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Cel Pracy:

1. Opracowanie instrumentu i opartej na fluorescencji wzbudzonej dwufotonowo
nieinwazyjnej metodologii shuzacej do charakterystyki zmian strukturalnych i
funkcjonalnych w siatkdwkach zdrowych oraz objetych choroba.

2. Opracowanie opartej na dwufotonowej fluorescencji analizy sekwencji zdarzen
prowadzacych do degeneracji siatkowki 1 okreSlenie przebiegu w czasie proceséw
patologicznych w siatkowce po zaindukowaniu czynnika stresowego.

3. Charakterystyka wplywu farmaceutykow na cechy fluorescencji specyficzne dla
wczesnych symptomow poprzedzajacych smier¢ fotoreceptorow oraz identyfikacja sktadu
patologicznych ztogdw powiazanych z degeneracja siatkowki w oparciu o obrazowanie za

pomocy fluorescencji dwufotonowe;.

Tezy pracy:
1. Zmiany strukturalne w siatkdwce 1 nabtonku barwnikowym prowadzace do $mierci

fotoreceptorow moga by¢ zidentyfikowane w przeciggu 24 h od wystgpienia czynnika
stresujacego.

2. Modyfikacje cyklu retinoidowego indukowane genetycznie badz farmakologicznie
moga zapobiega¢ albo zaostrza¢ degeneracje¢ siatkowki.

3. Obrazowanie dwufotonowe w potaczeniu ze spektroskopia wzbudzonej dwufotonowo
fluorescencji moze dostarczy¢ informacji o sktadnikach oraz pozwala okresli¢ spektralne

atrybuty roznych typow ztogow siatkowkowych.



Przeprowadzone prace badawcze i uzyskane wyniki:

W celu oceny przydatnosci mikroskopii dwufotonowej (TPF, ang. two-photon
fluorescence) do monitorowania cyklu widzenia (retinoidowego) u ludzi, oraz zmian w
sktadzie 1 koncentracji retinoidow w oczach ludzkich, zarejestrowano obrazy TPF
fotoreceptorOw oraz nablonka barwnikowego siatkdwki i zmierzono zawarto$¢ dwoch
rodzajow retinoidow w oczach ssakow naczelnych [1]. Badania wykonane na ekstraktach
pochodzacych z ludzkich oczu za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC, ang. High-Performance Liquiid Chromatography) wykazaty, ze zsumowane stezenie
obu form izomerdw, cis i trans, wynosilo ok. ~4 pmoli na mm? powierzchni siatkowki. Ten
wynik jest zgodny z raportowang wczesniej zawarto$cig estrow retinylu w oczach myszy typu
dzikiego (WT, ang. wild type) wynoszaca rowniez ~4 pmoli na mm? powierzchni siatkowki.
Ponadto srednia zawarto$¢ A2E (jeden z produktow kondensacji catkowicie-trans-retinalu) w
oczach naczelnych byla na poziomie ~0,2 pmoli na mm? powierzchni siatkoéwki,
poréwnywalnie z weczeéniej raportowanym ~0,3 pmoli na mm?® powierzchni siatkowki u
szesciomiesigcznych myszy typu WT. Powyzsze obserwacje wykazuja, ze wzbudzenie
dwufotonowe jest efektywne w obrazowaniu siatkdéwki nie tylko oczu mysich, ale réwniez
naczelnych 1 moze wumozliwi¢ wczesng oceng¢ wplywu czynnikow genetycznych,
srodowiskowych oraz terapeutycznych na strukture i funkcj¢ siatkowki i jej nabtonka
barwnikowego.

