GIDA (2016) 41 (4): 275282 Derleme/ Review
doi: 10.15237/gida.GD16024

SUT PROTEINI KAYNAKLI ACE-INHIBITOR PEPTITLERI:
OLUSUMU, ETKi MEKANIZMASI ve BIYOYARARLILIKLARI
Ali Kogak, Tuba Sanlt*

Ankara Universitesi, Ziraat Fakdiltesi, Siit Teknolojisi Bolimii, Ankara

Gelis tarihi / Received: 12.02.2016
Diizeltilerek Gelis tarihi / Received in revised form: 28.03.2016
Kabul tarihi / Accepted: 30.03.2016

Ozet

Sut proteinleri, glinimiizde biyoaktif peptitlerin temel kaynagini olusturmaktadir. Biyoaktif peptitler,
ana protein sekansi icerisinde inaktif formda bulunmasina karsin, laktik asit bakterileri tarafindan stitiin
fermente edilmesi ve enzimatik hidroliz yoluyla aciga cikabilmektedir. 7 vivo ve in vitro ortamda en
cok calisilan biyoaktif peptit grubunu anjiyotensin-dontstiiriicti enzim (ACE) inhibit6ér peptitleri
olusturmaktadir. Bu fonksiyona sahip peptitlerden valin-prolin-prolin (VPP) ve izol6sin-prolin-prolin
(IPP) peptitleri en cok izole edilen biyoaktif peptitler arasinda yer almaktadir. Stit proteini kaynakls
peptitler, hipertansiyon tedavisinde ilaclar kadar etkili olmasa da, bu tip peptitler dogal ve yan etkisiz
alternatifler olarak goriilmektedir. Bu makalede, sit kaynakli antihipertansif peptitlerin yapilari,
olusumlart ve biyoyararliliklart hakkinda yapilan bazi calismalar tartisilmistir.

Anahtar kelimeler: Siit proteinleri, Antihipertansif peptitler, ACE, Siit Girtinleri

MILK PROTEINS DERIVED ACE-INHIBITORY PEPTIDES:
FORMATION, IMPACT MECHANISM and BIOAVAILABILITY

Abstract

Milk proteins are currently the main source of bioactive peptides which are inactive within the
sequence of native protein but can be released by proteolysis during milk fermentation with lactic acid
bacteria and by enzymatic hydrolysis. The most studied group of bioactive peptides in vivo and in vitro
up until now are angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitory peptides. The main peptides which
have been linked to this property are the tri peptides such as those having the amino acid sequence of
valin-prolin-prolin (VPP) and izolosin-prolin-prolin (IPP). The peptides derived from milk proteins are
not as potent as the drugs used for hypertension treatment, but hold a promise as safer and natural
therapeutic agents without any adverse effect. In this review, some studies related to with structure,
formation and bioavailability of milk derived antihypertensive peptides were discussed.
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GIRIS

Biyoaktif peptitler, viicut fonksiyonlart ve saglik
uzerinde pozitif etkileri olan spesifik protein
kisimlari olarak tanimlanmaktadir (1, 2). Ana
protein sekansi icinde inaktif durumda bulunan
bu peptitler (3), 6nciil proteinlerden sindirim
enzimleriyle enzimatik hidroliz, proteolitik starter
kultirler araciligiyla fermantasyon ve bitki ya da
mikroorganizma kaynakli enzimler araciligiyla
proteoliz sirasinda a¢iga ¢ikmaktadir (4-6). Ana
protein molekiiliinden aciga c¢ikan s6z konusu
peptitler (7), vicut icinde hormon benzeri
diizenleyici bilesen olarak gorev alabilmekte (8),
amino asit boyutu ve icerigine bagli olarak
vicutta antihipertansif, antioksidatif, opioid,
antimikrobiyel etki, bagisiklik sistemini diizenleme
gibi bircok biyolojik aktivite gosterebilmektedir
(8-10).

