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Hen egg proteins: precursors of bioactive peptides

Summary

Biologically active peptides are of particular interest to food science and nutrition because they may act
as potential physiological modulators of metabolism. Hidden or inactive in the amino-acid sequence of
food proteins, they can be released or activated in vivo during gastrointestinal digestion, or in vitro during
enzymatic hydrolysis and food processing. Egg proteins are an important source of these bioactive peptides.
In recent years, major egg protein components, ovoalbumin, conalbumin, ovomucin and phosvitin, have
also been shown to contain bioactive sequences. Peptides showing antiadhesive, anticancer as well as
immunomodulatory activities were found in ovomucin sequence. Immunoregulative peptides were also found
in peptic and chymotryptic hydrolysates of ovoalbumin. Ovocinin and ovocinin(2-7) — angiotensin-converting
enzyme inhibitory peptides, whose pharmacological activity was observed in micromolar concentrations
—were liberated during in vitro proteolysis of ovoalbumin. Furthermore, many egg protein hydrolysates showed
antimicrobial and antioxidant activity after proteolysis with different enzymes, and several active peptides

were isolated and identified.
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Dieta pelni znaczaca rolg w ksztattowaniu kondycji
zdrowotnej organizmu. Przykladem substancji wywie-
rajacych rézne efekty zdrowotne sa bioaktywne pep-
tydy uwalniane z biatek Zzywno$ciowych pod wptywem
dziatania enzymow proteolitycznych (13). Wyréznia
sig: peptydy opiatowe, peptydy o aktywnosci immuno-
stymulujacej, obnizajacej ciSnienie krwi, hamujace
agregacj¢ ptytek krwi, peptydy o aktywnosm przeciw-
utleniajace;, przecnwdrobnoustrOJ owej oraz peptydy
no$niki jonow metali (13, 30). Okres§lona aktywnos$¢
peptydow uwarunkowana jest rodzajem 1 lokalizacja
reszt aminokwasowych zawartych w ich pierwszorze-
dowej strukturze (32). Prekursorami biopeptydow
moga by¢ biatka zywnos$ciowe, zarowno pochodzenia
zwierzecego, takie jak biatka mleka (kazeina, biatka
serwatkowe) czy biatka migéni (miozyna, kolagen),
jak 1 roslinnego: biatka soi (glicynina, B-konglicynina)
1 biatka pszenicy (10, 15,21, 23, 24, 38, 39). Bogatym
zrodtem bioaktywnych peptydow ktorych wlasciwos-
ci stanowia temat niniejszego opracowania, sa takze
biatka jaja kurzego (35, 41).

* Badania finansowane przez MNSzW w ramach projektu nr NN 209275035.

Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa

Lizozym jest czynnikiem bakteriobdjczym. Jako
mukopeptyd-N-acetylomuramyl-hydrolaza rozktada
wiazania 3-1-4-glikozydowe peptydoglikanu, znajdu-
jacego si¢ w Scianie komorkowej bakterii G+ (11, 14,
25, 40). Biatko to poddane hydrolizie nabywa prze-
ciwdrobnoustrojowq, nieenzymatyczna aktywnos¢,
ktorej spektrum dziatania obejmuje takze bakterie G—
(18, 34). W wyniku hydrolitycznego dziatania klostry-
painy z lizozymu uwalniany jest peptyd odpowiadaja-
cy fragmentowi: (f 98-112) biatka (35). Jest on czgs$-
cia domeny o strukturze: helisa-pgtla-helisa (f87-114),
tworzacej szczeling, w ktorej zlokalizowane jest cen-
trum aktywne lizozymu. Aktywno$¢ tego peptydu po-
wigzana jest z obecnoscia motywu helisa-pgtla-helisa
powszechnie wystepujacej w biatkach oddziatujacych
zmembrana 1 w biatkach wiazacych DNA (16-18, 35).
Aktywnos¢ antymikrobiologiczng wobec bakterii G+
(Staphylococcus aureus), jak 1 G— (Escherichia coli)
wykazuja takze peptydy generowane z dwoch innych
fragmentow lizozymu: (f98-108) 1 (f15-21) (29). Czes-
ciowa hydroliza natywnego lizozymu pepsyna tez pro-
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wadzi do uzyskania mieszaniny peptydow (LzP) wy-
kazujacej aktywnos$¢ wobec bakterii rodzaju Bacillus
(1). Preparat ten, zachowujac 11% aktywnos$ci muko-
peptydylo-N-acetylomuramyl-hydrolazy, catkowicie
hamuje wzrost szczepow: B. subtilis, B. licheniformis,
B. pumilus, B. mycoides, B. coagulans, B. amylolique-
faciens, B. megaterium, B. polymexa 1 B. macerans.
Pod wptywem ogrzewania przez 30 min. w tempera-
turze 95°C, w zakresie pH od 4,5 do 7 hydrolizat LzP
zachowuje aktywno$¢. Dzigki tym wlasciwosciom pre-
parat LzP moze znalez¢ zastosowanie jako naturalny
konserwant w zywnosci (1). Prekursorem przeciwdrob-
noustrojowo aktywnych peptydow jest takze owoal-
bumina, glowne bialko jaja. Trypsyna bydlgca prowa-
dzi do uwolnienia z tego biatka m.in. penta-, heksa-
i oktapeptydow ((Ser-Ala-Leu-Ala-Met (£36-40), Ser-
-Ala-Leu-Ala-Met-Val-Tyr (f 36-42), Tyr-Pro-Ile-Pro-
-Glu-Tyr-Leu-Gln (f 111-119), Glu-Leu-Ile-Asn-
-Ser-Trp (f 143-148), Asn-Val-Leu-GIn-Pro-Ser-Ser
(f159-165)), wykazujacych silng aktywnos$¢ bakterio-
bojcza wobec bakterii Bacillus subtilis BGA. Bakterie
te okazaly si¢ takze wrazliwe na dzialanie innych pep-
tydow: Ala-Glu-Glu-Arg-Tyr-Pro-Ile-Leu-Ile-Glu-
-Tyr-Leu (f 127-138), Gly-Ile-Ile-Arg-Asn (f 155-159)
