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Resumen

La melanopsina, presente en las ipRGC, es una proteina de membrana unida al cromoforo 11-cis-retinal que le permite
responder a la luz mediante la via de transduccion caracteristica de los receptores acoplados a las proteinas G. La secuencia
de aminodcidos del fotopigmento es mds semejante a las opsinas de los invertebrados que a las de los vertebrados. El
mecanismo de fototraduccion de las opsinas en los conos y bastones de los vertebrados se basa en su acoplamiento a la
proteina G transducina, desencadenando una cascada de sefializacion que hiperpolariza a la membrana plasmatica; en
cambio, los fotorreceptores de los invertebrados activan la ruta de la proteina Gq, desembocando en la despolarizacion. Los
estudios para dilucidar la fototraduccion por melanopsina en expresion heterdloga, en la retina y en las células aisladas,
indican la activacion de la proteina Gq y la fosfolipasa Cp, y la participacion de un canal ionico de la familia de los canales
idnicos receptores de potencial transitorio canénico (TRPC).

Las ipRGC forman el tracto retinohipotalémico, la aferencia retiniana al nicleo supraquiasmadtico (NSQ), lo que las convierte
en responsables de fotosincronizar al requlador maestro de los ritmos circadianos. Revelar su mecanismo de fototraduccion
repercutiria en la terapéutica de los trastornos cronobioldgicos, entre ellos algunos trastornos del dnimo. (Gac Med Mex.
2015;151:764-76)

PALABRAS CLAVE: Melanopsina. Retina. Ritmos circadianos. Fotosincronizacion. Cronobiologia.

Abstract

Melanopsin is the most recent photopigment described. As all the other opsins, it attaches in the retina as chromophore. Its
amino acid sequence resembles more invertebrate opsins than those of vertebrates. The signal transduction pathway of
opsins in vertebrates is based on the coupling to the G protein transducin, triggering a signaling cascade that results in the
hyperpolarization of the plasma membrane. On the contrary, the photoreceptors of invertebrates activate the Gq protein
pathway, which leads to depolarizing responses. Phototransduction mediated by melanopsin leads to the depolarization of
those cells where it is expressed, the intrinsically photosensitive retinal ganglion cells; the cellular messengers and the ion
channel type(s) responsible for the cells” response is still unclear. Studies to elucidate the signaling cascade of melanopsin
in heterologous expression systems, in retina and isolated/cultured intrinsically photosensitive retinal ganglion cells, have
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provided evidence for the involvement of protein Gq and phospholipase C together with the likely participation of an ion
channel member of the transient receptor potential-canonical family, a transduction pathway similar to invertebrate photopigments,

particularly Drosophila melanogaster.

The intrinsically photosensitive retinal ganglion cells are the sole source of retinal inferences to the suprachiasmatic nucleus;
thus, clarifying completely the melanopsin signaling pathway will impact the chronobiology field, including the clinical aspects.

(Gac Med Mex. 2015;151:764-76)
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|ntroducci6n

Los 0jos son los ¢rganos sensoriales que tienen la
funcion de llevar a cabo la visién, mediante la cual
podemos percibir Ios objetos y sus movimientos, con-
tornos y colores. En los vertebrados el ojo esta com-
puesto por la esclera, la comnea, la pupila, el iris, la
lente, el cuerpo ciliar y la membrana coroide. De entre
todos estos tejidos destaca en importancia la retina’,
que se compone de seis clases de células nerviosas:
los fotorreceptores, bastones y conos, y las interneu-
ronas retinianias: células horizontales, bipolares, ama-
crinas y ganglionares (RGC)?, que son las neuronas
de proyeccion hacia el encéfalo. Hay un subconjunto
(1-2%) de estas ultimas que produce la melanopsina,
una opsina que confiere a estas células la capacidad
de captar fotones a través del cromdforo retinal unido
a su parte proteica®. De esta manera, las células ac-
tian como un fotorreceptor adicional a los clasicos
conos y bastones. Son ipRGC porque responden a
estimulos de luz aun cuando son inhibidas las sefiales
sinépticas provenientes de la red neuronal intrarreti-
niana, activada por los conos y bastones?, e incluso
una vez que se aislan de la retina. Las ipRGC se han
encontrado en todos los vertebrados estudiados; en el
raton se han descrito cinco subtipos (M1-M5) y tres en
la rata®. Su actividad como una tercera clase de foto-
rreceptor en la retina se da en procesos sin relacion
con la formacién de imagenes, por lo que se conocen
como funciones extravisuales de la retina®. Las opsi-
nas pertenecen a la clase de receptores que se aco-
plan a las proteinas G triméricas para la transduccion
de senal® (GPCR). En el reino animal, las opsinas ac-
tivan dos tipos de proteinas G; las de los fotorrecep-
tores clasicos en los vertebrados se acoplan a la trans-
ducina (Gt), que pertenece a la subfamilia G, (G) y
disminuye los niveles de nucledtidos ciclicos’. Las
opsinas de los invertebrados activan la clase Gq
(Gyy4), que se caracteriza por estimular a la enzima

fosfolipasa C (PLC) y por la generaciéon de corrientes
i6nicas mediadas por los cambios del Ca?* intracelular
([Ca*])®?y, por lo tanto, despolarizantes, al contrario
de lo que ocurre en los conos y bastones. La secuen-
cia de aminoacidos de la melanopsina tiene mayor
similitud con las opsinas de los invertebrados que con
las de los vertebrados™. Tal homologia presume que
su mecanismo de transduccion es semejante al de los
fotorreceptores de los invertebrados. Diversos estu-
dios en sistemas de expresion heterologa, en cultivos
celulares y en la retina sugieren que la melanopsina
utiliza el sistema de los fosfoinositidos para llevar a
cabo la transduccioén de la sefial luminosa; sin embar-
go, todavia falta por comprobar o descartar la partici-
pacion de diversas moléculas, incluyendo el efector
final en la cascada de sefializacion, el canal o canales
responsables de generar un aumento del (Ca®*), sub-
yacente a la generacion de potenciales de accion. El
objetivo del articulo es revisar los estudios para eluci-
dar el mecanismo de fototraduccion mediado por me-
lanopsina.

Melanopsina

En 1998, Provencio, et al. trabajaban con melandéfo-
ros de la rana Xenopus laevis para identificar la opsina
implicada en la migracion de los melanosomas hacia
la superficie celular, un fendmeno provocado como
consecuencia de la incidencia de luz. Lograron iden-
tificar una opsina, a la que llamaron melanopsina por
su aislamiento a partir de esos melanéforos. Encontra-
ron también que se expresaba en las células retinianas
del anfibio. Ademaés, determinaron que su secuencia
de aminoacidos era mas semejante a las opsinas de
los invertebrados que a las opsinas visuales, como las
que se presentan en los conos y bastones de los ver-
tebrados'. Por lo tanto, sus resultados indicaron que
este fotopigmento se expresaba tanto en tejidos no
oculares como oculares y, por ende, se sugirié en su
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momento que podria estar implicado en funciones foto-
rreceptivas visuales y no visuales®!". Dos afos despugés,
el mismo equipo descubrid que en el humano la me-
lanopsina solamente se expresaba en el ojo, particu-
larmente en la retina; alli su expresion se daba muy
probablemente en las capas de las interneuronas ama-
crinas y de las células ganglionares'.

