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Streszczenie wykladu
MECHANIZMY MOLEKULARNE

ODPOWIEDZIALNE ZA WIDZENIE

Wprowadzenie

W niniejszym wyktadzie przedstawie kilka zagadnien badawczych oraz nowe, nasuwajace
sie pytania, na ktére probujemy odpowiedzie¢ stosujac techniki eksperymentalne rozwiniete
w ostatnich latach. Zaczn¢ od oméwienia postegpéw w rozumieniu struktury i mechanizméw
aktywacji receptoréw sprzezonych z bialkiem G (GPCRs - ang. G-protein coupled receptors),
gléwnie na przykladzie rodopsyny (Rho). Nastepnie oméwie mechanizm aktywacji biatka G
sprzezonego z Rho, transducyny G,.

Transdukcja sygnatu, inicjowana przez wiele réznych GPCRs, prowadzi czesto do takiej sa-
mej odpowiedzi komérkowej, na przyklad wzrostu cytoplazmatycznego stezenia cGMP lub jo-
néw wapnia. Zdobyta wiedza na temat transdukcji sygnatu przez rézne receptory prowadzaca
do okreslonej odpowiedzi umozliwia szerokie zastosowania terapeutyczne. Przykladem moze
by¢ ochrona siatkéwki przed uszkodzeniem wywotanym $wiattem, w mysim modelu choroby
Stargardta, przy zastosowaniu rézne aktywatoréw i inhibitoréw GPCRs, juz zaakceptowanych
jako leki stosowane w innych celach. Wszystkie te srodki, poprzez dzialanie na receptory sprze-
zone z roznymi biatkami G, zapobiegaja podwyzszonemu stezeniu i w konsekwencji uwalnianiu
jonow wapnia do cytoplazmy, co wystarcza, aby zapobiec §mierci fotoreceptoréow, gdy sa ekspo-
nowane na nadmierne $wiatlo.

Naszg wiedze na temat podstawowych proceséw biochemicznych zachodzacych w siatkow-
ce wykorzystujemy réwniez w rozwijaniu metod diagnostycznych i monitorowaniu skuteczno-
$ci terapii we wczesnych etapach rozwoju zwyrodnienia plamki zéttej (AMD - ang. age-rela-
ted macular degeneration) — choroby, ktora jest najczestsza przyczyna Slepoty u starszych ludzi
w krajach rozwinigtych. Jako przyklad przedstawig zastosowanie mikroskopii dwufotonowej do
monitorowania zawarto$ci retinolu, estréw retinylu i produktéw kondensacji retinalu do wy-
krywania zmian we wczesnych etapach AMD.

Na koniec przedstawi¢ wyniki ostatnich eksperymentéw, w ktorych uzywajac podczer-
wonego promieniowania laserowego uzyskalismy absorpcje dwufotonowa w czopkach siat-
kowki i percepcje koloréw odpowiadajaca podwojonej czgstosci fali promieniowania z lasera
u 30 ochotnikéw.

Rodzina receptorow sprzezonych z bialkiem G (GCPRs) na przykladzie rodopsyny

Rodzina GPCRs to najwieksza klasa receptoréw transbtonowych, do ktérej naleza czujniki
molekularne kluczowe w wielu waznych procesach fizjologicznych. Ze wzgledu na szerokie za-
stosowania terapeutyczne kontrolowanie funkgji tych receptoréw stalo si¢ jednym z wiodacych



celéw farmakologii. Do zrozumienia dzialania receptoréw niezbedne jest poznanie ich struktu-
ry czwartorzedowej. Rozpracowanie struktury rodopsyny - pierwszej struktury ssaczego GPCR
— utorowalo droge do poznania struktur innych GPCRs: receptoréw (.- i §,-adrenergicznych,
receptora chemokinowego CXCR4, receptora dopaminy i receptora A ,-adenozyny (1-5). Ba-
dania te pozwolilty w znacznym stopniu wyjasni¢ zwigzek pomiedzy strukturg i funkcjg tych
receptorow (6-8).

Struktury GPCRs. Homologie sekwencji aminokwasow wsrod GPCRs sa raczej niskie i ogra-
niczone tylko do niektérych motywéw funkcjonalnych (9). Mimo to wszystkie GPCRs charak-
teryzujg si¢ wspdlng cecha: siedmioma transblonowymi helisami a. Chociaz poznano juz wiele
nowych struktur GPCR, Rho nadal nadaje si¢ najlepiej do badan biochemicznych, biofizycz-
nych i strukturalnych, poniewaz jest jedynym GPCR, ktéry jest dostepny w stanie natywnym
w ilo$ciach potrzebnych do analiz.

Pierwsza strukture krystaliczng GPCR - Rho - w stanie nieaktywnym zbadano za pomoca
biologii strukturalnej (1). Udoskonalenie warunkéw krystalizacji umozliwilo ulepszenie roz-
dzielczosci i stworzenie modelu z doktadno$cia do 2,2 A. Do dnia dzisiejszego ta struktura Rho
pozostaje strukturg opisang z najlepsza rozdzielczoscia w poréwnaniu ze strukturami innych
GPCRs (3).

