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ALTERNATYWNE METODY OTRZYMYWANIA
BIOLOGICZNIE AKTYWNYCH BIALEK I PEPTYDOW

Agnieszka Szmyt, Anna Dabrowska, J6zefa Chrzanowska

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Biatka stanowia podstawowy material budulcowy wszystkich organizmow.
Pelnia takze szereg roznorodnych funkcji. Biologicznie aktywne biatka oraz peptydy wyka-
zuja pozytywny wpltyw na organizmy ludzi i zwierzat. Jednym z najlepszych zrodet biopep-
tydow jest zywno$¢, zwlaszcza naturalnie bogata w biatka. Tradycyjne metody pozyskiwa-
nia biopeptydow opieraja si¢ na hydrolizie enzymatycznej surowca biatkowego, a nastep-
nie frakcjonowaniu i oczyszczaniu uzyskanych hydrolizatow. Do metod alternatywnych
zalicza si¢ syntez¢ chemiczna oraz techniki oparte na ekspresji heterologicznej genow
kodujacych docelowe sekwencje polipeptydowe. Ekspresja taka prowadzi do uzyskania re-
kombinowanych biatek i peptydow. Technikg rekombinowanego DNA mozna wykorzystac¢
do produkcji peptydow o aktywnos$ciach immunologicznych, antyoksydacyjnych, antymi-
krobiologicznych, przeciwhipertensyjnych i wielu innych.

Stlowa kluczowe: biatka, peptydy, biatka rekombinowane, biopeptydy, aktywnosé
biologiczna, ekspresja heterologiczna, Escherichia coli

WSTEP

Bialka stanowia podstawowy material budulcowy kazdego zywego organizmu oraz sg
niezbedne w przebiegu wszelkich proceséw metabolicznych. Wystepuja one w kazdej
jednostce systematycznej, poczawszy od najprostszych prokariotéw az do ztozonych or-
ganizmow eukariotycznych [Cozzone 2002]. Ich obecnos¢ stwierdzono takze u wirusow.
Bialka sg naturalnymi polimerami zbudowanymi z 20 podstawowych reszt aminokwa-
sowych potaczonych ze sobg wigzaniem peptydowym, utworzonym pomigdzy alfa-kar-
boksylowa grupa pierwszego aminokwasu oraz grupa alfa-aminowa drugiego aminokwa-
su [Cieplak, Sienkiewicz 2004]. W ten sposob formowany jest tancuch polipeptydowy,

© Copyright by Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Adres do korespondencji — Corresponding author: Agnieszka Szmyt, Katedra Technologii Surow-
cow Zwierzecych i Zarzadzania Jako$cia, Wydzial Nauk o Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy
we Wroctawiu, ul. Chetmonskiego 37/41, 51-630 Wroctaw, e-mail: a.tatomir.szmyt@gmail.com



34 A. Szmyt i in.

ktoérego organizacja przestrzenna ma uporzadkowany charakter. W zalezno$ci wielkosci,
a takze ewentualnej budowy podjednostkowej wyrdzniamy peptydy oraz biatka.

Peptydy sktadaja si¢ najczgSciej z mniej niz 100 aminokwasow. Dzieli sig¢ je
ze wzgledu na wielko$¢ na dipeptydy, tripeptydy, tetrapeptydy itp. oraz na oligopeptydy,
czyli czasteczki utworzone z wigkszej liczby aminokwaséw (10-20) [Lintner 2010, Hu
2011]. Biatka zbudowane sa za$ z tancuchow znacznie dtuzszych, powyzej 100 amino-
kwasow i czgsto sktadaja si¢ z podjednostek [Hu 2011]. Struktura biatek jest hierarchicz-
na i wedlug Lindestroma-Langa dzieli si¢ na cztery poziomy molekularnego uporzadko-
wania [Lindestrom-Lang 1952, Scheraga 1992]. Kolejno$¢ aminokwasow w tancuchu
polipeptydowym decyduje o strukturze pierwszorzgdowej biatka. Sekwencja aminokwa-
sowa determinuje takze struktur¢ drugorzedowa (alfa-helisa, beta-kartka) oraz trzecio-
rzgdowa (oddziatywania pomigdzy tancuchami bocznymi aminokwasow). W przypadku
biatek ztozonych wyrodznia si¢ strukturg czwartorzedowa, czyli przestrzenne rozmiesz-
czenie poszczegdlnych podjednostek biatkowych, bedacych odrgbnymi tancuchami po-
lipeptydowymi.

