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I Streszczenie
Wprowadzenie i cel pracy. Bioaktywne peptydy pochodzace z biatek zywnosci moga petnic funkcje regulatoréw uktadu
sercowo-naczyniowego, nerwowego czy pokarmowego. Do najlepiej znanych bioaktywnych peptydéw naleza fragmenty
biatek o wiasciwosciach przeciwnadci$nieniowych, z ktérych wiekszos¢ to inhibitory enzymu konwertujacego angiotensy-
ne | (inhibitory ACE). Celem badan byto okreslenie profilu potencjalnej aktywnosci biologicznej wybranych biatek pstraga
teczowego (Oncorhynchus mykiss) przy uzyciu narzedzi bioinformatycznych dostepnych w bazie BIOPEP.
Materiati metody. Sekwencje aminokwasowe 7 biatek pochodzacych z tkanki miesniowej pstragga pobrano z bazy danych
UniProt. Dla kazdej z wybranych sekwencji wyznaczono czestotliwo$¢ wystepowania biologicznie aktywnych fragmentéw
(parametr A) oraz potencjalng aktywnos¢ biologiczna (parametr B) biatek. Nastepnie przeprowadzono symulowang pro-
teolize in silico z wykorzystaniem 6 enzyméw proteolitycznych.
Wyniki. Najwieksza liczbe sekwencji biopeptyddw (1999) zidentyfikowano w kolagenie pstraga, w tym najwiecej fragmen-
tow o aktywnosci inhibitora ACE. Biatko to charakteryzowato sie najwieksza wartoscig parametréw A (0,7316) i B (0,1651)
dla peptyddéw o aktywnosci inhibitora ACE ze wszystkich przebadanych sekwencji. Ficyna i papaina uwalniaty najwieksza
liczbe bioaktywnych fragmentéw z badanych biatek pstraga teczowego.
Whioski. Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze kolagen jest najbogatszym zrédtem peptydéw bioak-
tywnych z przebadanych sekwencji aminokwasowych biatek pstraga teczowego. Ficyna i papaina moga by¢ wykorzystane

do produkgji hydrolizatéw lub peptydéw o potencjalnej aktywnosci biologicznej z tkanki mie$niowej pstraga.

I Stowa kluczowe

pstrag teczowy, bioaktywne peptydy, inhibitory ACE, hydroliza in silico

WPROWADZENIE

Konsumenci na calym $wiecie zwracaja szczegdlng uwage
na produkty z udowodniong aktywno$cig biologiczna, kto6-
re wplywaja korzystnie na zdrowie czlowieka i mogg by¢
stosowane w profilaktyce wielu choréb. Wedlug obecnych
pogladéw skiadnikami zywnosci Iaczacymi specyficzne
aktywnosci biologiczne z funkcjami prozdrowotnymi sa
m.in. biologicznie aktywne peptydy pochodzace z biatek
zywnoéci. Biopeptydy moga by¢ uwolnione ze swoich pre-
kursoréw w trakcie procesu technologicznego lub hydrolizy
enzymatycznej [1]. Rozpatrywane s3 jako regulatory m.in.
uktfadu krwiono$nego, immunologicznego, nerwowego czy
pokarmowego [2]. Bioaktywne peptydy pochodzace z pro-
duktéw morskich poprzez swoj wptyw na funkgje fizjologicz-
ne organizmu mogg by¢ nowym terapeutycznym rozwigza-
niem wspomagajacym leczenie i zapobiegajacym chorobom
cywilizacyjnym. Udowodniono, ze hydrolizaty biatek ryb
wykazujg aktywnosci biologiczne, ktdre moga kwalifikowa¢
je jako sktadnik zywnosci funkcjonalnej i nutraceutykow [3].