Biyoaktif peptitler icin 6bnemli bir kaynak olarak
gosterilen stit proteinleri bilim adamlart icin
yaygin bir arastirma konusu olmus ve yapilan
calismalarda stt ve st Urtinlerinde fizyolojik ve
biyolojik pek cok fonksiyona sahip biyoaktif
peptidin varlig1 tespit edilmistir (7, 11-14). Bunlar
arasinda; anjiyotensin-donustiriici  enzim
(ACE; EC 3.4.15.1) inhibitorleri olarak da bilinen
antihipertansif peptitler en fazla ¢alisma konusu
olanlardir (15).

Bircok ticari siit Girtintintin biyoaktif peptit icerdigi
bildirilmekte ve bu peptitlerin temel olarak starter
kultirler araciligtyla fermantasyon ve olgunlasma
islemleri sirasinda aciga ciktgt bilinmektedir (8).
Bazi tilkelerde, ACE-inhibitor peptitlerini iceren
bazi fonksiyonel gidalar orta derecede hipertansiyon
tedavisinde beslenmenin bir parcast olarak
onerilmektedir (16). Bu fonksiyonel gidalardan;
Evolus (Finlandiya), Calpis (Japonya), Casein
DP-Peptio (Japonya), Ameal S-120 (Japonya),
Danaten (Fransa) gibi ACE-inhibit6r peptitlerini
iceren ticari st urtinleri hipertansiyona ek ya da
alternatif tedavi yontemi olarak kullanilabilmektedir
(17). Bunlar arasinda Calpis ve Casein DP-Peptio,
Japonya’da "Saglik Icin Kullanilan Gidalar" (Food
for Specified Health Uses, FOSHU) listesinde yer
almaktadir (15).

ACE-INHIBITOR PEPTITLERININ ETKI
MEKANIZMASI

ACE, kan basincinin diizenlenmesinde 6onemli
rol oynayan renin-anjiyotensin sisteminde (RAS)
bulunan 6nemli bir enzim olarak tanimlanmaktadir

(18, 19). Vicutta akiskan dengesinin ve kan
basincinin diizenlenmesinde rol oynayan RAS,
proteolitik bir sistem olup, kardiyovasktiler sistemin
kontroltinde etkili olan ¢énemli metabolik yollardan
biridir (20, 21).

RASta, karacigerden sentezlenen anjiyotensinojen
proteini, bobrekten salgilanan renin enziminin
etkisiyle anjiyotensin-I'e donutstirilir. Anjiyotensin-I
ise akcigerlerde uretilen ACE tarafindan damar
daraltici  ozellige sahip anjiyotensin-II'ye
donustirtlmektedir (20, 22). Anjiyotensin II varligt
kan basincinin ylikselmesine neden olmakta ve
aldosteron salgillanmasini uyarmaktadir (23, 24).
Buna ek olarak, ACE; kallikrein-kinin sistemine
de katllarak bu sistemde yer alan ve damar
genisletici fonksiyonu olan bradikinini inhibe
etmektedir (21). Sonug olarak, ACE-inhibitorleriyle
anjiyotensin I olusumunun engellenmesi,
damarlarin daralmasimi 6nleyerek kan basincinin
diismesini saglar (25). Bu nedenle ACE inhibisyon
aktivitesi, hipertansiyon tedavisinde yararl bir
metot olarak gorilmektedir (16, 26).

Dinya genelinde yaygin bir rahatsizlik olan
hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastaliklarla
baglantili olan, kontrol edilebilir bir risk faktoridar
(15). Captopril, enalapril, alacepril, lisinopril gibi
ACE inhibisyonu saglayan bircok ila¢ hipertansiyon
tedavisinde kullanilmaktadir (27). Ancak, bu tir
sentetik inhibitorlerin kronik kuru oksuruk,
hipotansiyon, deri doktntileri, bobrek
fonksiyonunda bozulmalar gibi bircok yan
etkileri oldugu bildirilmektedir (15). Hipertansiyon
tedavisinde gida proteini kaynakli dogal ACE-
inhibitor peptitlerinin  kullanimi, yan etkileri
olmadig icin daha glivenli bir alternatif olarak
gortlmektedir (15, 28). Bununla birlikte; dogal
kaynakli biyoaktif peptitlerin genellikle sentetik
benzerlerine gore daha yiiksek konsantrasyonlarda
aktivite gosterdigi bildirilmekte ve bu peptitleri
iceren fonksiyonel gidalarin, hastaligin tedavisinden
ziyade hastaligi onleme amaciyla kullanilmasi
onerilmektedir (17). Baz1 sentetik ve stt kaynakl
ACE-inhibitor peptitlerinin %50 ACE inhibisyonu
saglamak icin gereken peptit konsantrasyonunu
ifade eden IC50 degerleri Cizelge 1'de verilmistir.

