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Biologically active peptides derived from milk proteins

Summary

Milk proteins possess a wide range of nutritional and biological properties. They are used as a source of
energy, amino acids, vitamins, and minerals which are needed for the growth and development of organisms.
Milk proteins contain physiologically active peptides encrypted in the protein sequences. Peptides with biological
activity are produced during gastrointestinal digestion or food processing and could play an important role
in metabolic regulation and modulation. This suggests the potential use of biopeptides as nutraceuticals and
ingredients of functional foods to promote health and reduce the risk of diseases. Milk-derived bioactive peptides
were shown to have antihypertensive, antihrombotic, antimicrobial, antioxidative, opioid, mineral-binding
properties and anticancer activities. In vitro and in vivo studies are currently being carried out to identify
milk bioactive peptides as well as to study their bioavailability and molecular mechanisms of action. Milk as
a traditional food product can serve as the example of a functional food and be relevant for health-promoting

as well as health-preventing factors.
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Biatka mleka charakteryzuja si¢ wieloma wtasci-
wosciami odzywczymi 1 biologicznymi. Sg Zroédtem
energii, aminokwasow, witamin, sktadnikow mineral-
nych niezbednych do wzrostu i rozwoju organizmu.
Mleko krowie zawiera ok. 5% laktozy, 4% ttuszczu,
3,2% biatka 1 0,7% sktadnikéw mineralnych (29).
Wahania w zawartosci poszczegdlnych sktadnikéw
uzaleznione s3 m.in. od stadium laktacji czy stanu
odzywienia zwierzecia. Obok nadal prowadzonych
eksperymentow dotyczacych wartosci odzywczych
sktadnikéw mleka, wspotczesne badania naukowe
koncentrujg si¢ na ich potencjale biofunkcjonalnym
(29, 33). Udowodniono, ze ich aktywnos$¢ biologicz-
na moze by¢ kojarzona m.in. z obecnoscig biatek
petnigcych role prekursoréw biologicznie aktywnych
peptydow (33). Kazde biatko moze by¢ zrodlem
peptyddéw o zréznicowanej aktywnos$ci biologiczne;j
(np. przeciwnadci$nieniowej, antymikrobiologicznej
lub antynowotworowej). Potencjalnie biologicznie
aktywne fragmenty bialek to motywy strukturalne
odpowiadajace bioaktywnym peptydom, pozostajace
nieaktywne w sekwencjach biatek macierzystych. Po
uwolnieniu z biatek prekursorowych przez enzymy

*) Praca sfinansowana ze $rodkéw Katedry Biochemii Zywnosci UWM
w Olsztynie.

proteolityczne moga wptywac na funkcje fizjolo-
giczne organizmu (11, 19). Takie peptydy moga by¢
stosowane jako element profilaktyki, a nawet terapii
wielu schorzen cywilizacyjnych. Wigkszos¢ komer-
cyjnie dostepnych na rynku §wiatowym produktow
spozywczych zawierajacych peptydy bioaktywne to
produkty mleczarskie. W badaniach klinicznych dla
przynajmniej dwoch z nich o nazwach handlowych
Calpis® (Japonia) i Evolus® (Finlandia) udowodniono
mozliwo$¢ dziatania profilaktycznego. W produktach
tych zidentyfikowano peptydy przeciwnadcisnieniowe
Ile-Pro-Pro oraz Val-Pro-Pro. Innymi przykladami
produktéw handlowych z bioaktywnymi peptydami
sg: hydrolizat biatek serwatkowych ,,BioZate” (USA),
zawierajacy fragmenty pochodzace z laktoglobuliny-3
(B-LG) oraz ,,C12 peptide®” (Holandia) stosowany
jako dodatek do zywnos$ci 1 wzbogacony peptydem
przeciwnadci$nieniowym o sekwencji Phe-Phe-Val-
Ala-Pro-Phe-Pro-Glu-Val-Phe-Gly-Lys otrzymanym
w wyniku hydrolizy kazeiny (33).