Estructura de la melanopsina

La melanopsina es una proteina integral de membra-
na de 534 aminoacidos; tiene siete dominios trans-
membranales; el extremo amino terminal se encuentra
en la region extracelular, mientras que el carboxilo
terminal se sitla en el citoplasma; presenta tres asas
extracelulares, y la segunda y la tercera contienen un
par de residuos de cisteina cuya funcion es estabilizar
la estructura terciaria mediante enlaces disulfuro. Tie-
ne también tres asas en la region citoplasmica, donde
distintos aminoacidos son candidatos como sitios in-
tracelulares de fosforilacion, y en el séptimo dominio
transmembranal se da la interaccién con el croméforo,
el retinaldehido. A pesar de que la melanopsina fue
identificada en los vertebrados, la secuencia de ami-
noacidos deducida es mas semejante a las opsinas
de los invertebrados, con las que comparte algunas
similitudes estructurales; por ejemplo, en la tercera asa
citoplasmica hay una inclusion del aminoacido Asn-
225 por una Gly-223, insercion que determina la clase
de proteina G que se activa por las GPCR, de los
cuales las opsinas son una subfamilia'® S,

Funciones

El'impulso nervioso proveniente de los conos y bas-
tones es transferido a través de sefiales sinapticas
hacia las células ganglionares retinianas (RGC), cu-
yos axones forman el nervio 6ptico que proyecta ha-
cia el encéfalo para la formacion de imagenes. En
cambio, las ipRGC que expresan melanopsina pro-
yectan sus axones hacia el NSQ para regular la sin-
cronizacion de los ritmos circadianos en respuesta a
los niveles de luz del ambiente (fotosincronizacion).
Otras funciones relacionadas con respuestas foticas
son la supresion de melatonina' 8, los reflejos pupi-
lares (PLR)'-?° y la modulaciéon del suefio®'. Por lo
tanto, las ipRGC estan involucradas en funciones re-
lacionadas con procesos dependientes de la lumino-
sidad ambiental pero no llevan a la formacién de
imagenes, y estas funciones se han denominado fun-
ciones extravisuales de la retina (Fig. 1).

Figura 1. Morfologia de las células ganglionares con melanopsina en
la retina de la rata. Cortes verticales de retina en los que se localizé la
melanopsina por inmunohistofluorescencia. A: célula de tipo M1 con
la ramificacion dendritica hacia los estratos superiores de la CPI. B:
célula de tipo M2 en la que las dendritas se extienden a lo largo de
los estratos inferiores de la CPI. Clasificacion de acuerdo con (5). La
fotografia es de los autores. OS: segmentos externos de fotorrecep-
tores; CNE: capa nuclear externa; CPE: capa plexiforme (sindptica)
externa; CNI: capa nuclear interna; CPI: capa plexiforme (sindptica)
interna; GCL: capa de células ganglionares; *: células marcadas
en las fotografias de fluorescencia. Anticuerpo policlonal de conejo
contra melanopsina de Affinity Bioreagent; anticuerpo fluorescente:
1gG chivo contra conejo acoplado a ALEXA488 de Molecular Probes.

Mecanismo de transduccion de senal
(fototraduccion)

La fototraduccion visual es el mecanismo por el cual
los fotones son absorbidos por los conos y bastones
en la retina para traducirlos a un impulso nervioso que
el cerebro pueda interpetrar?®. La melanopsina se ex-
presa en todos los vertebrados que se han estudia-
do?, tanto en la retina como fuera del ojo, como es el
caso de la rana X. laevis, donde se encuentra en los
melanoforos dérmicos y en la retina; en los mamiferos
solamente se ha encontrado en el tejido retiniano'@24,
lo cual sin duda esta determinado por el hecho de que
los mamiferos son los Unicos vertebrados con fotorre-
cepcion restringida a los globos oculares. Con base
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en esta evidencia, se podria suponer que este fotopig-
mento tendrfa una mayor similitud estructural y funcio-
nal con las opsinas de los conos y bastones de los
vertebrados que con las de la retina de los invertebra-
dos; sin embargo, ocurre lo contrario, ya que la mela-
nopsina guarda una relacion filogénica mas cercana a
las opsinas de los invertebrados, incluyendo su meca-
nismo de fototraduccién®®2.

En el reino animal se presentan dos tipos de fotorre-
ceptores: rabdoméricos y ciliares. Los rabdoméricos
se encuentran primordialmente en los invertebrados,
mientras que los ciliares son los de los vertebrados?’.
Ambos tipos de células fotorreceptoras utilizan opsi-
nas que pertenecen a la superfamilia de receptores
acoplados a proteinas G (GPCR), cuyas caracteristi-
cas se han delineado en parrafos anteriores®. En res-
puesta a la luz, las opsinas ciliares activan la proteina
G trimérica transducina (Gt), la cual activa la enzima
efectora fosfodiesterasa (PDE) de guanosfin monofos-
fato ciclico (GMP), disminuyendo de esa manera los
niveles de éste en el citosol y generando el cierre de
canales iénicos activados por nucledtidos ciclicos
(CNG), con la consecuente hiperpolarizacion de la
membrana plasmatica. En cambio, la transduccion
visual realizada en los fotorreceptores rabdoméricos
utiliza el sistema de los fosfoinositidos. La rodopsina
rabdomérica activa una proteina del tipo G, activa-
dora a su vez de la PLC. La PLC hidroliza al lipido de
membrana, fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato (PIP,), y asi
genera dos segundos mensajeros: el sn-1,2 diacilgli-
cerol (DAG), que permanece ligado a la membrana,
y el inositol 1,4,5-trifosfato (IP,), que se libera al cito-
sol®®. Estos productos actian como segundos men-
sajeros directa o indirectamente sobre diversas pro-
teinas??30. En las ipRGC la respuesta por la absorcién
del fotdon es la despolarizacion de la membrana plas-
mética junto con el incremento de [Ca®*], cuya via de
acceso aun esta por definirse, no sin debatg32431.32,
Se ha propuesto que es el resultado de la activacion
de un canal iénico de tipo TRPC32481.32 o por canales
de Ca?* activados por voltaje (VGCC)3. EI mecanis-
mo de transduccion de sefal de melanopsina se ha
comparado con el de Drosophila por la homologia
con la rodopsina de este invertebrado. En Drosophila,
la absorcion de luz por el fotorreceptor rabdomérico
inicia la prototipica cascada de sefializacion por la
proteina Gq, la PLC, el incremento de [Ca®*] y la
participacion de los canales de potencial transitorio,
incluso definidos por la investigacion de este fenome-
no en la mosca (receptores de potencial transitorio
[TRP] y TRPL)?730,

En los mamiferos, la subfamilia de canales i6nicos
TRP fue descubierta por la similitud estructural con los
canales TRP en Drosophila®*%, que son canales catio-
nicos, que al activarse por estimulos fisicos, metabolitos
0 GPCR despolarizan la membrana plasmaética®®?’. Los
TRP estan organizados en tres dominios principales:
contienen seis a-hélices transmembranales que forman
el canal iénico; su grupo amino terminal se encuentra
en el citosol y esta implicado en las interacciones pro-
teina-proteina, y su extremo carboxilo terminal es tam-
bién sitio para las interacciones proteina-proteina. A su
vez, los TRP se clasifican en las subfamilias C, V, M, A,
Py ML. Muchos de éstos se expresan en las dendritas
de neuronas sensoriales y tienen un rol importante en
la transduccion sensorial, como la vision y el dolor,
entre otras. Los TRPC (denominados canénicos o cla-
sicos) difieren del resto en que estan implicados en dos
funciones principales: la regulacion del incremento del
[Ca?*] y la despolarizacién de la membrana. Se han
descubierto diversos TRPC, que se denominan TRPC1
al TRPC7. Ademas, se ha encontrado que los miembros
de esta subfamilia son los mas cercanos homdloga-
mente a los canales TRP de Drosophila®®.