Sit proteinlerinin  proteolitik starter kultirler
kullanilarak hidrolizi, biyoaktif peptitlerin aciga
ctkmasinda genis Olctiide kullanilan bir tekniktir.
Bu sayede ACE-inhibitor peptitlerini iceren
fermente sttler, tibbi gidalarin gelistirilmesinde
onemli bir ara¢ haline gelmistir (28).



Cizelge 1. Bazi sit kaynakli ve sentetik ACE-inhibitérlerinin ICsq degerleri

Peptit Sekansi Peptit Bolgesi ICsq Degeri (pmol) Kaynak
VPP B-Kazein f(84-86) 9 (29)
IPP B-Kazein (74-76) 5 (29)
RYLGY agi-Kazein £(90-94) 0.71 (30)
AYFYPEL agq-Kazein f(143-149) 6.58 (30)
LHLPLP B-Kazein f(133-138) 55 (31)
Captopril Sentetik ACE-inhibitérti 0.022 (32)
YLAHK a-laktoalbumin f(104-108) ND* (33)
LQKW B-laktoglobulin f(58-61) 3.5 (33)
LLF B-laktoglobulin f(103-105) 82.4 (33)

*ND: Not Detected

SUT PROTEINI KAYNAKLI ACE-INHIBITOR
PEPTITLERI

Kazeinin hidrolizi ile a¢iga cikan kazokininler ve
serum proteinlerinden  a-laktoalbumin ve
B-laktoglobulinin hidrolizi sonucunda meydana
gelen laktokininler ACE-inhibisyon aktivitesi
gosterebilmektedir (Cizelge 2) (19, 27). Kazein
hidrolizatlarinin serum proteini hidrolizatlarina gore
daha yiiksek ACE inhibisyon aktivitesi gosterdiklerinin
bilinmesine karsin, B-laktoglobiilin’den aciga cikan
Ala-Leu-Pro-Met-His-Ile-Arg gibi serum proteini
kaynakli bazi peptitler de yliksek antihipertansif
etki gosterebilmektedir (9). Hipertansif farelerle
yapilan bir calismada, B-laktoglobiilin’den izole
edilen ve "B-laktosin B" f(142-145) olarak
adlandirilan bir peptidin farelere oral yolla
verildiginde, dnemli dlctide antihipertansif aktivite
gosterdigi tespit edilmistir (34).

ACE-inhibitor peptitlerininin inhibisyon aktiviteleri
temelde spesifik C-terminali sekansiyla belirlenir.
C-terminalinin  inhibitor peptitlerin  ACE’ye
baglanmasi icin gerekli olan bolge oldugu (25)
ve enzimin C-terminalinde hidrofobik aminoasit
bulunan peptitleri substrat olarak tercih ettigi
bildirilmektedir (36). Bundan dolayi, C-terminalinde
Arg, Trp, Tyr, Phe, Lys veya Pro bulunan peptitler
ACE’ye baglanma ihtimali ytiksek, inhibitor etkili

Cizelge 2. Sit proteinlerinden agiga ¢ikan ACE-inhibitdr peptitleri

peptitlerdir (25, 37). Ayrica, molekuler aguligin
da ACE inhibisyon etkisinde 6nemli bir 6zellik
oldugu ve genel olarak ACE-inhibitor peptitlerinin
hidrofobik aminoasit iceren kisa zincirli,
disiik molekul agirligina sahip peptitler oldugu
bildirilmektedir (17).

