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Zwigzkami korzystnie wptywajgcymi na funkcjonowanie organizmu cztowieka, w tym na jego ukfad krwionosny,
immunologiczny, nerwowy lub opdZniajgcymi procesy starzenia organizmu, mogg by¢ biatka, a zwtaszcza produkty
ich hydrolizy [5, 15, 21, 23, 24]. Wsrdd takich zwigzkéw znajdujg sie peptydy, czyli fragmenty tancucha/ow
biatkowego/ych uwolnione/ych ze struktur biatek, sposréd ktdérych, tylko niektére wykazujg aktywnosc¢ biologiczng,
dlatego nazywane sg peptydami biologicznie aktywnymi (peptydami bioaktywnym lub biopeptydami). Aktywnosé
biologiczna takich zwigzkdéw zalezy od ich budowy chemicznej (sktadu aminokwasowego i kolejnosci utozenia reszt
aminokwasowych w peptydzie, okreslanych jako sekwencja aminokwasowa). Biopeptydy, jesli wykazujg korzystne
oddziatywanie na organizm cztowieka sg okreslane réwniez jako nutraceutyki [19, 23, 24, 26]. Nutraceutyki to
okreslenie dotyczace zwigzkéw biologicznie aktywnych (bioaktywnych), powstato w wyniku potfaczenia stow
,Zywienie” (nutrition) oraz ,farmaceutyk” (pharmaceutical) [19]. Takie zwigzki mogg by¢ sktadnikami znajdujgcymi
sie w zywnosci lub mogg zostac z niej wyizolowane, a nastepnie dodane do innej zywnosci/produktéw spozywczych
i okreslenie nutraceutyk dotyczy rowniez suplementéw diety (tabletki, kapsutki) [19, 23]. Nutraceutyki mogg by¢
sktadnikami zywnosci funkcjonalnej, srodkédw spozywczych specjalnego przeznaczenia medycznego, suplementéw
diet [19, 22, 23] i innych rodzajéw zywnosci, rdznie klasyfikowanych w réznych krajach [19].

Biopeptydy a biatka mleka

Prekursorami (zrédtem) peptyddw bioaktywnych mogg byé réznego pochodzenia biatka mleka, w tym kazeina lub/i
biatka serwatkowe, ktérych udziat w mleku krowim wynosi odpowiednio 80% i 20% [11, 22]. Kazeina to mieszanina
heterogennych biatek, zréznicowanych pod wzgledem budowy chemicznej, w ktérej znajduje sie kazeina-as; (38%),
-0s; (10%), -B (35%), -k (17%) [15]. Z biatek kazeinowych, wystepujacych w kilku wariantach genetycznych, podobnie
jak i serwatkowych, w ktérych dominuje laktoglobulina- (lIg-B) i laktoalbumina-a (la-a) [15, 22], mogg zostac
uwolnione peptydy o okreslonej — jednej aktywnosci biologicznej lub multiaktywne [15, 21, 22].

Biopeptydy to zwigzki przede wszystkim sktadajace sie od 2 do 20 reszt aminokwasowych i przedstawiane s3
w formie sekwencji aminokwasowych, zapisywanych z wykorzystaniem kodu tréj- lub jednoliterowego
aminokwasow [11, 21-24]. Obecnie, sekwencje aminokwasowe biopeptyddw sg selekcjonowane, grupowane,
gromadzone i udostepniane za posrednictwem rdéznych baz danych [13, 14]. Jedng z takich baz jest baza
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BIOPEP-UWM (https://biochemia.uwm.edu.pl/biopep-uwm) — baza danych sekwencji aminokwasowych biatek
i peptyddow biologicznie aktywnych, w ktérej na dzien 23.05.2025 r. byto dostepnych 5266 sekwencji biopeptydow
réznego pochodzenia, w tym pochodzacych z biatek mleka i o réznej aktywnosci biologicznej (>90 aktywnosci)
[2, 13, 14]. Sekwencje aminokwasowe biopeptyddw oraz narzedzia bioinformatyczne dostepne w tej bazie,
umozliwiajg przewidywac aktywnos¢ biologiczng biatek i/lub przeprowadzaé hydrolize biatek z wykorzystaniem
w niej dostepnych enzymdéw proteolitycznych (o okreslonych specyficznosciach dziatania) [2, 7, 14]. Baza
BIOPEP-UWM jest wykorzystywana przez spoteczno$¢ naukowg na catym Swiecie, ktéra stosuje jej zasoby
i mozliwosci nie tylko do badan naukowych, ale takze w dziatalnosci dydaktycznej [7-9, 22-24]. Metody/techniki
komputerowe (badania in silico), w tym z udziatem bazy BIOPEP-UWM, wykorzystywane sg w badaniach
naukowych jako pojedyncze metody badawcze [22-24] lub w potgczeniu z innymi protokotami badawczymi
stosujgcymi podejscie hybrydowe (mieszane) prowadzonych badan [7-9].
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Bla.lka ] [Produkty hydrolizy -rodzaj aktywnosci* (sekwencja** (liczba) biopeptyddow):
| kazeinowe
7 >
IACE (GY, AY, PL, GK, AR, EK, GTQY, QGIH, IL), iDPP-4 (VPL, PK, QF, QL, SK, VN, GY, AY, PL, EK, IL),
Kazeina-oig, iDPP-3 (SM), iRen (QF), AntyAm (VPL), AntyOK (AY, GTQY, EL, PEL, EDVPSER),
StyM (VPL, IL), OsteoA (EDVPSER)
\« J
&
e zeinasa iACE (TVY, IF, VR, QK(4)), iDPP-4 (AL(2), EH, PW(2), PW, QF, QH, QY, TM, TN, SK, TK(3), VR),
$2 iRen (QF), AntyOK (PW(2), PW)
\«

iACE (PQR, DM, VK, QK, VY, PPL, PL(2), PL), iDPP-4 (SL(2), IH, PF(3), IN, GPF, PK, VL, SK, TL, VK, |
VY, PPL, PL(2), PL), iDPP-3 (IH, PF(3), VY), ReG (SL(2)), StyM (VL), AntyOK (EL, VYY),
AntyN (PGPIPN), InmM (PGPIPN)

