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OPTOGENETYKA I INNE METODY KONTROLI AKTYWNOSCI KOMOREK
NERWOWYCH*

WSTEP

Ludzie badaja uktad nerwowy juz od 5
tysiecy lat, o czym swiadczy zachowany sta-
roegipski manuskrypt spisany przez lekarzy
tamtych czaséow (BRESTEAD 1930). Pierw-
szy raz pojawia sie¢ w nim slowo ,mozg”.
Natomiast pierwsza znana historii osoba,
ktora stwierdzita, ze mozg tworzy Swiado-
mosS¢ i jest miejscem doznan byl Alkmion,
pitagorejczyk zyjacy w potowie V w. p.n.e.
Ten starozytny grecki neuroanatom wyglo-
sil réwniez uwage moéwigca, ze nerw wzro-
kowy jest Sciezka niosgca Swiatlo do moézgu
(PANEGYRES i PANEGYRES 2016). Stwierdzenie
to jest niemal zgodne z prawda, pomijajac
fakt, ze nerw wzrokowy nie przewodzi per
se kwantow Swiatla, a jedynie informacje o
nich, w postaci wyladowan elektrycznych w
wypustkach komoérek, z ktoérych sie sktada.
Czego jednak nie zrobila sama natura, do-
konat cztowiek. Obecnie wyposazeni jeste-
Smy w technologie, ktora umozliwia nam
dostarczenie sSwiatla do moézgu i sterowanie
aktywnoscia jego wybranych komoérek. Tech-
nologia ta to optogenetyka — polaczenie me-
tod optycznych i genetycznych, przy pomo-
cy ktorych jesteSsmy w stanie kontrolowac
aktywnos¢ wybranych neuronéw in vitro,
np. w hodowli komorkowej, jak i in vivo,
w zywym zwierzeciu, np. w swobodnie po-
ruszajacej sie myszy laboratoryjnej (BOYDEN
i wspotaut. 2005). Mozliwos¢ precyzyjnego
sterowania aktywnoscia specyficznych grup
komorek, ktore tworza okreslone obwody
neuronalne, jest niezbedna do dokladnego

zbadania dziatania ludzkiego mozgu i zrozu-
mienia zaleznosci przycznowo-skutkowej po-
miedzy bodzcem plynacym z otoczenia a od-
powiedzia w postaci zachowania zwierzecia
czy czlowieka. Powyzsze podejScie umozliwia
rowniez badanie funkcji mozgu ,wyzszego
rzedu” takich jak: emocje, percepcja, uwa-
ga, zdolnosci poznawcze, racjonalne mysle-
nie czy jezyk. Optogenetyka daje szanse na
zbadanie tych funkcji zaré6wno w zdrowym,
jak i w chorym mozgu, w ktorym aktywnosc¢
komoérek nerwowych jest zaburzona, np. w
schizofrenii, depresji, zaburzeniach ze spek-
trum autyzmu, zaburzeniach obsesyjno-kom-
pulsyjnych czy zaburzeniach stresu poura-
zowego (HUANG i wspotaut. 2013, SPARTA i
wspotaut. 2013). To sprawia, ze optogenety-
ka jest nieocenionym narzedziem wspolcze-
snej neurobiologii, a w przyszlosci by¢ moze
i medycyny.

Droga do odkrycia optogenetyki nie byla
jednak latwa, a sama metoda nie powstala
w oderwaniu od innych technik manipula-
cji aktywnoscia komorek nerwowych. Dlate-
go pierwszy rozdzial poswiecamy krotkiemu
opisowi optogenetyki, po czym przechodzimy
do chronologicznego opisu najwazniejszych
metod, ktore poprzedzaja powstanie wspol-
czesnej formy metod optogenetycznych. W
nastepnych rozdzialach prezentujemy histo-
rie powstania optogenetyki zachowujac, przy
opisie opsyn, kolejnos¢ w jakiej byly one
odkrywane i konstruowane. Koncowy roz-
dzial dedykujemy najnowszym metodom ma-
nipulacji aktywnoscia neuronéw, takich jak
LITEs czy techniki oparte na nanoczastecz-
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kach. Metody te, czerpiac z podstaw opto-
genetyki, wprowadzaja jednoczesnie nowa-
torskie rozwiazania i szkicuja perspektywy
dalszego ich wykorzystania w rozwoju neu-
robiologii.

OPTOGENETYKA

Optogenetyka opiera si¢ na opanowaniu
trzech podstawowych metod badawczych: (1)
produkcji opsyn, starej ewolucyjnie rodziny
genow pochodzacych od archebakterii i alg.
Kazdy z tych genéw koduje biatko, ktére po
wzbudzeniu Swiatltem o odpowiedniej diugo-
Sci fali generuje transblonowy ruch jonéw
lub protonéw; (2) bogatej puli procedur ma-
nipulacji genetycznej, pozwalajacych na wy-
starczajaco silng ekspresje opsyn w wybra-
nej, specyficznej grupie komoérek mozgu; (3)
narzedziach pozwalajacych dostarczy¢ swia-
tlo o wlasciwej dlugosci fali i manipulowac
sila i czasem trwania jego pulséw (DEISSE-
ROTH 2011).

Za odkrywce opsyn uznaje sie Fran-
za Bolla, ktory w 1876 r. zaobserwowal, ze
preciki siatkowki zaby zmieniaja kolor po
wystawieniu zwierzat na Swiatlo réznej bar-
wy (BoLLA 1877). Prawie sto lat poézniej od-
kryto mechanizm dzialania opsyn u mikro-
organizméw. W 1971 r. opisano bakterioro-
dopsyne pochodzaca od Halobacterium halo-
bium - halofilnej archebakterii zasiedlajacej
Srodowiska o wysokim stezeniu soli (OESTER-
HELT i STOECKENIUS 1971). Odkryto wtedy,
ze bakteriorodopsyna pod wplywem sSwiatla
dziala jak pompa jonowa. Dalsze odkrycia
bialek z tej rodziny przypadaja na 1977 r.,
kiedy odkryto halorodopsyne (MATSUNO-YAGI
i MUKOHATA 1977), i 2002 r., kiedy opisa-
no opsyne ChR1 (ang. channelrhodopsin-1)
(NAGEL i wspolaut. 2002). Od chwili odkry-
cia pierwszej bakteryjnej opsyny, do chwi-
li opublikowania przez Karla Deisserotha i
jego zespdl z Uniwersytetu Stanforda pracy
opisujacej pierwsza optogenetyczna manipu-
lacje aktywnosci komoérek nerwowych mu-
sialo mina¢ ponad 30 lat (BOYDEN i wspol-
aut. 2005). Trzeba jednak zaznaczy¢, ze
sam pomysl manipulacji aktywnoscia neu-
ronéw za pomoca Swiatla nie byl nowy; juz
w 1979 r. Francis Crick spekulowal na ten
temat na lamach Scientific American (DEIS-
SEROTH 2010). Dla pelnego obrazu sytuacji
nalezy réwniez wspomnie¢ o calym wachla-
rzu wczesniejszych metod jakie powstaly
przez ostatnie poéilwiecze dla celéw manipula-
cji aktywnoscia komorek nerwowych. Metody
te sa bardzo rozne, zarowno pod wzgledem
zasad dzialania, jak i ich dokladnosci w
czasowo-przestrzennej regulacji aktywnosci
neuronéw. Roznig sie réwniez pod wzgledem
specyficznosci, czyli mozliwosci wybiérczego

oddzialywania na okreslony typ komorek,
np. tylko na komorki pobudzajace (glutami-
nergiczne) lub hamujace (GABAergiczne).

PIERWSZE METODY MANIPULACJI
AKTYWNOSCIA KOMOREK
NERWOWYCH

Do najstarszych préb manipulacji aktyw-
noscia komorek nerwowych naleza metody
blokujace naturalne przewodnictwo w ner-
wie przez jego polaryzacje za pomoca elek-
trod (VASTOLA 1961). Inne metody z lat 60.
opieraly sie na zablokowaniu aktywnosci
komoérek przez chlodzenie tkanki moézgowe;j
przy uzyciu metalowych drutéw lub plytek
podiaczonych do aparatury chtodzacej (HULL
1968). Rownoczesnie stosowano farmakolo-
gie: wykorzystywane byly blokery kanalow
sodowych (np. tetrodotoksyna), réznego typu
agonisci (np. muscimol) i antagoniSci (np.
pikrotoksyna) receptoréw hamujacych GA-
BA-A (NARAHASHI i wspoélaut. 1964, HORI i
wspotaut. 1979). Powyzsze zwiazki sa nadal
szeroko wykorzystywane w badaniach elek-
trofizjologicznych nad ukladem nerwowym.
Nie umozliwiaja one jednak specyficznej blo-
kady tylko jednej, wybranej klasy komorek.
Nieco poézniej, na przetomie lat 80. i 90.
eksperymentowano z ro6znymi chemicznie
syntetyzowanymi, ,uwiezionymi” (ang. caged)
neurotransmiterami, takimi jak: acetylocho-
lina, kwas y-aminomastowy (GABA), glicyna
czy glutaminian. W metodzie tej do natyw-
nych neuroprzekaznikéw, za pomoca wigzan
estrowych lub amidowych, przylaczano nie-
wielkie weglowodory cykliczne. Taki kompo-
nent byl biologicznie nieaktywny i fotolabil-
ny. Po oswietleniu Swiatlem lasera zwiazki
te rozpadaly sie uwalniajac ,uwieziony”, bio-
logicznie czynny neuroprzekaznik (WILCOX
i wspotaut. 1990). Byly to pierwsze formy
stymulacji aktywnosci komorek nerwowych
za pomoca Swiatla. Poczatkowo metoda ta
stosowana byla do sledzenia funkcjonalnych
polaczen pomiedzy neuronami w mozgach
ssakow. Wykorzystujac metode ,uwiezione-
go” glutaminianu wraz z metodami elektro-
fizjologicznymi zmapowano rozwoj funkcjo-
nalnych polaczen w korze wzrokowej rozwi-
jajacych sie mlodych fretek (DALvVA i KATZ
1994). Technologia ,uwiezionych” neuroprze-
kaznikéow intensywnie ewoluowata i dzisiaj
jest réwniez szeroko wykorzystywana w ba-
daniach neurobiologicznych nad plastyczno-
Scia moézgu. ,Uwiezione” neuroprzekazniki, z
wykorzystaniem mikroskopii dwufotonowej,
umozliwiaja obecnie stymulacje pojedynczych
kolcow dendrytycznych w synapsach i bada-
nie szlakow sygnatowych bioracych udziat w
plastycznosci tych struktur (CHANG i wspol-
aut. 2019). Niestety stymulacja za pomoca
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yJuwiezionych” neuroprzekaznikéw rowniez
nie pozwala na specyficzna manipulacje ak-
tywnosci wybranej populacji neuronow.
Taka specyficzna kontrole umozliwiaja
dopiero narzedzia biologii molekularnej, po-
legajace na zaplanowanej ekspresji réznego
typu genow w wybranych typach komorek.
Metody te uzywaja gendéw zmutowanych, po-
chodzacych od innych organizméw lub za-
projektowanych od podstaw. Za przyktad
moze postuzy¢ kierowana ekspresja z wyko-
rzystaniem systemu GAL4/UAS u muchoéw-
ki, wywilzny karlowatej (Drosophila mela-

nogaster). Z wykorzystaniem tego systemu
stworzono wywilzny, u ktérych za posrednic-
twem zmian temperatury mozna bylo stero-
wac aktywnoscia wybranych grup komorek.
Bylo to osiagalne przez wprowadzenie do
komoérek zmutowanego allelu shi*!. Gen ten
koduje biatko odpowiedzialne za endocyto-
ze, a przez to recyrkulacje pecherzykow sy-
naptycznych. Dodatkowo, jego ekspresja re-
gulowana jest przez temperature (Tabela 1)
(Krtamoto 2001). Pozwolilo to na sterowanie
aktywnoscia neuronow i zachowaniem wy-
wilzn w minutowej skali czasu, a wiec wy-

Tabela 1. Wybrane metody manipulacji aktywnoscia komérek nerwowych.

