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Streszczenie

Dwa peptydy opioidowe pochodzenia naturalnego, ktére wykazuja wysokie powinowactwo i wy-
bidrczo$¢ w stosunku do receptora opioidowego typu §, rubiskolina-5 i -6, zostaly wyizolowane
ze szpinaku w 2001 r. Ich prekursorem jest karboksylaza/oksygenaza rybulozo-1,5-bisfosforanu
[EC 4.1.1.39 (RuBisCO)], ktéra poddana degradacji pepsyna, uwalnia te sekwencje. Najwazniejsza
zaletg rubiskolin jest ich biodostepno$¢. Oba peptydy wykazaly dziatanie przeciwbdlowe nie tylko
po podaniu dokomorowym, ale réwniez doustnym. Ponadto rubiskolina-6 usprawnita konsoli-
dacje pamieci, wplywajac na proces uczenia sie i zapamietywania oraz dziatata przeciwlekowo.
U zwierzat poddanych procedurze stresu ostrego rubiskolina-6 dziatata przeciwdepresyjnie.
Istotny jest réwniez wplyw tego peptydu na regulacje przyjmowania pokarmu, czyli pobudzanie
taknienia przy spozyciu zbilansowanych positkéw i jego hamowanie w przypadku stosowania
diety wysokottuszczowej. W artykule podsumowano wiadomo$ci dotyczace rubiskolin oraz bada-
nia z zakresu struktura-aktywnos¢ dla otrzymanych analogéw. Naturalnie wystepujace opioidy,
takie jak rubiskoliny, moga stuzy¢ jako pierwowzér nowych lekéw lub zywnosci funkcjonalne;.

RuBisCo - peptydy opioidowe « receptory opioidowe « synteza peptydéw - ligandy receptora
opioidowego typu &

Keywords:

Summary

Two food-derived opioid peptides with high 3-opioid receptor affinity and selectivity, rubisco-
lin-5 and rubiscolin-6, were isolated from spinach leaves in 2001. Ribulose 1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase [EC 4.1.1.39 (RuBisCO)], digested by pepsin, is known as a precursor
for them. The most important advantage of rubiscolins is their oral bioavailability. Both
peptides produced analgesia not only after intracerebroventricular administration, but also
orally. Moreover, rubiscolin-6 enhanced memory consolidation, influenced the processes of
learning and memory, and reduced anxiety. In an animal model of acute stress, rubiscolin-6
induced an antidepressive-like effect. Moreover, this peptide regulated food intake, stimulated
appetite in mice fed a balanced diet and suppressed food intake in case of high-fat diet. This
review summarizes various biological activities of rubiscolins and recent developments on
the structure-activity relationship of rubiscolin analogs, aimed at improving their pharma-
cological properties. Naturally occurring opioids, such as rubiscolins, can serve as the basis
of new therapeutics or functional foods.

RuBisCo - opioid peptides - opioid receptors - peptide synthesis - 8-opioid receptor ligands

*Praca byta finansowana ze srodkéw Uniwersytetu Medycznego w Lodzi: 502-03/1-156-02/502-14-324-17.

94

® Postepy Hig Med Dosw (online), 2020; 74



Sobolczyk M, Perlikowska R. — Rubiskoliny- biologicznie aktywne...

GICID | 01.3001.0014.1413
DOI: 10.5604/01.3001.0014.1413
Word count: | 3434
Tables: | 1
Figures: | 6
References: | 22
Adres autorki: dr hab. n. med. Renata Perlikowska, Zaktad Chemii Biomolekularnej, Wydziat Lekarski, Uniwersytet
Medyczny w todzi, ul. Mazowiecka 6/8, 92-215 £6dz; e-mail: renata.perlikowska@umed.lodz.pl
Wykaz skrotow: ~ AMPK - kinaza biatkowa aktywowana przez AMP (AMP-activated protein kinase); BD1047 - se-

lektywny antagonista receptora o1; BMY 14802 - antagonista receptora o1 i agonista receptora
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-Gly-MePhe-Gly-ol; ddY — nazwa szczepu myszy, pochodzaca od wielkich liter Deutschland,
Denken i Yoken; DHEA - dehydroepiandrosteron (dehydroepiandrosterone); DPDPE — agonista
receptoréw opioidowych §, Tyr-c(D-Pen-Gly-Phe-D-Pen); GLUT4 - transporter glukozy typu
4 (glucose transporter type 4); GPI - test na izolowanych wycinkach jelita cienkiego swinki
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dokomorowe (intracerebroventricular); ip — podanie dootrzewnowe (intraperitoneal); LMA
- test mierzacy aktywnos¢ ruchowa (locomotor activity); L-PGDS - syntaza typu lipokaliny-
-prostaglandyny D2 (lipocalin-type prostaglandin D synthase); MC - melanokortyna (melano-
cortin); MC, - receptor melanokortyny 4 (melanocortin-4 receptor); MVD - test na izolowanych
nasieniowodach myszy (Mouse vas deferens); NTI — antagonista receptoréw opioidowych §,
naltrindol; NPY — neuropeptyd Y (neuropeptide Y); OUN - osrodkowy uktad nerwowy; pAMPK
- ufosforylowana kinaza zalezna od AMP (phosphorylation of AMPK); PGD, - prostaglandyna
D, (prostaglandin D,); PLC - fosfolipaza C (phospholipase C); QSAR - ilosciowa analiza zalez-
nosci miedzy strukturg a aktywnoscia (quantitative structure—activity relationship); RuBisCO
- karboksylaza/oksygenaza rybulozo-1,5-bisfosforanu, EC 4.1.1.39 (ribulose-1,5 bisphosphate
carboxylase/oxygenase); sc — wstrzykniecie podskoérne (subcutaneous); SCH23390 - antagonista
receptora dopaminowego D; STZ - streptozotocyng (streptozotocin); TEWL - transepidermalna
utrata wody (transepidermal water loss); TST - test podwieszania za ogon (tail-suspension test);
Tyr-MIF-1 - Tyr-Pro-Leu-Gly-NH_; Tyr-W-MIF-1 - Tyr-Pro-Trp-Gly-NH,,.

