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Streszczenie

Obecnie na $wiecie wzrasta zainteresowanie sktadnikami bioaktywnymi, w tym pep-
tydami biologicznie aktywnymi. Prekursorami takich peptydéw moga by¢ biatka ro-
$linne i zwierzece, w tym biatka mleka (kazeina i biatka serwatkowe). Peptydy bioak-
tywne moga powstawa¢ w wyniku ograniczonej proteolizy biatek zachodzacej podczas
réznych proceséw technologicznych (np. zastosowanie proteolitycznych kultur starte-
rowych wykorzystywanych do przeprowadzenia fermentacji mleka). W przewodzie
pokarmowym cztowieka takie zwigzki moga powstawac podczas hydrolizy biatek/
peptydéw prowadzonej przez enzymy trawienne (pepsyne, trypsyne i chymotrypsy-
ne).

Peptydy bioaktywne wplywaja na funkcjonowanie uktadu krwiono$nego, uktadu ner-
wowego i pokarmowego oraz immunologicznego. Peptydy korzystnie wptywajace na
uktad krazenia to peptydy obnizajace ci$nienie krwi (peptydy przeciwnadcis$nienio-
we), hamujace agregacje ptytek krwi (peptydy przeciwkrzepliwe), zmniejszajace roz-
puszczalno$¢ cholesterolu, co w konsekwencji prowadzi do obniZenia absorpcji jelito-
wej tego zwigzku (peptydy hipocholesterolemiczne). Zidentyfikowano réwniez pepty-
dy hamujace enzymatyczng (hamowanie lipooksygenazy) i nieenzymatyczng peroksy-
dacje niezbednych kwaséw ttuszczowych (peptydy antyoksydacyjne). Peptydy bioak-
tywne sa sktadnikami wielu produktéw okreslanymi jako ,zywnos$¢ funkcjonalna” lub
,nutraceutyki”.

Stowa Kkluczowe: peptydy bioaktywne ¢ uktad krwiono$ny

Summary

Currently, bioactive food ingredients, including biologically active peptides, became a
subject of the growing interests of the scientists worldwide. The precursors of these
peptides can be plant or animal proteins, including milk proteins (derived from casein
and whey). Bioactive peptides can be released by limited enzymatic hydrolysis of pro-
teins, which takes place during different technological processes (e.g. application of
microbial proteolytic starter cultures used in milk fermentation processes). Peptides
with biological activity can be formed in the gastrointestinal tract during hydrolysis of
proteins/longer chain peptides by digestive enzymes (pepsin, trypsin, and chymotryp-
sin).

Bioactive peptides have impact on the cardiovascular, nervous, gastrointestinal, and
immune systems. Peptides, which are beneficial to cardiovascular system posses blood
pressure-lowering effect (antihypertensive peptides), inhibit blood platelet aggrega-
tion (antithrombotic peptides), and they can reduce the solubility of micellar choles-
terol. The latter induce the decrease of the cholesterol intestinal absorption
(hypocholesterolemic peptides). There were peptides identified in food proteins,
which are responsible for enzymatic- and non-enzymatic inhibition of essential fatty
acids peroxidation. Their activity was defined as lipooxygenase inhibitors and antioxi-
dant peptides, respectively. Biologically active peptides are the components of many
food products and/or ingredients described as foods” and/or
,nutraceuticals”.
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Peptydy bioaktywne (peptydy biologicznie aktywne) sa
specyficznymi fragmentami biatek, korzystnie wptywaja-
cymi na funkcjonowanie organizmu, co w konsekwencji
prowadzi do polepszenia stanu zdrowia [31]. Wystepuja
one jako nieaktywne sekwencje wewnatrz czasteczek
biatek (zwigzki zawierajgce powyzej 100 reszt amino-
kwasowych potaczonych wigzaniami peptydowymi) i
moga zosta¢ uwolnione w wyniku ich hydrolizy enzyma-
tycznej. Peptydy ze wzgledu na mniejsza mase czastecz-
kowa (zawieraja <100 reszt aminokwasowych) sg bar-
dziej aktywnymi zwigzkami niz ich prekursory (biatka).
Niektére z nich mogg regulowaé rézne procesy fizjolo-
giczne, dziatajac jako potencjalne modulatory fizjologicz-
ne, uwalniane podczas trawienia. Wptywaja one na funk-
cjonowanie uktadu krwiono$nego (peptydy przeciwnad-
ci$nieniowe, przeciwkrzepliwe, hipocholesterolemiczne,
antyoksydacyjne), uktadu nerwowego (peptydy opioido-
we wykazujace aktywno$¢ agonistyczng i antagonistycz-
ng), uktadu pokarmowego (peptydy przenoszace sktad-
niki mineralne, obnizajace apetyt, antymikrobiologiczne),
uktadu immunologicznego (peptydy immunomodulacyj-
ne - immunomodulatory, cytomodulacyjne - cytomodu-
latory) [6, 33]. Podstawg aktywno$ci peptyddéw jest sktad
i sekwencja aminokwasowa. Peptydy biologicznie aktyw-
ne najczes$ciej zbudowane sg od 2-20 reszt aminokwaso-
wych, niektdére z nich wykazuja wiasciwosci wielofunk-
cyjne [35, 53, 59].