Nazwa

Biatko, pochodzenie

Stymulacja

Efekt

Bibliografia

Allel shi*! (mutacja

genu natywnego)

dynamina (GTPaza)

Drosophila melanogaster

>30°C

blokada endocytozy, blok
synaptyczny

Kiramoro 2001

Lekki tancuch te-
tanospazmniy — w
postaci transgenu

enzym proteolityczny,

Clostridium tetani

kodujacego to biat-

konstytutywna eks-
presja lub doksycy-
klina

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

SWEENEY i
wspoétaut. 1995

YAMAMOTO i
wspotaut. 2003

ko
AlstR receptor GPCR regulu-  peptyd allatostatyna aktywacja kanatow GIRK, LECHNER i
jacy synteze hormonu hiperpolaryzacja blony wspotaut. 2002
juwenilnego,
D. melanogaster
chARGe trzy biatka budujace Swiatto o dtugosci uruchomienie kaskady ZEMELMAN i
fotoreceptor: arestyna-2, fali 400-600 nm sygnalowej przez biatko wspotaut. 2002
rodopsyna, podjednost- G, aktywacja kanalow ka-
ka a biatka G, tionowych, depolaryzacja
D. melanogaster blony
TRPV1 receptor/kanat katio- kapsaicyna aktywacja kanalu, depola- ZEMELMAN i
nowy, ryzacja blony wspotaut. 2003
Rattus norvegicus
SPARK zmodyfikowany kanat Swiatlo o dhugosci zmiana konformacji zwiaz- BANGHART i
potasowy z kowalen- fali ~380 nm - ak- ku chemicznego, otwarcie wspotaut. 2004
cyjnie przylaczanym tywacja; 460-500 kanalu, depolaryzacja
fotoczulym zwiazkiem nm - inaktywacja blony
chemicznym,
D. melanogaster
MIST zmodyfikowane biatka podanie zwiazkow dimeryzacja bialek, zaha- KARPOVA i
odpowiedzialne za egzo- chemicznych mowania egzocytozy, blok wspétaut. 2005
cytoze, synaptyczny
Rattus norvegicus
DREADD: Zmodyfikowany muska- N-tlenek klozapiny  aktywacja szlaku sygna- ARMBRUSTER i
hM4Di rynowy receptor GPCR lowego za posrednictwem  wspotaut. 2007
hM3Dq acetylocholiny, biatka G, hlperl.nolaryzaqa ALEXANDER i
Homo sapiens lub depolaryzacja blony wspoétaut. 2009
ChR1 kanat przepuszczalny Swiatto o dtugosci aktywacja kanalu, depola- NAGEL i wspot-

dla jonow wodorowych,

Chlamydomonas rein-
hardtii

fali ~500 nm

ryzacja blony

aut. 2002
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ChR2 kanal kationowy, Swiatlo o dlugosci aktywacja kanalu, depola- NAGEL i wspot-

ChR2HIR C. reinhardtii fali 450-490 nm ryzacja btony aut. 2003
(470-510 nm dla BOYDEN i

ChR2F!12°T/ChETA

ChETA)

wspotaut. 2005
NAGEL i wspoél-
aut. 2005

GUNAYDIN i
wspoétaut. 2010

RO4

rodopsyna, receptor
GPCR dziatajacy za po-
Srednictwem G.

i/o’

R. norvegicus

Swiatlo o dtugosci
fali ~475nm

postsynaptyczna aktywa-
cja kanatow GIRK, hiper-
polaryzacja blony,

presynaptyczne hamowa-
nie kanaléw wapniowych,
hamowanie wydzielania
neuroprzekaznika

L1 i wspoétaut.
2005

Halo/NpHR
eNpHR/eNpHR2.0

pompa chlorowa,

Natronomas pharaonis

Swiatlo o dlugosci
fali 560-590 nm

transport anionéw chloru
do wnetrza komorki, hi-
perpolaryzacja blony

HAN i BOYDEN
2007

ZHANG 1 wspot-

eNpHR3.0
aut. 2007
GRADINARU i
wspoétaut. 2008
CHOW i wspot-
aut. 2010
GRADINARU i
wspoéltaut. 2010
VChR kanatl kationowy, swiatlo o dlugosci aktywacja kanalu, ERNST i wspot-
Volvox carteri fali 450-490 nm depolaryzacja btony aut. 2008
VChR1 kanat kationowy, Swiatto o dtugosci aktywacja kanatu, ZHANG i1 wspot-
V. carteri fali ~535 nm depolaryzacja btony atu. 2008
Arch/ pompa protonowa, Swiatlo o dtugosci transport protonéw na CHOW i wspot-
ArchT Halorubrum sodomense, fali 525-600 nm zewnatrz komorki, hiper- aut. 2010
polaryzacja btony - -
Halorubrum sp. szczep HaN i wsp6t
TP009 aut. 2011
Mac/LR/Ops pompa protonowa, Swiatlo o dhugosci transport protonéw na CHOW i wspot-
Leptosphaeria maculans fali 510-570 nm zewnatrz komorki, hiper- aut. 2010
polaryzacja blony
optoXR hybrydy biatkowe zto- Swiatto o dlugosci aktywacja kaskady sy- AIRAN i wspot-
zone z rodopsyny Bos fali ~470-500 nm gnalowej: receptor a, za aut. 2009
taurus i receptora adre- posrednictwem G, depo-
nergicznego a, laryzacja btony; receptor
H. sapiens lub recep- B, za posrednictwem G,
tora adrenergicznym f3, hiperpolaryzacja btony
Mesocricetus auratus
ClV1 hybryda biatkowa ChR1 swiatlo o dtugosci aktywacja kanalu, depola- PRAKASH i

C. reinhardtii i VChR1
V. carteri

fali ~1040 nm

ryzacja blony

wspoétaut 2012

RICKGAUER i
wspoétaut. 2014
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LITEs hybrydy biatkowe zto-
zone z motywuw TALE
Xanthomonas sp.,
dwoch biatek CRY2 i
CIB1 Arabidopsis tha-
liana oraz biatek efek-
torowych: syntetycznego
VP64 na bazie jednego
z bialek Herpes sim-
plex virus i drugiego
SID4X na bazie jednego
z bialek A. thaliana

swiatlo o dilugosci
fali 350-475 nm

zmiana konformacji CRY2, KONERMANN i
przytaczenie CIB1 do

CRY2; VP64 - aktywacja
transkrypcji, SID4X - po-

wspétaut. 2013

Srednictwo w deacetylacji
histonéw, represja trans-

krypcji

TRPV1 i nanoczast-
ki Fe,0, @ 22 nm

receptor/kanat kationo-
wy, R. norvegicus

pole magnetycz-
ne, oddanie ciepta

aktywacja kanalu, depola- CHEN i wspol-

ryzacja blony aut. 2015

przez czastki w wy-

niku magnetycznej
histerezy, >43°C

nanoczastki ztota -
@ 20 nm skoniugo-
wane z II-rzedowymi
przeciwciatami

swiatlo o dilugosci
fali ~523 nm

CARVALHO-DE-
-SouzA i wsp6t-
aut. 2015

wypromieniowanie ener-
gii przez nanoczasteczki
w postaci ciepta, zmiana
pojemnosci elektrycznej
blony generuje prad po-
jemnosciowy, depolaryza-
cja btony

nanoczastki NaY-
F4:Yb3 /Tm?,

kanal kationowy,

C. reinhardtii,

. 3+ +3
NaYF4:Yb / Er pompa protonowa,

i opsyny ChR2,
Arch

H. sodomense

Swiatto o dtugosci
fali ~980 nm

pochtoniecie przez nano- CHEN i wspo6t-

czastke niskoenergetycz- aut. 2018
nych fotonéw i wypromie-

niowanie fotonu o wyzszej

energii, aktywacja ChR2

i depolaryzacja btony lub

aktywacja Arch i hiperpo-

laryzacja btony

wolanie u nich temperaturowo-zaleznego pa-
ralizu lub ich oslepienia. Z wykorzystaniem
systemu GAL4/US udalo sie réwniez zaha-
mowac przekaznictwo synaptyczne w wybra-
nych komorkach tych muchowek przez eks-
presje genu kodujacego lekki tancuch bial-
ka tetanospazminy, groznej toksyny pocho-
dzacej od laseczki tezca (Clostridium tetani)
(SWEENEY i wspoétaut. 1995). Lekki tancuch
tetanospazminy jest odpowiedzialny za cie-
cie bialka VAMP2/synaptobrewina 2, ktore
zwiazane jest z membrana pecherzykéw sy-
naptycznych. VAMP2 odpowiedzialne jest za
proces dokowania pecherzyka synaptyczne-
go do blony presynaptycznej i jego fuzje z
blong. Jest to wiec jedno z bialek bioracych
udzial w procesie egzocytozy pecherzyka sy-
naptycznego i uwolnienia neuroprzekaznika
do szczeliny synaptyczne;j.

Przy wykorzystaniu metod indukowanej
ekspresji udalo sie pozniej stworzyé linie
myszy eksprymujacych lekki lancuch teta-
nospazminy w zaleznosci od obecnosci an-
tybiotyku doksycykliny (YAMAMOTO i wspol-
aut. 2003). Podajac myszom ten antybiotyk

w pozywieniu i wodzie udalo sie indukowac
ekspresje lekkiego lancucha tetanospazmi-
ny w komoérkach ziarnistych mézdzku. W
ten spos6b mozna bylo hamowac¢ uwalnia-
nie glutaminianu przez komorki ziarniste, co
prowadzilo do znacznego pogorszenia wyni-
kow w testach na koordynacje ruchowa gry-
zoni traktowanych doksycykling. Efekt ten
byt odwracalny po zaprzestaniu podawania
antybiotyku.

NOWE METODY MANIPULACJI
AKTYWNOSCIA KOMOREK
NERWOWYCH

W wyniku metodycznych poszukiwan po-
jawilo sie wiele technik majacych na celu
kontrolowanie aktywnosci neuronow. Sto-
sunkowo nowym podejsciem jest wykorzy-
stanie chemogenetyki. Metoda ta polega na
genetycznej manipulacji pozwalajacej na
ekspresje w docelowych komorkach ge-
now kodujacych specjalnie zaprojektowane,
transblonowe biatka receptorowe, reaguja-
ce na wybrane niewielkie zwiazki chemicz-
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ne. Bialka te w obecnosci swoich ligandow
zmieniaja wlasng konformacje i w réznorod-
ny sposoéb wplywaja na aktywnos¢ komo-
rek, w ktorych sa eksprymowane. Jednym z
pierwszych tego typu podejs¢ byto uzycie do
regulacji aktywnosci ssaczych neuronéw re-
ceptora AlstR pochodzacego z D. melanoga-
ster. AlstR nalezy do receptorow sprzezonych
z biatkiem G (ang. G protein-coupled recep-
tor, GPCR), natywnie odpowiada za regulacje
syntezy hormonu juwenilnego owadéw i jest
aktywowany przez niewielki peptyd, allato-
statyne. Receptor ten, w neuronach ssakow,
po podaniu egzogennej allatostatyny, akty-
wuje sprzezone z biatkiem G wewnatrzpro-
stownicze kanaly potasowe (ang. G protein-
-coupled inwardly-rectifying potassium chan-
nels, GIRKs), ktore po otwarciu powoduja
hiperpolaryzacje komorki i zmniejszaja w ten
spos6b prawdopodobienstwo wystapienia po-
tencjalow czynnosciowych (LECHNER i wspol-
aut. 2002).

Kolejnym krokiem na dtugiej drodze roz-
woju metod i technologii kontroli aktywno-
Sci komorek nerwowych byto wykorzystanie
Swiatla, w potaczeniu z narzedziami trans-
formacji genetycznej. Nie byly to stricte me-
tody optogenetyczne w dzisiejszym rozumie-
niu. Wykorzystywaly one Swiatlo do bezpo-
Sredniej aktywacji genetycznie i chemicznie
modyfikowanych biatek lub posrednio, przez
yuwiezione” ligandy. Mozna jednak z pewno-
Scig powiedzie¢, ze byly to pewne prekurso-
rowe metody optogenetyczne. Znacznie bar-
dziej skomplikowane i trudniejsze w reali-
zacji, a takze mniej efektywne niz wlasciwa
optogenetyka. Mimo swoich niedoskonalo-
Sci pokazaly jednak, ze przy pomocy sSwia-
tla mozna selektywnie sterowac aktywnoscia
wybranej populacji neuronéw. Do pierwszych
tego typu metod nalezy metoda chARGe,
wykorzysujaca geny kodujace fotoreceptor
wywilzny karlowatej: arrestyne-2, rodopsyne
i podjednostke a biatka G. Eksprymowana
opsyne nalezalo dodatkowo rekonstytuowac,
dodajac do ukladu catkowity-trans-retinal
(chromofor), ktoéry kowalencyjnie laczy sie z
tym biatkiem i nadaje mu pelna funkcjonal-
nos¢ w absorbcji sSwiatla. Eksprymujac trzy
powyzsze geny w szczurzych neuronach hi-
pokampalnych w obecnosci retinalu mozna
bylo, z mniejsza lub wieksza skutecznoscia,
wzbudzaé¢ potencjaly czynnosSciowe za po-
moca Swiatla (ZEMELMAN i wspoélaut. 2002).
Wszystkie powyzej opisane metody transfor-
macji genetycznej i kontroli aktywnosci ko-
morkowej nie pozwalaly jednak na skutecz-
na, efektywna i czasowo-specyficzna kontrole
potencjaléw czynnosciowych w komorkach
nerwowych.

Dopiero w 2003 r., przy wykorzystaniu
receptora waniloidowego (ang. vanilloid re-

ceptor, TRPV1) wraz z technologia ,uwiezio-
nych” ligandéw, rzeczywiscie mozliwe stalo
sie stosunkowo precyzyjne sterowanie ak-
tywnoscia komoérek nerwowych. Receptor
waniloidowy jest nieselektywnym kanatem
kationowym, ktory normalnie wystepuje w
neuronach  nocyceptywnych  (receptorach
bolowych) obwodowego ukladu nerwowego.
W obecnosci swojego ligandu, kapsaicyny,
receptor ten powoduje depolaryzacje blo-
ny komoérkowej. Eksprymujac ten receptor
w szczurzych neuronach hipokampalnych i
jednoczesnie stosujac ,uwieziong” kapsaicy-
ne, potwierdzono skutecznosc¢ tego rozwigza-
nia (ZEMELMAN i wspotaut. 2003). Metoda ta
(receptor-,uwieziony” ligand) poshuzyla m.in.
do manipulacji zachowaniem wywilzny i ma-
powania jej obwodéw neuronowych. Badajac
proste obwody neuronalne odpowiedzialne za
stereotypowe zachowania ruchowe tego owa-
da i kontrolujac pewne grupy neuronow w
jego tulowiu, zaprezentowano lot bezglowe-
go korpusu muchéwki (LIMA i MIESENBOCK
2005).

