Halobakterien gehdren zu den Archaebakterien. Sie haben eine
besondere Vorliebe fiir extrem salzhaltige Umgebungen.
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Einzeller bringen Licht
In die Neurobiologie

Die Entdeckung eines Sehpigments in der Zellmembran eines Archaebakteriums Anfang

der 1970er-Jahre ist ausschlief3lich der Neugier eines Wissenschaftlers zu verdanken:

Drei Jahre lang wollte die Scientific Community Dieter Oesterhelt nicht glauben. 40 Jahre
nach seinen bahnbrechenden Arbeiten am Max-Planck-Institut fiir Biochemie in Martinsried
avancieren Bacteriorhodopsin und das aus einer einzelligen Grunalge stammende
Channelrhodopsin zu neuen Werkzeugen in der Neurobiologie.

TEXT CHRISTINA BECK

s war eine illustre Runde, wel-

che die Koniglich Schwedische

Akademie der Wissenschaften

am 12. Dezember 2013 nach

Stockholm in die Lilla Frescati-
véagen geladen hatte. Das Thema, tiber
das sich das Nobelpreiskomitee infor-
mieren wollte, lautete: Optogenetik.
Unter den elf Wissenschaftlern waren
auch zwei von Max-Planck-Instituten
sowie zwei weitere Forscher, die ihre
ersten Schritte auf diesem Gebiet als
junge Gruppenleiter bei Max-Planck
unternommen hatten.

Schon 1979 hatte der Entdecker des
DNA-Codes, Francis A. Crick, es als die
grofite Herausforderung der Neurowis-
senschaften bezeichnet, selektiv einen
bestimmten Zelltyp im Gehirn zu be-
einflussen und die tibrigen unverdndert
zu lassen. Er spekulierte in seinen Vor-
lesungen, als Kontrollwerkzeug koénne
Licht dienen: in Form ortlich und zeit-
lich begrenzter Impulse unterschiedli-
cher Farben.

30 Jahre spater wird diese Vision
Wirklichkeit: Die Optogenetik schickt
sich an, die Neurowissenschaften zu re-
volutionieren, erlaubt sie doch erstmals
die nichtinvasive Manipulation neuro-

naler Netzwerke in einem Organismus —
angefangen bei dem kleinen Faden-
wurm Caenorhabditis elegans bis hin zur
Maus. Und vielleicht irgendwann sogar
beim Menschen. Eine Methode also, die
das Zeug zum Nobelpreis hat.

DIE ENTDECKUNG DES ERSTEN
MIKROBIELLEN RHODOPSINS

Doch was inzwischen gangiges Werk-
zeug von Neurowissenschaftlern ist,
hat an ganz anderer Stelle begonnen,
namlich bei einem kleinen, salzlieben-
den Archaebakterium, Halobacterium
salinarum. Archaebakterien sind die
,Oldtimer” des Lebens. Seit der friihen
Evolution haben diese Einzeller in ext-
remen Lebensraumen — wie etwa in Salz-
seen oder heiflen Vulkanquellen — aus-
geharrt, wihrend sich Bakterien und
die Eukaryonten sehr viel freiziigiger
entfalten konnten.

Es war mehr oder weniger ein Zufall,
der den Biochemiker Dieter Oesterhelt
in Kontakt brachte mit Halobacterium
salinarum. Doch dieses Archaebakte-
rium sollte schliefflich zentraler For-
schungsgegenstand seines Wissenschaft-
lerlebens fiir die kommenden 40 Jahre

werden. Oesterhelt hatte im Labor von
Feodor Lynen am Max-Planck-Institut
fir Zellchemie (spater Max-Planck-In-
stitut fiir Biochemie) tiber ein Stoff-
wechselenzym promoviert, die Fett-
sauresynthetase. ,Ein Riesenpartikel”,
wie er sagt, ,dessen Struktur man nur
mittels Elektronenmikroskopie ent-
schliisseln konnte.”

Deshalb ging der Forscher im Jahr
19609 fiir ein Sabbatical nach San Fran-
cisco zu Walther Stoeckenius, einem
ausgewiesenen Experten auf dem Ge-
biet der Elektronenmikroskopie. Oester-
helt wollte diese Technik bei ihm im
Labor erlernen.