Kazeina-$

“

iACE (PSY, AF, GL, AH, SF(2), SF, AR, IAK, PH(2), PPEIN),
iDPP-4 (AL, IPIQY, PF, PY(2), VL, QW, TL, QF, IN, AF, GL, AH, SF(2), SF, PH(2)), iDPP-3 (PF),
iRen (QF, SF(2), SF), AntyOK (AH), StyM (VL), AntyZA (PY(2)), AntyB (IAK), HipoT (IAK)

Kazeina-k

T

e -

iACE (IR, VY, VAGTW, GK, GL, VR, EK, QK, SF, lIAEK),
iDPP-4 (IR, VY, GL, VR, EK, AL(2), SL, PM, SF, VL(2), TL, IPAVF, TK), iDPP-3 (VY),
iRen (IR, SF), iCaMPDE (IR), AntyOK (IR, V'Y, EL), ReG (SL), StyM (VL(2)), HipoChsS (IIAEK)

Biatka
serwatkowe

%

*IACE (inhibitor enzymu konwertujacego angiotensyne), iDPP-4 (inhibitor peptydazy dipeptydylowej-4), iDPP-3 (inhibitor peptydazy dipeptydylowej-3),
iRen (inhibitor reniny), AntyAm (antyamnezyjna), AntyOK (antyoksydacyjna), AntyN (antynowotworowa), ImmM (immunomodulujgca),
OsteoA (osteoanboliczna), StyM (stymulujaca), AntyZA (antyzapalna, przeciwzapalna), AntyB (antybakteryjna), HipoT (hipotensyjna),
iCaMPDE (inhibitor fosfodiesterazy zaleznej od kalmoduliny), ReG (regulujaca), HipoChS (hipocholesterolemiczna).

** Skrot (kod) jednoliterowy aminokwaséw: A-Alanina, R-Arginina, N-Asparagina, D-Kwas asparaginowy, C-Cysteina, Q-Glutamina,

E-Kwas glutaminowy, G-Glicyna, H-Histydyna, I-1zoleucyna, L-Leucyna, K-Lizyna, M-Metionina, F-Fenyloalanina, P-Prolina, S-Seryna, T-Treonina,
W-Tryptofan, Y-Tyrozyna, V-Walina. Lg-B (laktoglobulina-p), La-c (laktoalbumina-ct).

iACE (GL, GY, AH, IW, PH, IL, DL, SF), iDPP-4 (AL, GL, GY, AH, IW, PH, IL, TK, SF),
iRen (SF), AntyOK (AH, EL), StyM (IL)

Rysunek 1. Biopeptydy uwolnione w wyniku symulowanego trawienia biatek mleka przez pepsyne (pH 1,3),
trypsyne i chymotrypsyne A. Rysunek przygotowano na podstawie wynikdw badan opublikowanych w pracy
Szerszunowicz [22]
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Najlepszym procesem, w ktérym uwalniane sg biopeptydy, zwtaszcza ze struktur biatkowych (ale i peptyddw) jest
przerwanie (hydrolizowanie) wigzan peptydowych znajdujgcych sie w biatkach/peptydach z udziatem enzyméw
proteolitycznych (proteoliza) [4, 5, 7-11, 21-24]. Biopeptydy mogg powstawac takze w produktach mleczarskich,
m.in. w wyniku wykorzystania proteolitycznych kultur starterowych do przeprowadzenia np. fermentacji mleka;
w wyniku proteolizy prowadzonej przez enzymy uwalniane z réznych mikroorganizméw, w tym mikroflory mleka;
enzymy roslinne lub inne enzymy i/lub znajdujgce sie w preparatach enzymatycznych dodawanych podczas
produkcji réoznych wyrobdéw. Peptydy bioaktywne mogg réwniez powstawa¢ w warunkach fizjologicznych,
w przewodzie pokarmowym cztowieka, w wyniku zachodzgcych proceséw trawienia, m.in. pod wptywem pepsyny,
trypsyny, chymotrypsyny [1, 4, 5, 21, 22]. Nutraceutyki peptydowe otrzymane w wyniku symulowanego trawienia
biatek mleka (kazeinowych oraz serwatkowych) z udziatem w/w enzymdéw trawiennych, do przeprowadzenia
ktérego wykorzystano zasoby i narzedzia dostepne w bazie BIOPEP-UWM, przedstawiono na rysunku 1 [4, 21, 22].

Wsrdd biopeptydow uwolnionych w wyniku symulowanego trawienia biatek mleka (Rys. 1), najwiecej byto
peptydéw o aktywnosci hamowania (inhibitoréw) dziatania réznych enzymoéw, zwtaszcza enzymu konwertujacego
angiotensyne (angiotensin-1 converting enzyme, ACE) czy peptydazy dipeptydylowej-4 (dipeptidyl peptidase-4,
DPP-4) i peptyddéw o takich aktywnosciach takze najwiecej byto w réznych produktach mleczarskich [3-5, 8, 10, 22].
W mlecznych napojach fermentowanych, jogurtach, serach wykryto nie tylko inhibitory ACE i DPP-4, ale réwniez
stwierdzono obecno$é¢ peptyddw wykazujgcych szerokie spektrum aktywnosci biologicznej (antyoksydacyjne,
immunomodulujace, osteoanaboliczne, przeciwzapalne) [1, 3, 8, 9, 12]. Inhibitory enzymdéw (ACE, DPP-4), peptydy
hipocholesterolemiczne, peptydy antyoksydacyjne to potencjalne zwigzki, ktére mogg zosta¢ wykorzystane
w leczeniu/prewencji zespotu metabolicznego, stanowigcego grupe zaburzen metabolicznych obejmujgcych
otytos¢, cukrzyce typu 2, dyslipidemie i podwyzszone cisnienie krwi [6, 10].