Estudios de expresion heterologa

La poblacion de células ganglionares que expresan
melanopsina abarca del 1 al 3% de la poblacion total
de células ganglionares en las diferentes especies
estudiadas?, lo cual dificulta su estudio. Una manera
de contrarrestar la problematica es utilizando sistemas
de expresion heteréloga que permitan sobrexpresar la
proteina bajo estudio. Para ello se requieren tres ele-
mentos basicos: un gen que codifique la proteina fora-
nea, un vector que permita transportarla y el hospeda-
dor donde sera expresada la proteina de interés*'. En
la tabla 1 se muestran los trabajos realizados en sis-
temas de expresion heteréloga para esclarecer el me-
canismo de fototraduccion de la melanopsina.

En el primer estudio de expresion heteréloga con
melanopsina (Tabla 1), se transfectaron lineas celulares
C SV O-rigin S-V40 (COS-1) con el gen de melanopsina
(OPN4) y de la G, bovina, y se realizaron ensayos bio-
quimicos en membranas celulares. Se logré demostrar
que la melanopsina ciertamente sf es un fotopigmento
funcional capaz de interactuar y activar una proteina G*,
a pesar de que ésta fuera normalmente utilizada por la
rodopsina. Es de notar que entonces se esbozaba que
la transduccion de sefal de la melanopsina estarfa mas
relacionada con la activacion de la proteina Gq por su
homologia con las opsinas de los invertebrados. Sin
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embargo, Weng, et al. reportaron que la misma rodop-
sina es activada por el receptor de glutamato metabo-
tropico de retina humana (hmGIuR6), que no esta rela-
cionado con la familia de las opsinas®, lo que implica
que las relaciones entre GPCR y proteinas G en sistemas
de expresion heterdloga podrian resultar promiscuas.

Dos afios después, en 2005, se demostrd de nuevo
la funcion de la melanopsina como fotopigmento en un
sistema celular heterdlogo. En vez de utilizar prepara-
ciones de membranas®, en esta investigacion se utiliza-
ron células intactas (Tabla 1), con las cuales se encon-
tr6 que la melanopsina podia interactuar con una
proteina G y provocar la consecuente activacion de un
canal iénico. La respuesta ante los estimulos de luz fue
eliminada por efecto de inhibidores de proteinas G como
la suramina y el analogo no hidrolizable guanosin trifos-
fato gama azufre (GTPyS); sin embargo, se desconoce
con qué tipo de familia de proteina G interactud, ya que
la linea celular utilizada en el estudio (neuro-2a) no ex-
presa las clasicas proteinas G transducinas (G/,). Asi-
mismo, los autores utilizaron antagonistas de la PLC y
de las proteinas cinasas A y C, y permanecieron intactas
las respuestas a los estimulos luminosos. Lo que sf de-
mostraron fue un aumento del [Ca®*], como resultado de
la fotoactivacién de melanopsina, el cual fue anulado en
un medio carente de Ca* o por efecto de la tapsigargi-
na, un inhibidor de los canales intracelulares de Ca?*.
Para conocer la identidad del canal iénico, se sustituy6
el Ca?* por Na*, junto con inhibidores de los VGCC, y
las respuestas ante la luz no se vieron afectadas*. Tales
resultados implicaron mas al movimiento de Ca* desde
los almacenes intracelulares que a las corrientes a tra-
vés de la membrana en la generacion de la respuesta
a la luz por la fototraduccién de la melanopsina (intrinsic
light response [iLR]).

En 2005 también se reportaron dos estudios que
demostraron por primera vez la participacion de las
proteinas G, PLC y TRPC3 en la transduccion de
sefial mediada por la melanopsina (Tabla 1)*46. Las
células humanas embrionarias de rifién (Human Emb-
yonic Kidney cells [HEK293]), transfectadas con el
OPN4 de raton y estimuladas con luz, generaban cam-
bios de voltaje de la membrana, que eran disminuidos
o0 eliminados utilizando antagonistas especificos de la
proteina Gq y de la PLC. Asociada a esta via de sefia-
lizacion se encuentra presumiblemente la activacion
del TRPC3. Se observaron resultados similares en
otro sistema de expresion heteréloga, donde se inyec-
t6 ARNm de ratén para transfectar ovocitos de X. lae-
vis (Tabla 1). En este caso se utilizaron anticuerpos

especificos inhibitorios de la proteina G, y de la

PLC, con lo que fue eliminada la repuesta intrinseca
la luz (iLR), mientras que en presencia de la toxina
Pertussis (inhibidor especifico de G,y G)) las respues-
tas no fueron alteradas. De esta manera, se descarto
la participacion de las proteinas G de los fotorrecep-
tores ciliares en la fototraduccion por melanopsina. La
iLR se atribuyé a la activacion del canal TRPCS, ya
que, en presencia de un agente quelante de Ca®* y
de un inhibidor de los TRPC, se eliminaron las corrien-
tes iénicas®. Los dos estudios proporcionaron las pri-
meras evidencias de que la melanopsina utiliza una
cascada de sefalizacion basada en el sistema fosfoi-
nositido, de manera similar al utilizado por los fotorre-
ceptores rabdoméricos.

Pese a la solidez de estas evidencias, un estudio
realizado por el grupo de trabajo de Kumbalasiri mostro
resultados contradictorios (Tabla 1), ya que el uso de
lantano (La®*) para inhibir a los TRPC no eliminé la iLR;
la remocion de Ca®* extracelular con un agente quelan-
te tampoco alterd el flujo intracelular de Ca?*, mientras
que la aplicacién de tapsigargina (inhibidor especifico
de las bombas de Ca?* del reticulo sarco/endoplasmi-
co), con la que se inhibe el flujo de [Ca®*], eliminé la
respuesta. Con estos resultados, los autores descarta-
ron como minimo el canal TRPC3 como responsable
del aumento [Ca?*], en la fototrasduccion por melanop-
sina, y se lo atribuyeron a los almacenes intracelulares
del reticulo sarco/endoplasmico’, conclusion semejan-
te a la de Melyan, et al. con las células neuro-2a*.

Una de las investigaciones mas recientes en sistemas
de expresion heterdloga es la realizada por Bayles y
Lucas en el afo 2013 (Tabla 1). Los autores intentaron
determinar si la melanopsina de humano era capaz de
activar las proteinas de las familias G, Gy, 0 G en
células HEK293. Con el empleo de indicadores luminis-
centes de AMP ciclico y de Ca* midieron las respues-
tas a los estimulos luminosos. En los ensayos observa-
ron que los niveles del nucleotido disminuyeron como
resultado de la estimulacion luminosa, lo cual indicé que
la melanopsina podia interactuar con la proteina G/,
mientras que los niveles de adenosin monofosfato cicli-
co (AMPc) no aumentaron, descartando de esa manera
la activacion de la proteina G,. Los autores midieron el
incremento de [Ca®]. para comprobar la activacién de
la proteina Gq. Las células transfectadas respondieron
a los estimulos luminosos con un incremento, indicando
la activacion de la proteina Gq en la via de sefalizacion
de melanopsina humana en células HEK293%.

