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zbadania działania ludzkiego mózgu i zrozu-
mienia zależności przycznowo-skutkowej po-
między bodźcem płynącym z otoczenia a od-
powiedzią w postaci zachowania zwierzęcia 
czy człowieka. Powyższe podejście umożliwia 
również badanie funkcji mózgu „wyższego 
rzędu” takich jak: emocje, percepcja, uwa-
ga, zdolności poznawcze, racjonalne myśle-
nie czy język. Optogenetyka daje szansę na 
zbadanie tych funkcji zarówno w zdrowym, 
jak i w chorym mózgu, w którym aktywność 
komórek nerwowych jest zaburzona, np. w 
schizofrenii, depresji, zaburzeniach ze spek-
trum autyzmu, zaburzeniach obsesyjno-kom-
pulsyjnych czy zaburzeniach stresu poura-
zowego (Huang i współaut. 2013, Sparta i 
współaut. 2013). To sprawia, że optogenety-
ka jest nieocenionym narzędziem współcze-
snej neurobiologii, a w przyszłości być może 
i medycyny. 

Droga do odkrycia optogenetyki nie była 
jednak łatwa, a sama metoda nie powstała 
w oderwaniu od innych technik manipula-
cji aktywnością komórek nerwowych. Dlate-
go pierwszy rozdział poświęcamy krótkiemu 
opisowi optogenetyki, po czym przechodzimy 
do chronologicznego opisu najważniejszych 
metod, które poprzedzają powstanie współ-
czesnej formy metod optogenetycznych. W 
następnych rozdziałach prezentujemy histo-
rię powstania optogenetyki zachowując, przy 
opisie opsyn, kolejność w jakiej były one 
odkrywane i konstruowane. Końcowy roz-
dział dedykujemy najnowszym metodom ma-
nipulacji aktywnością neuronów, takich jak 
LITEs czy techniki oparte na nanocząstecz-

WSTĘP

Ludzie badają układ nerwowy już od 5 
tysięcy lat, o czym świadczy zachowany sta-
roegipski manuskrypt spisany przez lekarzy 
tamtych czasów (Brestead 1930). Pierw-
szy raz pojawia się w nim słowo „mózg”. 
Natomiast pierwszą znaną historii osobą, 
która stwierdziła, że mózg tworzy świado-
mość i jest miejscem doznań był Alkmion, 
pitagorejczyk żyjący w połowie V w. p.n.e. 
Ten starożytny grecki neuroanatom wygło-
sił również uwagę mówiącą, że nerw wzro-
kowy jest ścieżką niosącą światło do mózgu 
(Panegyres i Panegyres 2016). Stwierdzenie 
to jest niemal zgodne z prawdą, pomijając 
fakt, że nerw wzrokowy nie przewodzi per 
se kwantów światła, a jedynie informację o 
nich, w postaci wyładowań elektrycznych w 
wypustkach komórek, z których się składa. 
Czego jednak nie zrobiła sama natura, do-
konał człowiek. Obecnie wyposażeni jeste-
śmy w technologię, która umożliwia nam 
dostarczenie światła do mózgu i sterowanie 
aktywnością jego wybranych komórek. Tech-
nologia ta to optogenetyka – połączenie me-
tod optycznych i genetycznych, przy pomo-
cy których jesteśmy w stanie kontrolować 
aktywność wybranych neuronów in vitro, 
np. w hodowli komórkowej, jak i in vivo, 
w żywym zwierzęciu, np. w swobodnie po-
ruszającej się myszy laboratoryjnej (Boyden 
i współaut. 2005). Możliwość precyzyjnego 
sterowania aktywnością specyficznych grup 
komórek, które tworzą określone obwody 
neuronalne, jest niezbędna do dokładnego 
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oddziaływania na określony typ komórek, 
np. tylko na komórki pobudzające (glutami-
nergiczne) lub hamujące (GABAergiczne).

PIERWSZE METODY MANIPULACJI 
AKTYWNOŚCIĄ KOMÓREK 

NERWOWYCH

Do najstarszych prób manipulacji aktyw-
nością komórek nerwowych należą metody 
blokujące naturalne przewodnictwo w ner-
wie przez jego polaryzację za pomocą elek-
trod (Vastola 1961). Inne metody z lat 60. 
opierały się na zablokowaniu aktywności 
komórek przez chłodzenie tkanki mózgowej 
przy użyciu metalowych drutów lub płytek 
podłączonych do aparatury chłodzącej (Hull 
1968). Równocześnie stosowano farmakolo-
gię: wykorzystywane były blokery kanałów 
sodowych (np. tetrodotoksyna), różnego typu 
agoniści (np. muscimol) i antagoniści (np. 
pikrotoksyna) receptorów hamujących GA-
BA-A (Narahashi i współaut. 1964, Hori i 
współaut. 1979). Powyższe związki są nadal 
szeroko wykorzystywane w badaniach elek-
trofizjologicznych nad układem nerwowym. 
Nie umożliwiają one jednak specyficznej blo-
kady tylko jednej, wybranej klasy komórek. 
Nieco później, na przełomie lat 80. i 90. 
eksperymentowano z różnymi chemicznie 
syntetyzowanymi, „uwięzionymi” (ang. caged) 
neurotransmiterami, takimi jak: acetylocho-
lina, kwas γ-aminomasłowy (GABA), glicyna 
czy glutaminian. W metodzie tej do natyw-
nych neuroprzekaźników, za pomocą wiązań 
estrowych lub amidowych, przyłączano nie-
wielkie węglowodory cykliczne. Taki kompo-
nent był biologicznie nieaktywny i fotolabil-
ny. Po oświetleniu światłem lasera związki 
te rozpadały się uwalniając „uwięziony”, bio-
logicznie czynny neuroprzekaźnik (Wilcox 
i współaut. 1990). Były to pierwsze formy 
stymulacji aktywności komórek nerwowych 
za pomocą światła. Początkowo metoda ta 
stosowana była do śledzenia funkcjonalnych 
połączeń pomiędzy neuronami w mózgach 
ssaków. Wykorzystując metodę „uwięzione-
go” glutaminianu wraz z metodami elektro-
fizjologicznymi zmapowano rozwój funkcjo-
nalnych połączeń w korze wzrokowej rozwi-
jających się młodych fretek (Dalva i Katz 
1994). Technologia „uwięzionych” neuroprze-
kaźników intensywnie ewoluowała i dzisiaj 
jest również szeroko wykorzystywana w ba-
daniach neurobiologicznych nad plastyczno-
ścią mózgu. „Uwięzione” neuroprzekaźniki, z 
wykorzystaniem mikroskopii dwufotonowej, 
umożliwiają obecnie stymulację pojedynczych 
kolców dendrytycznych w synapsach i bada-
nie szlaków sygnałowych biorących udział w 
plastyczności tych struktur (Chang i współ-
aut. 2019). Niestety stymulacja za pomocą 

kach. Metody te, czerpiąc z podstaw opto-
genetyki, wprowadzają jednocześnie nowa-
torskie rozwiązania i szkicują perspektywy 
dalszego ich wykorzystania w rozwoju neu-
robiologii.

OPTOGENETYKA

Optogenetyka opiera się na opanowaniu 
trzech podstawowych metod badawczych: (1) 
produkcji opsyn, starej ewolucyjnie rodziny 
genów pochodzących od archebakterii i alg. 
Każdy z tych genów koduje białko, które po 
wzbudzeniu światłem o odpowiedniej długo-
ści fali generuje transbłonowy ruch jonów 
lub protonów; (2) bogatej puli procedur ma-
nipulacji genetycznej, pozwalających na wy-
starczająco silną ekspresję opsyn w wybra-
nej, specyficznej grupie komórek mózgu; (3) 
narzędziach pozwalających dostarczyć świa-
tło o właściwej długości fali i manipulować 
siłą i czasem trwania jego pulsów (Deisse-
roth 2011). 

Za odkrywcę opsyn uznaje się Fran-
za Bolla, który w 1876 r. zaobserwował, że 
pręciki siatkówki żaby zmieniają kolor po 
wystawieniu zwierząt na światło różnej bar-
wy (Bolla 1877). Prawie sto lat później od-
kryto mechanizm działania opsyn u mikro-
organizmów. W 1971 r. opisano bakterioro-
dopsynę pochodzącą od Halobacterium halo-
bium – halofilnej archebakterii zasiedlającej 
środowiska o wysokim stężeniu soli (Oester-
helt i Stoeckenius 1971). Odkryto wtedy, 
że bakteriorodopsyna pod wpływem światła 
działa jak pompa jonowa. Dalsze odkrycia 
białek z tej rodziny przypadają na 1977 r., 
kiedy odkryto halorodopsynę (Matsuno-Yagi 
i Mukohata 1977), i 2002 r., kiedy opisa-
no opsynę ChR1 (ang. channelrhodopsin-1) 
(Nagel i współaut. 2002). Od chwili odkry-
cia pierwszej bakteryjnej opsyny, do chwi-
li opublikowania przez Karla Deisserotha i 
jego zespół z Uniwersytetu Stanforda pracy 
opisującej pierwszą optogenetyczną manipu-
lację aktywności komórek nerwowych mu-
siało minąć ponad 30 lat (Boyden i współ-
aut. 2005). Trzeba jednak zaznaczyć, że 
sam pomysł manipulacji aktywnością neu-
ronów za pomocą światła nie był nowy; już 
w 1979 r. Francis Crick spekulował na ten 
temat na łamach Scientific American (Deis-
seroth 2010). Dla pełnego obrazu sytuacji 
należy również wspomnieć o całym wachla-
rzu wcześniejszych metod jakie powstały 
przez ostatnie półwiecze dla celów manipula-
cji aktywnością komórek nerwowych. Metody 
te są bardzo różne, zarówno pod względem 
zasad działania, jak i ich dokładności w 
czasowo-przestrzennej regulacji aktywności 
neuronów. Różnią się również pod względem 
specyficzności, czyli możliwości wybiórczego 
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nogaster). Z wykorzystaniem tego systemu 
stworzono wywilżny, u których za pośrednic-
twem zmian temperatury można było stero-
wać aktywnością wybranych grup komórek. 
Było to osiągalne przez wprowadzenie do 
komórek zmutowanego allelu shits1. Gen ten 
koduje białko odpowiedzialne za endocyto-
zę, a przez to recyrkulację pęcherzyków sy-
naptycznych. Dodatkowo, jego ekspresja re-
gulowana jest przez temperaturę (Tabela 1) 
(Kitamoto 2001). Pozwoliło to na sterowanie 
aktywnością neuronów i zachowaniem wy-
wilżn w minutowej skali czasu, a więc wy-

„uwięzionych” neuroprzekaźników również 
nie pozwala na specyficzną manipulację ak-
tywności wybranej populacji neuronów. 

Taką specyficzną kontrolę umożliwiają 
dopiero narzędzia biologii molekularnej, po-
legające na zaplanowanej ekspresji różnego 
typu genów w wybranych typach komórek. 
Metody te używają genów zmutowanych, po-
chodzących od innych organizmów lub za-
projektowanych od podstaw. Za przykład 
może posłużyć kierowana ekspresja z wyko-
rzystaniem systemu GAL4/UAS u muchów-
ki, wywilżny karłowatej (Drosophila mela-

Tabela 1. Wybrane metody manipulacji aktywnością komórek nerwowych.

Nazwa Białko, pochodzenie Stymulacja Efekt Bibliografia

Allel shits1 (mutacja 
genu natywnego)

dynamina (GTPaza)

Drosophila melanogaster

>30˚C blokada endocytozy, blok 
synaptyczny

Kitamoto 2001

Lekki łańcuch te-
tanospazmniy – w 
postaci transgenu 
kodującego to biał-
ko

enzym proteolityczny,

Clostridium tetani

konstytutywna eks-
presja lub doksycy-
klina

przecina WAMP2/synapto-
brewine  2, zahamowanie 
egzocytozy, blok synap-
tyczny

Sweeney i 
współaut. 1995

Yamamoto i 
współaut. 2003

AlstR receptor GPCR regulu-
jący syntezę hormonu 
juwenilnego,

D. melanogaster

peptyd allatostatyna aktywacja kanałów GIRK, 
hiperpolaryzacja błony

Lechner i 
współaut. 2002

chARGe trzy białka budujące 
fotoreceptor: arestyna-2, 
rodopsyna, podjednost-
ka α białka G,

D.  melanogaster

światło o długości 
fali 400-600 nm

uruchomienie kaskady 
sygnałowej przez białko 
G, aktywacja kanałów ka-
tionowych, depolaryzacja 
błony

Zemelman i 
współaut. 2002

TRPV1 receptor/kanał katio-
nowy,

Rattus norvegicus

kapsaicyna aktywacja kanału, depola-
ryzacja błony

Zemelman i 
współaut. 2003

SPARK zmodyfikowany kanał 
potasowy z kowalen-
cyjnie przyłączanym 
fotoczułym związkiem 
chemicznym,