1 Thr-Ser-Ser-Asn-Val-Met-Glu-Glu-Arg (£268-276),
uwolnionych z tego samego biatka pod wplywem chy-
motrypsyny bydlecej (33). Przeciwdrobnoustrojowa
aktywno$¢ peptydow, szczegolnie w stosunku do bak-
terii G— wynika z ich zdolno$ci do wiazania si¢ z lipo-
polisacharydami $ciany komorkowej. W wyniku agre-
gacji peptydow w blonie cytoplazmatycznej powstaja
kanaly powodujace jej destabilizacje, co w rezultacie
prowadzi do $mierci komorki. Inny mechanizm dzia-
tania niektorych peptydoéw polega na ich przejsciu
przez membrang do cytoplazmy i taczeniu si¢ z DNA
(2, 4, 37). Obecnos¢ w sekwencji peptydoéw takich
aminokwasow, jak tryptofan i arginina wzmaga ich
aktywno$¢ antymikrobiologiczna. Trypytofan obecny
w peptydzie wykazuje powinowactwo do blony ko-
moérkowej, sprzyja fatdowaniu si¢ peptydow w roz-
tworach wodnych, umozliwiajac im przyjecie struk-
tury amfifilowej, niezbednej przy transporcie przez
btong cytoplazmatyczng. Arginina natomiast nadaje
peptydom tadunek dodatni, tworzy wiazania wodoro-
we z anionowymi sktadnikami btony komérkowej, co
umozliwia oddzialywanie peptyd—btona cytoplazma-
tyczna (2, 37). Podobny efekt bakteriocydny przypi-
sywany jest 9,9 kDa fragmentowi (f 109-200) kon-
albuminy (OTAP 92), aktywnemu wobec bakterii G+
i G—. Peptyd OTAP 92, podobnie jak peptydy uwal-
niane pod wplywem pepsyny z laktoferyny mleka ko-
biecego i krowiego lub jak bakteriocydne peptydy
powstajace podczas hydrolizy zasadowego inhibitora
trypsyny trzustki przez klosrtypaing, pochodzi z N-kon-
cowego fragmentu lancucha polipeptydowego i ma
kationowy charakter (4, 11, 17). Peptyd OTAP-92 po-
siada trzy wiazania dwusiarczkowe, z ktorych dwa
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zaangazowane sa w stabilizacj¢ struktury pastoratu.
W strukturze tej zidentyfikowano dwie reszty trypto-
fanu zlokalizowane w rejonie a-helikalnym, odpowie-
dzialnym za oddzialywanie z membrana komorkowa.
Budowa tego fragmentu jest charakterystyczna dla bia-
tek oddziatujacych z lipidami membrany cytoplazma-
tycznej. Domena ta petni rolg regulatora aktywnosci
proteolitycznej oraz mediatora wigzacego si¢ z kom-
ponentami $ciany komorkowe;j bakterii, biatkami i fos-
folipidami. Podobny motyw wystepuje takze w owa-
dzich defensynach (16-18, 26). Peptyd OTAP-92 jest
takze czynnikiem antywirulentnym, skutecznym w unie-
czynnieniu wirusa choroby Mareka u kurczat (26).