Peptydy przeciwnadcisnieniowe

Peptydy przeciwnadcisnieniowe obnizajg cisnienie krwi w wyniku hamowania dziatania ACE (inhibitory ACE). ACE to
enzym powodujgcy przeksztatcenie angiotensyny-1 do angiotensyny-2 i inaktywujgcy bradykinine,
co w konsekwencji powoduje wzrost cisnienia krwi, dlatego hamowanie dziatania tego enzymu umozliwia
obnizenie ci$nienia krwi [4, 6, 8, 21, 22]. Aktywno$¢ inhibitorow ACE rdznicowana jest na podstawie wartosci
parametru ICso — parametru okreslanego jako stezeniu peptydu (inhibitora) powodujgcego zmniejszenie aktywnosci
enzymu o 50% [6, 8, 10, 13, 21, 22]. W celu oznaczenia aktywnosci enzymu wykorzystywane sg specyficzne
substraty i ACE [8, 13]. Natomiast pomiar aktywnosci przeciwnadcisnieniowej peptydéw, w uktadzie in vivo,
prowadzony jest najczesciej na szczurach rasy Wistar (Wistar Kyoto rats, WKR) z normotensyjnym cisnieniem krwi
i szczurach z predyspozycjami do rozwoju nadciSnienia (spontaneously hypertensive rats, SHR). Zwierzetom
podawane s3 rézne dawki peptydow (przeliczane na kg ich masy ciata) w warunkach prowadzonego eksperymentu,
bardzo czesto bezposrednio do Zotgdka, a nastepnie ustalana jest dawka peptydu (stezenie) powodujgca efekt
terapeutyczny, umozliwiajacy obnizenie cisnienia krwi [4, 13].

Najbardziej poznanymi peptydami przeciwnadcisnieniowymi sg peptydy zawierajgce reszty proliny (P). Do
takich biopeptydéw klasyfikowane sg laktotripeptydy o sekwencjach aminokwasowych IPP, VPP i sg one
inhibitorami ACE [4, 6, 10, 12, 22]. Peptydy o sekwencji IPP (kod jednoliterowy aminokwaséw podano na Rys. 1.),
zostaty wyizolowane z kazeiny-B (fragment, fr. 74—76) i -k (fr. 108—110), a VPP pochodzit tylko z kazeiny-B
(fr. 84—86) [2, 10]. Parametr ICs, obliczony dla IPP oraz VPP wynosit odpowiednio 5 uM i 9 uM [10]. Takie peptydy
znajdowaty sie w mleku kwasnym otrzymanym z udziatem Lactobacillus helveticus (L. helveticus) i Saccharomyces
cerevisiae oraz mlecznym napoju fermentowanym do produkcji ktérego wykorzystano L. helveticus. IPP oraz VPP
byty takze uwalniane przez enzymy pochodzace z L. helveticus LBK-16H (ale takze ATCC 12046, DSM13137), L. casei
PRA205, L. rhamnosus PRA331 (a takze LOC12, PRA231, PRA291, D55, D21, E24, E33, E31, PRA211, PRA313) [10].
Jednak podczas badani klinicznych przeprowadzonych na osobach ze stwierdzonym zespotem metabolicznym, po
doustnym podaniu laktotripeptyddw, obserwowano niewielki spadek skurczowego i rozkurczowego cisnienia krwi [5].
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Na podstawie innych badan, przeprowadzonych na zwierzetach (SHR), po podaniu peptydu HLPLP (fr. 134—138
kazeiny-B), stwierdzono, ze tylko 5,18% peptyddw zostato przetransportowanych do naczyn krwionosnych
i pomimo ze zwigzek ten byt degradowany przez enzymy osocza zwierzat do LPLP, HLPL i HLP, to jednak te peptydy
powodowaty obnizenie cisnienia krwi (15—21 mm Hg) u badanych zwierzat [5].

Inne peptydy przeciwnadci$nieniowe FFVAP, FALPQY mogg zosta¢ uwolnione odpowiednio z kazeiny-os;, -Osp,
wtym peptyd FFVAP przez oligopeptydaze prolilowg z kazeiny-as; (fr. 23—27). Peptydy o sekwencjach
FFVAPFPEVFGK, FFVAP, TTMPLW identyfikowano w trypsynowych hydrolizatach kazeiny i pochodzity z kazeiny-as;
(fr. 23—34, 23—27, 194—199) oraz z kazeiny-B (fr. 177—183, AVPYPQR) [21]. Inny peptyd LAYFYP (fr. 142—147
kazeiny-as;), o aktywnosci inhibitora ACE, identyfikowano w hydrolizatach otrzymanych z wykorzystaniem trypsyny
lub proteazy z L. helveticus (rowniez AYFYPE, fr. kazeiny-asi), a wsrdd termolizynowych (z Bacillus
thermoproteolyticus) produktéw hydrolizy kazeiny-B (wariant genetyczny A2) zidentyfikowano dwa peptydy
przeciwnadcisnieniowe o duzej aktywnosci (fr. 58—76 i fr. 59—76 kazeiny-B) [21]. Peptydowe inhibitory ACE
identyfikowano takze w hydrolizatach biatek serwatkowych. Z fermentowanej serwatki, po trawieniu pepsyna
a nastepnie trypsyng, wyizolowano peptydowe inhibitory ACE o sekwencjach GLDIQK, VAGTWY, pochodzace
z lg-B (fr. 9—14, fr. 15—20) [21, 11]. Ten pierwszy biopeptyd to takzie peptyd hipocholesterolemiczny [2, 6],
natomiast drugi zwigzek — to inhibitor DPP-4 i peptyd wykazujgcy aktywnos¢ antyoksydacyjng, immunomodulujgca
i antybakteryjna [2, 6, 24].