Prekursorami peptydéw bioaktywnych moga by¢ biatka
roslinne i zwierzece, w tym biatka mleka [13]. Bioaktyw-
ne peptydy wyizolowano z wielu produktéw mleczar-
skich tj. mleko, kefir, jogurty, sery [16, 23, 34, 50]. Zré-
dtem bioaktywnych peptydéw moze by¢ kazeina (-as, -b, -
k) oraz biatka serwatkowe, gtéwnie laktoglobulina-b (lg-
b), laktoalbumina-a (la-a), albumina serum (AS). Pepty-
dy bioaktywne powstajg w wyniku ograniczonej proteoli-
zy biatek zachodzacej podczas proceséw technologicz-
nych np. w wyniku zastosowanych proteolitycznych kul-
tur starterowych wykorzystywanych do przeprowadze-
nia fermentacji mleka oraz proteolizy prowadzonej przez
enzymy uwalniane z réznych mikroorganizméw lub ro-
$lin. W przewodzie pokarmowym cztowieka takie zwigz-
ki moga powstawa¢ podczas hydrolizy biatek/peptydow
prowadzonej przez enzymy trawienne (pepsyne, trypsy-
ne i chymotrypsyne) [34]. Peptydy bioaktywne wykazuja
wplyw fizjologiczny na organizm, jeZeli zostang uwolnio-
ne podczas trawienia jelitowego (lub po wprowadzeniu
do organizmu jako ,peptydy bioaktywne” nie beda degra-
dowane) i po wchtonieciu w $wietle jelita beda dociera¢
do miejsc docelowych (narzadéw, tkanek) [53].

Ostateczne trawienie biatek pochodzacych z pozywienia
ma miejsce w jelicie cienkim. Peptydazy rabka szczotecz-
kowego (rabek wchianiajacy) nabtonka jelita hydrolizuja
oligopeptydy uwalniajac dipeptydy lub aminokwasy [14,
67]. Peptydy ktére nie sa degradowane przez enzymy
proteolityczne, w czesci jelitowej przewodu pokarmowe-
go, moga zosta¢ bezposrednio wchloniete do krwioobie-

gu. Di- i tripeptydy tj. immunopeptydy, peptydy o aktyw-
noéci inhibitora ACE, moga przenika¢ do krwi i dociera¢
bezposrednio do miejsc docelowych. Mechanizmy zwig-
zane z transportem tego typu zwiazkéw uzaleznione sg
od sekwencji di- i tripeptydéw [10]. Po wchtonieciu pep-
tydéw w obszarze jelitowym nastepnie sg hydrolizowane
przez peptydazy wystepujace w serum. Dlatego istotnym
warunkiem, niezbednym do zachowania fizjologicznego
dziatania peptydéw bioaktywnych jest ich opornosé na
degradacje przez te peptydazy po spozyciu pokarmu lub/
i dozylnym podaniu peptydéow bioaktywnych/
hydrolizatéow [41, 53, 62].

Na rynku ogdlno$wiatowym dostepna jest zywno$¢ funk-
cjonalna i sktadniki zywnos$ciowe zawierajace bioaktyw-
ne peptydy pochodzace z biatek mleka. Calpis AMEEL S
(Japonia) lub Calpico (Europa) to handlowe nazwy mleka
kwasnego i Evolus (Finlandia) - mleko fermentowane z
dodatkiem wapnia. Wszystkie te produkty zawieraja
tripeptydy bioaktywne (o sekwencjach VPP, IPP - skrot
jednoliterowy aminokwaséw podano pod rys. 1), wyka-
zujace wilasciwosci przeciwnadci$nieniowe, a pochodza-
ce z kazeiny-b i -k. Podobne wtasciwosci biologiczne
wykazuje hydrolizat 1g-b - produkt o nazwie BioZate
(USA). Peption C12 (Holandia) i Casein DP Peptio Drink
(Japonia) to produkty zawierajace przeciwnadci$nienio-
we dodekapeptydy (o sekwencji FFVAPFPEVFGK) uwal-
niane z kazeiny, stosowane sg jako sktadnik lub nap6j
bezalkoholowy. BioPURE-GMP (USA) to nazwa handlowa
hydrolizatu biatek serwatkowych zawierajacego gliko-
makropeptyd (pochodzacy z kazeiny-k). Ten handlowy
hydrolizat wykazuje wtasciwos$ci przeciwnowotworowe,
przeciwbakteryjne i przeciwkrzepliwe. Nastepnym pro-
duktem jest ProDiet F200 (Francja), zawierajacy bioak-
tywny fragment kazeiny-asi (fr. 91-100 o sekwencji
YLGYLEQLLR) redukujacych stres, stosowany jako sktad-
nik napojéw mlecznych, wyrobéw cukierniczych. Pro-
dukt handlowy o nazwie Capolac (Dania) zawiera kaze-
inofosfopeptydy -CPPs (CaseinoPhosphoPeptides). W
Japonii dostepne sa napoje bezalkoholowe (Tekkotsu
inryou i Kotsu Kotsu Calcium) zawierajgce -CPPs, ktdre
umozliwiajg lepsze wchtanianie skiadnikéw mineral-
nych. Natomiast w Holandii produkowany jest CE90CPP
zawierajacy CPP (20%) oraz Glutamin peptide (peptyd
glutaminowy), WGE80GPA, WGE8B0GPN, WGE80GPU
czyli hydrolizaty biatek mleka wzbogacone peptydami
zawierajacymi glutamine, wykazujace wilasciwosci im-
munomodulacyjne [17, 25, 32, 33].