Nastepnym, interesujacym i kreatywnym
podejsciem byt system SPARK (ang. synthe-
tic photoisomerizable azobenzene-regulated
K* channels) wykorzystujacy do kontroli ko-
morek genetycznie zmodyfikowany kanat po-
tasowy wraz z przylaczonym do niego kowa-
lencyjnie specyficznym zwigzkiem chemicz-
nym (BANGHART i wspoélaut. 2004). Zwiazek
ten, pod wplywem fal Swiatla roznej dlugo-
Sci, zmienial swoja konformacje i dlugosé
czasteczki. W swojej dtuzszej konfiguracji
trans byt zdolny zatykac¢ zewnatrzkomorko-
wa strone kanalu, blokujac przeplyw jonow
potasu. Natomiast po wzbudzeniu sSwiattem
ultrafioletowym, czasteczka zmniejszala swo-
ja dhugos¢é o ok. 7 angstremoéw, nie siegala
wylotu kanatu i nie blokowala przeptywu jo-
now potasu (BANGHART i wspoétaut. 2004).

Kolejne lata przyniosty powstanie i szybki
rozw0j metod optogenetycznych do postaci,
jaka dzisiaj znamy — wykorzystujacych opsy-
ny archebakterii i alg. Jednocze$nie z roz-
kwitem tych metod, postepowal rozwdj che-
mogenetycznej kontroli komoérek nerwowych.
W 2005 r. opublikowano metode MIST (ang.
molecules for inactivation of synaptic trans-
mission), pozwalajaca zablokowac cykl obie-
gu pecherzykéw synaptycznych i zatrzymac
uwalnianie neuroprzekaznikéw do szczeliny
synaptycznej. Metoda ta bazuje na genetycz-
nie zmodyfikowanych biatkach synaptycz-
nych, ktore w obecnosci wlasciwych czaste-
czek chemicznych dimeryzuja (lacza sie w
pary), w wyniku czego nie moga dalej pelni¢
swojej funkcji (KARPOVA i wspétaut. 2005).

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



Optogenetyka i inne metody kontroli aktywnosci komérek nerwowych 65

cy kontrole aktywnosci neuronéw za po-
moca genetycznie zmodyfikowanych bialek
GPCR ludzkich receptorow muskarynowych
dla acetylocholiny. Receptory te moga byc¢
aktywowane przez specjalnie zaprojektowa-
ny, nowy zwiazek chemiczny N-tlenek klo-
zapiny (ang. clozapine-N-oxide, CNO), bedac
jednoczesnie niewrazliwymi na swoéj natyw-
ny ligand, acetylocholing, ani na jej synte-
tyczna pochodna, karbachol (ARMBRUSTER i
wspoétaut. 2007). Jednym z biatek wykorzy-
stanym przy konstrukcji nowych receptorow
byt ludzki muskarynowy receptor acetylo-
choliny hM4, ktory dziala za posrednictwem
bialek G, na kanaly potasowe GIRK, biora-
ce udzial w hiperpolaryzacji btony komorki.
Dwie punktowe mutacje w wybranych miej-
scach lancucha aminokwasowego receptora
hM4 pozwolily na skonstruowanie receptora
hM4Di niewrazliwego na acetylocholine, a
reagujacego na CNO. Eksprymujac hM4Di
w warunkach in vitro w szczurzych neuro-
nach hipokampalnych i wprowadzajac CNO
do roztworu mozna bylo hiperpolaryzowaé
te komorki o ok. 7 mV. Powyzszy stopien
hiperpolaryzacji byl wystarczajacy do zablo-
kowania spontanicznych wytadowan tych
komoérek. Ponadto, receptor hM4Di nie wy-
kazywal aktywnosci przy braku CNO, a jego
ekspresja w komoérkach nie zmieniala pod-
stawowych wtasnosci elektrofizjologicznych
blony neuronalnej (ARMBRUSTER i wspotaut.
2007).

Genetycznie zmodyfikowane ludzkie re-
ceptory muskarynowe dla acetylocholiny
wykorzystuje sie réowniez do aktywacji ko-
morek nerwowych. Receptor hM3, dzialaja-
cy za posrednictwem bialek Gq, postuzyl do
stworzenia zmutowanego receptora hM3Dq,
ktéry, podobnie jak hM4Di, nie reagowat
na acetylocholine, a byl wrazliwy na CNO
(ARMBRUSTER i wspoétaut. 2007). Zmutowane
biatko postuzylo np. do stworzenia transge-
nicznej linii myszy, eksprymujacej hM3Dq w
neuronach pobudzajacych kory, hipokampa
i prazkowia (ALEXANDER i wspoétaut. 2009).
Dodanie CNO podczas rejestracji elektrofizjo-
logicznych w skrawkach moézgowych pocho-
dzacych od myszy eksprymujacych hM3Dq
prowadzilo do depolaryzacji neuronéw pira-
midalnych hipokampa o ok. 8 mV, a takze
zwiekszalo czestotliwo$§¢ spontanicznych po-
tencjalow czynnosciowych tych komoérek. Po-
danie dootrzewnowe CNO powodowalo u my-
szy zwiekszona lokomocje i wzrost zachowan
stereotypowych, utrzymujace sie przez 9 go-
dzin po zastrzyku. Rejestracje elektrofizjolo-
giczne za pomocg elektrod wprowadzanych
do moézgow tych myszy pokazaly natomiast,
ze juz 5-10 minut po dootrzewnowym poda-
niu CNO, zwieksza si¢ aktywnoS¢ neuronéw
hipokampa (ALEXANDER i wspoétaut. 2009).

Wszystkie powyzej wymienione metody
chemogenetyczne, pomimo wielu swoich za-
let, nie pozwalaja jednak na sterowanie ak-
tywnoscia neuronéw z precyzja milisekundo-
wa, jaka mozna osiagnaé¢ stosujac techniki
optogenetyczne. Rowniez w metodach che-
mogenetycznych, odpowiedzi neuronow sa
niejednorodne w obrebie grupy stymulowa-
nych komorek, jak i w kolejnych powtoérze-
niach podawania liganda. Metody chemoge-
netyczne sa jednak latwiejsze i nie wymaga-
ja uzycia drogich, zawansowanych technolo-
gicznie narzedzi do kontroli pulsow Swiatta.
Tam, gdzie nie jest wymagana milisekundo-
wa precyzja w kontroli aktywnosci neuro-
noéw, moga stanowi¢ optymalne rozwigzanie.

OPSYNY

Wracajac do optogenetyki: w 2002 r.
Georg Nagel z Instytutu Maxa Plancka wraz
ze wspolpracownikami (NAGEL i wspolaut.
2002) opublikowal doniesienie, w ktorym
przedstawil sekwencje DNA z jednokomor-
kowej algi Chlamydomonas reinhardtii. Se-
kwencja ta bardzo przypomina DNA koduja-
ce opsyny bakteryjne. Eksprymujac ten frag-
ment DNA w oocytach platany szponiastej
(Xenopus laevis) udowodniono, ze rzeczywi-
Scie koduje on funkcjonalna opsyne, kanat,
ktory po wzbudzeniu swiatlem zielonym sta-
je sie przepuszczalny dla jonéw wodorowych.
Opsyne te opisano skrétem ChR1, a autorzy
raportu juz wtedy sugerowali mozliwos¢ jej
wykorzystania w sterowanej Swiatlem mani-
pulacji gradientem elektrycznym w poprzek
blony komérkowej. W kolejnym roku zespot
Nagela opublikowat prace (NAGEL i wspoétaut.
2003), w ktorej zaprezentowano dzialanie
drugiej opsyny, ChR2 (ang. channelrhodop-
sin-2), w oocytach platany szponiastej oraz
ludzkich i chomiczych liniach komoérkowych.
Opsyna ta okazala sie by¢ kanalem o bar-
dzo szybkiej kinetyce dzialania. Kanalem,
ktory po wzbudzeniu s$wiatlem niebieskim
(450-490 nm), generowal stosunkowo duzy
prad kationowy i dzieki temu mogl depola-
ryzowa¢ komorki, zwiekszajac w ten sposéb
szanse¢ na wywolanie potencjalu czynno-
Sciowego. Niecale dwa lata pédzniej odkryw-
cy opsyny ChR2, we wspodlpracy z zespolem
Karla Daisseroth’a, opublikowali pierwsza
udana transformacje szczurzych neuronow
hipokampalnych w hodowli komorkowej za
pomoca wektoréw lentiwirusowych koduja-
cych nowo opisana opsyne. Stalo sie wtedy
jasne, ze ekspresja tylko tej jednej opsyny
jest w zupelnosci wystarczajgca do wywola-
nia potencjalow czynnosciowych w stymu-
lowanych $wiatlem komérkach nerwowych.
Procedura ta nie wymaga rowniez podawania
calkowitego-trans-retinalu, poniewaz jak sie
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okazalo, wystepuje on naturalnie w cytopla-
zmie komorek ukladu nerwowego (BOYDEN i
wspotaut. 2005). Ponadto, ekspresja opsyny
ChR2 byla stabilna przez kilka tygodni po
transformacji i nie zmieniatla podstawowych
parametrow elektrofizjologicznych blony ko-
morkowej. Wskazywalo to na brak cytotok-
sycznosci tego biatka i Swiadczylo o tym,
ze jest ono aktywne jedynie po wzbudze-
niu Swiattem. Kilka miesiecy pdzniej zostata
opublikowana praca opisujaca wykorzystanie
opsyny ChR2 wraz ze szczurza rodopsyna
4 (ang. rhodopsin 4, RO4) (L1 i wspoétaut.
2005). Biatko RO4 nalezy do rodziny rodop-
syn kregowcow, ktore sg receptorami GPCR,
dziatajacymi postsynaptycznie za posrednic-
twem bialek G., na kanaly GIRK hiperpola-
ryzujace blone f(omorkl oraz presynaptycznie
na kanaly wapniowe, blokujac naplyw jonow
wapnia do komoérki presynaptycznej. Zmniej-
szone stezenie jonow wapnia jest czynnikiem
hamujacym egzocytoze neuroprzekaznikow.
Aktywnos¢ RO4 w dwojaki sposéb prowa-
dzi wiec do hamowania aktywnosci komoérki
nerwowej. W pracy tej, przy uzyciu technik
optogenetycznych udalo sie po raz pierwszy
dokonac¢ dwukierunkowej manipulacji aktyw-
noscig komoérek nerwowych (aktywacja/ha-
mowanie). Oprocz tego, eksprymujac opsyne
ChR2 za pomoca elektroporacji w rdzeniu
nerwowym kurzych embrionow, udalo sie
w nim zwiekszy¢ czestotliwoS¢ spontanicz-
nych, rytmicznych wyladowan. Zwiekszenie
czestotliwosci tych, naturalnie wystepujacych
wyladowan w rdzeniu kregowym kurzego
embrionu, prowadzilo z kolei do zwieksze-
nia czestotliwosci ruchéw osiowych same-
go embrionu in ovo. Doswiadczenie to bylo
pierwszym przykladem optogenetycznej ma-
nipulacji zachowaniem zywego organizmu. W
badaniach tych ujawniono jednoczesnie, ze
Swiatlo niebieskie wystarczajaco skutecznie
penetruje owodnie i tkanke samego embrio-
nu, aby uaktywni¢ opsyne ChR2, co bylo
dobrym prognostykiem dla dalszego wyko-
rzystania tej opsyny w badaniach in vivo.
Nastepnie Nagel we wspoélpracy z na-
ukowcami z Frankfurtu opublikowal prace
dowodzaca, ze przy wykorzystaniu technik
optogenetycznych mozna manipulowaé row-
niez zachowaniem prostego organizmu mo-
delowego, jakim jest jednomilimetrowej diu-
gosci nicien Caenorhabditis elegans (NAGEL
i wspétaut. 2005). Eksprymujac ulepszona
wersje ChR2 (z mutacja punktowa w miej-
scu 134 aminokwasu - ChR2PR) w ko-
morkach miesniowych C. elgans mozna bylo
za pomoca Swiatla wywolywacé skurcze mie-
$ni, ktére prowadzily do kurczenia sie tego
nicienia i skladania przez niego jaj. Nowa
ChR2HI3R wykazywala wieksza stabilno$¢ w
przewodzeniu pradéw jonowych w stosun-

ku do pierwotnej, niezmutowanej formy tego
biatka. Ekspresja opsyny ChR2UIR w me-
chanoreceptorach tego zwierzecia pozwalala
wywolywaé¢ odruch cofania jego glowy, re-
akcje naturalnie wystepujaca w chwili na-
potkania przeszkody mechanicznej. Mani-
pulacje zachowaniem nicienia byly mozliwe
jedynie przy diecie wzbogaconej w catkowity-
-trans-retinal.