WSTEP

Receptory opioidowe typu u, 8, i k s3 wyspecjalizowa-
nymi transblonowymi strukturami biatkowymi, sprzezo-
nymi z biatkiem G, umiejscowionymi przede wszystkim
w OUN, ale réwniez w tkankach obwodowych, gtéw-
nie w przewodzie pokarmowym, sercu czy nerkach [6].
Posrednicza w wigzaniu ligandéw, ktérymi sg peptydy
opioidowe, z uktadem efektorowym. Peptydy opio-
idowe charakteryzuja sie krétka sekwencjg aminokwa-
séw, na$laduja dzialanie opiatéw w mézgu i odgrywaja
krytyczna role w wielu procesach biologicznych, w tym
w analgezji, sterowaniu procesami oddechowymi
i pokarmowymi, wywotywaniu stanéw euforii, apatii
czy sennoéci. Do grupy endogennych peptyddw opioido-
wych umiejscowionych w komdérkach uktadu nerwowego
i tkankach obwodowych, uwalnianych jako produkty
proteolitycznej degradacji odpowiednich prekursoréw,
zalicza sie: enkefaliny, B-endorfine, dynorfiny, endomor-
finy i nocyceptyne/orfanine [7, 18]. Wyodrebnia sie réw-

niez grupe peptydéw wyizolowanych zaréwno z mézgu
(Tyr-MIF-1 i Tyr-W-MIF-1) i réznych ptynéw ustrojo-
wych ssakéw (B-kazomorfiny, hemorfiny), skéry ptazéw
(dermorfina, dermenkefalina, deltorfiny I i 11), jak i bia-
tek pochodzenia roslinnego (egzorfiny glutenowe, ory-
zatensyna, rubiskoliny) [22].

Uwzgledniajac to, ze tradycyjne opiaty, czy tez inne sub-
stancje dziatajace przez receptory opioidowe, oprécz
dziatania terapeutycznego, wykazujg wiele dziatai nie-
pozadanych, takich jak: uzaleznienie, depresja odde-
chowa czy uporczywe zaparcia, poszukuje sie wciaz
nowych zrédet bioaktywnych peptydéw mogacych
oddziatywa¢d z odpowiednimi receptorami i regulowaé
ich funkcje. Wiele wskazuje na to, ze niektére biolo-
gicznie aktywne peptydy uwalniane z biatek zywnosci,
moga by¢ bezpieczne i znajda zastosowanie w profilak-
tyce lub nawet terapii wielu chordb. Jednym z przykta-
déw jest enzym odpowiedzialny za przebieg fotosyntezy
i fotooddychania, RuBisCO [EC 4.1.1.39], jedno z bardziej
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rozpowszechnionych biatek wystepujacych u wiekszosci
organizmdéw autotroficznych, od prokariontéw (bakte-
rie fotosyntetyczne i chemoautotroficzne, cyjanobak-
terie i archeony) do eukariontéw (rézne glony i roliny
wyzsze) [1, 18]. RuBisCo to 30-50% wszystkich rozpusz-
czalnych biatek wystepujacych w li$ciach roslin, co
dowodzi jego znaczgcej roli w ich metabolizmie i zara-
zem czyni z niego biatko najbardziej popularne na Ziemi.
Ze wzgledu na charakterystyczng kompozycje niezbed-
nych aminokwaséw [13] RuBisCo stato sie przedmiotem
réznych badan, dotyczacych jego whasciwosci i mozliwo-
$ci zastosowania. Przeprowadzenie degradacji enzyma-
tycznej na biatku RuBisCO pochodzacym z lisci szpinaku,
umozliwito odkrycie i zidentyfikowanie dwéch bioak-
tywnych peptydéw. Rubiskoliny, po raz pierwszy opisali
Yang i wsp. w 2001 r., jako zwiazki selektywne wzgledem
receptora opioidowego & [21]. Charakteryzujg sie naste-
pujaca sekwencja: rubiskolina-5 (Tyr-Pro-Leu-Asp-Leu,
YPLDL) i rubiskolina-6 (Tyr-Pro-Leu-Asp-Leu-Phe, YPL-
DLF, znana jako rubixyl) (ryc. 1).

