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Streszczenie: Siatkowka oka jest tkanka wyspecjalizowana do odbioru informacji $wietlnej. W oku
kregowcow wystegpuja dwa anatomicznie i1 funkcjonalnie odmienne szlaki odbioru §wiatla. Pierwszy z
nich, oparty na fotodetekcji precikow i czopkdw, stuzy do tworzenia obrazéow (tzw. fotodetekcja
wzrokowa). W drugim uktadzie fotony swiatta sa wychwytywane przez melanopsyng, nowo odkryty
barwnik wzrokowy z rodziny opsyn. Uktad ten rejestruje zachodzace w czasie zmiany w intensywno-
$ci promieniowania i uczestniczy w tzw. niewzrokowych odpowiedziach na $wiatto (regulacja rytmow
biologicznych, odruch zwegzenia Zrenicy). Przypuszcza sig, ze w dojrzatej siatkowce systemy widze-
nia wzrokowego i niewzrokowego wzajemnie ze soba wspotpracuja. U ssakow melanopsyna wysteg-
puje w matej subpopulacji swiattoczutych komorek zwojowych siatkowki (ipRGCs), ktore dzigki
rozbudowanemu drzewu dendrytycznemu moga zbiera¢ informacje §wietlne z obszaru catej siatkowki.
W rozwoju osobniczym ssakow tzw. widzenie niewzrokowe, pozwalajace na synchronizacj¢ rytmow
okotodobowych z warunkami o$wietlenia srodowiska, pojawia si¢ jako pierwsze, wyprzedzajac roz-
woj klasycznego systemu wzrokowego. Podobnie jak opsyny bezkregowcdw, melanopsyna prawdo-
podobnie petni podwdjna funkcj¢ fotobarwnika i fotoizomerazy retinalu. W komorkach zawierajacych
melanopsyng pod wptywem $wiatta dochodzi do dtugo utrzymujace;j sig depolaryzacji, bedacej wyni-
kiem aktywacji biatka G /G i fosfolipazy C. Obserwowany wzrost stezenia jonow Ca® zalezy
zarowno od uruchomienia wewnatrzkomorkowych magazynoéw wapniowych, jak i otwarcia kanatow
kationowych typu TRPC.

Stowa kluczowe: melanopsyna, komorki zwojowe siatkowki, preciki, czopki, siatkowka, widzenie, ryt-
my okotodobowe.

Summary: The visual system is now known to be composed of two anatomically and functionally distinct

pathways, i.e. the image-forming and non-image-forming. Photoreception of the image-forming pathway
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begins with rods and cones, classical photoreceptors, whereas that for the non-image-forming pathway is
predominantly based on intrinsically photosensitive retinal cells containing the newly discovered photo-
pigment — melanopsin. The non-image-forming visual system poorly responds to brief light stimuli, and
by integrating photic energy over longer periods of time it is capable of controlling various circadian
rhythms. Accumulating experimental evidence suggests that at least in mammals the non-image-forming
and image-forming pathways are merged, and influence the activity of each other. In mammals, melanopsin
is expressed in a small population of intrinsically photoreceptive retinal ganglion cells (ipRGCs). The
ipRGCs are light responsive from birth, long before the functional development of classical photorecep-
tors and the image-forming visual pathway. The photosensitivity of melanopsin relies on the presence of
cis-isoforms of retinaldehyde. By analogy to invertebrate opsins, melanopsin acts as a bistable pigment,
having both sensory and photoisomerase regeneration functions. The transduction pathway triggered by
melanopsin results in a sustained increase in intracellular calcium. This calcium increase is mediated
through a Gq/Gn — phospholipase C — IP s pathway, and additionally involves activation of nonselective
cation channels TRPC.

Key words: melanopsin, retinal ganglion cells, rods, cones, retina, vision, circadian rhythms.

WSTEP

Siatkowka oka jest tkanka wyspecjalizowana do odbioru informacji $wietlnej. Do
niedawna uwazano, ze jedynymi fotoreceptorami w siatkdwce krggowcow sa preciki
i czopki. Segmenty zewngtrzne tych komorek, zawierajace barwniki wzrokowe z rodziny
opsyn, po pochtonigciu fotonéw $wiatta uruchamiajq kaskade procesdw, w ktorej sygnat
swietlny przeksztalcany jest w sygnaty neuronalne. Sygnaly te, po integracji i modulacji
w warstwach neuronalnych siatkowki, sa zbierane przez komoérki zwojowe i nastgpnie
przesytane nerwem wzrokowym do moézgu. Pierwsze informacje wskazujace na
obecnos¢ w oku dodatkowego systemu detekcji $wiatta, ktory wykorzystuje receptory
inne niz czopki 1 preciki, pojawity si¢ w latach dziewigcdziesiatych XX wieku. Pochodzity
one z badan nad mechanizmami $wietlnej regulacji rytmdéw okotodobowych. W doswiad-
czeniach przeprowadzonych na zmodyfikowanych genetycznie szczepach myszy
(rd/vd, rd/rd cl) wykazano, ze utrata precikoOw i czopkéw nie zmienia chronobio-
logicznych odpowiedzi zwierzat na §wiatlo (takich jak: supresja nocnych poziomow
melatoniny, hamowanie nocnej aktywnosci ruchowej, synchronizacja rytmu aktywnosci
ruchowej do cyklu o$wietlenia, przesunigcia faz okotodobowego rytmu aktywnos$ci
ruchowe;j), a takze nie wplywa na odruch zwe¢zenia zrenicy pod wptywem $wiatta
[7,16,17,37,39,-45,69]. Ponadto, w badaniach klinicznych zaobserwowano, ze u niekto-
rych osob niewidomych zachowana jest zdolno$¢ do regulacji przez §wiatto syntezy
melatoniny, rytmu sen-czuwanie oraz dobowych oscylacji poziomow kortyzolu w osoczu
[10,36]. Te pionierskie prace stanowity podstawe do wysunigcia hipotezy, ze przynajmniej
w siatkéwkach ssakdéw wystepuje nieopisany dotad system odbioru i kodowania infor-
macji swietlnej. System ten, w przeciwienstwie do uktadu opartego na fotodetekcji kla-
sycznych fotoreceptorow i wykorzystywanego do tworzenia obrazow (tzw. fotodetek-
cja wzrokowa; image-forming photoreceptor system lub visual photoreceptor
system), stuzy do pomiaru zmieniajacej si¢ w czasie intensywnosci promieniowania
swietlnego i odbiera fotony §wiatta w innych celach niz tworzenie obrazéw wzrokowych
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(non-image-forming photoreceptor system,; non-visual photoreceptor system).
Wyniki kilkuletnich poszukiwan niewzrokowych (okotodobowych) fotoreceptorow
pozwalaja sadzi¢, ze u ssakow role t¢ pelni mala populacja komoérek zwojowych
wykorzystujaca nowo odkryty barwnik — melanopsyne [5,6,15,16,34,56,63].