Mozliwosci otrzymywania

Bioaktywne peptydy pochodzace z biatek mleka
po raz pierwszy opisano w 1950 r., kiedy wykazano,
ze spozywanie fosfopeptydéw skutkuje nasileniem
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procesu kalcyfikacji u niemowlat z krzywicg (11).
Bioaktywne peptydy moga by¢ uwolnione ze swoich
biatkowych prekursoréw w wyniku hydrolizy enzyma-
tycznej prowadzonej przez enzymy uktadu trawienne-
go, procesow fermentacji prowadzonych z udziatem
proteolitycznych kultur starterowych, proteolizy
z udzialem enzyméw pochodzenia roslinnego lub
z mikroorganizmoéw badz kombinacji wymienionych
metod (16). Wykazano, ze podczas trawienia gtéwnych
sktadnikéw kazeiny mleka moze by¢ uwalnianych
ok. 10-60 mg bioaktywnych peptydow, a z 1 g bialtka
mleka mozna teoretycznie otrzymac 24-65 mg pepty-
dow opioidowych (4). Podczas otrzymywania bioak-
tywnych peptydow w warunkach in vitro najczesciej
stosowanym enzymem jest trypsyna (20). W pracach
przegladowych oméwiono wykorzystanie w celu otrzy-
mania bioaktywnych peptydoéw z bialek m.in. mleka
takze innych enzymow trawiennych, takich np. jak
chymotrypsyna, pankreatyna pepsyna oraz ich kombi-
nacji, a takze enzymow pochodzenia mikrobiologicz-
nego (4, 6, 14, 16, 20). W wielu badaniach udowod-
niono zar(')wno mozliwo$ci uwalniania bioaktywnych
peptydéw podczas fermentacji mikrobiologicznych,
jak 1 ich obecnos¢ w produktach koncowych takich
procesow — t]. serach oraz fermentowanych napojach
mleczarskich (8, 16, 33). Przykladowo, najbardziej
znane tripeptydy o aktywnosci przeciwnadcisnie-
niowej, tj. Val-Pro-Pro oraz Ile-Pro-Pro pochodzace
w kolejnosci z kazeiny-p (B-CN) 1 -k (k-CN), zostaly
zidentyfikowane w mleku poddanym fermentacji
z udziatlem szczepdw Lactobacillus helveticus oraz
Saccharomyces cerevisiae (33), a takze w roznych ga-
tunkach sera (3). Stwierdzono, ze zawarto$¢ bioaktyw-
nych peptydow zwicksza si¢ w miar¢ dojrzewania sera,
np. sery szwajcarskie zawierajg od 94,5 mg Ile-Pro-Pro
do 224,0 mg Val-Pro-Pro w 1 kg (3). Z kolei dawka
peptydow przeciwnadci$nieniowych, ktéra wynosita
od 1,2 do 1,6 mg na dobg (tj. ok. 95 ml fermentowanego
mleka), powodowata obnizenie skurczowego cisnie-
nia krwi pacjentow z nadci$nieniem tetniczym o 14,9
mmHg, a rozkurczowego — o 8,8 mmHg.