D.  melanogaster

światło o długości 
fali ~380 nm – ak-
tywacja; 460-500 
nm – inaktywacja

zmiana konformacji związ-
ku chemicznego, otwarcie 
kanału, depolaryzacja 
błony

Banghart i 
współaut. 2004

MIST zmodyfikowane białka 
odpowiedzialne za egzo-
cytozę,

Rattus norvegicus

podanie związków 
chemicznych 

dimeryzacja białek, zaha-
mowania egzocytozy, blok 
synaptyczny

Karpova i 
współaut. 2005

DREADD:

hM4Di

hM3Dq

Zmodyfikowany muska-
rynowy receptor GPCR 
acetylocholiny,

Homo sapiens

N-tlenek klozapiny aktywacja szlaku sygna-
łowego za pośrednictwem 
białka G, hiperpolaryzacja 
lub depolaryzacja błony

Armbruster i 
współaut. 2007

Alexander i 
współaut. 2009

ChR1 kanał przepuszczalny 
dla jonów wodorowych,

Chlamydomonas  rein-
hardtii

światło o długości 
fali ~500 nm

aktywacja kanału, depola-
ryzacja błony

Nagel i współ-
aut. 2002



62 Dominik Kanigowski, Joanna Urban-Ciećko

ChR2

ChR2H134R

ChR2E123T/ChETA

kanał kationowy,

C.  reinhardtii

światło o długości 
fali 450-490 nm 

(470-510 nm dla 
ChETA)

aktywacja kanału, depola-
ryzacja błony

Nagel i współ-
aut. 2003

Boyden i 
współaut. 2005

Nagel i współ-
aut. 2005

Gunaydin i 
współaut. 2010

RO4 rodopsyna, receptor 
GPCR działający za po-
średnictwem Gi/o,

R. norvegicus

światło o długości 
fali ~475nm

postsynaptyczna aktywa-
cja kanałów GIRK, hiper-
polaryzacja błony,

presynaptyczne hamowa-
nie kanałów wapniowych, 
hamowanie wydzielania 
neuroprzekaźnika

Li i współaut. 
2005

Halo/NpHR

eNpHR/eNpHR2.0

eNpHR3.0

pompa chlorowa,

Natronomas pharaonis

światło o długości 
fali 560-590 nm

transport anionów chloru 
do wnętrza komórki, hi-
perpolaryzacja błony

Han i Boyden 
2007

Zhang i współ-
aut. 2007

Gradinaru i 
współaut. 2008

Chow i współ-
aut. 2010

Gradinaru i 
współaut. 2010

VChR kanał kationowy,

Volvox  carteri

światło o długości 
fali 450-490 nm

aktywacja kanału, 
depolaryzacja błony

Ernst i współ-
aut. 2008

VChR1 kanał kationowy,

V.  carteri

światło o długości 
fali ~535 nm

aktywacja kanału, 
depolaryzacja błony

Zhang i współ-
atu. 2008

Arch/

ArchT

pompa protonowa,

Halorubrum sodomense,

Halorubrum sp. szczep 
TP009

światło o długości 
fali 525-600 nm

transport protonów na 
zewnątrz komórki, hiper-
polaryzacja błony

Chow i współ-
aut. 2010

Han i współ-
aut. 2011

Mac/LR/Ops pompa protonowa,

Leptosphaeria maculans

światło o długości 
fali 510-570 nm

transport protonów na 
zewnątrz komórki, hiper-
polaryzacja błony

Chow i współ-
aut. 2010

optoXR hybrydy białkowe zło-
żone z rodopsyny Bos 
taurus i receptora adre-
nergicznego α1  

H. sapiens lub recep-
tora adrenergicznym β2 

Mesocricetus auratus

światło o długości 
fali ~470-500 nm

aktywacja kaskady sy-
gnałowej: receptor α1 za 
pośrednictwem Gq, depo-
laryzacja błony; receptor 
β2 za pośrednictwem Gs, 
hiperpolaryzacja błony

Airan i współ-
aut. 2009

C1V1 hybryda białkowa ChR1 
C.  reinhardtii i VChR1 
V.  carteri

światło o długości 
fali ~1040 nm

aktywacja kanału, depola-
ryzacja błony

Prakash i 
współaut 2012

Rickgauer i 
współaut. 2014
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w pożywieniu i wodzie udało się indukować 
ekspresję lekkiego łańcucha tetanospazmi-
ny w komórkach ziarnistych móżdżku. W 
ten sposób można było hamować uwalnia-
nie glutaminianu przez komórki ziarniste, co 
prowadziło do znacznego pogorszenia wyni-
ków w testach na koordynację ruchową gry-
zoni traktowanych doksycykliną. Efekt ten 
był odwracalny po zaprzestaniu podawania 
antybiotyku.

NOWE METODY MANIPULACJI 
AKTYWNOŚCIĄ KOMÓREK 

NERWOWYCH

W wyniku metodycznych poszukiwań po-
jawiło się wiele technik mających na celu 
kontrolowanie aktywności neuronów. Sto-
sunkowo nowym podejściem jest wykorzy-
stanie chemogenetyki. Metoda ta polega na 
genetycznej manipulacji pozwalającej na 
ekspresję w docelowych komórkach ge-
nów kodujących specjalnie zaprojektowane, 
transbłonowe białka receptorowe, reagują-
ce na wybrane niewielkie związki chemicz-

wołanie u nich temperaturowo-zależnego pa-
raliżu lub ich oślepienia. Z wykorzystaniem 
systemu GAL4/US udało się również zaha-
mować przekaźnictwo synaptyczne w wybra-
nych komórkach tych muchówek przez eks-
presję genu kodującego lekki łańcuch biał-
ka tetanospazminy, groźnej toksyny pocho-
dzącej od laseczki tężca (Clostridium tetani) 
(Sweeney i współaut. 1995). Lekki łańcuch 
tetanospazminy jest odpowiedzialny za cię-
cie białka VAMP2/synaptobrewina 2, które 
związane jest z membraną pęcherzyków sy-
naptycznych. VAMP2 odpowiedzialne jest za 
proces dokowania pęcherzyka synaptyczne-
go do błony presynaptycznej i jego fuzję z 
błoną. Jest to więc jedno z białek biorących 
udział w procesie egzocytozy pęcherzyka sy-
naptycznego i uwolnienia neuroprzekaźnika 
do szczeliny synaptycznej. 

Przy wykorzystaniu metod indukowanej 
ekspresji udało się później stworzyć linię 
myszy eksprymujących lekki łańcuch teta-
nospazminy w zależności od obecności an-
tybiotyku doksycykliny (Yamamoto i współ-
aut. 2003). Podając myszom ten antybiotyk 

LITEs hybrydy białkowe zło-
żone z motywuw TALE 
Xanthomonas  sp., 
dwóch białek CRY2 i 
CIB1 Arabidopsis tha-
liana oraz białek efek-
torowych: syntetycznego 
VP64 na bazie jednego 
z białek Herpes  sim-
plex  virus i drugiego 
SID4X na bazie jednego 
z białek A. thaliana

światło o długości 
fali 350-475 nm

zmiana konformacji CRY2, 
przyłączenie CIB1 do 
CRY2; VP64 – aktywacja 
transkrypcji, SID4X – po-
średnictwo w deacetylacji 
histonów, represja trans-
krypcji

Konermann i 
współaut. 2013

TRPV1 i nanocząst-
ki Fe3O4 Ø 22 nm

receptor/kanał kationo-
wy, R.  norvegicus

pole magnetycz-
ne, oddanie ciepła 
przez cząstki w wy-
niku magnetycznej 
histerezy, >43˚C

aktywacja kanału, depola-
ryzacja błony

Chen i współ-
aut. 2015

nanocząstki złota 
Ø  20  nm skoniugo-
wane z II-rzędowymi 
przeciwciałami

– światło o długości 
fali ~523 nm

wypromieniowanie ener-
gii przez nanocząsteczki 
w postaci ciepła, zmiana 
pojemności elektrycznej 
błony generuje prąd po-
jemnościowy, depolaryza-
cja błony

Carvalho-De-
-Souza i współ-
aut. 2015

nanocząstki NaY-
F4:Yb3+/Tm3+,

NaYF4:Yb3+/ Er+3

i opsyny ChR2, 
Arch

kanał kationowy,

C.  reinhardtii,

pompa protonowa,

H. sodomense

światło o długości 
fali ~980 nm

pochłonięcie przez nano-
cząstkę niskoenergetycz-
nych fotonów i wypromie-
niowanie fotonu o wyższej 
energii, aktywacja ChR2 
i depolaryzacja błony lub 
aktywacja Arch i hiperpo-
laryzacja błony 

Chen i współ-
aut. 2018
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ceptor, TRPV1) wraz z technologią „uwięzio-
nych” ligandów, rzeczywiście możliwe stało 
się stosunkowo precyzyjne sterowanie ak-
tywnością komórek nerwowych. Receptor 
waniloidowy jest nieselektywnym kanałem 
kationowym, który normalnie występuje w 
neuronach nocyceptywnych (receptorach 
bólowych) obwodowego układu nerwowego. 
W obecności swojego ligandu, kapsaicyny, 
receptor ten powoduje depolaryzację bło-
ny komórkowej. Eksprymując ten receptor 
w szczurzych neuronach hipokampalnych i 
jednocześnie stosując „uwięzioną” kapsaicy-
nę, potwierdzono skuteczność tego rozwiąza-
nia (Zemelman i współaut. 2003). Metoda ta 
(receptor-„uwięziony” ligand) posłużyła m.in. 
do manipulacji zachowaniem wywilżny i ma-
powania jej obwodów neuronowych. Badając 
proste obwody neuronalne odpowiedzialne za 
stereotypowe zachowania ruchowe tego owa-
da i kontrolując pewne grupy neuronów w 
jego tułowiu, zaprezentowano lot bezgłowe-
go korpusu muchówki (Lima i Miesenböck 
2005).

Następnym, interesującym i kreatywnym 
podejściem był system SPARK (ang. synthe-
tic photoisomerizable azobenzene-regulated 
K+ channels) wykorzystujący do kontroli ko-
mórek genetycznie zmodyfikowany kanał po-
tasowy wraz z przyłączonym do niego kowa-
lencyjnie specyficznym związkiem chemicz-
nym (Banghart i współaut. 2004). Związek 
ten, pod wpływem fal światła różnej długo-
ści, zmieniał swoją konformację i długość 
cząsteczki. W swojej dłuższej konfiguracji 
trans był zdolny zatykać zewnątrzkomórko-
wą stronę kanału, blokując przepływ jonów 
potasu. Natomiast po wzbudzeniu światłem 
ultrafioletowym, cząsteczka zmniejszała swo-
ją długość o ok. 7 angstremów, nie sięgała 
wylotu kanału i nie blokowała przepływu jo-
nów potasu (Banghart i współaut. 2004). 

Kolejne lata przyniosły powstanie i szybki 
rozwój metod optogenetycznych do postaci, 
jaką dzisiaj znamy – wykorzystujących opsy-
ny archebakterii i alg. Jednocześnie z roz-
kwitem tych metod, postępował rozwój che-
mogenetycznej kontroli komórek nerwowych. 
W 2005 r. opublikowano metodę MIST (ang. 
molecules for inactivation of synaptic trans-
mission), pozwalającą zablokować cykl obie-
gu pęcherzyków synaptycznych i zatrzymać 
uwalnianie neuroprzekaźników do szczeliny 
synaptycznej. Metoda ta bazuje na genetycz-
nie zmodyfikowanych białkach synaptycz-
nych, które w obecności właściwych cząste-
czek chemicznych dimeryzują (łączą się w 
pary), w wyniku czego nie mogą dalej pełnić 
swojej funkcji (Karpova i współaut. 2005). 

W 2007 r. opisano kolejny system, DRE-
ADD (ang. designer receptors exclusively 
activated by designer drugs), umożliwiają-

ne. Białka te w obecności swoich ligandów 
zmieniają własną konformację i w różnorod-
ny sposób wpływają na aktywność komó-
rek, w których są eksprymowane. Jednym z 
pierwszych tego typu podejść było użycie do 
regulacji aktywności ssaczych neuronów re-
ceptora AlstR pochodzącego z D. melanoga-
ster. AlstR należy do receptorów sprzężonych 
z białkiem G (ang. G protein-coupled recep-
tor, GPCR), natywnie odpowiada za regulację 
syntezy hormonu juwenilnego owadów i jest 
aktywowany przez niewielki peptyd, allato-
statynę. Receptor ten, w neuronach ssaków, 
po podaniu egzogennej allatostatyny, akty-
wuje sprzężone z białkiem G wewnątrzpro-
stownicze kanały potasowe (ang. G protein-
-coupled inwardly-rectifying potassium chan-
nels, GIRKs), które po otwarciu powodują 
hiperpolaryzację komórki i zmniejszają w ten 
sposób prawdopodobieństwo wystąpienia po-
tencjałów czynnościowych (Lechner i współ-
aut. 2002). 