BUDOWA MELANOPSYNY

Melanopsyng po raz pierwszy sklonowano w 1998 r. z mRNA pochodzacego z
melanoforow skory zaby szponiastej (Xenopus laevis), cecha charakterystyczna tych
komorek jest bezposrednia wrazliwos¢ na §wiatlo [51]. Nazwa melanopsyna (ang.
melanopsin) odzwierciedla zardwno pierwotne zrodlo izolacji peptydu, jak i fakt, ze nalezy
on do grupy opsyn. Gen kodujacy melanopsyne oznaczono symbolem Opn4 [51].
Melanopsyna Xenopus zbudowana jest z 534 reszt aminokwasowych (aa). U kurczgcia
wykryto dwa geny kodujace melanopsyng — cOpn4-a i cOpn4-b, ktdrych ekspresja jest
zroznicowana. Dominujacy c¢Opn4-a koduje biatko zbudowane z 543 aa. Z kolei
¢Opn4-b, ktory w porownaniu z cOpn4-a po nukleotydzie 1242 ma sekwencj¢ 86 par
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RYCINA 1. Schemat drzewa filogenetycznego opsyn opartego na budowie struktury I-rzedowej domen
transbtonowych TM1-7 biatek. Dane dla opsyn krggowcow przedstawiaja stopien podobienstwa
pomigdzy opsynami kurczecia: MWSI1 (ang. middle-wavelength-sensitive) — opsyna wrazliwa na
promieniowanie niebieskie; MWS2 (ang. middle-wavelength-sensitive) — opsyna wrazliwa na
promieniowanie zielone; SWS (ang. short-wave-sensitive) — opsyna wrazliwa na promieniowanie fioletowe;
LWS (long-wave-sensitive) — opsyna wrazliwa na promieniowanie czerwone. Wartosci liczbowe
przedstawiaja procent homologii struktury I-rzgdowej pomigdzy poszczegdlnymi opsynami [16,51]
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zasad z ,,przedwczesnym” kodonem stop, odpowiada za syntezg krotszego biatka
zbudowanego z 425 aa [67]. Takze u przedstawiciela gromady ryb — dorsza atlantyckiego
(Gadus morhua) wystepuja dwa odregbne geny kodujace synteze melanopsyny, Opn4a
1 Opn4b, o zrdznicowanej ekspresji tkankowej i komorkowej [ 12]. Dotychczas sklonowane
melanopsyny krggowcow (dorsza, danio preggowanego, zaby szponiastej, kurczecia, myszy,
szczura, cztowieka) wykazuja znacznie wigeej homologii strukturalnej z opsynami
bezkregowcow (okoto 40%) niz z opsynami kregowcow (do 30%) [4,9,12,16,28,51,52].
Analiza filogenetyczna wskazuje na to, ze melanopsyna i opsyny bezkrggowcow
prawdopodobnie wywodza si¢ od wspdlnego przodka [S1]. W obrebie rodziny
scharakteryzowanych dotychczas melanopsyn stopien homologii struktury I-rzgdowej
dla biatek r6znych gatunkoéw kregowcow wynosi 60—70%.

Szczegodlowa analiza budowy melanopsyny wskazuje, ze nalezy ona do nadrodziny
receptorow sprzezonych z biatkami G [31,51]. Lancuch biatkowy siedmiokrotnie
przechodzi przez btong komorkowa tworzac w obrebie btony siedem hydrofobowych
domen transblonowych (TM) potaczonych naprzemiennie pgtlami cytoplazmatycznymi
izewnatrzkomorkowymi. N-koncowy fragment biatka znajduje si¢ w obszarze zewnatrz-
komoérkowym, a fragment C-koncowy w cytoplazmie. Podobnie jak u innych opisanych
dotychczas biatek z rodziny opsyn, w siddmej domenie TM melanopsyny wystegpuje
lizyna (Lys®*), do ktorej przytacza si¢ chromofor (najprawdopodobniej 11-cis-retinal)
tworzac zasade Schiffa. Reszty cysteinowe (Cys'® i Cys!”), obecne w drugiej i trzeciej
petli zewnatrzkomorkowej, uczestnicza w tworzeniu mostka dwusiarczkowego
stabilizujacego strukturg Ill-rzedowa biatka. W obrebie N-konca melanopsyny nie
wystepuja natomiast miejsca N-glikozylacji, ktore sa charakterystyczne dla innych opsyn.
Melanopsyna Xenopus, podobnie jak i sklonowane pdzniej melanopsyny innych
gatunkow zwierzat, ma dhugi C-koniec, w ktorym wystepuja liczne miejsca (kilkanascie)
mogace ulega¢ fosforylacji. Sugeruje to mozliwos¢ regulacji aktywnosci biatka przez
kinazy. Analogicznie do opsyn bezkrggowcow, melanopsyna ma w trzeciej domenie
transbtonowej (TM3) aromatyczny aminokwas — tyrozyne (Tyr'®), ktéora moze
uczestniczy¢ w stabilizacji zasady Schiffa. Z kolei w trzeciej petli cytoplazmatyczne;j
obecny jest charakterystyczny fragment Asn** — Gly**, wstawka ta nie wystgpuje w
opsynach kreggowcow [51]. Budowa tej petli w znacznym stopniu determinuje rodzaj
biatka G, na ktory bedzie przenoszony sygnat z receptora §wiatla, jakim jest opsyna.
Obecno$¢ fragmentu Asn?®* — Gly** w bialku melanopsyny sugeruje, ze uruchamiany
przez nia szlak transdukcji sygnatu moze by¢ analogiczny do szlaku aktywowanego
przez opsyny bezkrggowcow. Stusznos¢ powyzszej hipotezy potwierdzity wyniki
najnowszych badan przeprowadzonych na oocytach Xenopus laevis i liniach komor-
kowych, w ktorych dokonano ekspresji genu Opn4 [41,47,54].

