli¢ne oksidacije v nasem primeru
nakazuje zasCito celic pred celicno apoptozo. Za podrobnejSe interpretacije in bolj
natan¢ne zakljucke o vplivu bioaktivnih peptidov na elongacijske procese v celici so
potrebne dodatne Studije. Poleg tega obstajajo porocila, ki kazejo, da lahko procesi za
sintezo proteinov sluzijo kot ciljna mesta za antikancerogena zdravila, saj se aberacije v
sintezi proteinov (npr. poveCano Stevilo izraZenih elongacijskih faktorjev) pogosto
povezujejo s pojavom rakavih bolezni (Arora in sod., 2003). Posledi¢no bi bile zanimanja
vredne tudi dodatne Studije proteinskih hidrolizatov in njihovih vplivov na elongacijske
faktorje, predvsem zmanjSanje ravni elongacijskih faktorjev v razli¢nih rakavih celi¢nih
linijah.

4.4.2 Protein Tmal9

Neprebavljeni in prebavljeni proteinski hidrolizati tako polenovke kot tudi piS¢anca so
povzro€ili zmanjSano raven Tmal9 proteina. Tmal9 je kvasni ortolog sesalskemu s
translacijo kontroliranemu tumorskemu proteinu TCTP (ang. translationally controlled
tumor protein). TCTP je evolucijsko zelo ohranjen protein (Thayanithy in Venugopal,
2005). Primerjalne Studije so pokazale, da je 50 % aminokislin homolognih njegovim
najbolj oddaljenim ortologom v visjih organizmih (Rinnerthaler in sod., 2006). Prvotno so
ga odkrili v Cloveskih tumorskih celicah, od koder izvira tudi njegovo poimenovanje
(Gachet in sod., 1999). Kvasne ortologe TCTP — Tmal9 so preucevali Rinnerthaler in sod.
(2006) in predlagali njegovo preimenovanje v Mml (mikrotubulni in mitohondrijski
interakcijski protein). Njihove Studije so namre¢ pokazale, da so Mm1 po blagem nastopu
oksidativnega stresa ali zaradi delovanja drugih stresnih dejavnikov, translocirani iz svoje
obicajne pozicije v citoplazmi na zunanjo povrSino mitohondrijev. Obstaja ve¢ dokazov, da
TCTP/Mm1 zaznava stresne dejavnike in hkrati regulira stresne odgovore nanje. O
povecani ravni TCTP kot posledica delovanja stresnih dejavnikov so porocali v mnogih
organizmih, pri ¢emer so preucili vpliv najrazlicnejSih stresnih dejavnikov, med drugim
oksidativni stres (Rupec in sod., 1998; Ryan in sod., 2011), toplotni Sok (Gnanasekar in
sod., 2002), izpostavljenost Ca>* ionom (Gnanasekar in sod., 2002) ali tezkim kovinam
(Schmidt in sod., 2007).
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Na podlagi podatkov, ki so jih pridobili Rinnerthaler in sod. (2006), bi lahko zmanjSana
raven Tmal9 v naSem primeru pomenila prenos proteina z mitohondrijske povrSine nazaj
na njegovo lokacijo v citosolu, saj se je po izpostavitvi celic kvasovke Saccharomyces
cerevisiae proteinskim hidrolizatom zmanjSala znotrajcelicna oksidacija, zlasti pri
prebavljenih vzorcih. Podobno so pokazale tudi Studije celi¢nih linij MCF-7 (tumorske
celicne linije dojk), kjer je bila zaznana znizana raven tarcnega TCTP po izpostavitvi
celi¢nih linij resveratrolu (Diaz-Chavez in sod., 2013).

4.4.3 Proteini Tsal, Ppi in Cox6

Znizanje znotrajcelicne oksidacije v kvasovkah vrste Saccharomyces cerevisiae po
izpostavitvi proteinskim hidrolizatom polenovke in piS€anca se izraza tudi v zmanjSani
ravni proteina Tsal, ki sodeluje pri odzivih organizma na oksidativni stres in
vzpostavljanju redoks homeostaze v organizmu (The Gene Ontology Consortium, 2015;
Morano in sod., 2012).