Kolejnym krokiem na długiej drodze roz-
woju metod i technologii kontroli aktywno-
ści komórek nerwowych było wykorzystanie 
światła, w połączeniu z narzędziami trans-
formacji genetycznej. Nie były to stricte me-
tody optogenetyczne w dzisiejszym rozumie-
niu. Wykorzystywały one światło do bezpo-
średniej aktywacji genetycznie i chemicznie 
modyfikowanych białek lub pośrednio, przez 
„uwięzione” ligandy. Można jednak z pewno-
ścią powiedzieć, że były to pewne prekurso-
rowe metody optogenetyczne. Znacznie bar-
dziej skomplikowane i trudniejsze w reali-
zacji, a także mniej efektywne niż właściwa 
optogenetyka. Mimo swoich niedoskonało-
ści pokazały jednak, że przy pomocy świa-
tła można selektywnie sterować aktywnością 
wybranej populacji neuronów. Do pierwszych 
tego typu metod należy metoda chARGe, 
wykorzysująca geny kodujące fotoreceptor 
wywilżny karłowatej: arrestynę-2, rodopsynę 
i podjednostkę α białka G. Eksprymowaną 
opsynę należało dodatkowo rekonstytuować, 
dodając do układu całkowity-trans-retinal 
(chromofor), który kowalencyjnie łączy się z 
tym białkiem i nadaje mu pełną funkcjonal-
ność w absorbcji światła. Eksprymując trzy 
powyższe geny w szczurzych neuronach hi-
pokampalnych w obecności retinalu można 
było, z mniejszą lub większą skutecznością, 
wzbudzać potencjały czynnościowe za po-
mocą światła (Zemelman i współaut. 2002). 
Wszystkie powyżej opisane metody transfor-
macji genetycznej i kontroli aktywności ko-
mórkowej nie pozwalały jednak na skutecz-
ną, efektywną i czasowo-specyficzną kontrolę 
potencjałów czynnościowych w komórkach 
nerwowych. 

Dopiero w 2003 r., przy wykorzystaniu 
receptora waniloidowego (ang. vanilloid re-
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Wszystkie powyżej wymienione metody 
chemogenetyczne, pomimo wielu swoich za-
let, nie pozwalają jednak na sterowanie ak-
tywnością neuronów z precyzją milisekundo-
wą, jaką można osiągnąć stosując techniki 
optogenetyczne. Również w metodach che-
mogenetycznych, odpowiedzi neuronów są 
niejednorodne w obrębie grupy stymulowa-
nych komórek, jak i w kolejnych powtórze-
niach podawania liganda. Metody chemoge-
netyczne są jednak łatwiejsze i nie wymaga-
ją użycia drogich, zawansowanych technolo-
gicznie narzędzi do kontroli pulsów światła. 
Tam, gdzie nie jest wymagana milisekundo-
wa precyzja w kontroli aktywności neuro-
nów, mogą stanowić optymalne rozwiązanie.

OPSYNY

Wracając do optogenetyki: w 2002 r. 
Georg Nagel z Instytutu Maxa Plancka wraz 
ze współpracownikami (Nagel i współaut. 
2002) opublikował doniesienie, w którym 
przedstawił sekwencję DNA z jednokomór-
kowej algi Chlamydomonas reinhardtii. Se-
kwencja ta bardzo przypomina DNA kodują-
ce opsyny bakteryjne. Eksprymując ten frag-
ment DNA w oocytach platany szponiastej 
(Xenopus laevis) udowodniono, że rzeczywi-
ście koduje on funkcjonalną opsynę, kanał, 
który po wzbudzeniu światłem zielonym sta-
je się przepuszczalny dla jonów wodorowych. 
Opsynę tę opisano skrótem ChR1, a autorzy 
raportu już wtedy sugerowali możliwość jej 
wykorzystania w sterowanej światłem mani-
pulacji gradientem elektrycznym w poprzek 
błony komórkowej. W kolejnym roku zespół 
Nagela opublikował pracę (Nagel i współaut. 
2003), w której zaprezentowano działanie 
drugiej opsyny, ChR2 (ang. channelrhodop-
sin-2), w oocytach platany szponiastej oraz 
ludzkich i chomiczych liniach komórkowych. 
Opsyna ta okazała się być kanałem o bar-
dzo szybkiej kinetyce działania. Kanałem, 
który po wzbudzeniu światłem niebieskim 
(450-490 nm), generował stosunkowo duży 
prąd kationowy i dzięki temu mógł depola-
ryzować komórki, zwiększając w ten sposób 
szansę na wywołanie potencjału czynno-
ściowego. Niecałe dwa lata później odkryw-
cy opsyny ChR2, we współpracy z zespołem 
Karla Daisseroth’a, opublikowali pierwszą 
udaną transformację szczurzych neuronów 
hipokampalnych w hodowli komórkowej za 
pomocą wektorów lentiwirusowych kodują-
cych nowo opisaną opsynę. Stało się wtedy 
jasne, że ekspresja tylko tej jednej opsyny 
jest w zupełności wystarczająca do wywoła-
nia potencjałów czynnościowych w stymu-
lowanych światłem komórkach nerwowych. 
Procedura ta nie wymaga również podawania 
całkowitego-trans-retinalu, ponieważ jak się 

cy kontrolę aktywności neuronów za po-
mocą genetycznie zmodyfikowanych białek 
GPCR ludzkich receptorów muskarynowych 
dla acetylocholiny. Receptory te mogą być 
aktywowane przez specjalnie zaprojektowa-
ny, nowy związek chemiczny N-tlenek klo-
zapiny (ang. clozapine-N-oxide, CNO), będąc 
jednocześnie niewrażliwymi na swój natyw-
ny ligand, acetylocholinę, ani na jej synte-
tyczną pochodną, karbachol (Armbruster i 
współaut. 2007). Jednym z białek wykorzy-
stanym przy konstrukcji nowych receptorów 
był ludzki muskarynowy receptor acetylo-
choliny hM4, który działa za pośrednictwem 
białek Gi/o na kanały potasowe GIRK, biorą-
ce udział w hiperpolaryzacji błony komórki. 
Dwie punktowe mutacje w wybranych miej-
scach łańcucha aminokwasowego receptora 
hM4 pozwoliły na skonstruowanie receptora 
hM4Di niewrażliwego na acetylocholinę, a 
reagującego na CNO. Eksprymując hM4Di 
w warunkach in vitro w szczurzych neuro-
nach hipokampalnych i wprowadzając CNO 
do roztworu można było hiperpolaryzować 
te komórki o ok. 7 mV. Powyższy stopień 
hiperpolaryzacji był wystarczający do zablo-
kowania spontanicznych wyładowań tych 
komórek. Ponadto, receptor hM4Di nie wy-
kazywał aktywności przy braku CNO, a jego 
ekspresja w komórkach nie zmieniała pod-
stawowych własności elektrofizjologicznych 
błony neuronalnej (Armbruster i współaut. 
2007). 

Genetycznie zmodyfikowane ludzkie re-
ceptory muskarynowe dla acetylocholiny 
wykorzystuje się również do aktywacji ko-
mórek nerwowych. Receptor hM3, działają-
cy za pośrednictwem białek Gq, posłużył do 
stworzenia zmutowanego receptora hM3Dq, 
który, podobnie jak hM4Di, nie reagował 
na acetylocholinę, a był wrażliwy na CNO 
(Armbruster i współaut. 2007). Zmutowane 
białko posłużyło np. do stworzenia transge-
nicznej linii myszy, eksprymującej hM3Dq w 
neuronach pobudzających kory, hipokampa 
i prążkowia (Alexander i współaut. 2009). 
Dodanie CNO podczas rejestracji elektrofizjo-
logicznych w skrawkach mózgowych pocho-
dzących od myszy eksprymujących hM3Dq 
prowadziło do depolaryzacji neuronów pira-
midalnych hipokampa o ok. 8 mV, a także 
zwiększało częstotliwość spontanicznych po-
tencjałów czynnościowych tych komórek. Po-
danie dootrzewnowe CNO powodowało u my-
szy zwiększoną lokomocję i wzrost zachowań 
stereotypowych, utrzymujące się przez 9 go-
dzin po zastrzyku. Rejestracje elektrofizjolo-
giczne za pomocą elektrod wprowadzanych 
do mózgów tych myszy pokazały natomiast, 
że już 5-10 minut po dootrzewnowym poda-
niu CNO, zwiększa się aktywność neuronów 
hipokampa (Alexander i współaut. 2009). 
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ku do pierwotnej, niezmutowanej formy tego 
białka. Ekspresja opsyny ChR2H134R w me-
chanoreceptorach tego zwierzęcia pozwalała 
wywoływać odruch cofania jego głowy, re-
akcję naturalnie występującą w chwili na-
potkania przeszkody mechanicznej. Mani-
pulacje zachowaniem nicienia były możliwe 
jedynie przy diecie wzbogaconej w całkowity-
-trans-retinal.

Kolejne lata przyniosły niebywale szybki 
rozwój metod optogenetycznych. Wiele grup 
badawczych z całego świata zaczęło wyko-
rzystywać optogenetykę w badaniach nad 
układem nerwowym, ponieważ umożliwia 
ona aktywację lub hamowanie aktywności 
elektrycznej komórek nerwowych z milise-
kundową precyzją. Szybki wzrost zaintereso-
wania optogenetyką doprowadził również do 
szeroko zakrojonych poszukiwań w świecie 
bakterii, alg i grzybów nowych białek, które 
miałyby podobną funkcję jak opsyna ChR2. 
Świat nauki wiedział, że dla dalszego roz-
woju optogenetyki niezbędne jest znalezienie 
lub stworzenie za pomocą narzędzi inżynie-
rii genetycznej nowych receptorów światła. 
Światłoczułych kanałów, charakteryzujących 
się różnorodną selektywnością względem jo-
nów, reaktywnością na różne długości fali 
światła, szybszą kinetyką aktywacji, krót-
szym czasem inaktywacji, czy większą prze-
wodnością. Początkowo eksperymentowano z 
poznaną już w 1977 r. halorodopsyną (ang. 
halorhodopsin, Halo/NpHR), będącą pompą 
transportującą do wnętrza komórki anio-
ny chloru po wzbudzeniu żółtym światłem 
(560-590 nm). Białko to pochodzi od ar-
chebakterii Natronomas pharaonis zasiedla-
jącej środowiska o wysokim stężeniu jonów 
chlorkowych i umożliwia jej utrzymanie wła-
ściwego ciśnienia osmotycznego i zmniejsze-
nie wydatków energetycznych przez pompo-
wanie anionów chloru do wnętrza komórki 
przeciw gradientowi potencjału elektrycznego 
błony (Han i Boyden 2007, Zhang i współ-
aut. 2007). Eksprymując halorodopsynę w 
szczurzych neuronach hipokampa można 
było zmniejszać aktywność tych komórek 
przez hiperpolaryzację ich błony za pomocą 
żółtego światła. Halorodopsyna okazała się 
mieć równie szybką kinetykę i czułość jak 
opsyna ChR2 – 1 ms puls żółtego światła 
prowadził do hiperpolaryzacji błony komór-
kowej o kilka miliwoltów i zmniejszał praw-
dopodobieństwo wywołania potencjału czyn-
nościowego. Jednoczesna ekspresja ChR2 
i NpHR pozwoliła po raz pierwszy na dwu-
kierunkową manipulację aktywnością komó-
rek nerwowych z prawdziwie milisekundową 
kinetyką, znacznie szybciej niż szczurza ro-
dopsyna 4 działająca metabotropowo za po-
średnictwem białka G. Halorodopsyna oka-
zała się pięć razy szybsza w aktywacji hi-

okazało, występuje on naturalnie w cytopla-
zmie komórek układu nerwowego (Boyden i 
współaut. 2005). Ponadto, ekspresja opsyny 
ChR2 była stabilna przez kilka tygodni po 
transformacji i nie zmieniała podstawowych 
parametrów elektrofizjologicznych błony ko-
mórkowej. Wskazywało to na brak cytotok-
syczności tego białka i świadczyło o tym, 
że jest ono aktywne jedynie po wzbudze-
niu światłem. Kilka miesięcy później została 
opublikowana praca opisująca wykorzystanie 
opsyny ChR2 wraz ze szczurzą rodopsyną 
4 (ang. rhodopsin 4, RO4) (Li i współaut. 
2005). Białko RO4 należy do rodziny rodop-
syn kręgowców, które są receptorami GPCR, 
działającymi postsynaptycznie za pośrednic-
twem białek Gi/o na kanały GIRK hiperpola-
ryzujące błonę komórki oraz presynaptycznie 
na kanały wapniowe, blokując napływ jonów 
wapnia do komórki presynaptycznej. Zmniej-
szone stężenie jonów wapnia jest czynnikiem 
hamującym egzocytozę neuroprzekaźników. 
Aktywność RO4 w dwojaki sposób prowa-
dzi więc do hamowania aktywności komórki 
nerwowej. W pracy tej, przy użyciu technik 
optogenetycznych udało się po raz pierwszy 
dokonać dwukierunkowej manipulacji aktyw-
nością komórek nerwowych (aktywacja/ha-
mowanie). Oprócz tego, eksprymując opsynę 
ChR2 za pomocą elektroporacji w rdzeniu 
nerwowym kurzych embrionów, udało się 
w nim zwiększyć częstotliwość spontanicz-
nych, rytmicznych wyładowań. Zwiększenie 
częstotliwości tych, naturalnie występujących 
wyładowań w rdzeniu kręgowym kurzego 
embrionu, prowadziło z kolei do zwiększe-
nia częstotliwości ruchów osiowych same-
go embrionu in ovo. Doświadczenie to było 
pierwszym przykładem optogenetycznej ma-
nipulacji zachowaniem żywego organizmu. W 
badaniach tych ujawniono jednocześnie, że 
światło niebieskie wystarczająco skutecznie 
penetruje owodnię i tkankę samego embrio-
nu, aby uaktywnić opsynę ChR2, co było 
dobrym prognostykiem dla dalszego wyko-
rzystania tej opsyny w badaniach in vivo. 