Las mayorias de los resultados obtenidos en sistemas
de expresion heteréloga para dilucidar el mecanismo
de fototraduccion de la melanopisina han llegado a la
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Tabla 1. Estudios en sistemas de expresion heterdloga con el OPN4

Autor (aho) Objetivo Sistema de Fuente de Método para Resultados
expresion melanopsina medir la iLR
heterdloga
Newman, Determinar si la Linea celular cADN de ratén Ensayo Activacion de proteina G
et al. (2003) melanopsina es un COS-1 bioguimico transducina
fotopigmento funcional in vitro
Melyan, Determinar si la Linea celular cADN humano Whole cell patch La melanopsina es un
et al. (2005) melanopsina induce neuro-2a clamp fotopigmento que activa
fototraduccion en otros una proteina G junto con
sistemas celulares la activacion de un canal
ionico
Qiuy, Determinar si la Células HEK293  cADN de raton Whole cell patch  Activacién de Gq, PLC
et al. (2005) melanopsina es un (coexpresion clamp y TRPC3
fotopigmento sensorial con TRPC3)
funcional
Panda, Caracterizar la funcion Ovocitos mARN de raton  Voltage clamp ~ Activacion de G, PLC
et al. (2005) de la melanopsina de X. laevis inyectado y TRPC3
en larespuesta alaluz  (coexpresion
con TRPC3)
Kumbalasiri, Investigar la fuente Células HEK293  cADN humano Imagen El incremento de (Ca*),
et al. (2007) de aumento de (Ca?*), (coexpresion de calcio es mediado por los
en la fotoactivacion con TRPC3) almacenes de Ca®*, y no
de melanopsina por los canales TRPC3
Bayles y Determinar la Células HEK293  cADN humano Genes Pico de absorcién a
Lucas (2013)  sensibilidad espectral reporteros 479 nm. Selectividad

y la selectividad
a proteinas G

por Gy, > Gil,

q/11

Cos-1: linea celular de tipo fibroblasto derivada de tejido de riién de mono; cADN: ADN complementario; neuro-2a: linea celular neuronal de ratén; HEK293: células

embrionarias de rifnén humano.

conclusién de que la via de transduccion implica muy
probablemente a una proteina del tipo G /;, que a su
vez activa la enzima efectora PLC, finalizando con la
activacion de un TRPC, lo cual permite el flujo intracelu-
lar de Ca?* y despolariza la membrana plasmética**46:48.
A pesar de que la melanopsina tiene mayor similitud
estructural y funcional con las rodopsinas de los inver-
tebrados que con las de los vertebrados®'" 2, lo cual ha
sugerido la via comun de sefalizacion de los fosfoinosi-
tidos®” descrita antes®, dos estudios en sistemas de
expresion heterdloga han demostrado que la melanop-
sina puede activar la familia de las proteinas G transdu-
cina (Gi/o)“z"‘g. Sin ser concluyentes, hay evidencias para
considerar que la melanopsina puede compartir la ruta
de fototraduccion de los fotorreceptores rabdoméricos;
los datos que implican similitudes con la fototraduc-
cién de los vertebrados quiza sean reflejo de que las
GPCR pueden acoplarse promiscuamente a uno o a
distintos subtipos de proteinas G%. Ademas, la aso-
ciacién y activacion de una proteina G in vitro no
condiciona que ocurra lo mismo in situ.

Estudios de fototraduccion en cultivos
primarios de ipRGC

Las investigaciones para descifrar el mecanismo de
fototraduccion de la melanopsina no se limitan a estu-
dios en sistemas de expresion heterdloga, sino que
abarcan también sistemas de cultivos celulares, estudios
en la retina y en cultivos enriquecidos de células ipRGC
aisladas. A continuacién se describen las investigacio-
nes realizadas en el estudio de este tdpico (Tabla 2).

La secuencia completa de eventos moleculares sub-
yacentes a la fototraduccion por melanopsina se des-
cribié originalmente en melandéforos aislados de X.
laevis, en la preparacion de la cual precisamente fue
descubierta esta opsina. Simultaneamente a la realiza-
cion de varios estudios en sistemas de expresion he-
teréloga de diversos grupos internacionales (descritos
en parrafos previos), en el afio 2005 el grupo de Pro-
vencio, utilizando cultivos de melandéforos X. laevis
(Tabla 2), midio la iLR de melanopsina por la dispersion
de melanosomas. Con la aplicacion de antagonistas
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Tabla 2. Experimentos de la respuesta intrinseca a la luz en células aisladas e in situ

Objetivo Modelo de Método para Deteccion de Antagonistas del  Bloqueantes de Deteccion por Resultados Autores
estudio medir la iLR ARNm sistema TRPC y agentes  inmunofluorescencia
fosfoinositido y/o quelantes de Ca?*
proteinas G

Investigar si el Cultivos de Dispersion de OPN4 ur73122 BAPTA-AM N/A Activacion de PLC,  Graham, et al.
mecanismo de melanoéforos melanosomas produccion de P, (2008)
fototraduccion en dérmicos de incremento de
las ipRGC se X. laevis [Ca®], y activacion
basa en el sistema de PKC
fosfoinositido
Determinar si las Cultivos Sintesis de OPN4 y Gq Neomicina y La%, BAPTA-AM N/A Fototraduccioén Contin, et al.
RGC de pollo son  enriquecidos melatonina ur73122 mediada por G, (2010)
intrinsecamente de RGC de radiactiva PLC e incremento
fotosensibles y el pollo de [Ca®] por un
tipo de canal TRP y/o
mecanismo de liberacion de Ca®*
fototraduccion de los almacenes

intracelulares
Investigar la Retina de rata ~ Whole cell patch N/A GTPgS y GDPbS Rojo de rutenio, TRPC6 Las ipRGC utilizan  Perez-Leighton,
identidad del (Sprague- clamp SK&F 96365, Lad* una proteina G et al. (2011)
canal iénico Dawley) y gadolinio para activar un
activado en (GaB+), BAPTA TRPC,
respuesta a la luz probablemente el
de RGC y la via TRPC6
de sefializacion
intracelular que lo
lleva a su
activacion
Investigar las tres Cultivos Imagen de calcio  OPN4, TRPC 3,6  N/A 2-APB, SK&F Melanopsina El incremento de Xue, et al.
posibles fuentes enriquecidos y perforated y7 96365, acido [Ca?*], es mediado  (2011)
del incremento de  de ipRGC de patch clamp flufenamico, principalmente por
[Ca2] en la iRL: rata (Long- lantanidos, los VGCC (90%) y
TRPC, VGCC y Evans) inhibidores de minoritariamente
almacenes canales activados por el TRPC7
intracelulares por voltaje de (10%)

Ca?ty de Na*

(Continta)
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Tabla 2. Experimentos de la respuesta intrinseca a la luz en células aisladas e in situ (Continuacion)

Objetivo Modelo de Método para Deteccion de Antagonistas del  Bloqueantes de Deteccion por Resultados Autores
estudio medir la iLR ARNm sistema TRPC y agentes inmunofluorescencia
fosfoinositido y/o quelantes de Ca?*
proteinas G
Identificar un Retina de ratén  Imagen de calcio  N/A N/A La®, 2-APB, SK&F TRPCS6, 7 Los canales TRPC  Isoldi, et al.
antagonista que (C3H) y mezcla 96365, acido median la (2005)
inhiba la iRL de de cepas (129/ flufenédmico conductancia en
ipRGC svy C57BL/6) las ipRGC. El
2-APB es un
inhibidor in vitro e
in vivo de ipRGC
Investigar el Cultivos Whole cell patch OPN4, familia de GDPBS, GPAnt-2a  BAPTA Melanopsina y PLCf4  La fototraduccion Contin, et al.
mecanismo de enriquecidos clamp qu (Ga14, Gaqg, vy U73122 (en retina) en las ipRGC se (2006)
fototraduccion de de ipRGC de Gally Gald). basa en el sistema
la melanopsina ratas (Sprague- Familia de PLCB de los
Dawley) (PLCb1, 2,3y 4) fosfoinositidos
asociado a la
membrana
plasmatica
Investigar la Cultivos Imagen de calcio  OPN4my OPN4x  U73122 N/A Melanopsina Las ipRGC activan ~ Warren, et al.
participacion del enriquecidos la PLC, hay (2006)
ciclo fosfoinositido  de RGC incrementos de IP;,
en laiLR de las embrionarias se activa el ciclo
ipRGC y si genera  de pollo PIP y se observa
cambios en la movilizacion de
actividad del IP, y [Ca],
en la PIP cinasa
Identificar si los Retina de MAE y whole cell  TRPC3,6y 7 N/A N/A Melanopsina La despolarizacion  Hartwick, et al.
canales TRPC 3,6  lineas mutantes patch clamp en las ipRGC no es  (2007)
0 7 estan de raton mediada por los
implicados en la (C57BL/6 Y canales TRPC3, 6
iLR de las ipRGC 129/Sv) 0 7 homoméricos.
TRPC3, El TRPC6 puede
TRPC67y estar implicado
TRPC7-+ formando un canal

heteromérico

(Continta)
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Tabla 2. Experimentos de la respuesta intrinseca a la luz en células aisladas e in situ (Continuacion)