Siit kaynakli ACE-inhibitor peptitleri arasinda
VPP [B-CN f(84-86)] ve IPP [B-CN f(74-76)] en ¢ok
calisilan peptitlerdir (25). Bu peptitler, FDA
(Food and Drug Administration) tarafindan
GRAS (Generally Recognized As Safe) statiisine
alinmis ve gidalarda tansiyon dustrticti fonksiyonel
bilesen olarak kullanilmasina onay verilmistir
(38). Hipertansif hastalar tizerinde yapilan klinik
calismalarda, VPP ve IPP peptitlerini iceren
fermente sutin ginlik 150 mL tiketilmesi
sonucunda kan basincinda 1.5-10 mmHg arasinda
bir dists saglandigi gorilmustir (39). Hafif
hipertansiyonlu hastalarla yapilan bir baska
calismada; 4 hafta boyunca giinlik 95 mL VPP ve
IPP iceren Calpis icecegi tiiketen hastalarin sistolik
kan basincinda 9.4+3.6 mmHg diisiis oldugu
gozlemlenmistir (40).

Yapilan arastirmalarda, VPP ve IPP peptitlerinin
Asya kokenli hastalarda kan basincini Kafkas
kokenli hastalara gore daha fazla distrdiugu
belirlenmistir. Buna ek olarak, Danimarkali ve

Peptit Bolgesi Peptit Sekansi  Kan Basincinda Elde edilisi Kaynak
Dasus (mmHg)
B-CN f(74-76) IPP -28.3 Lb. helveticus ve S. cerevisiae ile fermantasyon (29)
3-CN f(84-86) VPP -32.1 Lb. helveticus ve S. cerevisiae ile fermantasyon (29)
3-CN f(133-138) LHLPLP -21.9 E. faecalis ile fermantasyon (31)
B-CN f(133-139) LHLPLPL -7.7 E. faecalis ile fermantasyon (31)
ag1-CN f(90-94) RYLGY -25 Pepsin ile hidroliz (30)
ag1-CN f(143-149) AYFYPEL =21 Pepsin ile hidroliz (30)
B-Lg f(58-61) LQKW -18.1 Termolisin ile hidroliz (35)
B-Lg f(103—-105) LLF =~—20 Termolisin ile hidroliz (35)

CN: Kazein Lg:Laktoglobilin Lb:Lactobacillus E: Enterococcus S: Saccharomyces
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Flemenk hastalarda VPP ve IPP iceren fermente
stit tiketmeleri sonucu kan basincinda herhangi
bir etki gbzlemlenmedigi tespit edilmistir. Sonuclar
genetik 6zelliklerin ve beslenme davranislarinin
VPP ve IPP peptitlerinin antihipertansif etkileri
uzerinde 6nemli rolt olabilecegini gostermektedir
(41, 42).

SUT URUNLERINDE ACE-INHIiBiTOR PEPTITLERI
Stt proteinlerinden ACE-inhibitor aktivitesine sahip
peptitlerin a¢iga ¢ikmasinda enzimatik hidroliz
en yaygin kullanilan metotdur (43). Biyoaktif
peptitlerin enzimatik yolla elde edilisinde; tripsin,
pepsin ve kimotripsin gibi pankreatik enzimler
etkilidirler (7, 18, 37). Tripsin’in in vitro kosullarda
en etkili pankreatik enzim oldugu bilinmekle
birlikte, farkli IC50 degerine sahip ACE-inhibitor
peptitlerinin, a-laktalbumin ve B-laktoglobiilin
fraksiyonlarinin pepsin, tripsin, kimotripsin,
pankreatin, elastaz ve karboksipeptidaz
kombinasyonlartyla hidrolizi sonucu da tretilebildigi
bildirilmektedir (43).

Fermente st tUrlnlerin tretiminde kullanilan
proteolitik aktiviteye sahip cesitli starter kulttr
bakterileri, biyoaktif peptitlerin olusumunda
onemli rol oynamaktadir (8, 18, 24, 43). Bu grubun
buiytik bir kismini olusturan laktik asit bakterileri
dogada ve aynt zamanda insanin sindirim
sisteminde bulunup, biyoaktif peptitlerin tiretiminde
etkilidirler (44). Yogurt, kefir gibi fermente st
urinlerinden aciga cikan bircok ACE-inhibitor
peptidi tanimlanmustir (45-47).