Następnie Nagel we współpracy z na-
ukowcami z Frankfurtu opublikował pracę 
dowodzącą, że przy wykorzystaniu technik 
optogenetycznych można manipulować rów-
nież zachowaniem prostego organizmu mo-
delowego, jakim jest jednomilimetrowej dłu-
gości nicień Caenorhabditis elegans (Nagel 
i współaut. 2005). Eksprymując ulepszoną 
wersję ChR2 (z mutacją punktową w miej-
scu 134 aminokwasu – ChR2H134R) w ko-
mórkach mięśniowych C. elgans można było 
za pomocą światła wywoływać skurcze mię-
śni, które prowadziły do kurczenia się tego 
nicienia i składania przez niego jaj. Nowa 
ChR2H134R wykazywała większą stabilność w 
przewodzeniu prądów jonowych w stosun-
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le naturalnych form hamowania komórek 
nerwowych, również hamowanie optogene-
tyczne może zostać przełamane przez bardzo 
silną aktywność pobudzającą. Aby rozwiązać 
ten problem i stworzyć opsynę o jeszcze sil-
niejszej możliwości blokowania aktywności 
komórek nerwowych podejmowano próby z 
wykorzystaniem różnych sekwencji sygnało-
wych z N- i C- końca dwóch wewnątrzpro-
stowniczych kanałów potasowych (ang. in-
wardly-rectifying potassium channels, IRKs): 
Kir2.1 i Kir2.4. Dodając sekwencję sygnało-
wą odpowiedzialną za kierowanie nowopow-
stałego białka do błony cytoplazmatycznej 
z C-końca białka Kir2.1 do eNpHR można 
było ulepszyć ekspresję tej opsyny w bło-
nie komórkowej, zwłaszcza w neurytach. Ta 
ulepszona forma halorodopsyny, nazwana 
eNpHR3.0, generowała 20 razy większy prąd 
hiperpolaryzujący w porównaniu ze swoją 
wyjściową, natywną formą NpHR (Gradinaru 
i współaut. 2010). Prąd generowany przez 
eNpHR3.0 może zmienić potencjał błonowy 
nawet o 100 mV. Dzięki tak dużej prze-
wodności tej pompy osiągalne stało się wy-
korzystanie słabszego, czerwonego spektrum 
jej aktywacji (630-680 nm). Pozwoliło to na 
bardziej selektywną aktywację i hamownie 
komórek zawierających jednocześnie aktywu-
jącą i hamującą opsynę, odpowiednio ChR2 
i eNpHR3.0. 

Jednocześnie poszukiwano innych opsyn, 
podobnych do ChR2, ale z innym widmem 
absorbcji. Na początku 2008 r. opisano 
pierwszą opsynę pochodzącą od Volvox car-
teri, algi tworzącej półmilimetrowej średnicy 
sferyczne kolonie składające się z kilku ty-
sięcy komórek. Ta nowa opsyna, nazwana 
Volvox channelrhodopsin (VChR), wykazywa-
ła funkcjonalne podobieństwo do wcześniej 
opisanych dwóch rodopsyn C. reinhardtii, z 
większym podobieństwem do ChR2 (Ernst 
i współaut. 2008). VChR jest podobna do 
ChR2 zarówno pod względem widma absorp-
cji, jak i dynamiki kinetycznej, przez co nie 
była obiecującym kandydatem do dalszych 
testów. W tym samym jednak roku udało 
się zidentyfikować inną opsynę pochodzą-
cą od V. carteri, Volvox channelrhodopsin 1 
(VChR1). VChR1 była bardziej podobna do 
ChR1, a chociaż jej maksymalna absorpcja 
przypadała również w świetle zielonym, całe 
widmo pochłaniania było przesunięte bar-
dziej w stronę czerwieni (Zhang i współatu. 
2008). Co ciekawe, za przesunięcie absorbcji 
widma VChR1 w stosunku do ChR1 i ChR2 
odpowiedzialne są trzy substytucje amino-
kwasowe względem ich łańcuchów, w rejonie 
wiążącym pierścień węglowy retinalu i jedna 
substytucja względem łańcucha peptydowego 
ChR2 w rejonie oddziaływującym z atomem 
azotu ugrupowania iminowego, w miejscu 

perpolaryzującego prądu, 90 razy szybsza w 
jego deaktywacji po zakończeniu stymulacji 
światłem i generowała ponad 3,5 razy więk-
szą hiperpolaryzację niż szczurza rodopsy-
na 4. Komórki posiadające w swojej błonie 
ChR2 i NpHR można było bez przeszkód na 
przemian depolaryzować i hiperpolaryzować 
z częstotliwością 2,5 Hz, przeplatając sty-
mulację niebieskim i żółtym światłem. Do-
datkowo, NpHR w komórkach ssaków, tak 
jak ChR2, nie wymagała wprowadzania do 
układu dodatkowego kofaktora – całkowi-
tego-trans-retinalu (Han i Boyden 2007). Z 
kolei NpHR eksprymowana wspólne z ChR2 
w mysich neuronach korowych skutecznie 
blokowała depolaryzację wywoływaną niebie-
skim światłem. Natomiast eksprymowana w 
komórkach mięśniowych i cholinergicznych 
neuronach ruchowych C. elegans, po zasty-
mulowaniu żółtym światłem hamowała ruch 
tego nicienia. Przy jednoczesnej ekspresji 
ChR2 i NpHR w mięśniach lub neuronach 
ruchowych, NpHR hamowała kurczenie się 
zwierzęcia wywoływane stymulacją niebie-
skim światłem ChR2. Eksperyment ten po-
kazał, że prąd hamujący generowany przez 
NpHR skutecznie znosi aktywność ChR2 za-
równo w komórkach z hodowli in vitro, jak 
i w żywym zwierzęciu. Jednak NpHR, tak 
samo jak ChR2, była w pełni funkcjonalna 
tylko w nicieniach utrzymywanych w środo-
wisku z dodatkiem całkowitego-trans-retina-
lu (Zhang i współaut. 2007). 

Mimo dużej skuteczności NpHR, zarów-
no w eksperymentach in vitro jak i in vivo, 
pewne techniczne ograniczenia nadal pozo-
stały. Niedługo okazało się, że NpHR tworzy 
agregaty w siateczce śródplazmatycznej, któ-
re potencjalnie mogą być cytotoksyczne i do-
datkowo są skutkiem ograniczonej ekspresji 
tego białka w błonie komórki. W tym celu 
przetestowano kilkanaście sekwencji sygna-
łowych z N- i C-końcach różnych białek wy-
dzielanych przez siateczkę śródplazmatyczną 
i transportowanych do błony komórki. Do-
dając aminokwasy sekwencji sygnałowej C-
-końca białka Kv1.4, będącego kanałem bło-
nowym, i N-końca podjednostki β receptora 
nikotynowego acetylocholiny do pierwotne-
go białka halorodopsyny, można było cał-
kowicie wyeliminować agregację tej opsyny 
w siateczce śródplazmatycznej (Gradinaru i 
współaut. 2008). Ta ulepszona forma NpHR 
dostała dwie równoprawne nazwy: eNpHR 
i eNpHR2.0 (ang. enhanced NpHR). Nowa 
opsyna, w stosunku do swojej wyjściowej 
formy, była w stanie generować niemal dwu-
krotnie większy prąd transbłonowy w neuro-
nach hipokampalnych hodowli komórkowej. 
Dodatkowo, podstawowy opór elektryczny 
błony nie różnił się pomiędzy komórkami z 
NpHR i eNpHR2.0. Podobnie jednak jak wie-
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kilku potencjalnych kandydatów, wśród któ-
rych dwie pompy protonowe okazały się być 
bardzo przydatnymi, nowymi narzędziami 
optogenetyki. Opsynami tymi były: archa-
erhodopsin-3 (Arch) z archebkakterii Halo-
rubrum sodomense, o maksymalnej absorp-
cji światła zielono-żółtego (525-600 nm) i 
białko Mac/LR/Ops z grzyba Leptosphaeria 
maculans, o maksymalnej absorpcji rów-
nież w widmie zielono-żółtym (510-570 nm) 
(Chow i współaut. 2010). Arch okazała się 
być pompą o pierwszorzędnej kinetyce akty-
wacji i czasie regeneracji. W neuronalnych 
hodowlach komórkowych opsyna ta genero-
wała prąd o natężeniu 900pA i hiperpola-
ryzowała błonę neuronów aż o 76mV. Po-
nadto wykazywała dobrą ekspresję zarów-
no w błonie ciała komórki, jak i neurytów, 
nie zmieniając przy tym jej podstawowych 
parametrów elektrycznych. Aktywacja Arch 
nie powodowała większych zmian pH cyto-
plazmy, od tych obserwowanych w trakcie 
naturalnej aktywności komórek nerwowych. 
Ponadto, elektrofizjologiczne pomiary w wa-
runkach in vitro neuronów eksprymujących 
Arch lub eNpHR wykazały, że pierwsza z 
nich znacznie silniej hamuje aktywność ko-
mórkową. Arch eksprymowana za pomocą 
wektorów lentiwirusowych w korze mózgowej 
myszy hamowała 90% całkowitej aktywności 
neuronów w badanym obszarze mózgu. Do-
datkowo, nawet jednominutowa, nieprzerwa-
na stymulacja Arch nie powodowała zmian 
w podstawowym poziomie aktywności sieci 
nerwowej po zakończeniu stymulacji. Z ko-
lei eksperymenty in vitro z wykorzystaniem 
pompy protonowej Mac i pompy chloro-
wej Halo pozwoliły na dobranie długości fal 
światła stymulujących selektywnie każdą 
z tych opsyn, odpowiednio 470 nm i 630 
nm. Od tego momentu teoretycznie możliwe 
stało się jednoczesne, selektywne hamowa-
nie dwóch odrębnych populacji neuronów w 
mózgu (Chow i współaut. 2010).

Bardzo dobra kinetyka jaką charakte-
ryzowała się Arch skłoniła naukowców do 
przeprowadzenia szczegółowych poszukiwań 
opsyn w rodzaju Halorubrum. W tym celu 
przetestowano kilka opsyn podobnych se-
kwencją pompie Arch. Testowane opsyny 
należały do różnych gatunków i szczepów 
rodzaju Halorubrum pochodzących z Tybe-
tu, Australii i innych rejonów świata (Han i 
współaut. 2011). Jedna z testowanych opsyn 
wykazywała niespotykaną wcześniej wrażli-
wość na stymulację światłem. Przy naświe-
tlaniu światłem o długości fali ok. 575 nm 
i niewielkiej mocy (7,8 mW/mm2) generowa-
ła ona znacznie większy transbłonowy prąd 
hiperpolaryzujący neurony niż jakakolwiek 
wcześniej poznana opsyna. Ta nowo odkry-
ta pompa protonowa pochodziła ze szczepu 

kowalencyjnego wiązania retinalu z opsy-
ną. To powoduje zmianę rozkładu ładunku 
w cząsteczce retinalu i zwiększenie jej po-
larności, czego następstwem jest absorpcja 
fotonów o mniejszej energii w widmie zielo-
no-żółtym (~535 nm). VChR1 nie różni się 
pod względem selektywności w stosunku do 
ChR2 (głównie przepuszcza Na+, ale też H+, 
K+ i Ca2+), nie zmienia podstawowych właści-
wości elektrofizjologicznych błony, wykazuje 
podobną lokalizację przestrzenną w komór-
ce i również nie wymaga dodatkowej suple-
mentacji całkowitym-trans-retinalem w neu-
ronach ssaków (Zhang i współatu. 2008). 
VChR1 posiada jednak dużo wolniejszą ki-
netykę dezaktywacji w stosunku do ChR2; 
czas ten przy badanej długości światła 531 
nm dla obydwu białek wynosi odpowiednio 
133 i 12 ms. Dobierając fale odpowiedniej 
długości (406 nm dla ChR2 i 589 nm dla 
VChR1) i intensywność światła można było 
w warunkach in vitro selektywnie wywoły-
wać potencjały czynnościowe w komórkach z 
VChR1, nie stymulując w tym samym czasie 
komórek z ChR2, ponieważ światło o dłu-
gości fali 589 nm nie aktywuje ChR2. Nie-
stety stymulacja ChR2 światłem o długości 
fali 406 nm również w niewielkim stopniu 
wzbudzała potencjały czynnościowe w ko-
mórkach z VChR1, ze względu na częściową 
absorpcję światła niebieskiego przez VChR1. 

Oprócz szeroko zakrojonych poszukiwań 
nowych opsyn, starano się również ulep-
szyć już te poznane. Przykładem tego dru-
giego podejścia może być udoskonalona 
forma ChR2 z substytucją jednego amino-
kwasu: ChR2E123T, w skrócie ChETA (Gunay-
din i współaut. 2010). Ta ulepszona opsyna 
wykazuje znacznie szybszą kinetykę dezak-
tywacji wynoszącą 5.2 ms w stosunku do 
9.8 ms dla wyjściowej formy ChR2. Dzięki 
tej zmianie realna stała się optogenetyczna 
stymulacja komórek nerwowych z często-
tliwością sięgającą nawet 200 Hz, znacznie 
przekraczająca dotychczasową barierę 40 
Hz dla natywnej formy tego białka. ChETA 
umożliwiła efektywniejszą stymulację neuro-
nów o bardzo wysokiej, naturalnej częstotli-
wości, np. szybko wyładowujących się inter-
neuronów (ang. fast-spiking). Również przy 
niższych częstotliwościach stymulacji, ChE-
TA okazała się być bardziej niezawodna niż 
ChR2. Nie powodowała artefaktów stymulacji 
w postaci dodatkowych, niezamierzonych po-
tencjałów czynnościowych, czy przedłużonej 
repolaryzacji po ciągu wyładowań czynno-
ściowych. 