Stoeckenius interessierte sich fiir die
Membran des Halobakteriums, denn zu
diesem Zeitpunkt war die molekulare
Struktur von Zellmembranen noch Ge-
genstand kontroverser Diskussionen.
»Das war die sogenannte Purpurmem-
bran, die hief§ damals schon so. Aber es
war vollig unklar, was das ist“, erzdhlt
Dieter Oesterhelt.

Allen Blaurock, der sich zu dem Zeit-
punkt ebenfalls im Labor von Stoecke-
nius aufhielt, bat Oesterhelt um Unter-
stiitzung bei der Aufbereitung seiner
Proben. Um die Lipide aus der Memb-
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1969

Nach seiner Promotion am Institut flir Biochemie der
Universitat Minchen bei Feodor Lynen (rechts) und einer
zweijahrigen Postdoc-Phase am Max-Planck-Institut fur
Zellchemie ging der junge Biochemiker Dieter Oesterhelt
(links) 1969 fiir ein Sabbatical zu Walther Stoeckenius an

die University of California in San Francisco.

Dort gelang ihm der liberraschende Nachweis eines
Rhodopsin-ahnlichen Proteins (Bacteriorhodopsin)

in der Membran von Halobacterium salinarum.

ran herauszuldsen, experimentierte die-
ser mit verschiedenen organischen Lo-
sungsmitteln: ,Ich extrahierte also die
violette Membran mit Chloroform-Me-
thanol — und hatte plotzlich einen gel-
ben Extrakt”, erinnert sich Oesterhelt.

Eine solche Absorptionsidnderung
iiber einen Bereich von knapp 200 Na-
nometern hinweg erschien dem jungen
Biochemiker ganz ungewdhnlich. Doch
Allen Blaurock wiegelte ab, er hatte in
London bei Maurice Wilkins an der Re-
tina von Froschen gearbeitet. Fiir ihre
Rontgenbeugungsexperimente muss-
ten sie die Froschretina in einem ganz
bestimmten Winkel bestrahlen. , Aber
wenn wir da nicht aufgepasst haben”,
so Blaurock gegeniiber Oesterhelt,
,dann ist der Strahl in das schone rote
Auge des Frosches gefahren, und auf
einmal wurde es gelb.”

Fir Dieter Oesterhelt war das der
entscheidende Hinweis. Er holte sich
aus der Bibliothek die Daten fiir Reti-
nal, jenes lichtabsorbierende Pigment
in der Netzhaut von Wirbeltieren, und
unterzog anschliefRend die Purpur-
membran einer massenspektroskopi-
schen Analyse. Kein Zweifel: Es handel-
te sich um Retinal. Die erste Reaktion
von Walther Stoeckenius fiel allerdings
wenig euphorisch aus - sie lautete
schlicht: ,Das gibt es nicht. Das gibt es
nicht in Prokaryonten.”
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Und so dhnlich sah das wohl auch der
Gutachter fiir das Fachmagazin NATURE.
Die eingereichte Publikation wurde zu-
rickgewiesen mit dem Hinweis, die Ex-
perimente seien zwar in Ordnung, aber
die Analogie zu Rhodopsin sei doch
weit hergeholt. ,Es war einfach inakzep-
tabel, dass man Retinal woanders findet
als in einem Auge”, resiimiert Oester-
helt. Und so erschien die erste Publika-
tion zu Bacteriorhodopsin, wie die Au-
toren ihr Molekiil getauft hatten, 1971
in dem Journal NATUurRe NEw BioLogy.

DIE PHOTOSYNTHESE WURDE
GLEICH ZWEIMAL ERFUNDEN

Dieter Oesterhelt kehrte nach Miinchen
zuriick und blieb - trotz grofler Zweifel
seiner dortigen Kollegen — an Bacterio-
rhodopsin dran: ,Es scheint mir doch
eine ganz ungewohnliche Sache, und
das ist nicht umsonst da“, erklarte er den
Skeptikern. Zu dem Mangel an Mit-
streitern gesellte sich dann auch noch
ein Mangel an Gerdten. Denn das Max-
Planck-Institut fiir Zellchemie zog raus
nach Martinsried, Oesterhelt blieb in
den urspriinglich gemeinsam genutz-
ten Laboren am Institut fiir Biochemie
der Universitdt Miinchen. , Mir blieben
nur noch ein pH-Meter, ein Wasserbad
und ein Projektor”, sagt er. Doch fiir
das nun folgende Schliisselexperiment

erwies sich diese Situation als Segen,
,weil ich gar nicht viel anderes ma-
chen konnte”.