Autores

Resultados

Bloqueantes de Deteccion por

Antagonistas del

sistema

Deteccion de

Método para
ARNm

Modelo de
estudio

Objetivo

inmunofluorescencia

TRPC y agentes
quelantes de

ca2+

medir la iLR

fosfoinositido

ylo proteinas G

Sekaran, et al.
(2007)

Los TRPC3,6 07
como canales

Melanopsina

N/A

OPN4 (iris y N/A

retina)

Perforated patch

clamp

Retina de

Investigar si el iris

lineas de
mutantes

de los mamiferos
es intrinsecamente
fotosensible y si
los PLR son
locales

homoméricos no

estan implicados
en laiLR. Los

TRPCG y 7

dobles de
ratén

(TRPC6-

pueden estar

TRPC7)

involucrados

en la iLR como

canales

heteroméricos

ARNm: ARN mensajero; U73122: 1-(6-((17p-3-metoxiestra 1,3,5(10)-trieno-17-il)amino)hexil)-1H-pirrol-2,5-diona; BAPTA-AM [1,2-Bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N’,N"-4cido tetra-acético (acetoximetil éster)]; GTPgS: guanosina 5'-O-(3-tiotrifosfato); GDPbS:
guanosina 5-O-(2-tiodiafosfato); BAPTA: 1,2-bis(o-aminofenoxi)etano- N,N,N’,N-4cido tetra-acético; SK&F 96365: 1-[2-(4-metoxifenil)-2-[3-(4-metoxifenil)propoxiletilimidazol, 1-[B-(3-(4-metoxifenil)propoxi)-4-metoxifenetil]-1H-imidazol hidrocloro; GPANt-2a:

pGlu-GIn-D-Trp-Met-NH,.

para inhibir la PLC, la proteina cinasa C (PKC) vy la
presencia de un agente quelante de Ca?*, la disper-
sién de melanosomas con estimulos de luz fue elimi-
nada. Ademas, los niveles de IP, aumentaron mas del
100% en respuesta a la luz, en comparacion con los
controles en oscuridad. Los datos fueron la primera
evidencia contundente de la participacion del sistema
de fosfoinositidos en la iLR por melanopsina en células
nativas, y se dej6 abierta la posibilidad de su existen-
cia en las ipRGC de la retina®’.

El primer estudio realizado con ipRGC aisladas de
vertebrado no mamifero y mantenidas en cultivo lo rea-
lizaron Contin, et al. en 2006, quienes utilizaron cultivos
primarios de células ganglionares obtenidas de embrio-
nes de pollo por inmunopaneo con un anticuerpo con-
tra Thy1 para medir el efecto de la luz en la sintesis de
melatonina. Demostraron que es un proceso depen-
diente de la estimulacion luminosa y que conlleva la
liberacion de Ca®* de almacenes intracelulares. En es-
tos cultivos pudo detectarse la expresion de los ARNm
de la proteina Gq, de la melanopsina y de genes que
se expresan en fotorreceptores rabdoméricos (Pax6 y
Brn3)>2. Asi se obtuvo la primera evidencia en neuronas
retinianas de que las células con melanopsina expre-
san las enzimas de la via de transduccion G /PLC.

Mas tarde, el mismo grupo® demostré la participa-
cién del ciclo fosfoinositido (PIP) en el mecanismo de
fototraduccion. Mediante la evaluacion de la actividad
de distintas enzimas (DAGK, PIK y PIPK) implicadas
en la regeneracion del PIP,, observaron que las ipRGC
activan el ciclo del PIP en respuesta a la luz. Descri-
bieron también la participacion de la PLC, incrementos
en los niveles de IP, y la movilizacién de [Ca?*]®.

Hartwick, et al. (2007)% también aplicaron la técnica
de inmunopaneo, usando alternativamente un anti-
cuerpo contra melanopsina y anticuerpos dirigidos
contra la proteina Thy1, para obtener cultivos enrique-
cidos de ipRGC de rata, en donde buscaron la fuente
del incremento de [Ca®*], en la iLR. Los autores pro-
pusieron tres posibilidades: TRPC, reticulo endoplas-
mico y VGCC. Cuando se estimularon las ipRGC en
presencia de diversos compuestos antagonistas de los
TRPC, entre ellos el acido flufenamico (Tabla 2), se
observo que se abatfa el incremento de [Ca?*], lo cual
daba evidencia de la participacién de los TRPC en el
mecanismo de fototraduccion. Los investigadores in-
cluso pudieron detectar los ARNm de TRPC3, 6 y 7,
de forma relevante encontraron que el TRPC7 se ex-
presaba mas en las células inmunopaneadas con el
anticuerpo antimelanopsina que en las inmunopanea-
das con el anticuerpo anti-Thy1. Para confirmar si el
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flujo de Ca®* provenia de los almacenes intracelulares
de Ca®* o de los VGCC, utilizaron un medio nominal-
mente sin Ca?*, bajo el cual se eliminaron las respues-
tas. En las ipRGC tratadas con tapsigargina persistio
la iLR, con lo que se descart6 la participacion de los
almacenes del reticulo endoplasmico. El dato contras-
ta con los resultados de Kumbalasiri, et al.*6, quienes
obtuvieron evidencia de la participacion de estos al-
macenes en células transfectadas. Finalmente, en es-
tas ipRGC aisladas, Hartwick, et al.3® demostraron que
el 90% del flujo de Ca®* en la iLR se debia a la acti-
vacion secuencial de los canales activados por volta-
je (voltage gated channels [VGC]) de Na*y de Ca?*.
En otro estudio realizado en ipRGC aisladas de retina
de rata, Graham, et al. (2008)°* encontraron que estas
células utilizan la cascada de sefializacion del sistema
de los fosfoinositidos semejante a la cascada rabdomé-
rica de las opsinas de los invertebrados. Mediante el
registro de las corrientes i6nicas en células completas
0 en sus fracciones membranales, encontraron que, en
respuesta a la luz, las ipRGC activaban la Gq/ﬁ, y ésta
posteriormente, la PLCB4. Ademas, confirmaron por re-
trotranscripcion y por inmunofluorescencia la presencia
de dichas proteinas. En registros electrofisiologicos se
encontré que la corriente en la iLR persistia bajo trata-
miento con antagonistas del receptor IP,, o con tapsi-
gargina, e incluso pudo registrarse en fragmentos de
membrana de las ipRGC (inside out y outside out patch
clamp). El tratamiento con wortmanina, un farmaco que
inhibe la hidrdlisis de PIP,, fue el unico que disminuyo
la magnitud de la corriente, con lo que los autores con-
cluyeron que todas las moléculas implicadas en el me-
canismo de fototraduccion estan insertadas en la mem-
brana plasmatica, o se asocian fuertemente a ésta®.

Estudios de fototraduccion
en preparaciones de retina

Los sistemas de expresion heterdloga aportan indicios
sobre la interaccion de las moléculas en la fototraduccién
por melanopsina; los trabajos en ipRGC aisladas corro-
boran y extienden los hallazgos hacia sistemas nativos,
pero el registro de las ipRGC in situ proporciona los
datos en el entorno dentro del cual actian estos foto-
rreceptores, ponderando el mecanismo de fototraduc-
cion incluso bajo la interaccion con otros tipos celulares.