Kolejne lata przyniosly niebywale szybki
rozw6j metod optogenetycznych. Wiele grup
badawczych z calego Swiata zaczelo wyko-
rzystywaé¢ optogenetyke w badaniach nad
ukladem nerwowym, poniewaz umozliwia
ona aktywacje lub hamowanie aktywnosci
elektrycznej komoérek nerwowych z milise-
kundowa precyzja. Szybki wzrost zaintereso-
wania optogenetyka doprowadzil réowniez do
szeroko zakrojonych poszukiwan w Swiecie
bakterii, alg i grzybéw nowych bialek, ktore
mialyby podobna funkcje jak opsyna ChR2.
Swiat nauki wiedzial, ze dla dalszego roz-
woju optogenetyki niezbedne jest znalezienie
lub stworzenie za pomoca narzedzi inzynie-
rii genetycznej nowych receptorow Swiatta.
Swiattoczutych kanatéw, charakteryzujacych
sie réoznorodng selektywnoscia wzgledem jo-
noéw, reaktywnoscia na rozne diugosci fali
Swiatla, szybsza kinetyka aktywacji, krot-
szym czasem inaktywacji, czy wieksza prze-
wodnoscia. Poczatkowo eksperymentowano z
poznana juz w 1977 r. halorodopsyna (ang.
halorhodopsin, Halo/NpHR), bedaca pompa
transportujaca do wnetrza komorki anio-
ny chloru po wzbudzeniu zéltym Swiatlem
(560-590 nm). Biatko to pochodzi od ar-
chebakterii Natronomas pharaonis zasiedla-
jacej srodowiska o wysokim stezeniu jonow
chlorkowych i umozliwia jej utrzymanie wta-
Sciwego ciSnienia osmotycznego i zmniejsze-
nie wydatkow energetycznych przez pompo-
wanie anionéw chloru do wnetrza komorki
przeciw gradientowi potencjatu elektrycznego
blony (HAN i BOYDEN 2007, ZHANG i wspol-
aut. 2007). Eksprymujac halorodopsyne w
szczurzych neuronach hipokampa mozna
bylo zmniejsza¢ aktywnosé tych komorek
przez hiperpolaryzacje ich blony za pomoca
zo6ltego Swiatla. Halorodopsyna okazala sie
mie¢ réwnie szybka kinetyke i czulos¢ jak
opsyna ChR2 - 1 ms puls zbéltego Swiatla
prowadzil do hiperpolaryzacji btony komor-
kowej o kilka miliwoltow i zmniejszal praw-
dopodobienstwo wywolania potencjalu czyn-
nosciowego. Jednoczesna ekspresja ChR2
i NpHR pozwolila po raz pierwszy na dwu-
kierunkowa manipulacje aktywnosScia komo-
rek nerwowych z prawdziwie milisekundowa
kinetyka, znacznie szybciej niz szczurza ro-
dopsyna 4 dzialajaca metabotropowo za po-
Srednictwem biatka G. Halorodopsyna oka-
zala sie pie¢ razy szybsza w aktywacji hi-
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perpolaryzujacego pradu, 90 razy szybsza w
jego deaktywacji po zakonczeniu stymulacji
Swiatlem i generowata ponad 3,5 razy wiek-
sza hiperpolaryzacje niz szczurza rodopsy-
na 4. Komérki posiadajace w swojej blonie
ChR2 i NpHR mozna bylo bez przeszkod na
przemian depolaryzowac¢ i hiperpolaryzowac
z czestotliwosScia 2,5 Hz, przeplatajac sty-
mulacje niebieskim i zoltym Swiatlem. Do-
datkowo, NpHR w komoérkach ssakow, tak
jak ChR2, nie wymagala wprowadzania do
uktadu dodatkowego kofaktora - caltkowi-
tego-trans-retinalu (HAN i BOYDEN 2007). Z
kolei NpHR eksprymowana wspoélne z ChR2
w mysich neuronach korowych skutecznie
blokowata depolaryzacje wywolywana niebie-
skim swiatlem. Natomiast eksprymowana w
komérkach miesniowych i cholinergicznych
neuronach ruchowych C. elegans, po zasty-
mulowaniu zéltym sSwiatlem hamowata ruch
tego nicienia. Przy jednoczesnej ekspresji
ChR2 i NpHR w migsniach lub neuronach
ruchowych, NpHR hamowala kurczenie sie
zwierzecia wywolywane stymulacja niebie-
skim $Swiatlem ChR2. Eksperyment ten po-
kazal, ze prad hamujacy generowany przez
NpHR skutecznie znosi aktywnos¢ ChR2 za-
rowno w komoérkach z hodowli in vitro, jak
i w zywym zwierzeciu. Jednak NpHR, tak
samo jak ChR2, byla w peklni funkcjonalna
tylko w nicieniach utrzymywanych w Srodo-
wisku z dodatkiem catkowitego-trans-retina-
Iu (ZHANG i wspolaut. 2007).

Mimo duzej skutecznosci NpHR, zarow-
no w eksperymentach in vitro jak i in vivo,
pewne techniczne ograniczenia nadal pozo-
staly. Niedlugo okazalo sie, ze NpHR tworzy
agregaty w siateczce Sréodplazmatycznej, kto-
re potencjalnie moga by¢ cytotoksyczne i do-
datkowo sa skutkiem ograniczonej ekspresji
tego biatka w blonie komoérki. W tym celu
przetestowano kilkanascie sekwencji sygna-
lowych z N- i C-koncach réznych biatek wy-
dzielanych przez siateczke sSrodplazmatyczng
i transportowanych do blony komorki. Do-
dajac aminokwasy sekwencji sygnalowej C-
-konica biatka Kv1.4, bedacego kanalem bto-
nowym, i N-konca podjednostki B receptora
nikotynowego acetylocholiny do pierwotne-
go biatka halorodopsyny, mozna bylo cal-
kowicie wyeliminowac agregacje tej opsyny
w siateczce Srédplazmatycznej (GRADINARU i
wspoétaut. 2008). Ta ulepszona forma NpHR
dostata dwie rownoprawne nazwy: eNpHR
i eNpHR2.0 (ang. enhanced NpHR). Nowa
opsyna, w stosunku do swojej wyjSciowej
formy, byla w stanie generowac¢ niemal dwu-
krotnie wigkszy prad transblonowy w neuro-
nach hipokampalnych hodowli komérkowe;.
Dodatkowo, podstawowy opor elektryczny
blony nie roznit sie pomiedzy komorkami z
NpHR i eNpHR2.0. Podobnie jednak jak wie-

le naturalnych form hamowania komorek
nerwowych, rowniez hamowanie optogene-
tyczne moze zostac przelamane przez bardzo
silng aktywnos$¢ pobudzajaca. Aby rozwiazac
ten problem i stworzy¢ opsyne o jeszcze sil-
niejszej mozliwosci blokowania aktywnosSci
komoérek nerwowych podejmowano préby z
wykorzystaniem roéznych sekwencji sygnato-
wych z N- i C- konica dwoch wewnatrzpro-
stowniczych kanaléw potasowych (ang. in-
wardly-rectifying potassium channels, IRKs):
Kir2.1 i Kir2.4. Dodajac sekwencje sygnalo-
wa odpowiedzialng za kierowanie nowopow-
stalego bialka do blony cytoplazmatycznej
z C-konca biatka Kir2.1 do eNpHR mozna
bylo ulepszy¢ ekspresje tej opsyny w blo-
nie komoérkowej, zwlaszcza w neurytach. Ta
ulepszona forma halorodopsyny, nazwana
eNpHR3.0, generowata 20 razy wiekszy prad
hiperpolaryzujacy w porownaniu ze swoja
wyjsciowa, natywng forma NpHR (GRADINARU
i wspoélaut. 2010). Prad generowany przez
eNpHR3.0 moze zmieni¢ potencjal blonowy
nawet o 100 mV. Dzieki tak duzej prze-
wodnosci tej pompy osiagalne stalo sie wy-
korzystanie stabszego, czerwonego spektrum
jej aktywacji (630-680 nm). Pozwolilo to na
bardziej selektywna aktywacje i hamownie
komoérek zawierajacych jednoczesnie aktywu-
jaca i hamujaca opsyne, odpowiednio ChR2
i eNpHR3.0.

Jednoczesnie poszukiwano innych opsyn,
podobnych do ChR2, ale z innym widmem
absorbcji. Na poczatku 2008 r. opisano
pierwsza opsyne pochodzaca od Volvox car-
teri, algi tworzacej poélmilimetrowej Srednicy
sferyczne kolonie skladajace sie z kilku ty-
siecy komorek. Ta nowa opsyna, nazwana
Volvox channelrhodopsin (VChR), wykazywa-
la funkcjonalne podobieristwo do wczesniej
opisanych dwoch rodopsyn C. reinhardtii, z
wiekszym podobienstwem do ChR2 (ERNST
i wspétaut. 2008). VChR jest podobna do
ChR2 zaréwno pod wzgledem widma absorp-
cji, jak i dynamiki kinetycznej, przez co nie
byla obiecujacym kandydatem do dalszych
testow. W tym samym jednak roku udato
sie zidentyfikowa¢ inna opsyne pochodza-
ca od V. carteri, Volvox channelrhodopsin 1
(VChR1). VChR1 byta bardziej podobna do
ChR1, a chociaz jej maksymalna absorpcja
przypadata réwniez w Swietle zielonym, cate
widmo pochlaniania bylo przesuniete bar-
dziej w strone czerwieni (ZHANG i wspolatu.
2008). Co ciekawe, za przesuniecie absorbcji
widma VChR1 w stosunku do ChR1 i ChR2
odpowiedzialne sa trzy substytucje amino-
kwasowe wzgledem ich lanicuchow, w rejonie
wigzacym pierscien weglowy retinalu i jedna
substytucja wzgledem tancucha peptydowego
ChR2 w rejonie oddzialywujacym z atomem
azotu ugrupowania iminowego, w miejscu
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kowalencyjnego wiazania retinalu z opsy-
na. To powoduje zmiane rozkladu tadunku
w czasteczce retinalu i zwiekszenie jej po-
larnosci, czego nastepstwem jest absorpcja
fotonéw o mniejszej energii w widmie zielo-
no-zoéttym (~535 nm). VChR1 nie rézni sie
pod wzgledem selektywnosci w stosunku do
ChR2 (glownie przepuszcza Na*, ale tez H,
K* i Ca?!), nie zmienia podstawowych witasci-
wosci elektrofizjologicznych blony, wykazuje
podobna lokalizacje przestrzenna w komor-
ce i rowniez nie wymaga dodatkowej suple-
mentacji calkowitym-trans-retinalem w neu-
ronach ssakéw (ZHANG i wspotatu. 2008).
VChR1 posiada jednak duzo wolniejsza ki-
netyke dezaktywacji w stosunku do ChR2;
czas ten przy badanej dlugosci swiatla 531
nm dla obydwu biatek wynosi odpowiednio
133 i 12 ms. Dobierajac fale odpowiedniej
dhugosci (406 nm dla ChR2 i 589 nm dla
VChR1) i intensywnos¢ swiatla mozna bylo
w warunkach in vitro selektywnie wywoly-
wac potencjaly czynnosciowe w komoérkach z
VChR1, nie stymulujac w tym samym czasie
komoérek z ChR2, poniewaz swiatlo o dlu-
gosci fali 589 nm nie aktywuje ChR2. Nie-
stety stymulacja ChR2 sSwiatlem o dlugosci
fali 406 nm réwniez w niewielkim stopniu
wzbudzala potencjaly czynnosciowe w ko-
morkach z VChRI1, ze wzgledu na czesciowa
absorpcje Swiatta niebieskiego przez VChRI1.

Oprocz szeroko zakrojonych poszukiwan
nowych opsyn, starano sie rowniez ulep-
szy¢ juz te poznane. Przykladem tego dru-
giego podejscia moze by¢é udoskonalona
forma ChR2 z substytucja jednego amino-
kwasu: ChR2F?’T w skrocie ChETA (GUNAY-
DIN i wspoétaut. 2010). Ta ulepszona opsyna
wykazuje znacznie szybsza kinetyke dezak-
tywacji wynoszaca 5.2 ms w stosunku do
9.8 ms dla wyjSciowej formy ChR2. Dzieki
tej zmianie realna stala sie optogenetyczna
stymulacja komorek nerwowych z czesto-
tliwoscia siegajaca nawet 200 Hz, znacznie
przekraczajaca dotychczasowa bariere 40
Hz dla natywnej formy tego biatka. ChETA
umozliwila efektywniejsza stymulacje neuro-
néw o bardzo wysokiej, naturalnej czestotli-
wosci, np. szybko wyladowujacych sie inter-
neuronéw (ang. fast-spiking). Rowniez przy
nizszych czestotliwosciach stymulacji, ChE-
TA okazala sie by¢ bardziej niezawodna niz
ChR2. Nie powodowala artefaktéow stymulacji
w postaci dodatkowych, niezamierzonych po-
tencjalow czynnosciowych, czy przedluzone;j
repolaryzacji po ciagu wyladowan czynno-
Sciowych.

Réwnoczesnie nie ustawaly poszukiwania
naturalnych opsyn o zdolnosciach hamu-
jacych aktywnos¢ neuronéw. Poszukiwania
w Swiecie bakterii, archebakterii, grzybow i
roslin doprowadzily do wyselekcjonowania

kilku potencjalnych kandydatéw, wsréd kto-
rych dwie pompy protonowe okazaly sie byc
bardzo przydatnymi, nowymi narzedziami
optogenetyki. Opsynami tymi byly: archa-
erhodopsin-3 (Arch) z archebkakterii Halo-
rubrum sodomense, o maksymalnej absorp-
cji Swiatla zielono-zéltego (525-600 nm) i
biatko Mac/LR/Ops z grzyba Leptosphaeria
maculans, o maksymalnej absorpcji row-
niez w widmie zielono-zéttym (510-570 nm)
(CHOw i wspoétaut. 2010). Arch okazala sie
by¢ pompa o pierwszorzednej kinetyce akty-
wacji i czasie regeneracji. W neuronalnych
hodowlach komorkowych opsyna ta genero-
wala prad o natezeniu 900pA i hiperpola-
ryzowala blone neuronéw az o 76mV. Po-
nadto wykazywala dobra ekspresje zaréw-
no w blonie ciala komorki, jak i neurytéow,
nie zmieniajac przy tym jej podstawowych
parametrow elektrycznych. Aktywacja Arch
nie powodowala wiekszych zmian pH cyto-
plazmy, od tych obserwowanych w trakcie
naturalnej aktywnosci komoérek nerwowych.
Ponadto, elektrofizjologiczne pomiary w wa-
runkach in vitro neuronéw eksprymujacych
Arch lub eNpHR wykazaly, ze pierwsza z
nich znacznie silniej hamuje aktywnosc¢ ko-
morkowa. Arch eksprymowana za pomoca
wektorow lentiwirusowych w korze moézgowe;j
myszy hamowata 90% calkowitej aktywnosci
neuronéw w badanym obszarze moézgu. Do-
datkowo, nawet jednominutowa, nieprzerwa-
na stymulacja Arch nie powodowata zmian
w podstawowym poziomie aktywnosci sieci
nerwowej po zakonczeniu stymulacji. Z ko-
lei eksperymenty in vitro z wykorzystaniem
pompy protonowej Mac i pompy chloro-
wej Halo pozwolily na dobranie diugosci fal
Swiatla stymulujacych selektywnie kazda
z tych opsyn, odpowiednio 470 nm i 630
nm. Od tego momentu teoretycznie mozliwe
stalo sie jednoczesne, selektywne hamowa-
nie dwoch odrebnych populacji neuronow w
mozgu (CHOW i wspoétaut. 2010).