Peptydy bioaktywne wplywajace na uklad krwiono-
$ny

Obecnie na $wiecie wzrasta zainteresowanie sktadnikami
bioaktywnymi, w tym peptydami biologiczne aktywnymi.
Peptydy bioaktywne wptywajace na funkcjonowanie
uktadu krwiono$nego to peptydy przeciwnadci$nieniowe
(inhibitory ACE), przeciwkrzepliwe, hipocholesterole-
miczne i antyoksydacyjne [6, 33].

Na rysunku 1 przedstawiono sekwencje aminokwasowa
jednego z biatek serwatkowych -Ig-b (po usunieciu 16-
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aminokwasowego peptydu okreslanego jako peptyd sy-
gnatowy) i wybrane sekwencje bioaktywne wystepujace
w tym biatku. Sekwencja biatka prekursorowego lg-b
dostepna jest w bazie uniprot (http://www.uniprot.org/
uniprot/P02754, numer identyfikacyjny biatka prekurso-
rowego P02754) i w Dbazie BIOPEP (http://
www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/pl/biopep, nu-
mer identyfikacyjny biatka ID 1116). BIOPEP to baza
danych biatek i bioaktywnych peptydéw, ktoéra powstata
w 1999 r. w Katedrze Biochemii Zywnos$ci Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. W bazie zgroma-
dzone s3 informacje nt. ponad 700 biatek (réznego po-
chodzenia) i ponad 2600 peptydéw bioaktywnych. Infor-

macje dostepne w tej bazie, pozwalajg oceni¢ kazde biat-
ko jako potencjalnego prekursora bioaktywnych pepty-
déw [12, http://www.uwm.edu.pl/biochemia].

Laktoglobulina-b (lg-b) zbudowana jest ze 162 reszt ami-
nokwasowych (rys. 1). Sekwencje aminokwasowa (czyli
kolejno$¢ utozenia reszt aminokwasowych w tancuchu
polipeptydowym) tego biatka przedstawiono uwzgled-
niajac kod jednoliterowy aminokwaséw (wyjasniono pod
rysunkiem 1). Za pomoca takiego kodu przedstawione
zostaty wszystkie sekwencje peptydéw bioaktywnych,
podane w niniejszej publikacji. W biatkach i peptydach
wigzania peptydowe powstaja w wyniku kondensacji
grupy karboksylowej (-COOH) jednej czasteczki amino-
kwasu z grupa aminowa (-NH:) drugiego aminokwasu.
Pierwszy aminokwas znajdujacy sie w tancuchu polipep-
tydowym posiada wolng (niezablokowana wigzaniem
peptydowym) grupe aminowa (-NH:), dlatego ta czes$¢
tancucha polipeptydowego nazywana jest N-koncem.
Natomiast ostatni aminokwas wystepujacy w tym tancu-
chu posiada grupe karboksylowg (-COOH), ktéra nie jest
zaangazowana w utworzenie wigzania peptydowego,
stad ta cze$¢ tancucha okreslana jest jako C-koniec (rys.

1).
Peptydy przeciwnadcisnieniowe (inhibitory ACE)

Nadci$nienie stanowi gtéwny czynnik ryzyka zwiazany z
chorobami uktadu krazenia. W takich przypadkach poda-
wane s3 leki obnizajace ci$nienie krwi. Wséréd takich
lekdéw znajduje sie kaptopryl, ktdry jest inhibitorem en-
zymu konwertujgcego angiotensyne. Enzym konwertuja-
cy angiotensyne (ACE, Angiotensin-I-Converting Enzy-
me) to hydrolaza peptydylodipeptydowa, ktéra wystepu-
je w wielu tkankach i ptynach biologicznych. Pelni istotna
role w regulacji ci$nienia krwi zaréwno u zwierzat jaki i
ludzi. Enzym ten dziala giéwnie w uktadzie renina-
angiotensyna, w ktérym naturalnymi substratami sg an-
giotensyna I i bradykinina. ACE hydrolizuje angiotensyne
-1 (dekapeptyd, uwalniany przez renine z angiotensyno-
genu) do angiotensyny-Il (oktapeptyd) oraz inaktywuje
bradykinine, co w konsekwencji prowadzi do wzrostu
ci$nienia krwi [17, 38, 53, 68]. Hamowanie dziatania ACE
powoduje obnizenie ci$nienia krwi. Dziatanie wielu le-
kéw podobne jest do dziatania peptydéw, ktére wykazuja
aktywno$¢ inhibitora ACE. W Japonii stosowane s3 kap-
sutki obnizajgce ciSnienie krwi, w ktérych sktadnikiem
bioaktywnym jest ,Oligopeptyd Katsuobuszi” (LKPNM),

otrzymany z termolizynowego hydrolizatu miesni ryb z
rodziny tunczyka. Peptyd ten po przeksztatceniu do for-
my aktywnej (LKP), hamuje dziatanie ACE [25]. Termoli-
zynowy hydrolizat mie$ni ryb (z rodziny tunczyka) za-
wierajacy peptydowy inhibitor ACE (Oligopeptyd Katsu-
obuszi) zostat zaakceptowany przez Ministra Zdrowia i
Opieki Spotecznej Japonii i znajduje zastosowanie jako
Zywno$¢ o Okres$lonym Zdrowotnym Zastosowaniu
(FOSHU - Foods for Specified Health Use) [20, 21, 38].