Zmiany konformacyjne rodopsyny po fotoaktywacji. Po absorpcji fotonu przez Rho w sta-
nie nieaktywnym, Rho przechodzi przez szereg stanéw przejsciowych: batorodopsyne, lumi-
rodopsyne, i metarodopsyne I, zanim dojdzie do biochemicznie aktywnego stanu metarodop-
syny II (Meta II). Stany przejSciowe majg charakterystyczne maksyma absorpcji i moga by¢
wyizolowane poprzez zamrozenie w odpowiedniej temperaturze, stabilizowanie niskoczastecz-
kowymi substancjami chemicznymi lub peptydami analogowymi do biatka G.. Struktury wszyst-
kich stanéw przejsciowych fotoaktywowanej Rho zostaly rozpracowane za pomocg metod kry-
stalograficznych, rentgenografii, spektroskopii w podczerwieni oraz mikroskopii elektronowe;
i sit atomowych (10,11). Z ich pomocg poznano réwniez strukture fotoaktywowanej Rho*, ktéra
wykazuje takie same widmo absorpcji optycznej i zdolnos¢ aktywacji G, jak biochemicznie ak-
tywny stan przejsciowy Meta II.

Co ciekawe, struktury stanow przejsciowych Rho sugeruja, ze przy fotoaktywacji nie zacho-
dzi na duzg skale ruch calych helis. Wykazano natomiast, ze fotoaktywacja nastepuje poprzez
szereg malych, lokalnych zmian propagowanych w strone petli cytoplazmatycznych, zwtaszcza
na konce helis V i VI. Zmiany struktury w trakcie fotoaktywacji rodopsyny sa podobne jak przy
aktywacji innych GPCRs wywolanej wigzaniem agonisty, co zostalo niedawno podsumowane
przez Spranga (12).

Poréwnanie struktury fotoaktywowanej rodopsyny z opsyng. Wykazano, ze struktura opsyny
ujawnia wyrazne podobienstwa do Rho* (13). Tak jak w Rho?*, helisy V i VI po stronie cy-
toplazmatycznej opsyny s3 rozchylone, tworzac w ten sposéb wneke umozliwiajacg wigzanie G,
W ostatnich badaniach uzyskano dodatkowe struktury Rho*, otrzymane poprzez traktowanie
krysztalow opsyny catkowicie-trans-retinalem, ktére pokrywaja si¢ sinusoidalnie ze strukturg
opsyny i sa spektralnie nie do odréznienia od struktury naszego Rho* lub Meta II w roztworze
(O. Ernst, rozmowa prywatna). Niewielkie réznice strukturalne s3 prawdopodobnie spowodo-
wane oddzialywaniem krysztalu z podtozem lub wptywem preparatéow potrzebnych do krysta-
lizacji na dynamike i strukture szkieletu Rho i opsyny.

Struktury fotoaktywowanych mutantéow Rho. Poznano réwniez struktury aktywowanych
mutantéw Rho (Oprian, rozmowa prywatna), charakteryzujace sie¢ zmianami ruchu helisy V
i VI w poréwnaniu z Rho, ktore sg zgodne z proponowanymi modelami fotoaktywacji.
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Rys. 1. Podobienistwo ogdlnej struktury i dy-
strybucji  czasteczek wody zachowanych
w strukturach krystalicznych GPCRs. A) Su-
perpozycja struktur réznych GPCRs wykazu-
jacaznaczne podobienstwa miedzy ludzka Rho
(rézowy), receptorami adrenergicznymi 1
i B2, (jasno-niebieski), receptorami adrener-
gicznymi (z61ty) i Rho krowy (bialy). B) Struk-
tura Rho z czasteczkami wody (zielone kulki),
ktore sg zachowane tez w innych strukturach
krystalicznych GPCRs.

Rys. 2. Schemat powstawania i rozpadu kom-
plekséw utworzonych migdzy Rho* a G. Po
absorpgcji fotonu, zmiany strukturalne w Rho
umozliwiajg wigzanie G, do dimeru Rho*-Rho.
Wigzanie to stymuluje uwolnienie GDP
z miejsca wigzacego w G,. Nastepnie, jak przed-
stawiono na drodze aktywacji biatka G/trans-
ducyny po prawej stronie, kompleks Rho*«G
umozliwia wigzanie GTP do G, co powoduje
dysocjacje od dimeru Rho*-Rho podjednostki
a G, ze zwigzanym GTP i podjednostek b i g
G, Na drodze aktywacji biatka G/transducy-
ny przedstawionej po lewej stronie, chromo-
for w kompleksie Rho*sG_ jest dostepny dla
NH2O0H, co prowadzi do jego hydrolizy i dyso-
cjacji z miejsca wigzacego. Prowadzi to do po-
wstania kompleksu z pustymi miejscami wig-
zacymi chromofor i nukleotydy (Rhoe*sG,).
Poprzez dodanie 11-cis-retinalu mozna wy-
generowal stan ciemny Rho w kompleksie
Rho *«G,_ - co prowadzi do powstania kom-
pleksu RhoeG . Kompleks ten mozna roz-
dzieli¢ poprzez dodanie GTP. Czerwone
owale symbolizuja Rho w ciemnodci, zdlte -
fotoaktywowana Rho* do stanu Meta II, szare -
opsyny (Rho ), niebieskie — trzy podjednostki
transducyny/bialka G (G, ).



