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Mit der Optogenetik hat sich in der Neurowissenschaft

eine Revolution vollzogen. Die Optogenetik erlaubt, Nervenzellen
einfach mit Licht und mit bis dato nicht gekannter Genauigkeit
zeitlich und rdumlich elektrodenfrei an- und abzuschalten.

Dies wird durch das Einbringen genetisch codierter Lichtschalter,
sogenannter mikrobieller Rhodopsine, in den Nervenzellen erreicht.
Die Methode, die in Frankfurt und in Regensburg ihren Ursprung
genommen hat, wird heute in der Neurobiologie weltweit eingesetzt.
Neben der Grundlagenforschung erdffnen sich dank der
Optogenetik auch neue biomedizinische Perspektiven zur
Gentherapie neurodegenerativer Krankheiten.



ereits 2002 und 2003 veroffentlichten wir

(Georg Nagel, Peter Hegemann und der

Autor) zwei Arbeiten, in denen die Funk-
tion von Algenrhodopsinen als lichtgesteuerte
Kationenkanéle beschrieben wird. Einzellige
Teichalgen vom Typ Chlamydomonas reinhardtii
besitzen einen Augenfleck, mit dem die Einzel-
ler »sehen« und lichtabhédngig optimale Lebens-
bedingungen durch fototaktische Schwimmbe-
wegungen erreichen. Die lichtempfindlichen
Proteine im Augenfleck sind Rhodopsine, die
von uns als lichtgesteuerte Kationenkandle
beschrieben wurden und als Channelrhodopsin
1 und 2 (ChR1,2) benannt wurden. [1, 2]
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Unser Nervensystem kann als komplexer
elektrischer Schaltkreis dargestellt werden. Die
elektrischen Eigenschaften der Neuronen wer-
den iiber die Ionenpermeabilitdit der die Zelle
umgebenden Membran geregelt. Als Ladungs-
trager dienen positiv geladene Natriumionen,
Kaliumionen und Kalziumionen, deren Trans-
port iiber die Membran durch Proteine (Ionen-
pumpen, Ionenkandle) zum Teil spannungsab-
héangig bewerkstelligt wird. Jede Zelle ist in der
Lage, mit bis zu 10.000 Verkniipfungen, den Syn-
apsen, mit anderen Zellen zu kommunizieren,
was die Komplexitdt eines neuronalen Netzes
verdeutlicht. Insgesamt sind im menschlichen
Gehirn bei bis zu 100 Milliarden Neuronen bis zu
10%® Verkniipfungen maglich, eine Zahl, die etwa
die Anzahl aller Atome des Universums darstellt,
also »unendliche Moglichkeiten«.

Im Ruhezustand der Zellen wird stets ein
negatives Membranpotenzial (Hyperpolarisa-
tion) aufrechterhalten. Aktivierende Signale
bewirken, dass positive Natriumionen in die
Zelle einstromen, wodurch das Membranpoten-
zial angehoben und die elektrische Erregung
ausgelost werden, das heifdt, die Neuronen begin-
nen zu feuern. Im zeitlichen Verlauf von weni-
gen Millisekunden wird durch Ausstromen von
Kaliumionen die Zelle repolarisiert und damit in
den Ruhezustand tibergefiihrt. Das Feuern der
Nervenzellen, die sogenannten Aktionspoten-
ziale, sind wesentlicher Bestandteil der Signal-
ubertragung zwischen Nervenzellen. Herkomm-

liche Methoden, mit denen man diese Prozesse
untersucht, beruhen auf der direkten Stimula-
tion durch Mikroelektroden. Thre zeitliche, aber
vor allem raumliche Auflosung ist jedoch einge-
schrankt im Vergleich zu einer moglichen direk-
ten elektrodenfreien Lichtstimulierung.

Lichtschalter fiir die Nervenzelle

Mit der Entdeckung, dass insbesondere ChR2
als lichtgesteuerter Kationenkanal Zellen durch
seinen nach dem Zellinneren gerichteten Katio-
nentransport depolarisiert, wurde klar, dass wir
hier ein hochinteressantes molekulares Werk-
zeug gefunden hatten, um elektrisch erregbare
Zellen wie Nervenzellen mit Licht zu aktivieren.
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Das heildt, mit den genetisch kodierten Licht-
schaltern sollte es moglich sein, elektrodenfrei
mit extrem hoher Ortsauflésung ohne jede
mechanische Storung in neuronale Netze akti-
vierend einzugreifen, womit sich ganz neue

AUF DEN PUNKT GEBRACHT

¢ In der Optogenetik ersetzen mit Licht
steuerbare lonenkanale die zuvor in der
Neurobiologie verwendeten Elektroden.
Die Messungen weisen zeitlich und
raumlich eine bis dato unerreichbare
Prézision auf.

Die Grundlagen der Optogenetik legten
2002 Forscher aus Frankfurt und
Regensburg mit der Entdeckung des

lonenkanals Channelrhodopsin, wobei
sie das Potenzial fiir die Neurowissen-
schaften sofort erkannten, wie in dem
von ihnen verdffentlichten Patent
dargestellt ist.