W hydrolizatach trypsynowych la-a zidentyfikowano peptydy o sekwencjach VGINYWLAHK (fr. 99—108), WLAHK
(fr. 104—108), a ten drugi zwigzek to réwniez peptyd o aktywnosci osteoanabolicznej [16, 21]. Natomiast
w hydrolizatach termolizynowych (z Bacillus thermoproteolyticus) la-a zidentyfikowano fragmenty tego biatka
LKGYGGVSLPEW (fr. 15—26), ale takze fr. 18 —26, fr. 20—26, fr. 21—26 o aktywnosci inhibitorow ACE [21].
Wsrdd produktéow hydrolizy la-a (w wyniku dziatania pepsyny, trypsyny i chymotrypsyny) byt inhibitor ACE
o sekwencji YGL (fr. 50—52), a z Ig-B uzyskano peptydy o takiej aktywnosci i sekwencjach VLDTDYK (fr. 94—100),
CMENSA (fr. 106—111), ALPMH (fr. 142—146). Peptydowe inhibitory ACE zidentyfikowano w trypsynowych
hydrolizatach Ig-B (LAMA, fr. 22—25, LDAQSAPLR, fr. 32—40, VFK, fr. 81—83). Z Ig-B mozna otrzymaé ALPMHIR
(fr. 142—148), YL i YLLF (fr. 102—103 oraz 102—105), IPA (fr. 78—80), w tym ten ostatni peptyd uwolniony przez
proteinaze K, YLLF to takze peptyd opioidowy, osteoanaboliczny, a warto$é¢ parametru ICsy dla ALPMHIR wynosita
42,6 uM [2, 17, 21]. Inhibitory ACE (sekwencje KDERF i LKKISQ) zostaty zidentyfikowane w prébkach sera krowiego
o zwiekszonej i standardowej zawartosci kazeiny-p [8]. Takie peptydy, jako fragmenty sekwencji aminokwasowych,
pochodzace odpowiednio z kazeiny-k (fr. 13—17) oraz pepsynowych hydrolizatéw kazeiny-as, owczej
(fr. 165—170), zostaty zdeponowane w bazie BIOPEP-UWM (numer identyfikacyjny - ID 7627, 1C5,=848,00 uM oraz
ID 8179, 1C5,=2,60 uM), a LKKISQ to takze peptyd antybakteryjny (ID 3961) [2]. Niektdre inhibitory ACE (FGK, FFVAP)
identyfikowano w serze Gouda na poczatku jego dojrzewania i mogty one zostac¢ zhydrolizowane przez plazmine
(enzym rodzimy wystepujgcy w mleku wykorzystanym do produkcji sera) oraz enzymy uktadu proteolitycznego
bakterii kwasu mlekowego (lactic acid bacteria, LAB) dla ktérych peptydy mogty by¢ substratami, poniewaz takich
zwigzkow nie wykryto w serach po 60 dniach dojrzewania [8].

Peptydy przeciwkrzepliwe i hipocholesterolemiczne

Peptydy przeciwkrzepliwe hamujg proces krzepniecia krwi, w ktérym kluczowg role petni trombina. Ten enzym
osocza krwi hydrolizuje wigzania peptydowe w fibrynogenie, uwalniajac fibrynopeptydy i nierozpuszczalne
czasteczki fibryny, ktére faczac sie ze sobg tworzg skrzep. Peptydy hamujace przytgczanie tancuchéw fibryny-y
do miejsc receptorowych na powierzchni ptytek krwi wykryto w trypsynowych hydrolizatach
kazeinomakropeptydu, czyli hydrolizatach fragmentu kazeiny-k (fr. 106—169) i byty to peptydy: MAIPPKKNQDK
(fr. 106—116), fr. 106—111, fr. 106—112, fr. 112—116, fr. 113—116. Peptydy hamujgce proces krzepniecia krwi
(fr. 113—116 kazeiny-k) zidentyfikowano rowniez w napojach fermentowanych, w ktérych byty obecne takze
peptydy multiaktywne, w tym przeciwkrzepliwe (fr. 152—160 i 155—160 kazeiny-k) [21].

Natomiast wsrdd produktéw hydrolizy jednego z biatek serwatkowych — Ig-B, zidentyfikowano peptydy
hipocholesterolemiczne IIAEK, HIRL [5, 6, 21, 22]. To peptydy o potencjale terapeutycznym, poniewaz mogg zostac
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wykorzystane w procesie leczenia osdb ze zdiagnozowang dyslipidemig, ktéra jest istotnym czynnikiem ryzyka
chordb sercowo-naczyniowych (cardiovascular disease, CVD). Na podstawie przeprowadzonych badan klinicznych
stwierdzono, ze laktostatyna-B — peptyd o aktywnosci hipocholesterolemicznej i sekwencji IIAEK (fr. 71—75 Ig-B),
powodowat obnizenie stezenia cholesterolu w surowicy krwi badanych ludzi [5]. Taki peptyd (IIAEK) wykryto
w hydrolizatach otrzymanych z bydlecej Ig-B i z zastosowaniem trypsyny wieprzowej, rowniez w wyniku
symulowanego trawienia tego biatka [6, 22, Rys. 1]. Zwigzek ten powodowat zmniejszenie rozpuszczalnosci
micelarnego cholesterolu oraz hamowat wchtanianie cholesterolu przez nabtonek jelita cienkiego i/lub zwiekszat
zdolnosci wigzania kwasdéw zoétciowych w przewodzie pokarmowym. Peptyd IIAEK wywotywat najwiekszy efekt
hipocholesterolemiczny w modelu zwierzecym (badania z udziatem szczuréw), w poréwnaniu z sitosterolem-p, czyli
zwigzkiem roslinnym, podobnym pod wzgledem budowy chemicznej do cholesterolu i znanym ze swojego
potencjatu terapeutycznego [6, 21]. Inny bioaktywny fragment Ig-B (fr. 146—149), okreslany jako laktotensyna-f3
(HIRL), obnizat poziom cholesterolu we krwi, zmniejszat wrazliwos¢ na bdl, ale petnit réwniez role agonisty
neurotensyny, a zostat zidentyfikowany wsrdd produktow trawienia chymotrypsyng, wyizolowanych z jelita kretego
swinki morskiej [5, 11, 21]. Inne peptydy pochodzace z Ig-B, takie jak GLDIQK, VYVEELKPTPEGDLEILLQK i ALPMH,
powodowaty hamowanie wchtaniania cholesterolu podczas badan prowadzonych z wykorzystaniem linii
komérkowych Caco-2 [6]. Komdrki Caco-2 otrzymywane s3 z ludzkich komoérek nowotworowych jelita grubego i ze
wzgledu na ich podobienstwo morfologiczne oraz nabtonkowe do komodrek btony Sluzowej jelita cienkiego
(enterocytéw), sg najczesciej wykorzystywanymi komdrkami w badaniach, zwtaszcza w badaniach ex vivo [10].