Uzyskanie struktur innych GPCR w stanie aktywnym okazalo si¢ duzo bardziej skompli-
kowane niz w przypadku aktywnej rodopsyny lub opsyny ze wzgledu na znaczng niestabilno$¢
GPCRs zwigzanych z agonistami pod nieobecnos¢ biatka G (14-17). Taki brak stabilnosci na
skali czasowej 50 ps wykazano w symulacji przeprowadzonej metodami dynamiki molekular-
nej. Dopiero po zastosowaniu przeciwciala wigzacego aktywny receptor {,- zidentyfikowano
fragment tego przeciwciala i wykazano, ze po zwigzaniu go powinowactwo receptora do jego
agonisty (izoprenaliny) wzrasta prawie stukrotnie. Dzi¢ki temu udalo si¢ uzyska¢ strukture kry-
staliczng calego kompleksu, ktéra ujawnia duze podobienstwo do opsyny. Wyjatkiem jest obec-
nos¢ petli polipeptydowej ,,nanociata” we wnece aktywnego receptora 3,-adrenergicznego, ktéra
w przypadku opsyny jest miejscem wigzania karboksylowego konca G..

Pomimo znacznych osiagnie¢, do lepszego zrozumienia oddziatywania GPCRs z biatkami G
potrzebne sg dalsze badania strukturalne. W szczegélnosci nastepujace punkty sa godne uwagi:

1. Pomimo niskiego podobienstwa sekwencji pierwszorzedowej, ogoélne pofaldowanie
strukturalne jest zadziwiajaco podobne dla réznych GPCRs (rys. 1). Dla wszystkich struktur
Rho przesunigcia przestrzenne pomiedzy odpowiednimi fragmentami tancuchéw z regionow
transbfonowych, mierzone jako pierwiastek z sumy $redniej kwadratéw odchylen (RMSDs -
ang. root mean squared deviations), mieszcza sie w zakresie 1,8 A. Poréwnanie receptoréw ad-
renergicznych z Rho wskazuje, ze odchylenia te wynosza 3,3-3,5 A w przypadku receptoréw
adrenergicznych p, i nieco wigcej — 4,3-4,7 A — w przypadku receptoréw adrenergicznych B,
(10,18). Wynika z tego, ze do wigzania i aktywacji biatka G wymagane jest zachowanie tylko
kilku podstawowych funkgji (19).

2. Zmiany strukturalne 2-8 A obserwowane po aktywacji GPCRs sugeruja, ze takie subtelne
zmiany mogg prowadzi¢ bezposrednio do réznych receptoréw lub posrednio wplywaja na za-
kres protonowania/deprotonowania pozostalosci klucza, np. D (E) RY motyw na powierzchni
cytoplazmy odpowiedzialny za skuteczno$¢ G bialka sprzegajacego oraz dalszych zmian kon-
formacyjnych. W przypadku fotoaktywowanych stanéw przejsciowych Rho jedynie Meta II jest
zdolna do aktywacji G, i chemicznie rézni si¢ od innych fotoindukowanych stanéw przejscio-
wych tylko przez deprotonacje zasady Schiffa i absorpcje protonu z rozpuszczalnika (20). GP-
CRs mogg wigzac réznych agonistow, co prowadzi do réznych pozioméw aktywnosci. Niewiel-
kie zmiany strukturalne wywolane przez zwigzanego agoniste powoduja réznice w skutecznosci
takich ligandow w aktywacji biatka G (14).

3. Elastycznos¢ struktury GPCRs pozwala na dynamiczne zmiany konformacyjne wywota-
ne tylko przez czes$¢ energii pochodzacej z wigzania ligandu.

4. Wydaje sie, ze czasteczki wody odgrywajg krytyczng role w procesie aktywacji poprzez
mechanizm protonacji/deprotonacji (21-23). ,,Zachowane” czasteczki wody, ktore obserwuje
sie w wielu strukturach GPCR (rys. 1B), oraz tancuchy boczne aminokwasow tworzg sieci trans-
misji sygnalu, rozciaggajace sie od strony wigzania ligandu do powierzchni cytoplazmy.

5. Zgodnie z ogodlnie przyjetym konsensusem jednostka funkcjonalng GPCR sg oligomery
(11,24-26).

Wszystkie powyzsze punkty sg warte dalszych badan.

Aktywacja G, przez Rho* jako poczatek szlaku transdukcji sygnatu

W momencie aktywacji Rho przez $wiatlo 11-cis- retinal izomeryzuje do formy catkowi-
cie-trans-retinalu, co powoduje przejscie Rho do wczesniej wspomnianego, biochemicznie
aktywnego, stanu Meta II. Przez wiele lat Meta II byla uwazana tylko za produkt przejsciowy