/@)»Q*@ ol

COOH

rubiskolina-5

COOH

G

HO L
rubiskolina-6

Ryc. 1. Struktura rubiskolin

Wstepne badania nad rubiskolinami wykazaty, ze zwiazki
te dziataja przeciwbdlowo, zaréwno po podaniu icv, jak
i doustnie, przy czym bardziej odporna na degradacje
proteolityczna rubiskolina-6 jest aktywniejszym pepty-
dem. W ostatnich latach pojawity sie nowe doniesienia
dotyczace badari nad tym 6-aminokwasowym peptydem,
potwierdzajace jego korzystny profil farmakologiczny
i potencjalne mozliwo$ci zastosowania (ryc. 2).

CHARAKTERYSTYKA RUBISKOLIN

Struktura rubiskolin

Struktura rubiskolin rézni sie od innych tradycyjnych
peptydéw opioidowych, dlatego mozna je uznaé za ,,aty-
powe” opioidy, z zachowana tylko N-koricowa reszta
Tyr [8]. Wprawdzie wystepowanie Pro w pozycji 2 i ami-
nokwasu alifatycznego (Leu) w pozycji 3 wydaje sie mini-
malnym wymogiem do pelnej aktywnosci opioidowe;j.
Obecno$¢ Pro w sekwencji ogranicza znacznie liczbe
enzyméw, zdolnych do trawienia peptydéw. Prolina,
o cyklicznej budowie, jest szczegdlnym aminokwasem.
Jej obecnosé w taricuchu peptydowym powoduje zmiane
kierunku tego taicucha oraz izomeryzacje cis-trans wia-
zania peptydowego z poprzedzajgcym aminokwasem, co
utrudnia dostep enzymdw proteolitycznych. Reszta Pro
nadaje stabilno$¢ wobec wiekszo$ci proteaz i powoduje,
ze rubiskolina-6 jest aktywna po podaniu doustnym [20].
Przeprowadzone badania zalezno$ci miedzy strukturg
a aktywnoscia rubiskolin wykazaly powinowactwo i selek-
tywno$¢ do receptora opioidowego & w tescie wzglednego
powinowactwa w obecnosci [*H][1le>¢]-deltorfiny oraz
w te$cie na wyizolowanych tkankach zwierzecych [21].

Aktywnos¢ biologiczna rubiskolin

W celu okre$lenia aktywnosci biologicznej in vitro, rubi-
skoliny przebadano dwoma najczeéciej stosowanymi
testami umozliwiajacymi okre$lenie wzglednego powi-
nowactwa do receptoréw opioidowych: w tescie na
izolowanych tkankach zwierzecych i w badaniu recep-
torowym z wykorzystaniem preparatéw blonowych [21].
Test funkcjonalny na izolowanych tkankach zwierzecych
peptyddéw opioidowych przeprowadza sie na wycinkach
jelita cienkiego $winki morskiej (GPI), w ktérym wyste-
puje duza liczba receptoréw u i k oraz na izolowanych
nasieniowodach myszy (MVD), charakteryzujacych sie
duza liczba receptoréw 8. Uzyskane w testach funk-
cjonalnych wyniki dla rubiskolin, byly zgodne z powi-
nowactwem okre$lonym w badaniach receptorowych
z uzyciem preparatéw btonowych z mézgu szczura lub
linii komdrek chomiczych CHO oraz znakowanych izo-
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Ryc. 2. Whasciwosci biologiczne rubiskoliny-6
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topowo ligandéw: [*H]-DAMGO receptora y, [*H][Ile>¢]-
-deltorfiny-2 receptora §, oraz [*H]-DPDPE receptora §,.
W tabeli 1 przedstawiono rezultaty badari wzglednego
powinowactwa i selektywnosci rubiskolin wobec recepto-
réw opioidowych y i & [21]. Rubiskolina-6 dziatata prawie
péttora razy silniej w te$cie GPI i okoto dwa razy silniej
w tescie MVD niz rubiskolina-5. Jej selektywnos¢ wzgle-
dem receptora § byta réwniez wieksza. Ponadto powino-
wactwo rubiskoliny-6 do receptora opioidowego x byto
znikome [5]. Badania receptorowe z uzyciem preparatéw
btonowych z mézgu szczura i komérek CHO potwierdzity,
ze rubiskoliny sg ligandami receptoréw opioidowych 8.

Niedawne doniesienia Cassell i wsp., wskazuja, ze rubi-
skoliny sg wybidrczymi ligandami aktywujacymi recep-
tory sprzezone z biatkiem G, z niewielkim udziatem
biatka B-arestyny [3], co wydaje sie korzystne z punktu
widzenia ograniczenia dziatati niepozagdanych, wywo-
tanych przez opioidy. Badania przeprowadzone na
myszach pozbawionych genu kodujgcego p-arestyne 2
ujawnily, ze dziatania niepozadane podawania opioidéw
moga wynika¢ z zaangazowania biatka B-arestyny 2 [19].
Obserwacje te zainicjowaly poszukiwania zwigzkdw,
ktére aktywuja wytacznie receptory sprzezone z biat-
kiem G, bez wlgczenia szlaku B-arestyny.