Do roku 2025 zachorowalnos$¢ na nadcisnienie tetnicze
krwi bedzie dotyczyla 1,56 miliarda populacji $wiatowej.
Choroba ta moze powodowaé zaburzenia w pracy ukladu
krwiono$nego czlowieka oraz prowadzi¢ do niewydolnos-
ci nerek [4]. Najwazniejsza fizjologiczng role w hipertensji
pelni enzym konwertujacy angiotensyne I (ang. angiotensin
converting enzyme — ACE, EC 3.4.15.1). Z punktu widzenia
biochemicznego, nieaktywna angiotensyna I — dekapeptyd,
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ulega przemianie pod wplywem ACE w angiotensyne II
— oktapeptyd, ktora jest czynnikiem powodujacym m.in.
zwezenie naczyn krwionosnych. Istnieje wiele syntetycz-
nych inhibitoréw ACE, m.in. captopril, lisinopril, enalapril,
stosowanych w leczeniu nadci$nienia tetniczego u ludzi.
Jednak pomimo skutecznego dziatania moga one réwniez
wywolywaé objawy niepozadane takie jak kaszel, alergie,
zaburzenia smaku oraz wysypki skérne. Dlatego znacznie
wzroslo zainteresowanie peptydowymi inhibitorami enzymu
konwertujacego angiotensyne pochodzacymi z zywnosci
(ang. angiotensin converting enzyme inhibitory peptides —
ACEIP), ktére moga by¢ stosowane jako substancje wspo-
magajace zwigzki syntetyczne z ograniczonymi dzialaniami
ubocznymi [1]. Dodatkowo mogg one pozytywnie wplywa¢
na funkgcje fizjologiczne organizmu zwigzane z utratg wagi
lub regulacja systemu immunologicznego. Zwrdcenie uwagi
na korzys$ci dostarczane przez naturalnie wystepujace w zyw-
nosci bialka jako Zrodia peptydowych inhibitoréw ACE,
spowodowalo wzrost liczby badan oraz zidentyfikowanych
inhibitoréw w hydrolizatach biatek pochodzacych z mleka,
jajek, rzepaku, soi, orzeszkéw ziemnych, ryzu, kukurydzy,
serwatki, wolowiny, kurczaka i wielu innych. Peptydy biolo-
gicznie aktywne zostaly réwniez wyizolowane z surowcow
pochodzenia morskiego [5]. Bioaktywne peptydy pochodzace
z bialek ryb wykazuja wiele biologicznych aktywnoéci takich
jak: antyoksydacyjna, przeciwnadci$nieniowa, antymikro-
biologiczna, opioidows, prebiotyczng, immunomodulacyjna,
przeciwzakrzepows i hipocholesterolemiczng [2].
Informacje udostepnione przez Organizacje Narodéw Zjed-
noczonych ds. Wyzywienia i Rolnictwa (FAO) dowodza, ze
44% ryb spozywanych przez konsumentéw pochodzi z akwa-
kultury. W opinii ekspertéw FAO hodowla moze zaspokoi¢
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rosngce zapotrzebowanie na ryby oraz zmniejszy¢ popyt na
stale obnizajacy si¢ poziom zasoboéw ryb morskich [6]. Pstrag
teczowy nalezy do rodziny ryb lososiowatych. Do Europy
zostal sprowadzony z Ameryki PéInocnej w latach osiem-
dziesigtych XIX wieku. W Polsce jest przede wszystkim rybg
hodowlang. Jego hodowla rozwineta si¢ szczegdlnie w dwoch
regionach kraju - na Pomorzu oraz Warmii i Mazurach [7].
Pstrag teczowy, obok karpia, odgrywa istotng role w pol-
skiej akwakulturze ze wzgledu na zawarto$¢ makroelemen-
tow i mikroelementow, a takze fatwo przyswajalnego biatka
i kwasow tluszczowych [7, 8, 9]. Tkanka mie$niowa pstraga
zawiera okoto 18% biatka i charakteryzuje sie wystepowaniem
wszystkich aminokwasdéw egzogennych, w tym najwiecej
jest lizyny i leucyny [8]. Badania Luczynskiej i in. [9] wyka-
zaly zawartos$¢ nasyconych kwaséw ttuszczowych w tkance
miesniowej pstraga na poziomie okoto 27%, wsrod ktérych
dominowal kwas palmitynowy (18%), oraz zawarto$¢ n-3
polienowych kwaséw ttuszczowych na poziomie okoto 23%.

W badaniach z zakresu nauki o zywnosci popularnos¢
zdobywaja metody in silico czyli metody komputerowe,
przede wszystkim ze wzgledu na obnizone koszty. Przepro-
wadzenie badan za pomocg narzedzi bioinformatycznych
oraz wykorzystanie baz danych dostepnych on-line czesto
okazuje sie¢ bardzo waznym etapem przed rozpoczeciem
badan laboratoryjnych [10].

CEL PRACY

Metody komputerowe zostaly wykorzystane w prezentowa-
nych badaniach w celu analizy obecnoéci sekwencji bioak-
tywnych peptydéw w sekwencjach aminokwasowych bialek
pstraga teczowego oraz potencjalnych mozliwoséci enzyma-
tycznego uwalniania bioaktywnych peptydéw z wybranych
biatek pstraga.