Naturalnie wystepujace peptydowe inhibitory ACE sa
obecne w biatkach zywnosci, w tym w biatkach mleka, z
ktérych uwalniane sg po hydrolizie enzymatycznej [38,
40]. Peptydowe inhibitory ACE to przede wszystkim pep-
tydy krétkotancuchowe, zawierajace duzo reszt proliny
[19]. Najlepiej poznanymi przeciwnadci$nieniowymi
produktami sg produkty oparte na fermentowanym mle-
ku Calpis i Evolus. Produkty te zawierajg tripeptydy IPP i
VPP, ktoére obnizaja ci$nienie krwi, co potwierdzity bada-
nia przeprowadzone na szczurach i zwierzetach [29, 40].
W tych produktach, system proteolitycznych bakterii
kwasu mlekowego degraduje biatka mleka do tri- i in-
nych peptydéw wykazujacych aktywnosé inhibitoréw
ACE. Jakkolwiek, potencjalne peptydowe inhibitory ACE,
moga rowniez powstawaé w wyniku hydrolizy biatek
mleka in vitro prowadzonej przez enzymy pochodzenia
mikrobiologicznego i enzymy trawienne [40, 52].

Aktywno$¢ peptydowych inhibitoréw ACE réznicowana
jest na podstawie wartosci ICso. ICso okre$la takie steze-
nie peptydu (inhibitora), ktére powoduje obnizenie ak-
tywnosci enzymu (ACE) o 50% (mmol/l). Nie wszystkie
peptydy, ktére wykazujg aktywno$¢ przeciwnadcisnie-
niowa in vitro, wykazuja takie dziatanie in vivo. Niektére
peptydy (zwtaszcza o diuzszych sekwencjach) ulegaja
degradacji w przewodzie pokarmowym pod wptywem
enzymow proteolitycznych lub enzymoéw wewnatrzko-
morkowych. Moga one réwniez ulega¢ modyfikacjom w
uktadzie krwiono$nym [42, 43, 68]. Natomiast peptydy
sktadajace z dwéch lub trzech aminokwaséw sa odpor-
niejsze na dziatanie endopeptydaz, wystepujacych w
przewodzie pokarmowym i moga bezposrednio przeni-
ka¢ do krwioobiegu [31, 68].

Peptydy przeciwnadci$nieniowe wykryto w handlowych
serach typu szwajcarskiego, serach cheddar, w serach
modyfikowanych enzymatycznie oraz serach wyprodu-
kowanych z dodatkiem kultur Lactobacillus acidophilus
LAFTI L10 [2, 9, 50, 56, 63]. W dziesieciu réznych serach
typu szwajcarskiego wykryto dwa peptydy przeciwnad-
ciSnieniowe o sekwencjach VPP, IPP [2, 44]. Te dwa tri-
peptydy uwalniane z biatek prekursorowych (z kazeiny-
b, -k) przez enzymy z Lactobacillus helveticus to peptydy
przeciwnadci$nieniowe i immunomodulacyjne [26, 32].

Peptydy przeciwnadci$nieniowe (np. FFVAP, FALPQY,
VPP) uwalniane z kazeiny (-as, -b, -k) nazywane sa kazo-
kininami (-a, -b). Peptydy (np. WLAHK, LRP, LKP) pocho-
dzace z biatek serwatkowych okreslane s3 jako
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Rys. 1. Sekwencja aminokwasowa krowiej Ig-b (wariant genetyczny A, ID 1116) zawierajaca wybrane fragmenty o aktywno$ci biologicz-
nej. Fragmenty odpowiadajace peptydom przeciwnadci$nieniowym (w tym inhibitorom ACE) i antyoksydacyjnym zapisano odpo-
wiednio czcionkg pogrubiong i kursywa. Natomiast sekwencje laktorfiny-b, czyli peptydu dwufunkcyjnego (wykazuje aktywno$¢
inhibitora ACE i opioidowa) podkreslono. Zrédto: baza danych sekwencji biatek i bioaktywnych peptydéw — BIOPEP (http://
www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/pl/biopep, dostep: pazdziernik 2013).

Skroét (kod) jednoliterowy aminokwaséw: A-Alanina, R-Arginina, N-Asparagina, D-Kwas asparaginowy, C-Cysteina, Q-Glutamina, E
-Kwas glutaminowy, G-Glicyna, H-Histydyna, I-Izoleucyna, L-Leucyna, K-Lizyna, M-Metionina, F-Fenyloalanina, P-Prolina, S-

Seryna, T-Treonina, W-Tryptofan, Y-Tyrozyna, V-Walina.

Fig. 1. The amino acid sequence of bovine lactoglobulin-b (gen. var. A, ID 1116) containing selected fragments with biological activity.
Fragments corressponding to antihypertensive (including ACE-inhibitors) and antioxidant peptides are given in bold and italics,
respectively. The sequence of b-lactorphin with encrypted difunctional peptides (demonstrating ACE-inhibitory and opioid activi-

ties) underlined.

Source: the database of protein and bioactive peptide sequences - BIOPEP (http://www.uwm.edu.pl/

biochemia/index.php/pl/biopep, accessed: October 2013).