fotoaktywacji Rho, ktéry wigze G, i postulowano, ze to wigzanie powoduje duze zmiany struk-
turalne i rozpad nukleotydoéw (27). Istnieja dwa rodzaje Meta II: IIa i IIb. Meta Ila powsta-
je poprzez deprotonowanie Schiffa, natomiast Meta IIb w wyniku absorpcji wolnego protonu
z roztworu wodnego (28) (21-23). Poréwnanie struktury fotowzbudzonej Rho* z jej stanem
podstawowym Rho dostarczyto dowodow, by stwierdzié, ze tym, co rézni te stany receptorow,
jest miejsce dokowania heterotrimerycznego G, (29). Ponadto powinowactwo G, do ciemnego
stanu Rho, zmierzone za pomocg powierzchniowego rezonansu plazmonowego, jest w zakresie
nanomolarnym (29,30). Wyniki tych badan sugeruja, ze stan ciemny Rho moze tworzy¢ ,wstep-
ne” kompleksy z G, co jest najprawdopodobniej potrzebne, aby zapewni¢ szybka odpowiedz
na bodziec, jakim jest $wiatlo, i zwiekszy¢ wydajno$¢ transdukeji sygnatu (31). Tak moze by¢
réwniez w przypadku wielu innych bialek G, ktore posredniczg w transdukcji sygnatu i prowa-
dza do odpowiedzi komdrkowej w ciggu dziesigtek lub setek milisekund. Ta hipoteza ,,fizyczne-
go rusztowania” sugeruje bezposrednie lub posrednie oddzialywania elementéw konkretnego
biatka (32) i wydaje si¢ bardziej odpowiednia niz uprzednie sugestie oddzialywania w wyniku
przypadkowego zderzenia Rho i G swobodnie dyfundujacych w blonie dysku (33). W oparciu
o powyzsze wyniki mozna tez sugerowac, ze tylko subtelne zmiany s niezbedne do ,relaksacji”
struktury (34) i pozwalajg na dokowanie wlasciwego biatka G, ktére umozliwia dalsze zmiany
w strukturze GPCR 1 ostatecznie powoduje wymiange GDP na GTP w bialku G. Takie zmiany
moga obejmowac pozostatosci klucza w GPCRs w postaci czasteczek wody ulegajacych we-
wnetrznemu protonowaniu/deprotonowaniu (35,36).

Kompleksy Rho*-G, W jaki sposéb fotoaktywowana Rho* w blonie dysku powoduje akty-
wacje biatka G znajdujgcego sie 40 A lub dalej i wywoluje odpowiedz komérkowsa? Jak zmiany
struktury i dynamiki Rho mogg doprowadzi¢ do wigzania G ? Aby odpowiedzie¢ na te pytania,
potrzebna jest znajomos¢ struktur, ktdre sg zaangazowane w proces przechwytywania. Chociaz
poznano, z réznymi rozdzielczosciami, wiele struktur aktywnych stanéw poszczegélnych sktad-
nikéw kompleksu Rho*«G,, niewiele wiadomo o mechanizmie, przez ktéry Rho* wigze sie z jego
wlasnym bialkiem G i katalizuje wymiane¢ nukleotydéw.

Dwa zdarzenia sg krytyczne dla powstawania stabilnego kompleksu pomiedzy rodopsyna
i transducyng (biatkiem G,), a mianowicie: aktywacja rodopsyny przez $wiatlo i uwolnienie GDP
z miejsca wigzacego nukleotydy w G,. Utrzymanie biatka G, w formie niezwigzanej z nukleoty-
dem jest krytyczne dla stabilnosci tego kompleksu. Chociaz w komoérce kompleks ten jest bar-
dzo krétkotrwaly i ulega rozdysocjowaniu natychmiast po zwigzaniu GTP przez biatko G, po
wyizolowaniu z precikéw siatkéwki pozostaje stabilny przez kilka tygodni, a biatko G, nie traci
zdolnosci wigzania GTP. Rodopsyna w tym kompleksie posiada wlasciwosci swojej fotoaktywo-
wanej formy, w ktérej zwigzana kowalencyjnie z czescig biatkowa (opsyna) grupa prostetyczna
11-cis-retinal ulegta pod wpltywem $wiatta izomeryzacji i przejsciu w forme all-trans-retinalu.
Pomimo ze aktywacja swiatlem powoduje hydrolize i uwolnienie retinalu z kieszeni hydrofo-
bowej wigzgcej retinal, proces ten jest zablokowany w wyizolowanym, stabilnym kompleksie
pomiedzy rodopsyng i G.. Jednakze dodanie GTP do tego kompleksu stymuluje jego dysocjacje
oraz uwolnienie retinalu i akumulacje opsyny (rys. 2, prawa droga aktywacji G).



Farmakologia systeméw

Odkrycie potencjalnego nowego leku to dopiero poczatek diugiej i trudnej drogi prowa-
dzacej do jego zastosowania w leczeniu. Proponujemy nowatorskie podejscie do tego proble-
mu w oparciu o farmakologie systemoéw. Identyfikuje ona efekty biochemiczne i komoérkowe
réznych $ciezek transdukcji sygnatéw biochemicznych i wykorzystuje te wiedze do znalezienia
wspolnych efektow koncowych inicjowanych sygnatami przesylanymi przez rozne receptory.
Jak wczesniej wspomniano, biatka G w polaczeniu z GPCRs, takimi jak receptory muskary-
nowe, adrenergiczne, adenozyny i okolo 800 innych w ludzkim genomie, odgrywaja istotng
role we wszystkich podstawowych procesach komdérkowych, dlatego tez GPCRs sg najczestszym
celem przy poszukiwaniu nowych lekéw na rézne choroby. Pierwszym krokiem w farmakologii
systemow jest identyfikacja biochemicznych efektéw komoérkowych w tkankach dotknietych
chorobg i oznaczenie ekspresji genéw zwigzanych z réznymi szlakami GPCRs w nich. Pozwala
to na zapobiezenie zmianom chorobowym poprzez uaktywnienie szlakow GPCRs, ktdre prze-
ciwstawiajg si¢ tym zmianom.