WYSTEPOWANIE

Wykorzystujac techniki immunohistochemiczne oraz hybrydyzacji in situ obecnos¢
melanopsyny wykazano w melanoforach skory, oku (siatkdwce, nabtonku barwnikowym
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siatkowki — RPE i w teczowce) i w mozgu (jadrach nadskrzyzowaniowych podwzgorza
i wielkokomérkowym jadrze przedwzrokowym) Xenopus laevis [51]. U dorsza
atlantyckiego ekspresj¢ genu Opn4a stwierdzono w siatkowce i w jadrach nadskrzyzo-
waniowych podwzgodrza, natomiast ekspresj¢ genu Opn4b — w siatkdwce i w uzdeczce
[12]. U kury (Gallus domesticus) melanopsyna wystgpuje w siatkdwce, szyszynce i
modzgu (przegrodzie, uzdeczce, wzgorzu, prazkowiu, jadrze przedwzrokowym, obszarze
pomiedzy jadrem okragltym a jadrem kolankowatym bocznym oraz obszarze pomigdzy
pokrywa wzrokowa a jadrem soczewkowatym $srodmoézgowia) [1,9,67]. Obecnos¢
melanopsyny stwierdzono ponadto w siatkdéwkach ssakow (myszy, szczura, kretoszczura,
chomika, kota, makaka, cztowieka) i ryby (danio pregowany; ang. zebrafish) [4,11,13,22—
26, 28,43,49,52,53,62]. Nalezy podkresli¢, ze w obrgbie siatkdwki rozmieszczenie
melanopsyny wykazuje bardzo duze zr6znicowanie pomigdzy badanymi gromadami
kregowcow. U plazow (Xenopus laevis) obecnos¢ melanopsyny stwierdzono w RPE,
zewngtrznej czegs$ci warstwy jadrowej wewnetrznej 1 w nielicznych komorkach
zwojowych [51]. W siatkdwkach ryb! melanopsyna wystepuje w komodrkach
poziomych i amakrynowych (warstwa jadrowa wewngtrzna) oraz w komorkach
zwojowych [4,12]. U ptakow (kura domowa) obecnos$¢ melanopsyny wykazano glownie
w warstwie jadrowej wewngtrznej siatkowki (przypuszczalnie w perikarionach komorek
poziomych i dwubiegunowych), a ponadto w warstwie jadrowej zewnetrznej (komorki
fotoreceptorowe) 1, w znacznie mniejszym stopniu, w komorkach zwojowych oraz w
RPE [9,67]. Z kolei u ssakéw melanopsyna wystepuje przede wszystkim w komoérkach
zwojowych siatkowki oraz w pojedynczych komoérkach amakrynowych potozonych
pomigdzy warstwa komorek zwojowych a warstwa jadrowa wewngtrzna [3,11,13,20,24. -
26,28,49,52,53].

Badania przeprowadzone w okresie ostatnich kilku lat wykazaty, ze w siatkowkach
ssakow wystepuje mata (liczaca, w zaleznoSci od gatunku i wieku, od utamka do
kilkunastu procent ogdlnej liczby) populacja komorek zwojowych majacych zdolno$¢
do bezposredniego pochtaniania fotondéw Swiatta (ang. intrinsically photosensitive
retinal ganglion cells; ipRGCs). Komorki te odgrywaja kluczowa role w regulacji
tzw. niewzrokowych odpowiedzi na $wiatto (ang. non-visual photic responses; non-
image forming photic responses), takich jak: hamowanie syntezy melatoniny, regulacja
okotodobowego rytmu aktywnosci ruchowej, zwezanie zrenicy [5,6,18,30,38]. Co
najmniej 80% ipRGCs zawiera melanopsyng [5]. W siatkdwce cztowieka komorki
zawierajace melanopsyng stanowia 0,2—0,8% catkowitej populacji komérek zwojowych.
Ich gesto$¢ wynosi 3—5 komodrek/mm? na obwodzie siatkowki i 20-25 komorek/mm?
w czesci dotkowej [11]. W siatkowkach ssakow, w tym takze w siatkdwce cztowieka,
przewazajaca czg$¢ komorek zwojowych zawierajacych melanopsyng wykazuje ko-
ekspresje PACAP [13,24,26] — polipeptydu aktywujacego przysadkowa cyklazeg
adenylanowa (ang. pituitary adenylate cyclase — activating polypeptide). Nalezy
podkresli¢, ze PACAP jest uwazany za neurochemiczny marker szlaku siatkowkowo-

'U dorsza atlantyckiego ekspresje genu Opn4a zaobserwowano w komoérkach poziomych,
amakrynowych i zwojowych siatkowki, a ekspresje genu Opn4b — w komorkach amakrynowych
izwojowych [12].
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RYCINA 2. Schemat budowy siatkowki ssakow. Swiattoczute komorki zawierajace melanopsyne
wyrdzniaja si¢ z grupy komorek zwojowych rozbudowanym drzewem dendrytycznym. Komorki te
moga odbiera¢ sygnaty pochodzenia czopkowego i precikowego. Pozostale objasnienia w tekscie ([5,63]
zmodytikowano)