The single-letter amino acid code: A-Alanine, R-Arginine, N-Asparagine, D-Aspartic acid, C-Cysteine, Q-Glutamine, E-Glutamic acid,
G-Glycine, H-Histidine, I-Isoleucine, L-Leucine, K-Lysine, M-Methionine, F-Phenylalanine, P-Proline, S-Serine, T-Threonine, W-

Tryptophan, Y-Tyrosine, V-Valine.

laktokininy (laktokinina-a, -b). Laktokining nazywany
jest takze peptyd o sekwencji ALKAWSVAR, otrzymany
syntetycznie. Sekwencja tego peptydu odpowiada frag-
mentowi sekwencji albuminy serum [25, 46, 68, http://
www.uwm.edu.pl/biochemia].

Prowadzac hydrolize kazeiny-as przy wykorzystaniu
trypsyny lub proteazy z Lactobacillus helvetius powstaja
kazokininy-as, czyli odpowiednio peptydy o sekwencjach
FFVAPFPEVFGK (fragment 23-34 kazeiny-as) i LAYFYP
(fr. 142-147). Natomiast oligopeptydaza prolilowa uwal-
nia z tej kazeiny bioaktywny fragment (fr. 23-27) o se-
kwencji FFVAP nazywany kazokining-ass. Peptydy prze-
ciwnadci$niniowe okreslane jako inhibitory ACE to frag-
menty 143-148, 157-164 kazeiny-as odpowiednio o se-
kwencjach AYFYPE i DAYPSGAW. Powstaja one w wyniku
hydrolizy proteza z Lactobacillus helvetius lub w przy-
padku tego drugiego peptydu w wyniku fermentacji. Z
kazeiny-as moze zosta¢ uwolniony peptyd o sekwencji
TTMPLW, po trawieniu trypsyna, czyli fragment 194-199
kazeiny-as. Peptydy wyizolowane z trypsynowego hydro-
lizatu kazeiny otrzymane z kazeiny-as1 (fr. 23-34, 23-27,
194-199) o sekwencjach FFVAPFPEVFGK, FFVAP, TTM-
PLW oraz z kazeiny-b (fr. 177-183, AVPYPQR) - silnie
hamowaty ACE in vitro [68, http://www.uwm.edu.pl/

biochemia].

Natomiast z czterech peptydowych inhibitoréw ACE wy-
izolowanych z termolizynowych (z Bacillus thermoprote-
olyticus) hydrolizatéw kazeiny-b (wariant genetyczny
A2) zidentyfikowano dwa peptydy przeciwnadci$nienio-
we o duzej aktywnos$ci. Peptydy o masach czgsteczko-

wych ok. 2000 Da, odpowiadaly fragmentowi 58-76 ka-
zeiny-b (sekwencja LVYPFPGPIPNSLPQNIPP) i fragmen-
towi 59-76 tego biatka. W obu przypadkach C-koncowe
fragmenty peptydéw odpowiadaty sekwencji -IPP. War-
to$¢ ICso dla tych peptydéw wyniosta 4 i 5 mmol [51].
Fragment 58-76 tego biatka zidentyfikowano takze
wsrdd produktéw proteolizy kazeiny proteaza z Lactoba-
cillus helveticus PR4 [45] i w fermentowanym mleku [57].
W przeprowadzonych badania na szczurach potwierdzo-
no, ze peptyd ten powodowat obnizenie ci$nienia krwi u
zwierzat [45, 58]. Warto$¢ 1Cso dla fragmentu kazeiny-b
(wariant genetyczny A2) wyniosta 12 mmol [45] lub 5
mmol [58]. Dtuzszy peptyd wyizolowany z tego biatka
(fr. 59-76) rowniez wykazywat aktywno$¢ inhibitora
ACE. Interesujace jest to, ze te dwa peptydy o wysokiej
aktywno$ci inhibitora ACE, na C-koncach posiadaty se-
kwencje aminokwasowg -IPP, podobnie jak dwa dobrze
wczeéniej poznane peptydy przeciwnadci$nieniowe VPP
i IPP, zidentyfikowane w fermentowanych produktach
mleczarskich [29, 60]. Trzeci peptyd o nizszej aktywnosci
identyfikowany byt jako fr. 59-81 o sekwencji
VYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTP. Wiekszos¢ tych peptydow
otrzymanych z kazeiny-b, prawdopodobnie w przewo-
dzie pokarmowym bedzie hydrolizowana przez pepsyne
i chymotrypsyne, w rezultacie dajac krétsze peptydy (fr.
61-76, ewnetualnie fr. 63-76 i ostatecznie fr. 71-76). Jed-
nak w tych fragmentach na C-konicach wystepuje se-
kwencja -IPP, ktéra odpowiedzialna jest za aktywnosc¢
inhibitora ACE. Najprawdopodobniej te peptydy beda
aktywne in vivo [51].
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W wyniku przeprowadzonej fermentacji, z kazeiny-b
moze zosta¢ uwolniona kazokinina-b, czyli fragment 84-
86 (VPP). Natomiast fragment (fr. 57-64) kazeiny-b
uwolniony przez proteaze z Lactobacillus helveticus to
peptyd o sekwencji SLVLPVPE, wykazujacy aktywno$c¢
inhibitora ACE. Z kazeiny-k (po fermentacji) moze zosta¢
uwolniony fragment 108-110 (IPP) tego biatka, takze
wykazujacy aktywno$¢ inhibitora ACE [68, http://
www.uwm.edu.pl/biochemia].