Równocześnie nie ustawały poszukiwania 
naturalnych opsyn o zdolnościach hamu-
jących aktywność neuronów. Poszukiwania 
w świecie bakterii, archebakterii, grzybów i 
roślin doprowadziły do wyselekcjonowania 



69Optogenetyka i inne metody kontroli aktywności komórek nerwowych

białka Gt): pierwszą z ludzkim receptorem 
adrenergicznym α1 sprzężonym z białkiem Gq 
i drugą, z chomiczym receptorem adrener-
gicznym β2 sprzężonym z białkiem Gs. Sty-
mulacja zielonym światłem tych receptorów 
w hodowli komórkowej ludzkich embrional-
nych komórek nerek (ang. human embry-
onic kidney cells, HEK cells), prowadziła do 
wzrostu stężenia w tych komórkach (odpo-
wiednich względem białka G) wtórnych prze-
kaźników sygnałowych lub produktów ich 
rozpadu: Ca2+, cAMP czy IP1 (monofosforan 
inozytolu). Również po wystawieniu na 10-
cio minutową stymulację świetlną skrawków 
mózgowych pochodzących od myszy, którym 
do mózgów podano wektory lentiwirusowe 
kodujące receptory optoXR, zaobserwowano 
w tkance wzrost przekaźnika dalszego rzę-
du, łączącego szlak sygnałowy cAMP i Ca2+ 
– ufosforylowanej formy czynnika transkryp-
cyjnego CREB. Ponadto, eksprymując te re-
ceptory w jądrze półleżącym myszy, można 
było za pomocą światłowodu wprowadzonego 
do mózgu regulować aktywność neuronów 
tej struktury. Jądro półleżące jest częścią 
układu nagrody w mózgu, motywującym za-
chowanie zwierząt. Podając do tej struktury 
wektor kodujący receptor optoXR złożony z 
ludzkiego receptora adrenergicznego α1 uda-
ło się zrealizować optogenetyczne warunko-
wanie preferencji miejsca u myszy (Airan 
i współaut. 2009). Było to możliwe przez 
optyczną stymulację komórek jądra półleżą-
cego zawsze wtedy, gdy zwierzę znajdowało 
się w wybranej części klatki.

NIE TYLKO OPSYNY

Wraz z rozwojem molekularnym optoge-
netyki, rozwijały się również jej techniczne 
aspekty dotyczące metod dostarczania świa-
tła do/z mózgu (kontroli impulsów światła, 
jednoczesnej stymulacji oraz podglądu ak-
tywności w okolicy sondy) i pomiaru aktyw-
ności elektrycznej komórek. Jednocześnie 
pracowano nad stworzeniem nowych metod 
filtrowania, obróbki i matematycznej anali-
zy otrzymanego sygnału. W 2007 r., niecałe 
dwa lata od chwili udanej próby stymulacji 
komórek nerwowych za pomocą ChR2, ze-
spół Karla Daisseroth’a opublikował pierw-
sze techniczne rozwiązanie dostarczenia 
światła do mózgu żywego ssaka, pierwszy 
„optyczny interfejs neuronalny” (ang. optical 
neural interface, ONI) (Aravanis i współaut. 
2007). Autorzy poddali szczura kraniotomii 
– wywiercili milimetrowej średnicy otwór w 
jego czaszce i wprowadzili przezeń metalową 
kaniulę do pierwszorzędowej kory ruchowej 
wibrys. Kaniula ta najpierw posłużyła do 
podania wektora lentiwirusowego kodującego 
ChR2 (pod promotorem kinazy II α zależnej 

TP009 Halorubrum sp. i została nazwana 
ArchT. Różni się ona w sekwencji aminokwa-
sowej od Arch w kilku miejscach, ale posia-
da identyczne spektrum absorbcji światła, 
kinetykę działania i generuje podobny mak-
symalny prąd transbłonowy (900 pA). ArchT 
jest jednak ponad trzy razy bardziej czuła 
na światło niż Arch. Czułość ta manifestu-
je się głównie w zakresie stymulacji świetl-
nej o mocy 1-10 mW/ mm2. Matematyczne 
modele szacują, że dzięki tak zwiększonej 
czułości ArchT, możliwe jest hamowanie, za 
pomocą pojedynczego światłowodu, ponad 
dwukrotne większej objętości tkanki mózgo-
wej w stosunku do Arch. Aby to potwier-
dzić, podano lentiwirusy kodujące ArchT do 
kory makaków królewskich (Macaca mulat-
ta). Wyniki badań pokazały, że ArchT wy-
kazuje dobrą ekspresję w neuronach koro-
wych, a same komórki w preparatach histo-
logicznych nie przejawiają patologii. Badania 
elektrofizjologiczne pokazały dodatkowo, że 
ArchT skutecznie hamuje komórki kory w 
żywym, świadomym zwierzęciu. W trakcie 
eksperymentu zarejestrowano 74 pojedyncze 
komórki; u 45-ciu z nich świetlna stymula-
cja ArchT prowadziła do obniżenia ich czę-
stotliwości wyładowań o 80-100%. Pozytyw-
ny wynik powyższych doświadczeń sygnali-
zuje potencjalne możliwości w wykorzysta-
niu optogenetyki w badaniach klinicznych i 
zastąpienia tą metodą np. terapii z użyciem 
głębokiej stymulacji mózgu (ang. deep bra-
in stimulation, DBS), stosowanej najczęściej 
w leczeniu parkinsonizmu, ale czasem także 
w ostrych i opornych na leczenie farmako-
logiczne zaburzeniach obsesyjno-kompulsyj-
nych i depresjach (Han i współaut. 2011).

Oprócz opsyn pochodzących od prostych 
organizmów, jak algi czy archebakterie, sta-
rano się również wykorzystać opsyny młod-
sze ewolucyjnie, np. pochodzące od ssaków 
rodopsyny będące receptorami GPCR, jak 
wcześniej wspomniana szczurza rodopsyna 
4. Precyzyjna stymulacja światłem opsyn, 
będących receptorami działającymi za po-
średnictwem różnych białek G i oddziały-
wujących na rozmaitego typu szlaki sygna-
łowe, wydawała się kuszącym konceptem. 
Tak zrodziła się technika optoXR. Polega 
ona na podstawieniu wewnątrzkomórkowych 
fragmentów 7-transbłonowych pętli rodopsy-
ny wraz z jej C-końcem analogicznymi se-
kwencjami aminokwasowymi pochodzącymi 
z receptorów GPCR nie będących opsyna-
mi (Airan i współaut. 2009). W ten sposób 
udało się stworzyć hybrydy białkowe, w któ-
rych część receptorową jednego peptydu (ro-
dopsyny) łączono z częścią efektorową pep-
tydów wiążących różne białka G. Tak skon-
struowano dwie hybrydy bydlęcej rodopsy-
ny (normalnie działającej za pośrednictwem 
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metod leczenia parkinsonizmu jest głęboka 
stymulacja mózgu, polegająca na elektrycz-
nej stymulacji jądra niskowzgórzowego lub 
gałki bladej przyśrodkowej za pomocą elek-
trody wprowadzonej na stałe do mózgu pa-
cjenta (Okun 2012). Metoda ta jest obecnie 
szeroko stosowana, przynosząc dziesiątkom 
tysięcy osób na całym świecie poprawę sta-
nu zdrowia. Jednak nie wszyscy pacjenci 
dobrze reagują na DBS. Sam mechanizm 
stojący za pozytywnym skutkiem tej meto-
dy leczenia nie jest w pełni poznany. Z tego 
względu nieustannie prowadzone są prace 
mające na celu zidentyfikowanie tych obwo-
dów i struktur w mózgu, których aktywność 
jest zmieniona w chorobie Parkinsona. Opto-
genetyczna manipulacja, wspólnie z jedno-
czesną rejestracją elektryczną stymulowane-
go miejsca, stanowi cenne narzędzie w ba-
daniach na modelach zwierzęcych. Przy wy-
korzystaniu tego systemu udało się odkryć, 
że to stymulacja włókien, które unerwiają 
jądro niskowzgórzowe, a nie stymulacja ko-
mórek tej struktury jest prawdopodobnie 
odpowiedzialna za pozytywny efekt DBS u 
myszy. Co więcej, optogenetyczna stymulacja 
o częstotliwości 130 Hz warstwy V pierwszo-
rzędowej kory ruchowej, która wysyła pro-
jekcje do jądra niskowzgórzowego, pozwoliła 
na znaczne zmniejszenie objawów chemicz-
nie wywołanego parkinsonizmu u myszy 
(Gradinaru i współaut. 2009). 

Równocześnie z próbami technicznymi 
metod dostarczania światła do mózgu, szły 
starania w kierunku stworzenia transge-
nicznych linii myszy, które eksprymowałyby 
różne opsyny w określonej populacji neuro-
nów. Początkowo starania te zaowocowały 
powstaniem kilku genetycznie zmodyfiko-
wanych linii myszy (Thy1-ChR2-YFP), które 
eksprymowały ChR2 skoniugowaną z biał-
kiem żółtej fluorescencji (ang. yellow fluore-
scent protein, YFP) pod promotorem Thy1 
(Wang i współaut. 2007). Każda z tych li-
nii miała wyznakowane markerem YFP róż-
ne typy komórek, w różnych strukturach 
mózgu; promotor Thy1 nie umożliwia eks-
presji w ściśle ograniczonej, wybranej po-
pulacji neuronów. ChR2 w neuronach tych 
transgenicznych myszy wykazywała dobrą, 
silną ekspresję w błonie cytoplazmatycznej i 
umożliwiała skuteczną stymulację komórek z 
częstotliwością sięgającą 30 Hz. Rejestrując 
aktywność elektrofizjologiczną pojedynczych 
komórek w mysich skrawkach mózgowych 
i stosując jednocześnie laserową stymulację 
punktową różnych miejsc tego skrawka uda-
ło się zmapować wejścia synaptyczne do ko-
mórek piramidalnych i interneuronów w V i 
VI warstwie mysiej kory. Użyteczność myszy 
Thy1-ChR2-YFP została również wykazana w 
doświadczeniach in vivo. Linia ta posłuży-

od Ca2+, umożliwiającej ekspresję tylko w 
pobudzających neuronach kory), a następnie 
do wprowadzenia światłowodu o średnicy 
ok. 200 µm. Światłowód był podłączony do 
lasera generującego światło o długości fali 
473 nm. Dwa tygodnie po operacji unieru-
chamiano i podłączano zwierzę do aparatury 
eksperymentalnej. Stymulując komórki kory 
ruchowej 20 sekundowymi pulsami niebie-
skiego światła Aravanisowi i jego współpra-
cownikom udało się wywoływać ruchy wą-
sów. Powyższy eksperyment z powodzeniem 
został powtórzony również na myszach. Od 
tego momentu stała się możliwa optogene-
tyczna manipulacja aktywnością neuronów 
w żywych, przytomnych ssakach. Ekspery-
ment ten udowodnił również, że światło do-
starczone do mózgu nie tylko aktywuje neu-
rony z ChR2, ale także transsynaptycznie 
rekrutuje dalsze neurony ścieżki ruchowej, 
w tym przypadku, nerw wzgórzowy, a dalej 
nerw czaszkowy, który unerwia mięśnie od-
powiedzialne za ruch wibrys. 

W kolejnym eksperymencie z wykorzy-
staniem ONI udało się manipulować aktyw-
nością komórek oreksynowych (hipokretyno-
wych) w mysim podwzgórzu (Adamantidis i 
współaut. 2007). Komórki wytwarzające neu-
ropeptyd oreksynę biorą udział w regulacji 
stanu pobudzenia, a utrata ich funkcji zwią-
zana jest z narkolepsją. Aby kontrolować 
wybiórczo aktywność komórek oreksynowych 
podano myszom do podwzgórza wektor len-
tiwirusowy kodujący ChR2 pod promotorem 
genu oreksyny. Pobudzając komórki oreksy-
nowe za pomocą pulsów światła o częstotli-
wości 5-30 Hz lub światłem ciągłym, można 
było zmniejszać czas wybudzania się my-
szy z fazy snu wolnofalowgo lub z fazy snu 
REM (ang. rapid eye movement) w trakcie 
pojedynczego cyklu snu trwającego normal-
nie u myszy ok. 2-3 minut. Podczas tego 
eksperymentu, gryzonie nie były unierucha-
miane i mogły się w miarę swobodnie po-
ruszać po klatce – miały przytwierdzony do 
głowy światłowód i kable odprowadzające 
sygnał z elektrod EEG (elektroencefalogra-
fia) i EMG (elektromiografia). Eksperyment 
ten był pierwszym, w którym optogenetycz-
nie kontrolowano zachowanie swobodnie po-
ruszających się ssaków. Doświadczenie to 
udowodniło również zależność pomiędzy czę-
stotliwością aktywności komórek nerwowych 
a zachowaniem zwierzęcia, gdyż stymulacja 
komórek oreksynowych o częstotliwości 1 Hz 
nie skracała czasu wybudzania się myszy.