W celu zbadania nablonka barwnikowego oraz siatkowki zywej myszy, skonstruowano
instrument zawierajacy laser tytanowo-szafirowy zintegrowany z modutem kontrolujacym
dyspersje op6znienia grupowego (GDD), jak roéwniez system optyki adaptywnej w wersji bez
detektora frontu falowego [2]. W tym systemie wigzka §wiatla laserowego, 0 froncie falowym
modyfikowanym za pomocg zwierciadta deformowalnego, jest kierowana do mikroskopu epi-
fluorescencyjnego wyposazonego w skanery galwanometryczne, whasny - zaprojektowany
specjalnie do systemu obiektyw o aperturze numerycznej 0,5 oraz fotopowielacz umieszczony
przed skanerami w tzw. konfiguracji non-descanned. Poczatkowo obrazy nabtonka
barwnikowego otrzymane poprzez rejestracje¢ emisji endogennych fluoroforow byty
pozyskiwane z mysich oczu ex vivo umieszczonych w zbuforowanym roztworze soli
fizjologicznej (PBS). Optymalizacja systemu polegajaca na prekompensacji dyspersji
spowodowata pigciokrotny wzrost Sredniego sygnatu fluorescencji w poréwnaniu do
przypadku bez kompensacji. Optymalizacja ksztaltu zwierciadta deformowalnego oparta na
zmianach sygnatu fluorescencji miata pozytywny wplyw zaréwno na $rednig fluorescencje,

ktora wzrosta z 34,6 do 58,1 jednostek wzglednych, jak i na zakres dynamiczny



uzyskiwanych obrazéw, rozumiany jako zakres wartosci pikseli, ktory wzrost ze 176 do 237
jednostek, przy czym 255 jednostek stanowi maksimum. Eksperymenty na zywych modelach
mysich Abca4 ' Rdh8™" z pigmentacja, ktore zostaly poddane ekspozycji na silne biale
swiatlo wykazaty, ze fluoryzujace granule podlegajace wzbudzeniu §wiattem o dlugosci fali
850 nm byly potozone 3,0 mm poza rogowka. Granule te nie byly wykryte u zwierzat, u
ktérych zastosowano retinylaminy przed ekspozycja na $wiatto. Struktury przechowujace
estry retinylu u zywych myszy typu Rpe65” byly widoczne na rejestrowanych obrazach w
potozeniu tylnym za rogowka przy wzbudzeniu wigzka o dtugosci fali 730 nm. Widma emisji
fluorescencji wzbudzonej dwufotonowo wykazaty obecno$¢ istotnie réznych fluoroforoéw w
nablonku barwnikowym myszy typu Rpe65' oraz Abcad ' Rdh8’. Co wiecej, zeby
umozliwi¢ obrazowanie dna oka rowniez dla wigkszych zwierzat, zaprojektowano specjalny
obiektyw peryskopowy montowany na mikroskopie dwufotonowym z systemem optykKi
adaptywnej [3]. Projekt peryskopu wyeliminowal koniecznos¢ uzywania grubej,
splaszczajacej oko soczewki kontaktowej. Obrazy nablonka barwnikowego oraz jego
subkomorkowych organelli - retinozoméw - u myszy typéw WT oraz Rpe65 '~ uzyskane przy
uzyciu tego peryskopu charakteryzuja si¢ wickszym polem widzenia niz pozyskane prostszym
obiektywem o aperturze numerycznej 0,5 [3].