Potencjalnymi peptydami wykazujacymi aktywnos$¢ np.
inhibitoréw ACE mogg by¢ rowniez peptydy, ktdre otrzy-
mane zostaly w spos6b syntetyczny, a ktérych sekwencje
aminokwasowe wystepujg w sekwencji aminokwasowej
badanego biatka. Taki bioaktywny fragment moze zosta¢
uwolniony w wyniku hydrolizy biatka przez enzym pro-
teolityczny o odpowiedniej specyficznosci dziatania. Syn-
tetycznymi peptydami o aktywnosci inhibitoréw ACE sa
np. peptydy o sekwencji, FVAP, VAP, FGK, PLW, LW. Ta-
kie sekwencje znajduja sie w strukturze pierwszorzedo-
wej kazeiny-as i odpowiadaja kolejno fragmentom tego
biatka (fr. 24-27, 25-27, 32-34, 197-199, 198-199). Do
grupy peptydéw otrzymanych syntetycznie nalezy réw-
niez kazokinina-bio, peptyd o sekwencji YQQPVLGPVR,
taka sekwencja wystepuje w kazeinie-b (fr. 193-202). W
kazeinie-k wystepuje fragment 25-34, ktéry odpowiadat
peptydowi syntetycznemu, a wykazywat aktywno$¢ inhi-
bitora ACE [68, http://www.uwm.edu.pl/biochemia].

Peptydy przeciwnadci$nieniowe uwalniane sg nie tylko z
kazeiny, ale réwniez z biatek serwatkowych. Peptydowe
inhibitory ACE identyfikowano w hydrolizatach biatek
serwatkowych, la-a i 1g-b. Wéréd produktéw proteolizy
fermentowanej serwatki, poddanej hydrolizie enzyma-
tycznej do przeprowadzenia ktérej wykorzystano pepsy-
ne a nastepnie trypsyne zidentyfikowano aktywne frag-
menty pochodzace z lg-b (fr. 9-14, GLDIQK; fr. 15-20,
VAGTWY) [55].

W hydrolizatach trypsynowych la-a stwierdzono obec-
no$¢ peptydéw o sekwencjach VGINYWLAHK (fr. 99-
108), WLAHK (fr. 104-108) [54]. Natomiast fragment
tego biatka LAHKAL (fr. 105-110), zidentyfikowano
wsrdd produktdw proteolizy fermentowanej serwatki,
ktdra hydrolizowano pepsyna a nastepnie trypsyng [55].
Wsrod produktéw hydrolizy la-a, do przeprowadzenia
ktdrej wykorzystano termolizyne z Bacillus thermoprote-
olyticus, zidentyfikowano cztery fragmenty tego biatka
wykazujgce aktywno$¢ inhibitorow ACE: fr. 20-26
(GVSLPEW), fr. 21-26  (VSLPEW), fr. 15-26
(LKGYGGVSLPEW) i fr. 18-26 (YGGVSLPEW). Wszystkie
wyizolowane peptydy o masach czasteczkowych ok.
1000 Da i ICso w zakresie 1-5 mmol, na C-konicach posia-
daty sekwencje -PEW, odpowiadajaca fragmentowi 24-
26la-a [51].

Fragmenty sekwencji aminokwasowych odpowiadajacej
la-a (fr. 50-51, 50-53) odpowiednio YG, YGLF nazwane s3
laktokininami-a (otrzymane syntetycznie) [68]. Przepro-
wadzajac hydrolize la-a wykorzystujac pepsyne nastep-
nie trypsyne oraz chymotrypsyne, otrzymano peptyd

(inhibitor ACE) o sekwencji YGL (fr. 50-52). Wykorzystu-
jac takie same enzymy proteolityczne do przeprowadze-
nia proteolizy Ig-b otrzymano peptydy (inhibitory ACE) o
sekwencji VLDTDYK (fr. 94-100), CMENSA (fr. 106-111),
ALPMH (fr. 142-146). Trypsyna uwalniata z Ig-b peptydy
(inhibitory ACE) o aktywno$ci umiarkowanej (ICso w
zakresie 1029-556 mmol): LAMA (fr. 22-25), LDAQSA-
PLR (fr. 32-40), VFK (fr. 81-83) [54]. Najwieksza aktyw-
nos¢ (ICso 42,6 mmol) wykazywat fragment 1g-b (fr. 142-
148) o sekwencji ALPMHIR okres$lany jako laktokinina-b.
Laktokinina-b i laktorfina-b to peptydy o sekwencjach
odpowiednio YL i YLLF, odpowiadajace fragmentom 102-
103 oraz 102-105 lg-b. Ten drugi peptyd jest réwniez
peptydem opioidowym. Wéréd produktéw proteolizy lg-
b do przeprowadzenia ktérej wykorzystano proteinaze K,
zidentyfikowano peptyd bioaktywny o sekwencji IPA (fr.
78-80) [68, http://www.uwm.edu.pl/biochemia].

Peptydy przeciwkrzepliwe (antytrombotyczne)

Powstawanie zakrzepéw w tetnicach, zytach lub komo-
rach serca okres$lane jest jako zakrzepica, ktéra prowadzi
do powstawania arteriosklerozy. Najczestsza przyczyna
stwardnienia tetnic jest miazdzyca (zmiany zwyrodnie-
niowe blony wewnetrznej i Srodkowej aorty, tetnic wien-
cowych i mézgowych), dlatego okreslana jest jako arte-
rioskleroza (fac. arteriosclerosis) [11].