AKTYWNOSC IN VIVO

Przeciwbolowe wlasciwosci rubiskolin

W celu okreslenia wtasciwosci przeciwbdlowych, przepro-
wadzono test behawioralny ,,rzucania” ogona (tail pinch)
na myszach, po podaniu icv lub obwodowym (doust-
nie) [21]. Dziatanie przeciwbSlowe rubiskolin zalezato od
dawki. Po podaniu icv rubiskolina-6 byta aktywniejsza
przy nizszych dawkach niz rubiskolina-5, odpowiednio 1
nmol/zwierze i 3 nmol/zwierze (minimalna dawka). Naj-
silniejsza odpowiedz byta po 10 min od iniekji rubisko-
liny-6, natomiast czas dziatania wynosit okoto 30 min. Oba
peptydy mialy réwniez dziatanie przeciwbSlowe po poda-
niu doustnym (minimalna dawka 100 mg/kg), przy czym
rubiskolina-6 dziatala silniej. Dziatanie przeciwbélowe
rubiskoliny-6 po podaniu icv w dawce 35 nmol/zwierze

Tabela 1. Powinowactwo rubiskolin do receptoréw opioidowych, na podstawie [21]

byto hamowane przez jednoczesne podanie antagonisty
opioidowego &, NTI w dawce 1 mg/zwierze (sc), co $wiad-
czyto o udziale receptoréw & w przekazywaniu dziatania
analgetycznego badanego peptydu.

WPLYW RUBISKOLIN NA PROCESY UCZENIA SIE
| ZAPAMIETYWANIA

W celu okreslenia wptywu rubiskolin na mechanizmy
uczenia sie i zapamietywania przeprowadzono test
biernego unikania (passive avoidance test) na myszach
szczepu ddY, dla dawek nizszych niz te wywolujgce dzia-
tanie przeciwbélowe (10 nmol/zwierze) [20]. Poprawe
konsolidacji pamieci zaobserwowano tylko w przypadku
rubiskoliny-6, dla ktérej wykres zalezno$ci dawka-efekt
miat ksztatt dzwonowy, a maksymalna odpowiedz doty-
czyta dawki 3 nmol/zwierze po podaniu icv oraz dawki
100 mg/kg po podaniu doustnym. Rubiskolina-5 nie
miata zZadnego dzialania, mimo zwiekszenia dawek do:
10 nmol/zwierze (icv) i 300 mg/kg (doustnie), co mogto
wynika¢ z jej nizszej selektywno$ci wobec receptora opio-
idowego & [21]. Zdolno$¢ rubiskoliny-6 do konsolidacji
pamieci zostata zahamowana przez podanie NTI w dawce
1 mg/zwierze (sc), co $wiadczylo o udziale receptoréw
8 w przekazywaniu dziatania stymulujgcego procesy
uczenia sie i zapamietywania. Inna hipoteza dotyczaca
wplywu na konsolidacje pamieci wynikajaca z badari nad
aktywno$cia przeciwlekows, zaktada udziat endogennych
ligandéw receptora o, takich jak DHEA, ktérych poziom
zalezy od aktywacji receptoréw opioidowych §, a nastep-
nie receptordw serotoninowych i dopaminowych [22].

Dzialanie przcciwlqkowe

Hirata i wsp. badali potencjalny efekt przeciwlekowy
rubiskoliny-6 w zwierzecym modelu leku, bazujacym na
naturalnej awersji gryzoni do eksplorowania podwyz-
szonych i otwartych przestrzeni: w tescie podniesionego
labiryntu krzyzowego (elevated-plus maze) u myszy
ddy [5]. Rubiskolina-6 byta aktywna w dawce 10 mg/kg
po podaniu ip, aczkolwiek wieksza dawka (30 mg/kg) nie
wplyneta na zmiane czasu i liczby wizyt na otwartych
ramionach labiryntu (brak dzialania przeciwlekowego).

Aktywnos¢ opioidowa’

Powinowactwo do receptora’

. GPI/
Peptyd Sekwengja MVD
GPI MVD w 62" 8¢
Rubiskolina-5 Tyr-Pro-Leu-Asp-Leu 111071 51,0+6,6 21,8 1085 + 165 2.09+0,06 1,97 +0,30
Rubiskolina-6 Tyr-Pro-Leu-Asp-Leu-Phe 748 + 207 244436 30,7 >2000 0,93 +0,04 0,90 +0,29

"Wyrazone jako IC; + SEM [uM]; warto$¢ IC,; to potowa maksymalnego stezenia hamujacego.
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aWypieranie [*H]DAMGO.
bWypieranie [*H][lle>¢]deltorfiny-2.
“Wypieranie [*H]DPDPE.
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Peptyd ten podawany doustnie w dawce 100 mg/kg
réwniez wykazat efekt przeciwlekowy. Nie zaobserwo-
wano wptywu na aktywno$¢ lokomotoryczng, poniewaz
nie ulegta zmianie catkowita liczba wizyt na otwartych
i zamknietych ramionach labiryntu w ciaggu 5 minut.