Podobno se je zmanjsala tudi raven proteina peptidil-propil cis/trans izomeraze (Ppi), ki
sodeluje pri zvijanju proteinov s katalizo izomeracije prolina (The Gene Ontology
Consortium, 2015); kar je posredno povezano z oksidativnim stresom.

Znizano raven smo zasledili tudi pri podenoti 6 citokrom c oksidaze (Cox6). Citokrom c
oksidaza, podenota 6, je podenota citokrom c oksidaze oziroma kompleksa IV, ki se nahaja
v fosfolipidnem dvosloju notranje membrane mitohondrijev in igra klju¢no vlogo pri
nastanku energije v aerobnih celicah. Encim Cox predstavlja zadnji protein v dihalni
verigi, saj katalizira prenos elektronov iz citokrom ¢ molekul na molekule kisika. Citokrom
c oksidaza pri evkariontih je sestavljena iz 11-13 podenot (pri kvasovki S. cerevisiae 11
podenot, pri ¢loveku 13 podenot). Podenote 1, 2, 3 so visokomolekularni in zelo hidrofobni
transmembranski proteini, katerih zapis je v mitohondrijskem genomu. Skupaj tvorijo
kataliticno jedro encima. Preostale, manjSe podenote, ki obkroZzajo jedro encima, so
kodirane v jedrnem genomu (Fontanesi in sod., 2006). Na podlagi pridobljenih rezultatov
lahko sklepamo tudi, da so bioaktivni peptidi lahko dodaten dejavnik, ki sodeluje pri
uravnavanju dihalne verige. Obstojece Studije namrec kazejo, da antioksidanti, kot so na
primer flavonoidi, lahko modulirajo dele dihalne verige in zavirajo nastanek ROS (Lagoa
in sod., 2011).

Ceprav se je v celicah kvasovk S. cerevisiae po izpostavitvi proteinskim hidrolizatom
znizala znotrajceli¢na oksidacija, nismo zasledili nobenih znakov, ki bi zaradi zmanjs$ane
ravni Cox6 zavirali celi¢no dihanje. Poleg tega proteinski hidrolizati niso imeli vpliva na
celi¢no energijsko metabolno aktivnost kvasovk.
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4.4.4 Proteina Bhm1 in Bhm2

Prisotnost proteinov Bhm1 in Bhm2 smo zasledili zgolj v celicah kvasovke S. cerevisiae,
ki so bile izpostavljene neprebavljenim in prebavljenim proteinskim hidrolizatom tako
polenovke kot tudi pis€anca, medtem ko v celicah, ki so bile izpostavljene slepim vzorcem,
niso bili prisotni. Proteina Bhm1 in Bhm2 uvr§¢amo v druzino 14-3-3 proteinov. 14-3-3
proteini so visoko ohranjeni proteini, ki so bili najdeni v vseh preucevanih evkariontih. V
celici so vkljuceni v razli¢ne celi¢ne procese in interakcije z ve¢ sto drugimi proteini (van
Heusden in Steensma, 2006) V kvasovkah najdemo dva proteina iz druzine 14-3-3
proteinov. To sta Bhm1 in Bhm2 proteina (Gelperin in sod., 1995; van Heusden in sod.,
1995), ki smo ju identificirali tudi v sklopu nasega raziskovalnega dela. Bhm1 in Bhm?2 sta
identi¢na v 93 % njunih aminokislin (van Heusden in sod., 1995). Njuna primarna funkcija
je predvsem vezava na fosforilirane proteine (Muslin in sod., 1996). Glede na to, da imata
Bhm proteina ve¢ ciljnih mest za vezavo, sodelujeta v Stevilnih procesih v celici. Zato
samo na podlagi teh rezultatov tezko pojasnimo njun pojav v celicah, ki so bile
izpostavljene proteinskim hidrolizatom.