W leczeniu zakrzepicy stosowane s3 leki zapobiegajace
laczeniu trombocytéw (ptytek krwi) w naczyniach
krwiono$nych. W procesie powstawania skrzepéw istot-
na role peini aktywna forma protrombiny, czyli trombi-
na. Trombina to enzym - proteaza serynows, ktéra w
wyniku hydrolizy wiazan peptydowych (czterech wigzan
R-G) w fibrynogenie uwalnia fibrynopeptydy i nieroz-
puszczalne monomery fibryny, ktére agregujac tworza
skrzep [11].

Inhibitorami agregacji ptytek krwi moga by¢ réwniez
peptydy. Peptydy hamujace agregacje ptytek krwi i
utrudniajace wigzanie fibrynogenu do receptoréw na
powierzchni ptytek zostaly wykryte w surowicy krwi
noworodkéw zywionych mlekiem matki [4]. Peptydy
przeciwkrzepliwe uwalniane sg z kazeiny-k, zwtaszcza z
C-koncowego fragmentu kazeiny-k, uwolnionego po hy-
drolizie wigzania peptydowego Phel05-Met106. Ten frag-
ment (fr. 106-169) kazeiny-k nazywany jest kazeinoma-
kropeptydem (lub kazeinoglikomakropeptydem jezZeli
posiada reszty cukrowe). Z kazeinomakropeptydu moga
zosta¢ uwolnione kazoplateliny, czyli peptydy przeciw-
krzepliwe [11]. W trypsynowych hydrolizatach kazeino-
makropeptydu zidentyfikowano peptydy hamujace przy-
taczanie tancuchéw g-fibryny do miejsc receptorowych
na powierzchni ptytek krwi (peptydy przeciwkrzepliwe).
Byly to fragmenty: 106—116, 106-111, 106-112, 112-
116, 113-116 kazeiny-k o nastepujacych sekwencjach
aminokwasowych MAIPPKKNQDK, MAIPPK, MAIPPKK,
KNQDK, NQDK [11, 18, http://www.uwm.edu.pl/
biochemia].
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Peptydy bioaktywne wyizolowane zostaty takze z napo-
jow fermentowanych. Wykryte peptydy przeciwkrzepli-
we odpowiadaty fragmentowi 113-116 kazeiny-k [27].
Zidentyfikowano réwniez peptydy wielofunkcyjne a
wsrod nich peptydy wykazujace aktywnos$¢ przeciwkrze-
pliwa. Ich sekwencje aminokwasowe odpowiadaty frag-
mentom 152-160 i 155-160 kazeiny-k. Agregacje ptytek
krwi hamowat takze fragment 39-42 laktoferyny o se-
kwencji KRDS [11].

Peptydy hipocholesterolemiczne

W trypsynowych hydrolizatach Ig-b zidentyfikowano
peptyd o sekwencji IIAEK (laktostatyne, fr. 71-75 1g-b) o
aktywnos$ci hipocholesterolemicznej. Najprawdopodob-
niej aktywno$¢ hipocholesterolemiczna peptydu (IIAEK)
wynikata ze zmniejszenia rozpuszczaln$ci micelarnego
cholesterolu lub zwiekszonej zdolnosci wigzania kwaséw
z6tciowych. Interakcje zachodzace pomiedzy micelami
cholesterolu a peptydem uniemozliwiaty wchtanianie
tego zwiazku przez nabtonek jelita cienkiego. W przepro-
wadzonych badaniach na zwierzetach wykryto wysoki
poziom steroli fekalnych u szczuréw zywionych trypsy-
nowymi hydrolizatami 1g-b, w poréwnaniu grupy zwie-
rzat zywionych hydrolizatami kazeinowymi. Najprawdo-
podobniej obnizenie wchtaniania cholesterolu oraz
wchtaniania zwrotnego kwaséw zoétciowych powodowa-
o zwiekszone ich wydalanie z katem [5, 33, 48].

Wisroéd produktéw trawienia chymotrypsyna, wyizolowa-
nych z jelita kretego swinki morskiej, zidentyfikowano
bioaktywng laktotensyne-b (HIRL) [49, 66]. Ten tetra-
peptyd (fragment 146-149 Ig-b) zmniejszat wrazliwo$¢
na bol i obnizat poziom cholesterolu we krwi, petnit réw-
niez role agonisty neurotensyny. Neurotensyna to oligo-
peptyd endogenny, wystepujacy w uktadzie pokarmo-
wym oraz pelniacy role neuromodulatora
(neurotransmiter, neuromediator, neuroprzekaznik) w
osrodkowym uktadzie nerwowy (OUN). W uktadzie po-
karmowym peptyd ten stymuluje wydzielanie soku
trzustkowego i jelitowego, hamuje wydzielanie sokéw
zotadkowych, stymuluje motoryke jelitowa [64, 65, 66].