Oesterhelt war der festen Uberzeu-
gung, dass der Farbwechsel mit einer
Funktion verbunden ist, und arbeitete
daher daran, diesen umzukehren: ,Ich
habe schlicht und einfach samtliche
Losungsmittel der Welt probiert.” Und
dann kam auch hier wieder der Zufall
dazu. Nahm man ndmlich Ether, gab
dann Salz hinzu und trat ans Fenster,
wenn die Sonne schien, wurde der Ex-
trakt auf einmal hellgelb; im Dunkeln
kehrte sich die Farbe wieder um. Das
war der erhoffte Farbwechsel, doch was
steckte dahinter?

»Ich habe einfach eine pH-Elektro-
de reingehalten”, sagt Oesterhelt. Bei
einem Farbumschlag von Violett nach
Gelb wurden Protonen abgegeben, bei
einem Farbumschlag von Gelb nach Vio-
lett wurden Protonen aufgenommen.
Dementsprechend wurde der Extrakt in
dem einen Fall sauer, im anderen alka-
lisch. Wenn eine solche Abgabe und
Aufnahme von Protonen nun aber in
einer dichten Schicht wie etwa einer
Membran stattfinden, dann miisste
eine Pumpwirkung entstehen.

Der junge Biochemiker stellte sich
eine Protonenpumpe vor — ein Molekiil
also, das Protonen von einer Richtung
aufnimmt und nach der anderen abgibt.

Foto: MPG / Krella
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Nur wenige Jahre spater konnte
Oesterhelt zeigen, dass es sich bei
Bacteriorhodopsin um eine licht-
getriebene Protonenpumpe handelt.
Die Aufnahme von Photonen, also
Licht, ist mit einem Farbwechsel des
Membranextrakts von Violett nach
Gelb verbunden (links). In der Memb-
ran befordert die lonenpumpe, durch
Licht aktiviert, Protonen aus dem
Innern der Bakterienzelle nach
auRen, dabei entsteht ein Gradient,
ein Protonen-Konzentrationsgefalle
zwischen innen und aufen. Die
Energie der zurlickstromenden
Protonen wird zur enzymatischen
Synthese von ATP (Adenosintriphos-
phat) genutzt, der Energiewahrung
der Zelle (rechts).

)) Es war einfach inakzeptabel, dass man Retinal woanders findet als in einem Auge.«

Oesterhelt trug diese Idee seinem Dok-
torvater Feodor Lynen vor. Der sagte
nur: ,Ich glaube es nicht, aber ich wiin-
sche Ihnen, dass Sie recht haben.” Wenn
das Molekiil Protonen pumpt, dann soll-
te in einer Suspension von Bakterienzel-
len eine pH-Anderung zu messen sein.
Dieter Oesterhelt baute sein pH-Me-
ter im Dunkelraum auf, um zu schauen,
was passierte, wenn er intakte Zellen be-
lichtete. Er stellte das pH-Meter auf
hochste Empfindlichkeit ein und schal-
tete dann das Licht an: ,Der Schreiber
machte einen Satz und knallte mit Voll-
ausschlag oben an die Kante.” In weni-
gen Tagen hatte er die entsprechenden
Aufzeichnungen zusammen und damit
den Nachweis, dass es sich bei Bacterio-
rhodopsin tatsdchlich um eine lichtge-
triebene Protonenpumpe handelt.
Indem es Protonen aus dem Innern
der Bakterienzelle nach auflen befor-
dert, entsteht ein Gradient, ein Proto-
nen-Konzentrationsgefille zwischen in-
nen und aufen, und tiber die Membran
hinweg wird ein elektrisches Potenzial
aufgebaut. ,Der Vorgang gleicht ganz
dem Laden einer Batterie”, erklart der
Max-Planck-Forscher. Die Energie der

zuriickstromenden Protonen wird zur
enzymatischen Synthese von ATP (Ade-
nosintriphosphat) genutzt, der Energie-
wahrung der Zelle.

Das entsprach der von Peter D. Mit-
chell schon 1961 aufgestellten — und
1978 mit dem Chemienobelpreis ge-
wiirdigten — chemiosmotischen Hypo-
these, fiir die das Bacteriorhodopsin da-
mit auch einen ersten Beleg lieferte. Das
Purpurmembransystem ist — neben dem
Chlorophyllsystem der griinen Pflanzen
— das zweite lichtenergiewandelnde
Prinzip der belebten Natur. , Die Evo-
lution hat den grundlegenden Prozess
der Photosynthese also zweimal erfun-
den”, sagt Dieter Oesterhelt.