MATERIAL | METODY

Do badan in silico wybrano 7 sekwencji bialek pstraga te-
czowego lub ich fragmentdéw, wystepujacych w tkance mies-
niowej ryb. Sekwencje aminokwasowe bialek pochodzity
z bazy danych UniProt (www.expasy.org; dostep: marzec
2014), natomiast sekwencje aminokwasowe bioaktywnych
peptydow z bazy danych bialek i peptydéw BIOPEP (www.
uwm.edu.pl/biochemia; dostep: marzec 2014). Nazwy wy-
branych bialek pstraga wraz z numerami dostepu w bazie
danych UniProt (ang. ID accession number) oraz liczbg reszt
aminokwasowych przedstawiono w tabeli 1.

Wybrane sekwencje bialek pstraga analizowano przy uzy-
ciu narzedzi informatycznych dostepnych w bazie BIOPEP.
Wyznaczono biologiczng aktywno$¢ wybranych biatek, czyli
okreslono profil potencjalnej biologicznej aktywnosci defi-
niowany jako rodzaj, liczba i potozenie fragmentéw bioak-
tywnych w bialku oraz obliczono parametry A i B.

Parametr A wyznacza czgsto$¢ wystepowania bioaktyw-
nych fragmentéw w sekwencji biatka:

A=94
N

gdzie: a - liczba fragmentéw o danej aktywnosci w laficuchu
biatka;
N - liczba reszt aminokwasowych w danym biatku.

Tabela 1.Informacje na temat analizowanych biatek pstraga teczowego

Liczba reszt
aminokwasowych

Numer identyfikacyjny

w bazie danych UniProt Nazwa biatka

Q70726 Aktyna-f8 375
P24722 Kinaza kreatynowa 383
093484 Kolagen-a 1356
A5YVX7 Miozyna Va 848
P86431 Parwalbumina- 108
Q7ZZB9 Troponina C 161
B2DBF2 Troponina | 171

Parametr B wyznacza powinowactwo fragmentéw biatka
do okreslonego receptora, charakteryzuje ich potencjalng
aktywnos$¢ [mM™]:

I
1ECSOi

N
gdzie: a - liczba powtorzen i-tego bioaktywnego fragmentu
w tancuchu biatka,
EC, - stezenie i-tego peptydu bioaktywnego odpowiadajace
polowie jego maksymalnej aktywnosci, k - liczba réznych
fragmentow o danej aktywnosci w biatku.

B:

W bazie BIOPEP doste¢pna jest takze baza danych endopep-
tydaz, ktdra zastosowano do symulacji proceséw proteolizy
in silico biatek pstraga. Enzymy proteolityczne zastosowane
w komputerowej symulacji proteolizy oraz ich charaktery-
styke przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Informacje na temat enzyméw zastosowanych do symulowa-
nej proteolizy wybranych biatek pstraga teczowego z zastosowaniem
narzedzi bioinformatycznych bazy danych BIOPEP [25]

;. Specyficznos¢ Zakres
Enzym Zrédto enzymu  Numer EC dziatania dziatania pH
Chymotrypsyna A Bydio domowe EC34.21.1 Y-, W-F- L- 7,0-9,0
Trypsyna Bos taurus EC3.4214 K- R- 8,0
Elastaza Czlowiek EC342137 V-A,S,C-  50-90
Homo sapiens
Dzik F-, L, W-, Y-,
Pepsyna A Sus scrofa EC3.4.23.1 ALE- Q- >2,0
Melonowiec
Papaina whasciwy EC3.4.22.2 2” '; E\" H 5000
Carica papaya Y
Figowiec
Ficyna pospolity EC34223 K AYG 5,0-9,0
) f N-, L-, V-
Ficus carica
WYNIKI

W wyniku analizy profilu biologicznej aktywnosci wybra-
nych bialek pstraga teczowego (tab.1), zidentyfikowano wich
sekwencjach aminokwasowych fragmenty o aktywnosci:
inhibitoréw ACE, przeciwkrzepliwej, antyamnezyjnej, an-
tybakteryjnej, przeciwnowotworowej, antyoksydacyjnej,
inhibitoréw enzymoéw (poza ACE), regulujacej aktywnos¢
blony $luzowej zotadka, immunostymulujacej, aktywato-
ra proteolizy ubikwityno-zaleznej, anorektycznej, ligandu
bakteryjnej permeazy, chemotaktycznej, embriotoksycznej,
hipotensyjnej, opioidowej, neuropeptydu, stymulujacej wy-
chwyt glukozy czy uwalnianie substancji wazoaktywnych.
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Ze wzgledu na obszerno$¢ uzyskanych danych, w tabeli 3.
przedstawiono sume sekwencji peptydéw bioaktywnych oraz
najwieksze wartosci parametréw A i B badanych bialek pstra-