Z opravljeno raziskavo smo uspe$no potrdili nase zacetne hipoteze. Izpostavitev celic
kvasovke Saccharomyces cerevisiae proteinskim hidrolizatom polenovke in piscanca je
znizala znotrajceli¢no oksidacijo ter povzrocila spremembe v izrazanju mitohondrijskih
proteinov. Uc¢inki proteinskih hidrolizatov po izpostavitvi in vitro modelu prebavnega
trakta so bili vecji kot pred izpostavitvijo tako pri vzorcu polenovke kot tudi piscanca.
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S SKLEPI

V okviru diplomskega dela smo prisli do naslednjih sklepov:

— lIzpostavitev celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae proteinskim hidrolizatom
polenovke in piS€anca zniza znotrajceli¢no oksidacijo, pri cemer med posameznima
vrstama proteinskih hidrolizatov ni bistvenih razlik.

— Prebavljeni proteinski hidrolizati imajo ne glede na vrsto vecjo antioksidativno
ucinkovitost v primerjavi z neprebavljenimi proteinskimi hidrolizati, kar potrjuje
vlogo gastrointestinalnega trakta pri povecanju antioksidativne u¢inkovitosti.

— Neprebavljeni in prebavljeni proteinski hidrolizati nimajo vpliva na celi¢no
energijsko metabolno aktivnost.

— Proteinski hidrolizati polenovke in pis€anca povzro€ijo spremembe v sintezi
proteinov, ki sodelujejo pri razlicnih procesih v celici (oksidativni stresni odgovor,
zvijanje proteinov, sinteza proteinov), in sicer se v vec¢ji meri njihova raven po
izpostavitvi hidrolizatom zmanjsa.

— Vecje spremembe na ravni proteoma povzrocajo prebavljeni hidrolizati polenovke.
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6 POVZETEK

V okviru diplomskega dela smo preucevali u¢inke proteinskih hidrolizatov polenovke in
pis€anca na znotrajcelicno oksidacijo, celicno energijsko metabolno aktivnost in
mitohondrijski proteom modelnega organizma kvasovke Saccharomyces cerevisiae (ZIM
2155). Z namenom raziskovanja vplivov encimske razgradnje in drugih modulacij na
peptide so bili uporabljeni vzorci proteinskih hidrolizatov predhodno izpostavljeni in vitro
modelu gastrointestinalnega trakta. Ucinke prebavljenih proteinskih hidrolizatov smo
primerjali z neprebavljenimi proteinskimi hidrolizati, tako na celicni kot tudi na
proteomski ravni.

Kulturo kvasovk smo najprej razmnozevali v tekoCem YEPD gojis¢u do njihove
stacionarne faze rasti. Celice smo po koncani kultivaciji inkubirali v PBS pufru nadaljnjih
96 ur pri 28 °C in 220 obr./min. Po inkubaciji celic kvasovke v PBS pufru, smo suspenziji
kvasovk dodali vzorce neprebavljenih in prebavljenih proteinskih hidrolizatov polenovke
in piScanca v koncentraciji 1,0 mg/ml. Celice kvasovk smo izpostavili tudi pripadajo¢im
slepim vzorcem (voda in prebavni sok).

Po dvo-urni izpostavitvi celic kvasovk proteinskim hidrolizatom smo dolocili
znotrajcelicno oksidacijo, celicno energijsko metabolno aktivnost in preucili vpliv
proteinskih hidrolizatov na mitohondrijski proteom kvasovke Saccharomyces cerevisiae.