BIOLOGICZNIE AKTYWNE BIALKA I PEPTYDY

Zaroéwno bialka, jak i peptydy petnia szereg funkcji biologicznych uzaleznionych od ich

struktury [Shenoy, Jayarama 2010]. Poza funkcja typowo budulcowa, jak w przypadku

biatek strukturalnych, petnia one rolg biologicznych katalizatorow (wszystkie enzymy

poza rybozymami), transporteréw, zwiazkow sygnalnych, umozliwiaja kontakt pomiedzy

komorkami i ich przyleganie do powierzchni, a takze odgrywaja wazna rol¢ w mecha-

nizmach odporno$ciowych oraz cyklu komoérkowym [Demain, Veishnay 2009]. Ostatnie

30 lat to ogromny postep w badaniach struktura i funkcjami biatek [Kelly i in. 2005].

Podziat biatek ze wzgledu na [na podstawie Ratnaparkhi i in. 2011]:

Pelniona funkcje:

* enzymy (polimerazy, hydrolazy, oksyreduktazy),

* hormony (enzdorfiny, andrenalina),

* biatka transportowe (hemoglobina, cytochrom C),

» biatka motoryczne (aktyna, miozyna),

» biatka strukturalne (kolagen, elastyna),

» biatka odpornosciowe (przeciwciata, interferon, cytokiny),

» receptory (nikotynowe, muskarynowe),

* Dbiatka sygnalne (GTPaza),

» biatka zapasowe (owoalbumina, kazeina).

Lokalizacj¢ w przestrzeni komorkowej:

e biatka blonowe,

* biatka cytoplazmatyczne,

» biatka sekrecyjne (zwiazane z btona komoérkowa oraz niezwiazane zewnatrzkomor-
kowe).

Modyfikacje postranslacyjne:

» biatka natywne (bez modyfikacji),

» modyfikacje (glikozylacja, fosforylacja, lipidacja, hydroliza, acetylacja, formowanie
mostkéw disiarczkowych itp.).
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Biatka stanowia takze bardzo wazny komponent codziennej diety Iudzi i zwierzat.
Okazuje si¢ bowiem, ze niezaleznie od swojej funkcji pelnionej w naturalnym miejscu
wystgpowania biatka moze ono takze wykazywaé funkcjonalnos¢ jako biologicznie ak-
tywny sktadnik pozywienia. Badania ostatnich lat dostarczyty sporo dowodéw na ist-
nienie biologicznie aktywnych peptydow i biatek, jako integralnych sktadnikéw zywno-
$ci, zwlaszcza naturalnie bogatej w proteiny (rys. 1) [Korhonen, Pihlanto 2006]. Termin
,»-aktywnos¢ biologiczna” w tym przypadku oznacza aktywnos¢ zblizong do naturalnego
hormonu albo tez okreslonego zwiazku leczniczego, w wyniku ktorej dochodzi do wywo-
fania pozytywnej odpowiedzi fizjologicznej w ustroju [Fitzgerald, Murray 2006]. Wazne,
aby okreslony efekt biologiczny byt mierzalny na fizjologicznie realistycznym poziomie
[Moller i in. 2008].