Takie podejscie zastosowalismy w przypadku mysiego modelu choroby Stargardta, w kté-
rym usuneliémy geny kodujace czg$¢ enzymoéw odpowiedzialnych za usuwanie cafkowicie-
-trans-retinalu po hydrolizie z pigmentéw wzrokowych (Chen, Y., G. Palczewska, D. Mustafi,
M. Golczak, Z. Dong, O. Sawada, T. Maeda, A. Maeda, and K. Palczewski. Systems Pharma-
cology Identifies Drug Targets for Stargardt Disease-Associated Retinal Degeneration. J Clin
Invest 123: 5119-34). Siatkéwka tych myszy do$¢ szybko ulega degeneracji podobnej jak u ludzi
dotknietych chorobg Stargardta, jesli s3 one hodowane w cyklicznym oswietleniu. Podatno$¢
siatkowki na fotouszkodzenie staje si¢ widoczna po trzydziestominutowej ekspozycji myszy na
$wiatlo z lampki biurowej, ktére powoduje niemal catkowite zniszczenie fotoreceptoréw. Wyka-
zali$my, ze przyczyna podatnosci fotoreceptoréw na $mier¢ wywotang swiattem jest akumulacja
cytotoksycznych stezen catkowicie-trans-retinalu, ktéra powoduje aktywacje oksydazy NADPH,
wzrost generacji reaktywnych form tlenu oraz aktywacj¢ GPCR sprz¢zonego z G . To ostatnie
z kolei aktywuje fosfolipazg¢ C (PLC).), ktéra poprzez rozpad dwufosforanu fosfatydylomozytolu
(PIP2) moze aktywowac kinaze bialkowg C (PKC). Kinaza bialkowa C (PKC) aktywuje wowczas
cyklazy adenylowe (AC) 1, 2, 3, 51 7 i dziala hamujaco na AC6. Cyklazy syntetyzuja cAMP, kto-
re w roznych komoérkach wplywa na rézne procesy. Miedzy innymi, cAMP moze si¢ wigza¢ do
kanaléw jonowych bramkowanych tymi nukleotydami i powodowac ich otwarcie, tym samym
umozliwiajac naplyw jonéw wapnia do cytoplazmy. Zwiekszenie stezenia wapnia w cytoplazmie
moze by¢ réwniez spowodowane dziataniem PLC, ktore generuje trdjfosforan inozytolu (IP3).
Zwigzanie IP3 do jego receptora w siateczce srddplazmatycznej, ktdry jest kanatem wapniowym,
powoduje otwarcie tego kanalu i uwolnienie jonéw wapnia do cytoplazmy. Wzrost cytoplazma-
tycznego stezenia Ca’" jest sygnalem do apoptozy.

W celu dobrania odpowiedniej terapii farmakologicznej przeanalizowali$my transkrypcje
genow w siatkéwce myszy i, aby te badania mialy zastosowanie u czlowieka, réwniez w siatkdw-
ce ludzkiej. Pozwolilo to zidentyfikowa¢ w siatkdéwce caly szereg GPCRs — 11 receptoréw sero-
toniny (THR) i 6 receptoréw adrenergicznych (AR), ktére s sprzezone z biatkami G stymuluja-
cymi (G ) lub hamujgcymi (G,) cyklazy adenylowe (AC). WykryliSmy réwniez ,,targety” szlakow
inicjowanych przez te GPCRs - 10 roznych cyklaz adenylowych i bialka odpowiedzialne za
ich inaktywacje (7 kinaz GPCRs i 4 arestyny). Wigkszo$¢ tych bialek miato podobng ekspresje
w siatkowce ludzkiej i mysiej. Dzieki temu mogliby$Smy wybra¢ z dostepnych lekow te, ktore
dziafajac na istniejace w siatkowce GPCRs, oferuja dzialanie przeciwstawne do inicjowanego



przez skumulowany catkowicie-trans-retinal. Nalezy przy tym pamietaé, ze dotarcie lekéw do
fotoreceptoréw moze by¢ utrudnione przez bariere krew-siatkéwka. Wybralismy kilka lekow,
ktdre sg antagonistami al-AR lub roznych HTRs i kilka agonistow a2-AR. Antagonisci al-AR
moga przesuwac rownowage aktywacji al-AR w strone nieaktywng, a zatem hamowac sygnat
przesylany przez G_ i zmniejsza¢ aktywacje PLC. Antagoniéci HTRs hamuja sygnat przesyla-
ny przez G_aktywujacy cyklaze adenylowg. Agonisci a2-AR przesuwajg réwnowage aktywacji
a2-AR w strone aktywng, a zatem stymuluja G, ktére hamuje aktywacje cyklazy adenylowe;.
Zatem leki te majg potencjal zmniejszenia aktywnosci AC. Nasze wyniki pokazaly, ze wykazu-
ja one znaczace dzialanie chronigce siatkowke przed fotouszkodzeniem. Réwniez bezposredni
inhibitor cyklazy adenylowej wykazal podobne dziatanie ochronne. Dodatkowo przeprowadzi-
lismy analize skutecznosci lekow w zaleznosci od dawki, analiz¢ nastepstw oraz analize skutkow
ubocznych, co pozwolilo wybra¢ te najlepsze do dalszych badan i ostatecznie dopusci¢ je do
prob klinicznych zahamowania postepu rozwoju choroby Stargardta.