Bardzo dobra kinetyka jaka charakte-
ryzowala sie Arch sklonila naukowcow do
przeprowadzenia szczegélowych poszukiwan
opsyn w rodzaju Halorubrum. W tym celu
przetestowano kilka opsyn podobnych se-
kwencja pompie Arch. Testowane opsyny
nalezaly do roznych gatunkéw i szczepow
rodzaju Halorubrum pochodzacych z Tybe-
tu, Australii i innych rejonéw Swiata (HAN i
wspotaut. 2011). Jedna z testowanych opsyn
wykazywala niespotykang wczesniej wrazli-
wos¢ na stymulacje Swiatltem. Przy naswie-
tlaniu Swiatlem o dlugosci fali ok. 575 nm
i niewielkiej mocy (7,8 mW/mm? generowa-
la ona znacznie wigkszy transblonowy prad
hiperpolaryzujacy neurony niz jakakolwiek
wczesniej poznana opsyna. Ta nowo odkry-
ta pompa protonowa pochodzila ze szczepu
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TPO09 Halorubrum sp. i zostala nazwana
ArchT. Rozni sie ona w sekwencji aminokwa-
sowej od Arch w kilku miejscach, ale posia-
da identyczne spektrum absorbcji Swiatla,
kinetyke dzialania i generuje podobny mak-
symalny prad transblonowy (900 pA). ArchT
jest jednak ponad trzy razy bardziej czula
na Swiatlo niz Arch. Czulo$¢ ta manifestu-
je sie glownie w zakresie stymulacji Swietl-
nej o mocy 1-10 mW/ mm? Matematyczne
modele szacuja, ze dzieki tak zwiekszonej
czutosci ArchT, mozliwe jest hamowanie, za
pomoca pojedynczego Swiatlowodu, ponad
dwukrotne wigkszej objetosci tkanki mozgo-
wej w stosunku do Arch. Aby to potwier-
dzi¢, podano lentiwirusy kodujace ArchT do
kory makakéw krélewskich (Macaca mulat-
ta). Wyniki badan pokazaly, ze ArchT wy-
kazuje dobra ekspresje w neuronach koro-
wych, a same komorki w preparatach histo-
logicznych nie przejawiaja patologii. Badania
elektrofizjologiczne pokazaly dodatkowo, ze
ArchT skutecznie hamuje komorki kory w
zywym, Swiadomym zwierzeciu. W trakcie
eksperymentu zarejestrowano 74 pojedyncze
komorki; u 45-ciu z nich Swietlna stymula-
cja ArchT prowadzila do obnizenia ich cze-
stotliwosci wyladowan o 80-100%. Pozytyw-
ny wynik powyzszych doswiadczen sygnali-
zuje potencjalne mozliwosci w wykorzysta-
niu optogenetyki w badaniach klinicznych i
zastapienia ta metoda np. terapii z uzyciem
gltebokiej stymulacji moézgu (ang. deep bra-
in stimulation, DBS), stosowanej najczesciej
w leczeniu parkinsonizmu, ale czasem takze
w ostrych i opornych na leczenie farmako-
logiczne zaburzeniach obsesyjno-kompulsyj-
nych i depresjach (HAN i wspoétaut. 2011).
Oprocz opsyn pochodzacych od prostych
organizmoéw, jak algi czy archebakterie, sta-
rano sie rowniez wykorzysta¢ opsyny mlod-
sze ewolucyjnie, np. pochodzace od ssakow
rodopsyny bedace receptorami GPCR, jak
wczesniej wspomniana szczurza rodopsyna
4. Precyzyjna stymulacja Swiatlem opsyn,
bedacych receptorami dzialajacymi za po-
Srednictwem réznych biatek G i oddziaty-
wujacych na rozmaitego typu szlaki sygna-
lowe, wydawata sie kuszacym konceptem.
Tak zrodzilta sie technika optoXR. Polega
ona na podstawieniu wewnatrzkomorkowych
fragmentéw 7-transblonowych petli rodopsy-
ny wraz z jej C-koncem analogicznymi se-
kwencjami aminokwasowymi pochodzacymi
z receptorow GPCR nie bedacych opsyna-
mi (AIRAN i wspoélaut. 2009). W ten sposoéb
udalo sie stworzy¢ hybrydy biatkowe, w kto-
rych czes¢ receptorowa jednego peptydu (ro-
dopsyny) laczono z czesScia efektorowa pep-
tydow wiazacych rozne biatka G. Tak skon-
struowano dwie hybrydy bydlecej rodopsy-
ny (normalnie dzialajacej za posrednictwem

biatka G): pierwsza z ludzkim receptorem
adrenergicznym a, sprzezonym z biatkiem G,
i druga, z chomiczym receptorem adrener-
gicznym (, sprzezonym z biatkiem G_. Sty-
mulacja zielonym $wiatlem tych receptorow
w hodowli komérkowej ludzkich embrional-
nych komoérek nerek (ang. human embry-
onic kidney cells, HEK cells), prowadzita do
wzrostu stezenia w tych komoérkach (odpo-
wiednich wzgledem biatka G) wtérnych prze-
kaznikéow sygnatowych lub produktéow ich
rozpadu: Ca*, cAMP czy IP, (monofosforan
inozytolu). Rowniez po wystawieniu na 10-
cio minutowa stymulacje Swietlna skrawkow
mozgowych pochodzacych od myszy, ktoérym
do moézgow podano wektory lentiwirusowe
kodujace receptory optoXR, zaobserwowano
w tkance wzrost przekaznika dalszego rze-
du, taczacego szlak sygnatowy cAMP i Ca?'
— ufosforylowanej formy czynnika transkryp-
cyjnego CREB. Ponadto, eksprymujac te re-
ceptory w jadrze poéllezacym myszy, mozna
bylo za pomoca swiatlowodu wprowadzonego
do mozgu regulowaé¢ aktywnosS¢ neuronéow
tej struktury. Jadro poéllezace jest czescia
ukladu nagrody w mozgu, motywujacym za-
chowanie zwierzat. Podajac do tej struktury
wektor kodujacy receptor optoXR zlozony z
ludzkiego receptora adrenergicznego a, uda-
lo sie zrealizowac¢ optogenetyczne warunko-
wanie preferencji miejsca u myszy (AIRAN
i wspotaut. 2009). Bylo to mozliwe przez
optyczna stymulacje komorek jadra poélleza-
cego zawsze wtedy, gdy zwierze znajdowatlo
sie w wybranej czesci klatki.

NIE TYLKO OPSYNY

Wraz z rozwojem molekularnym optoge-
netyki, rozwijaly sie rowniez jej techniczne
aspekty dotyczace metod dostarczania sSwia-
tta do/z moézgu (kontroli impulséow Swiatla,
jednoczesnej stymulacji oraz podgladu ak-
tywnosci w okolicy sondy) i pomiaru aktyw-
nosci elektrycznej komorek. Jednoczesnie
pracowano nad stworzeniem nowych metod
filtrowania, obrobki i matematycznej anali-
zy otrzymanego sygnatu. W 2007 r., niecale
dwa lata od chwili udanej préoby stymulacji
komoérek nerwowych za pomoca ChR2, ze-
spot Karla Daisseroth’a opublikowal pierw-
sze techniczne rozwigzanie dostarczenia
Swiatla do mobzgu zywego ssaka, pierwszy
,optyczny interfejs neuronalny” (ang. optical
neural interface, ONI) (ARAVANIS i wspoétaut.
2007). Autorzy poddali szczura kraniotomii
— wywiercili milimetrowej Srednicy otwor w
jego czaszce i wprowadzili przezen metalowa
kaniule do pierwszorzedowej kory ruchowe;j
wibrys. Kaniula ta najpierw postuzyla do
podania wektora lentiwirusowego kodujacego
ChR2 (pod promotorem kinazy II a zaleznej
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od Ca?, umozliwiajacej ekspresje tylko w
pobudzajacych neuronach kory), a nastepnie
do wprowadzenia Swiatlowodu o Srednicy
ok. 200 um. Swiattowéd byl podilaczony do
lasera generujacego Swiatlo o dlugosci fali
473 nm. Dwa tygodnie po operacji unieru-
chamiano i podlaczano zwierze do aparatury
eksperymentalnej. Stymulujac komorki kory
ruchowej 20 sekundowymi pulsami niebie-
skiego Swiatla Aravanisowi i jego wspolpra-
cownikom udato sie wywolywa¢ ruchy wa-
sow. Powyzszy eksperyment z powodzeniem
zostal powtorzony rowniez na myszach. Od
tego momentu stala sie mozliwa optogene-
tyczna manipulacja aktywnoscia neuronow
w zywych, przytomnych ssakach. Ekspery-
ment ten udowodnil rowniez, ze Swiatlo do-
starczone do mozgu nie tylko aktywuje neu-
rony z ChR2, ale takze transsynaptycznie
rekrutuje dalsze neurony S$ciezki ruchowej,
w tym przypadku, nerw wzgorzowy, a dalej
nerw czaszkowy, ktéry unerwia mig$nie od-
powiedzialne za ruch wibrys.

W  kolejnym eksperymencie z wykorzy-
staniem ONI udalo sie manipulowac¢ aktyw-
noscia komoérek oreksynowych (hipokretyno-
wych) w mysim podwzg6rzu (ADAMANTIDIS i
wspotaut. 2007). Komoérki wytwarzajace neu-
ropeptyd oreksyne biora udziat w regulacji
stanu pobudzenia, a utrata ich funkcji zwia-
zana jest z mnarkolepsja. Aby kontrolowac
wybiorczo aktywnos¢ komorek oreksynowych
podano myszom do podwzgorza wektor len-
tiwirusowy kodujacy ChR2 pod promotorem
genu oreksyny. Pobudzajac komorki oreksy-
nowe za pomocg pulséw Swiatla o czestotli-
wosci 5-30 Hz lub swiatlem ciaglym, mozna
bylo zmniejsza¢ czas wybudzania sie my-
szy z fazy snu wolnofalowgo lub z fazy snu
REM (ang. rapid eye movement) w trakcie
pojedynczego cyklu snu trwajacego normal-
nie u myszy ok. 2-3 minut. Podczas tego
eksperymentu, gryzonie nie byly unierucha-
miane i mogly sie w miare swobodnie po-
rusza¢ po klatce — mialy przytwierdzony do
glowy Swiatlowdéd i kable odprowadzajace
sygnat z elektrod EEG (elektroencefalogra-
fia) i EMG (elektromiografia). Eksperyment
ten byt pierwszym, w ktorym optogenetycz-
nie kontrolowano zachowanie swobodnie po-
ruszajacych sie ssakow. Doswiadczenie to
udowodnilo réwniez zaleznos$¢ pomiedzy cze-
stotliwoscia aktywnosci komérek nerwowych
a zachowaniem zwierzecia, gdyz stymulacja
komorek oreksynowych o czestotliwosci 1 Hz
nie skracala czasu wybudzania sie¢ myszy.

Niedtugo po powstaniu ONI zaczeto inte-
growac¢ Swiatlowody do stymulacji swiatlem
z elektrodami rejestrujacymi aktywnosc¢ elek-
tryczna manipulowanych komorek. Przydat-
nos¢ tego systemu zostala ugruntowana w
badaniach nad parkinsonizmem. Jedna =z

metod leczenia parkinsonizmu jest gleboka
stymulacja mozgu, polegajaca na elektrycz-
nej stymulacji jadra niskowzgérzowego lub
galki bladej przysrodkowej za pomoca elek-
trody wprowadzonej na stale do moézgu pa-
cjenta (OKUN 2012). Metoda ta jest obecnie
szeroko stosowana, przynoszac dziesiatkom
tysiecy oso6b na calym Swiecie poprawe sta-
nu zdrowia. Jednak nie wszyscy pacjenci
dobrze reaguja na DBS. Sam mechanizm
stojacy za pozytywnym skutkiem tej meto-
dy leczenia nie jest w pelni poznany. Z tego
wzgledu nieustannie prowadzone sa prace
majace na celu zidentyfikowanie tych obwo-
dow i struktur w moézgu, ktorych aktywnoscé
jest zmieniona w chorobie Parkinsona. Opto-
genetyczna manipulacja, wspélnie z jedno-
czesna rejestracja elektryczna stymulowane-
go miejsca, stanowi cenne narzedzie w ba-
daniach na modelach zwierzecych. Przy wy-
korzystaniu tego systemu udalo sie odkryc,
ze to stymulacja widkien, ktoére unerwiaja
jadro niskowzgoérzowe, a nie stymulacja ko-
morek tej struktury jest prawdopodobnie
odpowiedzialna za pozytywny efekt DBS u
myszy. Co wiecej, optogenetyczna stymulacja
o czestotliwosci 130 Hz warstwy V pierwszo-
rzedowej kory ruchowej, ktoéra wysyla pro-
jekcje do jadra niskowzgorzowego, pozwolita
na znaczne zmniejszenie objawoéw chemicz-
nie wywolanego parkinsonizmu u myszy
(GRADINARU i wspoétaut. 2009).