Peptydy przeciwcukrzycowe (antydiabetyczne)

Wsrdd najczesciej identyfikowanych peptyddw o aktywnosci przeciwcukrzycowej sg inhibitory enzymow takich jak
DPP-4, amylazy-a oraz glukozydazy-a. DPP-4 to kluczowy enzym petnigcy istotng role w regulacji metabolizmu
weglowodandw [6]. Hamowanie aktywnosci DPP-4 uniemozliwia degradacje dwdch hormondéw jelitowych
(inkretyn), glukagonopodobnego peptydu-1 (glucagon-like peptide-1, GLP-1) oraz glukozozaleznego polipeptydu
insulinotropowego (glucose-dependent insulinotropic polypeptide, GIP). Te inkretyny stymuluja produkcje insuliny
w sposéb zalezny od stezenia glukozy we krwi [6, 22]. Inhibicja amylazy-a oraz glukozydazy-a (enzymow
trawiennych), wystepujacych w przewodzie pokarmowym, powoduje blokowanie hydrolizy wigzan glikozydowych
w weglowodanach i uwolnienia molekut glukoz, ktére jako zwigzki matoczgsteczkowe mogg zosta¢ wchtoniete
z przewodu pokarmowego do naczyn krwionos$nych [6].

Peptydowe inhibitory DPP-4 wykryto w krowich, trypsynowych hydrolizatach biatek serwatkowych, otrzymanych
z koncentratéw biatek wzbogaconych w Ig-B (peptydy IPAVF, IPAVFK o wartosciach ICsy odpowiednio
44,7 uM i 143,0 uM), a takze trypsynowych hydrolizatach Ig-B: LIVTQTM, LIVTQTMK, VAGTWY, AGTWY, EILLQK,
TPEVDDEALEK, LSFNPT, MAASDISLL, DISLL, TKIPAVF, VLVLDTDY, VLVLDTDYK, VLVLDTDYKK i ALPMHIR.
W hydrolizatach pepsynowych otrzymanych z izolatéw biatek serwatkowych zidentyfikowano inhibitory DPP-4
pochodzace z la-a i Ig-B, a wsrdd produktow hydrolizy pochodzacych z Ig-B byty peptydy LKPTPEGDL (1C50=45,0 uM)
oraz LKPTPEGDLEIL (IC5q=57,0 uM) [6]. Peptydy o aktywnosci antydiabetycznej znajdowaty sie w jednym
z najbardziej znanych seréw na Swiecie — serze Gouda [6] oraz w tym gatunku sera wyprodukowanego z rézng
zawartoscig kazeiny-pB (sery z obnizong lub podwyzszong lub standardowg zawartoscig tej frakcji kazeiny) i po
roznych okresach jego dojrzewania (1 lub 60 dni) [8]. W ekstraktach wodnych pochodzacych z badanych seréw
oznaczono aktywnos¢ hamowania peptydéw wobec DPP-4 i ACE [8], wykorzystujgc standardowe metody [8, 13].
Najwiekszg aktywnos¢ hamujacg DPP-4 zaobserwowano dla probek seréw ze zwiekszong zawartoscig kazeiny-p
(1C50=9,174 mg/ml roztworu). W serze Gouda, niezaleznie od zawartosci kazeiny-B oraz etapu dojrzewania sera,
zidentyfikowano inhibitor DPP-4 (peptyd WIQP), a na podstawie przeprowadzonych badan in silico stwierdzono, ze
byt to fragment pochodzacy z kazeiny-as, (wariant genetyczny A, fr. 208—211). Natomiast peptydy (TF, AA),
wykazujgce podwdjng aktywnosé (inhibitory DPP-4 i ACE), nie zostaty wykryte w serze na poczatku dojrzewania,
ale byty identyfikowane w korcowej fazie tego procesu [8]. Na podstawie przeprowadzonych innych
badan, peptydowe inhibitory DPP-4 (LPQNIPPL oraz LPQ) wykryto w serze Gouda dojrzewajgcym przez 12 miesiecy
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i dla odpowiednikdw syntetycznych tych peptydéw wartosci parametréw ICs, wynosity odpowiednio 46,0 uM
i 82,0 uM. W badaniach, w ktérych wykorzystano model zwierzecy, po podaniu peptydu (LPQNIPPL) w dawce
300 mg/kg masy szczuréw, po 30 i 60 minutach obserwowano obnizenie poziomu glukozy w osoczu tych zwierzat,
podobnie jak u myszy (modelu C57BL/6) karmionych peptydem VAGTWY pochodzacym z Ig-B. Inne inhibitory,
peptydowe inhibitory glukozydazy-a, zidentyfikowano w hydrolizatach otrzymanych z koncentratu biatek
serwatkowych (whey protein concentrate, WPC-80) i Ig-B oraz z zastosowaniem niekomercyjnej proteazy serynowej
otrzymanej z dyni azjatyckiej (Cucurbita ficifolia). W tych hydrolizatach 13 frakcji peptydowych hamowato dziatanie
glukozydazy-a, a frakcje peptydowe hydrolizatu WPC-80 o masie czgsteczkowej mniejszej niz 3 kDa, wykazaty
podwadjng aktywnos¢ hamujacg wobec DPP-4 i ACE [6].