Tabela 5. Liczba uwalnianych peptydéw bioaktywnych z wybranych
biatek pstraga teczowego, po przeprowadzeniu proteolizy in silico

. , L, .. . Chymotry- Trypsy- Papa- . Elasta- Pepsy-
ga, natomiast szczegbtowemu omowieniu poddane zostalo ~ Biatko psynaA  na ina  foyna o na
biatko o najwigkszej potencjalnej aktywnosci biologiczne;. Aktyna B . . 8 2 s »
Tabela 3. Liczba sekwencji peptydéw bioaktywnych oraz maksymalne Kinaza kreatynowa > 3 2 il 3 24
wartosci parametru A i B badanych biatek pstraga teczowego Kolagen-a 7 3 246 249 43 58

Liczba sekwencji Najwieksza Najwieksza Miozyna Va 14 o 52 o B o4
Biatko peptydéw wartos¢ wartos¢ Parwalbumina-3 4 0 8 10 3 12
bioaktywnych parametru A parametru B Troponina C 2 1 15 8 0 8
Aktyna- 227 0,4053* 0,0239* Troponina 0 3 12 10 2 15
Kinaza kreatynowa 218 0,3734* 0,0106*
Najwiecej z nich, tj. 992, wykazywalo zdolno$¢ inhibicji
Kolagen-a 1999 0,7316* 0,1651* enzymu konwertujacego angiotensyne I. Sposrod wszystkich
przeanalizowanych bialek, czesto$¢ wystepowania fragmen-
Miozyna Va 475 0,3373* 0,0156* 7 Lo s 7 7 ..
tow o aktywnosci inhibitoréw ACE (parametr A) rowniez
Parwalbumina-p 58 03519% 0,0063* byla najwlt;ksza dla kolagenu i wyno.sﬁ,a 0,7316. We.dlu.g
danych literaturowych prawdopodobienstwo uwolnienia
Troponina C 79 0,3106* 0,0084*
Tabela 6. Wyniki proteolizy in silico dla kolagenu-a pstraga teczowego
Troponinal 103 0,3392* 0,0044*
Liczba
Parametr A - czestos¢ wystepowania fragmentow o okreslonej aktywnosci biologicznej w tan- uwolnionych Liczba
cuchu biatkowym; parametr B - potencjalna biologiczna aktywnos¢ biatka. E biologiczni Ak L K
*wartosci dla fragmentéw o aktywnosci inhibitora ACE nzym lologicznie tywnosci sex-
aktywnych wencji
peptydow
W tabeli 4. przedstawiono profil potencjalnej biologicznej  chymo- antyoksydacyjna 1
aktywno$ci wyznaczony dla kolagenu pstraga, poniewaz  trypsyna 7 iotor AC
w obrebie faicucha aminokwasowego tego bialka, stwier- 2 inhibitor ACE 6
dzono obecno$¢ najwigkszej liczby sekwencji bioaktyw-  Trypsy- 5 inhibitor ACE !
nych peptydow o zdefiniowanej i potwierdzonej aktywnoéci  na przeciwkrzepliwa 2
biologicznej, tj. 1999 fragmentéw biologicznie aktywnych.  p.ca 43 inhibitor ACE 40
Tabela 4. Profil potencjalnejaktywnosci biologicznej kolagenu-a pstraga inhibitor DPP IV !
teczowego przeciwkrzepliwa 2
Ao Liczba sekwencji pep-  Para- Para- Pep:y— 58 akt)I/'V\{ator ubikwityny posredniczacej w pro- 3
4 tydéw bioaktywnych  metrA  metr B na teolizie
aktywator ubikwityny posredniczacej 10 00074 inhibitor ACE 52
w proteolizie ! przeciwkrzepliwa 1
anorektyczna 24 0,0177 stymulujaca wychwyt glukozy 1
antyamnezyjna 215 0,1586 antyamnezyjna 31
antyoksydacyjna 25 0,0184 antyoksydacyjna 2
chemotaktyczna 24 0,0177 hipotensyjna 1
embriotoksyczna 4 0,0029 inhibitor ACE 1m
hipotensyjna 4 0,0029  0,0002 Papaina 246 inhibitor DPP IV, CaMPDE 37
inhibitor ACE 992 0,7316  0,1651 opioidowa 1
inhibitor neuropeptydu, aminopep- przeciwkrzepliwa 31
tydazy IV dipeptydylowej (DPP IV), . L .
Karboksypeptydazy dipeptydylowej, 226 0,1667 r;?uolilli?ca przeptyw jonéw, btone sluzowg 32
CaMPDE a
ligand bakteryjnej permeazy 3 0,0022 akty.v\{ator ubikwityny posredniczacej w pro- 5
teolizie
neuropeptydu 1 0,0007 antyamnezyjna 33
opioidowa 1 0,0007 antyoksydacyjna 4
przeciwkrzepliwa 237 0,1748 inhibitor ACE 102
i ¢ 5 Ficyna 249
regulujaca btone sluzowg zotadka 216 0,1593 inhibitor DPP IV 37
stymulujaca wychwyt glukozy, uwal- 17 00125 przeciwkrzepliwa 33
nianie substancji wazoaktywnych
RAZEM 1999 r'eguIUcha przeptyw jonéw, btone sluzowg 34
zotadka
Parametr A - czestos¢ wystepowania fragmentow o okreslonej aktywnosci biologicznej w tan- stymulujaca wychwyt glukozy 1