Pri dolo¢anju znotrajceli¢ne oksidacije smo zasledili ve¢jo antioksidativno delovanje
prebavljenih proteinskih hidrolizatov v primerjavi z neprebavljenimi, pri ¢emer se niso
izrazile bistvene razlike med eno in drugo vrsto proteinskih hidrolizatov, iz ¢esar lahko
sklepamo, da je ravno fiziolosko dogajanje v gastrointestinalnem traktu (modifikacije,
hidroliza) pripomoglo k vecji antioksidativni u¢inkovitosti. Rezultati so pokazali tudi, da
neprebavljeni kot tudi prebavljeni proteinski hidrolizati polenovke in piSc¢anca ne vplivajo
na celi¢no energijsko metabolno aktivnost.

Na ravni mitohondrijskega proteoma smo opazili bolj izrazite spremembe ob dodatku
prebavljenih proteinskih hidrolizatov, pri Cemer so vecje spremembe VvV ravni
mitohondrijskih proteinov kvasovke povzrocili proteinski hidrolizati polenovke. Na
proteomski ravni so proteinski hidrolizati polenovke in piSc¢anca povzrocili spremembe v
ravni proteinov, ki sodelujejo pri razlicnih celi¢nih procesih (oksidativni stresni odgovor,
zvijanje proteinov, sinteza proteinov). Pri veCini se je njihova raven po izpostavitvi
proteinskim hidrolizatom zmanjsala.

Poznavanje delovanja proteinskih hidrolizatov znotraj zivih celic, tudi na ravni proteoma,
je pomembno za razvoj novih izdelkov z vsebnostjo ribjih in pisc¢ancjih proteinskih
hidrolizatov v vlogi funkcionalnih sestavin.
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PRILOGE

Priloga A: Umeritvena krivulja BSA za merjenje koncentracije proteinov po Bradford metodi.
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Priloga B: Relativne vrednosti (F/OD) glede na pripadajoce slepe vzorce za doloanje znotrajceli¢ne
oksidacije kvasovke Saccharomyces cerevisiae (ZIM 2155) po 2-urnem tretiranju z neprebavljenimi in
prebavljenimi proteinskimi hidrolizati polenovke in piséanca dveh bioloskih ponovitev. PHPOPR:
neprebavljeni proteinski hidrolizati polenovke, PHPOPO: prebavljeni proteinski hidrolizati polenovke,
PHPIPR: neprebavljeni proteinski hidrolizati piS¢anca, PHPIPO: prebavljeni proteinski hidrolizati piS¢anca.

Cas merjenja (min)

Relativne vrednosti (F/OD)

PHPOPR PHPOPO PHPIPR PHPIPO
2 1,001 0,874 1,033 1,000
0,995 0,715 0,985 0,927
4 1,010 0,870 1,028 0,990
0,976 0,724 0,986 0,934
6 0,975 0,835 1,010 0,962
0,995 0,726 0,979 0,911
8 1,000 0,839 1,006 0,962
0,973 0,733 0,975 0,893
10 0,982 0,817 1,004 0,946
0,971 0,716 0,953 0,882
12 0,983 0,812 0,988 0,924
0,973 0,704 0,956 0,879
14 0,968 0,790 0,976 0,901
0,970 0,715 0,962 0,870
16 0,985 0,779 0,970 0,894
0,953 0,726 0,949 0,855
18 0,970 0,770 0,950 0,868
0,953 0,717 0,941 0,844
20 0,973 0,748 0,936 0,840
0,953 0,716 0,950 0,829
22 0,966 0,755 0,945 0,840
0,953 0,709 0,939 0,816
24 0,965 0,741 0,933 0,823
0,950 0,723 0,942 0,814
26 0,956 0,722 0,920 0,805
0,958 0,713 0,934 0,786
28 0,952 0,719 0,912 0,795
0,966 0,712 0,918 0,785
30 0,961 0,715 0,915 0,785
0,951 0,708 0,931 0,795
32 0,957 0,708 0,912 0,776
0,968 0,712 0911 0,766
34 0,943 0,705 0,901 0,764
0,960 0,712 0,912 0,748
36 0,957 0,700 0,896 0,755
0,950 0,703 0,923 0,758

se nadaljuje
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Nadaljevanje Priloge B: Relativne vrednosti (F/OD) glede na pripadajoce slepe vzorce za dolocanje
znotrajceliCne oksidacije kvasovke Saccharomyces cerevisiae (ZIM 2155) po 2-urnem tretiranju z
neprebavljenimi in prebavljenimi proteinskimi hidrolizati polenovke in pis¢anca dveh bioloskih ponovitev.