Optogenetische Lichtschalter werden
weltweit in mehr als 1000 neuro-
biologisch orientierten Laboratorien
eingesetzt. Erste Erfolge mit biomedizi-
nischem Hintergrund zeigten sich bei
der Behandlung blinder Méuse, die das
Sehvermdgen wiedererlangten.

Lichtin der Zelle

1a Channelrhodopsin 2

1b mit »Yellow fluorescent
protein« zur Markierung des
Kanals in der Zellmembran
von HEK(Human Embryonic
Kidney)-Zellen

1c Depolarisierung einer
HEK-Zelle nach Belichtung,
die Lichtphase ist durch den
schwarzen Balken gekenn-
zeichnet. Rhodopsine kommen
in der Natur in verschiedenen
Lebensbereichen vor:

in Bakterien, in Pflanzen und
in den Augen aller Tierarten mit
unterschiedlichem molekula-
rem Mechanismus, das heif3t,
als reine Sensoren fiir Signal-
ketten (Auge, Bakterien), als
lonenpumpen (Bakterien) und
iberraschenderweise als
lonenkanéle (Algen).

Forschung Frankfurt | 2.2015 43



Lichtin der Zelle

2a Schematische Darstellung
der Wirkung von Channel-
rhodopsin2 (ChR2) und
Halorhodopsin auf Nerven-
zellen. Aktivierung mit blauem
Licht veranlasst ChR2, den
Kanal zu 6ffnen. Dadurch
konnen positiv geladene
Natriumionen einstrémen und
das Neuron auf »an« schalten.
Aktivierung mit gelbem Licht
bringt Halorhodopsin dazu,
negativ geladene Chloridionen
in die Zelle zu pumpen.

Die Zelle wird dadurch auf
»aus« geschaltet.

2b Bild einer mit ChR2 und
NphR transfizierten
Nervenzelle.

2c¢ Aktivierung des Feuerns
mit blauem Licht (ChR2) und
Inaktivierung mit gelbem Licht
(NphR) [6].
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Moglichkeiten zur Erforschung neurobiologi-
scher Fragestellungen ergeben sollten.
Vorausschauend wurde 2002 von uns ein
Patent angemeldet, wo bereits im Detail, wie
spater noch ausgefiihrt wird, die moglichen
Anwendungen in der neurobiologischen Grund-
lagenforschung bis hin zur Biomedizin beschrie-
ben werden. In Zusammenarbeit mit Karl Deis-
seroth und Ed Boyden, Stanford, wurde das
von uns entwickelte ChR2-Konstrukt funktio-
nell in kultivierten Mausneuronen exprimiert
und diese dann durch Belichten zum Feuern
gebracht. [3] Zeitgleich im selben Jahr 2005
wurde in Zusammenarbeit mit Alexander Gott-
schalk von der Goethe-Universitdit an dem
Fadenwurm C. elegans die Lichtsteuerbarkeit an
dem transgenen Tier gezeigt und damit iiber-
haupt zum ersten Mal am lebenden Tier. [4]
Wie aber konnen Nervenzellen mit Licht
stillgelegt werden oder, anders ausgedriickt,
hyperpolarisiert werden?
Bereits 1995 hatten wir
gezeigt, dass eine bakteri-
elle lichtgetriebene Proto-
nenpumpe, das Bakterio-
rhodopsin, elektrophysio-
logisch in der Membran
von Eiern des stidafrikani-
schen Krallenfrosches via
genetischer Manipulation
charakterisiert werden
kann. Basierend auf die-
sen Arbeiten gelang es
zusammen mit der Stan-
fordgruppe und mit Alex-
ander Gottschalk, eine
dem  Bakteriorhodopsin
verwandte lichtgetriebene
Chloridpumpe in Neuro-
nen und in C. elegans
zu exprimieren. [5] Durch
den einwarts gerichteten
Chloridpumpstrom werden
die Zellen hyperpolarisiert
und damit stillgelegt. Auf-
grund der unterschiedli-
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chen Absorptionseigenschaften — ChR2 absor-
biert blaues Licht (470 nm) und NphR gelbes
Licht (570 nm) - konnen Neuronen, wenn
beide Lichtschalter in einer Zelle exprimiert
werden, mit blauem Licht »angeschaltet« und
mit gelbem Licht »abgeschaltet« werden. Damit
waren die Grundlagen geschaffen, auf denen
das heute so benannte Arbeitsgebiet der Opto-
genetik beruht. Inzwischen werden diese Licht-
schalter weltweit in mehr als 1.000 neurobio-
logisch orientierten Laboratorien eingesetzt. Als
Zeichen, welche Bedeutung die Optogenetik
inzwischen erreicht hat, sei erwdhnt, dass die
Methode eine zentrale Rolle bei der »US Natio-
nal Institutes of Health BRAIN Initiative« zur
Kartierung des menschlichen Gehirns spielt.