Bialka
i peptydy
Proteins
- and peptides
“~ L
L] { &

Rys. 1. Zywno$¢ bogata w biatka: mieso, ryby, nabial, jaja, warzywa straczkowe, zboza, owoce
i warzywa [opracowanie wiasne]

Fig. 1. Food rich in proteins: meat, fish, dairy products, eggs, legumes, cereals, fruits and vegeta-
bles [own work]

Peptydy aktywnie biologicznie to specyficzne fragmenty wigkszych czasteczek, ktore
wykazuja pozytywny wplyw na funkcjonowanie oraz kondycj¢ organizmu, w tym na
cztowieka [Moller i in. 2008, Udenigwe, Aluko 2012, Perez Espitia i in. 2012]. Ujaw-
niaja one swoje wlasciwosci dopiero po uwolnieniu z czasteczki macierzystego tancucha
biatkowego 1 wykazuja takie funkcje, jak: aktywno$¢ antymikrobiologiczna, antyhiper-
tensyjna (inhibitory konwertazy angiotensyny — ACE), przeciwutleniajaca, przeciwtrom-
botyczna czy immunomodulacyjna (rys. 2) [Fitzgerald, Murray 2006, Szerszunowicz,
2014]. Zwiazki te moga takze przenika¢ barier¢ krew — mozg i oddzialywaé na uktad
nerwowy jako agonisci lub antagonisci receptorow opioidowych badz tez wykazywac
zdolnos¢ do chelatowania jonéw metali [Hartmann, Meisel 2007]. Uwolnienie biopep-
tydow nastgpuje w wyniku ograniczonej proteolizy in vivo enzymami wystepujacymi
naturalnie w przewodzie pokarmowym lub hydrolizy in vitro z udziatem proteaz pocho-
dzenia mikrobiologicznego, roslinnego czy tez zwierzgcego [Korhonen, Pihlanto 2006,
Choi i in. 2011].

Biotechnologia 14 (2) 2015
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Uktad nerwowy
— opioidowa (antagonistyczna, agonistyczna)

Uktad immunologiczny
— immunomodulacyjna
— cytomodulacyjna
— antymikrobiologiczna

Uktad krwiono$ny
— antytrombotyczna
— hipocholesterolemiczna
— antyoksydacyjna
— antyhipertensyjna

Uktad pokarmowy
— antymikrobiologiczna
— zmniejszanie apetytu
— przenoszenie sktadnikow mineralnych
— chelatowanie jonow metali

Rys. 2. Mozliwe aktywnos$ci wykazywane przez biopeptydy pochodzace z zywnosci
[opracowanie wlasne]
Fig. 2. Possible activities exhibited by food-derived biopeptides [own work]

POZYSKIWANIE BIALEK I PEPTYDOW

Tradycyjne metody pozyskiwania biologicznie aktywnych biatek i peptydéw opieraja si¢
na hydrolizie surowca biatkowego in vitro. W tym celu stosuje si¢ czyste preparaty enzy-
matyczne lub tez prowadzi proces fermentacji mikrobiologicznej, w ktorym wykorzystu-
je sig cate komorki mikroorganizmow jak bakterie, drozdze lub grzyby strzgpkowe [Hip-
kiss, Brownson 2000, Ingham, Moore 2007]. Uzyskana mieszaning peptydéw poddaje
si¢ nastgpnie frakcjonowaniu, np. z wykorzystaniem techniki chromatografii ultracieczo-
wej HPLC [Hartmann, Meise 2007, del Mal Contreras i in. 2008, Danquah, Agyei 2012,
Udenigwe, Aluko 2012]. Strategia taka jest obarczona szeregiem utrudnien, poczawszy
od pozyskania czystego surowca biatkowego, uzyskania preparatu enzymatycznego (nie
wszystkie proteazy sa dostgpne komercyjnie), a takze ztozonym i wieloetapowym pro-
cesem izolacji i oczyszczania poszczegdlnych frakcji peptydowych czy pojedynczego
biopeptydu. Nie zawsze tez czysto§¢ preparatu koncowego jest zadowalajaca, dlatego
stosowanie takiej procedury w skali przemystowej jest mato optacalne. Jednakze taka
technika niesie ze soba duza warto$¢ poznawcza.