NOCH MEHR LICHTGESCHALTETE
MEMBRANPROTEINE

In den Folgejahren avancierte Bacterio-
rhodopsin zum Modellobjekt in der
Bioenergetik, der Membranbiologie und
der Strukturbiologie. Von der zweiten
Halfte der 1970er-Jahre an erschienen
zu diesem Thema jahrlich mehr als
100 Publikationen. 1977 entdeckten
die beiden Japaner Matsuno-Yagi und

Mukohata ein weiteres Pigment in der
Purpurmembran von Halobacterium sa-
linarum, das sich jedoch von Bacterio-
rhodopsin unterschied. Lange Zeit wur-
de spekuliert, dass es sich hierbei um
eine durch Licht aktivierbare Natrium-
pumpe handelt.

Oesterhelt war inzwischen Direktor
am Max-Planck-Institut fiir Biochemie
in Martinsried geworden, und einer sei-
ner ersten Doktoranden dort war der
Chemiker Peter Hegemann. Er sollte
urspriinglich diese Halorhodopsin ge-
nannte Natriumpumpe isolieren. Doch
dann zeigten Janos Lanyi und Brigitte
Schobert von der University of Califor-
nia, dass dieses Membranprotein nicht
Natriumionen aus der Zelle hinaus-,
sondern Chloridionen in die Zelle hi-
neinpumpt. Zu einem spéteren Zeit-
punkt sollte das eine ganz neue Bedeu-
tung erlangen.

Hegemann leitete ab 1986 eine ei-
gene Arbeitsgruppe in Oesterhelts Ab-
teilung fiir Membranbiochemie und
wandte sich Ende der 1980er-Jahre ei-
nem neuen Untersuchungsobjekt zu:
der kleinen, einzelligen Griinalge Chla-
mydomonas reinhardtii. In EMBO MoLE-
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)) Wir hatten nicht erwartet, dass die Forschung an einzelligen Algen eines Tages
die Leser eines medizinischen Journals interessieren konnte.«

cuLAR MEDICINE schrieben er und sein
Ko-Autor Georg Nagel spater: ,,Als wir
unsere Experimente mehr als eine De-
kade zuvor durchfiihrten, hatten wir
nicht erwartet, dass die Forschung tiber
die molekularen Mechanismen der
Phototaxis einzelliger Algen oder den
lichtgetriebenen Ionentransport in
Archaebakterien eines Tages die Leser
eines medizinischen Journals interes-
sieren konnte.” Der Weg dahin war al-
lerdings steinig und duferst langwierig.

DER ROTE AUGENFLECK EINER
ALGE GIBT RATSEL AUF

Als Photosynthese treibender Organis-
mus sucht Chlamydomonas Areale auf,
an denen die Lichtverhiltnisse fiir die

Photosynthese besonders giinstig sind.
Dabei bewegt er sich mit seinen langen
Flagellen wie ein kleiner Brustschwim-
mer fort. Der Photosynthese-Apparat
der kleinen Griinalge muss somit nicht
stindig an wechselnde Lichtbedingun-
gen angepasst werden. Wissenschaftler
bezeichnen derart lichtgesteuerte Ori-
entierungsbewegungen als Phototaxis.
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Sie sind bereits seit dem 19. Jahrhun-
dert bekannt. Der fiir die Phototaxis zu-
stindige Lichtsensor befindet sich im
roten Augenfleck der Alge.

Kenneth W. Foster, ein ehemaliger
Student Max Delbriicks, untersuchte die
phototaktischen Bewegungen von Chla-
mydomonas in Abhdngigkeit von der
Wellenldange des Lichts, um Aufschluss
uber die Figenschaften des Lichtsensors
zu erhalten. Anhand dieser sogenannten
Aktionsspektren postulierte er bereits
1980, dass es sich bei dem Lichtsensor
um ein Rhodopsin handelt. Wenige Jah-
re spater gelang es ihm dariiber hinaus,
die lichtgesteuerten Bewegungen bei
,blinden” Algen durch Zugabe von Re-
tinal wiederherzustellen. ,Aber das Feld
der Photorezeptor-Forscher hat die Be-
deutung dieser Ergebnisse damals nicht
erkannt”, sagt Peter Hegemann.