Peptydy osteoanaboliczne, antyoksydayjne i przeciwzapalne

Peptydy osteoanaboliczne pobudzajg rdznicowanie osteoblastéw, czyli komodrek petnigcych istotng role
podczas formowania oraz wewnetrznej przebudowy kosci i taka aktywnos$é wykazywaty odpowiedniki
syntetyczne peptydow, ktére wczesniej otrzymano z pepsynowo-trypsynowych hydrolizatéw kazeiny bawolej
(VLPVPQK, EDVPSER, NAVPITPTL, HPHPHLSF) i co istotne, nie wykazywaty efektu cytotoksycznego [18]. Peptydy
o takiej aktywnosci mogg zostac¢ wykorzystane w prewencji choroby uktadu kostnego — osteoporozie, objawiajacej
sie zmniejszong masg kostng i pogorszeniem mikroarchitektury tkanki kostnej, co prowadzi do kruchosci
oraz podatnosci kosci na ztamania. Takie zmiany w uktadzie kostnym zachodzg réwniez w osteoporozie
pomenopauzalnej, wystepujacej z powodu niedoboru estrogendow [18]. Peptydy VLPVPQK, EDVPSER, NAVPITPTL,
HPHPHLSF to nie tylko peptydy osteoanaboliczne, ktérych sekwencje zostaty zdeponowane w bazie BIOPEP-UWM
(numery identyfikacyjne — ID 10244, 10249, 10250, 10251), ale te cztery peptydy wykazujg réwniez aktywnosc
antyoksydacyjng, a VLPVPQK takze hamuje dziatanie DPP-4 i lipooksygenazy, wykazuje aktywnosc
przeciwbakteryjng, antyapoptyczng, jest peptydem stymulujgcym migracje fibroblastow i wykazuje dziatanie
przeciwstarzeniowe. Natomiast peptyd HPHPHLSF to inhibitor ACE i peptyd hipotensyjny [2]. Peptydowe inhibitory
ACE (VPP, IPP) réwniez aktywowaty tworzenie kosci, a IPP poprawiat mase oraz strukture kosci, poprzez wzrost
proliferacji i réznicowania osteoblastéw, czyli procesdw uczestniczacych podczas prawidtowego rozwoju oraz
naprawy kosci [10].

Stres oksydacyjny i stan zapalny sg procesami patofizjologicznymi, $cisle ze sobg powigzanymi, z ktdrych jeden
moze by¢ tatwo wywotany przez drugi [20]. W wyniku przemian metabolicznych zachodzgcych w organizmie
cztowieka powstajg wolne rodniki i jako produkty takich przemian sg one usuwane przez antyoksydanty,
wytwarzane z udziatem komodrkowych mechanizméw obronnych organizmu. Jednak nadmiar powstajgcych
reaktywnych form tlenu (reactive oxygen species, RAS), przy jednoczesnym braku mozliwosci ich neutralizowania
przez enzymy antyoksydacyjne (dysmutaze ponadtlenkowa, katalaze) i glutation, wywotuje stres oksydacyjny [20].
RAS powodujg utlenianie biatek, lipidow, kwasdéw nukleinowych — istotnych sktadnikéw struktur komérek
organizmu, tkanek, co moze inicjowa¢ powstawanie wielu choréb cywilizacyjnych, zwtaszcza uktadu krazenia,
nadci$nienia, miazdzycy, nowotwordw, cukrzycy czy zwigzanych z dysfunkcjg uktadu nerwowego, w tym
choréb neurodegeneracyjnych [6, 20, 21, 23, 26]. Peptydy antyoksydacyjne wyizolowano z kazeiny-B bydlecej:
(fr. 177—183, AVPYPQR), (fr. 169—176, KVLPVPEK) oraz kazeiny-k (fr. 96—106, ARHPHPHLSFM), a takze kazeiny-k
pochodzacej z mleka kobiecego (fr. 53—58, NPYVPR). Tonolo i in. [25], w celu okreSlenia aktywnosci biologicznej
powyzszych zwigzkdw, przeprowadzili badania z udziatem ich syntetycznych odpowiednikdw. Na podstawie
otrzymanych wynikédw badan stwierdzono, ze peptydy chronity komérki Caco-2 przed stresem oksydacyjnym,
pobudzajgc je do produkcji cytozolowych enzymodw antyoksydacyjnych, takich jak dysmutazy ponadtlenkowej
(superoxide dismutase, SOD1), reduktazy tioredoksyny (thioredoxin reductase, TrxR1), tioredoksyny 1 (thioredoxin
1, Trx1), reduktazy glutationu (glutathione reductase, GR) i dehydrogenazy NAD(P)H (chinon 1) (NAD(P)H quinone
dehydrogenase 1, NQO1) [25]. Jednak, sposrod badanych biopeptydow najwiekszg aktywnos$é antyoksydacyjng
wykazywat peptyd KVLPVPEK, ktéry zmniejszat ekspresje genu cytokin prozapalnych (interleukin (IL1B, IL6)), czynnika
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martwicy nowotworéw (tumor necrosis factor, TNF) oraz zwiekszat ekspresje genu cytokin przeciwzapalnych
(ILARN) w komérkach Caco-2 [25, 26]. Inny peptyd (LLY) zostat wyizolowany oraz oczyszczony z kazeiny-f bydlecej
(fr. 191—193) trawionej trypsyna i byt okreslany jako peptyd immunomodulacyjny, poniewaz wykazywat zdolnosci
do zwiekszania fagocytozy czerwonych krwinek owiec przez makrofagi otrzewnowe myszy. Sekwencja LLY znajduje
sie rowniez w kazeinie-B owczej, koziej, a takze w biatku jaka [20]. Na podstawie przeprowadzonych badan z
udziatem syntetycznego peptydu LLY, stwierdzono, ze zwigzek ten wykazywat aktywno$é¢ immunomodulujgca,
antyoksydacyjng przy odpowiedniej jego biodostepnosci, jak rowniez odpowiedz przeciwzapalng w warunkach ex
vivo poprzez hamowanie proliferacji splenocytéw myszy i modulowanie ich cytokin z odpowiednig fagocytoza
makrofagéw otrzewnowych. Fagocytoza makrofagdéw to jedna z kluczowych cech wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej, ktdra niszczy patogeny i usuwa je z organizmu. Natomiast LLY, jako peptyd antyoksydacyjny,
hamowat wewnatrzkomdrkowa produkcje ROS i zmniejszat powstawanie produktéw utleniania ttuszczéw i biatek,
zwiekszat aktywnos¢ katalazy [20]. Przeciwutleniaczami byty takie peptydy otrzymane z koncentratu biatek
serwatkowych (krowich) i z udziatem kilku réznych enzymoéw: trypsyny, papainy, Alcalase 2.4L, Protamex,
Flavourzyme oraz Proteazy N. Takimi zwigzkami byly peptydy o sekwencjach aminokwasowych: AHLW, GTSV, VF,
YSL, LAHL, LF i WYSL. Peptyd YFYPEL otrzymany z pepsynowego hydrolizatu kazeinowego ,, wymiatat wolne rodniki”,
co stwierdzono na podstawie testu przeprowadzonego z udziatem 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl, DPPH), wykorzystywanym podczas oznaczania aktywnosci antyoksydacyjnej, a parametr 1C5,=98,0
UM. Aktywnos¢ antyoksydacyjng wykazywaty réwniez fragmenty tego peptydu (EL, PEL, YPEL oraz FYPEL), a wsrdd
nich najwiekszg aktywnos¢ — peptyd EL [6].