Berson, et al. iniciaron el estudio de las ipRGC en la
retina y lograron establecer la naturaleza de estas cé-
lulas como fotorreceptores, al demostrar el cambio de
voltaje y la corriente membranal subyacente a la iLR,
pero ahondaron poco en el mecanismo de fototraduc-

cion de la melanopsina. Esta clase de experimentos
estéa limitada en gran medida por la dificultad de distin-
guir el bajo niumero de ipRGC entre la poblacion de
células ganglionares, dado que aquellas no tienen ca-
racteristicas morfologicas distintivas. Algunos investiga-
dores han recurrido a la cria de ratones transgénicos
en los que el promotor del OPN4 se fusiona con la re-
gion codificante del gen de una proteina fluorescente.
Una estrategia mas refinada ha sido utilizar la recombi-
nasa elemento de respuesta a la combinasa (CRE) para
inducir la expresion precisa de esas construcciones
génicas. En cualquiera de los casos, las ipRGC cuentan
con una copia menos de melanopsina, cuyo efecto no
es posible evaluar aun en comparacion con células de
animales silvestres. En algunos casos, se encuentra la
expresion de las proteinas reporteras en células en las
que no es posible detectar melanopsina por inmunohis-
tologia, lo que deberia cuestionar si en realidad estan
registrandose células ipRGC?.

La alternativa al uso de animales transgénicos es el
marcaje de las ipRGC por inyeccion y transporte re-
trogrado desde los NSQ, con grandes limitantes téc-
nicas y de accesibilidad a un nimero significativo de
células, pero sin duda es todavia el método mas se-
guro para registrar inequivocamente ipRGC. Los datos
que se discuten a continuacion provienen de trabajos
en los que se adoptaron uno u otro métodos.

En el afio 2006, Warren, et al.% investigaron qué mo-
léculas y qué tipo de canales idnicos podrian estar in-
volucrados en el mecanismo de fototraduccion de las
ipRGC de la retina de las ratas. Consideraron dos tipos
de canales como candidatos: los CNG y los TRP. Con
la utilizacion de marcaje retrogrado, registro whole cell
patch clamp e inmunohistoquimica lograron demostrar
que la iLR de las ipRCG in situ depende de proteinas
G, pero no son la G, (Tabla 2). Los inhibidores especi-
ficos de los canales CNG no afectaron a la corriente
activada por la luz. Ademas, en el anélisis inmunohis-
toquimico esos canales no se localizaron en las RGC,
ni en las que expresan melanopsina. Con respecto a
los TRPC, al utilizar inhibidores especificos (Tabla 2)
para éstos, observaron que se inhibi¢ parcial o total-
mente la corriente activada por la luz, lo cual respalda
la hipdtesis de que dicha respuesta en las ipRGC esta
mediada por los TRPC. Los experimentos inmunocito-
quimicos revelaron la presencia del TRPCG6 en las célu-
las ganglionares, incluidas las ipRGC. Asi, los autores
concluyeron por primera vez que las ipRGC in situ res-
ponden a la luz por un proceso dependiente de protei-
nas G y que el TRPC6 puede ser el canal i6nico que
provoca la respuesta celular®.
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En ratones carentes de conos y bastones funciona-
les, con la técnica de imagen de calcio, Sekaran, et
al.%¢ midieron la iLR en las ipRGC y evaluaron el efec-
to de diversos farmacos (Tabla 2). El 2-aminoetoxidi-
fenilborato (2-APB), reportado previamente como an-
tagonista del TRPC7, resultd ser el mas efectivo en la
inhibicion de la iLR. El efecto inhibitorio del 2-APB en
las células ganglionares fotosensibles se probd in vivo
midiendo los PLR, y al observar una atenuacion signi-
ficativa en éste, se corrobor¢ la accion del farmaco
sobre las ipRGC. Ademas de aumentar la evidencia
de los TRPC como la via de conductancia de la co-
rriente activada por la luz, los autores fueron pioneros
al manipular la actividad de las ipRGC y obtener un
efecto conductual®.

Como en otros campos de la neurociencia, las ce-
pas de ratones mutantes carentes de un gen han sido
muy utilizadas para definir el mecanismo de fototra-
duccién de la melanopsina. Perez-Leighton, et al. tra-
bajaron con ratones carentes de los canales TRPCS,
6 y 7 para determinar la via de la corriente activada
por la luz en las ipRGC (Tabla 2). Mediante registro
multiple con electrodos extracelulares (MAE) y whole
cell patch clamp, midieron en la retina la iLR. En los
registros por MAE encontraron que las ipRGC de todas
las cepas mutantes en etapa perinatal (P6-8) mante-
nfan su respuesta de manera similar al tipo silvestre.
En los registros electrofisiologicos de mutantes adultos
(edades P22-P50), de las cepas TRPC3"y TRPC7 se
han encontrado respuestas similares a los animales
silvestres, pero se detect6 la atenuacion de la iLR en
los mutantes TRPC67-. Como explicacion a sus resul-
tados, estos investigadores concluyeron que ambos
tipos, TRPC6 y TRPC7, podian ser el efector final en
la via de sefializacién mediada por la melanopsina,
pero formando canales heteroméricos® . En ese mismo
afno (2011), el grupo de Yau llegd a conclusiones si-
milares®® al usar mutantes dobles TRPC6/7-, con una
contribucion adicional: encontraron que en el iris tam-
bién hay células con melanopsina, que funcionan
como fotorreceptores responsables del PLR, y que en
esta especie (el raton y quiza los roedores en general)
el PLR no requiere la proyeccion al encéfalo; pero la
iLR en el iris no esta mediada por ninguno de los TRP
descritos hasta la fecha. Ademas, este grupo proveyd
evidencia contundente de que la PLCB4 es efectora
de la iLR, pero la identidad de la proteina G no pudo
ser determinada.

Un trabajo mas reciente sugiere que los canales de
potencial transitorio tipo M (TRPM1) también pueden
participar en la fototraduccién por melanopsina en las

ipPRGC®. Hughes, et al. demostraron que los ratones
mutantes carentes de este canal no presentan el PLR.
Por expresion de la p-galactosidasa bajo el promotor
TRPMA1, estos investigadores demostraron que el canal
se expresa en las células ganglionares con melanop-
sina.

Hasta ahora, la evidencia sugiere que el efector final
en la fototraduccion por melanopsina es un canal de
la superfamilia TRP, que, dependiendo del subtipo de
ipRGC, puede ser un complejo homo o heteromérico,
incluso compuesto de diferentes subclases de estos
canales (Fig. 2).

Implicaciones terapéuticas del OPN4

Las ipRGC de la retina de los mamiferos proyectan
directamente a los NSQ, el sitio anatémico del sincro-
nizador biolégico. Se establecié ya su exclusividad en
la composicion del tracto retinohipotaldmico®', por lo
que son la aferencia tanto de la fototraduccién de los
conos y bastones como de la iLR de la melanopsina;
de esta manera, aun cuando la fototraduccion de los
conos y bastones y la de melanopsina son complemen-
tarias para la fotosincronizacion de los NSQ, Unicamen-
te las ipRGC conducen el impulso nervioso necesario
para dicha regulacion. Es comprensible entonces que
un gran numero de investigaciones se haya enfocado
hacia la relacién de la melanopsina y de las ipRGC en
los trastornos conductuales del ritmo circadiano.

Diversos estudios conductuales en ratones transgé-
nicos han demostrado que la fototraduccién por mela-
nopsina es necesaria para la fotosincronizaciéon del
ritmo circadiano y para la induccion del suefio por la
estimulacion luminosa'®.