Das Gehirn kartieren und Sehvermagen steigern
Durch die Weiterentwicklung der Molekular-
biologie ist es heute moglich, mit Viren als Gen-
fahren, zellspezifisch die Lichtschalter in Neuro-
nen einzubringen. Mithilfe dieser Technik und
mit transgenen Mdusen sind Experimente mog-
lich geworden, wie man sie vor einigen Jahren
nicht fiir moglich gehalten hatte. Daraus ergibt
sich inzwischen eine groe Menge an Publika-
tionen, so dass hier exemplarisch nur einige
Beispiele aufgefiihrt werden konnen. So lassen
sich funktionelle Schaltkreise im Gehirn kartie-
ren. In diesen Experimenten konnen mit Licht
mit hoher Ortsauflosung elektrodenfrei ver-
schiedene Schaltkreise im Gehirn angesteuert
und die daraus resultierende Verhaltens-
dnderung untersucht werden. Zum Beispiel
konnen Forscher inzwischen mit Glasfasern
bestimmte Bereiche des Mdusehirns belichten,
wobei durch Reizung motorischer Zentren
Bewegungsaktivitat ausgelost wird. Selbst Ge-
dachtnisleistungen der Tiere konnen ortspezi-
fisch verstarkt oder gar geloscht werden.

Die Erfolge im Tiermodell dienen zum wei-
teren Verstandnis der Funktion der neuronalen
Netze im Gehirn, sind aber auch die Grundlage
fiir eventuelle biomedizinische Anwendungen.
In Experimenten wurde gezeigt, dass blinde
Mause, in deren Augen keine funktionstahigen



~ +— AuBRensegment

*— Photorezeptor-Zellen

Bipolar Zellen ——

Amacrin Zellen ——

Ganglion Zellen —

ChR2
exprimierende
Bipolar Zellen

3b

3a, b Schematische Darstellung der Retina mit a und b ohne Photorezeptorzellen. Die Lichtaktivierung
wird in a durch die natiirlichen Photorezeptorzellen bewirkt, wéhrend in b die mit ChR2 transduzierten

Bipolarzellen diese Aufgabe iibernehmen. [7]
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4a, b, ¢ zeigt die Bewegung einer mit ChR2 in den Bipolarzellen der Retina einer transduzierten Maus
im Dunkeln und nach Belichtung a und die Kontrollen in b und ¢, b die unbehandelte blinde Maus, ¢ ein
normal sehendes Tier. Es ist klar zu erkennen, dass die behandelte Maus sich beziiglich der Lichtum-

gebung etwa gleich verhalt wie das gesunde Tier. [7]

Lichtsinneszellen mehr vorhanden sind, bereits
ihre Lichtempfindlichkeit zuriickerlangt haben,
indem in den Lichtsinneszellen nachgeschalte-
ten Zellen Channelrhodopsin-2 eingebracht
wurde (Abb. 4a-c). [7] Auf lange Sicht konnte in
Analogie ein  gentherapeutischer Ansatz
Menschen helfen, die unter Erblindung leiden,
ausgelost durch Makuladegeneration oder
andere Sehstorungen. Sie konnten das Sehver-
mogen, wenn auch begrenzt, wiedererlangen.
Das ware eine vielversprechende Alternative
zur Behandlung mit photosensitiven Implanta-
ten, sogenannten Sehchips. Analoge Studien an
der Maus zum »optischen HoOren«, das heil3t
einem optogenetischen Ersatz fiir die Elektro-
denstimulation im Innenohr, werden zurzeit
mit einigem Erfolg durchgefiihrt. [8] Weitere
Ansdtze bestehen allerdings auf lange Sicht
darin, die heute bei der Parkinson-Krankheit
erfolgreich eingesetzte, elektrodenbasierte Tie-
fenhirnstimulation durch die Optogenetik auf-

grund der hohen Zellspezifitdit zu verbessern,
ein Unterfangen, das aufgrund der Komplexitat
eines gentherapeutischen Ansatzes im mensch-
lichen Gehirn nach Ansicht des Autors, wenn
iberhaupt, erst in mehr als zehn Jahren zum
Tragen kommen kann. Ahnliche Ansitze wer-
den zur Behandlung von Epilepsie und anderer
neurodegenerativer Krankheiten diskutiert.

Die Optogenetik eroffnet der neurowissen-
schaftlichen Grundlagenforschung vielfaltige
Moglichkeiten. Sie wird weltweit bereits in vie-
len Labors genutzt und hat zu einer Reihe von
neuen Erkenntnissen gefiihrt. Auch wenn auf
dem Weg zu biomedizinischen Anwendungen
noch zahlreiche Hiirden und Risiken zu bewalti-
gen sind, verspricht die Methode aufgrund der
Zellspezifitdt, gepaart mit der hohen Ortsauf-
losung, neuartige Ansadtze fiir neurologische
Behandlungsstrategien zu liefern, wie sie
mit der herkdmmlichen Elektrodenstimulation
nicht moglich sind. ®
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