Zaburzenia aktywnosci uktadu opioidowego i dopami-
nergicznego wplywaja na pojawienie sie niekorzyst-
nych zmian emocjonalnych, w tym leku [16]. Agonisci
receptora opioidowego & moga aktywowaé mezolim-
biczny i nigrostriatalny szlak dopaminergiczny w OUN
i powodowad uwalnianie dopaminy w prazkowiu i jadrze
pétlezacym, co potwierdzili Hirata i wsp. technika
mikrodializy in vivo [5]. Infuzja rubiskoliny-6 (10 mM,
1 ul/min) spowodowata zwiekszenie uwalniania dopa-
miny 1,4 (w prazkowiu) i 1,3-krotnie (w jadrze pétleza-
cym). Dlatego w celu zbadania mechanizmu lezacego
u podstaw efektu anksjolitycznego rubiskolina-6 (10 mg/
kg, ip lub 100 mg/kg, doustnie) podawana byta z anta-
gonistami: NTI (1 mg/kg, sc), SCH23390 (30 ug/kg, ip),
rakloprid (15 ug/kg, ip), BMY14802 lub BD1047 (odpo-
wiednio 0,5 mg/kg lub 10 mg/kg, ip) [5]. Badania te
wykazaty, Ze pobudzenie receptora opioidowego § przez
rubiskoline-6 indukuje aktywacje mechanizmu zalez-
nego od receptora ¢,, wzbudzajac uwalnianie dopaminy
i stymulacje receptora dopaminy (D,) 5, 22].

Dzialanie przeciwdepresyjne

Wiele badari potwierdza zwiazek uktadu opioidowego
z dziataniem determinujacym nastréj, dlatego mozliwe
dziatanie przeciwdepresyjne rubiskoliny-6 przebadali
Mitsumoto i wsp. w te$cie behawioralnym na modelu
zwierzecym badajacym zachowania depresyjne (TST),
a takze w eksperymencie okres$lajacym spontaniczna
aktywno$¢ lokomotoryczng (LMA) [14]. W te$cie TST
u zwierzat niepoddanych stresowi, rubiskolina-6 podana
dootrzewnowo w dawce 30 mg/kg nie skrdcita czasu bez-
ruchu u myszy. Natomiast zastosowanie tej samej dawki,
ale u myszy narazonych na dodatkowy ostry stres, spo-
wodowato zmniejszenie czasu nieruchomosci. Byto to
antagonizowane przez receptory opioidowe §, bowiem
podanie NTI (1 mg/kg, ip) zahamowato efekt przeciw-
depresyjny peptydu. Rubiskolina-6 nie zmienita zna-
czgco aktywnoéci lokomotorycznej zaréwno u myszy
poddanych, jak i niepoddanych stresowi, co jest zgodne
z innymi badaniami wykazujacymi, ze klasyczne leki
przeciwdepresyjne nie wptywaja lub tylko nieznacznie
hamujg aktywno$¢ motoryczna.

WPLYW RUBISKOLIN NA REGULACJE PRZYJMOWANIA
POKARMU

Dzialanie pobudzajjce taknienie

Rubiskolina-6 moze réwniez stymulowaé taknienie
przez aktywowanie receptoréw opioidowych & umiej-
scowionych w OUN. Potwierdzily to badania, w ktérych
rubiskolina-6 podawana icv w dawce 1-30 nmol/zwie-
rze, pobudzita taknienie u myszy niegtodzonych, a efekt

ten byt obserwowany w ciggu 120 minut [10, 12, 17].
Po podaniu ip w dawce 0,1-0,3 mg/kg, peptyd réwniez
wykazywal dziatanie oreksygenne. W przeciwieristwie
do innych endogennych neuropeptydéw, takich jak:
NPY, grelina czy oreksyna, rubiskolina-6 byta réwniez
aktywna po podaniu doustnym, a jej minimalna sku-
teczna dawka wynosita 0,3 mg/kg [4].

Podsumowujac, rubiskolina-6 silnie stymuluje pobie-
ranie pokarmu po podaniu doustnym i jest to zwia-
zane z pobudzeniem receptoréw opioidowych & w OUN.
Ponadto potwierdzono, ze w mechanizmie dziatania
oreksygennego bierze udzial takze COX-2, odpowie-
dzialna za synteze prostanoidéw oraz L-PGDS, bioraca
udzial w powstawaniu PGD,. Otrzymana w tym szklaku
sygnatowym czasteczka PGD, wigze si¢ ze swoim recep-
torem DP,, ktéry stymuluje NPY i jego uklad recepto-
rowy Y1 w podwzgdrzu (ryc. 3) [10, 12, 17].