Der Hinweis, dass eine kleine, ein-
zellige Griinalge ein Sehpigment nutzt,
das moglicherweise jenem im mensch-
lichen Auge sehr dhnlich ist, weckte je-
doch sein Interesse. Zusammen mit sei-
nen Mitarbeitern miihte Hegemann sich
iiber zehn Jahre, den Photorezeptor der

Alge in ausreichendem Umfang und
entsprechender Reinheit fiir protein-
chemische Untersuchungen zu gewin-
nen. Die Versuche blieben jedoch ohne
Erfolg: ,Die radioaktiven Markierun-
gen lieferten ein vollkommen undefi-
niertes Bild“, erzdhlt er. Heute wissen
die Forscher, dass sich im Augenfleck
von Chlamydomonas zehn verschiedene
Rhodopsine befinden.

Lediglich die elektrophysiologischen
Messungen fiihrten damals zu vielver-
sprechenden Ergebnissen: Die 1991 im
Fachmagazin Narure publizierten Pho-
tostrome zeigten nicht nur, dass es sich
bei dem Photorezeptor tatsdchlich um
ein Rhodopsin handeln musste, son-
dern offenbarten noch etwas: Anders
als im menschlichen Auge wurde der
Strom ganz offensichtlich nicht tiber
eine chemische Signalkaskade weiterge-
leitet und damit verstarkt. Vielmehr
schien der Photorezeptor ganz unmit-
telbar an einen Ionenkanal gekoppelt
zu sein — denn die Photostrome traten
ultraschnell innerhalb von nur 30 Mi-
krosekunden (millionstel Sekunden)
nach Belichtung auf.

Foto: David Ausserhofer flir DFG
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Die kleine, einzellige Griinalge Chlamydomonas reinhardtii besitzt einen roten Augenfleck (links), der ihr die Orientierung nach dem
Licht ermdglicht. Bei dem eigentlichen Lichtsensor handelt es sich - wie elektrophysiologische Messungen des Teams um

Peter Hegemann (Bild Seite 22) Anfang der 1990er-Jahre zeigten - um ein Rhodopsin. Erst 2002 gelang jedoch der Nachweis, dass es
ein vollkommen neuartiges Membranprotein ist, das erste Beispiel fiir einen direkt lichtgesteuerten lonenkanal. Channelrhodopsin
(rechts) hat viele strukturelle Gemeinsamkeiten mit den beiden lonenpumpen Bacteriorhodopsin und Halorhodopsin.

Acht Jahre spédter wurde Hegemann, der
inzwischen an die Universitdt Regens-
burg berufen worden war, in einer Pu-
blikation noch deutlicher: ,Wir gehen
davon aus, dass das Chlamyrhodopsin
Teil eines Rhodopsin-lonenkanal-Kom-
plexes ist oder sogar selbst den Kanal
bildet.” Doch die Wissenschaftlerge-
meinde begegnete diesen Ausfithrun-
gen mit dhnlicher Skepsis wie seinerzeit
Oesterhelts Entdeckung des ersten mi-
krobiellen Rhodopsins.

Nach wie vor war es nicht moglich,
die zentralen Eigenschaften dieses ver-
meintlichen Rhodopsinkanals zu erfas-
sen. Alle elektrophysiologischen Ablei-
tungen erfolgten mittels einer Saugpi-
pette. Die Forscher konnten daher im-
mer nur die Summe der Ionenstrome
iber ein grofleres Membranareal hin-
weg registrieren, nicht aber den Strom
eines einzelnen Kanals.

Ein neuer Ansatz musste her. Im
Jahr 2000 veroffentlichte das japani-
sche Kazusa-DNA-Forschungsinstitut
Tausende neu entschliisselter Gense-
quenzen von Chlamydomonas reinhard-
tii in online frei zugdnglichen Daten-
banken. Beim Durchsehen dieser Se-
quenzen entdeckten die Regensburger
Forscher zwei lingere Abschnitte, die
bakteriellen Rhodopsingenen dhnelten.

Hegemann bat Georg Nagel, damals
Forschungsgruppenleiter am Frankfur-

Bacteriorhodopsin

ter Max-Planck-Institut fiir Biophysik in
der Abteilung von Ernst Bamberg, die
Eigenschaften der von diesen Genab-
schnitten kodierten Proteine zu testen.

