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Charakterystyka i identyfikacja biologicznie aktywnych produktow hydrolizy bialek
owsa (Avena sativa L.) w aspekcie profilaktycznego dziatania w chorobach zespotu

metabolicznego

Celem badan prezentowanych w niniejszej pracy byta charakterystyka molekularna
hydrolizatow i peptydow z biatek ziarniakow owsa zwyczajnego (Avena sativa L.) oraz ich
aktywnosci biologicznych, waznych z punktu widzenia profilaktyki zespotu metabolicznego,
oznaczonych z wykorzystaniem metody ex vivo w badaniach wstepnych oraz uktadu
hybrydowego tj. potaczonych metod in silico i in vitro. Wykorzystujac ujednolicong metode
trawienia in vitro, symulujaca procesy trawienne zachodzace w przewodzie pokarmowym
cztowieka, opracowana w ramach mi¢dzynarodowej sieci naukowej INFOGEST
przeprowadzono trawienie in vitro biatek ziarniakoéw owsa. W pracy wykorzystano nowa,
zintegrowang strategie badawcza w celu zidentyfikowania i charakterystyki wtasciwosci biatek
ziarniakow owsa, ktore wykraczaja poza ich funkcje odzywcze, w aspekcie dzialan
profilaktycznych w zespole metabolicznym.

Na etapie badan wstepnych przeprowadzno ekstrakcje biatek z ziarniakow owsa
a nastgpnie poddano je trawieniu ex Vivo z wykorzystaniem ludzkich sokow trawiennych,
wyizolowanych od ochotnikéw. Hydrolizaty biatek ziarniakoéw owsa wykazywaty aktywnos$¢
hamowania enzymu konwertujgcego angiotensyng I. Etap badan in silico umozliwit
zidentyfikowanie =~ w  sekwencjach  aminokwasowych  bialek owsa, peptydow
o aktywnosci inhibitoréw enzymow dipeptydylopetydazy IV (DPP-1V) i konwertazy
angiotensyny | (ACE) oraz aktywnoS$ci przeciwutleniajacej, a takze pozwolity na wykrycie
mozliwosci ich uwolnienia w trakcie hydrolizy z wuzyciem pepsyny, trypsyny
i chymotrypsyny. Na podstawie otrzymanych wynikéw analizy bioinformatycznej stwierdzono,
ze wybrane biatka ziarniakow owsa moga by¢ potencjalnym Zrédlem peptydow o aktywnosci
hamowania dziatania DPP-IV i ACE oraz aktywnosci przeciwutleniajacej, ktore moga by¢
uwalniane podczas trawienia in silico.

Kolejnym etapem badan byto przeprowadzonie trawienia in vitro z wykorzystaniem
komeryjnych preparatoéw enzymatycznych, tj. pepsyny 1 Corolase PP. Na podstawie protokotu
INFOGEST, ekstrakt poddano symulowanemu trawieniu w ,ukladzie pokarmowym”

cztowieka, sktadajacego si¢ z trzech etapow: ,,zucia” — 3 minuty; ,,zotadkowego” - 2 godziny



przy pH 3,0 i ,,zotadkowo-jelitowego” — 2 godziny przy pH 7,0. W otrzymanych hydrolizatach
oznaczono zawartos$¢ biatka niezhydrolizowanego, a nastepnie rozdzielano je i analizowano z
wykorzystaniem metod SDS-PAGE, 2D-PAGE, RP-HPLC. Kolejno oznaczono aktywnos$ci
hamowania dipeptydylopetydazy IV, a-glukozydazy, konwertazy angiotensyny | oraz
aktywnos$¢ przeciwutleniajaca poprzez zdolnos¢ do wymiatania wolnych rodnikéw DPPH i
ABTS, pomiar sity redukownaia jonéw zelaza, zdolno$¢ redukcji stopnia utlenienia jonow
zelaza oraz zdolno$¢ do chelatowania jonow zelaza. Do identyfikowania peptydow w
hydrolizatach wykorzystano spektrometri¢ mas (LC-MS/MS). Hydrolizaty biatek ziarniakow
owsa wykazywaly aktywno$¢ hamowania DPP-IV, a-glukozydazy, ACE 1 aktywnos$¢
przeciwutleniajaca. Stwierdzono wzrost aktywno$ci hamowania wobec ACE podczas trawienia
ex vivo i in vitro a dodatkowo wobec DPP-IV, a-glukozydazy oraz aktywnosci
przeciwutleniajacej podczas wszystkich etapow trawienia in vitro. Zastosowane metody LC-
MS/MS w celu identyfikacji peptydow okazaly si¢ efektywne i pozwolily na zidentyfikowanie
tacznie 21 peptydow o aktywnosci hamowania DPP-IV i ACE oraz aktywnosci
przeciwutleniajace;.

Zastosowany uktad hybrydowy badan wraz z etapem eX Vivo umozliwil
zidentyfikowanie 1 charakterystyke produktow proteolizy biatek ziarniakow owsa
w aspekcie potencjalnych mozliwosci ich wykorzystania w profilaktyce zespotu
metabolicznego. Zintegrowana strategia badawcza obejmujaca potaczenie metod in silico oraz
in vitro moze by¢ wykorzystana w badaniu biatek pochodzacych z ziarniakéw owsa,

wspomagajacych dziatanie prewencyjne wobec zespotu metabolicznego.
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