RUBISKOLINA-6

receptor opioidowy o

COX-2

L-PGDS

PGD:

dieta wysokottuszczowa
faknienieW

dieta normalna
taknienie A

Ryc. 3. Schemat dziatania rubiskoliny-6 po podaniu doustnym w regulagji
faknienia, na podstawie [11, 17]

Kaneko i wsp. [10] wysuneli hipoteze oparta na niepu-
blikowanych danych, méwiaca o braku udziatu recepto-
réw o, i D1 w aktywnosci oreksygenicznej rubiskoliny-6,
ktére sa kluczowe w jej dziataniu przeciwlekowym
i wptywajacym na konsolidacje pamieci [5, 20].

Badania opisane przez Miyazaki i wsp. [15] wykazaty,
ze rubiskolina-6 podana myszom (1 mg/kg, doustnie)
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w podesztym wieku (>2 lat), wykazujacym opornosé
na greline, pobudzita ich taknienie, co sugerowato role
receptorédw opioidowych, a nie NPY i greliny w mecha-
nizmie regulujacym pobdr pokarmu. Odkrycie to moze
mieé potencjalne zastosowanie w leczeniu jadtowstretu
u oséb w podesztym wieku.

Dzialanie hamuj:}ce laknienie

Aktywacja receptoréw opioidowych w OUN nie tylko
zwieksza taknienie przy prawidlowej/zbilansowane;j
diecie, ale moze zmniejsza¢ spozycie wysokottuszczo-
wej diety, co prawdopodobnie jest zwigzane ze szlakiem
melanokortynowym sprzezonym z dziataniem czynnika
uwalniajgcego CRF [11]. Rubiskolina-6 (0,39-3,9 umol/
kg, doustnie) hamowala spozycie wysokottuszczowego
pokarmu przez myszy, a efekt ten byt blokowany przez
podanie NTI (10 nmol/zwierze, icv), co potwierdza
udzial receptoréw opioidowych §. Dzialanie anoreksy-
genne w przypadku diety wysokottuszczowej zniesione
bylo przez podanie inhibitora (HS024, 1 nmol/zwierze,
icv) receptora melanokortyny 4 (MC,), co potwierdzato
udziat MC, w dziataniu indukowanym przez agonistéw
receptora opioidowego & (ryc. 3) [11].

Dzialanie regulujace homeostazg glukozy

Niektére badania wyjasniaja réwniez role receptoréw
opioidowych w regulacji homeostazy glukozy, m.in.
wplyw na jej wychwyt z osocza oraz natezenie gluko-
neogenezy w watrobie. Dlatego Kairupa i wsp. podjeli
sie badania wptywu rubiskoliny-6 na wychwyt glukozy
w miesniach szkieletowych [9]. W modelu in vitro wyko-
rzystano dwie prawidtowe mie$niowe linie komdrkowe:

STI}ES

L6 - szczurze prawidlowe mioblasty mieéni szkieletowych
i C2C12 - mysie prawidlowe mioblasty mie$ni szkieleto-
wych. W modelu in vivo uzyto szczury z cukrzyca indu-
kowana STZ. Rubiskolina-6 wywotala zalezne od stezenia
zwiekszenie wychwytu glukozy, wykazujac maksymalna
odpowied? przy dawce 1 uM w obydwu liniach komérko-
wych. Dzialanie takie byto catkowicie zablokowane przez
nalokson, antagoniste receptoréw opioidowych, ale tylko
cze$ciowo hamowane przez selektywnych antagonistéw
receptoréw opioidowych u i 8, odpowiednio naloksona-
zyne i NTI, co sugerowalo istnienie zalezno$ci miedzy
receptorami opioidowymi, choéby przez ich wzajemna
aktywacje lub dimeryzacje. Wzrost wychwytu glukozy
indukowany przez rubiskoline-6 powigzano z interakcjg
z podjednostka Ga,,,, czego skutkiem byla aktywacja
wewnatrzkomdrkowej PLC. Stymulacja wychwytu glu-
kozy zniesiona byta z udziatem szlaku AMPK, bowiem
podanie inhibitora sygnatu, peptydu C, zahamowato pro-
ces. Analiza stezenia biatka metoda western blot potwier-
dzita, ze w obydwu liniach komérkowych rubiskolina-6
spowodowata wzrost ekspresji pAMPK (ufosforylowa-
nej kinazy), podobnie to dziatanie byto zahamowane
w wyniku preinkubacji z antagonistami receptoréw
opioidowych i inhibitorami szlakéw sygnatowych powig-
zanych z podjednostka Gaq,,, i PLC. Wykazano réwniez,
ze stymulacja mioblastéw rubiskoling-6 zwiekszyta ste-
zenie GLUT4 we frakcji blonowej, co wynikato z aktywa-
cji AMPK i byto przekazywane szlakiem niezaleznym od
insuliny. Rubiskolina-6 podana dootrzewnowo w dawce
30 mg/kg i 100 mg/kg znormalizowala zachowania
zywieniowe i znacznie zmniejszata stezenie glukozy we
krwi u szczuréw z cukrzycg indukowang STZ. Analiza
western blot potwierdzita znaczny wzrost GLUT4 w mie-
$niach szkieletowych szczuréw z indukowana cukrzyca,

RUBISKOLINA-6
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Ryc. 4. Schemat dziatania rubiskoliny-6 w wyniku dziatania bodzca stresowego, na podstawie [4]
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MODYFIKACJE W POZYCJI 3

~

Tyr-Pro-Ile-Asp-Leu
Tyr-Pro-Met-Asp-Leu
Tyr-Pro-Phe-Asp-Leu

Ryc. 5. Analogi rubiskoliny-5

czego nie obserwowano w grupie szczurdw bez cukrzycy.
Wplyw rubiskoliny-6 zostat zniesiony w wyniku podania
naloksonu w grupie zwierzat indukowanych STZ.