Alternatywne metody pozyskiwania biologicznie aktywnych bialek i peptyddéw obej-
muja syntez¢ chemiczna oraz biosyntezg¢ oparta na zastosowaniu zywych komorek i ca-
tych organizmoéw (rosliny i zwierzgta transgeniczne) [Gill 1 in. 1995, Guzman i in. 2007].
Synteza chemiczna jest dos¢ powszechnie wykorzystywana do otrzymywania biopepty-
dow zarowno w skali laboratoryjnej, jak i przemystowej, w tym peptydow terapeutycz-
nych. Jest to technika szybka (czas przytaczenia reszty aminokwsaowej wynosi 20—60
min), umozliwia otrzymanie tancuchow do 80 aminokwasow [Guzman i in. 2007]. Duza
zaleta tej metody jest mozliwos¢é wprowadzenia do syntezowanego tancucha polipep-
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tydowego aminokwasow niebiatkowych oraz automatyzacja catego procesu za pomoca
syntezatoréw [Nilsson i in. 2005, Fraczak, Olma 2014]. Wsroéd metod syntezy chemicz-
nej polipeptydow wyrdznia si¢ syntez¢ w roztworze (SPS — solution-phase synthesis),
syntez¢ na podlozu statym (SPPS — solid-phase peptide synthesis), syntez¢ hybrydowa
taczaca w sobie SPS i SPPS oraz syntez¢ chemoselektywna [Kamysz 2011, Goodwin
iin. 2012, Fraczak, Olma 2014]. Mimo wielu zalet przemawiajacych za popularnoscia
syntezy chemicznej polipeptydow metoda ta jest obarczona kilkoma wadami. Glownym
ograniczeniem syntezy chemicznej jest tendencja do agregacji tancuchow polipeptydo-
wych dtuzszych niz 20 aminokwasow, zwlaszcza bogatych w reszty hydrofobowe, co
uniemozliwia dalsze wydtuzenie produktu. Technika ta wymaga takze stosowania grup
ochronnych przytaczanych aminokwasow, ktére musza zosta¢ nastgpnie usunigte. Wiaze
to si¢ takze z zastosowaniem drogich odczynnikéw, czgsto niebezpiecznych dla $rodo-
wiska [Nilsson i in. 2005, Guzman i in. 2007, Fraczak, Olma 2014]. Problematyczne jest
takze catkowite usunigcie chemicznych zanieczyszczen oraz niespecyficznych peptydow
w gotowym produkcie, przez co synteza chemiczna polipeptydow jest procesem kosz-
townym [Kamysz 2011].

BIALKA I PEPTYDY REKOMBINOWANE

Biosynteza bialek i peptydow, w tym wykazujacych aktywnos$¢ biologiczna, nalezy do
strategii alternatywnych wobec pozyskiwania ich na drodze proteolizy. Metoda ta opie-
ra si¢ na wykorzystaniu zywych uktadéow biologicznych jako producentéw zadanego
tancucha polipeptydowego. Proces ten jest najczesciej realizowany na drodze ekspres;ji
heterologicznej okreslonego genu lub jego fragmentu, czyli na podstawie techniki re-
kombinowanego DNA. Efekt taki uzyskuje si¢ poprzez transformacjg genetyczna, czyli
wprowadzeniu obcego genu do komorek biorcy [Griffith 1928, Gietz, Woods 2001]. Pro-
wadzi to do nabycia przez transformowane komorki zdolnosci do produkcji obcego, czyli
heterologicznego biatka. Gospodarzem do produkcji biatek i peptydéw rekombinowa-
nych moze zosta¢ niemal kazda zywa komorka, od najprostszych organizmow prokario-
tycznych, poprzez jednokomorkowe drozdze i grzyby, az do zaawansowanych systemow
wyzszych eukariontow, jak komorki owadzie, ssacze czy linie nowotworowe. Liste naj-
czesciej stosowanych systemow ekspresji heterologicznej zamieszczono w tabeli 1.
Projekt optymalnego i efektywnego systemu do celow produkcji rekombinowa-
nych biatek jest procesem ztozonym i obejmuje kilka kluczowych etapow [Celik, Calik
2012]:
1. Dobér gospodarza, w ktorym mozliwa bedzie ekspresja docelowego genu oraz jego
ewentualna modyfikacja postranslacyjna;
2. Wybor wektora ekspresyjnego (episomalnego lub integralnego), zawierajacego odpo-
wiedni promotor (konstytutywny, indukowany), terminator oraz marker selekcyjny;
3. Optymalizacja kodondéw w genie (codon bias) ze wzgledu na degeneracje kodu ge-
netycznego oraz zwiazana z tym dostepnosé okreslonego tRNA w komérkach gospo-
darza [Gustafsson i in. 2004];
4. Fuzja genu ze znacznikami ulatwiajacymi oczyszczanie biatka, zwigkszajacymi roz-
puszczalnos¢ produktu lub jego szybka detekcje (np. ogonek poli-histydynowy, fuzja
z biatkiem NusA, Trx, MBP czy GFP);
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5. Wprowadzenie ewentualnej sekwencji sygnalnej, kierujacej biatko do réznych kom-
partmentow komorkowych lub promujacych sekrecjg biatka;