Wchtanianie i transport

Aktywnosc¢ biopeptydéw wykazywana w warunkach
in vitro nie zawsze przeklada si¢ na efekty biologicz-
ne in vivo ze wzgledu na mechanizmy molekularne
absorpcji, transportu oraz podatnosci na degradacj¢
do nieaktywnych fragmentéw (12). Fundamentalne
znaczenie ma zachowanie stabilnej, natywnej struk-
tury peptydoéw podczas interakcji z receptorem (28).
Trawienie biatek w przewodzie pokarmowym zaczyna
si¢ w zotadku od hydrolizy pepsyna i jest kontynu-
owane w $wietle jelita cienkiego z udziatem trypsyny,
a-chymotrypsyny, elastazy oraz karboksypeptydazy
A 1 B, a takze endopeptydazy 1 dipeptydazy, co pro-
wadzi do wytworzenia mieszaniny oligopeptydow
1 wolnych aminokwasow. Wchianianie wolnych ami-
nokwasow odbywa si¢ poprzez transport aktywny
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z udziatem przenos$nikéw zaleznych i niezaleznych
od jondéw sodu. Istnieja dowody wskazujace, ze
bioaktywne peptydy pochodzace z mleka moga by¢
wchtaniane 1 przedostawac si¢ do krwiobiegu w po-
staci niezmienionej, a nastepnie wptywac na funkcje
fizjologiczne organizmu (30). Wchtanianie peptydow
przez jednowarstwowe komorki nabtonka jelitowego
moze odbywac si¢ w rozny sposob. Di- i tripeptydy
sg transportowane za pomocg nosnika PepT1. PepTl1
znajduje si¢ w obrgbie rabka szczoteczkowego jelita
cienkiego i przenosi di- oraz tripeptydy wprost do
komorek nablonka jelitowego. Nastepnie sg one hy-
drolizowane przez peptydazy cytoplazmatyczne do
aminokwasow, ktore sa transportowane wzdtuz blony
boczno-podstawnej z udziatem no$nika aminokwasow.
Niektére di- 1 tripeptydy oporne na dzialanie pepty-
daz wewnatrzkomorkowych mogg nadal pozostawac
W niezmienionej formie i by¢ przenoszone za pomoca
nosnika aminokwaséw wzdtuz btony. Istnieje moz-
liwo$¢ absorpcji bioaktywnych peptydow takze na
drodze przenikania przez szczelne potaczenia jelitowe
tworzone przez biatka membranowe znajdujace si¢
w plynie cytoplazmatycznym. Petle zewnatrzkomor-
kowe tych biatek sg szczelnie ze sobg potaczone, ale na
ich spojeniu znajduja si¢ niewielkie pory umozliwia-
jace przenikanie zwigzkoéw niskoczasteczkowych na
drodze biernej dyfuzji. Wykazano, ze peptyd przeciw-
nadcis$nieniowy z kazeiny- o sekwencji Val-Pro-Pro
ulegat wchtanianiu na drodze mechanizmu ,,szczelnego
potaczenia”. W wyjatkowych przypadkach oligopepty-
dy wykazujace powinowactwo do powierzchni btony
komorkowej mogg by¢ przenoszone przy wykorzysta-
niu mechanizmu transcytozy, aczkolwiek mechanizm
ten nie przyczynia si¢ w sposob istotny do wchianiania
peptydéw (28). Przeprowadzono badania dotyczace
mechanizmu transportu bioaktywnych peptydéw
w komorkach Caco-2. Wykazano, ze peptydy prze-
ciwnadci$nieniowe, w tym inhibitory ACE (np. Ile-Phe
1Ala-Phe) oraz opioidowe zachowujg stabilng strukture
podczas przenikania przez monowarstwe nabtonka (30,
34). Stwierdzono, ze efektywno$¢ transportu zalezy od
tadunku, masy czasteczkowej oraz hydrofobowosci
peptydow (30).

Biologiczna aktywno$¢ peptydow biatek mleka

Podstawowym kryterium podziatu bioaktywnych
peptydow moze by¢ ich aktywnos$¢ fizjologiczna.
Wiele peptydow wykazuje kilka rodzajow aktywnosci
jednoczesnie, np. makropeptyd uwalniany pod wpty-
wem chymozyny z k-CN (31). Peptydy zidentyfiko-
wane w biatkach mleka charakteryzuja si¢ m.in. ak-
tywnoscig: przeciwnadci$nieniowa, przeciwkrzepliwa,
antymlkroblolongnq, antyoksydacyjng, opioidowa,
wigzacg metale i mikroelementy, przeciwnowotwo-
rowg (14).