Podobne podejscie farmakologii systemowej moze by¢ skuteczne przy leczeniu zwigzanego
z wiekiem zwyrodnienia plamki zéttej (AMD) i innych choréb o zlozonej etiologii, w ktérych
prawdopodobnie wystepuje brak rownowagi pomiedzy kilkoma $ciezkami sygnalizacji. Zatem
odpowiednie zahamowanie lub aktywacja tych drog moze dopoméc w zachowaniu zdrowej siat-
kowki. Istnieje pilna potrzeba medyczna zrozumienia etiologii i patofizjologii AMD oraz rozwo-
ju leczenia tego schorzenia, prowadzacego do $lepoty. Uszkodzenia tkanek powodowane AMD
sg tatwe do wykrycia poprzez techniki obrazowania pozwalajace zmierzy¢ parametry, dzieki
ktérym mozna $ledzi¢ rozwdj tej choroby. Jednak w wigkszosci przypadkow diagnoza pojawia
sie w momencie, kiedy choroba juz trwa i spowodowata widoczne uszkodzenie siatkéwki. Pro-
ponowane badania moga pomoc zidentyfikowaé nowy zestaw diagnostyczny czasteczek obec-
nych w krwi/moczu, ktére pozwola przewidzie¢ poczatek i postep AMD zanim nastgpig zmiany
strukturalne. Taka prosta, nieinwazyjna, analityczna metoda pozwoli na wczesne wykrycie cho-
roby, a co za tym idzie, utatwi szybki rozwdj i testowanie szerszego zakresu mozliwosci leczenia,
majacego na celu zapobieganie nieodwracalnym zmianom w oku i utrzymanie wzroku.

Staje sie oczywiste, ze minely czasy klasycznego podejscia farmakologii, w ktérym jeden
receptor lub enzym byt ,,targetem” do stworzenia odpowiedniego agonisty/antagonisty. Zamiast
tego nalezy rozwazaé wiele receptorow i $ciezek sygnalizacji, co jest niezbedne do skuteczne-
go leczenia i unikania ,,niespodziewanych” efektow ubocznych. Zatem farmakologia systeméw
otwiera nowy rozdzial w tej dziedzinie nauki, pozwalajacy wzmocnic¢ racjonalne strategie tera-
peutyczne. Z pewnoscig farmakologia systemow stanie sie przefomem w medycynie.

Badanie mechanizmoéw odpowiedzialnych za opozniona adaptacje do ciemnosci
w zaleznej od wieku degeneracji plamki (AMD)

Preciki charakteryzujg si¢ niezmiernie wysoka czuloscig i stosunkiem sygnatu do szumu.
Absorpcja pojedynczego fotonu wystarcza do wygenerowania mierzalnej odpowiedzi w posta-
ci zahamowania naplywu kationéw i hiperpolaryzacji blony plazmatycznej precika. Taka wy-
soka czulos¢ jest mozliwa tylko w precikach zaadaptowanych do ciemnosci. Jak wspomniano
wczesniej, nie tylko Meta II, ale réwniez opsyna moze aktywowac¢ G,. Chociaz stala szybkosci
aktywacji G, przez opsyneg jest od 4000 do 2 000 000 razy mniejsza niz przez Meta II, obecnos¢
opsyny zwieksza ,ciemny” szum, niezwigzany z absorpcja fotondw. Wobec tego, dopoki istnieja
w preciku opsyny, beda one podwyzsza¢ szum, a zatem podwyzszaé prog czulosci (38). Zatem
do odzyskania maksymalnej czulosci niezbedna jest regeneracja wszystkich pigmentéw wzro-



kowych. Normalnie regeneracja rodopsyny zajmuje 15-20 minut po ekspozycji na btysk swiatfa,
doprowadzajacy do blaknigcia nawet wszystkich jej czasteczek. W przypadku niewielkiego po-
czatkowego blakniecia, do okofo 10%, kinetyka odzysku czulo$ci widzenia odpowiada kinetyce
regeneracji rodopsyny. Obie mogg by¢ z tatwoscig mierzone za pomocg spektrometrii $wiatla
odbitego z siatkowki, elektroretinografii lub bardziej subiektywnej metody postrzegania bodz-
cow swietlnych o narastajgcej intensywnosci.

W poczatkowych stadiach AMD adaptacja do ciemnosci precikow jest opézniona w poréw-
naniu do 0s6b zdrowych w tym samym wieku (39). Zatem jej pomiar jest metoda pozwalajacg na
wykrywanie tej choroby na wczesnym etapie i monitorowanie jej postepu (np. praca z G. Jack-
son). Co wigecej, pomiar adaptacji do ciemnosci moze mie¢ zasadnicze znaczenie dla okreslenia
skutecznosci interwencji terapeutycznych. W naszych badaniach prébujemy znalez¢é odpowiedz
na pytanie, co jest powodem opdznionej adaptacji do ciemnosci u 0s6b z AMD? Rozwazamy
kilka potencjalnych przyczyn. Po pierwsze opdznienie regeneracji pigmentow wzrokowych
moze by¢ spowodowane zahamowang syntezg ich chromoforu pigmentéw (11-cis-retinalu). Je-
8li tak, to nasuwa si¢ nastepne pytanie — czy to zahamowanie wynika z braku substratu — estrow
retinylu, ktére sg gromadzone w RPE? W zdrowych oczach ludzkich zapasy estréw retinylu wy-
starczajg na dwu i potkrotna regeneracje rodopsyny po jej catkowitym wyblaknieciu. Przy AMD
jest znacznie podwyzszony stres oksydacyjny siatkéwki. Retinoidy sg dos¢ labilne i moga ulegac
utlenianiu, co moze prowadzi¢ do ich szybszej degradacji oksydacyjnej i mniejszych zapasow
w postaci estrow retinylu zgromadzonych w RPE.