cuchu biatkowym; parametr B - potencjalna biologiczna aktywnos¢ biatka
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bioaktywnych peptydéw przez enzymy proteolityczne jest
tym wigksze, im wigkszy zasob takich fragmentow wykazuje
profil peptydowy bialka.

W wyniku symulowanej proteolizy kolagenu pstraga
uwolniono najwigksza liczbe bioaktywnych fragmentéw
(tab.5). W tabeli 6. przedstawiono wynik proteolizy in silico
kolagenu pod wptywem 6 réznych endopeptydaz. Po zasto-
sowaniu ficyny oraz papainy zostato uwolnionych najwiecej
biologicznie aktywnych peptydéw, odpowiednio 249 i 246.
Symulowana proteoliza z wykorzystaniem ficyny pozwolita
na uwolnienie 102 peptydéw o aktywnoéci inhibitora ACE.
Z udziatem drugiej z proteaz cysteinowych - papainy, zostata
uwolniona najwieksza liczba fragmentéw o tej aktywno-
$ci — 111. Po zastosowaniu pepsyny, enzymu trawiennego
przewodu pokarmowego, zostaly uwolnione 52 sekwencje
o aktywnoéci inhibitora ACE. Najmniejszg liczbe peptydow
o aktywnosci przeciwnadci$nieniowej wykryto po hydrolizie
z udziatem chymotrypsyny i trypsyny. Podobne tendencje
zaobserwowano po symulowanej proteolizie pozostatych
przebadanych bialek pstraga.

DYSKUSJA

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie skladnika-
mi zywnosci taczacymi specyficzne funkcje biologiczne
z prozdrowotnymi. Biatka pochodzace z zywnosci, oprocz
swojej podstawowej funkcji, moga pelni¢ role prekurso-
réw biologicznie aktywnych peptydéw [11]. Na przelomie
ostatnich dziesieciu lat liczba opublikowanych artykutéw,
indeksowanych w bazie Web of Science’, zwigzanych z te-
matem biologicznie aktywnych peptyddéw zwigkszyla si¢
prawie 3-krotnie [12]. Fragmenty bialek, czyli peptydy, moga
korzystnie wyplywac¢ na organizm czlowieka, wykazujac
m.in. funkcje przeciwbakteryjne, antyoksydacyjne, przeciw-
zakrzepowe, przeciwnadcisnieniowe, a takze immunomodu-
lujace [11]. Bioaktywne peptydy moga by¢ uwolnione z biatek
macierzystych podczas: 1) hydrolizy z udzialem enzymoéw
trawiennych w ukladzie pokarmowym czlowieka, 2) fer-
mentacji i dojrzewania w trakcie proceséw technologicznych
w obecno$ci mikroorganizmow, 3) enzymatycznej proteolizy
in vitro. Dzigki znajomos$ci sekwencji aminokwasowej istnieje
takze mozliwos¢ otrzymania biopeptyddéw podczas syntezy
chemicznej lub enzymatycznej, a takze mikrobiologicznej
na drodze rekombinacji DNA [2].

