FOKUS_Optogenetik

Molekule
mafgeschneidert

Die einzellige Grunalge Chlamydomonas reinhardtii sieht nicht viel mit ihrem nur aus licht-
empfindlichen Rhodopsin-Molekulen bestehenden Auge. Das Algenrhodopsin hat

es aber trotzdem in sich. Es hat in den letzten Jahren eine Revolution in der Neurobiologie
ausgelost. Ernst Bamberg vom Max-Planck-Institut fiir Biophysik in Frankfurt hat
mitgeholfen, es berihmt zu machen. Er erforscht nun die Molekule und entwickelt neue
Varianten fur die Grundlagenforschung und die Medizin.

TEXT CATARINA PIETSCHMANN

um Sehen braucht Chlamy-

domonas lediglich eine An-

sammlung von Proteinen -

den sogenannten Augenfleck.

Unter dem Mikroskop er-
scheint er als gelber Punkt in der an-
sonsten griinen Algenzelle. Damit
sieht Chlamydomonas, was sie sehen
muss — Hell, Dunkel und ein paar
Schattierungen dazwischen. So kann
sie je nach Lichtverhédltnissen auf-
oder abtauchen.

Der Augenfleck setzt sich aus rund
200 verschiedenen Proteinen zusam-
men, darunter lichtempfindliche Rho-
dopsin-Molekiile. Rhodopsine kommen
in dhnlicher Form auch im menschli-
chen Auge vor, genauer gesagt: in den
Lichtsinneszellen, und wandeln das ein-
fallende Licht in ein elektrisches Signal
um, das zur Weiterverarbeitung ins Ge-
hirn geleitet wird.

Rhodopsine bestehen aus zwei
Komponenten: dem Protein Opsin und
einem lichtempfindlichen Molekiil,
dem Carotinoid Retinal. Das Sehen im
Auge beginnt, wenn Licht die im Dunk-
len abgeknickte Form des Retinals in
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eine lang gestreckte Form umwandelt.
Dies aktiviert beim Menschen und an-
deren Saugetieren das Rhodopsin und
blockiert tiber einen mehrstufigen Pro-
zess das Einstromen von positiven Io-
nen in die Zelle.

LICHTREZEPTOR UND
IONENKANAL IN EINEM

2002 haben Bamberg und Georg Nagel
zusammen mit Peter Hegemann von der
Humboldt-Universitdt zu Berlin heraus-
gefunden, wie die Algenrhodopsine
funktionieren. Die Forscher tibertrugen
das Rhodopsin-Gen auf Eizellen des
Krallenfrosches und stellten fest, dass
die Proteine Lichtrezeptor und Ionenka-
nal in einem einzigen Protein vereinen.
Das Algenrhodopsin funktioniert also
anders als die Rhodopsine der Sdugetie-
re: Das Opsin bildet selbst einen Ionen-
kanal, der durch Licht geoffnet werden
kann und durch den dann die Ionen
flieRen kdnnen. Dadurch werden Licht-
reize in der Algenzelle schneller in ein
elektrisches Signal umgewandelt als im
menschlichen Auge.

Die Forscher gaben dem Protein den Na-
men Channelrhodopsin bzw. Kanalrho-
dopsin. Schnell war ihnen klar, dass das
Protein der Wissenschaft ungeahnte
Moglichkeiten erdffnen wiirde. In einer
umfangreichen Patentschrift nach ihrer
Entdeckung haben sie bereits detailliert
mogliche Anwendungen fiir die Neuro-
biologie und Biomedizin aufgezahlt. ,Aus
jetziger Sicht war das damals beinahe et-
was anmaflend, aber es hat sich mittler-
weile fast alles bestétigt. Es gibt bis heute
kaum eine Anwendung fiir die Channel-
rhodopsine, die nicht in unserem Patent
enthalten ist“, sagt Ernst Bamberg. So
wurde bereits eine Teillizenz zur Behand-
lung von Augenkrankheiten an einen
groflen Pharmakonzern vergeben.