Peptydy o aktywnosci przeciwnadcisnieniowej to
najlepiej poznana grupa biologicznie aktywnych pep-
tydéw pochodzacych z biatek mleka (13). Wigkszos¢
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z nich to inhibitory enzymu konwertujacego angio-
tensyne (ACE) [EC 3.4.15.1.]. ACE katalizuje hydro-
liz¢ nieaktywnego prohormonu — angiotensyny I do
angiotensyny II — jednego z najwazniejszych czyn-
nikéw powodujacych skurcz naczyn krwionosnych,
a w konsekwencji podwyzszenie ci$nienia krwi (1).
Zwykle sg to di- lub tripeptydy bogate w aminokwasy
hydrofobowe. Wzrost hydrofobowos$ci aminokwasow
w pozycji C-koncowej sprzyja intensyfikacji aktywno-
$ci przeciwnadci$nieniowej (24). Peptydy-inhibitory
ACE sg oporne na dzialanie endopeptydaz przewodu
pokarmowego i mogg by¢, po pokonaniu bariery je-
litowej, stosunkowo tatwo wchtaniane do krwi (28).
Peptydy pochodzace z kazeiny, ktére uczestnicza
w regulowaniu cis$nienia krwi, to kazokininy. Sg to
np. fragmenty kazeiny-o, (a -CN): 23-24, 23-27,
146-147, 194-199, 102-109, kazeiny-a_, (a -CN):
174-179, 198-202, B-CN: 74-76, 84-86, 177-183,
193-202, x-CN: 108-110 (7, 9). Podawanie szczurom
podskornie peptydéw pochodzacych z kazeiny hamo-
wato aktywno$¢ ACE i obnizato ci$nienie skurczowe
od 2 mmHg (B-CN 140-143) do 34 mmHg (a -CN
23-24) (9). Wykazano, ze hydrolizaty kazeiny maja
wigksza aktywno$¢ przeciwnadci$nieniowg niz hy-
drolizaty bialek serwatkowych, za$§ termolizyna,
proteinaza K i trypsyna byly enzymami zalecanymi
do efektywnego otrzymywania peptydow hipotensyj-
nych. Charakterystyczne dla peptyddéw przeciwnad-
cisnieniowych pochodzacych z bialek serwatkowych
sg m.in. fragmenty 50-52/53 1 99-108 pochodzace
laktoalbuminy-a (a-LA), fragmenty 9-14, 22-25,
78-80, 81-83, 142-146/148 pochodzace z B-LG oraz
fragment 208-216 pochodzacy z albuminy serum krwi
(15) Peptydy te podane podskornie szczurom obnizaty
ci$nienie krwi i nie wptywaty na rytm serca. Jak dotad
peptydy uwolnione w wyniku hydrolizy laktoferyny
znane byly z wlasciwosci antymikrobiologicznych
1 przeciwnowotworowych. Przeprowadzone badania
(25) wykazaty, ze peptydy Leu-Ile-Trp-Lys-Leu,
Arg-Pro-Tyr-Leu oraz Leu-Asn-Asn-Ser-Arg-Ala-Pro
pochodzace z laktoferyny bydlecej obnizaly cisnienie
krwi u szczurow. Sposrdd nich peptyd o sekwencji
Leu-Ile-Trp-Lys-Leu charakteryzowat si¢ najwigksza
bioaktywnoscia, a efekt redukcji ci$nienia utrzymywat
si¢ przez 24 godziny od momentu jego podania.

Wykazano, ze peptydy zwane kazoplatelinami,
pochodzace z C-koncowego fragmentu krowiej k-CN
maja wlasciwosci przeciwkrzepliwe. Sg to nastgpujace
fragmenty: 106-116, 106-112, 112-116, 113-116 (14).
Badania krwi 5-dniowych noworodkéw zywionych
humanizowanymi odzywkami mlecznymi produkowa-
nymi na bazie mleka krowiego potwierdzily obecno$¢
w osoczu peptydow o wlasciwosciach antyagregacyj-
nych pochodzacych z k-CN (26).