Niektore peptydy pochodzace z biatek mleka wykazywaty aktywnos$é antyoksydacyjng i osteoanaboliczng,
przeciwzapalng, inne byty inhibitorami ACE lub peptydami antyoksydacyjnymi oraz antyzapalnymi [16, 17, 20, 25,
26]. Pandey i in. [16] badali wptyw peptydéw antyoksydacyjnych (MHIRL, YVEEL) i inhibitorow ACE (YLLF, ALPMHIR,
IPA, WLAHK), pochodzgcych z serwatki, na proliferacje oraz réznicowanie pierwotnych komérek osteoblastow
wyizolowanych z czaszki szczura. Osteoblasty traktowane peptydami wykazywaty znaczacy wzrost gestosci
zywych komorek i proliferacje, ale najwiekszy wptyw miaty peptydy w kolejnosci YVEEL>WLAHK>YLLF [16].
Peptyd WLAHK zostat wykryty w trypsynowych hydrolizatach la-a jako inhibitor ACE, ale byt takze peptydem
immunomodulujgcym (BIOPEP-UWM, ID 10859) [2, 21]. Na podstawie innych badan przeprowadzonych na
szczurach z osteoporozg i po owariektomii, stwierdzono, ze peptydy pochodzgce z serwatki, antyoksydacyjny
(YVEEL) i inhibitor ACE (YLLF), wykazywaty dziatanie osteoanaboliczne. Zwierzetom podawano odpowiednio
0,5 mg (YVEEL) oraz 0,05 mg peptydow (YLLF)/kg masy/dzien przez 8 tygodni, a nastepnie oznaczono parametry
mikroarchitektury beleczkowej kosci udowej i piszczelowej wykorzystujgc technike obrazowania 3D (Micro
computed tomography, micro-CT). Peptydy (YVEEL, YLLF) ttumity stan zapalny (pomiar cytokin zapalnych) oraz
zaobserwowano podwyzszenie poziomu markeréw tworzenia kosci, ale peptyd antyoksydacyjny (YVEEL) wykazywat
wiekszy potencjat osteoprotekcyjny niz inhibitor ACE (YLLF) [17]. Peptyd YLLF, okreslany jako laktorfina-B, to
inhibitor ACE, peptyd opioidowy, osteoanaboliczny, immunomodulujacy (BIOPEP-UWM, ID 3255, 3256, 10409,
10855) [2, 21]. Inne peptydy pochodzace z biatek mleka (KEDVPSER, HKEMPFPK, YPSYG, EDVPSE, VPQLE i IPAVF),
zwtaszcza YPSYG, znaczgco zwiekszaty wskaznik masy kostnej u szczuréw z osteoporozg (p<0,05) oraz zmniejszaty
liczbe osteoklastow w przynasadzie kosci udowej i piszczelowej u szczurow z osteoporozg, a takze tagodzity
uszkodzenia mikrostrukturalne. Te peptydy promowaty tworzenie kosci oraz poprawiaty mikrostrukture kosci
u szczurdw z osteoporozg, a peptyd YPSYG znaczgco promowat proliferacje komérek preosteoblastycznych MC3T3-E1
zarowno w obecnosci, jak i bez CaCl,, poprawiat proliferacje komdrek po uszkodzeniu oksydacyjnym wywotanym
przez H,0, [27].