Es klingt ganz einfach, und mit den
Methoden der modernen Molekular-
biologie ist es das auch: Wird das Gen
fiir eines der verschiedenen Channel-
rhodopsine, das Channelrhodopsin-2,
in eine Nervenzelle eingeschleust, pro-
duziert die Zelle fortan den Ionenka-
nal und baut ihn in ihre Zellmembran
ein. Die Zelle kann nun durch blaues
Licht angeschaltet werden und be-

Crafik: Angewandte Chemie 2013-125/37 / Thomas Sattig, Christian Rickert, Ernst Bamberg, Heinz Jirgen Steinhoff, Christian Bamann



Channelrhodopsin-2-Molekdl vor und nach Belichtung:
Die Aminosdurekette des Proteins ist wie eine Spirale
aufgerollt und durchmisst die Zellmembran siebenmal.
Bei Lichteinfall dreht sich die Helix 2 (tlrkis) heraus
(grun) und 6ffnet dadurch den lonenkanal fur Kalium-
(grine Kugeln) und Natrium-lonen (tlrkise Kugeln).

Im Zentrum des Kanals ist das kleine, lichtempfindliche
Retinal (griin/tlrkis) an das Protein gebunden.
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Diese Seite: Julia Spitz und Ernst Bamberg
bereiten ein Experiment an Froscheiern vor.
In diesen Zellen hat Bamberg erstmals die
elektrischen Strome gemessen, die durch die
Channelrhodopsine flieRen.

Rechte Seite: Messkammer fur elektro-
physiologische Experimente. In einer solchen
Kammer untersuchen die Forscher die
Channelrhodopsine in einfach zu hand-
habenden Zellen wie embryonalen Nieren-
zellen. Beim sogenannten Patch-Clamp-
Verfahren wird eine Mikro-Glaselektrode
(links) auf die Zelloberflache aufgesetzt.

Sie registriert die elektrischen Strome durch
die lonenkanale, wenn die Zelle mit Licht
aus einer Lichtfaser (rechts) beleuchtet wird.

ginnt, elektrische Impulse zu produzie-
ren. ,Bis dahin konnte man Nerven-
zellen nur durch Mikroelektroden
aktivieren. Das Channelrhodopsin-2
macht diese vergleichsweise umstand-
liche Prozedur bei vielen neurobiolo-
gischen Fragestellungen insbesondere
im lebenden Tier tiberfliissig”, erklart
Bamberg. ,Nun ist es beispielsweise
moglich, die Aktivitdat von Nervenzel-
len im Gehirn einer Maus mit einem
Laserstrahl zu verdndern und das dar-
aus resultierende Verhalten auf zellu-
ldrer Ebene zu analysieren.”

Fehlt eigentlich nur noch ein
Knopf zum Ausschalten. Auch den lie-
fert die Natur quasi frei Haus: Das Bak-
terium Natronomonas pharaonis, das in
den 1980er-Jahren in einem agypti-
schen Salzsee entdeckt wurde, kann
der hohen Salzkonzentration in sei-
nem Lebensraum nur trotzen, weil es
in seinem Inneren noch mehr Salz an-
reichert. Mit der lichtempfindlichen
Ionenpumpe Halorhodopsin beférdert
es aktiv negativ geladene Chloridio-
nen in die Zelle. Solange das Halorho-
dopsin aktiv ist, befindet sich diese im
Ruhezustand und kann elektrisch
nicht aktiviert werden. Die Transport-
eigenschaften des Proteins hatte Bam-
berg bereits Jahre zuvor untersucht.
Das Halorhodopsin wird ebenfalls von
Licht aktiviert, allerdings von gelbem
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—und nicht von blauem Licht wie das

Channelrhodopsin-2.

Nervenzellen mit den Genen fiir
Channelrhodopsin-2 und Halorho-
dopsin kénnen also nach Belieben mit
Licht an- und ausgeschaltet werden:
Blaues Licht ldsst positive Natrium-
und Calciumionen einstrémen und
macht die Zelle dadurch positiver. Gel-
bes Licht 6ffnet die Tore fiir negative
Chloridionen und verschiebt das Zell-
potenzial ins Negative. ,Der grofe
Vorteil dieser Vorgehensweise liegt da-
rin, dass wir einzelne elektrisch erreg-
bare Zellen wie Nerven- und Muskel-
zellen ohne Elektroden in Kultur und
im lebenden Tier einfach mit Licht
verschiedener Wellenldnge an- und ab-
schalten kénnen — und das auch noch
mit hoher zeitlicher und bis dahin un-
gekannter rdumlicher Auflésung”,
stellt Bamberg fest.