podwzgorzowego [21]. Melanopsyna wystepuje w btonie komadrkowej subpopulacji
komorek zwojowych, gldéwnie w obrgbie dendrytéw oraz perikarionow [24,28].
Perikariony nielicznych komorek melanopsynowych znajduja si¢ w warstwie jadrowe;
wewngtrznej [28]. Najbardziej uderzajaca cecha morfologiczna ipRGCs jest ich szerokie
drzewo dendrytyczne, najbardziej rozbudowane w grupie wszystkich komérek zwojowych.
Wigkszos$¢ komorek zwojowych zawierajacych melanopsyng ma dwa lub trzy gtowne,
dlugie dendryty rozgaleziajace si¢ w warstwie splotowatej wewnetrznej [3,5]. Wypustki
dendrytyczne melanopsynowych komoérek zwojowych naktadaja si¢ na siebie i tworza
gesta sie¢ obejmujaca caty obszar siatkowki. Fotorecepcyjne drzewo dendrytyczne
pojedynczej ipRGC pokrywa obszar okoto 500 um?, podczas gdy powierzchnia zajmowana
przez $wiattoczuly segment zewnetrzny precika lub czopka to okoto 1 um? [5]. Dendryty
komorek zwojowych zawierajacych melanopsyng docieraja do warstwy splotowatej
wewngtrznej oraz, w znacznie mniejszym stopniu, do warstwy jadrowej wewnetrznej
[3,5,11,26,28]. W obrgbie warstwy splotowatej wewngtrznej dendryty tych komorek sa
polozone postsynaptycznie w stosunku do zakonczen komorek dwubiegunowych i
amakrynowych, co wskazuje na mozliwo$¢ modulacji funkcji ipRGCs przez sygnaty
pochodzenia precikowego badz czopkowego [3].
U ssakdéw komorki zwojowe zawierajace melanopsyng [5,11,26,28,43] wysytaja swoje
aksony do :
(1) jader nadskrzyzowaniowych przedniej czgsci podwzgorza (ang. suprachiasmatic
nuclei; SCN) — struktury uwazanej za miejsce gtdwnego zegara biologicznego
ssakow;
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(2) kompleksu ciata kolankowatego bocznego — glownie do listka ciata kolankowatego
bocznego (ang. intergeniculate leaflet; IGL), ktory uczestniczy w modulacji ryt-
moéw okotodobowych;

(3) przedpokrywowego jadra oliwki (ang. olivary pretectum nucleus; OPN), odpo-
wiedzialnego za odruch zwezania zrenicy pod wplywem §wiatla;

(4) brzusznobocznego jadra przedwzrokowego (ang. ventrolateral preoptic nucleus;
VLPO) — struktury zaangazowanej w kontrolg rytmu sen-czuwanie;

(5) brzusznej czegsci obszaru okotokomorowego (ang. ventral subparaventricular
zone; vSPZ) — rejonu mozgu uczestniczacego w kompleksowej regulacji rytmow
okotodobowych. U gryzoni obszar ten najprawdopodobniej odgrywa zasadnicza
role w procesie hamowania przez §wiatlo nocnej aktywnos$ci ruchowej (tzw. ne-
gative masking).

DOBOWE/OKOLODOBOWE ZMIANY EKSPRESJI
MELANOPSYNY

W siatkéwcee szczura stopien ekspresji melanopsyny zmienia si¢ rytmicznie w ciagu
doby [58,59]. U zwierzat przebywajacych w cyklicznie zmieniajacych si¢ warunkach
o$wietlenia (12 godz. $wiatta : 12 godz. ciemnosci) najwyzszy poziom mRNA dla
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RYCINA 3. Swiattoczute komorki zwojowe zawierajace melanopsyne (ipRGCs) wysylaja swoje wypustki
aksonu do os$rodkow kontrolujacych rytmy okotodobowe, tj. jader nadskrzyzowaniowych przedniej
czescei podwzgdrza (SCN) 1 do kompleksu ciata kolankowatego bocznego (jadra ciata kolankowatego
bocznego — LGN oraz listka ciata kolankowatego bocznego — IGL), a takze do przedpokrywowego jadra
oliwki (OPN), ktore odpowiada za odruch zwgzenia zrenicy. Struktury te zaznaczone zostaly na schemacie
kolorem zo6ttym. Chronobiologiczny sygnal $wietlny z SCN jest przesytany do szyszynki szlakiem
wieloneuronalnym zaznaczonym na kolor czerwony; PVN (ang. paraventricular nucleus) — jadro
przykomorowe podwzgorza. Szlak neuronalny kontrolujacy proces zwegzania zrenicy, w sktad ktorego
wchodza OPN, jadro Edingera-Westphala (EW), zwdj rzgskowy, przed- i zazwojowe widkna przywspot-
czulne oraz teczéwka, zostal zaznaczony kolorem niebieskim (wg [5] zmodyfikowano)
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melanopsyny zaobserwowano pod koniec fazy jasnej i na poczatku fazy ciemnej cyklu,
anajnizszy pod koniec fazy ciemnej i w pierwszej potowie fazy jasnej. Z kolei immuno-
reaktywnos$¢ melanopsynowa, odzwierciedlajaca poziom biatka, byla najwyzsza w
polowie fazy ciemnej, a najnizsza w potowie fazy jasnej. Rytmiczne zmiany ekspresji
melanopsyny utrzymywaty si¢ w siatkowkach szczurow przebywajacych w warunkach
statej ciemnosci, co wskazuje, Ze jest to rytm okotodobowy. Degeneracja precikow i
czopkow (badania na szczurach RCS/N-rdy") pociagala za soba dramatyczny (>90%)
spadek pozioméw mRNA dla melanopsyny i immunoreaktywnos$ci melanopsynowej
oraz zanik rytmicznych zmian w ekspresji melanopsyny [59]. Z kolei chemiczne
zniszczenie neuronow siatkowkowych, ktorych perikariony tworza warstwe jadrowa
wewngtrzna, prowadzito do zmniejszenia amplitudy zmian pozioméw mRNA dla
melanopsyny w siatkoéwkach szczurow trzymanych w cyklicznie zmieniajacych sig
warunkach o$wietlenia, a takze do zaniku okotodobowego rytmu mRNA [58]. Przypusz-
cza sig, ze w regulacji ekspresji melanopsyny (a takze neuropeptydu PACAP, ktory
wspotwystepuje z melanopsyna w swiattoczutych komorkach zwojowych) w siatkowce
szczura istotng role odgrywaja z jednej strony klasyczne fotoreceptory (preciki i czopki),
a z drugiej — siatkdbwkowe obwody neuronalne. Sugeruje si¢ ponadto znaczacy udziat
dopaminergicznych komoérek amakrynowych i receptorow D,-dopaminowych (znajduja-
cych si¢ na ipRGCs) w kontroli rytmicznych zmian poziomow melanopsyny w siatkowce
szczura [58].