Fermente sut Urlnlerinin tretiminde kullanilan
Lb. belveticus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus,
Str. thermophilus, Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis
subsp. cremoris, Lc. lactis subsp. diacetylactis
(37), Lb. casei, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus ve
Lb. acidophilusun (15, 48) cesitli suslarinin st
proteinlerinden ACE-inhibitor peptitlerin olusumunu
sagladigt bildirilmektedir (Cizelge 3). Bununla birlikte;

diger laktik asit bakterileriyle karsilastirildiginda
Lb. belveticus yiksek proteolitik aktiviteye sahip
oldugundan daha yiiksek ACE-inhibitor aktiviteli
urlin elde etmek icin tercih edilen mikroorganizma
olmaktadir (48).

Peynir, stit Grtinleri arasinda biyoaktif peptitlerce
zengin bir kaynak olarak goriilmektedir. Bu durum,
peynirin olgunlasmasi stiresince gerceklesen
proteolitik aktiviteyle iliskilendirilmektedir (8).
Bununla birlikte, stite uygulanan sil islem normu,
kullanilan starter kultiir, olgunlasma stiresi ve
olgunlasma kosullar1 peynirde bu peptitlerin
konsantrasyonunu etkileyen temel faktorlerdir (51).
Peynirde biyoaktif peptit konsantrasyonunun
peynirin olgunlasma derecesine bagli oldugu
bildirilmektedir (7, 9). Yapilan calismalar, orta
derecede olgunlastirilmis peynirlerin en yiiksek
ACE-inhibitor  aktivitesine sahip oldugunu
gostermektedir (52). Orta derecede olgunlastirilimis
Gouda peynirinde ACE-inhibitor aktivitesinin,
daha uzun stire olgunlastirilmis Gouda peynirinin
2 kat1 oldugu belirlenmistir (43).

Uzun stren olgunlasma periyodunda olusan
peptitlerin yapilarinin bozuldugu ve ACE inhibisyon
aktivitesinin etkilendigi belirlenmistir (53). Yapilan
bir calismada 6 ay olgunlastirilmis Parmesan
peynirinden izole edilen o -kazein kaynakl
antihipertansif peptidin, 15 ay olgunlastirilmis
Parmesan’da bulunmadigi gorilmustir (43).
ACE-inhibitor peptitlerin varligmna iliskin yapilan
bir baska calismada, cesitli starter kilttirlerle
uretilen Manchego peynirinde ACE-inhibitor
aktivitesinin, olgunlasmanin ilk 4 ayinda dusik
oldugu, 8. ayda maksimum seviyeye geldigi ve
olgunlasma stiresi 12 aya ulastiginda ise tekrar
diisus gosterdigi tespit edilmistir (49).

Sonu¢ olarak, peynirde biyoaktif peptit
konsantrasyonu ve ACE-inhibitor etkisinin
peynirin olgunlasmastyla artig gosterdigi (18), ancak;

Cizelge 3. Sut proteinlerinden ACE-inhibitdr peptitlerini agiga cikaran bazi mikroorganizmalar

Kullanilan Mikroorganizmalar Oncitil Protein Peptit Sekansi Kaynak
Lb. helveticus B-CN, «-CN VPP, IPP (29)
S. cerevisiae

Lc. lactis subsp. lactis ve

Leu. mesenteroides subsp. dextranicum 051-CN, B-CN VRGPFP, VVAPFPE, VPSERYL (49)
Str. thermophilus ve Lb. delbrueckii subsp. B-Lg ALPMHIR, IDALNENK, IIVTQTMK (50)
bulgaricus

Lb. delbrueckii subsp. lactis CRL 581 B-CN IPP, LGPVRGPFP, QEPVLGPVRGPFP (23)
Kluyveromyces marxianus Z17 05¢-CN, k-CN LRFF, VLSRYP (28)

Lb:Lactobacillus S: Saccharomyces Lc:Lactococcus Leu:Leuconostoc Str: Streptococcus



Cizelge 4. Bazi peynir gesitlerinden tanimlanan ACE-inhibitér peptitleri

Peynir Gesidi Peptit igerigi Kaynak
Manchego VRYL, KKYNVPQL, IPL (54)
Tilsit VPP, IPP (51)
Emmental VPP, IPP (51)
Gorgonzola VPP, IPP, AYFYPEL, LHLPLP (25)
Cheddar VPP, IPP, RYLGY, AYFYPEL, RPKHPI (25, 55)
Gouda RPKHPIKHQ, YPFPGPIPN (41)

proteoliz belirli bir seviyeyi gectikten sonra aktif
peptit kistmlarinin yapisinin bozularak inaktif
forma dontismesi sonucunda azalmaya basladigt
bildirilmektedir (7).