Mit diesen molekularen Lichtschal-
tern konnten Bamberg und Nagel 2005
und 2007 zusammen mit Alexander
Gottschalk von der Universitdt Frank-
furt erstmals das Verhalten eines leben-
den Organismus mit Licht steuern. Sie
statteten Nerven- und Muskelzellen des
Fadenwurms C. elegans mit Channel-
rhodopsin-2 und Halorhodopsin aus.
Blaues Licht liefy den Wurm vorwarts-
schlidngeln, gelbes Licht machte ihn be-
wegungslos. Parallel dazu zeigten die

Forscher gemeinsam mit Karl Deis-
seroth von der Universitat Stanford,
dass die beiden Rhodopsine auch Ner-
venzellen in Zellkultur an- und aus-
schalten konnen.

NOCH LICHTEMPFINDLICHER,
NOCH SCHNELLER

Bamberg ist Experte fiir Ladungstrans-
porte an Zellmembranen, jenen Barri-
eren, die zugleich Schutzwall und
Schnittstelle der Zelle zur Auflenwelt
sind. Einer der jetzigen Schwerpunk-
te in Bambergs Forschung ist es, neue
Rhodopsin-Varianten mit optimierten
Eigenschaften zu entwickeln. Daftir
musste er jedoch noch genauer verste-
hen, wie der Kanal arbeitet. Zunichst
untersuchte er deshalb, was die Durch-
lassigkeit des Kanals fiir bestimmte Io-
nen festlegt und wie die Empfindlich-
keit fir unterschiedliche Wellenldn-
gen des Lichts die Kanalaktivitdt be-
einflusst. Damit schuf Bamberg die
Voraussetzungen fiir die Suche nach
Rhodopsinen, die beispielsweise nur
fiir bestimmte Ionen durchldssig sind
oder durch andere Wellenldngen akti-
viert werden.

Zusammen mit Kollegen am Frank-
furter Max-Planck-Institut und von
der Universitdt Osnabriick hat er be-
obachtet, welche Abschnitte von Chan-
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Foto: Massih Media (oben); Grafik: MPI fuir Biophysik (unten)

nelrhodopsin-2 zur Offnung des Ka-
nals notwendig sind. ,Dies liefert uns
Hinweise darauf, wie das Channelrho-
dopsin aussehen misste, damit es
neue Eigenschaften bekommt“, erklart
Bamberg. Die Forscher verdndern da-
fiir gezielt das Channelrhodopsin-Gen
und erzeugen neue Varianten des Pro-
teins. Parallel dazu durchkdammen die
Wissenschaftler auch weitere Chan-
nelrhodopsine, die inzwischen von
anderen Algenarten bekannt sind,
nach potenziellen Molekiilen fiir die
Optogenetik.

Zunichst tbertragen sie die Kandi-
daten auf Eier des stidafrikanischen
Krallenfrosches Xenopus laevis oder auf
menschliche Nierenzellen in Zellkultur.
In diesen Zellen kénnen die Channel-
rhodopsine leicht untersucht werden.
Danach erst folgen Nervenzellen. Jedes
Rhodopsin wird darauf getestet, welche
Wellenldnge des Lichts es aktiviert, wel-
che Ionen es passieren ldsst und wie
schnell sich der Kanal 6ffnet und wie-
der schlief3t.

Auf diese Weise hat Bamberg mit
seinen Kollegen unter anderem die
Channelrhodopsin-Variante CatCh ent-
wickelt, die Nervenzellen schon mit
etwa 70-mal weniger Licht aktivieren
kann. Der Kanal kann auch zur Aktivie-
rung von Calcium-abhdngigen Ionen-
kandlen genutzt werden.