6. Ochrona proteolityczna gotowego produktu (wykorzystanie szczepéw delecyjnych,
niezdolnych do produkcji niektérych wewnatrzkomérkowych proteaz, deponowanie
biatka w postaci ciat inkluzyjnych);

7. Optymalizacja medium hodowlanego, zapewniajacego odpowiednie warunki proce-
su (zrodlo wegla i azotu, zasolenie, suplementacja auksotrofii, warunki ewentualne;j
indukcji);

8. Optymalizacja parametrow procesu (temperatura, pH, poziom natlenienia).

Tabela 1. Prokariotyczne i eukariotyczne systemy ekspresyjne.
Table 1. Prokaryotic and eukaryotic expression systems

Systemy ekspresyjne — Expression systems
Escherichia coli, Bacillus subtilis, B. cereus, Pseudomonas putida,
P. fluorescens, Lactococcus lactis, Caulobacter crescentus,
Streptomyces lividans
Saccharomyces cerevisia, Pichia pastoris, Kluyvieromyces

Bakterie — Bacteria

Drozdze — Yeast

lactis, Yarrowia lipolytica, Schizosaccharomyces pombe,
Zygosaccharomycetes bailii, Hansenula polymorpha

Grzyby strzgpkowe
Filamentous fungi

Aspergillus niger,
Trichoderma reesei

Pierwotniaki — Protozoa

Leishmania tarentolae, L. mexicana, Dictyostelium discoideum

Glony — Algae

Chlorella vulgaris, Dunaleilla salina

Komorki owadzie
(systemy bakulowirusowe)
Insect cells (baculovirus systems)

Spodoptera frugiperda (Sf-9, Sf-21), Trichoplusia ni (Hi-5),
Drosophila melanogaster (S2)

HeLa — human cervican cancer, HEK — human embryonic kidney, COS,
Vero — green African monkey kidney, CHO — Chinese hamster ovary,
BHK — baby hamster kidney, NSO — mouse myeloma

Nicotiana tabacum, Daucus carota, Lectuca sp., Zea mays, Oryza

sativa (Golden rice), Lycopersicon sp. (FlavrSavr tomato), Glycine max
(Roundap Ready soybean), Solanum sp.

Pterophyllum sp., Salmo salar, Sus scrofa, Bos taurus, Ovis aries,

Capra hircus, Gallus gallus, Oryctolagus cuniculus, Mus musculus,
Camelus sp., Canis lupus familiaris, Felis catus