W siatkowce i szyszynce kury poziomy mRNA dla melanopsyny zmieniaja si¢ w
rytmach okolodobowych o przeciwstawnych fazach. Na poczatku fazy jasnej w
siatkdbwce obserwowano najwyzsza ekspresjg¢ melanopsyny, natomiast w szyszynce
najnizsza. Z kolei w czwartej godzinie fazy ciemnej poziomy mRNA dla melanopsyny
w siatkdwce byly najnizsze, a w szyszynce najwyzsze [9]. W obrebie warstw siatkowki
wyzsze ,,dzienne” poziomy mRNA stwierdzono w RPE i w warstwie jadrowej
wewnetrznej, dobowy profil zmian w fotoreceptorach byt analogiczny do profilu
szyszynkowego, a ekspresja melanopsyny w warstwie komoérek zwojowych utrzymy-
wala si¢ na zblizonym poziomie w ciagu doby [9].

SZILLAKI TRANSDUKCJI SYGNALU

Scharakteryzowane dotychczas swiatloczute opsyny bezkrggowcow i kregowcow
naleza do nadrodziny receptorow sprzg¢zonych z biatkami G i jako chromofory
wykorzystuja 11-cis-retinal lub jego homolog [27,35,50]. Pochtonigcie fotonu §wiatta
wywohuje konwersj¢ 11-cis-retinalu do catkowicie-trans-retinalu, co pociaga za soba
zmiang¢ konformacji przestrzennej opsyny, a nast¢pnie aktywacje¢ biatka G i odpowied-
niego szlaku transdukcji sygnatlu. U krggowcow opsyny ,,wspoipracuja” z wrazliwa na
toksyng krztusca transducyna (G,), natomiast u bezkregowcow — z biatkami G, ktore
nie sa wrazliwe na toksyng krztusca [27,35,50]. Warunkiem niezbednym do odbudowy
zdolno$ci barwnika wzrokowego do ponowne;j fotodetekcji jest regeneracja chromoforu.
U krggowcow po odlaczeniu catkowicie-trans-retinalu od opsyny, w ztozonym,



MELANOPSYNA — NOWO ODKRYTY CHRONOBIOLOGICZNY RECEPTOR SWIATEA 237

wieloetapowym procesie zachodzacym w RPE dochodzi do przeksztalcenia catkowicie-
trans-retinalu do 11-cis-retinalu [35]. Z kolei opsyny bezkregowcow wykorzystuja
energi¢ z pochtonigtych fotonéw swiatta do izomeryzacji calkowicie-trans-retinalu, a
W procesie tym uczestniczy arestyna [33]. Opsyny bezkregowcow dziataja zatem takze
jako fotoizomerazy.

Dla zrozumienia roli fizjologicznej melanopsyny istotne byto uzyskanie odpowiedzi
na nastgpujace pytania:

(1) jakie zmiany elektrofizjologiczne zachodza pod wptywem $wiatta w komodrkach
zawierajacych melanopsyng,

(2) jaki chromofor jest niezbedny do fotodetekcyjnej roli melanopsyny,

(3) jakiego typu biatko G jest aktywowane przez melanopsyng,

(4) jaki szlak/szlaki transdukcji sygnatu sa uruchamiane w wyniku fotodetekcji $wiatta
przez melanopsyne,

(5) czy melanopsyna, poprzez analogi¢ z opsynami bezkrggowcow, moze petni¢ rolg
fotoizomerazy.

Badania przeprowadzone na oocytach Xenopus laevis [47] i dwoch liniach
komorkowych, Neuro-2a [41] i HEK293 [54], w ktérych dokonano ekspresji cDNA
kodujacego melanopsyng, pozwolity sformutowac hipotezg, w jaki sposob pracuja
komorki melanopsynowe. Po pierwsze udowodniono, ze komorki zawierajace melano-
psyng sa bezposrednio §wiattoczute. Pod wpltywem ekspozycji na $wiatto dochodzi w
nich do op6znionej, ale jednocze$nie dtugo utrzymujace;j si¢ depolaryzacji blony komor-
kowej?. Analiza spektralna wskazuje, ze efekt taki wywiera $wiatto o dtugos$ci fali
okoto 480 nm [47,52]. Nalezy podkresli¢, ze $wiatlo o takiej dtugosci fali aktywuje
ipRGCs [5]. Warunkiem niezbednym do detekcji fotonow $wiatta przez melanopsyng
jest obecnos¢ chromoforu — 11-cis-retinalu (badz jego analogu 9-cis-retinalu)[19,30,47].
Melanopsyna zachowuje zdolnos$¢ do fotodetekcji rowniez w obecnosci catkowicie-
trans-retinalu. Sugeruje to, ze podobnie jak opsyny bezkregowcow moze ona petnic
podwdjna role — fotopigmentu i fotoizomerazy retinalu. Przebiegajacy przy udziale
melanopsyny proces fotoizomeryzacji catkowicie-trans-retinalu prawdopodobnie zalezy
od arestyny [47]. Badania przeprowadzone na genetycznie zmodyfikowanych myszach
pozbawionych genu kodujacego biatko odpowiedzialne za regeneracjg retinalu w ko-
morkach RPE (rpr657), u ktérych analizowano wywotane przez $wiatto zmiany
szerokosci zrenicy (badania behawioralne) oraz zmiany potencjatu btony komérkowej
(badania typu current clump i voltage clump pojedynczych komorek zwojowych siatkowki),
stanowia dowdd potwierdzajacy stuszno$¢ hipotezy, ze melanopsyna wystepujaca w ipRGCs
jest zarowno barwnikiem wzrokowym jak i fotoizomeraza [19].

Przypuszcza sig, ze pochtonigcie fotonow §wiatta przez kompleks melanopsyna —
11-cis-retinal prowadzi do aktywacji biatka Gq/G11 znastegpujaca stymulacja fosfolipazy
C (PLC) 1 wzrostem wewnatrzkomorkowego stezenia wolnych jonéw wapniowych
([Ca*']), wywolujacym tzw. fale wapniowa [41,47,54]. Do tej pory nie wyjasniono do

?Pochtonigcie fotondw $wiatla przez opsyny precikow i czopkow prowadzi do bardzo szybkiej i
krotkotrwatej hiperpolaryzacji blony komodrkowej, bedacej wynikiem zamknigcia zaleznych od
c¢GMP kanatow kationowych w segmentach zewngtrznych komorek [35,50].