In Bambergs Abteilung hatte man
bereits iiber Jahre Erfahrungen gesam-
melt bei der elektrophysiologischen
Charakterisierung mikrobieller Rho-
dopsine. Um die Transporteigenschaf-
ten von Bacteriorhodopsin und Halo-
rhodopsin unter elektrisch kontrollier-
ten Bedingungen zu erfassen, hatte
man diese in die Eizellen von Krallen-
froschen tberfiihrt.

DIE GEBURTSSTUNDE DER
OPTOGENETIK

Nagel und seine Kollegen testeten nun
die elektrischen Eigenschaften der von
Chlamydomonas stammenden Proteine
ebenfalls in Froscheiern. Im Juni 2002
prasentierten sie die Ergebnisse im Fach-
magazin SciENCE. Es war der langersehn-
te Beleg, dass es sich bei dem Algen-
Rhodopsin tatsdchlich um das erste Bei-
spiel eines direkt lichtgesteuerten Io-
nenkanals und damit um ein vollig
neuartiges Membranprotein handelte.
Channelrhodopsin-1 (ChR1), wie die
Wissenschaftler ihr ,Baby” getauft hat-
ten, leitet nach Aufnahme von Licht
Protonen iiber die Membran ins Zellin-
nere; im Gegensatz zu der Protonen-

Halorhodopsin

Channelrhodopsin

pumpe Bacteriorhodopsin bendtigt es
fiir den Ionentransport keine Energie.

Ein Jahr spdter publizierten die Wis-
senschaftler ihre Ergebnisse tiber den
zweiten lichtaktivierten Ionenkanal,
das Channelrhodopsin-2 (ChR2), das
im Gegensatz zu Channelrhodopsin-1
auch andere positiv geladene Teilchen,
etwa Natriumionen, leitet. Dabei war
es ihnen gelungen, Channelrhodop-
sin-2 nicht nur in Froscheier, sondern
erstmals auch in menschliche Nieren-
zellen einzubauen.

Diese Publikation weckte das Inter-
esse von Karl Deisseroth und Edward
Boyden an der Universitat Stanford. Die
beiden Forscher diskutierten schon seit
Lingerem tiber Moglichkeiten, die elek-
trische Aktivitit von Nervenzellen im
intakten Gehirn zu kontrollieren. Im
Mirz 2004 schrieb Deisseroth eine E-
Mail an Georg Nagel und fragte, ob er
auf der Basis einer Kollaboration einen
Klon von Channelrhodopsin-2 bekom-
men konne. Das Pdckchen aus Deutsch-
land kam wenige Wochen spéter.

Boyden, Deisseroth und der inzwi-
schen dazugestofiene Feng Zhang iiber-
legten, wie sie weiter vorgehen wollten.
In den kommenden Monaten optimier-
ten die Forscher ihren Versuchsaufbau.
Mit einem harmlosen Virus als Genfah-
re gelang es ihnen, das Gen fiir Chan-
nelrhodopsin-2 in kultivierte Hippo-
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campus-Neuronen einzuschleusen. Uber
den Promotor, einen genetischen Schal-
ter, konnten sie steuern, welcher Neu-
ronentyp Channelrhodopsin-2 her-
stellt. Das Experiment funktionierte,
»und zwar erstaunlich gut”, wie Deis-
seroth schreibt. , Mit einfachen, un-
schddlichen Lichtblitzen konnten wir
verldsslich und auf Millisekunden ge-
nau steuern, wann die Opsin produzie-
renden Nervenzellen Aktionspotenzia-
le auslosten.”