[Huisman i in. 1992, Van Valen, Maiorana 1991, Towers, Sattelle 2002, Mission i in. 2004, Sodoyer 2004,
Kushnir i in. 2005, Sanders, Hiatt 2005, Jarvis 2009, Rahbari i in. 2009, Rogalska i in. 2011, Niimi 2012, Unger,
Peleg 2012, Jhansi Rani i in. 2013, Khan 2013; Natarajani in. 2013, Wheeler 2013, Kraeva i in. 2014]
[Huisman et al. 1992, Van Valen, Maiorana 1991, Towers, Sattelle 2002, Mission et al. 2004, Sodoyer 2004,
Kushnir et al. 2005, Sanders, Hiatt 2005, Jarvis 2009, Rahbari et al. 2009, Rogalska et al. 2011, Niimi
2012, Unger, Peleg 2012, Jhansi Rani et al. 2013, Khan 2013, Natarajani et al. 2013, Wheeler 2013, Kraeva
ietal. 2014]

Ssacze linie komorkowe
Mammalian cell lines

Rosliny transgeniczne
Transgenic plants

Zwierzgta transgeniczne
Transgenic animals

Mikroorganizmy stosuje si¢ glownie jako producentow biatek heterologicznych.
Sposrdd nich obecnie najezesciej wykorzystuje si¢ komérki Gram-ujemnej enterobak-
terii — Escherichia coli. Pateczka okr¢znicy jest pierwszym organizmem wykorzystanym
w badaniach nad transformacja genetyczna, a takze pierwszym systemem zastosowanym
do komercyjnej produkcji biofarmaceutyku - rekombinowanej ludzkiej insuliny (Hu-
mulina, Eli Lilly and Co) [Casali 2003, Jarecka, Borowicz 2005, Sorensen, Mortensen
2005, Peti, Page 2007, Montgomery 2008, Ferrer-Miraller i in. 2009, Li 2011, Chen 2012,
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Marisch i in. 2013, Fisher i in. 2014, Rosano, Ceccarelli 2014]. Bakteria ta charakteryzuje
si¢ bardzo dobrze poznana genetyka oraz proteomika, dlatego tez stanowi organizm mo-
delowy. Ponadto dostgpny jest szeroki asortyment komercyjnych zestawow do ekspresji
oraz oczyszczania ekspresjonowanego biatka, co czyni caly proces szybkim i wysoce
powtarzalnym. Gtéwne wady oraz zalety E. coli jako systemu ekspresji heterologicznej
przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Wady i zalety systemu ekspresyjnego Escherichia coli
Table 2. Advantages and disadvantages of Escherichia coli expression system

Zalety — Advantages Wady — Disadvantages

Bardzo dobrze poznana genetyka oraz proteomika

Well known genetics and proteomics

Latwos¢ transformacji genetycznej i zdolno$¢ utrzymania
plazmidu przez wiele generacji

Easy transformation, plasmid stability through generations
Szybki wzrost na niedrogich podtozach hodowlanych
Quick growth on cheap medias

Brak procesow posttranslacyjnych

Lack of posttranslational modifications
Koniecznos¢ optymalizacji kodondw, zwlaszcza
dla genow eukariotycznych

Necessity of codon optimalization

Mozliwo$¢ powstawania ciat inkluzyjnych
Formation of inclusion bodies

Bardzo szybka ekspresja oraz fatwos¢ uzyskania
nadekspresji biatka

Quick expression, easy to obtain overexpression
Relatywnie niskie koszty prowadzenia procesu
Low cost of the process

Szeroki wybor komercyjnie dostgpnych narzedzi

Mozliwo$¢ zanieczyszczania gotowego produk-
tu endotoksynami (np. LPS)

Possibility of contamination by enterotoxins
(LPS)

Mozliwos¢ wywotania odpowiedzi immunolo-
gicznej przez fMet

oraz szczepow
Wide range of genetic tools and hosts

[Terpe 2006, Paliy, Gunasekera 2007, Demain, Vaishnav 2009]