Eine weitere Neuheit aus der Abteilung
Bamberg ist ein gekoppelter Ein- und
Ausschalter fiir Nervenzellen. Die For-
scher haben dafiir ein Channelrhodop-
sin- und ein Halorhodopsin-Molekiil
miteinander fusioniert. Ein zwischenge-
schaltetes Protein koppelt die Schalter-
proteine aneinander und verankert sie
stabil in der Zellmembran. ,Werden ein
Channelrhodopsin- und ein Halorho-
dopsin-Gen getrennt voneinander in
das Erbgut der Zelle eingefiigt, produzie-
ren die Zellen unterschiedliche Mengen
der beiden Proteine, sodass meist eines

davon dominiert. Mit unserem gekop-
pelten Protein konnen wir sicherstellen,
dass Ein- und Ausschalter immer im Ver-
haltnis eins zu eins am gewiinschten Ort
in die Zellmembran eingebaut werden”,
erklart Ernst Bamberg. Auf diese Weise
lasst sich die Aktivitat einer Zelle unter
besser definierten Bedingungen und mit
grofRerer Préazision mit blauem Licht an-
und mit gelbem Licht ausschalten.

Bamberg und sein Team entwickeln
aber nicht nur neue Molekiile, sie trei-
ben auch deren Einsatzmoglichkeiten
voran: Die Optogenetik koénnte Men-
schen wieder zum Sehen verhelfen, de-
nen das natiirliche Rhodopsin im Auge
verloren gegangen ist. Doch dazu miis-
sen die Wissenschaftler zuerst einmal
im Tierversuch andere Zellen in der
Netzhaut dazu bringen, das Channel-
rhodopsin zu produzieren. Doch wie
lassen sich Gene fiir ein Algenprotein
auf Sdugetiere tibertragen?

Mit Viren! Dabei wird eine Klasse
von Viren eingesetzt, die bereits bei
anderen gentherapeutischen Ansdtzen
erfolgreich war. Sie werden mit dem
Channelrhodopsin-Gen bepackt und
konnen dieses in das Erbgut einer Zel-
le einschleusen. >

Links: Lichtschalter fir Nervenzellen: Blaues Licht macht Channelrhodopsin-2 durchldssig fur
positiv geladene lonen wie Natrium und Calcium. Gelbes Licht aktiviert Halorhodopsin

und lasst negativ geladene Chloridionen in die Zelle stromen. Rechts: Forscher kdnnen die Zellen
an-und abschalten: Unter blauem Licht bilden die Nervenzellen elektrische Impulse, gelbes Licht

unterdriickt diese Aktionspotenziale.
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Ernst Bambergs Spezialgebiet sind elektrisch empfindliche Proteine in der Membran von Zellen.
Flr seine Arbeit mit den Channelrhodopsinen wurde der Forscher bereits vielfach ausgezeichnet.

Damit ist allerdings noch nicht gesagt,
dass das Algenrhodopsin im menschli-
chen Auge funktioniert. Denn so dhn-
lich die Rhodopsine auch sind, ihre
Funktion ist doch recht unterschiedlich.
Wihrend die Channelrhodopsine bei
Lichteinfall das elektrische Potenzial
iiber der Zellmembran ins Positive ver-
schieben, bewirkt Licht im menschli-
chen Auge genau das Gegenteil: Es
macht die Sehzellen im Innern negati-
ver. Dies aktiviert die sogenannten Bipo-
larzellen - sie werden dadurch im Innern
wiederum positiver. Uber das Nervenzell-
Netzwerk im Auge wird das Signal wei-
terverarbeitet und iiber den optischen
Nerv an das Gehirn weitergeleitet.

ERBLINDETE MAUSE FINDEN
ZUM LICHT

Die Wissenschaftler aus Basel und Pa-
ris greifen deshalb zu einem Trick und
bauen Channelrhodopsin-2 in die ur-
spriinglich nicht lichtempfindlichen
Bipolar- oder Ganglionzellen von Mdu-
sen ein. Die abgestorbenen Lichtsin-
neszellen werden dadurch umgangen.

30 MaxPlanckForschung 3|14

Die Versuche verliefen positiv: Durch
den Verlust von Lichtsinneszellen er-
blindete Miuse, die mit einem Chan-
nelrhodopsin-Gen ausgestattet wor-
den waren, liefen nach kurzer Zeit
wieder zielstrebig auf eine Lichtquelle
zu. Zudem behalten die Tiere nach der
Therapie ihre Sehfahigkeit dauerhaft,
denn die Nervenzellen mit dem Rho-
dopsin-Gen produzieren das Algenpro-
tein lebenslang.