Peynirin olgunlasmast sirasinda probiyotik starter
kultiirlerin de ACE-inhibitor aktivitesini arttirdigi
gorilmustir (19). Yapilan calismalarda probiyotik
kultir (Lb. casei 279 ve Lb. casei LAFTI® 1206)
ilavesinin 4°C’de olgunlasan peynirin ACE-inhibitor
aktivitesini onemli diizeyde arttirdigr belirlenmistir
(55). Cizelge 4’te bazi peynir cesitlerinden izole
edilen ACE-inhibitor peptitleri verilmistir.
ACE-INHIBITOR PEPTITLERININ
BIYOYARARLILIGI

Mide-bagirsak biyoaktif peptitlerin
bozulmasina ya da inaktif 6nctillerinden aktif
kisimlarin olusumuna yol acgabilir (25). Peptidaz
aktivitesine karst diren¢, ACE-inhibitor peptitlerin
oral yolla almmi sirasinda antihipertansif etki
gosterebilmesi icin bir 6n sart olarak goriilmektedir
(27, 36). Bu peptitlerin oral yolla alimindan sonra
antihipertansif etki gosterebilmesi icin aktif
peptitlerin bagirsaktan yapist bozulmamis sekilde
emilmesi gerekmekte ve hedef bolgelere
ulasabilmesi icin plazma peptidazlarina kars:
direnc¢ gostermesi beklenmektedir (2, 18).
Yapilan c¢alismalarda  ACE-inhibitor  peptit
aktivitesinin mide-bagirsak sindiriminden ciddi
bir sekilde etkilenmedigi gorilmustir (54).
Hipertansif farelerle yapilan bir calismada, VPP
ve IPP peptitlerini iceren fermente siitiin fareler
tarafindan oral yolla aldiktan sonra karin ana
atardamarlarinda bu peptitlerin belirlenmis olmast
bu durumu desteklemektedir (56).

sindirimi,

Yapilan bir baska calismada, ACE-inhibitor
aktivitesine sahip ticari fermente siit ve peynir
orneklerinin, pepsin ve korolaz PP enzimleri ile
mide-bagirsak sindiriminden sonra ACE-inhibitor
aktivitelerinin stabil kaldigi ya da artug:
goralmustir (57).

Bircok ACE-inhibitor peptidinin #72 vitro kosullarda
aktivite gostermesine ragmen bazilarinin oral
yolla alindiktan sonra ayni aktiviteyi gostermedigi
bilinmektedir (24). Ornegin; a,,-kazeinden aciga
cikan peptit f (23-27) in wvitro ortamda etkili
bir ACE-inhibitorti iken, in wvivo kosullarda
antihipertansif etki gostermemektedir (36).

SONUC

Stt proteinleri kaynakli ACE-inhibitor peptitlerin
bilimsel acidan genis caplt bir ilgi alant olusturdugu
bilinmektedir. Bu peptitlerin antihipertansif etkileri,
insanlar ve hayvanlar tzerinde yapilan bircok
calismayla incelenmistir. Ancak, bu alanda hala
kesfedilmeyi bekleyen bircok nokta bulunmaktadir.
Antihipertansif peptitlerin, saglik lzerindeki
pozitif etkilerinden dolay1 yakin gelecekte bircok
fonksiyonel gidanin temel ham maddelerinden
biri haline gelecegi 6ngorilmektedir. Bunun
yaninda, bu peptitlerin hipertansiyon tedavisinde
ilaclar kadar etkili olmadig: bilindiginden,
antihipertansif peptitler genellikle gtinlik diyette
bulunmasi gerekli fonksiyonel bilesenler olarak
kabul edilmektedir.
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