Biopeptydy w produktach mleczarskich

W produktach mleczarskich wykryto biopeptydy o rdinej aktywnosci biologicznej, a ich aktywnos$¢, zwitaszcza
w serach dtugodojrzewajgcych, byta uzalezniona od okresu ich dojrzewania [1, 8, 9]. W mleku krowim
zidentyfikowano inhibitory ACE, peptydy antyoksydacyjne, ktdre byty uwolnione z biatek mleka przez enzymy rodzime
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wystepujagce w mleku (enzymy endogenne). Peptydy przeciwnadci$nieniowe znajdowaty sie w napojach
fermentowanych i zostaty uwolnione z kazein-as; i -B (krowiej), kazein-as; oraz -as, (owczej), a takze z kazein-as,
oraz -B (koziej) przez enzymy pochodzace z L. helveticus PR4 [1].

W serach szwajcarskich péttwardych (Appenzeller, Tilsiter, Téte de Moine, Vacherin fribourgeois) oraz ekstra
twardych i twardych Berner Hobelkdse, Le Gruyére i Emmentaler wykryto peptydy przeciwnadcisnieniowe PP
oraz VPP, ktdrych stezenie wzrastato w trakcie procesu dojrzewania i wynosito >100 mg/kg w odmianach
serow pottwardych po okresach dojrzewania trwajgcych okoto od 4 do 7 miesiecy [12]. W niektdrych serach
szwajcarskich  wykryto peptydy o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, przeciwnadci$nieniowej oraz
immunostymulujgcej, bedacej efektem dziatania plazminy oraz katepsyny D (enzymodw endogennych mleka), jak
i enzymoéw proteolitycznych pochodzacych z kultur starterowych, a te zwigzki bioaktywne byly fragmentami
kazein-ag; oraz -3 [1].

Peptydowe inhibitory ACE wyizolowano z wioskich seréw (Crescenza i Gorgonzola), a takze z sera Gouda, Blue,
Edam i Havarti, jak rowniez z seréw brazylijskich otrzymywanych z surowego mleka owczego typu Roquefort, Feta
oraz Pecorino Toscano, dojrzewajgcych przez 60, 180 i 270 dni. Biopeptydy o takiej aktywnosci znajdowaty sie takze
w serach urugwajskich, takich jak Pecorino Sardo dojrzewajgcych przez 80, 120 i 160 dni oraz Cerrilano
dojrzewajgcym przez 90 i 120 dni [3]. Petydowe inhibitory (ACE, DPP-4) oraz peptydy antyoksydacyjne wykryto
w serach Gouda o zmodyfikowanych udziatach kazeiny-B [8, 9]. Najwiekszg aktywnos¢ hamowania ACE stwierdzono
w serze Gouda dojrzewajgcym przez 3 miesigce, a w serze Manchego, wyprodukowanym z mleka owczego,
obserwowano spadek aktywnosci przez pierwsze cztery miesigce dojrzewania, nastepnie wzrost i ponowny spadek
tej aktywnosci po 12 miesigcach, a peptydowe inhibitory ACE pochodzity z kazeiny-B (fr. 199—204), kazeiny-as;
(fr. 102—109) oraz kazeiny-as, (fr. 205—208) [1, 3]. Po pietnastodniowym okresie dojrzewania sera funkcjonalnego
Scamorza, otrzymanego z mleka owczego i z udziatem Bifidobacterium longum (B. longum), B. lactis, L. acidophilus,
identyfikowano peptydy o potencjalnych wtasciwosciach przeciwnadcisnieniowych, przeciwdrobnoustrojowych,
immunomodulujgcych. Peptydowe inhibitory ACE wykryto takze w serach Festivo i Manchego, do produkgc;ji ktorych
zastosowano kultury starterowe oraz L. acidophilus i Bifidobacterium spp. [1]. Aktywnos$¢ antyoksydacyjna
obserwowano w serach Cheddar, Fresco, Parmigiano-Reggiano, serach wytwarzanych z surowego mleka owczego
i dojrzewajacych (Feta, Pecorino Toscano, Roquefort, Pecorino Sardo, Cerrilhano) oraz w meksykanskim serze
biatym [3]. Potencjat antyoksydacyjny oraz przeciwnadci$nieniowy badano réwniez w ekstraktach wodnych
otrzymanych z rzemieslniczego sera brazylijskiego Artisanal Coalho. Ser zostat wyprodukowany z surowego mleka
i po dwdch godzinach po dojeniu, a potencjat biologiczny badano po 30, 45 i 60 dniach dojrzewania. Spadek
aktywnosci antyoksydacyjnej, a takze przeciwnadcisnieniowej obserwowano po 60 dniach. Jednak w tym serze
obserwowano wzrost aktywnosci antybakteryjnej przeciwko bakteriom Gram(+) i Gram(-) wraz z wydtuzeniem jego
okresu dojrzewania [3].

Podsumowanie

Biopeptydy znajdujace sie w wyrobach mleczarskich, to bioaktywne produkty hydrolizy biatek mleka, ktére
powstajg w wyniku aktywnosci enzymdéw endogennych wystepujgcych w mleku lub innych enzymdéw pochodzenia
mikrobiologicznego, zastosowanych podczas ich wytwarzania w procesie technologicznym. Bioaktywne peptydy
pochodzace z biatek mleka, to zwigzki nutraceutyczne, ktére mogg zosta¢ wykorzystane w leczeniu nadcisnienia
tetniczego, osteoporozy czy zespotu metabolicznego, cukrzycy typu-2 i takie zwigzki mogg by¢ réwniez uwalniane
w wyniku proceséw trawienia, zachodzacych w przewodzie pokarmowym cztowieka. Jednak ich biodostepnos¢
uzalezniona jest od budowy peptydéw i ich odpornosci na hydrolize w przewodzie pokarmowym, a takze
w surowicy krwi oraz ich zdolnosci do wchtaniania przez nabtonek jelitowy. To powoduje, ze projektowanie
i produkowanie zywnosci funkcjonalnej, zywnosci nutraceutycznej, nadal sg wyzwaniem dla wielu osrodkéw
badawczych i producentéw zywnosci, pomimo ze na rynkach ogdlnoswiatowych znajdujg sie produkty mleczarskie,
w ktérych znajduja sie biopeptydy.
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