Das ist umso verbliiffender, da die
Zellen mit dem Gen nur die Bauanlei-
tung fiir den Proteinteil des Channel-
rhodopsins erhalten. Das lichtempfind-
liche Retinal ist dagegen kein Protein
und wird deshalb nicht aus dem Gen
abgelesen. Trotzdem ist es in den Bipo-
larzellen vorhanden, denn jede Zelle
bildet den Ausgangsstoff fiir das Retinal
— das Vitamin A. Fast alle Sdugetierzel-
len bilden also Retinal. Sie liefern die
Lichtantenne also quasi frei Haus! , Wir
hatten einfach Gliick, dass ein Rhodop-
sin aus Pflanzen oder Bakterien bei ei-
nem Sdugetier genauso gut funktioniert
wie in der urspriinglichen Zelle selbst”,
sagt Bamberg.

Bambergs Team forscht zusammen mit
den Kollegen aus Basel und Paris schon
seit einiger Zeit an einer gentherapeu-
tischen Therapie fiir Netzhauterkran-
kungen. Bamberg mochte dafiir maf3ge-
schneiderte Rhodopsine herstellen. Im
Fokus steht die altersbedingte Makula-
degeneration. Bei dieser Erkrankung ge-
hen die Lichtsinneszellen im scharfsten
Punkt des Auges zugrunde.

GENTHERAPIE FURS AUGE

Die Gentherapie konnte auch bei ande-
ren Netzhauterkrankungen zum Ein-
satz kommen, denn es gibt mehrere Er-
krankungen, die zum Absterben der
Sehzellen fiihren. , Das Faszinierende
an der Optogenetik ist, dass die Be-
handlung mit den Algenrhodopsinen
gar nicht die Entstehung der Erkran-
kung beeinflusst, sondern deren Ender-
gebnis beseitigt. Eine einzige Therapie
konnte deshalb gegen mehrere Erkran-
kungen eingesetzt werden.”

Ein Problem stellt noch die Anpas-
sung an verschiedene Lichtintensitdten
dar. Das menschliche Auge hat einen
dynamischen Bereich fiir die Lichtin-
tensitdt von zehn bis zwolf Grofienord-
nungen. Das ermoglicht uns sowohl im
gleiflfenden Licht auf dem Gletscher als
auch im dunklen Keller zu sehen. Der
dynamische Faktor der Channelrho-
dopsine liegt aber nur bei etwa einer
Groflenordnung. Um diese Schwierig-
keit zu umgehen, werden Brillen entwi-
ckelt, die mithilfe einer Kamera mit
groflem dynamischem Bereich das Bild
aufnehmen und es an Fotodioden wei-
terleiten. Diese projizieren es dann mit
einer fiir die Channelrhodopsine opti-
malen Intensitdt auf die Netzhaut.

Aber nicht nur im Auge konnten die
optogenetischen Werkzeuge segensrei-
che Wirkung entfalten. ,Grundsitzlich
funktionieren sie in allen elektrisch er-
regbaren Zellen, also in erster Linie
Muskel- und Nervenzellen”, sagt Ernst
Bamberg. Und so prédsentiert der For-
scher eine lange Liste moglicher An-
wendungen in der Medizin. Sie reicht
von Hirnstimulation bei Parkinson-Pa-
tienten, die mit feinen Lichtleitern und
Channelrhodopsinen praziser zu be-
werkstelligen ist, tiber lichtgesteuerte

Foto: Axel Griesch
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Herzschrittmacher bis zu Implantaten
fiir das Innenohr. So haben Forscher AUF DEN PUNKT GEBRACHT
an der Uniklinik Gottingen Bambergs

CatCh-Protein erfolgreich in das Innen-
ohr von Mdusen eingesetzt. Auch bei

* Neue Channelrhodopsin-Varianten mit verbesserten Eigenschaften sollen der
Optogenetik weitere Anwendungsgebiete eréffnen. Forscher entwickeln deshalb
maRgeschneiderte Rhodopsin-Varianten fiir die Grundlagenforschung in der

manchen Formen der Epilepsie konnte Neurobiologie und mégliche biomedizinische Anwendung in der Neuroprothetik.
eine hemmende lonenpumpe die un- i« Channelrhodopsine kénnten eines Tages Menschen mit einer Schidigung der
kontrollierten elektrischen Impulse von Netzhaut das Augenlicht zuriickgeben.