Las ipRGC también conducen el impulso nervioso
responsable de las alteraciones conductuales induci-
das por la exposicion a la luz. En ratones carentes de
estas células, el grupo de Hattar™® demostrd, en un
modelo de induccién de estados depresivos y de al-
teracion del aprendizaje por exposicion a la luz, que
se pierden los efectos de ésta al carecer de la trans-
mision por las células ipRGC.

En los humanos ya se ha demostrado la participa-
cion de la melanopsina en distintos trastornos con-
ductales; por ejemplo, se ha encontrado que la mu-
tacion puntual P10L, que puede interferir en la
distribucion correcta de la melanopsina sobre la mem-
brana plasmatica, se presenta solamente en pacien-
tes con sindrome depresivo estacional®’, un padeci-
miento en el cual se experimentan estados depresivos
en otofo e invierno, cuando los dfas son mas cortos.
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Figura 1. Mecanismo de fototraduccion en las ipRGC. 1: un fotdn incide sobre la melanopsina, que es un fotopigmento de la superfa-
milia de GPCR. 2: el cromdforo 11-cis-retinal se isomeriza a todo-trans-retinal. 3: la proteina G asociada a melanopsina es una G,. 4: la
estimulacion de ésta activa la PLC, que a su vez hidroliza PIP, y se producen DAG y IP,. 5: se ha propuesto que este sistema lleva a la
activacion de un canal TRPC 6, TRPC7 o ambos, que son los efectores finales del mecanismo y provocan la despolarizacion de la célula.
6: la despolarizacion se amplifica por los canales sensibles a voltaje de Na* y de Ca®+ generando un potencial de accion. En el texto se
discuten las evidencias para este mecanismo. NH, y COOH: indican los extremos amino y carboxilo de la melanopsina, respectivamente.

Los experimentos de psicofisica en humanos han
concluido que la luz en el intervalo de longitud de
onda que estimula a las ipRGC (480-490 nm) tiene la
influencia mas benéfica en la funcién cognoscitiva,
sobre los estados de animo, en la sincronizaciéon por
los cambios de husos horarios y en el alivio de la mi-
grafia y otros padecimientos relacionados con la esti-
mulacién luminosa®?3,

Se han iniciado investigaciones conducentes al de-
sarrollo de moléculas que alteren selectivamente la fo-
totraduccion por melanopsina, sin afectar la de conos
y bastones. Jones, et al. identificaron un conjunto de
compuestos sulfonamidas, analogos moleculares del
retinol, que inhiben la fotoactivacion de la melanopsina
sin afectar a la fototraduccion de los conos ni de los
bastones. Con la aplicacion de estas moléculas en ra-
tones, sometidos a ensayos de fotofobia, se logré inhibir
la respuesta mediada por melanopsina. Asi, se abre la
posibilidad de manipular farmacolégicamente la funcion
de la melanopsina con el fin de tratar trastornos que
producen fotofobia en humanos, como la migrafia®.

Conclusiones

Es evidente que las ipRGC tienen un rol preponde-
rante en las respuestas fisiolégicas extravisuales, es

decir, en las respuestas a la luz como factor ambiental
gue condiciona actividades endocrinas, conductuales
y animicas de los organismos; entonces, comprender
cabalmente el proceso de fototraduccion por melanop-
sina ha rebasado el interés de la neurobiologia celular
para entrar en los terrenos de la terapéutica y, en
general, del aprovechamiento de la energia luminosa
en todos los aspectos de la vida moderna.

Agradecimientos

Financiamiento por:

- PIFI 2007-2008, 2909 5001-004-09.

— CONACyT Ciencia Basica 2008-01, proyecto 390,
fondo 1204, clave 106298.

- PROMEP apoyo a nuevos profesores tiempo com-
pleto (PTC), 2009 UACJ-PTC-185.

— PROMEP apoyo a cuerpos académicos.

Agradecemos a Magdalena Aldape Castro su ayuda

para preparar la figura 1.

Bibliografia

1. Kolb H. How the retina works. Amer Sci. 2003;91:28-35.

2. Wassle H. Parallel processing in the mammalian retina. Nat Rev Neuro-
sci. 2004;5:1-11.

3. Provencio |, Warthen D. Melanopsin, the photopigment of intrinsically
photosensitive retinal ganglion cells. Wiley Interdiscip Rev Membr
Transp Signal. 2012;1:228-37.

775



776

Gaceta Médica de México. 2015;151

20.

21

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

. Berson D, Dunn F, Takao M. Phototransduction by retinal ganglion cells

that set the circadian clock. Science. 2002;295 1070-3.

. Esquiva G, Lax P, Cuenca N. Impairment of Intrinsically Photosensitive

Retinal Ganglion Cells Associated With Late Stages of Retinal Degener-
ation. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2013;54:4605-18.

. Bellingham J, Foster RG. Opsins and mammalian photoentrainment. Cell

Tissue Res. 2002;309:57-71.

. Koyanagi M, Takano K, Tsukamoto H, Ohtsu K, Tokunaga F, Terakita A.

Jellyfish vision starts with cAMP signaling mediated by opsin-Gs cas-
cade. PNAS. 2008;105:15576-80.

. Scott K, Becker A, Sun Y, Hardy R, Zuker C. Gga protein function in

vivo: genetic dissection of its role in photoreceptor cell physiology.
Neuron. 1995;15:919-27.

. Yau K-W, Hardie RC. Phototransduction Motifs and Variations. Cell.

2009;139:246-64.

. Provencio |, Jiang G, De Grip WJ, Hayes WP, Rollag MD. Melanopsin:

An opsin in melanophores, brain, and eye. Proc Natl Acad Sci U S A.
1998;95:340-5.

. Provencio |, Jiang G, De Grip WJ, Hayes WP, Rollag MD. Melanopsin:

An opsin in melanophores, brain, and eye. Proc Natl Acad Sci USA.
1998;95:340-5.

. Provencio |, Rodriguez IR, Jiang G, Hayes WP, Moreira EF, Rollag MD.

A novel human opsin in the inner retina. J Neurosci. 2000;20(2):600-5.

. Hankins MW, Peirson SN, Foster RG. Melanopsin: an exciting photopig-

ment. Trends Neurosci. 2008;31:27-36.

. Panda S, Sato TK, Castrucci AM, et al. Melanopsin (Opn4) requirement for

normal light-induced circadian phase shifting. Science. 2002;298:2213-6.

. Brainard GC, Hanifin JP, Greeson JM, et al. Action spectrum for mela-

tonin regulation in humans: evidence for a novel circadian photorecep-
tor. J Neurosci. 2001;21:6405-12.

. Thapan K, Arendt J, Skene DJ. An action spectrum for melatonin sup-

pression: evidence for a novel non-rod, non-cone photoreceptor system
in humans. J Physiol. 2001;535:261-7.

. Lucas RJ, Hattar S, Takao M, Berson DM, Foster RG, Yau K-W. Dimin-

ished pupillary light reflex at high irradiances in melanopsin-knockout
mice. Science. 2003;299:245-7.

. Hattar S, Lucas RJ, Mrosovsky N, et al. Melanopsin and rod-cone pho-

toreceptive systems account for all major accessory visual functions in
mice. Nature. 2003;424:76-81.

. Panda S, Provencio |, Tu DC, et al. Melanopsin is required for non-im-

age-forming photic responses in blind mice. Science. 2003;301:525-7.
Gamlin PD, McDougal DH, Pokorny J, Smith VC, Yau K-W, Dacey DM.
Human and macaque pupil responses driven by melanopsin-containing
retinal ganglion cells. Vision Res. 2007;47:946-54.

Lupi D, Oster H, Thompson S, Foster RG. The acute light-induction of
sleep is mediated by OPN4-based photoreception. Nat Neurosci.
2008;11:1068-73.