TABELA 1. Roznice pomigdzy klasycznymi fotoreceptorami (precikami i czopkami) a $wiattoczulymi komorkami zwojowymi (ipRGCs) w siatkowce
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Swiatloczute komérki zwojowe
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Glownie warstwa komorek zwojowych, rzadko
warstwa jadrowa wewngtrzna
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A, (m; dane dla siatkowki czowieka) Preciki — 497; czopki: SWS — 414, MWS — 530; 480

LWS - 560

Odpowiedz na $wiatlo

Szybka, przejSciowa (transient) hiperpolaryzacja
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Szlak transdukcji sygnalu po absorpcji
fotonéw $wiatta

Biakko G, - PDE - ¢GMP - Ca?" 1

Biakko Gg/G,, - PLC - Ca’"1t
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konca, w jaki sposob aktywacja PLC uruchamia falg wapniowa w komoérce zawierajacej
melanopsyng. Prawdopodobnie w procesie tym uczestniczy inozytolo-1,4,5-trisfosforan
(IP,), powstaty w wyniku dziatania PLC, ktory uruchamia wewnatrzkomorkowe
magazyny Ca*" i podnosi stezenie [Ca**]. w komorce [32]. Sugeruje si¢ ponadto, ze w
powstawaniu fali wapniowej istotna rol¢ odgrywaja przepuszczalne dla Ca*', nieselek-
tywne kanaty kationowe TRPC (ang. transient receptor potential cation channels)
[47,54]. Budowa i funkcja kanatéw TRPC jest zblizona do kanatow typu Trp 1 Trpl,
ktore wystgpuja w fotoreceptorach muszki owocowej i uczestniczag w procesie
fototransdukc;ji [42].

Najnowsze badania wykazaty, ze podobnie jak w przypadku klasycznych fotorecep-
toréw [14,35], wrazliwos¢ ipRGCs na §wiatlo ulega plastycznym zmianom w odpowiedzi
na utrzymujace sig state warunki oswietlenia [71]. W tzw. procesie adaptacji do $wiatla,
w czasie ekspozycji na §wiatto o jednakowym natgzeniu promieniowania dochodzi do
stopniowego zmniejszania odpowiedzi elektrofizjologicznej komorek, czyli do ich
desensytyzacji. Nowe bodzce $wietlne, 0 wyzszym natgzeniu promieniowania niz
wezesniejsze ,,tto”, do ktorego zaadaptowaly sig¢ komorki, beda indukowaty odpowiedzi
o wzrastajacej amplitudzie, dochodzi wowczas do resensytyzacji ipRGCs. Z kolei proces
adaptacji do ciemnosci polega na stopniowej, trwajacej nawet kilka godzin, petnej
odbudowie fotowrazliwosci ipRCGs. Proces ten obserwuje si¢ w komorkach siatkowek,
ktore po dtugotrwatej ekspozycji na $wiatto umieszczono w ciemnosci [71]. Przypuszcza
sig, ze adaptacyjne zmiany ipRGCs do panujacych warunkow oswietlenia sa najprawdo-
podobniej wynikiem zmian w szlaku przeptywu sygnatlu z melanopsyny na kanatly
kationowe, a nie zmian w pracy samych kanatow. Fizjologiczne znaczenie zjawiska
plastycznosci ipRGC:s jest dotychczas nieznane. By¢ moze zdolno$¢ ipRGCs do zmian
adaptacyjnych w odpowiedzi na ,,histori¢” o$wietlenia siatkowki pozwala im rozpoz-
nawac 1 kodowa¢ zmiany w natgzeniu oswietlenia w bardzo szerokim zakresie
charakterystycznym dla zmian zachodzacych w ciagu dnia (np. $wiatlo o wschodzie
stonca — §wiatto w potudnie — $wiatto o zachodzie stonca) oraz o r6znych porach roku.
Umozliwialoby to kluczowy udziat tych komoérek w regulacji zaleznych od $swiatta
procesow chronobiologicznych przebiegajacych na diugiej przestrzeni czasu (rytmy
okotodobowe, rytmy sezonowe) [71].

ZMIANY EKSPRESJI MELANOPSYNY W PRZEBIEGU
ROZWOJU OSOBNICZEGO

Oprocz systemu transdukceji sygnatu i zdolnosci do fotoizomeryzacji chromoforu,
kolejna cecha, ktora odréznia melanopsyng od klasycznych opsyn precikow i czopkow,
sa zmiany w stopniu ekspresji tego biatka w przebiegu rozwoju siatkowki. Melanopsyna
pojawia si¢ w rozwoju embrionalnym bardzo wczesnie, znacznie wyprzedzajac rozwoj
precikdw i czopkdw (a nastepnie specyficznych dla tych fotoreceptoréw opsyn) oraz
nerwu wzrokowego. Ekspresje melanopsyny, podobnie jak i innych opsyn, ktore nie sa zwiazane
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zprecikami i czopkami: peropsyny, encefalopsyny i RGR-opsyny (ang. retinal G-protein coupled
receptor opsin) [34], wykryto juz u 9-tygodniowych ptodow ludzkich [65].

Badania morfologiczne i elektrofizjologiczne dowodza, ze sygnalizacja wzrokowa w oku
myszy pojawia si¢ dopiero w dziesiagtym dniu po urodzeniu (P10) [2,55]. U myszy preciki i
czopki powstaja w czasie rozwoju embrionalnego, ale dojrzewaja anatomicznie i funkcjonalnie
dopiero w okresie postnatalnym [60,65]. Roznicowanie czopkow opisano u 10-dniowych
zarodkéw (E10), natomiast ekspresje genu kodujacego opsyne UVS/VS w P1, a opsyne
LWS — w P7. Z kolei réznicowanie precikow w siatkowce myszy zachodzi w E12, ale
ekspresja genu kodujacego opsyng precikowa jest wykrywalna dopiero w PS. Ponadto,
btony segmentow zewngtrznych precikéw i czopkdw pojawiaja si¢ po raz pierwszy w
P4-P6 i dojrzewaja w petni w P20. W okresie pomigdzy P10 i P20 obserwuje si¢ dojrzewanie
iakumulacje w siatkdwce myszy estru 11-cis-retinylu — prekursora 11-cis-retinalu. Powyzsze
zmiany rozwojowe korelujg w czasie z pojawieniem si¢ odpowiedzi ON/OFF komorek
zwojowych siatkowki myszy na swiatto.