Wigkszos¢ peptydow antybakteryjnych uwalnianych
jest z biatek mleka w wyniku hydrolizy enzymatycz-
nej lub po jego ogrzaniu i/lub alkalizacji. Aktywno$¢
antybakteryjna peptyddéw przypisywana jest ich zdol-
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nosci do przyjmowania struktury a-helikalnej oraz
interakcji z blong komérkowa gospodarza, co prowadzi
do tworzenia kanatow jonowych i w konsekwencji
zmian przenikalnosci, a w kolejnym etapie — lizy ko-
morek (17). Whasciwos$ci antymikrobiologiczne wobec
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes oraz
Candida albicans wykazuje fragment 1-23 a -CN
(isracydyna) (17). Z kolei fragment 165-203 o ° .CN
(kazocydyna I) moze hamowaé wzrost Escherichia
coli i Staphylococcus aureus (35). Inne przyktady
peptydoéw o aktywnos$ci antymikrobiologicznej to:
fragmenty 183-207 i 164-179 o,,-CN oraz fragment
184-209 B-CN (17). Antybakteryjne wtasciwosci po-
siada takze k-CN 1 izolat kazeiny. Podczas podskor-
nego podawania kazeiny myszom zakazonym bakte-
riami Gram(+) i Gram(-) stwierdzono jej charakter
prewencyjny, chronigcy zwierzgta przed Smiercig (21).
Aktywno$¢ antybakteryjng wykazuje takze fragment
106-169 k-CN (GMP), zapobiegajac np. adhezji bakte-
rii Actinomyces viscosus Ny 1, Staphylocaccus sanguis
OMZ9, Staphylococcus mutans OMZ176. Znalazto to
zastosowanie w objetym ochrong patentowa sposobie
produkcji preparatéw stomatologicznych (17, 22).
GMP jest takze zdolny do wigzania toksyny produko-
wanej przez Vibrio cholerae. Stwierdzono, ze GMP
stymuluje rozwdj bakterii z rodzaju Bifidobacterium
oraz ze odzywka wzbogacona w GMP redukuje nasile-
nie biegunki wywotanej enteropatogennym szczepem
E. coli (22). Takze biatka serwatkowe sg zrodtem
peptydoéw antybakteryjnych. Trypsyna uwalnia z a-LA
fragmenty 1-5, (17-31)S-S(109-114), z B-LG fragmen-
ty 15-20, 25-40, 78-83, 92-100, za$ chymotrypsyna
z a-LA fragment (61-68)S-S(75-80) (22). Aktywnos$¢
antybakteryjna tych peptydow w stosunku do bakte-
rii Gram(+) stwierdzono zaré6wno w testach in vitro,
jak 1 in vivo (22). Hydroliza enzymatyczna uwalnia
z laktoferyny fragmenty o aktywnosci mikrobiologicz-
nej, tj. laktoferycyne (fr. 17-41) oraz laktoferamping
(fr. 268-284). Przeciwbakteryjne dziatanie fragmentow
laktoferyny zwigzane jest z mozliwoscig wigzania
jondow zelaza wymaganego do wzrostu niektorych
bakterii 1 grzybow. Fragmenty te poprzez wigzanie
si¢ do fimbrialnych adhezyn bakterii uniemozliwiaja
adhezje bakterii na powierzchni komorek. Laktoferyna
1jej peptydy wykazuja rowniez wasciwos$ci przeciw-
grzybicze, przeciwpasozytnicze 1 przeciwwirusowe
(10).

Peptydy biatek mleka mogg takze obniza¢ szybkos¢
enzymatycznych i nieenzymatycznych procesow
oksydacji. Te naturalne przeciwutleniacze hamujac
reakcje wolnorodnikowe, moga zapobiega¢ choro-
bom degeneracyjnym oraz by¢ stosowane jako srodki
konserwujace zywnos¢. Gtownymi sktadnikami pep-
tydow antyoksydacyjnych sg reszty aminokwasowe
histydyny, tyrozyny, metioniny, lizyny i tryptofanu,
ktore w postaci wolnej sa takze przeciwutleniaczami.
Aktywno$¢ antyoksydacyjng wykazano w przypadku
izolatu kazeiny, -CN i o -CN oraz ich peptydow, ka-
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zeinofosfopeptyddw, izolatu biatek serwatkwowych,
B-LGia-LA (23).