Rownoczesnie z probami technicznymi
metod dostarczania Swiatla do mozgu, szly
starania w kierunku stworzenia transge-
nicznych linii myszy, ktore eksprymowatyby
rozne opsyny w okreslonej populacji neuro-
now. Poczatkowo starania te zaowocowaly
powstaniem kilku genetycznie zmodyfiko-
wanych linii myszy (Thyl-ChR2-YFP), ktére
eksprymowaly ChR2 skoniugowang z bial-
kiem zo6ltej fluorescencji (ang. yellow fluore-
scent protein, YFP) pod promotorem Thyl
(WANG i1 wspoétaut. 2007). Kazda z tych li-
nii miata wyznakowane markerem YFP roz-
ne typy komoérek, w réznych strukturach
mozgu; promotor Thyl nie umozliwia eks-
presji w SciSle ograniczonej, wybranej po-
pulacji neuronéw. ChR2 w neuronach tych
transgenicznych myszy wykazywala dobra,
silng ekspresje w blonie cytoplazmatycznej i
umozliwiala skuteczna stymulacje komorek z
czestotliwoscia siegajaca 30 Hz. Rejestrujac
aktywnos¢ elektrofizjologiczna pojedynczych
komoérek w mysich skrawkach moézgowych
i stosujac jednoczesnie laserowa stymulacje
punktowag roznych miejsc tego skrawka uda-
lo sie zmapowacé wejscia synaptyczne do ko-
morek piramidalnych i interneuronéw w V i
VI warstwie mysiej kory. Uzyteczno$¢ myszy
Thyl-ChR2-YFP zostala réwniez wykazana w
doswiadczeniach in wvivo. Linia ta poshuzy-
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la do badania polgczen nerwowych miedzy
opuszkami wechowymi a kora gruszkowa-
ta, odpowiedzialng za przetwarzanie bodz-
cow wechowych w moézgu (ARENKIEL i wspol-
aut. 2007). Rejestrujac wyladowania jednej
z komoérek kory gruszkowatej i jednoczes$nie
stymulujac sSwiatlem powierzchnie opuszki
wechowej mozliwe bylo posrednie zbadanie
sily polaczen pomiedzy komoérkami mitral-
nymi znajdujacymi sie w opuszce wechowej
a komoérkami kory gruszkowatej. Stymula-
cja Swiatlem wiekszej powierzchni opuszki
wechowej (czyli wiekszej liczby komorek mi-
tralnych) byla niezbedna do wzrostu czesto-
tliwosci wyladowan potencjaléw czynnoscio-
wych w komoérce kory gruszkowate;j.

Nieco pozniej powstata pierwsza linia
myszy eksprymujacych hamujaca opsyne w
neuronach mozgu, Thyl-NpHR-YFP (ZHAO i
wspolaut. 2008). Aktywnos¢ komorek eks-
prymujacych NpHR mozna bylo hamowac za
pomoca zo6ltego sSwiatla tak, jak aktywnosc
komoérek transfekowanych wirusem we wcze-
$niejszych eksperymentach przeprowadza-
nych na hodowlach komoérkowych. Niestety
neurony zawierajace opsyne u tej linii ujaw-
nialy takie same wewnatrz-cytoplazmatyczne
agregaty biatka NpHR, jak komérki w ho-
dowli czy w moézgu myszy poddanych trans-
fekcji wirusem kodujacym te opsyne.

Aby kontrolowa¢ wybrane populacje spe-
cyficznych grup komorek positkowano sie

rowniez mysimi liniami Cre (ang. causes
recombination) wraz ze specjalnie zapro-
jektowanymi wektorami adenowirusowymi.

Mysie linie Cre bazuja na systemie Cre-
-loxP (Ryc. 1) ktory stuzy do rekombinacji
DNA ssakéw i innych zwierzat. System ten
ma wiele wariantow. Jeden z najczestszych,
sklada sie z dwoéch niezaleznie dziatajacych
elementéw. Pierwszym z nich jest rekombi-
naza Cre pochodzaca od bakteriofaga P1.
DNA kodujace ten enzym wraz z wybranym
promotorem wprowadza sie metodami inzy-
nierii genetycznej do linii komorkowej lub
linii zwierzecej. Drugim elementem systemu
jest fragment DNA skladajacy sie z promo-
tora, kodonu stop oflankowanego z obydwu
stron przez krotkie, liczace 34 pary za-
sad, motywy loxP i na koncu, z wlasciwego
genu. Ten drugi element jest wprowadzany
do wektorow wirusowych lub do drugiej li-
nii zwierzecej. Rekombinaza Cre rozpoznaje
motywy loxP i wycina oflankowany przez nie
fragment DNA (SAUER 1998). W ten sposob
krzyzujac np. homozygotyczna linie myszy
PV-Cre, ktorej wszystkie komorki parwal-
buminowe eksprymujg rekombinaze Cre, z
druga homozygotyczna linia myszy Ai32, w
ktérej genomie znajduje sie sekwencja DNA
z promotorem, kodonem stop oflankowanym
motywami loxP i genem kodujacym biatko

—loxP @loxp - fakodewane
X

* _ |Rekombinaza
Promotor Cre

__ Rekombinaza
Promotor

@ T -

] _| Zakodowane
loxB biatko

Ryc. 1. Schemat dzialania systemu Cre-loxP u
myszy. (Szczegoltowy opis w tekscie.)

ChR2-EYFP (ang. enhanced YFP), otrzymu-
jemy potomstwo eksprymujace bialtko ChR2-
-EYFP we wszystkich komoérkach parwalbu-
minowych. Obecnie dostepne sa dziesiatki
mysich linii, ktére eksprymuja rekombinaze
Cre pod réznymi promotorami oraz wiele li-
nii, ktére maja wprowadzone do genomu
fragmenty DNA, ktorych ekspresja zalezna
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 poczatkowych latach istnienia optoge-
netyki nie bylo oczywiScie zadnych dostep-
nych linii myszy posiadajacych DNA ko-
dujace opsyny, ktérych ekpspresja zalezna
bylaby od obecnosci biatka Cre w komor-
kach. Takie linie nalezalo dopiero stworzyc.
Z uwagi na fakt, ze jest to przedsiewziecie
bardzo pracochlonne, drogie i nie zawsze
koniczace sie pelnym sukcesem, poczatkowo
korzystano z wektoréw wirusowych zalez-
nych od Cre rekombinazy, ktérych produk-
cja jest znacznie prostsza i szybsza. Wektory
takie bazuja rowniez na systemie Cre-loxP i
koduja geny, ktorych ekspresja ujawnia sie
tylko w komoérkach eksprymujacych biatko
Cre. Dzieki tej technice stworzono pierwsze



72 DOMINIK KANIGOWSKI, JOANNA URBAN-CIECKO

wektory adenowirusowe kodujace ChR2, kto-
rej ekspresja zalezna jest od obecnosci en-
zymu rekombinazy w komoérce. Na przykiad,
podajac takie wirusy do kory myszy ekspry-
mujacej rekombinaze Cre pod promotorem
parwalbuminy, mozna bylo doprowadzi¢ do
zlokalizowanej (w rejonie podania wirusa)
ekspresji ChR2 tylko w neuronach parwal-
buminowych (KUHLMAN i HUANG 2008).

Jednym z pierwszych przykltadéw zasto-
sowania adenowirusa kodujacego ChR2, kto-
rej eksprymacja zalezy od obecnosci rekom-
binazy Cre, jest doswiadczenie badajace po-
laczenia pomiedzy dwoma jagdrami podwzgo-
rza. Wirus ten zostal podany myszom dwoéch
roznych linii: Pomc-Cre i Agrp-Cre (ATASOY i
wspoétaut. 2008). Myszy tych linii eksprymu-
ja rekombinaze Cre pod promotorami genow
Pomc i Agrp, ktérych ekspresja charaktery-
styczna jest dla dwoch roznych populacji ko-
morek GABAergicznych w jadrze tukowatym
podwzgérza. Obydwie populacje komorek
wysylaja projekcje do jadra przykomorowego
podwzgoérza, natomiast pelnia przeciwstawnag
funkcje. Komoérki Pomc sa odpowiedzialne za
hamowanie pobierania pokarmu, natomiast
komorki Agrp stymulujg jego pobieranie. Po
podaniu myszom wirusa do jadra tukowate-
go podwzgoérza, przygotowano zywe skrawki
mozgowe zawierajace jadro przykomorowe i
przeprowadzono rejestracje elektrofizjologicz-
ne z jego pojedynczych neuronéw. W trakcie
rejestracji komorek jadra przykomorowego
jednoczesnie stymulowano punktowo roézne
fragmenty skrawka laserem, aby aktywowac
aksony komoérek Pomc lub Agrp. Pozwolilo
to na opis map wejS¢ synaptycznych pocho-
dzacych od komoérek Pomc i Agrp do komo-
rek jadra przykomorowego, a takze na zba-
danie sily tych polaczen.

Wirusy kodujace DNA, ktérego ekspresja
zalezna jest od rekombinazy Cre, pozwala-
ja na zlokalizowana, specyficzna ekspresje
opsyn i innych biatek w okreslonych struk-
turach mozgu. Wirusy tego typu stanowia
czesto niebywale cenne narzedzie w $ledze-
niu projekcji nerwowych, aktywnosci ko-
moérek i zmian plastycznych zachodzacych
podczas rozwoju osobniczego i uczenia sie.
Czasami jednak w badaniach neurobiolo-
gicznych pozadana jest ekspresja, ktoéra do-
tyczy pewnej wybranej populacji komoérek w
calym mozgu, a nie tylko w jednej, niewiel-
kiej jego strukturze. Kiedy nie zalezy nam
na zlokalizowanej ekspresji danego biatka w
mozgu, praca na myszach eksprymujacych
od urodzenia dane biatko w okreslonym ty-
pie komoérek w calym moézgu moze okazac
sie latwiejsza i wygodniejsza. Nie jest wte-
dy wymagane podawanie wirusa i oczekiwa-
nie na efektywna eksprymacje danej opsyny
(eksperymentalnie stwierdzono, ze taki czas

oczekiwania powinien wynosi¢ od dwoch do
trzech tygodni). Rowniez operacje i podawa-
nie wirusé6w bardzo mlodym, np. kilkudnio-
wym zwierzetom jest bardzo trudne, wymaga
duzego doswiadczenia i wiaze sie z wysokim
ryzykiem $mierci zwierzat. Dlatego, kiedy w
danym doswiadczeniu nie jest wymagana
zlokalizowana ekspresja transgenu w mo-
zgu, wygodniejsza jest praca ze zwierzetami
transgenicznymi, ktére od urodzenia posia-
daja ekspresje wybranego genu pod wybra-
nym promotorem. W poczatkach istnienia
optogenetyki takie rozwigzanie bylo bardzo
ograniczone. Istniatlo tylko kilka mysich Ili-
nii transgenicznych eksprymujacych opsyny
i ekspresja ta nie zalezala od rekombinazy
Cre. Ograniczalo to w stosunkowo duzym
stopniu wykorzystanie tych linii w bada-
niach nad ukladem nerwowym. Dopiero rok
2012 przyniést prawdziwa rewolucje w wy-
korzystaniu optogenetycznych narzedzi kon-
troli aktywnosci komoérek nerwowych. Wte-
dy to powstaly linie myszy eksprymujacych
zaleznie od obecnosci rekombinazy opsyny:
ChR2, eNpHR3.0 i Arch (MADISEN i wspol-
aut. 2012). Linie te mozna krzyzowac¢ do-
wolnie z dziesiatkami juz dostepnych mysich
linii Cre. To umozliwia ekspresje tych trzech
opsyn w szerokiej gamie komoérek w calym
organizmie. Linie myszy transgenicznych zo-

staly udostepnione swiatowej spotecznosci
naukowej (np. depozytorium The Jackson
Laboratory), co zaowocowalo niebywatym

przyspieszeniem badan neurobiologicznych i
rozpowszechnilo wykorzystanie samej opto-
genetyki (por. wzrost liczby prac publikowa-
nych kazdego roku poswieconych rozwojowi
optogenetyki; DEISSEROTH 2015).

Dzieki powszechnej dostepnosci, powyz-
sze linie transgeniczne sa obecnie wykorzy-
stywane w setkach laboratoriow na calym
Swiecie, w pracy nad tysiacami réznego typu
badan poswieconych ukladowi nerwowemu.
Réwniez w Instytucie Biologii Doswiadczalnej
im. Marcelego Nenckiego PAN wykorzystuje-
my w swojej codziennej pracy transgeniczne
linie myszy, ktéorych DNA koduje opsyny za-
lezne od rekombinazy Cre (Ryc. 2).