Bioaktywne peptydy Zywnosci, po uwolnieniu z sekwencji
biatka przez enzymy proteolityczne, maja mozliwos¢ oddzia-
tywania na odpowiednie receptory w komérkach organizmu,
regulujac w ten sposob jego funkeje fizjologiczne [11]. Sposéb
dzialania biopeptydéw poréwnywany jest z dziataniem ta-
kich zwigzkéw jak neurotransmitery, hormony lub antybio-
tyki [12]. Najlepiej poznana grupa bioaktywnych peptydéw
sa fragmenty o wlasciwosciach przeciwnadcisnieniowych,
bedace gléwnie inhibitorami enzymu konwertujacego angio-
tensyne I (inhibitory ACE) [1]. Pelnig one role w obnizaniu
podwyzszonego ci$nienia krwi oraz regulujg prace calego
uktadu krwionosnego. Peptydowe inhibitory ACE moga by¢
uzupelnieniem dla lekéw przeciwnadcisnieniowych, ktérych
stosowanie moze wywolywac¢ dzialania niepozadane [13].

Ryby sa zrédlem nie tylko niezbednych nienasyconych
kwasow ttuszczowych, sktadnikéw mineralnych, ale réwniez
pelnowarto$ciowego i wysokostrawnego biatka. Peptydowe
inhibitory ACE zostaly zidentyfikowane w hydrolizatach

biatek wielu ryb, m.in. pstraga teczowego (np. KVNGPAM-
SPNAN), mintaja (np. FGASTRGA), tunczyka (np.
GDLGKTTTVSNWSPPKYKDTP), ryby keta (tzw. lososia
pacyficznego, np. WA, VW, WM, MW, IW, LW), tunczyka
wielkookiego (np. WPEAAELMMEVDP) czy rekina (np.
EY, FE, CF) [14].

W prezentowanych badaniach zastosowano narzedzia
bioinformatyczne, ktére s3 wykorzystywane w identyfikacji
oraz ocenie mozliwosci uwalniania bioaktywnych peptydéw
zbiatek zywnosci, w tym z bialek pstraga teczowego. Analizy
in silico sa traktowane jako badania wstepne, ktore powinny
by¢ weryfikowane w laboratorium [15,16]. W przeprowadzo-
nych analizach sprawdzono wystepowanie bioaktywnych
fragmentéw w wybranych sekwencjach aminokwasowych
bialek pstraga oraz przeprowadzono symulowang hydrolize
wigzan peptydowych pod wpltywem 6 enzymow proteolitycz-
nych. Wiéréd otrzymanych fragmentéw biatek zidentyfiko-
wano sekwencje wykazujace aktywnos¢ biologiczng m.in.
przeciwnadci$nieniowa (w tym inhibitory ACE).

Przeprowadzona analiza bioinformatyczna wykazala, ze
biatka jednej z najpopularniejszej w polskiej akwakultu-
rze ryby - pstraga teczowego, moga by¢ zrédlem peptydow
o potwierdzonej i zdefiniowanej aktywnosci biologicznej.
Zidentyfikowano fragmenty o aktywnosci: inhibitoréw ACE,
przeciwkrzepliwej, antyamnezyjnej, antybakteryjnej, prze-
ciwnowotworowej, antyoksydacyjnej, inhibitoréw enzymow
(poza ACE), regulujacej aktywnos¢ blony sluzowej zoladka,
immunostymulujcej, aktywatora proteolizy ubikwityno-
-zaleznej, anorektycznej, ligandu bakteryjnej permeazy,
chemotaktycznej, embriotoksycznej, hipotensyjnej, opio-
idowej, neuropeptydu czy stymulujacej wychwyt glukozy
badz uwalnianie substancji wazoaktywnych.

Podczas poszukiwan sekwencji o aktywnosci biologicznej
potwierdzona zostala reguta, ze im diuzsza sekwencja biatka,
tym wieksze prawdopodobienstwo znalezienia fragmentu
bioaktywnego. Podobne obserwacje poczynili takze Dziuba
i Darewicz [17]. W omawianych badaniach w obrebie tan-
cucha kolagenu zidentyfikowano najwieksza liczbe sekwen-
cji bioaktywnych peptydow (1999) oraz najwieksza liczbe
fragmentéw o aktywnosci inhibitora ACE (992). Biatko to
charakteryzowalo si¢ takze najwigksza wartoscig parametru
A oraz parametru B. Co wiecej, wynik proteolizy in silico
tego bialka wskazuje na mozliwo$¢ uwolnienia najwigkszej
liczby biopeptyddéw oraz sekwencji peptydéw-inhibitoréw
ACE, przede wszystkim z udzialem proteaz cysteinowych:
papainy i ficyny, ale tez z zastosowaniem pepsyny. Takze
Minkiewicz i in. [18] w badaniach in silico biatek wolowiny
zaobserwowali, ze kolagen stanowi najbogatsze zrédto bio-
peptydow ogoélem, w tym peptydowych inhibitoréw ACE.