Yau K-W, Hardie RC. Phototransduction motifs and variations. Cell.
2009;139:246-64.

Rollag MD, Berson DM, Provencio |. Melanopsin, ganglion-cell photore-
ceptors, and mammalian photoentrainment. J Biol Rhythms. 2003;18:
227-34.

Pickard GE, Sollars PJ. Intrinsically photosensitive retinal ganglion cells.
Sci China Life Sci. 2010;53:58-67.

Bellingham J, Foster RG. Opsins and mammalian photoentrainment. Cell
Tissue Res. 2002;309:57-71.

Lucas RJ, Peirson SN, Berson DM, et al. Measuring and using light in
the melanopsin age. Trends Neurosci. 2014;37:1-9.

Arendt D. Evolution of eyes and photoreceptor cell types. Int J Dev Biol.
2003;47:563-71.

Palczewski K, Kumasaka T, Hori T, et al. Crystal structure of rhodopsin:
A G protein-coupled receptor. Science. 2000;289:739-45.

Putney JW, Tomita T. Phospholipase C signaling and calcium influx. Adv
Biol Regul. 2012;52:152-64.

Wang T, Montell C. Phototransduction and retinal degeneration in Dro-
sophila. Pflugers Arch. 2007;454:821-47.
Lucas RJ. Mammalian inner retinal
2013;23:R125-33.

Schmidt TM, Chen S-K, Hattar S. Intrinsically photosensitive retinal gan-
glion cells: many subtypes, diverse functions. Trends Neurosci. 2011;34:
572-80.

Hartwick AT, Bramley JR, Yu J, et al. Light-evoked calcium responses
of isolated melanopsin-expressing retinal ganglion cells. J Neurosci.
2007,27:13468-80.

Clapham DE, Montell C, Schultz G, Julius D. International Union of
Pharmacology. XLIII. Compendium of voltage-gated ion channels: tran-
sient receptor potential channels. Pharmacol Rev. 2003;55:591-6.
Vennekens R, Voets T, Bindels R, Droogmans G, Nilius B. Current
understanding of mammalian TRP homologues. Cell Calcium. 2002;31:
253-64.

photoreception. Curr Biol.

36.
37.
38.
39.

40.

41,

42.

43.

44,

45,
46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Montell C. TRP channels in Drosophila photoreceptor cells. J Physiol.
2005;567:45-51.

Pedersen SF, Owsianik G, Nilius B. TRP channels: an overview. Cell
Calcium. 2005;38:233-52.

Ambudkar IS. Ca2+ signaling microdomains: platforms for the assembly
andregulation of TRPC channels. Trends Pharmacol Sci. 2006;27:25-32.
Ambudkar IS, Ong HL. Organization and function of TRPC channelo-
somes. Pflugers Arch. 2007;455:187-200.

Birnbaumer L. The TRPC Class of ion channels: A critical review of their
roles in slow, sustained increases in intracellular Ca2+ concentrations.
Annu Rev Pharmacol Toxicol. 2009;49:395-426.

Bernaudat F, Frelet-Barrand A, Pochon N, et al. Heterologous expression
of membrane proteins: choosing the appropriate host. PloS one.
2011;6:€29191.

Newman LA, Walker MT, Brown RL, Cronin TW, Robinson PR. Melanop-
sin forms a functional short-wavelength photopigment. Biochemistry.
2003;42:12734-8.

Weng K, Lu CC, Daggett LP, et al. Functional coupling of a human
retinal metabotropic glutamate receptor (hmGIuR6) to bovine rod trans-
ducin and rat Go in an in vitro reconstitution system. J Biol Chem.
1997,272:33100-4.

Melyan Z, Tarttelin EE, Bellingham J, Lucas RJ, Hankins MW. Addition
of human melanopsin renders mammalian cells photoresponsive. Na-
ture. 2005;433:741-5.

Panda S, Nayak SK, Campo B, Walker JR, Hogenesch JB, Jegla T. lllu-
mination of the melanopsin signaling pathway. Science 2005;307:600-4.
Qiu X, Kumbalasiri T, Carlson SM, et al. Induction of photosensitivity by
heterologous expression of melanopsin. Nature. 2005;433:745-9.
Kumbalasiri T, Rollag MD, Isoldi MC, Castrucci AM, Provencio |. Mela-
nopsin triggers the release of internal calcium stores in response to light.
Photochem Photobiol. 2007;83(2):273-9.

Bailes H, Lucas R. Human melanopsin forms a pigment maximally sen-
sitive to blue light (Amax~ 479 nm) supporting activation of Gg/11 and
Gi/o signalling cascades. Proc R Soc B. 2013;280:1-9.

Koyanagi M, Terakita A. Gg-coupled rhodopsin subfamily composed of
invertebrate visual pigment and melanopsin. Photochem Photobiol.
2008;84:1024-30.

Wong SF. G protein selectivity is regulated by multiple intracellular re-
gions of GPCRs. Neurosignals. 2003;12:1-12.

Isoldi MC, Rollag MD, Castrucci AM, Provencio |. Rhabdomeric pho-
totransduction initiated by the vertebrate photopigment melanopsin.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2005;102:1217-21.

Contin MA, Verra DM, Guido ME. An invertebrate-like phototransduction
cascade mediates light detection in the chicken retinal ganglion cells.
FASEB J. 2006;20:2648-50.

Contin MA, Verra DM, Salvador G, llincheta M, Giusto NM, Guido ME.
Light activation of the phosphoinositide cycle in intrinsically photosensi-
tive chicken retinal ganglion cells. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2010;51:
5491-8.

Graham DM, Wong KY, Shapiro P, Frederick C, Pattabiraman K, Berson
DM. Melanopsin ganglion cells use a membrane-associated rhabdomer-
ic phototransduction cascade. J Neurophysiol. 2008;99:2522-32.
Sekaran S, Lall GS, Ralphs KL, et al. 2-Aminoethoxydiphenylborane is
an acute inhibitor of directly photosensitive retinal ganglion cell activity
in vitro and in vivo. J Neurosci. 2007;27:3981-6.

Warren EJ, Allen CN, Brown RL, Robinson DW. The light-activated sig-
naling pathway in SCN-projecting rat retinal ganglion cells. Eur J Neu-
rosci. 2006;23:2477-87.

Perez-Leighton CE, Schmidt TM, Abramowitz J, Birnbaumer L, Kofuiji P.
Intrinsic phototransduction persists in melanopsin-expressing ganglion
cells lacking diacylglycerol-sensitive TRPC subunits. Eur J Neurosci.
2011;33:856-67.

Xue T, Do M, Riccio A, et al. Melanopsin signalling in mammalian iris
and retina. Nature. 2011;479:67-73.

Hughes S, Pothecary CA, Jagannath A, Foster RG, Hankins MW, Peirson
SN. Profound defects in pupillary responses to light in TRPM-channel
null mice: a role for TRPM channels in non-image-orming photoreception.
Eur J Neurosci. 2012;35:34-43.

LeGates TA, Altimus CM, Wang H, et al. Aberrant light directly impairs
mood and learning through melanopsin-expressing neurons. Nature.
2012;491:594-8.

Roecklein KA, Rohan KJ, Duncan WC, et al. A missense variant (P10L)
of the melanopsin (Opn4) gene is associated with Seasonal Affective
Disorder. J Affect Disord. 2009;114:279-85.

Dijk D-J, Archer SN. Light, sleep, and circadian rhythms: together again.
PLoS Biol. 2009;7:1000145.

Holzman DC. What's in a color? The unique human health effects of blue
light. Environ Health Perspec. 2010;118:A22.

Jones KA, Hatori M, Mure LS BJ, et al. Small-molecule antagonists of
melanopsinmediated phototransduction. Nat Chem Biol. 2013;9:630-5.