Stymulacje optogenetyczna taczy sie nie
tylko z technikami elektrofizjologicznymi, ale
takze z metodami obrazowania fluorescencyj-
nego. Polaczenie stymulacji optogenetycznej
z obrazowaniem przy pomocy genetycznie
kodowanych sond wapniowych (ang. geneti-
cally encoded calcium indicators, GECIs) i
mikroskopia dwufotonowa przyniosto niespo-
tykane wczesniej mozliwosci badania aktyw-
nosci calych populacji komérek w mozgu.
GECIs sa to specjalnie zaprojektowane bial-
ka posiadajace czes¢ fluorescencyjna i czeSé
umozliwiajaca wigzanie jonéw wapnia. Zwig-
zanie wapnia powoduje zmiany konforma-
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Ryc. 2. Rejestracja aktywnosci elektrofizjologicznej
pojedynczych neuronéw korowych w skrawkach
mozgowych uzyskanych z myszy eksprymujacych
opsyny: aktywujaca — ChR2 (géra) lub hamujaca —
Arch (do}). Stymulacja ChR2 sSwiatlem niebieskim
(szare pionowe prazki, ON, czas trwania stymu-
lacji 0,5 ms) wywoluje potencjaly czynnosSciowe,
natomiast stymulacja Arch Swiatlem zolttym (sza-
ry poziomy prazek, ON, 1s) hiperpolaryzuje blone
neuronu i zahamowuje spontanicznie pojawiajace
sie potencjaly czynnosciowe. Rejestracje wykonane

w Instytucie Biologii Doswiadczalnej PAN.

cyjne wplywajace na wlasciwosci fluorescen-
cyjne calego biatka, co pozwala rejestrowac
sygnaly wapniowe w postaci sSwiatla fluore-
scencyjnego (GAzZDA i wspoétaut. 2017). Jony
wapnia sa waznym, wtornym przekaznikiem
sygnaléw komoérkowych. W czasie trwania
potencjatéw czynnosSciowych, jak i potencja-
léow synaptycznych jony wapnia dostaja sie
do wnetrza komorki. Stezenie wolnych jonéw
wapnia w cytoplazmie komoérkowej moze byc
wiec wykorzystane jako wskaznik liczby po-
tencjatow czynnosciowych, czestotliwosci wy-
tadowan czy wzglednej liczby wejsé synap-
tycznych (YASUDA i wspoétaut. 2004). Potacze-
nie optogenetyki, mikroskopii dwufotonowe;j
i GECIs umozliwilo po raz pierwszy mani-
pulacje dziataniem pojedynczego neuronu,
z jednoczesnym obrazowaniem aktywnosci
kilkudziesieciu komoérek nerwowych, w przy-
tomnym zwierzeciu, wykonujacym wyuczo-
ne zadanie (RICKGAUER i wspoétaut. 2014). W
tym celu, transgenicznym myszom ekspry-
mujacym wskaznik wapnia GCaMP3 poda-
no do pola CAl hipokampa wirus koduja-
cy opsyne C1lV1. Opsyna C1V1 jest chimerg
opsyny ChR1 i VChRI1 specjalnie zaprojekto-
wanag tak, aby moglta by¢ wykorzystywana w
mikroskopii dwufotonowej — jej maksymalna
absorpcja przypada na sSwiatlo podczerwo-
ne o dlugosci fali ok. 1040 nm (PRAKASH i
wspoélaut 2012). Jednak, aby rozdzielic jak
najlepiej sygnal stymulacji i odczytu, C1V1
byla wzbudzana fala o dlugosci 1064 nm,
a sonda wapniowa fala o dlugosci 920 nm
(RICKGAUER i wspoétaut. 2014). Podczas ope-

racji podawania wirusa, montowano row-
niez specjalne przezroczyste okno w czaszce
myszy, aby mozna bylo pozniej obrazowac
komorki hipokampa. Nastepnie glowe my-
szy mocowano do aparatury doswiadczalnej
tak, aby jej tapki dotykaly biezni. Przed jej
pyszczkiem znajdowat sie ekran wyswietla-
jacy wirtualny, liniowy labirynt, na ktérego
koncu mysz dostawala nagrode w postaci
kropli wody. W trakcie wykonywania zadania
obrazowano aktywnos¢ komoérek piramidal-
nych hipokampa, ktore pelnig funkcje tzw.
komoérek miejsca (ang. place cells). Komor-
ki te koduja pamiec¢ przestrzenna w mozgu;
ich wyladowania Scisle koreluja z miejscem
w przestrzeni, w ktéorym zwierze aktualnie
przebywa. Kiedy zmapowano juz takie ,pola
recepcyjne” kazdej z obrazowanych komoérek,
zaczeto stymulowac jedna z nich (1064 nm),
jednoczesnie obrazujac (920 nm) aktywnosc
wszystkich komoérek piramidalnych w polu
widzenia. Okazalo sie, ze stymulacja komoérki
w obszarze labiryntu poprzedzajacym miej-
sce, w ktorym sie ona naturalnie wyladowu-
je, prowadzi do ostabienia lub nawet braku
aktywnosci tej komoérki w jej naturalnym
polu recepcyjnym. Dodatkowo, manipulacja
ta wplywala w podobny sposéb réwniez na
niewielka czes¢ innych, nie stymulowanych
neuronéw. Doswiadczenie to pokazalo, ze
mozliwe jest skuteczne manipulowanie po-
jedyncza komoérkg nerwowsa w przytomnym
zwierzeciu wykonujacym zadanie behawioral-
ne. Ponadto sugeruje ono, ze interakcje po-
miedzy komoérkami miejsca w lokalnej sieci
moga mie¢ funkcjonalne znaczenie w ksztal-
towaniu ich pol recepcyjnych. Chociaz pota-
czenie GECIs i optogenetyki daje olbrzymie
mozliwosci w badaniu sieci nerwowych mo-
zgu, to niestety kinetyka tych wskaznikéw
jest za wolna, aby rzetelnie odzwierciedlac
pojedyncze potencjaly czynnoSciowe in vivo.
Wykorzystanie GECIs w doswiadczeniach
in vivo nie umozliwia precyzyjnego badania
wlasciwosci pojedynczych potencjalow czyn-
nosciowych i rejestracji ciagu wyladowan w
szybko wytadowujacych sie interneuronach
parwalbumionwych. Nie jest mozliwe takze
badanie podprogowej i dendrytycznej aktyw-
nosci elektrycznej w komoérkach nerwowych
in vivo, ze wzgledu na nieczuloS¢ sensorow
wapniowych na hiperpolaryzacje i zakloca-
jacy rejestracje naplyw jonéw wapnia przez
synapsy.

Powyzsze problemy moga byc¢ czeSciowo
rozwigzane przez uzycie genetycznie kodo-
wanych sond napiecia (ang. genetically en-
coded voltage indicators, GEVIs), ktére maja
szybsza kinetyke i znacznie wieksza czulosc
niz sondy wapniowe. GEVIs w warunkach in
vitro umozliwiaja badanie pojedynczych po-
tencjalow czynnosciowych i aktywnosci pod-



74 DOMINIK KANIGOWSKI, JOANNA URBAN-CIECKO

progowej komoérek nerwowych. Sondy te sa
genetycznie zaprojektowanymi biatkami po-
siadajagcymi domene wrazliwa na zmiany na-
piecia (ang. voltage-sensitive domain) i czes¢
bedaca fluoroforem. Badania na wywilznach
i myszach in vivo, z jednoczesna rejestracja
optyczna i elektrofizjologiczna wykazaly, ze
fluorescencyjny sygnat nowych GEVIs per-
fekcyjnie pokrywa sie z sygnalem elektrycz-
nym. W rejestracjach tych, sygnat fluore-
scencyjny odzwierciedlajacy pojedyncze po-
tencjaly czynnosciowe byl opoézniony wzgle-
dem elektrycznego tylko o 0,24 ms w korze
zywych myszy i o 0,19 ms w catkowitych
eksplantatach moézgowych wywilzn (GONG i
wspoétaut. 2015). Doswiadczenia te ujawnity
duzy potencjal nowych typow GEVIs, umoz-
liwiajacych badanie aktywnosci wielu komo-
rek z precyzja pozwalajaca na odczyt poje-
dynczych potencjaléw czynnosciowych.

NIE TYLKO OPTOGENETYKA

W przeciagu ostatnich siedmiu lat po-
jawily sie nowe, bardzo kreatywne i wyra-
finowane metody manipulacji aktywnoscia
komorek nerwowych. Niektére z nich wyko-
rzystuja czeSciowo pewne elementy metod
optogenetycznych i podobnie jak one, stuzg
do manipulacji potencjalem btony komoérko-
wej. Inne, adaptuja pewne elementy opto-
genetyki do regulacji czynnosci komérek na
catkowicie odmiennym poziomie fizjologicznej
aktywnosci, zwiazanym z transkrypcja DNA
czy modyfikacja chromatyny. Inne wreszcie,
sa calkowicie nowatorskie i wykorzystuja
magnetyczne metody stymulacji neuronéw.
Zgodnie z chronologia ich powstawania,
pierwsza opiszemy technike LITEs (ang. li-
ght-inducible transcriptional -effectors) (Ko-
NERMANN i wspotaut. 2013).

LITE jest metoda wykorzystujacga pare
specjalnie zaprojektowanych hybryd biatko-
wych, ktore sa zdolne ze soba oddzialywac
i dimeryzowac. Pierwsza hybryda sklada sie
z domeny TALE, rozpoznajacej i wiazacej od-
powiednie sekwencje DNA, i z czeSci biatka
CRY2 (ang. cryptochrome circadian regulator
2), czulego na s$Swiatlo niebieskie. Domena
TALE moze by¢ modyfikowana, aby rozpo-
znawac fragmenty lancucha DNA o wybra-
nej sekwencji. Druga hybryda zbudowana
jest z biatka CIB1 (ang. calcium and inte-
grin binding 1) i z wybranego biatka efek-
torowego, ktoére posredniczy w modulacji
transkrypcji. CRY2 po wzbudzeniu swiatlem
niebieskim zmienia konformacje i jest roz-
poznawane przez bialtko CIB1 - tak powsta-
je heterodimer skladajacy sie z dwoch hy-
bryd biatkowych (TALE-CRY2:CIB1-efektor).
W stanie nieaktywnym hybryda TALE-CRY2
wiaze region promotorowy docelowego genu,

a w tym samym czasie hybryda CIB1-efek-
tor pozostaje niezwiazana i wolna w jadrze
komorki. System ten mozna tez odwrdcic,
powstaje wowczas biatko CIB1 polaczone z
domena TALE oraz CRY2 z biatkiem efekto-
rowym modulujacym transkrypcje. Wykorzy-
stujac sekwencje TALE rozpoznajaca region
promotorowy genu Neurog2 (ang. neurogenin
2) i biatko efektorowe VP64 bedace synte-
tycznym silnym aktywatorem transkrypcji,
stworzono nastepujace hybrydy: TALE (Neu-
rog2)-CRY2 i CIB1-VP64. Wykorzystujac po-
wyzsza pare bialek udalo sie za pomoca sty-
mulacji Swietlnej podnies¢ poziom ekspresji
genu Neurog2 w warunkach in vitro. RoZnice
w poziomie ekspresji w stosunku do kontro-
li byly obserwowane juz po 30 min od sty-
mulacji. Po 12 godzinach stymulacji réznica
w poziomie ekspresji mRNA Neurog2 byla
ok. 20 razy wyzsza w stosunku do komoérek
transfekowanych kontrolnym wirusem kodu-
jacym GFP (ang. green fluorescent protein)
zamiast hybryd bialkowych (KONERMANN i
wspoétaut. 2013).

W dalszych badaniach w warunkach in
vivo wykorzystano inne hybrydy z domena
TALE rozpoznajaca sekwencje genu Grm2
(ang. glutamate metabotropic receptor 2):
TALE(Grm2)-CIB1 i CRY2-VP64. Do moézgu
myszy podano dwa wirusy, kazdy kodujacy
jedng z hybryd biatkowych, i wprowadzono
Swiatlowéd w miejsce iniekcji wirusow. Po
oSmiu dniach od operacji stymulowano ten
obszar mézgu pulsami Swiatla przez 12 go-
dzin. Po tym czasie sprawdzono poziom eks-
presji mRNA genu Grm2. Ekspresja ta oka-
zala sie ponad dwa razy wyzsza w stosunku
do poziomu notowanego u zwierzat niesty-
mulowanych. W neuronach hodowli komor-
kowej udalo sie za pomoca Swiatla zmniej-
szy¢ okolo dwukrotnie poziom ekspresji
genu Grm2 wykorzystujac sztuczna domene
represorowa SID4X, posredniczaca w deace-
tylacji histonéw, a przytaczona do CRY2.
Niemalze dwukrotnie zostal zmniejszony
réowniez poziom acetylacji histonu H3K9
przy promotorze genu Grm2. Metoda LITEs
udowodnita, ze za pomoca sSwiatla mozliwa
jest bezposrednia regulacja aktywnosci ge-
now i modyfikacja chromatyny (KONERMANN i
wspotaut. 2013).