Immunogenicity of fMet

Heterologiczna ekspresja bialek i peptydow, w przypadku dobrze dopracowanych
systemow i w zoptymalizowanych warunkach, jest procesem konkurencyjnym dla synte-
zy chemicznej. Jest to metoda szybka, pozwalajaca na uzyskanie znacznych ilosci poli-
peptydow. Umozliwia produkcjg znacznie dtuzszych sekwencji niz w przypadku syntezy
chemicznej, a takze tatwe przeniesienie procedury na skalg pottechniczng oraz przemy-
stowa. Zastosowanie odpowiednich znacznikow pozwala na nawet jednoetapowy proces
oczyszczania. Manipulacja genetyczna w obrgbie genu docelowego stwarza takze szereg
mozliwosci wprowadzania zmian, podnoszacych np. biodostgpnos¢ produktu, jego okres
péltrwania czy zwigkszajacy pozadana aktywnosc¢ biologiczna. Jest to takze metoda kon-
kurencyjna pod wzglgdem ekonomicznym. Wada takiej strategii jest jednak konieczno$é
kazdorazowego optymalizowania warunkoéw procesu, najczgsciej w sposob empiryczny.
Synteza biologiczna stwarza takze trudnos$ci przy wprowadzaniu do fancucha polipepty-
dowego aminokwaséw niebialkowych [Goodwin i in. 2012].

PODSUMOWANIE

W ostatnich latach mozna zaobserwowac znaczny wzrost wiedzy z zakresu biologicznej
aktywnosci biatek oraz peptydow, bedacych nieodtacznym sktadnikiem zywnosci spozy-
wanej przez ludzi oraz zwierzg¢ta. Biologicznie aktywne sktadniki wpisuja si¢ w szeroki
trend tzw. zywnosci funkcjonalnej czy nutraceutykdéw. Udowodniono mierzalny wptyw
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biopeptydow na kondycj¢ organizmu. Sa one w stanie oddziatywa¢ na uktad krwionosny,
nerwowy, pokarmowy oraz immunologiczny, niosac szereg wlasciwosci prozdrowotnych
dla jednostki. Pozyskiwanie biologicznie aktywnych biatek i peptydow in vitro stwa-
rza szereg mozliwosci wzbogacania codziennej diety ludzi oraz zwierzat w te sktadniki.
Zwigkszenie ich dostgpnosci w przemysle spozywczym znacznie utatwia produkcjg tzw.
zywnosci funkcjonalnej, czyli specjalnego przeznaczenia zywieniowego. Mozliwe jest
takze zastosowanie peptydéw aktywnych biologicznie jako biofarmaceutykow. Peptydy
charakteryzuja si¢ wigksza biodostgpnoscia w poréwnaniu z catymi tancuchami biatko-
wymi czy pojedynczymi aminokwasami. Wykazuja takze znacznie mniejsza lub catko-
wity brak alergennosci w porownaniu z biatkami natywnych [Sekhon 2010, Ratnaparkhi
iin. 2011, Danquah, Agyei 2012].

Wszystkie z metod otrzymywania biopeptydow, tradycyjna czy tez alternatywna, maja
zarowno zalety, jak i wady, dlatego tez brak jest uniwersalnej strategii, sprawdzajacej si¢
w przypadku otrzymywania dowolnego biopeptydu. Kazdorazowo proces taki wymaga
doktadnej analizy oraz przygotowania optymalnego uktadu doswiadczalnego. Wazne jest
takze okreslenie bezpieczenstwa stosowania w przypadku wykorzystania danego biatka
lub peptydu jako sktadnika zywnosci czy tez zwiazku terapeutycznego.
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ALTERNATIVE METHODS FOR THE BIOACTIVE PROTEINS
AND PEPTIDES PREPARATION

Abstract. Proteins are the main building components of all living organisms. They show
many different functions and may be a source of biologically active peptides which express
a positive impact on living organisms. One of the best sources of biopeptides is food, natu-
rally rich in protein. Common methods for obtaining biopeptides are often based on the
enzymatic hydrolysis of precursor protein, fractioning and purification of the hydrolysate.
The alternative approach is chemical synthesis and techniques based on the heterological
expression of peptides coding sequences. The expression is used for production peptides
with many different activities i.e. immunomodulating, antioxidant, antimicrobial, antihy-
pertensive and many others.

Key words: proteins, peptides, recombinant proteins, biopeptides, biological activity, het-
erologous expression, Escherichia coli
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