Niedługo po powstaniu ONI zaczęto inte-
grować światłowody do stymulacji światłem 
z elektrodami rejestrującymi aktywność elek-
tryczną manipulowanych komórek. Przydat-
ność tego systemu została ugruntowana w 
badaniach nad parkinsonizmem. Jedną z 
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ChR2-EYFP (ang. enhanced YFP), otrzymu-
jemy potomstwo eksprymujące białko ChR2-
-EYFP we wszystkich komórkach parwalbu-
minowych. Obecnie dostępne są dziesiątki 
mysich linii, które eksprymują rekombinazę 
Cre pod różnymi promotorami oraz wiele li-
nii, które mają wprowadzone do genomu 
fragmenty DNA, których ekspresja zależna 
jest od rekombinazy Cre (Mouse Mutant 
Resource Website, The Jackson Laborato-
ry, Bar Harbor, Maine. World Wide Web 
https://www.jax.org/research-and-faculty/
resources/cre-repository/characterized-cre-
lines-jax-cre-resource (2019.11.11.)

W początkowych latach istnienia optoge-
netyki nie było oczywiście żadnych dostęp-
nych linii myszy posiadających DNA ko-
dujące opsyny, których ekpspresja zależna 
byłaby od obecności białka Cre w komór-
kach. Takie linie należało dopiero stworzyć. 
Z uwagi na fakt, że jest to przedsięwzięcie 
bardzo pracochłonne, drogie i nie zawsze 
kończące się pełnym sukcesem, początkowo 
korzystano z wektorów wirusowych zależ-
nych od Cre rekombinazy, których produk-
cja jest znacznie prostsza i szybsza. Wektory 
takie bazują również na systemie Cre-loxP i 
kodują geny, których ekspresja ujawnia się 
tylko w komórkach eksprymujących białko 
Cre. Dzięki tej technice stworzono pierwsze 

ła do badania połączeń nerwowych między 
opuszkami węchowymi a korą gruszkowa-
tą, odpowiedzialną za przetwarzanie bodź-
ców węchowych w mózgu (Arenkiel i współ-
aut. 2007). Rejestrując wyładowania jednej 
z komórek kory gruszkowatej i jednocześnie 
stymulując światłem powierzchnię opuszki 
węchowej możliwe było pośrednie zbadanie 
siły połączeń pomiędzy komórkami mitral-
nymi znajdującymi się w opuszce węchowej 
a komórkami kory gruszkowatej. Stymula-
cja światłem większej powierzchni opuszki 
węchowej (czyli większej liczby komórek mi-
tralnych) była niezbędna do wzrostu często-
tliwości wyładowań potencjałów czynnościo-
wych w komórce kory gruszkowatej. 

Nieco później powstała pierwsza linia 
myszy eksprymujących hamującą opsynę w 
neuronach mózgu, Thy1-NpHR-YFP (Zhao i 
współaut. 2008). Aktywność komórek eks-
prymujących NpHR można było hamować za 
pomocą żółtego światła tak, jak aktywność 
komórek transfekowanych wirusem we wcze-
śniejszych eksperymentach przeprowadza-
nych na hodowlach komórkowych. Niestety 
neurony zawierające opsynę u tej linii ujaw-
niały takie same wewnątrz-cytoplazmatyczne 
agregaty białka NpHR, jak komórki w ho-
dowli czy w mózgu myszy poddanych trans-
fekcji wirusem kodującym tę opsynę. 

Aby kontrolować wybrane populacje spe-
cyficznych grup komórek posiłkowano się 
również mysimi liniami Cre (ang. causes 
recombination) wraz ze specjalnie zapro-
jektowanymi wektorami adenowirusowymi. 
Mysie linie Cre bazują na systemie Cre-
-loxP (Ryc.  1) który służy do rekombinacji 
DNA ssaków i innych zwierząt. System ten 
ma wiele wariantów. Jeden z najczęstszych, 
składa się z dwóch niezależnie działających 
elementów. Pierwszym z nich jest rekombi-
naza Cre pochodząca od bakteriofaga P1. 
DNA kodujące ten enzym wraz z wybranym 
promotorem wprowadza się metodami inży-
nierii genetycznej do linii komórkowej lub 
linii zwierzęcej. Drugim elementem systemu 
jest fragment DNA składający się z promo-
tora, kodonu stop oflankowanego z obydwu 
stron przez krótkie, liczące 34 pary za-
sad, motywy loxP i na końcu, z właściwego 
genu. Ten drugi element jest wprowadzany 
do wektorów wirusowych lub do drugiej li-
nii zwierzęcej. Rekombinaza Cre rozpoznaje 
motywy loxP i wycina oflankowany przez nie 
fragment DNA (Sauer 1998). W ten sposób 
krzyżując np. homozygotyczną linię myszy 
PV-Cre, której wszystkie komórki parwal-
buminowe eksprymują rekombinazę Cre, z 
drugą homozygotyczną linią myszy Ai32, w 
której genomie znajduje się sekwencja DNA 
z promotorem, kodonem stop oflankowanym 
motywami loxP i genem kodującym białko 

Ryc. 1. Schemat działania systemu Cre-loxP u 
myszy. (Szczegółowy opis w tekście.)
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oczekiwania powinien wynosić od dwóch do 
trzech tygodni). Również operacje i podawa-
nie wirusów bardzo młodym, np. kilkudnio-
wym zwierzętom jest bardzo trudne, wymaga 
dużego doświadczenia i wiąże się z wysokim 
ryzykiem śmierci zwierząt. Dlatego, kiedy w 
danym doświadczeniu nie jest wymagana 
zlokalizowana ekspresja transgenu w mó-
zgu, wygodniejsza jest praca ze zwierzętami 
transgenicznymi, które od urodzenia posia-
dają ekspresję wybranego genu pod wybra-
nym promotorem. W początkach istnienia 
optogenetyki takie rozwiązanie było bardzo 
ograniczone. Istniało tylko kilka mysich li-
nii transgenicznych eksprymujących opsyny 
i ekspresja ta nie zależała od rekombinazy 
Cre. Ograniczało to w stosunkowo dużym 
stopniu wykorzystanie tych linii w bada-
niach nad układem nerwowym. Dopiero rok 
2012 przyniósł prawdziwą rewolucję w wy-
korzystaniu optogenetycznych narzędzi kon-
troli aktywności komórek nerwowych. Wte-
dy to powstały linie myszy eksprymujących 
zależnie od obecności rekombinazy opsyny: 
ChR2, eNpHR3.0 i Arch (Madisen i współ-
aut. 2012). Linie te można krzyżować do-
wolnie z dziesiątkami już dostępnych mysich 
linii Cre. To umożliwia ekspresję tych trzech 
opsyn w szerokiej gamie komórek w całym 
organizmie. Linie myszy transgenicznych zo-
stały udostępnione światowej społeczności 
naukowej (np. depozytorium The Jackson 
Laboratory), co zaowocowało niebywałym 
przyśpieszeniem badań neurobiologicznych i 
rozpowszechniło wykorzystanie samej opto-
genetyki (por. wzrost liczby prac publikowa-
nych każdego roku poświęconych rozwojowi 
optogenetyki; Deisseroth 2015). 

Dzięki powszechnej dostępności, powyż-
sze linie transgeniczne są obecnie wykorzy-
stywane w setkach laboratoriów na całym 
świecie, w pracy nad tysiącami różnego typu 
badań poświęconych układowi nerwowemu. 
Również w Instytucie Biologii Doświadczalnej 
im. Marcelego Nenckiego PAN wykorzystuje-
my w swojej codziennej pracy transgeniczne 
linie myszy, których DNA koduje opsyny za-
leżne od rekombinazy Cre (Ryc. 2). 

Stymulację optogenetyczną łączy się nie 
tylko z technikami elektrofizjologicznymi, ale 
także z metodami obrazowania fluorescencyj-
nego. Połączenie stymulacji optogenetycznej 
z obrazowaniem przy pomocy genetycznie 
kodowanych sond wapniowych (ang. geneti-
cally encoded calcium indicators, GECIs) i 
mikroskopią dwufotonową przyniosło niespo-
tykane wcześniej możliwości badania aktyw-
ności całych populacji komórek w mózgu. 
GECIs są to specjalnie zaprojektowane biał-
ka posiadające część fluorescencyjną i część 
umożliwiającą wiązanie jonów wapnia. Zwią-
zanie wapnia powoduje zmiany konforma-

wektory adenowirusowe kodujące ChR2, któ-
rej ekspresja zależna jest od obecności en-
zymu rekombinazy w komórce. Na przykład, 
podając takie wirusy do kory myszy ekspry-
mującej rekombinazę Cre pod promotorem 
parwalbuminy, można było doprowadzić do 
zlokalizowanej (w rejonie podania wirusa) 
ekspresji ChR2 tylko w neuronach parwal-
buminowych (Kuhlman i Huang 2008). 

Jednym z pierwszych przykładów zasto-
sowania adenowirusa kodującego ChR2, któ-
rej eksprymacja zależy od obecności rekom-
binazy Cre, jest doświadczenie badające po-
łączenia pomiędzy dwoma jądrami podwzgó-
rza. Wirus ten został podany myszom dwóch 
różnych linii: Pomc-Cre i Agrp-Cre (Atasoy i 
współaut. 2008). Myszy tych linii eksprymu-
ją rekombinazę Cre pod promotorami genów 
Pomc i Agrp, których ekspresja charaktery-
styczna jest dla dwóch różnych populacji ko-
mórek GABAergicznych w jądrze łukowatym 
podwzgórza. Obydwie populacje komórek 
wysyłają projekcje do jądra przykomorowego 
podwzgórza, natomiast pełnią przeciwstawną 
funkcję. Komórki Pomc są odpowiedzialne za 
hamowanie pobierania pokarmu, natomiast 
komórki Agrp stymulują jego pobieranie. Po 
podaniu myszom wirusa do jądra łukowate-
go podwzgórza, przygotowano żywe skrawki 
mózgowe zawierające jądro przykomorowe i 
przeprowadzono rejestracje elektrofizjologicz-
ne z jego pojedynczych neuronów. W trakcie 
rejestracji komórek jądra przykomorowego 
jednocześnie stymulowano punktowo różne 
fragmenty skrawka laserem, aby aktywować 
aksony komórek Pomc lub Agrp. Pozwoliło 
to na opis map wejść synaptycznych pocho-
dzących od komórek Pomc i Agrp do komó-
rek jądra przykomorowego, a także na zba-
danie siły tych połączeń.

Wirusy kodujące DNA, którego ekspresja 
zależna jest od rekombinazy Cre, pozwala-
ją na zlokalizowaną, specyficzną ekspresję 
opsyn i innych białek w określonych struk-
turach mózgu. Wirusy tego typu stanowią 
często niebywale cenne narzędzie w śledze-
niu projekcji nerwowych, aktywności ko-
mórek i zmian plastycznych zachodzących 
podczas rozwoju osobniczego i uczenia się. 
Czasami jednak w badaniach neurobiolo-
gicznych pożądana jest ekspresja, która do-
tyczy pewnej wybranej populacji komórek w 
całym mózgu, a nie tylko w jednej, niewiel-
kiej jego strukturze. Kiedy nie zależy nam 
na zlokalizowanej ekspresji danego białka w 
mózgu, praca na myszach eksprymujących 
od urodzenia dane białko w określonym ty-
pie komórek w całym mózgu może okazać 
się łatwiejsza i wygodniejsza. Nie jest wte-
dy wymagane podawanie wirusa i oczekiwa-
nie na efektywną eksprymację danej opsyny 
(eksperymentalnie stwierdzono, że taki czas 



73Optogenetyka i inne metody kontroli aktywności komórek nerwowych

racji podawania wirusa, montowano rów-
nież specjalne przezroczyste okno w czaszce 
myszy, aby można było później obrazować 
komórki hipokampa. Następnie głowę my-
szy mocowano do aparatury doświadczalnej 
tak, aby jej łapki dotykały bieżni. Przed jej 
pyszczkiem znajdował się ekran wyświetla-
jący wirtualny, liniowy labirynt, na którego 
końcu mysz dostawała nagrodę w postaci 
kropli wody. W trakcie wykonywania zadania 
obrazowano aktywność komórek piramidal-
nych hipokampa, które pełnią funkcje tzw. 
komórek miejsca (ang. place cells). Komór-
ki te kodują pamięć przestrzenną w mózgu; 
ich wyładowania ściśle korelują z miejscem 
w przestrzeni, w którym zwierzę aktualnie 
przebywa. Kiedy zmapowano już takie „pola 
recepcyjne” każdej z obrazowanych komórek, 
zaczęto stymulować jedną z nich (1064 nm), 
jednocześnie obrazując (920 nm) aktywność 
wszystkich komórek piramidalnych w polu 
widzenia. Okazało się, że stymulacja komórki 
w obszarze labiryntu poprzedzającym miej-
sce, w którym się ona naturalnie wyładowu-
je, prowadzi do osłabienia lub nawet braku 
aktywności tej komórki w jej naturalnym 
polu recepcyjnym. Dodatkowo, manipulacja 
ta wpływała w podobny sposób również na 
niewielką część innych, nie stymulowanych 
neuronów. Doświadczenie to pokazało, że 
możliwe jest skuteczne manipulowanie po-
jedynczą komórką nerwową w przytomnym 
zwierzęciu wykonującym zadanie behawioral-
ne. Ponadto sugeruje ono, że interakcje po-
między komórkami miejsca w lokalnej sieci 
mogą mieć funkcjonalne znaczenie w kształ-
towaniu ich pól recepcyjnych. Chociaż połą-
czenie GECIs i optogenetyki daje olbrzymie 
możliwości w badaniu sieci nerwowych mó-
zgu, to niestety kinetyka tych wskaźników 
jest za wolna, aby rzetelnie odzwierciedlać 
pojedyncze potencjały czynnościowe in vivo. 
Wykorzystanie GECIs w doświadczeniach 
in vivo nie umożliwia precyzyjnego badania 
właściwości pojedynczych potencjałów czyn-
nościowych i rejestracji ciągu wyładowań w 
szybko wyładowujących się interneuronach 
parwalbumionwych. Nie jest możliwe także 
badanie podprogowej i dendrytycznej aktyw-
ności elektrycznej w komórkach nerwowych 
in vivo, ze względu na nieczułość sensorów 
wapniowych na hiperpolaryzację i zakłóca-
jący rejestrację napływ jonów wapnia przez 
synapsy. 