WLASCIWOSCI PRZECIWZAPALNE | PRZECIWSTARZENIOWE
RUBISKOLIN

Istnieje coraz wiecej dowoddéw na to, ze receptory
opioidowe i ich ligandy biorg udzial w utrzymaniu
homeostazy w warunkach prawidlowych i streso-
wych (zapalnych) komérek naskérka. Badania in vitro
i in vivo [4] wykazaly, iz rubiskolina-6 zmniejsza stany
zapalne skéry, poprawia réznicowanie komdérek
naskérka i kondycje skéry. Ponadto wykazuje zdolnosé
do hamowania syntezy i uwalniania mediatoréw pro-
zapalnych oraz przyczynia sie do normalizacji ekspresji
gendw i wytwarzania biatek, m.in. odpowiedzialnych za
integralno$¢ i funkcjonalnosé naskdrka. Co wiecej, krem
z dodatkiem rubiskoliny-6 przywrécit prawidtowa
strukture bariery skérnej w grupie kobiet miedzy
40. a 65. rokiem zycia. Odbudowat jej gtadkos¢ o 30%,
znaczgco zredukowat zmarszczki okotooczodotowe i oko-
towierzchotkowe (wokét jamy ustnej) o 58% oraz zaha-

MODYFIKACJE W POZYCJI 3
% Tyr-Pro-Ile-Asp-Leu-Phe
% Tyr-Pro-Met-Asp-Leu-Phe
Tyr-Pro-Val-Asp-Leu-Phe
Tyr-Pro-Ala-Asp-Leu-Phe
Tyr-Pro-Phe-Asp-Leu-Phe
Tyr-Pro-Trp-Asp-Leu-Phe
MODYFIKACJE W POZYCJI 4
Tyr-Pro-Leu-Ala-Leu-Phe
Tyr-Pro-Leu-Glu-Leu-Phe
Tyr-Pro-Leu-His-Leu-Phe

/

MODYFIKACJE W POZYCJI 5
Tyr-Pro-Leu-Asp-Ile-Phe
Tyr-Pro-Leu-Asp-Met-Phe
Tyr-Pro-Leu-Asp-Val-Phe
Tyr-Pro-Leu-Asp-Ala-Phe

MODYFIKACJE W POZYCJI 6
Tyr-Pro-Leu-Asp-Leu-Leu
Tyr-Pro-Leu-Asp-Leu-Ile
Tyr-Pro-Leu-Asp-Leu-Met
Tyr-Pro-Leu-Asp-Leu-Val
Tyr-Pro-Leu-Asp-Leu-Ala

Tyr-Pro-Leu-Asp-Leu
Rubiskolina-5

Tyr-Pro-Leu-Asp-Leu-Phe
Rubiskolina-6

MODYFIKACJE W POZYCIJI 3,5

Tyr-Pro-Met-Asp-Ile
Tyr-Pro-Met-Asp-Val
Tyr-Pro-Met-Asp-Met
Tyr-Pro-Met-Asp-Phe

mowat TEWL az o 82%, w poréwnaniu z grupa placebo.
Oznacza to, ze wspomniane wla$ciwo$ci przeciwstarze-
niowe rubiskoliny-6 sg zachowane dzieki hamowaniu
stanu zapalnego oraz regulacji réznicowania sie komé-
rek naskdrka i poprawy funkeji bariery skérnej (ryc. 4).

ANALOGI RUBISKOLIN

Dotad podjeto sie syntezy kilkudziesieciu analogéw
rubiskolin w celu poszukiwania zwigzkéw o lepszym niz
macierzyste peptydy profilu farmakologicznym [20].
Dla wszystkich pochodnych przeprowadzono badanie
wzglednego powinowactwa do receptoréw opioidowych
z uzyciem preparatéw btonowych, ale réwniez test na
izolowanych tkankach zwierzecych, GPI oraz MVD.
Sposréd analogéw rubiskoliny-5, zmodyfikowanych
w pozycji 3 przez wstawienie Ile, Met oraz Phe (ryc. 5),
najwieksze powinowactwo do receptoréw opioidowych &
wykazat zwigzek Tyr-Pro-Met-Asp-Leu, dlatego poddano
go dalszym zmianom strukturalnym w obrebie C-korica.
Zaprojektowano analogi, w ktérych Leu w pozycji
5 zostata zastapiona przez lle, Val, Met, Phe. Najlepszym
zwigzkiem z tej grupy byt Tyr-Pro-Met-Asp-Ile.