Aktywnos$¢é przeciwadhezyjna

Pierwszym etapem infekcji jest adhezja bakterii
1 wiruso6w na powierzchni komorek nabtonka, ktory
stanowi barierg¢ chroniaca organizm przed czynnika-
mi zewngtrznymi. W procesie tym niezbgdne jest zwia-
zanie si¢ bakteryjnych adhezyn z fancuchami oligosa-
charydow zlokalizowanymi na powierzchni komorek
nabtonka. Warunkuje to dalsze przenikanie bakterii do
wnetrza komorki (26, 36). Niektore peptydy moga by¢
konkurencyjne w stosunku do oligosacharydow i blo-
kowa¢ aktywne centra bakterii, uniemozliwiajac im
zwiazanie si¢ z powierzchnia komoérek gospodarza.
Kobayashi i wsp. (22) wykazali, ze taki sam efekt
wywieraja peptydy uwolnione pod wptywem dziata-
nia enzymatycznego preparatu Pronase z owomucyny
jaja kurzego. Te wysoko glikozylowane produkty, na-
zwane ovomucin glykopeptides (OGP), dzigki obec-
nosci specyficznego miejsca wiazania zawierajacego
kwas sialowy, wykazuja silne wtasciwosci wigzania
komorek bakterii Escherichia coli O157:H7 (26, 42)
thopeptydy te posiadaja takze silna aktywnos¢ wia-
zania si¢ z paramyksowirusem Wywomj acym chorobe
Newcastle oraz aktywno$¢ przeciwwirusowa wobec
bydlecego rotawirusa i wirusa grypy (26, 42).

Aktywnos$¢ immunostymulujgca

Cytokiny maja kluczowe znaczenie w uktadzie im-
munologicznym (26). Sa to rozpuszczalne biatka wpty-
wajace na wzrost, proliferacje i pobudzenie komoérek
bioracych udziat w odpowiedzi odporno$ciowej oraz
komorek hemopoetycznych (19, 26). Interesujace
wlasciwosci immunoregulatorowe, wptywajace mig-
dzy innymi na indukcj¢ komérek T, pobudzajacych wy-
dzielanie cytokin: interleukin- (IL) 4, IL-10, IL-13,
interferon- (IFN) gamma 1 IL-6, posiadaja peptydy,
ktorych biatkiem prekursorowym jest owomukoid.
Peptydy te otrzymano na drodze chemicznej syntezy
(SPPS) (26). Immunostymulujace peptydy stwierdzono
w hydrolizatach pepsynowych (heptapeptyd:(f 77-84))
i chymotrypsynowych (oktapeptyd:(f 126-134)) owo-
albuminy. Stymuluja one aktywno$¢ fagocytarna ma-
krofagow, podobnie jak peptydy aktywne in vitro,
uwolnione z owomucyny (26).
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Aktywnos¢ przeciwnowotworowa

