Streszczenie

Przez dlugi czas uwazano, ze w siatkéwce oka, jedynymi fotoreceptorami zdolnymi do
odbioru bodzca $wietlnego sa preciki i czopki. Poglad ten zostat zmieniony pod koniec XX
wieku, dzicki badaniom nad rytmem okolodobowym. Zaréwno u myszy pozbawionych
precikéw i czopkéw jak réwniez u ludzi niewidomych wykazano zdolno$¢ do regulacji cyklu
dziefi/noc, dowodzac tym samym istnienia nowego rodzaju fotoreceptora, ktéry moze by¢
réwniez aktywowany $wiattem. Komérkami w obrebie siatkowki, posiadajacymi take wiasnie
zdolnosé okazaly sie byé $wiattoczute komoérki zwojowe, niewielka subpopulacja komérek
zwojowych zawierajacych fotoreceptor - melanopsyng. Wykazano, iz melanopsyna ma
kluczowe znaczenie dla wielu neurofizjologicznych funkcji, takich jak rytm okotodobowy,

odruch Zreniczny, sen czy nawet nastroj.

Jednak z powodu trudnosci z izolacja tego bialka i brakiem struktury krystalograficzne]
badania nad tym fotopigmentem ciagle pozostaja wyzwaniem a mechanizm zaleznego od
melanopsyny szlaku transdukcji sygnatu jest nadal stabo poznany. Wiadomo, ze swiatto
niebieskie aktywuje melanopsyne, powodujgc izomeryzacj¢ 1l-cis-retinalu  do
all-trans-retinalu, ktéra z kolei prowadzi do aktywacji biatka G oraz fosfolipazy C (PLC),
skutkujac wzrostem wewnatrzkomérkowego stgzenia jonow wapnia. W niniejszej rozprawie
doktorskiej, skupiono si¢ na potwierdzeniu roli fosfolipazy C oraz wykazaniu, ktora izoforma
tego biatka jest niezbedna w szlaku sygnatowym. W tym celu uzyto modelu komorkowego
HEK?293 z stabilng ekspresja melanopsyny. Naswietlajac komoérki $wiattem niebieskim
wykazano, iz tylko PLCB1 oraz PLCB4 mogg bra¢ udziat fototransdukcji sygnatu. W celu
weryfikacji, ktora izoforma jest wiodaca, uzyto dwoch réznych metod. Pierwsza polegata na
uzyciu inhibitora fosfolipazy C-U73122 oraz inhibitora biatka G-BIM46187, druga
natomiastna na wyciszeniu ckspresji gendéw przy wykorzystaniu siRNA PLCB1 oraz PLCp4.
Wykorzystujac techniki RT-PCR, Western Blot oraz pomiary wewnatrzkomorkowego poziomu
jonéw wapnia, wykazano ze tylko PLCPB4 moze uczestniczy¢ w szlaku aktywacji melanopsyny.
Co ciekawe wzrost stezenia diacylogliceroli (DAG) pod wplywem naswitlania zaobserwowano
jedynie dla komérkek HEK293 ze stabilng ekspresja melanopsyny inkubowanych z 11-cis-
retinalem. Wykazano réwniez, Ze jego poziom DAG moze by¢ zalezny od czasu naswietlania
$wiatlem niebieskim. Co wiecej uzycie inhibitora PL.C U73122 oraz wyciszenie genu PLCB4
spowodowalo zahamowanie odpowiedzi od DAG. Biorge pod uwagg, Ze aktywacja PLC

prowadzi do hydrolizy substratu generujac dwa produkty: diacyloglicerol oraz trifosforam



inozytolu, wynik ten wskazuje na potencjalng rolg diacylogliceroli jako przekaznikow drugiego

rzedu w szlaku sygnalowym melanopsyny.

Stosunkowo stabo poznana czescia szlaku sygnatowego melanopsyny jest postulowany
udziat kinaz biatkowych, w tym m.in. kinazy biatkowej C (PKC), ktéra moze by¢ aktywowana
przez zwigkszenic wewnatrzkomorkowego stezenia diacylogliceroli oraz jonow wapnia.
Wyniki niniejszej pracy pokazaly, ze sposrod calej rodziny kinaz biatkowych C, pod wptywem
naéwietlania $wiatlem niebieskim, jedynie PKCa oraz PKCE wykazujg wzrost poziomu mRNA
oraz biatka. Uzycie inhibitoréw dla PKC - G56976 oraz wyciszenia genéw PKCa i PKCE
pozwolilo zweryfikowaé, Ze jedynie izoforma PKCC bierze udzial w szlaku aktywacji

melanopsyny.