Sposérod analizowanych sekwencji bialek pstraga takze
miozyna i aktyna okazaly si¢ by¢ bogatym zZrédlem biopep-
tydow, a zwlaszcza inhibitoréw ACE. Publikowane wyniki
identyfikowania sekwencji peptydow przeciwnadci$nienio-
wych w hydrolizatach bialek ryb wskazuja, ze w wiekszosci
fragmenty te pochodza z biatek miofibrylarnych i kolagenu.
Przyktadowo, Enari i in. [19] zidentyfikowali 20 peptydéw
o aktywnosci inhibitoréw ACE w papainowym hydrolizacie
tkanki mie$niowej gorbuszy - ryby z rodziny fososiowatych.
Natomiast w hydrolizacie ekstraktu kolagenu ze skéry lososia
Guiin. [20] zidentyfikowali 11 sekwencji o aktywnosci inhi-
bitoréw ACE. Z kolei Mendis i in. [21] zidentyfikowali 2 anty-
oksydacyjne peptydy pochodzace z kolagenu w hydrolizacie
trypsynowym zelatyny ze skory katamarnicy Humboldta.
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Biorac pod uwage fakt, ze kolagen i biatka miofibrylarne
sa dominujace w tkance migsniowej pstraga, mozna wy-
snu¢ wniosek, ze tkanka ta moze by¢ zrédlem peptydow
biologicznie aktywnych, a przede wszystkim peptydowych
inhibitoréw ACE. Potwierdzeniem moga by¢ wyniki badan
eksperymentalnych prowadzonych przez rézne zespoly ba-
dawcze. Na przyktad w probkach strawionych gotowanych
filetow pstraga pobranych z jelita cienkiego §wini domowej
(Sus scrofa) zidentyfikowano peptydy o aktywnosci inhibi-
toréw ACE [22]. Kim i Byun [14] udowodnili, ze hydrolizaty
tkanki mie$niowej pstraga wykazuja aktywno$¢ inhibitorow
ACE. Sposrdd 6 analizowanych przez nich hydrolizatéw
otrzymanych po zastosowaniu Alcalase, Neutrase (Novo
Co., Dania), a-chymotrypsyny, papainy, pepsyny i trypsyny
(Sigma Chemical Co., USA) hydrolizat pepsynowy charak-
teryzowal sie najwieksza aktywnosciag hamowania ACE.

Przeprowadzona proteoliza in silico wykazata, ze ficyna,
papaina oraz pepsyna uwalnialy najwiekszg liczbe bioak-
tywnych fragmentow. Obserwowane roznice zwigzane sg ze
specyficzno$cia zastosowanych enzymoéw. Im szersza specy-
ficznosé¢ enzymu, tym potencjalnie wigcej wigzan peptydo-
wych jest hydrolizowanych, co sprzyja uwalnianiu wiekszej
liczby peptydow, w tym biopeptyddw [23]. Takze Minkiewicz
iin. [18] opublikowali wyniki, ktore pokazujg, Ze zastosowa-
nie w badaniach in silico enzymu z szeroka specyficznoscia
dzialania, tj. proteinazy K, wplywa na zwigkszenie liczby
uwalnianych bioaktywnych fragmentéw w poréwnaniu do
proteinazy P1 - enzymu z waska specyficznoscia.