Powyższe problemy mogą być częściowo 
rozwiązane przez użycie genetycznie kodo-
wanych sond napięcia (ang. genetically en-
coded voltage indicators, GEVIs), które mają 
szybszą kinetykę i znacznie większą czułość 
niż sondy wapniowe. GEVIs w warunkach in 
vitro umożliwiają badanie pojedynczych po-
tencjałów czynnościowych i aktywności pod-

cyjne wpływające na właściwości fluorescen-
cyjne całego białka, co pozwala rejestrować 
sygnały wapniowe w postaci światła fluore-
scencyjnego (Gazda i współaut. 2017). Jony 
wapnia są ważnym, wtórnym przekaźnikiem 
sygnałów komórkowych. W czasie trwania 
potencjałów czynnościowych, jak i potencja-
łów synaptycznych jony wapnia dostają się 
do wnętrza komórki. Stężenie wolnych jonów 
wapnia w cytoplazmie komórkowej może być 
więc wykorzystane jako wskaźnik liczby po-
tencjałów czynnościowych, częstotliwości wy-
ładowań czy względnej liczby wejść synap-
tycznych (Yasuda i współaut. 2004). Połącze-
nie optogenetyki, mikroskopii dwufotonowej 
i GECIs umożliwiło po raz pierwszy mani-
pulację działaniem pojedynczego neuronu, 
z jednoczesnym obrazowaniem aktywności 
kilkudziesięciu komórek nerwowych, w przy-
tomnym zwierzęciu, wykonującym wyuczo-
ne zadanie (Rickgauer i współaut. 2014). W 
tym celu, transgenicznym myszom ekspry-
mującym wskaźnik wapnia GCaMP3 poda-
no do pola CA1 hipokampa wirus kodują-
cy opsynę C1V1. Opsyna C1V1 jest chimerą 
opsyny ChR1 i VChR1 specjalnie zaprojekto-
waną tak, aby mogła być wykorzystywana w 
mikroskopii dwufotonowej – jej maksymalna 
absorpcja przypada na światło podczerwo-
ne o długości fali ok. 1040 nm (Prakash i 
współaut 2012). Jednak, aby rozdzielić jak 
najlepiej sygnał stymulacji i odczytu, C1V1 
była wzbudzana falą o długości 1064 nm, 
a sonda wapniowa falą o długości 920 nm 
(Rickgauer i współaut. 2014). Podczas ope-

Ryc. 2. Rejestracja aktywności elektrofizjologicznej 
pojedynczych neuronów korowych w skrawkach 
mózgowych uzyskanych z myszy eksprymujących 
opsyny: aktywującą – ChR2 (góra) lub hamująca – 
Arch (dół). Stymulacja ChR2 światłem niebieskim 
(szare pionowe prążki, ON, czas trwania stymu-
lacji 0,5 ms) wywołuje potencjały czynnościowe, 
natomiast stymulacja Arch światłem żółtym (sza-
ry poziomy prążek, ON, 1s) hiperpolaryzuje błonę 
neuronu i zahamowuje spontanicznie pojawiające 
się potencjały czynnościowe. Rejestracje wykonane 
w Instytucie Biologii Doświadczalnej PAN. 
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a w tym samym czasie hybryda CIB1-efek-
tor pozostaje niezwiązana i wolna w jądrze 
komórki. System ten można też odwrócić, 
powstaje wówczas białko CIB1 połączone z 
domeną TALE oraz CRY2 z białkiem efekto-
rowym modulującym transkrypcję. Wykorzy-
stując sekwencję TALE rozpoznającą region 
promotorowy genu Neurog2 (ang. neurogenin 
2) i białko efektorowe VP64 będące synte-
tycznym silnym aktywatorem transkrypcji, 
stworzono następujące hybrydy: TALE (Neu-
rog2)-CRY2 i CIB1-VP64. Wykorzystując po-
wyższą parę białek udało się za pomocą sty-
mulacji świetlnej podnieść poziom ekspresji 
genu Neurog2 w warunkach in vitro. Różnice 
w poziomie ekspresji w stosunku do kontro-
li były obserwowane już po 30 min od sty-
mulacji. Po 12 godzinach stymulacji różnica 
w poziomie ekspresji mRNA Neurog2 była 
ok. 20 razy wyższa w stosunku do komórek 
transfekowanych kontrolnym wirusem kodu-
jącym GFP (ang. green fluorescent protein)
zamiast hybryd białkowych (Konermann i 
współaut. 2013). 

W dalszych badaniach w warunkach in 
vivo wykorzystano inne hybrydy z domeną 
TALE rozpoznającą sekwencję genu Grm2 
(ang. glutamate metabotropic receptor 2): 
TALE(Grm2)-CIB1 i CRY2-VP64. Do mózgu 
myszy podano dwa wirusy, każdy kodujący 
jedną z hybryd białkowych, i wprowadzono 
światłowód w miejsce iniekcji wirusów. Po 
ośmiu dniach od operacji stymulowano ten 
obszar mózgu pulsami światła przez 12 go-
dzin. Po tym czasie sprawdzono poziom eks-
presji mRNA genu Grm2. Ekspresja ta oka-
zała się ponad dwa razy wyższa w stosunku 
do poziomu notowanego u zwierząt niesty-
mulowanych. W neuronach hodowli komór-
kowej udało się za pomocą światła zmniej-
szyć około dwukrotnie poziom ekspresji 
genu Grm2 wykorzystując sztuczną domenę 
represorową SID4X, pośredniczącą w deace-
tylacji histonów, a przyłączoną do CRY2. 
Niemalże dwukrotnie został zmniejszony 
również poziom acetylacji histonu H3K9 
przy promotorze genu Grm2. Metoda LITEs 
udowodniła, że za pomocą światła możliwa 
jest bezpośrednia regulacja aktywności ge-
nów i modyfikacja chromatyny (Konermann i 
współaut. 2013).

Druga metoda wykorzystuje magneto-ter-
miczną stymulację komórek (Chen i współ-
aut. 2015). Stosuje się w niej magnetyczne, 
sferyczne nanocząsteczki o średnicy 22 nm. 
Zbudowane są one z tlenku żelaza (II) diże-
laza (III) – Fe3O4 i powleczone są poli(tlen-
kiem etylu) dla lepszej stabilności koloidal-
nej i biokompatybilności. Nanocząstki te, po 
wzbudzeniu silnym polem magnetycznym 
i namagnesowaniu, oddają ciepło. Drugim 
elementem układu jest receptor TRPV1 bę-

progowej komórek nerwowych. Sondy te są 
genetycznie zaprojektowanymi białkami po-
siadającymi domenę wrażliwą na zmiany na-
pięcia (ang. voltage-sensitive domain) i część 
będącą fluoroforem. Badania na wywilżnach 
i myszach in vivo, z jednoczesną rejestracją 
optyczną i elektrofizjologiczną wykazały, że 
fluorescencyjny sygnał nowych GEVIs per-
fekcyjnie pokrywa się z sygnałem elektrycz-
nym. W rejestracjach tych, sygnał fluore-
scencyjny odzwierciedlający pojedyncze po-
tencjały czynnościowe był opóźniony wzglę-
dem elektrycznego tylko o 0,24 ms w korze 
żywych myszy i o 0,19 ms w całkowitych 
eksplantatach mózgowych wywilżn (Gong i 
współaut. 2015). Doświadczenia te ujawniły 
duży potencjał nowych typów GEVIs, umoż-
liwiających badanie aktywności wielu komó-
rek z precyzją pozwalającą na odczyt poje-
dynczych potencjałów czynnościowych.

NIE TYLKO OPTOGENETYKA

W przeciągu ostatnich siedmiu lat po-
jawiły się nowe, bardzo kreatywne i wyra-
finowane metody manipulacji aktywnością 
komórek nerwowych. Niektóre z nich wyko-
rzystują częściowo pewne elementy metod 
optogenetycznych i podobnie jak one, służą 
do manipulacji potencjałem błony komórko-
wej. Inne, adaptują pewne elementy opto-
genetyki do regulacji czynności komórek na 
całkowicie odmiennym poziomie fizjologicznej 
aktywności, związanym z transkrypcją DNA 
czy modyfikacją chromatyny. Inne wreszcie, 
są całkowicie nowatorskie i wykorzystują 
magnetyczne metody stymulacji neuronów. 
Zgodnie z chronologią ich powstawania, 
pierwszą opiszemy technikę LITEs (ang. li-
ght-inducible transcriptional effectors) (Ko-
nermann i współaut. 2013). 

LITE jest metodą wykorzystującą parę 
specjalnie zaprojektowanych hybryd białko-
wych, które są zdolne ze sobą oddziaływać 
i dimeryzować. Pierwsza hybryda składa się 
z domeny TALE, rozpoznającej i wiążącej od-
powiednie sekwencje DNA, i z części białka 
CRY2 (ang. cryptochrome circadian regulator 
2), czułego na światło niebieskie. Domena 
TALE może być modyfikowana, aby rozpo-
znawać fragmenty łańcucha DNA o wybra-
nej sekwencji. Druga hybryda zbudowana 
jest z białka CIB1 (ang. calcium and inte-
grin binding 1) i z wybranego białka efek-
torowego, które pośredniczy w modulacji 
transkrypcji. CRY2 po wzbudzeniu światłem 
niebieskim zmienia konformację i jest roz-
poznawane przez białko CIB1 – tak powsta-
je heterodimer składający się z dwóch hy-
bryd białkowych (TALE-CRY2:CIB1-efektor). 
W stanie nieaktywnym hybryda TALE-CRY2 
wiąże region promotorowy docelowego genu, 
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tencjału czynnościowego (Carvalho-De-Sou-
za i współaut. 2015). Depolaryzacja błony 
komórkowej jest jednak możliwa tylko w 
przypadku, gdy nanocząstki złota znajdu-
ją się w jej bezpośredniej bliskości. Autorzy 
tej techniki najpierw sprawdzili użyteczność 
wyprodukowanych nanocząstek dodając je 
do roztworu w czasie rejestracji elektrofizjo-
logicznych z neuronów zwoju rdzenia krę-
gowego szczura z hodowli komórkowej. Przy 
stężeniu nanocząstek wynoszącym 50 nM, 
stymulacja 1 ms pulsami zielonego światła 
(523 nm) powodowała wyładowania poten-
cjałów czynnościowych w ok. 80% komórek. 
Niestety wykorzystane nanocząstki nie łączy-
ły się z komórkami i były łatwo wypłukiwane 
przez świeży roztwór. Z tego powodu wyko-
rzystano nanocząstki złota skoniugowane ze 
streptawidyną i dwa przeciwciała skoniugo-
wane z biotyną. Streptawidyna jest przeciw-
ciałem wiążącym biotynę. Przeciwciała z bio-
tyną były skierowane przeciwko receptorowi 
TRPV1 i receptorowi P2X3. Oba te receptory 
występują w komórkach zwoju rdzeniowego. 
Noc przed rejestracją, hodowle komórkowe 
neuronów zwoju rdzeniowego inkubowano z 
jednym z przeciwciał. Następnego dnia ho-
dowle były przepłukiwane świeżym buforem, 
aby wypłukać nie związane z receptorami 
przeciwciała. Rejestracje elektrofizjologiczne i 
stymulacja świetlna ujawniły, że po dodaniu 
do roztworu nanocząstek ze streptawidyną, 
komórki stają się czułe na światło. Ponad-
to 20-minutowe płukanie komórek świeżym 
roztworem nie wypłukiwało nanocząsteczek 
i nie zmniejszało ich efektywności. Z uwa-
gi na fakt, że biotynylowane przeciwciała są 
drogie w użyciu, eksperyment powtórzono ze 
zwykłymi przeciwciałami i cząsteczkami złota 
skoniugowanymi z II-rzędowymi przeciwcia-
łami. Efekt był podobny, jak przy próbach 
ze zmodyfikowanymi przeciwciałami. Możliwa 
była stymulacja komórek światłem, a nano-
cząstki złota nie podlegały wypłukaniu (Car-
valho-De-Souza i współaut. 2015). Metoda 
ta nie wymaga więc żadnej manipulacji ge-
netycznej, a selektywność względem stymu-
lowanych komórek odbywa się na zasadzie 
doboru specyficznych przeciwciał skierowa-
nych przeciwko białkom błony komórkowej. 
Metoda ta jest tylko jednokierunkowa i nie 
umożliwia hamowania aktywności komórek 
nerwowych. Ponadto, przeciwciała, za pomo-
cą których nanocząstki są przytwierdzane 
do błon komórkowych, mogą prawdopodob-
nie podlegać degradacji w żywym układzie, 
a nanocząsteczki być usuwane z organizmu. 
Dlatego dłuższe wykorzystanie ich w żywym 
organizmie może być związane z konieczno-
ścią powtórzonych aplikacji.