Istotne w niniejszej pracy bylo réowniez zbadanie zakresu spekiralnego aktywnosci
ludzkiej melanopsyny na modelu komdrkowym in vitro. W zwigzku z tym, ze proces izolacji
tego biatka jest trudny i charakteryzuje si¢ bardzo niskg wydajnoscia, stad analiza widma
aktywnosci przeprowadzana jest na ukladach modelowych. Poprzez naswietlanie swiatlem w
réznym zakresie dhugosci fali (365 nm, 405 nm, 425 nm, 445 nm, 485nm oraz 530 nm)
analizowano przezywalnosé oraz wybrane parametry molekularne komérek HEK?293 z stabilng
ekspresja ludzkiej melanopsyny. Przy naswietlaniu promieniowaniem o dlugosei fali 425, 445
oraz 485 nm, mozna zaobserwowaé wzrost poziomu mRNA oraz biatka PLCP4, PKCC oraz
FOS (stosowanego jako marker aktywnosci melanopsyny). Dodatkowo, zaobserwowany zostat
wazrost poziomu diacylogliceroli przy ekspozycji na wyzsze dhugosci fali. Wyniki badaf
wskazuja maksimum aktywnosci melanopsyny przy dtugosci fali 485 nm. Niemniej jednak,
efekt ten szybko zanika przy wickszych dlugosciach fali, poniewaz przy 530 nm nie

zaobserwowano w ogéle odpowiedzi od badanych bialek oraz diacylogliceroli.

Najsilniejszym naturalnym Zrédlem niebieskiego swiatta jest promieniowanie
stoneczne, coraz czesciej jednak, ludzkic oczy narazone sa na dziatanie sztucznego zrédla
$wiatla nicbieskiego, w tym pochodzacego z urzadzen elektronicznych, takich jak telefony
komérkowe czy ekrany komputeréw jak réwniez swietléwki i diody LED. Dhugotrwata
ekspozycja na intensywne $wiatlo niebieskie moze zaburzaé rytm dobowy, sen, nastroj, a nawet
prowadzié¢ do uszkodzenie siatkéwki. Dlatego tez celem rozprawy doktorskiej bylo rowniez
zbadanie wplywu dlugotrwalego nadwietlania komorek (6 - 24 godziny) swiatlem niebieskim
na szlak sygnalowy melanopsyny, w szczegdlnosci na ich przezywalno$¢ a takze aktywnosé

biatek uczestniczacych w procesach transdukeji sygnatu. W wyniku tych badan wykazano, iz



wraz ze wzrostem czasu naswietlania, nastgpowal spadek przezywalnosci komorek
zawierajacych melanopsyne, co wykaano przy uzyciu testu przezywalno$ci MTT, barwienia
jodkiem propidyny oraz cytometrii przeptywowej. Dodatkowo, wraz z czasem naswietlania,
nastgpowal spadek poziomu mRNA jak i biatka dla PLCp4, PKCE, FOS oraz obserwowano
obnizenie poziomu diacylogliceroli. Dane te sugeruja, iz dlugotrwale naswietlanie swiattem
niebieskim moze prowadzi¢ do zmniejszenia aktywnosci szlaku melanopsyny, a co za tym

idzie, do zaburzenia podstawowych funkcji tego biatka.

W rozprawie doktorskiej zbadano udzial fosfolipazy C oraz kinazy biatkowej C
wyszczegblniajae, ktora izoforma jest niezbedna w szlaku sygnatowym melanopsyny. Po raz
pierwszy wykazano, iz pod wplywem $wiatla niebieskiego, nastepujw wzrost poziomu
diacylogliceroli w komorkach HEK293 z stabilng ekspresja ludzkiej melanopsyny. Zbadano
rdwniez fotoaktywnos$¢ melanopsyny, sugerujac wzrost aktywnosci od 425 nm do uzyskania
maksimum przy diugosei fali 485 nm. Badajac efekt dlugotrwalego naswietlania $wiatlem
niebieskim, wykazano spadek przezywalnosci komorek z nadekpresjg melanopsyny oraz
zaburzenie szlaku sygnalowego tego bialka. Wartym zauwazenia jest, iz od roku 2002,
zidentyfikowano szes¢ podtypow S$wiatloczutych komdrek zwojowych, jednak wickszosé
badan dotyczy typu M1, powodujac trudnodci zwigzane z badaniem migdzy innymi szlaku
transdukcji sygnatlu. Analizowane byly takze rdzne modele komérkowe, w ktérych bada sig
procesy zwigzane z udzialem melanopsyny, nie daty jednak one jednoznacznych wynikow.
Brak struktury krystalograficznej, zwigzany z trudnoscia izolacji melanopsyny, weiagz utrudnia
badania tego biatka. Wyniki uzyskane w rozprawie doktorskiej, dodajg nowych informacji w
badaniach nad melanopsyna, niemniej jednak wcigz sg niewiadome, wymagajace dodatkowych

cksploracji tego biatka.
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