Neuronen in der Hirnrinde unterdriicken.
Glinzende Aussichten also fiir die

O.ptogenetlk. Und selpst die Alge geht GLOSSAR

nicht ganz leer aus: Die Deutsche Bota-

nische Gesellschaft hat Chlamydomonas Makuladegeneration: Augenerkrankung, bei der die Sehzellen am Ort des scharfsten

reinhardtii zur ,,Alge des Jahres 2014“ ge- Sehens (Macula lu;ea) in der Netzhagt zugrundg gehen. Lesen,Autofahren oder Qag
Erkennen von Gesichtern werden mit fortschreitender Erkrankung immer schwieriger.

kirt. Nicht nur, weil ihr besonderer Au- Nur das Sehvermdgen im duReren Gesichtsfeld bleibt erhalten. Die altersbedingte Makula-
genfleck die Optogenetik erst moglich i degeneration ist die Hauptursache fiir eine Erblindung bei Menschen iber 5o. In Deutsch-
gemacht hat. Chlamydomonas kann land leiden rund zwei Millionen Menschen an einer Form der Makuladegeneration.

noch mehr: Mit ihren zwei fadenférmi- {  Rhodopsin: Das Pigmentmolekiil in den Sehzellen von Wirbeltieren und Wirbellosen be-
gen Geifdeln zieht sie relativ zur Korper- i stehtaus einem Proteinteil (Opsin) und einem daran gebundenen kleinen lichtempfindli-

gréf&e zwolfmal schneller durchs Wasser chen Mglek'ul, dem F}etmal. Die erpeltler—Rhodop5|ne ;kthlgren eine Ifette von Enzymen,

s di . fi hwi die schlieflich zum Offnen oder Schliefen von lonenkanalen fuhrt. Darliber hinaus besitzen
'fl' S le. meisten Profi-Brustschwimmer i verschiedene Mikroorganismen wie Bakterien, Algen und Pilze ebenfalls Rhodopsine. Diese
iber die 50-Meter-Strecke. 4 i aktivieren nicht andere Enzyme, sondern sind selbst lonenkanéle oder -pumpen.

_1 http://tinyurl.com/ntmbéq7
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Ausschreibung des
Max-Planck-Forschungspreises 2015

Internationaler Forschungspreis der Alexander von Humboldt-Stiftung und der Max-Planck-Gesellschaft

Die Alexander von Humboldt-Stiftung und die Max-Planck-Gesellschaft verleihen gemeinsam den vom Bundesministerium fiir Bildung und Forschung gestifteten
Max-Planck-Forschungspreis an herausragend qualifizierte Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler aus Deutschland und dem Ausland, die bereits international
anerkannt sind und von denen im Rahmen internationaler Kooperationen weitere wissenschaftliche Spitzenleistungen — auch mithilfe des Preises — zu erwarten sind.
Jahrlich sollen zwei Forschungspreise unabhangig voneinander vergeben werden. Je ein Preis wird an eine im Ausland und eine in Deutschland tétige international
renommierte Forscherpersonlichkeit vergeben. Die Preissumme betragt in der Regel jeweils 750.000 Euro. Nominierungen qualifizierter Wissenschaftlerinnen werden
besonders begriiBt. Im jahrlichen Wechsel wird der Preis in einem Teilgebiet der Natur- und Ingenieurwissenschaften, der Lebenswissenschaften oder der Geistes- und
Sozialwissenschaften verliehen. Der Max-Planck-Forschungspreis 2015 wird ausgeschrieben im Bereich der Geistes- und Sozialwissenschaften zum Thema

Religion und Moderne:
Sdkularisation, gesellschaftliche und religiose Pluralitit

Nominierungsherechtigt sind Rektoren/Présidenten von deutschen Universitéten bzw. deutschen Forschungsorganisationen. Die Nominierungen sind tber die
Rektoren/Présidenten der Universitaten bzw. Forschungsorganisationen bei der Alexander von Humboldt-Stiftung einzureichen (Nominierungsfrist: 31. Januar 2015).
Eigenbewerbungen sind nicht moglich.

Weitere Informationen: www.humboldt-foundation.de/web/max-planck-preis.html )
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