Naturalnymi neuroprzekaznikami przenoszacymi sygna-
ty pomiedzy neuronami (komoérkami nerwowymi) za
posrednictwem synaps w organizmie s m.in.: dopamina,
serotonina, acetylocholina, histamina. Sygnaty sg przeno-
szone réwniez z komdrek nerwowych do komérek gru-
czotowych i mie$niowych. Istnieja trzy podtypy recepto-
réw neurotensynowych (NTj, NT2, NT3). Tylko do niekto-
rych z nich moze zostaé¢ przytaczona laktotensyna-b [3,
22, 61]. Peptyd ten zaréwno wigze sie z receptorem NT1 i
NT2, wykazujac 50-krotnie wieksze powinowactwo w
stosunku do tego drugiego receptora [66]. Laktotensyna-
b jest pierwszym, naturalnym ligandem selektywnym w
stosunku do receptora NT,. Oddziatywujac z receptorem
NT2, zmniejsza wrazliwo$¢ na bol i wykazuje wptyw hipo-
cholesterolemiczny [64]. Peptyd ten moze réwniez po-
prawia¢ pamieé poprzez aktywowanie receptora dopa-
miny D> [49].

Peptydy hipocholesterolemiczne uwalniane z lg-b (IIAK,
HIRL) wykazywaty wiekszy wptyw hipocholesterole-
miczny, w poréwnaniu do jednego ze steroli roslinnych
czyli b-sitosterolu [5, 48]. b-sitosterol pod wzgledem
budowy chemicznej wykazuje duze podobienstwo do
cholesterolu. Zwiazek ten wbudowywany jest w struktu-
re micel, powstajgcych w $§wietle jelita cienkiego, zamiast
cholesterolu pokarmowego i pochodzacego z drég zétcio-
wych. To prowadzi do zmniejszenia rozpuszczalno$¢
cholesterolu, a w konsekwencji do obniZenia jego ab-
sorpcji jelitowej [47].

Peptydy przeciwutleniajace (antyoksydacyjne)

Brak réwnowagi pomiedzy reaktywnymi formami tlenu
(RFT) powstajacymi w komérkach organizmu a mozliwo-
$cig ich usuwania przez organizm powoduje powstawa-
nie tzw. stresu oksydacyjnego. W wyniku takiego stresu,
w komdrkach organizmu (zaburzenia w organizmie)
powstaja nadtlenki i wolne rodniki, ktére powoduja
zmiany w strukturach biatek, ttuszczéw, kwasow ttusz-
czowych oraz kwaséw nukleinowych. Zmiany zachodza-
ce w komorce prowadza do powstawania wielu choréb
cywilizacyjnych, w tym choréb zwigzanych z uktadem
krazenia, choréb reumatologicznych, nowotworowych,
cukrzycy oraz choréb neurodegradacyjnych [8, 24, 37,
39].

Peptydy antyoksydacyjne wyizolowane z trzech australij-
skich, handlowych seréw Cheddar, hamowaty wolne
rodniki 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu (2,2-diphenyl-1
-picrylhydrazyl, DPPH) [56]. DPPH stosowany jest do
okreslenia aktywnos$ci antyoksydacyjnej peptydéw. Do
ich réznicowania wyznaczany jest parametr ICso. Okresla
on stezenie antyoksydanta powodujgce spadek poczatko-
wego stezenia wolnego rodnika DPPH o 50% [7]. Inne
badania potwierdzily, Ze ser cheddar wzbogacony ziota-
mi lub owocami wykazywat silniejsze wtasciwosci prze-
ciwutleniajgce, a zakres aktywnoSci antyoksydacyjnej
ekstraktéw wodnych uzyskanych z sera uzalezniony byt
od stanu jego dojrzewania [1, 23].

Peptydy antyoksydacyjne zostaty wyizolowane z kazeiny
i biatek serwatkowych [8, 28]. Zwiazki te hamujg enzy-
matyczng (hamowanie lipooksygenazy) i nieenzymatycz-
na peroksydacje niezbednych kwaséw tluszczowych
[17]. Z kazeiny moga zosta¢ uwolnione kazeinofosopep-
tydy hamujgce oksydacje lipidow. Usuwaja one wolne
rodniki, chelatujac jony metali tworzac kompleksy z wap-
niem, zelazem, cynkiem [30].

Peptydy o wtasciwosciach antyoksydacyjnych zostaty
wyizolowane z kazeiny-as: (fr. 59-79, 1-21, 46-70). Zdol-
no$¢ usuwania wolnych rodnikéw wykazuje takze pep-
tyd o sekwencji YFYPEL otrzymany z tej kazeiny [8].
Fragment 1-25 kazeiny-b, otrzymany w wyniku hydrolizy
trypsyng, chelatujgc jony zelaza, chronit wielonienasy-
scone kwasy ttuszczowe przed ich utlenianiem [30]. Na-
tomiast peptyd, fragment kazeiny-b o sekwencji KVL-
PVEK, otrzymany po hydrolizie biatka trypsyna i/lub
subtylizyng, zapobiegal utlenianiu kwasu linolenowego.
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Wtasciwo$ci antyoksydacyjne wykazywaly takze frag-
menty biatka o sekwencjach VKEAMAPK, AVPYPQR, VL-
PVPEK [8].

W obecnosci peptydu antyoksydacyjnego o sekwencji
ARHPHPHLSFM (fragment kazeiny-k) stabilno$¢ b-
karotenu byta wieksza, w poréwnaniu do BHT
(ButyloHydroksyToluen). Peptyd ten zostat wyizolowa-
ny z produktéw fermentowanych z udziatem Lactobacil-
lus delbruescki ssp. bulgaricus [8, 36].

0 wtasciwosciach antyoksydacyjnych biatek serwatko-
wych decyduje m.in. obecno$¢ aminokwaséw siarkowych
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