MODYFIKACJE W POZYCJI 3,6

Tyr-Pro-Ile-Asp-Leu-Val
Tyr-Pro-Met-Asp-Leu-Val %

\ MODYFIKACJE W POZYCJI 5,6
Tyr-Pro-Leu-Asp-Ile-Val

MODYFIKACJE W POZYCJI 3,5,6
Tyr-Pro-Ile-Asp-Met-Val
Tyr-Pro-Ile-Asp-Val-Val
Tyr-Pro-Ile-Asp-Ala-Val
Tyr-Pro-Ile-Asp-Ile-Val
Tyr-Pro-Met-Asp-Ile-Val
Tyr-Pro-Ile-Asp-Ile-Ile
Tyr-Pro-Met-Asp-Ile-Ile
Tyr-Pro-Phe-Asp-Ile-Ile

Ryc. 6. Analogi rubiskoliny-6 (* 0oznaczono analogi wyselekcjonowane do badar in vivo)
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Pochodne rubiskoliny-6 zmodyfikowane wytacznie
w obrebie pojedynczej pozycji podzielono na 4 serie,
w kazdej z nich zmieniony byl aminokwas odpowied-
nio w pozycji 3,4,5,6 sekwencji liniowej (ryc. 6), przy
zachowaniu uprotonowanej Tyr na N-koricu i reszty Pro
w pozycji 2, ktére to aminokwasy sg odpowiedzialne za
wiasno$ci biologiczne. Zwigzkami o wiekszym niz peptyd
macierzysty powinowactwie do receptoréw opioidowych
3, byly Tyr-Pro-1le-Asp-Leu-Phe oraz Tyr-Pro-Met-Asp-
-Leu-Phe. Sposrdd analogédw zmienionych w wiecej niz
jednej pozycji, najlepszy byt peptyd o sekwencji Tyr-
-Pro-Met-Asp-Leu-Val. Analiza metoda QSAR z wyko-
rzystaniem poréwnawczych analiz COMFA i CoMSIA
potwierdzita, ze najkorzystniejsza zmiana sekwencji rubi-
skolin, byto wprowadzenie Met w pozycji 3, aminokwasu
wnoszgcego hydrofilowy atom w pozycji § taricucha
bocznego i hydrofobowy atom na zewnatrz [2].

Wyselekcjonowane na podstawie badati in vitro najlepsze
analogi rubiskoliny-6 zostaly przebadane pod katem ich
whasciwosci przeciwbdlowych na myszach, w tescie ,,tail
pinch” [20]. Badanie wiasciwosci przeciwbdlowych byto
przeprowadzone dla trzech analogéw, ktére miaty najwiek-
sze powinowactwo do receptora § (ryc. 6, 0oznaczone™). Pep-
tydy byly badane w dawce 3 nmol/zwierze po podaniu icv
i wykazaty aktywno$¢ przeciwbdlowa, silniejszg niz rubi-
skolina-6, ale mniejsza niz selektywny 8-agonista DPDPE.
Analogi wykazaly maksymalna odpowiedZ w ciggu 5 min
od podania, a czas trwania efektu wynosit okoto 20-30 min.
Efekt przeciwbdlowy badanych peptydéw byt hamowany

PISMIENNICTWO

przez jednoczesne podanie NTI w dawce 1 mg/kg podskér-
nie, co $wiadczyto o udziale receptoréw opioidowych &
w przekazywaniu dziatania analgetycznego badanych pep-
tydéw. Najlepszym analogiem w serii byl prawie 20 razy
aktywniejszy niz rubiskolin-6, peptyd o sekwencji Tyr-Pro-
-Met-Asp-Leu-Val. Jego aktywno$¢ prawdopodobnie wyni-
kata z obecnosci Asp w pozycji 4, alifatycznej reszty Met
w pozycji 3 i hydrofobowego C-kotica.

PODSUMOWANIE

RuBisCO, jako jedno z najbardziej rozpowszechnionych
w krdlestwie ro$lin biatek, stato sie przedmiotem réznych
badan, dotyczacych jego whasciwos$ci i mozliwo$ci zasto-
sowania do potrzeb rolnictwa i przemystu zywieniowego.
Enzym ten, to jednocze$nie prekursor wyizolowanych
w 2001 r. §-selektywnych rubiskolin, wykazujacych aktyw-
no$¢é przeciwbdlowa po podaniu doustnym. Podczas gdy
wiekszo$¢ peptyddw dziatajacych przez receptory opio-
idowe, to tatwo rozktadane przez enzymy proteolityczne
zwiazki, rubiskoliny wydajg sie oporne na degradacje.
W zwiazku z tym rubiskolina-6 prawdopodobnie przenika
przez bariere krew-mdzg lub wykorzystuje szlaki sygna-
towe z obwodowego uktadu nerwowego, by w ten sposéb
aktywowac receptory opioidowe w OUN. To, ze rubisko-
lina-6 podawana doustnie wykazywata whasciwosci prze-
ciwdepresyjne, przeciwlekowe, jak réwniez stymulowata
taknienie i aktywno$¢ usprawniajaca pamieé, czyni ja
bardzo obiecujacym lekiem do zastosowania w nowych
postaciach terapii.
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