Zusammen mit den Frankfurter
Max-Planck-Forschern publizierten die
drei US-Amerikaner die Ergebnisse
2005 in NATURE NEUROSCIENCE. Dieser
Durchbruch lag quasi in der Luft. Denn
parallel gelang es japanischen For-
schern um Hiromu Yawo, Channelrho-
dopsin-2 in PC12-Zellen zu exprimie-
ren. Und Stefan Herlitze (damals an
der Case Western University in Cleve-
land) war sogar erfolgreich bei der Ex-
primierung von Channelrhodopsin-2
im Riickenmark von Wirbeltieren. Er
konnte — ebenso wie tibrigens Alexan-
der Gottschalk bei dem Fadenwurm C.
elegans — zeigen, dass lichtaktivierte
Opsine tatsdachlich geeignet sind, um
neuronale Netzwerke im intakten Or-
ganismus zu regulieren. Das war der ei-
gentliche Beginn des neuen Forschungs-
felds der Optogenetik.
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Nun war es also moglich, Nervenzellen
innerhalb neuronaler Schaltkreise via
Licht zu aktivieren. Im Jahr darauf kam
Deisseroth zu einem Vortrag an das
Frankfurter Max-Planck-Institut. Er frag-
te seine deutschen Kollegen nach einem
optogenetischen Werkzeug, das es um-
gekehrt ermdglicht, Nervenzellen via
Licht stumm zu schalten. Bamberg und
Nagel erzahlten ihm von ihren Versu-
chen mit Bacteriorhodopsin und Halo-
rhodopsin Mitte der Neunzigerjahre in
Froscheiern. Und sie empfahlen ihm,
das Halorhodopsin aus Natronomonas
pharaonis zu nehmen. Janos Lanyi hat-
te es 1999 entdeckt. Im Gegensatz zum
Halorhodopsin aus Halobacterium sali-
narum funktioniert es auch bei niedri-
gen Chloridkonzentrationen, wie sie
etwa im Sdaugerhirn vorherrschen.
Zhang synthetisierte in Stanford nun
das entsprechende Gen und schleuste es
in Nervenzellen ein; Alexander Gott-
schalk testete es zur gleichen Zeit erfolg-
reich in C. elegans. Im Frithjahr 2007
publizierten die Forscher aus Frankfurt
und Stanford ihre Ergebnisse: Wah-
rend Channelrhodopsin-2 wie ein , An“-
Schalter funktioniert, lassen sich mit Ha-
lorhodopsin via Licht Aktionspotenzia-
le in der Zelle unterdriicken, es funktio-
niert also wie ein ,Aus“-Schalter. Drei
Jahre spéter konnte Boyden mit seinem

1995 - 2005

Bereits 1995 gelang es Georg Nagel Bacterio-
rhodopsin in tierischen Zellen zu exprimieren,
in den Eizellen von Krallenfroschen (im Bild
rechts oben auf dem Bildschirm), und so unter
kontrollierten Bedingungen seine elektrophy-
siologischen Eigenschaften zu untersuchen.
Die Neurowissenschaftler zeigten daran aber
wenig Interesse. Das anderte sich, als es Nagel
gelang, Channelrhodopsin-2 in Froscheier zu
Gberfuhren. Gleich mehrere Forschergruppen
wagten sich daraufhin 2005 mit Erfolg daran,
Channelrhodopsin-2 in Nervenzellen einzubau-
en, um via Licht ihre elektrische Aktivitat zu
kontrollieren. Erst danach zogen die Forscher
auch Bacteriorhodopsin als optogenetisches
Werkzeug in Betracht. Wahrend Nervenzellen
mit Channelrhodopsin-2 via Licht aktiviert
werden, lassen sie sich mit Bacteriorhodopsin
stumm schalten.

Team am MIT dann zeigen, dass auch
die bereits zu Beginn der 1970er-Jahre
von Dieter Oesterhelt entdeckte Proto-
nenpumpe Bacteriorhodopsin in der
Lage ist, Neuronen stumm zu schalten.

Und so schlief3t sich der Kreis nach
fast einem halben Jahrhundert Grund-
lagenforschung. Was als Laune der Na-
tur erschien — ein Retinal bindendes
Protein in der Membran eines obskuren
Archaebakteriums —, wird zu einem Pa-
radigma fiir die Wechselwirkung von
Licht und Leben. Heute untersuchen
Tausende Forscher mit optogenetischen
Methoden, wie Aktivitatsmuster spezi-
fischer Neuronengruppen komplexe
physiologische Vorgidnge und Verhal-
tensweisen steuern. Pionierarbeiten wie
die von Zhuo-Hua Pan von der Wayne
State University zeigen dabei, dass die
Optogenetik nicht nur ein Werkzeug
fiir Neurobiologen ist.

Pan ist es gelungen, Channelrhodop-
sin-2 in die Retinazellen von blinden
Madusen einzufiihren und diesen somit
wieder die Wahrnehmung von Licht zu
ermoglichen. Andere Forscher haben
diesen Ansatz inzwischen weiter ausge-
baut - die Wiederherstellung der Seh-
fahigkeit bei degenerativen Netzhaut-
erkrankungen konnte eine der vielver-
sprechendsten klinischen Anwendun-
gen der Optogenetik werden. <
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Das farbige Licht regt im Gehirn einer Ratte bestimmte Nervenzellen an. Indem
Forscher Nervenzellen quasi auf Knopfdruck aktivieren oder stilllegen, kénnen
sie erstmals untersuchen, was einzelne Nervenzellen bewirken. Damit ldsst sich
das Netzwerk der Milliarden von Gehirnzellen im intakten Organismus studieren.
Mittels gentechnischer Methoden konnen die Opsine in ganz bestimmte
Gehirnzellen eingebaut werden. Dank dieser Prazision hat sich die Optogenetik
rasch durchgesetzt; 2010 kiirte sie die Fachzeitschrift NATURE METHODS zur
»Methode des Jahres«.