Czwarta metoda wykorzystuje specjalne 
sferyczne nanocząstki o średnicy 90 nm. 

dący kanałem kationowym reagującym na 
wzrost temperatury w organizmie – znacz-
nie zwiększa swoją przewodność przy tem-
peraturze powyżej 43˚C. Twórcy tej metody, 
aby sprawdzić jej skuteczność, poddali linie 
komórkowe HEK transfekcji wektorami len-
tiwirusowymi kodującymi TRPV1 i sondę 
wapniową GCaMP6s. Po wzbudzeniu nano-
cząstek polem magnetycznym obserwowano 
fluorescencyjny sygnał wapniowy odzwier-
ciedlający aktywność elektryczną komórek. 
Stymulacja ta udała się również w hodow-
li komórek hipokampalnych utrzymywanych 
w medium zawierającym magnetyczne na-
nocząstki. Neurony te pod wpływem pola 
magnetycznego synchronicznie odpowiada-
ły serią wyładowań. Powyższe odpowiedzi 
miały 5-sekundową latencję w stosunku do 
stymulującego bodźca magnetycznego, co 
ujawnia, że metoda ta ma znacznie wolniej-
szą kinetykę w stosunku do optogenetyki. 
Skuteczność tej metody pokazano również 
in vivo. Najpierw podano myszom wirus ko-
dujący TRPV1 do pola brzusznego nakryw-
ki (ang. ventral tegmental area). Po czterech 
tygodniach przeprowadzono następną opera-
cję, podając magnetyczne nanocząsteczki w 
miejsce wcześniejszej iniekcji wirusem. Na-
stępnie uśpione myszy przez 20 min były 
wystawione na 10-sekundowe pulsy pola 
magnetycznego. Okazało się, że po poddaniu 
zwierząt magnetycznej stymulacji widoczny 
jest znaczący wzrost liczby aktywnych komó-
rek w polu brzusznym nakrywki. Aktywność 
neuronów została zbadana metodą immuno-
histochemiczną, w której wykrywano obec-
ność białka c-Fos, produktu genu wczesnej 
odpowiedzi (c-fos). Uznaje się, że c-Fos jest 
wyznacznikiem zwiększonej aktywności neu-
ronalnej. Eksperyment ten powtórzono rów-
nież na myszach, którym nanocząstki poda-
no miesiąc przed magnetyczną stymulacją. 
W tym przypadku także obserwowano zwięk-
szoną liczbę komórek z białkiem c-Fos, co 
dowodzi, że podane nanocząstki długo pozo-
stają w organizmie i za ich pomocą możliwa 
jest chroniczna stymulacja komórek w mó-
zgu. Ponadto, nie zaobserwowano żadnych 
różnic w gęstości komórek nerwowych czy 
glejowych pomiędzy mózgami zwierząt pod-
danych magnetycznej stymulacji i zwierząt 
nie stymulowanych (Chen i współaut. 2015). 
Metoda ta więc wydaje się być bezpieczna.

Trzecia metoda wykorzystuje sferyczne 
nanocząsteczki złota o średnicy 20 nm, któ-
re po oświetleniu światłem o długoś 523 nm 
wypromieniowują pochłoniętą energię w po-
staci ciepła. Szybki wzrost temperatury przy 
błonie komórki prowadzi do chwilowej zmia-
ny jej pojemności elektrycznej, co generuje 
prąd pojemnościowy, który depolaryzuje bło-
nę neuronalną, prowadząc do wywołania po-
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szom podano do hipokampa nanocząstki i 
dootrzewnowo kwas kainowy. Kwas ten wy-
wołuje niekontrolowaną aktywność komórek 
nerwowych, którą tutaj obserwowano jako 
wzrost liczby neuronów z białkiem c-Fos. 
Po podaniu kwasu kainowego myszy były 
stymulowane przezczaszkowo światłem pod-
czerwonym. Następnie sprawdzano ekspre-
sję białka c-Fos w komórkach hipokampa. 
Liczba komórek hipokampa z białkiem c-
-Fos była mniejsza u myszy stymulowanych 
światłem podczerwonym niż kontrolnych, 
nie stymulowanych. Dowodzi to skuteczno-
ści hamowania aktywności neuronów przy 
pomocy opsyny Arch aktywowanej światłem 
emitowanym przez nanocząsteczki. Stosując 
te nanocząstki wykazano również ich przy-
datność w badaniach behawioralnych na 
myszach. Z wykorzystaniem nanocząstek i 
przezczaszkowej stymulacji światłem pod-
czerwonym powtórzono eksperyment z opto-
genetycznym przywoływaniem pamięci (ang. 
memory recall) u myszy (Liu i współaut 
2012). W oryginalnej pracy wykorzystano 
specjalny system czasowej kontroli ekspre-
sji genów, który umożliwił ekspresję ChR2 w 
sprecyzowanej populacji komórek hipokam-
pa, które były aktywne w chwili, gdy mysz 
była poddawana warunkowaniu awersyjne-
mu. Po warunkowaniu, stymulacja niebie-
skim światłem w innym kontekście sytuacyj-
nym prowadziła do zamierania zwierzęcia w 
bezruchu, co sugeruje przywołanie wspo-
mnień strachu. W oryginalnym doświadcze-
niu grupy Liu zastosowano do stymulacji 
światłowód wprowadzony do mózgu myszy. 
Twórcy nowych nanocząstek powtórzyli ten 
sam efekt behawioralny stosując stymula-
cję przezczaszkową światłem podczerwonym 
(Chen i współaut. 2018). Dodatkowo udo-
wodniono, że nanocząstki wprowadzone do 
mózgu myszy pozostają w nim przez okres 
co najmniej jednego miesiąca i nie wyka-
zują cytotoksyczności. Doświadczenia poka-
zały, że metoda ta ma ogromny potencjał, 
stanowiąc idealne uzupełnienie standardo-
wego podejścia optogenetycznego, ponieważ 
jej zastosowanie nie wymaga chronicznej 
implantacji światłowodów do wnętrza tkanki 
mózgowej. Ten ogromny walor nowej metody 
może przyśpieszyć wykorzystanie optogenety-
ki w medycynie i zastąpić np. elektrody do 
głębokiej stymulacji mózgu.

PODSUMOWANIE

Nieustający rozwój badań biologicznych 
odbywa się dzięki rozwojowi nowych narzę-
dzi badawczych pozwalających mierzyć i ob-
serwować procesy fizjologiczne w żywych or-
ganizmach w sposób wcześniej nieosiągalny. 
Postęp w dziedzinie mikroskopii optycznej, 

Ich rdzeń zbudowany jest z nanokryształów 
NaYF4 domieszkowanych jonami Yb3+/Tm3+ 
lub Yb3+/Er+3. Po wzbudzeniu falami w za-
kresie bliskiej podczerwieni (980 nm) emitu-
ją odpowiednio światło niebieskie lub zielo-
ne. Światło to ma wystarczającą moc, aby 
wzbudzić opsyny: ChR2 w przypadku nano-
cząstek z Tm3+ i Arch w przypadku nano-
cząstek z Er+3 (Chen i współaut. 2018). Sku-
teczność tej metody została sprawdzona w 
warunkach in vitro w rejestracjach elektrofi-
zjologicznych na skrawkach z myszy ekspry-
mujących ChR2, którym podano do mózgu 
nanocząstki. Pulsy światła podczerwonego 
wywoływały potencjały czynnościowe w neu-
ronach, ale skuteczność tej stymulacji nie 
była kompletna, nie każdy puls generował 
potencjał czynnościowy. Ponadto, kinetyka 
aktywacji ChR2 przez stymulację nanoczą-
stek światłem podczerwonym była nieco wol-
niejsza w stosunku do bezpośredniej stymu-
lacji tej opsyny światłem niebieskim. Kolejną 
fazę eksperymentu przeprowadzono in vivo 
na myszach (Chen i współaut. 2018). Zwie-
rzętom eksprymującym rekombinazę Cre w 
komórkach dopaminergicznych podano wek-
tor wirusowy kodujący ChR2, której ekspre-
sja zależna była od Cre rekombinazy. Wirus 
został podany do pola brzusznego nakryw-
ki, rejonu mózgu leżącego ok. 4,2 mm pod 
czaszką. Po czterech tygodniach podano w 
ten sam rejon nanocząsteczki NaYF4:Yb3+/
Tm3+. Stymulacja światłem podczerwonym 
przez czaszkę myszy aktywowała nanoczą-
steczki, które emitowały światło, a następnie 
to światło wzbudzało ChR2 w błonie neuro-
nów i powodowało ich depolaryzację i wyła-
dowania. Efektywność tej metody wydeduko-
wano na podstawie zwiększonej liczby komó-
rek z białkiem c-Fos, w stosunku do zwie-
rząt niestymulowanych. Dzięki zastosowaniu 
woltamperometrii cyklicznej szybkiej zmiany 
potencjału (ang. fast scan cyclic voltamme-
try, FSCV) możliwe było również sprawdze-
nie ilości dopaminy jaką wydzielają komórki 
pola brzusznego nakrywki u myszy stymu-
lowanej przezczaszkowo światłem podczer-
wonym. Komórki pola brzusznego nakrywki 
wysyłają projekcje do brzusznej części prąż-
kowia. Stymulacja dwusekundowymi pul-
sami światła podczerwonego komórek pola 
brzusznego nakrywki prowadziła do znacznie 
zwiększonego poziomu uwalniania dopaminy 
w brzusznej części prążkowia.

W innych badaniach sprawdzono również 
efektywność hamowania przez nanocząstecz-
ki NaYF4:Yb3+/Er+3 (Chen i współaut. 2018). 
W tym celu myszom eksprymującym Cre re-
kombinazę w neuronach pobudzających po-
dano do hipokampa wirus kodujący Arch, 
której ekspresja zależna była od rekombina-
zy. Po czterech tygodniach, uśpionym my-
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dzawki czy słone jeziora, mamy dzisiaj takie 
potężne narzędzie jak optogenetyka. Dowo-
dzi to wagi zachowania ekosystemów i ich 
bioróżnorodności, która w ostatnich latach 
stała się poważnie zagrożona przez niekon-
trolowane, wywołane przez człowieka zmiany 
klimatyczne.

S t r es zc zen i e

Sterowanie czynnością elektryczną wy-
branych, specyficznych grup komórek ner-
wowych lub nawet pojedynczej komórki w 
mózgu pozwala na zrozumienie tego, jak 
sieci neuronowe przetwarzają i kodują infor-
macje. Możliwość manipulacji aktywnością 
neuronów jest niezbędna w badaniu obwo-
dów neuronalnych, ich funkcji i roli w zdro-
wym i chorym mózgu. Obecnie istnieje wiele 
metod regulacji aktywności komórek nerwo-
wych wykorzystujących różne podejścia i na-
rzędzia. Techniki te różnią się bardzo pod 
względem specyficzności komórkowej, kine-
tyki i kierunku zmiany aktywności komór-
kowej (aktywacja/hamowanie). W niniejszej 
pracy wymieniamy różne metody kontrolowa-
nia aktywności neuronów poczynając od lat 
60. ubiegłego wieku, a kończąc na techni-
kach XXI w. Najwięcej miejsca przeznaczamy 
na opis opsyn i rozwoju metod zastosowania 
optogenetyki. Oddzielny rozdział poświęcamy 
charakterystyce metod powstałych w ostat-
nich latach, które wykorzystują nanoczą-
steczki i optyczną manipulację transkrypcją 
DNA. 
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OPTOGENETICS AND OTHER METHODS OF CONTROLLING THE NERVE CELLS ACTIVITY

Summary

Controlling the electrical activity of selected and specific groups of nerve cells or even a single cell in the brain 
allows for understanding how neuronal networks process and code information. The ability to manipulate the activ-
ity of neurons is essential in studying the function and role of neuronal circuits in a healthy and diseased brain. 
Currently, there are many methods of nerve cells activity regulation based on various approaches and tools. These 
techniques differ greatly in cellular specificity, kinetics, and direction of action (activation/inhibition). In this article, 
we list various methods of nerve cells manipulation – since the 60’s of the past century and ending with the lat-
est techniques of the present time. We devote the most space to the description of opsins and the development of 
methods for the application of optogenetics. A separate chapter is devoted to the characteristics of the methods de-
veloped in recent years which use nanoparticles and optical manipulation of DNA transcription.

Key words: chemogenetics, nanoparticles, opsins, optogenetics 
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