Obrazowanie dwufotonowe pozwolito zidentyfikowac rozne cechy fluorescencji nabtonka
barwnikowego myszy z podwojnym nokautem (DKO, ang. double knockout) genu
kodujacego RDHS — gtéwny enzym odpowiedzialny za redukcje catkowicie -trans-retinalu
(atRAL) do catkowicie-trans-retinolu oraz transportera ABCA4, ktory przenosi atRAL z
wnetrza na zewnetrz membranowego dysku fotoreceptorow [4]. Widma emisji wzbudzonej
dwufotonowo nabtonka barwnikowego myszy typu WT oraz DKO znaczgco si¢ roéznity. Po
wzbudzeniu za pomoca wiazki $wiatta o dlugosci fali 730 nm, emisja z nablonka
barwnikowego myszy WT osiagneta maksimum w okolicach 480 nm, co koreluje z widmem
wzbudzonego dwufotonowo catkowicie-trans-retinolu i/lub catkowicie-trans estrow retinylu,
podczas gdy siatkowka myszy DKO wykazala maksimum emisji dla 565 nm, co jest oznaka
nadmiernej akumulacji produktéw kondensacji retinoidéw. Pod wptywem wzbudzenia wigzka
Swiatta o dtugosci fali 910 nm maksimum emisji przesungto si¢ w stron¢ dtuzszych dtugosci
fali u obu typéw myszy wskazujac, ze mamy do czynienia z mieszaning réznych fluoroforow.
Ponadto widma myszy WT i DKO natozyly si¢ wykazujac, ze wzbudzenie $wiatlem o
dhugosci fali 910 nm powoduje gtownie fluorescencje produktow kondensacji, ktora rowniez
dominuje u dorostych myszy typu WT. Ponadto stosunek fluorescencji wzbudzonej za

pomoca $wiatta o dtugosci fali 910 nm do emitowanej pod wplywem wzbudzenia $wiatlem o



dhugosci fali 730 nm systematycznie rost wraz z wiekiem myszy typu WT i byt ponad dwa
razy wigkszy U odpowiednich wiekowo myszy typu DKO. Wyniki obrazowania,
potwierdzone zostaty dodatkowo pomiarami sktadu retinoidéw przy uzyciu HPLC w oczach
myszy typu WT, z podwojnym nokautem oraz Rpe65*/7. Sktad retinoidow byt zgodny z
danymi spektroskopowymi uzyskanymi pod wptywem wzbudzenia dwufotonowego [4].
Zidentyfikowanie proceséw zachodzacych pod wplywem patologicznej ekspozycji na
swiatto jest wazne dla zrozumienia mechanizméw prowadzacych do degeneracji siatkowki, a
co za tym idzie, dla rozwoju terapii chorob siatkowki m.in. takich jak choroba Stargardta oraz
zwyrodnienie plamki zottej (AMD, z ang. Age-related Macular Degeneration) [5]. W celu
okreslenia sekwencji procesow degeneracyjnych siatkdwki zainicjowanych przez ekspozycje
na jaskrawe $wiatto (10 000 lux) uzyto mysich modeli wykazujacych wiele cech zbieznych z
ludzka chorobg Stargardta oraz AMD. Obrazowanie dwufotonowe TPF, opracowane w
ramach pracy doktorskiej, umozliwito odkrycie, ze preciki (fotoreceptory) sa pierwotnym
ogniskiem degeneracji siatkowki wywotanej $wiatlem. Pierwsze zmiany degeneracyjne
zostaly zaobserwowane juz po 24 godzinach od ekspozycji. Zaobserwowano utworzenie
fluoryzujacych produktow metabolizmu retinoidow wewnatrz precikéw, prawie trzykrotne
powigkszenie precikOw, wtorne wniknigcie komorek mikrogleju/makrofagow w  celu
usuni¢cia zniszczonych fotoreceptorow oraz pozniejszg formacje dtugofalowo fluoryzujacych
granulek w nabtonku barwnikowym siatkowki. Wymienione zmiany powigzane byty z utratg

funkcji widzenia, co zbadano za pomocg elektroretinografii [5].