Szczegdlne zainteresowanie budza peptydy wyka-
zujace aktywnos¢ przeciwnowotworowa. Przyktadem
sa oligopeptydy o masach: 220 1 120 kDa, pochodzace
z owomucyny. Podanie myszom bezposrednio do gu-
z6w mniejszego peptydu zawierajacego zarowno kwas
sialowy, jak 1 w formie pozbawionej tego kwasu, efek-
tywnie wptyngto na zahamowanie ich wzrostu. Do-
wodzi to, ze aktywno$¢ przeciwnowotworowa praw-
dopodobnie nie jest zwiazana tylko z obecnos$cia
aktywnego centrum (zawierajacego kwas sialowy)
charakterystycznego dla tej grupy oligopeptydow (43).

Aktywnosé przeciwutleniajgca

Wolne rodniki sa to molekuly posiadajace niespa-
rowany elektron, charakteryzujace si¢ zdolnoscia do
reagowania z ro6znymi czasteczkami, takimi jak: biat-
ka, lipidy i DNA (44). Ich wysoka reaktywnos¢ spo-
wodowana jest dazeniem do osiagnigcia stabilnej for-
my poprzez przylaczanie brakujacego elektronu. Prze-
ciwutleniacze sa substancjami zapoblegajqcym1 tym
reakcjom. Mechanizm ich dziatania jest zr6Zznicowa-
ny. Jedne powoduja przerywanie tancucha autooksy-
dacji przez dostarczenie atomu wodoru i konwersj¢
wolnych rodnikéw do bardziej stabilnych form, inne
natomiast rozktadaja nadtlenki droga nierodnikowa
badz zmiataja tlen lub tez wygaszaja jego singletowa
forme (7). Aktywnos¢ przeciwutleniajaca peptydow
uwarunkowana jest masa oraz rodzajem i pozycja reszt
aminokwasowych zawartych w strukturze (32). Wy-
nika ona migdzy innymi ze zdolnosci aromatycznych
aminokwasow (tyrozyny, tryptofanu i histydyny) do
tatwego odszczepiania wodoru, bedacego donorem
elektronu dla wolnego rodnika dqzqcego do przyjecia
stabllneJ formy poprzez ich sparowanie (32). W w1qk-
szo$ci przeciwutleniajacych peptydow znajduje sig
strategiczna strefa obejmujaca wyzej wymienione resz-
ty aminokwasowe. Trzy antyoksydacyjne peptydy
wyizolowane z hydrolizatu owoalbuminy zawieraja
w drugiej pozycji sekwencji reszty histydyny (41).
Takze posiadajace reszty aromatyczne dwa peptydy
otrzymane pod wptywem preparatu proteolitycznego
Alcalase z biatek zottka wykazuja zdolno§¢ hamowa-
nia reakcji utleniania kwasu linolowego (32). Ztozone
sa one z 10 i 15 aminokwaséw o pierwszorzedowe]
strukturze, odpowiednio: Leu-Met-Ser-Tyr-Met-Trp-
-Ser-Thr-Ser-Met i Leu-Glu-Leu-His-Lys-Leu-Arg-
-Ser-Ser-His-Trp-Phe-Ser-Arg-Arg. Charakterystycz-
na cecha tych peptydow jest obecnos¢ reszty leucyny
w pozycp N-koficowej, warunkujacej ich bioaktyw-
nos$¢ (32). Taki sam efekt przeciwutleniajacy wywiera
preparat ztozony z frakcji peptydow o masach cza-
steczkowych nie przekraczajacych 1 kDa, otrzymany
w wyniku proteolitycznego dziatania bakteryJ nych en-
zymoOw (Bacillus sp.) na biatka z6ttka. Kolejnymi pep-
tydami wykazujacymi przeciwutleniajaca aktywnos$¢
sa peptydy: Arg-Ala-Asp-His-Pro-Phe-Leu i Tyr-Ala-
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-Glu-Glu-Arg-Tyr-Pro-Ile-Leu uwolnione z owoalbu-
miny pod wplywem pepsyny, ktore wykazuja zdolnos¢
zmiatania wolnych rodnikow AAPH (6). Podobna ak-
tywnos$¢ przeciwutleniajaca wobec rodnikow 2,2-di-
fenylo-1-pikrylhydrazylowych (DPPH) obserwowano
dla peptydow uwolnionych z biatkowych ubocznych
produktow, otrzymanych w procesie izolacji lizozy-
mu i cystatyny z bialka jaja (12). Natomiast hydroliza
foswityny trypsyna wolowa prowadzi do uzyskania
frakcji peptydowych o zdolno$ci hamowania utlenia-
nia kwasu linolowego, wymiatania wolnych rodnikow
DPPH oraz chelatowania jondéw zelaza (II). Peptydy
te charakteryzuja si¢ wysoka zawartoscia fosforu oraz
aminokwasow, takich jak: histydyna, metionina i ty-
rozyna (45). Wykazano, ze produkty z foswityny, ha-
mujac zalezna od jondw Zelaza reakcje powstawania
najbardziej reaktywnych wolnych rodnikéw hydro-
ksylowych, wykazuja wtasciwosci ochronne wobec
DNA. Tym samym biatko to i jego peptydy rozpatry-
wane sa jako czynniki zapobiegajace wystgpowaniu
chorob wywolywanych stresem oksydacyjnym, takich
jak: rak jelita grubego, choroba Alzheimera czy cho-
roba Parkinsona (26).