Ekspresj¢ melanopsyny w siatkowce myszy stwierdzono juz w E10, tj. w tym samym
czasie, kiedy w rozwoju embrionalnym tego gatunku pojawiaja si¢ komorki zwojowe siatkowki
[60]. W siatkéwkach wyizolowanych od noworodkow mysich gestos¢ komorek zwojowych
zawierajacych melanopsyng wynosita 182/mm?, u myszy 4-dniowych —226/mm?, natomiast
umyszy 14-dniowych—tylko 63/mm? [60]. Zmiany liczby komorek zwojowych zawierajacych
melanopsyng opisano takze w przebiegu rozwoju siatkowki szczura [13]. Staby sygnat,
obecny w warstwie neuroblastycznej wewngtrznej, wskazujacy na immunoreaktywno$¢
melanopsynowa zarejestrowano najwczesniej w E18. Nastepnie liczba komoérek
melanopsynowych wzrastala az do drugiego tygodnia zycia. Komorki te wystepowaly w
warstwie komorek zwojowych. Nalezy podkresli¢, ze u szczuréw w wieku od 1 do 12 dni
ekspozycja na $wiatto prowadzila do ekspresji c-Fos wylacznie w tych komorkach
zwojowych siatkowki, ktore zawieraty melanopsyng [13,22,23].

W kontekscie potencjalne;j roli fizjologicznej melanopsyny i ipRGCs za niezwykle
wazne mozna uzna¢ wyniki badan nad rozwojowymi zmianami w elektrofizjologicznej
odpowiedzi komorek zwojowych na §wiatlo. Badania te przeprowadzono na myszach
dzikich i myszach z knockoutem genu kodujacego melanopsyne (Opn4™) [60]. W
siatkowkach pobranych od myszy dzikich w wieku PO-P1 w 13,7% komorek zwojowych
pod wplywem $wiatta (o dtugosci fali 470 nm) obserwowano zmiany w intensywnosci
fluorescencji FURA-2 odzwierciedlajace wzrost [Ca*'], (falg wapniowa). Zdecydowana
wigkszos¢ (93%) zarejestrowanych zmian utrzymywata si¢ do konca ekspozycji na
$wiatto. W wieku P4-P5 tylko 5,4% komorek zwojowych siatkowki odpowiadalo fala
wapniowa na bodziec §wietlny, przy czym okoto jednej czwartej tych odpowiedzi miato
charakter przej$ciowy (szybki wzrost, a nastepnie spadek [Ca*"]). Wyeliminowanie
potencjalnych sygnatéow z precikdéw i czopkow (inkubacja siatkowek w obecnosci
antagonistow glutaminergicznych receptoréw jonotropowych i agonisty glutaminer-
gicznych receptoréw metabotropowych) nie zmieniato liczby komoérek zwojowych
odpowiadajacych na $wiatto. Stanowi to dowdd na to, ze w siatkowce myszy wystepuje
subpopulacja komorek zwojowych charakteryzujacych sig zdolnoscia do pochtaniania
fotonow $wiatla, a zatem bezposrednia wrazliwo$cia na $wiatto [60]. Poniewaz w
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siatkdbwkach pobranych od 4-dniowych myszy Opn4” pod wplywem §wiatta nie
rejestrowano zmian w [Ca*],, sadzi sig, ze $wiattoczute komorki zwojowe zawieraja
melanopsyne. W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze u 4-dniowych myszy dzikich, ale
nie u myszy Opn4”-, godzinna ekspozycja na $wiatto indukuje ekspresj¢ c-Fos w SCN
[60]. U dorostych, genetycznie zmodyfikowanych myszy (rdrd/ cl), u ktorych w wyniku
mutacji doszto do zaniku precikow i czopkow, tylko 2,7% neuronéw warstwy zwojowej
siatkowki w odpowiedzi na $wiatto wykazywato wzrost [Ca*']. [60].

Badania elektrofizjologiczne przeprowadzone na wyizolowanych siatkdéwkach myszy
[68] wykazaty, ze w tkankach pobranych od zwierzat 8-dniowych wystepuja trzy rodzaje
$wiattoczutych komorek zwojowych zawierajacych melanopsyng. Komorki typu I (72%
catej populacji ipRGCs) charakteryzuja si¢ dtuga, kilkusekundowa latencja odpowiedzi
na $wiatlo monochromatyczne (A, =480 nm; subsaturacyjne natgzenie promienio-
wania) i szybkim zanikiem odpowiedzi elektrofizjologicznej po wytaczeniu $wiatta.
Komorki typu II (15%) odpowiadaja na bodziec swietlny z kilkusekundowym opdznie-
niem, a ich wytadowania elektryczne powoli zanikaja po wytaczeniu §wiatta. Komorki
typu III (13%) wykazuja natomiast bardzo krotki czas latencji i najdtuzej utrzymujaca
si¢ odpowiedz. Wrazliwo$¢ na $wiatto komorek typu Il byta 10-krotnie nizsza od
wrazliwosci komorek typu 1 1 IlIl. Z kolei w siatkdbwkach myszy 5-tygodniowych
wystepuja tylko dwie klasy ipRGCs, ktorym ze wzgledu na podobienstwa w zapisie
odpowiedzi elektrofizjologicznych na §wiatto nadano nazwy ,,dorosty” typ Il 1 ,,dorosty”
typ III. Przypuszcza sig, ze w czasie rozwoju siatkowki najprawdopodobniej dochodzi
do przeksztalcenia si¢ komorek typu I w komorki typu II [68].