Peptydy opioidowe to zwigzki o farmakologicznym
podobienstwie do opium. Efektami ich dziatania sg np.:
znieczulenie na bol, obnizenie cisnienia krwi, uczucie
sytosci, obnizenie oraz zmiany zachowan seksual-
nych. Charakterystyczne dla peptydéw opioidowych
pochodzacych z kazeiny-P sa m.in. fragmenty: 60-70
(B-kazomorfina-11), 60-66 (B-kazomorfina-7), 60-64
(B-kazomorfina-5). Aktywnos$¢ opioidowa wykazuje
rowniez fragment 90-96 o -CN (18). Wysoka zawar-
tos¢ reszt proliny w f-kazomorfinach sprzyja ich malej
podatnos$ci na dziatanie wielu enzymow proteolitycz-
nych. Dzigki temu moga pokonywac barier¢ krew-
-mozg oraz wptywac na funkcjonowanie centralnego
1 obwodowego uktadu nerwowego za posrednictwem
receptorow opioidowych przysadki mozgowej, pod-
wzgorza, rdzenia krggowego, nadnerczy 1 przewodu
pokarmowego. Podanie 1 mg B-kazomorfiny-5 na kg
masy ciata u myszy poprawia ich zdolnos¢ do uczenia
si¢ 1 zapamigtywania (27).

W wyniku hydrolizy enzymatycznej prowadzone;j
z udziatem trypsyny, z kazeiny mozna otrzymac
kazeinofosfopeptydy (CPP) (5). Charakterystyczna
cechg tych peptydow wiazacych i transportujacych
metale (np. Ca, Mg, Fe) czy mikroelementy (np. Zn,
Se) jest powtarzajaca si¢ sekwencja ufosforylowanej
seryny, a takze zawartos¢ kwasu glutaminowego.
CPP wigzace metale z uwagi na wysoka koncentracje
fadunku ujemnego sa oporne na degradacje w przewo-
dzie pokarmowym (4). Zidentyfikowano nastepujace
sekwencje CPP z a -CN: 43-58, 45-55, 59-79, 66-74,
106-119; z 0, ,-CN: 2-21, 46-70, 55-75, 126-136, 138-
-149; z B-CN: 1-25, 1-28, 2-28.

Obiecujaco ksztattujg si¢ wlasciwosci przeciw-
nowotworowe kompleksow ludzkiej a-LA i kwasu
oleinowego o nazwie HAMLET (Human alpha-lact-
albumin Made Lethal to Tumor cells) oraz bydlecej
a-LA i kwasu oleinowego o nazwie BAMLET (Bovine
alpha-lactalbumin Made Lethal to Tumor cells) (2).
W badaniach wykorzystano model ludzkiego glejaka
implantowanego bezgrasiczym szczurom. Kompleksy
redukowaty mase guza i opoznialy wystgpienie obja-
wow jego ucisku wewnatrz mézgowia. Sugerowano,
ze mechanizm dziatania polegat na indukowaniu
apoptozy komorek nowotworowych. Kompleksy te
z pozytywnym wynikiem zastosowano takze w le-
czeniu pacjentdw z brodawczakami skornymi (2).
W badaniach prowadzonych w warunkach in vitro oraz
in vivo wykazano, ze takze laktoferyna i jej fragmenty
posiadaja wlasciwosci przeciwnowotworowe (32).
Gloéwna korzys¢ z zastosowania laktoferyny w terapii
nowotworow wyptywa z jej wlasciwosci immunosty-
mulacyjnych. Modyfikacja uktadu immunologicznego
polaczona z konwencjonalng radioterapig lub che-
mioterapig zwigkszala skutecznos¢ leczenia choréb
nowotworowych.
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Biatka mleka i ich fragmenty moga petni¢ w su-
rowcach 1 produktach zywnosciowych role sktadni-
kow o okreslonych wlasciwosciach biologicznych,
co moze by¢ wykorzystywane w produkcji zywnosci
funkcjonalnej, profilaktyce, a nawet terapii wielu
schorzen. Na rynku dostepne sg produkty zawierajace
biopeptydy badane w warunkach hodowli komérko-
wych, a nastepnie na modelach zwierzecych i1 ludziach
w celu okreslenia ich biologicznego dziatania. Nowe
techniki produkcji, np. techniki separacji membrano-
wej, mikro- 1 nanokapsutkowania moga dostarczy¢
rozwigzania poprawiajace ich stabilnos¢ w produktach
zywnosciowych oraz podczas trawienia i wchtaniania.
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