W przypadku, kiedy nie ma wystarczajacych zapasow estrow retinylu w RPE, to synteza
tych estrow nastepuje z catkowicie-trans-retinolu, dostarczonego do RPE z zewnetrznych seg-
mentow precikow (ROS - ang. rod outer segments) (40). Jesli transport catkowicie-trans-reti-
nolu z ROS do RPE jest utrudniony, np. z powodu zmian strukturalnych ROS, ktére z wiekiem
stajg sie poskrecane i czesto hypertroficzne, moze to by¢ przyczyng zahamowania produkgji
estréw i w konsekwencji — syntezy 11-cis-retinalu. Co wiecej, enzymatyczna produkcja catko-
wicie-trans-retinolu w ROS moze by¢ zahamowana na przyklad ze wzgledu na podatnos$¢ na
fotoinaktywacj¢ enzymow odpowiedzialnych za transblonowy transport i redukcje catkowicie-

-trans-retinalu zhydrolizowanego z opsyny do catkowicie-trans-retinolu.

Kolejng przyczyna opdznionej adaptacji do ciemnosci moze by¢ zahamowana mobilizacja
estrow retinylu. Mechanizm odpowiedzialny za ich mobilizacj¢ nadal nie jest catkiem jasny.
Estry catkowicie-trans-retinylu sg izomeryzowane i hydrolizowane przez enzym RPE65 o wy-
sokiej zawarto$ci w RPE. W wyniku dzialania RPE65 powstaje 11-cis-retinol, ktory jest wigza-
ny przez komodrkowe biatko wiazace formy 11-cis retinolu i retinalu. Nastepnie 11-cis-retinol
jest enzymatycznie utleniany do 11-cis retinalu i transportowany do ROS, gdzie po zwigzaniu
z opsyna, regeneruje stan ciemny rodopsyny. Te etapy syntezy i transportu 11-cis retinalu tez
mog3 ulec zaburzeniu w AMD.

Celem zidentyfikowania mechanizmu odpowiedzialnego za op6zniong adaptacje¢ do ciem-
nosci u ludzi z AMD przeprowadzamy analize ilo§ciowa réznych form retinoidéw za pomo-
ca wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z detekcja absorpcyjng. Te badania
biochemiczne uzupelniamy badaniami obrazujgcymi strukture i funkcjonowanie siatkéwki:
tomografig z wykorzystaniem $wiatta cze$ciowo spdjnego OCT (OCT - ang. optical coherence
tomography), skaningowg oftalmoskopia laserowa (SLO - ang. scanning laser ophthalmoscope),
mikroskopig wielofotonows, elektroretinografia (ERG) i histologig. Pomiary takie przeprowa-

dzamy na ludzkich oczach pochodzacych od oséb zmarlych w réznym wieku, zdrowych oraz
dotknietych AMD.



Dodatkowo prowadzimy réowniez badania na myszach modyfikowanych genetycznie, kto-
re stuzg jako modele AMD i innych choréb z zaburzeniami cyklu retinoidowego. Przykladem
takiej choroby jest choroba Stargardta, ktéra jest dziedzicznym schorzeniem, powodujacym
zwyrodnienie plamki zottej siatkdwki w mtodym wieku, co prowadzi do progresywnej utraty
wzroku u dzieci i mlodych ludzi - i ostatecznie do $lepoty. Myszom tym podajemy modulatory
cyklu retinoidowego (np. retinylamine, ACU-4429, QLT091001), co pozwala na lepszy wglad
w zrodio problemu i co wigcej, pozwala na ocene skutecznosci terapeutycznej tych potencjal-
nych lekow.

W nastepnej czesci referatu przedstawie nieinwazyjng metode, dzieki ktérej mozemy
monitorowac cykl retinoidowy w czasie rzeczywistym u zywych zwierzat.

Obrazowanie dna oka i testowanie widzenia za pomoca dwufotonowego wzbudzania
endogennych fluoroforéw i pigmentéw wzrokowych

Siatkowka nadaje sie¢ idealnie do obrazowania za pomocg mikroskopii z zastosowaniem
dwufotonowego wzbudzania endogennych fluoroforéow (TPM - ang. two-photon microscopy)
laserem emitujgcym wigzke z bliskiej podczerwieni (IR), poniewaz uklad optyczny oka, skla-
dajacy sie z rogowki, plynu, soczewki i ciala szklistego, jest przezroczysty dla IR az do 1400
nm i pozwala na precyzyjne skupienie wigzki lasera na wybranym punkcie siatkéwki (41,42).
Ponadto twardéwka oka myszy jest rowniez przezroczysta dla IR, wiec w przypadku braku
melaniny w naczyniowce réwniez pozwala na obrazowanie siatkdwki. Ze wzgledu na dtuzsza
dlugos¢ fali IR w poréwnaniu ze $wiatlem widzialnym obrazowanie z uzyciem IR jest znacz-
nie mniej wrazliwe na zwiekszong gestos¢ optyczng soczewki, i czasem réwniez rogowki, jaka
wystepuje z wiekiem.