Na podstawie zgromadzonych danych doswiadczalnych przypuszcza sig, ze w p6znym
okresie embrionalnego rozwoju siatkdwki najprawdopodobniej dochodzi do nadprodukc;ji
$wiattoczutych komorek zwojowych zawierajacych melanopsyng, po czym po urodzeniu
nastepuje faza szybkiego ich obumierania, trwajaca kilka dni [13,23,60,63,68]. W ciagu
dwoch pierwszych tygodni zycia prawdopodobnie dochodzi takze do intensywnego rozwoju,
a nastegpnie zmian morfologicznych drzewa dendrytycznego ipRGCs [13,68]. Od dnia
narodzin, czyli zanim funkcjonalnie dojrzeja preciki i czopki, $wiatto aktywuje grupe
komorek zwojowych tworzacych szlak siatkéwkowo-podwzgorzowy. Komorki te
zawieraja melanopsyng oraz PACAP; stanowig one podstawowy element odbioru tzw.
niewzrokowej informacji $wietlnej. W okresie dojrzewania siatkdwki, kiedy zmniejsza si¢
populacja komodrek zwojowych zawierajacych melanopsyng, nastepuje wyksztatcenie
si¢ systemu odbioru informacji §wietlnej opartego na fotodetekcji precikow i czopkow.
Przypuszcza sig, ze klasyczne fotoreceptory stopniowo wlaczaja si¢ w system fotode-
tekcji niewzrokowej i dochodzi do wzajemnej integracji tych dwoch szlakow fotore-
cepcyjnych — wzrokowego i niewzrokowego [3,8,60,63]. Spadek liczby melano-
psynowych ipRGCs obserwuje si¢ takze u zwierzat starych [59,61]. Uwaza sig, ze w
patomechanizmie zaniku ipRGCs istotng rolg moze odgrywac redukcja, a nastgpnie
brak modulujacych sygnatéw ze strony precikow i czopkow. U starych myszy rd/rd cl
liczba komoérek zwojowych zawierajacych melanopsyng, w ktorych obserwowano
ekspresje c-Fos pod wpltywem $wiatla, byla znamiennie nizsza niz w siatkéwkach myszy
dzikich w tym samym wieku [61].
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ROLA FIZJOLOGICZNA

Komorki zawierajace melanopsyng spehniaja wiele kryteriow stawianych potencjal-nym
kandydatom na fotoreceptory okotodobowe. W przeciwienstwie do klasycznych
fotoreceptorow, komorki zawierajace melanopsyng (ipRGCs badz komorki, w ktorych
dokonano ekspresji genu Opn4) sa najbardziej wrazliwe na fale o dlugosci okoto 480 nm
(promieniowanie w tym zakresie wywiera najsilniejsze dzialanie na uktad okotodobowy
kregowcow i odruch zwezania zrenicy) oraz koduja energi¢ promieniowania Swietlnego i
rejestruja zmiany w nat¢zeniu promieniowania zachodzace w ciagu dhuzszego czasu
[29,38,54]. Obecnos¢ melanopsyny w obregbie rozbudowanego drzewa dendrytycznego
ipRGCs pozwala na zbieranie informacji $wietlnej z obszaru catej siatkowki [28]. Aksony
ipRGCs docieraja do struktur mézgowych odpowiedzialnych za wytwarzanie i regulacje
rytméw okotodobowych (SCN, IGL, jader przedwzrokowych) oraz do OPN — struktury
odpowiedzialnej za odruch zwezania zrenicy pod wptywem $wiatta [5,11,20,24,26, 28]. Myszy
pozbawione genu kodujacego melanopsyne (Opn4”), pomimo prawidtowego rozwoju
komorek zwojowych siatkowki, wykazywaly znamiennie ostabione nast¢pujace odpowiedzi
behawioralne: zwezenie zrenic pod wpltywem $wiatla, indukowane przez §wiatto przesuwanie
faz okotodobowego rytmu aktywnosci ruchowej w warunkach kilkudniowej adaptacji do
ciemnosci, wydhuzanie cyklu rytmu aktywnosci ruchowej w warunkach kilkudniowej adaptacji
do $wiatla[29,38-40,44,48, 57]. Catkowity zanik tzw. niewzrokowych odpowiedzi na $wiatto
obserwowano u myszy homozygotycznych z potrojnym knockoutem (Opn4”, Gnatl™",
Cnga3™),awiec uzwierzat pozbawionych melanopsyny oraz funkcjonalne;j fototransdukcji
precikowej (knockout genu kodujacego podjednostke o transducyny-1) 1 fototransdukcji
czopkowej (knockout genu kodujacego podjednostke 3 kanatu A zaleznego od cGMP)
[29]. Ponadto, myszy math5”, u ktérych w wyniku mutacji nie wyksztatcaja si¢ komorki
zwojowe siatkdwki i szlak siatkdowkowo-podwzgorzowy (dochodzi zatem do genetycznego
,;odnerwienia” SCN), nie wykazywaly synchronizacji rytmu aktywno$ci ruchowej z
warunkami o$§wietlenia srodowiska [70]. Powyzsze dane, w potaczeniu z sugestiami
na temat wzajemnych powiazan funkcjonalnych pomi¢dzy §wiattoczutymi komérkami
Zwojowymi zawierajacymi melanopsyne a neuronami siatkdwkowymi przenoszacymi
informacje od precikow i czopkéw, pozwalaja przypuszczaé, ze do zachowania
prawidlowych odpowiedzi niewzrokowych konieczna jest obecno$¢ w oku zaréwno
fotoreceptorow okotodobowych (ipRGCs), jak i klasycznych fotoreceptorow. Przypusz-
cza si¢ takze, ze sygnaty wzrokowe moga by¢ modulowane przez $wiattoczute komorki
zwojowe [3,11,15,61].

Fakt, ze komorki zwojowe zawierajace melanopsyng rozwijaja si¢ wezesnie i sa
funkcjonalnie dojrzate juz w dniu narodzin [63], czyli znacznie wczesniej niz klasyczne
fotoreceptory [46], podkresla jak duze znaczenie odgrywa u ssakow synchronizacja
rytméw okolodobowych z warunkami o$wietlenia srodowiska. System ,,widzenia
chronobiologicznego” pozwala na szybkie przestawienie si¢ kompleksu zegara biologicz-
nego z odbioru informacji o porze dnia zakodowanych w sygnatach wytwarzanych
przez organizm matki (gtdéwnie w czasteczkach melatoniny, ktora przechodzi przez
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tozysko i dziata na receptory melatoninowe zlokalizowane w SCN plodu [64,66]) na
odbidr sygnatow powstajacych pod wptywem swiatta w oku noworodka [63]. Elektro-
fizjologiczna aktywnos$¢ komorek zwojowych zawierajacych melanopsyne w p6znym
okresie embrionalnym (spontaniczna) i we wczesnym okresie postnatalnym (zaréwno
spontaniczna jak i indukowana przez $wiatlo) sugeruje ponadto, ze moga one odgrywac
istotng rolg w plastycznym dojrzewaniu struktur osrodkowego uktadu nerwowego
zaangazowanych w wytwarzanie i kontrolg rytmow okotodobowych [63].
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