Cas merjenja (min) Relativne vrednosti (F/OD)
PHPOPR PHPOPO PHPIPR PHPIPO
38 0,950 0,686 0,387 0,745
0,952 0,710 0,907 0,739
40 0,946 0,685 0,886 0,732
0,955 0,712 0,891 0,737
42 0,932 0,681 0,877 0,723
0,951 0,720 0,893 0,718
44 0,936 0,672 0,874 0,720
0,948 0,714 0,389 0,730
46 0,933 0,678 0,870 0,713
0,946 0,700 0,889 0,710
48 0,928 0,663 0,871 0,702
0,952 0,715 0,894 0,699
50 0,935 0,661 0,868 0,698
0,942 0,723 0,887 0,701
52 0,934 0,666 0,872 0,703
0,937 0,721 0,874 0,681
54 0,936 0,656 0,864 0,692
0,948 0,719 0,885 0,688
56 0,932 0,657 0,858 0,682
0,936 0,715 0,862 0,678
58 0,938 0,649 0,861 0,678
0,951 0,724 0,859 0,663
60 0,930 0,646 0,852 0,676
0,955 0,727 0,863 0,662
62 0,936 0,646 0,851 0,668
0,947 0,716 0,867 0,659
64 0,939 0,650 0,862 0,666
0,953 0,712 0,868 0,659
66 0,942 0,642 0,852 0,659
0,948 0,716 0,865 0,648
68 0,943 0,635 0,855 0,654
0,951 0,721 0,858 0,640
70 0,943 0,635 0,849 0,655
0,963 0,727 0,857 0,631
72 0,939 0,629 0,849 0,650
0,952 0,721 0,846 0,622
74 0,934 0,631 0,846 0,643
0,955 0,720 0,848 0,621
76 0,926 0,622 0,845 0,638
0,945 0,720 0,850 0,616

se nadaljuje
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Nadaljevanje Priloge B: Relativne vrednosti (F/OD) glede na pripadajoce slepe vzorce za dolocanje
znotrajceliCne oksidacije kvasovke Saccharomyces cerevisiae (ZIM 2155) po 2-urnem tretiranju z
neprebavljenimi in prebavljenimi proteinskimi hidrolizati polenovke in pis¢anca dveh bioloskih ponovitev.

Cas merjenja (min) Relativne vrednosti (F/OD)
PHPOPR PHPOPO PHPIPR PHPIPO
78 0,936 0,628 0,848 0,637
0,951 0,724 0,844 0,611
80 0,950 0,635 0,859 0,644

0,959 0,733 0,844 0,595
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Priloga C: Relativne vrednosti (L/OD) glede na pripadajoce slepe vzorce za dolocanje energijske metabolne
aktivnosti kvasovke Saccharomyces cerevisiae (ZIM 2155) po 2-urnem tretiranju z neprebavljenimi in
prebavljenimi proteinskimi hidrolizati polenovke in piséanca dveh bioloskih ponovitev. PHPOPR:
neprebavljeni proteinski hidrolizati polenovke, PHPOPO: prebavljeni proteinski hidrolizati polenovke,
PHPIPR: neprebavljeni proteinski hidrolizati piS¢anca, PHPIPO: prebavljeni proteinski hidrolizati piS¢anca.

Relativne vrednosti (L/OD)
PHPOPR PHPOPO PHPIPR PHPIPO
1,067 1,116 1,078 1,077
1,027 0,748 1,091 0,868




