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Streszczenie

Wzrok, prawdopodobnie najwazniejszy zmyst w ludzkim zyciu to niezwykle ztozony proces, ktéry
wymaga $cistej koordynacji wszystkich tkanek, komérek i bioczasteczek oka. Siatkowka, ktdra jest
potozona w tylnej czgsci oka, to obszar, w ktérym bodziec $wietlny jest przeksztalcany w impulsy
elektryczne, ktére moézg moze interpretowaé. Szlak biochemiczny, odpowiedzialny za ten
kluczowy proces zachodzacy w fotoreceptorach, znany jest jako kaskada fototransdukcji. Proces
ten zachodzi, gdy foton uderza w chromofor 11-cis retinalu zwigzany z rodopsyna, powodujac
przeksztalcenie 11-cis retinalu w retinal all-trans, co ostatecznie prowadzi do aktywacji enzymu
PDES, hiperpolaryzacji i wydtuzenia fotoreceptoréw. Aby utrzymaé funkcje widzenia, ten szlak
biochemiczny wymaga statego uzupehiania chromoforu. Funkcja ta jest zapewniana przez cykl
wzrokowy retinoidéw, ktéry zachodzi pomigdzy nabtonkiem barwnikowym siatkéwki a
fotoreceptorami, poprzez macierz migdzyfotoreceptorows (ang. Interphotoreceptor Matrix). W
macierzy migdzyfotoreceptorowej znajduje sie¢ bialko znane jako RBP3, ktore bierze udziat w
transporcie 11-cis retinalu i innych czasteczek retinoidow pomigdzy fotoreceptorami a nabtonkiem
barwnikowym siatkéwki. U ssakow biatko RBP3 sktada sie z pojedynczego tancucha peptydowego
o dlugosci okoto 1300 aminokwasdw. Poniewaz gen RBP3 ulegt czterokrotnej replikacji, w obrgbie
pojedynczego taficucha peptydowego mozliwe jest zidentyfikowanie czterech homologicznych
powtérzen znanych jako moduty. Kazdy z modutéw reprezentuje jednostke funkcjonalng zdolng

do wigzania retinoidéw. Pomimo waznej roli ochronnej biatka RBP3 w fizjologii siatkéwki, jak



réwniez zdolnosci do wiazania retinoidéw, wiasciwa charakterystyka strukturalna RBP3 pozostaje

nieuchwytna.

Celem pracy jest przedstawienie struktury biatka RBP3 o wysokiej rozdzielczosci, umozliwiajgcej
okreslenie mechanizmu, dzieki ktéremu biatko RBP3 jest w stanie utrzymac¢ zdrowsa siatkowke.
Aby osiggnaé ten cel, zastosowano dwie strategie. W pierwszej kolejnosci pelnej dtugosci biatko
RBP3 zostalo zbadane za pomocg CryoEM, w celu uzyskania struktury o wysokiej rozdzielczosci
dla calej architektury biatka. Wysoka elastycznosé biatka RBP3 pozwala na jego zmiany
konformacyjne, a rozpraszanie promieni rentgenowskich pod matymi katami zostalo wykorzystane
do okreslenia zwigzku miedzy wigzaniem ligandu a zmianami konformacyjnymi w roztworze. Ze
wzgledu na duzg mas¢ molekularng oraz elastyczno$¢ RBP3 nie zostaly podjete préby jego
krystalizacji. Zastosowano tez drugie podejscie, ktére polegato na produkcji rekombinowanych,
skréconych wersji biatka (. jego poszczegdlnych modutéw) do krystalizacji w kompleksie z

ligandem w celu identyfikacji miejsc wigzania retinoidu.