Peptydy nos$niki jonow metali

Z zywieniowego punktu widzenia istotne znacze-
nie maja peptydy wiazace jony metali. Peptydy zaso-
cjowane z mikroelementami moga shuzy¢ jako nos-
niki, utatwiajac ich absorpcj¢. Wynika to z obecnosci
w ukladzie pokarmowym specyficznych systemow
transportumcych krotkie peptydy (5). Wiasciwoscia
wigzania jonéw metali charakteryzuja si¢ migdzy in-
nymi fosfopeptydy uwalniane pod wplywem trypsyny
z foswityny (3, 20). Podobnie jak fosfopeptydy, uwal-
niane z kazein mleka krowiego, fosfopeptydy pocho-
dzace z foswityny charakteryzuja si¢ duza zawar-
toscia fosfoseryny, ktéra umozliwia wiazanie jonéw
dwuwarto$ciowych wapnia. W takiej formie sa najle-
piej przyswajane przez organizm (3, 4, 20). Peptydy te
najprawdopodobniej znajda najwigksze wykorzysta-
nie w technologii Zywnosci jako dodatki dietetyczne
1 odzywcze ze szczegdlnym przeznaczeniem dla osob
cierpiacych na osteoporozg.

AktywnosS¢ przeciwhipertensyjna

Aktualnie sposrdd nasilajacych sig¢ chorob cywiliza-
cyjnych, wynikajacych migdzy innymi z niezdrowego
stylu zycia najczestsze sa choroby uktadu krazenia.
Nadcisnienie tetnicze krwi jest jedna z nich. Peptydy
antyhipertensyjne moga by¢ naturalnymi zwiazkami
farmakologicznymi. Hamuja one aktywnos$¢ ACE
(konwertazy angiotensyny I), ktéra jako peptydylo-di-
peptydaza odszczepia z angiotensyny I (dekapeptyd:
DRVYIHPFHL) C-terminalny dwupeptyd, powodujac
tym samym jel przeksztalceme do angiotensyny 11, pod-
wyzszajacej cisnienie krwi. Inaktywacja tego enzymu
przez inhibitory oznacza stymulacjg bradykininy ob-
nizajacej cisnienie krwi. Najbogatsze prekursory pep-
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tydow przeciwnadci$nieniowych to: krowia kazeina,
prolaminy ryzu i albumina jaja (4, 28). Zarowno frag-
menty bioaktywne, jak i ich otoczenie sg hydrofilowe
1 przewaznie zlokalizowane we fragmentach struktu-
ry nieuporzadkowanej biatek (4). Najlepiej poznany-
mi antyhipertensyjnymi peptydami pochodzacymi
z bialek jaja sa: owokinina, stanowiaca fragment (£ 358-
-365) owoalbuminy, uwolniony pod wptywem pepsy-
ny (8) oraz uwolniona z biatka prekursorowego pod
wplywem chymotrypsyny owokinina (2-7) r6zniaca si¢
od poprzedniego brakiem pojedynczych reszt w N-
1 C-koncu (26). Oba peptydy wykazuja zdolno$¢ obni-
zania cis$nienia tetniczego krwi u szczuréw z nadcis-
nieniem, a ich efektywno$¢ uzalezniona jest od wiel-
kosci stosowanej dawki (9). Aktualnie droga syntezy
mozliwe jest projektowanie peptydow, ktore wywar-
tyby pozadany efekt fizjologiczny. Przyktadem moze
by¢ podstawienie reszty fenyloalaniny znajdujace;j si¢
w pozycji C-koncowej pierwszorzedowej sekwencji
owokininy (2-7) tryptofanem, co pozwolilo na uzyska-
nie peptydu wykazujacego ponad 100-krotnie wyzsza
aktywno$¢ antyhipertensyjna (27, 46). Kolejne dwa
peptydy (f 183-184) 1 (£200-218), wykazujace aktyw-
no$¢ inhibitorowa wobec enzymu ACE, wyizolowali
Yoshikawa i Fujita (48) z pepsynowych i trypsynowych
hydrolizatow owoalbuminy. Z kolei hydroliza pepsy-
na catego bialka jaja prowadzi do uzyskania owoki-
niny i owokininy (2-7) oraz peptydéw o sekwencji:
Arg-Ala-Asp-His-Pro-Phe-Leu 1 Tyr-Ala-Glu-Glu-
-Arg-Tyr-Pro-Ile-Leu (31). Przyktadem przeciwnadcis-
nieniowych peptydéw moga by¢ oligopeptydy uwol-
nione z zottka pod wptywem dziatania enzymatycz-
nego preparatu proteolitycznego Newlase F otrzyma-
nego z grzybow Rhizopus (47).

Podsumowanie

Bioaktywne peptydy nieustannie powstaja w orga-
nizmie i petnia funkcje regulujace we wszystkich jego
uktadach. Peptydy o pozadanej aktywnosci uwalniane
sa tez in vitro w procesach hydrolizy enzymatycznej,
a ich prekursorami sa mi¢dzy innymi biatka Zzywnos-
ciowe. Biatka jaja sa bogatym Zrodlem peptydow
wykazujacych m.in. aktywnos¢ antymikrobiologiczna,
przeciwutleniajaca, immunostymulujaca 1 antyhiper-
tensyjna. Peptydy te moga znalez¢ zastosowanie
w przemysle zywnosciowym jako naturalne substan-
cje zapobiegajace niepozadanym (mikrobiologicznym
i chemicznym) przemianom sktadnikow zywnosci oraz
jako sktadniki nutraceutykéw, farmaceutycznym i kos-
metycznym. Dzigki dynamicznemu rozwojowi che-
micznych i biologicznych metod stosowanych w celu
okreslenia biologicznej aktywnosci odkryto wiele no-
wych peptydow aktywnych in vitro. Niestety, jednym
z problemdéw dotyczacym efektywnos$ci biopeptydoéw
jestich doustna aplikacja. Dostajac si¢ do krwiobiegu
musza pokona¢ naturalne bariery organizmu, jakimi
sa: silnie kwasne srodowisko, pepsyna i enzymy trzust-
kowe oraz absorpcja jelita (11).
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