Mikroskopia dwufotonowej fluorescencji TPF po eskpozycji na jaskrawe $wiatto zostata
zastosowana do oceny ochronnego wplywu na siatkbwke mysich oczu nastgpujacych
medykamentow: apocyniny, retinylaminy, emixustatu oraz MB-002 [5, 6]. Apocynina jest
inhibitorem oksydazy NADPH. Retinylamina, emixustat oraz MB-002 majg podobng
strukture i sg inhibitorami RPE65, jednakze MB-002 nie posiada grupy aminowej, ktora jest
krytyczna dla zwigzania nadmiaru catkowicie-trans-retinalu. W przeprowadzonych
eksperymentach wykazano, ze apocynina, retinylamina i emixustat, chronity fotoreceptory,
podczas gdy ochrona przez MB-002 byta jedynie czesciowa. Ponadto w celu potwierdzenia,
ze réznice w ochronnych wiasciwosciach emixustatu w poréwnaniu do MB-002 przed
spowodowang $wiattem degeneracjg siatkdwki nie sg ograniczone do myszy nieposiadajgcych
genow kodujacych ABCA4 oraz RDHS. Zbadano wptyw tych zwigzkow na ochrong
siatkowki u myszy typu BALB/c. Uzyskane wyniki potwierdzity, ze emixustat catkowicie

chronit siatkowke tych myszy przed niszczacym wplywem $wiatta, podczas gdy ochrona



powodowana przez MB-002 byla minimalna. Pomimo, ze ekspozycja na $wiatto myszy
BALB/c byta dwa razy wigksza (zar6wno pod wzgledem natezenia, jak i czasu trwania) w
poréwnaniu do ekspozycji myszy Abcad ’"Rdh8™", liczba uszkodzonych fotoreceptorow byta
mniejsza u myszy BALB/c. Eksperymenty na myszach z farmakologicznie sttumionym
cyklem widzenia pokazujg, ze uszkodzenie siatkdwki spowodowane $wiattem u tych
gatunkdw jest spowodowane catkowicie-trans-retinalem uwalnianym z pigmentéw
wzrokowych po inicjujacym proces widzenia fotobleachingu, a nie od pigmentow

wzrokowych regenerowanych w czasie trwania ekspozycji na $wiatto.

Osiagniecia doktoranta
1. Badania wykonane przy uzyciu technik wysokosprawnej chromatografii cieczowej i
mikroskopii dwufotonowej wykazaty, ze poziomy zsumowanych stezen retinoidow w
oczach myszy i ssakéw naczelnych sg porownywalne i umozliwiaja obrazowanie przy
uzyciu wzbudzania dwufotonowego [1].
2. Zbudowano instrument do obrazowania nabtonka barwnikowego oraz siatkowki zywej
myszy poprzez rejestracje emisji endogennych fluoroforéw. Instrument zawieral: system
optyki adaptywnej, laser tytanowo-szafirowy zintegrowany z modutem kontrolujagcym
dyspersje opdznienia grupowego oraz zaprojektowane specjalnie na potrzeby
eksperymentdéw obiektywy do obrazowania dna oka myszy i1 wigkszych zwierzat [2] 1 [3].
3. Skonstruowany instrument oparty na efekcie wzbudzenia dwufotonowego, umozliwit
charakterystyke spektralng i uzyskanie obrazow nabtonka barwnikowego u zywych myszy
typow Rpe65' i Abcad ' Rdh8” [2]i [3].
4. Obrazowanie przy wykorzystaniu wzbudzenia dwufotonowego pozwolito
zidentyfikowac rozne cechy fluorescencji nabtonka barwnikowego myszy typu dzikiego,
Abcad"Rdh8™ oraz Rpe65™ [4].
5. Wyniki obrazowania dwufotonowego, potwierdzone poprzez pomiary skladu
retinoidow przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej wykazaty, ze
zawartos¢ produktow kondensacji cyklu retinoidowego w oczach myszy typu dzikiego
wzrasta z wiekiem myszy. Skfad retinoidow u myszy typu dzikiego, Abca4 " "Rdh8”~ oraz
Rpe65*/* byl zgodny z danymi spektroskopowymi uzyskanymi pod wptywem wzbudzenia
dwufotonowego [4].
6. Stosujac opracowang w ramach pracy doktorskiej technik¢ obrazowania

dwufotonowego wykazano, ze to preciki (fotoreceptory), a nie nablonek barwnikowy



siatkowki, sg pierwotnym ogniskiem degeneracji siatkowki wywotanej silnym $wiatlem
[5].