)) Was als Laune der Natur erschien, wird zu einem Paradigma
fur die Wechselwirkung von Licht und Leben.

AUF DEN PUNKT GEBRACHT

Anfang der 1970er-Jahre entdeckt Dieter Oes-
terhelt in Halobacterium salinarum erstmals ein
Retinal, jenes Pigment, das zu diesem Zeit-
punkt nur aus der Netzhaut von Wirbeltieren
bekannt war. Das Retinal ist Bestandteil eines
Membranproteins, des Bacteriorhodopsins.
Dabei handelt es sich um eine lichtgetriebene
Protonenpumpe, mit deren Hilfe das Bakteri-
um Sonnenlicht in chemische Energie um-
wandelt - eine neue Form der Photosynthese.

1980 gibt es erste Hinweise, dass auch der rote
Augenfleck der Griinalge Chlamydomonas rein-
hardtii Rhodopsin enthdlt. Peter Hegemann
und Georg Nagel kénnen 2002 einwandfrei
nachweisen, dass es sich bei diesem Rhodop-
sin um das erste Beispiel eines lichtgesteuer-
ten lonenkanals handelt, iiber den der Flagel-
lenschlag gesteuert wird. Die Forscher nennen
das neuartige Protein Channelrhodopsin.

Verschiedenen Forschungsgruppen gelingt es,
die Gensequenzen dieser Membranproteine
in Nervenzellen einzuschleusen und dort zu
exprimieren. Damit ist es erstmals mdglich,
die neuronale Aktivitat mittels lichtgeschal-
teter Kandle oder Pumpen in der Membran zu
beeinflussen - die Methode der Optogenetik
ist geboren.

GLOSSAR

Aktionspotenzial: Beim Aktionspotenzial kommt es zur Weiterleitung einer
elektrischen Erregung durch Veranderung des Membranpotenzials, i.e. der
elektrischen Spannung tber der Membran einer Nervenzelle.

Archaebakterien, auch Archaeen genannt: In der Evolution sehr friih entstan-
dene einzellige Lebewesen, die meistens an extreme Lebensraume angepasst
sind. In manchen Eigenschaften, etwa dem Fehlen eines Zellkerns, dhneln sie
eher Bakterien, in anderen eher Eukaryonten.

lonenkanal: Die Lipiddoppelschicht biologischer Membranen ist fir geladene
Molekdle, also auch fir lonen, undurchldssig. lonenkanale sind Proteine, die
sich durch die Membran spannen und elektrisch geladenen Teilchen das Durch-
queren ermoglichen. Der Transport erfolgt dabei entlang eines bestehenden
elektrochemischen Gradienten, des Konzentrationsgefalles.

lonenpumpe: Als lonenpumpen werden Transmembranproteine bezeichnet,
die den Transport bestimmter lonen durch eine biologische Membran
regulieren. Im Gegensatz zu lonenkandlen ermaglichen sie den aktiven
Transport von lonen unter Verbrauch von Energie. Konzentrationsunterschiede
der lonen zwischen den beiden Seiten der Membran kénnen so aufrechter-
halten werden.

Optogenetik: Ein relativ neues Fachgebiet, das sich mit der Kontrolle von
genetisch modifizierten Zellen mittels Licht beschaftigt. Grundlage sind
in Nervenzellen etc. eingebaute lichtaktivierbare Membranproteine, wie
Bacteriorhodopsin oder Channelrhodopsin.

Prokaryonten: Einzellige Lebewesen, deren DNA nicht in einem Zellkern vor-
liegt; zu ihnen zahlen Bakterien und Archaebakterien. Prokaryonten grenzen
sich ab von den Eukaryonten, Lebewesen mit Zellkern.

Rhodopsin: Ein lichtempfindliches Protein, das als lichtabsorbierenden
Farbstoff Retinal enthalt.
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