Co wigcej, aby poprawi¢ rozdzielczo$¢ i zminimalizowa¢ moc wigzki lasera, stosujemy
uktad optyczny korygujacy artefakty zwigzane z aberracjami optycznymi przedniej czesci oka,
co pozwala na uzyskanie prawidlowego czota fali (AO - ang. adaptive optics). Dzigki temu
za pomocg TPM mozemy monitorowac in vivo w czasie rzeczywistym szereg procesow bio-
chemicznych w RPE, fotoreceptorach i innych komoérkach siatkéwki. Nalezy podkresli¢, ze
to nieinwazyjne obrazowanie o wysokiej rozdzielczosci jest wspanialym narzedziem diagno-
stycznym dla przed- i pooperacyjnej oceny tkanki i monitorowania skutecznosci terapii (43).
Promieniowanie IR wnika w tkanki gtebiej niz promieniowanie widzialne i pozwala na zogni-
skowanie wigzki lasera w wybranym punkcie, gdzie zachodzi niemal jednoczesna absorpcja
dwoch fotonow powodujaca elektronowe wzbudzanie fluoroforéw, ktére powracaja do stanu
podstawowego w sposob promienisty (44,45). Ze wzgledu na koniecznos$¢ absorpcji dwdch
fotonow natezenie fluorescencji jest proporcjonalne do kwadratu chwilowego natezenia $wia-
tla. Ta zalezno$¢ sprawia, ze rozdzielczos¢ TMP nie jest ograniczona limitem dyfrakcyjnym,
charakteryzuje si¢ wysokim stosunkiem sygnatu do szumu, co prowadzi do wysokiego kontra-
stu w obrazowaniu za pomocg TPM (46). Metoda ta pozwala osiagna¢ wieksza rozdzielczos¢
i czutos¢ niz inne sposoby obrazowania in vivo (47,48).

Jednym z najwazniejszych proceséw niezbednych do widzenia jest synteza chromoforu -
11-cis-retinalu potrzebnego do regeneracji pigmentéw wzrokowych. Jak wspomniano wcze$niej,
fotoaktywacja Rho, jak réwniez pigmentéw wzrokowych czopkéw, prowadzi do fotoizomeryza-
cji 11-cis-retinalu do formy catkowicie-trans. Catkowicie-trans-retinal ulega hydrolizie z miej-
sca wigzacego opsyny i jest enzymatycznie redukowany do catkowicie-trans-retinolu. Nastep-
nie catkowicie-trans-retinol jest transportowany z zewnetrznych segmentéw fotoreceptoréow do



RPE, gdzie jest estryfikowany z resztami kwaséw tluszczowych, takimi jak palmitynian lub ste-
arynian. W zaleznosci od potrzeb estry retinylu mogg si¢ akumulowa¢ w wyspecjalizowanych
strukturach zwanych retinosomami lub stuzy¢ jak substrat enzymu RPE65. RPE65 izomeryzuje
forme catkowicie-trans do formy 11-cis i hydrolizuje wigzanie estrowe. W wyniku tych sprze-
zonych proceséw powstaje 11-cis-retinol, ktdry jest enzymatycznie utleniany do 11-cis-retinalu.
W ten sposéb chromofor pigmentéw wzrokowych jest odnawiany i po przetransportowaniu
z RPE do zewnetrznych segmentow fotoreceptordw moze si¢ wigzac z opsyng, regenerujac stan
ciemny Rho. Ze wzgledu na cykliczno$¢ zuzycia i regeneracji proces ten jest znany jako cykl
retinoidowy. W odrdéznieniu do niefluoryzujacych retinali zaréwno retinole, jak i estry retiny-
lu charakteryzuja sie sporymi wydajnosciami kwantowymi fluorescencji, a kinetyka zmian za-
wartosci tych fluoroforéw w obszarze zewnetrznych segmentow fotoreceptoréw i RPE odzwier-
ciedla sprawno$¢ kluczowych etapow cyklu retinoidowego (40). Kinetyke tych zmian mozemy
monitorowaé mikroskopig dwufotonows in vivo w czasie adaptacji do ciemnosci lub w trakcie
ciaglej ekspozycji na $wiatto.

Co wigcej, zmiany w zawartosci retinoidéw i ich kinetyke w odpowiedzi na §wiatlo mozemy
monitorowaé przy réznorodnych manipulacjach genetycznych i podejsciach terapeutycznych.
Testujemy tez leki bedace pochodnymi witaminy A, ktére réwniez s podatne na wzbudzenie
dwufotonowe. TPM moze wykrywa¢ takze produkty kondensacji retinali, ktére maja wtasci-
wosci fluorescencyjne, gromadzg si¢ z wiekiem w RPE i mogg mie¢ znaczenie w rozwoju AMD
(49-52).
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