7. Zidentyfikowano sekwencj¢ proceséw zachodzacych pod wpltywem patologicznej
ekspozycji na $wiatlo. Formacja dlugofalowo fluoryzujacych granulek w nabtonku
barwnikowym siatkowki byta poprzedzona syntezg fluoryzujacych produktow
metabolizmu retinoidow wewnatrz precikow. Jednocze$nie zaobserwowano trzykrotne
powickszenie srednicy  precikow, oraz wtorne wniknigcie komorek
mikrogleju/makrofagéw w celu usunigcia zniszczonych fotoreceptorow [5].

8. Wykazano, ze wyzej wymienione zmiany strukturalne powigzane byty z utrata funkcji
widzenia, co zostato scharakteryzowane za pomocg elektroretinografii [5].

9. Uzywajac techniki obrazowania dwufotonowego wykazano, ze apocynina, retinylamina
i emixustat, chronity fotoreceptory przed spowodowang $wiatlem degeneracja siatkowki,
podczas gdy ochrona przez MB-002 byta jedynie czgsciowa. Powyzsze wyniki byty
kluczowe dla potwierdzenia, ze wigzanie nadmiaru catkowicie-trans-retinalu przez grupe

aminowa jest Krytyczne dla ochrony fotoreceptorow [5] 1 [6].

Whioski

W przebiegu prac badawczych skonstruowano system do obrazowania dwufotonowego
(TPF) siatkowki oraz zostata opracowana metoda do studiowania biochemicznych procesow
zaburzonych genetycznymi nieprawidlowo$ciami, stresem $rodowiskowym oraz leczeniem
farmaceutycznym. Charakterystyka sktadu retinoidow wykonana za pomoca obrazowania
TPF oczu ssakéw naczelnych oraz mysich wykazata, ze technika ta jest efektywna dla
obrazowania siatkowki nie tylko u myszy, ale rowniez moze by¢ zastosowana u ludzi. Dalsze
badania przeprowadzone z uzyciem systemu TPF wykazaty obecno$¢ i réznice w sktadzie
dwoch réznych typoéw fluorofordéw, a doktadnie form posrednich oraz produktéw kondensacji
cyklu widzenia u myszy w roznym wieku i o roznym podtozu genetycznym. Uzyskane wyniki
potwierdzono poprzez analityczne pomiary zawartosci retinoidéw. Ponadto nowa technika
TPF umozliwila spektralng charakterystyke oraz uzyskanie pierwszych obrazow fluoroforéw
wystepujacych w cyklu widzenia w nabtonku barwnikowym zywych, pigmentowanych
ssakow. Zastosowanie wzbudzenia dwufotonowego do studiowania przebiegu czasowego
zmian strukturalnych siatkéwki po eskpozycji na silne $wiatto pozwolito odkry¢, ze preciki sg
pierwotnym ogniskiem uszkodzenia siatkdwki. Pierwsze zmiany byly zaobserwowane juz po
24-godzinnej ekspozycji na jasne s$wiatto. Ostatecznie wykazano, ze mozna zapobiec

uszkodzeniu siatkOwki poprzez zastosowanie Srodkéw farmakologicznych: apocyniny,



emixustatu, retinylaminy oraz, czeSciowo MB-002. Apocynina, retinylamina i emixustat

catkowicie chronity fotoreceptory, podczas gdy ochrona przez MB-002 byla jedynie

czgsciowa.

Nowa technika TPF, opracowana w ramach pracy doktorskiej, umozliwia badanie

najwczesniejszych zmian w siatkowce i nabtonku barwnikowym, a takze pozwala wykry¢

wczesne odstepstwa od normy w strukturze siatkowki oraz w wydajnosci biochemicznych

$ciezek fundamentalnych dla zachowania widzenia. Wiedza ta jest kluczowa dla rozwoju

zwigzkow bedgcych kandydatami na leki oraz celowych metod leczenia w chorobach

siatkowki.
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