Wszystkie wybrane do analiz in silico bialka pstraga okaza-
ty sie zrodtem peptydowych inhibitoréw konwertazy angio-
tensyny. Byly to gtéwnie fragmenty zbudowane z dwéch lub
trzech reszt aminokwasowych. W wykorzystanej do badan
bazie danych BIOPEP sposréd 2609 biologicznie aktywnych
peptydow 556 (21%) to sekwencje o aktywnosci inhibitoréw
ACE (dane na dzien 06.04.2014 r.). Duza cze$¢ tych pepty-
dow to sekwencje dwuaminokwasowe i tréjaminokwasowe.
W zwigzku z tym prawdopodobienstwo wykrycia w sekwen-
cji aminokwasowej biatka peptydéw inhibitoréw ACE jest
znacznie wigksze niz peptydéw o aktywnosciach rzadziej
wystepujacych w bazie oraz zbudowanych z wigkszej liczby
aminokwasdw. Vercruysse i in. [24] omdwili efektywnos¢
i sprawdzalno$¢ wynikéw analiz in silico w przewidywaniu
mozliwo$ci uwalniania bioaktywnych peptydéw z bialek
zywnosci. Czynnikiem decydujacym o poziomie efektyw-
nosci i mozliwosci uwalniania biopeptydow jest nagroma-
dzenie jak najwiekszej ilosci danych (sekwencji biopeptydow)
w bazach danych oraz ich stala aktualizacja, obejmujaca
uzupelnienie informacji na temat specyficznoséci dziatania
enzymoéw. Aktywno$¢ hydrolizatow otrzymanych w warun-
kach in vitro moze si¢ rézni¢ od wynikéw przewidywanych
na podstawie badan in silico, nawet jesli uzyto tych samych
substratéw i enzymoéw. Wplyw na to maja warunki przepro-
wadzenia procesu hydrolizy.

Obecny trend w badaniu bioaktywnych peptydéw podkre-
$laich wielofunkcyjne wlasciwosci, ktdre moga by¢ wykorzy-
stywane do rozwigzywania aktualnych probleméw zdrowot-
nych (na skale globalng) takich jak zaburzenia metaboliczne,
nadci$nienie tetnicze, hiperglikemia, hiperlipidemia oraz
otylos¢. Zastosowanie metod komputerowych ma na celu
wytypowanie bialek macierzystych bedacych zrodtem bioak-
tywnych peptyddéw, okreslenie ich sekwencji oraz enzymow
uwalniajacych najwigksza liczbe biopeptydow lub tworzacych
najbardziej aktywne hydrolizaty. Perspektywa polaczenia

metod komputerowych (in silico) i laboratoryjnych (in vi-
tro) moze usprawni¢ procesy pozyskiwania bioaktywnych
peptydow z zywnosci, a takze wyeliminowa¢ niepozadane
cechy gotowych produktéw, wptywajac na ich jakos¢, bez-
pieczenistwo oraz aprobate konsumentow [16].

WNIOSKI

1. Analiza in silico wykazala, ze bialka pstraga teczowego
moga by¢ zrédlem biologicznie aktywnych peptyddow.
Jednak petna ich ocena wymaga przeprowadzenia badan
w warunkach laboratoryjnych.

2. Kolagen jest potencjalnie najbogatszym zrédlem biopep-
tydéw wsrdéd badanych biatek pstraga, a przede wszyst-
kim peptydowych inhibitoréw enzymu konwertujacego
angiotensyne I (ACE).

3. Proteoliza in silico z udzialem ficyny i papainy wskazuje
na mozliwo$¢ uwolnienia potencjalnie najwiekszej liczby
biologicznie aktywnych peptydéw, w tym peptydowych
inhibitoréw ACE.
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Rainbow trout proteins as potential source of biologically

active peptides

1 Abstract

Introduction and objective. Bioactive peptides derived from food proteins are considered as regulators of the cardiovascular,
nervous, and digestive systems. Peptides with antihypertensive activity are the best recognized bioactive peptides, of
which angiotensin I-converting enzyme inhibitors (ACE inhibitors) are the most known. The aim of presented study was to
determine the profile of the potential biological activity of a selected rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) protein using
bioinformatics tools from the Bioactive Proteins and Peptides database — BIOPEP.

Material and methods. Amino acid sequences of 7 proteins originated from trout meat tissue were taken from the UniProt
database. The frequency of occurrence of bioactive fragments in protein sequence (parameter A) and potential biological
activity of protein (parameter B) were determined for all selected proteins using a procedure built into the BIOPEP database.
Then, in silico proteolysis was performed using 6 proteolytic enzymes, which acted separately.

Results. It was found that the largest number of bioactive peptides sequences (1,999) was hidden in trout collagen, including
the largest number of ACE inhibitors. Collagen was characterized by the highest value of the parameter A (0.7316) and B
(0.1651) for fragments with ACE inhibitory activity. Ficin and papain released the largest number of bioactive fragments
from the trout proteins tested.

Conclusions. Based on these results, it can be concluded that collagen is the richest source of bioactive peptides when
compared with the trout proteins studied. Ficin and papain can be used to produce hydrolysates or peptides with potential
biological activity from trout meat tissue.
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