Druga metoda wykorzystuje magneto-ter-
miczna stymulacje komoérek (CHEN i wspot-
aut. 2015). Stosuje si¢ w niej magnetyczne,
sferyczne nanoczasteczki o Srednicy 22 nm.
Zbudowane sa one z tlenku zelaza (II) dize-
laza (IlI) - Fe,O, i powleczone sa poli(tlen-
kiem etylu) dla lepszej stabilnosci koloidal-
nej i biokompatybilnosci. Nanoczastki te, po
wzbudzeniu silnym polem magnetycznym
i namagnesowaniu, oddaja ciepto. Drugim
elementem ukladu jest receptor TRPV1 be-
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dacy kanalem kationowym reagujacym na
wzrost temperatury w organizmie - znacz-
nie zwieksza swoja przewodnos¢ przy tem-
peraturze powyzej 43°C. Tworcy tej metody,
aby sprawdzi¢ jej skutecznosé, poddali linie
komoérkowe HEK transfekcji wektorami len-
tiwirusowymi kodujacymi TRPV1 i sonde
wapniowa GCaMP6s. Po wzbudzeniu nano-
czastek polem magnetycznym obserwowano
fluorescencyjny sygnal wapniowy odzwier-
ciedlajacy aktywnos¢ elektryczna komoérek.
Stymulacja ta udata sie rowniez w hodow-
li komorek hipokampalnych utrzymywanych
w medium zawierajacym magnetyczne na-
noczgstki. Neurony te pod wplywem pola
magnetycznego synchronicznie odpowiada-
ly seria wyladowan. Powyzsze odpowiedzi
mialy S5-sekundowa latencje w stosunku do
stymulujacego bodzca magnetycznego, co
ujawnia, ze metoda ta ma znacznie wolniej-
sza kinetyke w stosunku do optogenetyki.
Skutecznos¢ tej metody pokazano réwniez
in vivo. Najpierw podano myszom wirus ko-
dujacy TRPV1 do pola brzusznego nakryw-
ki (ang. ventral tegmental area). Po czterech
tygodniach przeprowadzono nastepna opera-
cje, podajac magnetyczne nanoczasteczki w
miejsce wczesniejszej iniekcji wirusem. Na-
stepnie us$pione myszy przez 20 min byly
wystawione na 10-sekundowe pulsy pola
magnetycznego. Okazalo sie, ze po poddaniu
zwierzat magnetycznej stymulacji widoczny
jest znaczacy wzrost liczby aktywnych komo-
rek w polu brzusznym nakrywki. Aktywnos¢
neuronow zostata zbadana metoda immuno-
histochemiczng, w ktéorej wykrywano obec-
nos¢ biatka c-Fos, produktu genu wczesnej
odpowiedzi (c-fos). Uznaje sie, ze c-Fos jest
wyznacznikiem zwigekszonej aktywnosci neu-
ronalnej. Eksperyment ten powtérzono row-
niez na myszach, ktéorym nanoczastki poda-
no miesiac przed magnetyczna stymulacja.
W tym przypadku takze obserwowano zwiek-
szona liczbe komorek z biatkiem c-Fos, co
dowodzi, ze podane nanoczastki dtugo pozo-
staja w organizmie i za ich pomoca mozliwa
jest chroniczna stymulacja komorek w mo-
zgu. Ponadto, nie zaobserwowano zadnych
roznic w gestosci komoérek nerwowych czy
glejowych pomiedzy mozgami zwierzat pod-
danych magnetycznej stymulacji i zwierzat
nie stymulowanych (CHEN i wspétaut. 2015).
Metoda ta wiec wydaje sie by¢ bezpieczna.
Trzecia metoda wykorzystuje sferyczne
nanoczasteczki ztota o Srednicy 20 nm, kto-
re po oSwietleniu Swiatlem o dlugos 523 nm
wypromieniowuja pochltonieta energie w po-
staci ciepta. Szybki wzrost temperatury przy
btonie komorki prowadzi do chwilowej zmia-
ny jej pojemnosci elektrycznej, co generuje
prad pojemnosciowy, ktory depolaryzuje bto-
ne neuronalng, prowadzac do wywolania po-

tencjalu czynnosciowego (CARVALHO-DE-SOU-
zAa 1 wspoétaut. 2015). Depolaryzacja blony
komorkowej jest jednak mozliwa tylko w
przypadku, gdy nanoczastki zlota znajdu-
ja sie w jej bezposredniej bliskosci. Autorzy
tej techniki najpierw sprawdzili uzytecznosé
wyprodukowanych nanoczastek dodajac je
do roztworu w czasie rejestracji elektrofizjo-
logicznych z neuronéw zwoju rdzenia kre-
gowego szczura z hodowli komérkowej. Przy
stezeniu nanoczastek wynoszacym 50 nM,
stymulacja 1 ms pulsami zielonego Swiatla
(523 nm) powodowala wyladowania poten-
cjalow czynnosciowych w ok. 80% komorek.
Niestety wykorzystane nanoczastki nie laczy-
ly sie z komoérkami i byly tatwo wyptukiwane
przez Swiezy roztwor. Z tego powodu wyko-
rzystano nanoczastki zlota skoniugowane ze
streptawidyna i dwa przeciwciata skoniugo-
wane z biotyna. Streptawidyna jest przeciw-
cialem wiazacym biotyne. Przeciwciatla z bio-
tyna byly skierowane przeciwko receptorowi
TRPV1 i receptorowi P2X,. Oba te receptory
wystepuja w komoérkach zwoju rdzeniowego.
Noc przed rejestracja, hodowle komorkowe
neuronéw zwoju rdzeniowego inkubowano z
jednym z przeciwcial. Nastepnego dnia ho-
dowle byly przeptukiwane swiezym buforem,
aby wypluka¢ nie zwiazane z receptorami
przeciwciala. Rejestracje elektrofizjologiczne i
stymulacja Swietlna ujawnily, ze po dodaniu
do roztworu nanoczastek ze streptawidyna,
komorki staja sie czule na Swiatlo. Ponad-
to 20-minutowe plukanie komoérek swiezym
roztworem nie wyptukiwalo nanoczasteczek
i nie zmniejszalo ich efektywnosci. Z uwa-
gi na fakt, ze biotynylowane przeciwciala sa
drogie w uzyciu, eksperyment powtoérzono ze
zwyklymi przeciwciatami i czasteczkami zlota
skoniugowanymi z II-rzedowymi przeciwcia-
tami. Efekt byl podobny, jak przy prébach
ze zmodyfikowanymi przeciwciatami. Mozliwa
byla stymulacja komoérek swiatlem, a nano-
czastki zlota nie podlegaly wyptukaniu (CAR-
VALHO-DE-SouzA i wspotaut. 2015). Metoda
ta nie wymaga wiec zadnej manipulacji ge-
netycznej, a selektywnos¢ wzgledem stymu-
lowanych komorek odbywa sie na zasadzie
doboru specyficznych przeciwciat skierowa-
nych przeciwko biatkom blony komoérkowe;.
Metoda ta jest tylko jednokierunkowa i nie
umozliwia hamowania aktywnosci komorek
nerwowych. Ponadto, przeciwciala, za pomo-
ca ktérych nanoczastki sa przytwierdzane
do blon komorkowych, moga prawdopodob-
nie podlega¢ degradacji w zywym ukladzie,
a nanoczasteczki by¢ usuwane z organizmu.
Dlatego diuzsze wykorzystanie ich w zywym
organizmie moze by¢ zwiazane z konieczno-
Scig powtérzonych aplikacji.

Czwarta metoda wykorzystuje specjalne
sferyczne nanoczastki o Srednicy 90 nm.
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Ich rdzen zbudowany jest z nanokrysztatow
NaYF4 domieszkowanych jonami Yb3"/Tm3*
lub Yb®*/Er*. Po wzbudzeniu falami w za-
kresie bliskiej podczerwieni (980 nm) emitu-
ja odpowiednio $wiatlo niebieskie lub zielo-
ne. Swiatlo to ma wystarczajaca moc, aby
wzbudzi¢ opsyny: ChR2 w przypadku nano-
czastek z Tm3" i Arch w przypadku nano-
czastek z Er*® (CHEN i wspétaut. 2018). Sku-
tecznos¢ tej metody zostala sprawdzona w
warunkach in vitro w rejestracjach elektrofi-
zjologicznych na skrawkach z myszy ekspry-
mujacych ChR2, ktérym podano do mézgu
nanoczastki. Pulsy $wiatla podczerwonego
wywolywaly potencjaly czynnoSciowe w neu-
ronach, ale skutecznos$¢ tej stymulacji nie
byta kompletna, nie kazdy puls generowat
potencjal czynnosciowy. Ponadto, kinetyka
aktywacji ChR2 przez stymulacje nanocza-
stek Swiatlem podczerwonym byta nieco wol-
niejsza w stosunku do bezposredniej stymu-
lacji tej opsyny Swiatlem niebieskim. Kolejna
faze eksperymentu przeprowadzono in vivo
na myszach (CHEN i wspélaut. 2018). Zwie-
rzetom eksprymujacym rekombinaze Cre w
komoérkach dopaminergicznych podano wek-
tor wirusowy kodujacy ChR2, ktoérej ekspre-
sja zalezna byla od Cre rekombinazy. Wirus
zostal podany do pola brzusznego nakryw-
ki, rejonu mézgu lezacego ok. 4,2 mm pod
czaszka. Po czterech tygodniach podano w
ten sam rejon nanoczasteczki NaYF4:Yb3*/
Tm?3". Stymulacja s$wiatlem podczerwonym
przez czaszke myszy aktywowala nanocza-
steczki, ktére emitowaly Swiatlo, a nastepnie
to Swiatlo wzbudzalo ChR2 w blonie neuro-
noéw i powodowato ich depolaryzacje i wyta-
dowania. Efektywnos¢ tej metody wydeduko-
wano na podstawie zwiekszonej liczby komo-
rek z biatkiem c-Fos, w stosunku do zwie-
rzat niestymulowanych. Dzieki zastosowaniu
woltamperometrii cyklicznej szybkiej zmiany
potencjalu (ang. fast scan cyclic voltamme-
try, FSCV) mozliwe bylo réwniez sprawdze-
nie ilosci dopaminy jaka wydzielaja komorki
pola brzusznego nakrywki u myszy stymu-
lowanej przezczaszkowo Swiatlem podczer-
wonym. Komorki pola brzusznego nakrywki
wysylaja projekcje do brzusznej czesSci praz-
kowia. Stymulacja dwusekundowymi pul-
sami Swiatla podczerwonego komorek pola
brzusznego nakrywki prowadzita do znacznie
zwigkszonego poziomu uwalniania dopaminy
w brzusznej czesci prazkowia.

W innych badaniach sprawdzono rowniez
efektywnos¢ hamowania przez nanoczastecz-
ki NaYF4:Yb3"/Er™ (CHEN i wspoétaut. 2018).
W tym celu myszom eksprymujacym Cre re-
kombinaze w neuronach pobudzajacych po-
dano do hipokampa wirus kodujacy Arch,
ktorej ekspresja zalezna byla od rekombina-
zy. Po czterech tygodniach, usSpionym my-

szom podano do hipokampa nanoczastki i
dootrzewnowo kwas kainowy. Kwas ten wy-
wotuje niekontrolowana aktywnosé komorek
nerwowych, ktoéra tutaj obserwowano jako
wzrost liczby neuronéw z biatkiem c-Fos.
Po podaniu kwasu kainowego myszy byly
stymulowane przezczaszkowo Swiatltem pod-
czerwonym. Nastepnie sprawdzano ekspre-
sje biatka c-Fos w komorkach hipokampa.
Liczba komoérek hipokampa z biatkiem c-
-Fos byta mniejsza u myszy stymulowanych
Swiatlem podczerwonym niz kontrolnych,
nie stymulowanych. Dowodzi to skuteczno-
Sci hamowania aktywnos$ci neuronéw przy
pomocy opsyny Arch aktywowanej Swiattem
emitowanym przez nanoczasteczki. Stosujac
te nanoczastki wykazano rowniez ich przy-
datnos¢ w badaniach behawioralnych na
myszach. Z wykorzystaniem nanoczastek i
przezczaszkowej stymulacji Swiatlem pod-
czerwonym powtorzono eksperyment z opto-
genetycznym przywolywaniem pamieci (ang.
memory recalll u myszy (LIU i wspétaut
2012). W oryginalnej pracy wykorzystano
specjalny system czasowej kontroli ekspre-
sji genow, ktory umozliwit ekspresje ChR2 w
sprecyzowanej populacji komoérek hipokam-
pa, ktore byly aktywne w chwili, gdy mysz
byla poddawana warunkowaniu awersyjne-
mu. Po warunkowaniu, stymulacja niebie-
skim swiatlem w innym kontekscie sytuacyj-
nym prowadzila do zamierania zwierzecia w
bezruchu, co sugeruje przywolanie wspo-
mnien strachu. W oryginalnym doswiadcze-
niu grupy Liu zastosowano do stymulacji
Swiatlowéd wprowadzony do moézgu myszy.
Twoércy nowych nanoczastek powtorzyli ten
sam efekt behawioralny stosujac stymula-
cje przezczaszkowa Swiatlem podczerwonym
(CHEN 1 wspoétaut. 2018). Dodatkowo udo-
wodniono, ze nanoczastki wprowadzone do
mozgu myszy pozostaja w nim przez okres
co najmniej jednego miesigca i nie wyka-
zuja cytotoksycznosci. Doswiadczenia poka-
zaly, ze metoda ta ma ogromny potencjal,
stanowiac idealne uzupelnienie standardo-
wego podejScia optogenetycznego, poniewaz
jej zastosowanie nie wymaga chronicznej
implantacji swiatlowodow do wnetrza tkanki
mozgowej. Ten ogromny walor nowej metody
moze przysSpieszyC wykorzystanie optogenety-
ki w medycynie i zastapi¢ np. elektrody do
glebokiej stymulacji moézgu.

PODSUMOWANIE

Nieustajacy rozwoj badan biologicznych
odbywa sie dzieki rozwojowi nowych narze-
dzi badawczych pozwalajacych mierzy¢ i ob-
serwowac procesy fizjologiczne w zywych or-
ganizmach w sposob wczesniej nieosiagalny.
Postep w dziedzinie mikroskopii optycznej,
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fluorescencyjnej, elektronowej, cytometrii
przeptywowej, wysokoprzepustowego sekwen-
cjonowania DNA i mnoéstwa innych metod
specyficznych dla kazdej gatezi biologii i me-
dycyny pozwala przesuwacé granice naszych
mozliwosci w badaniu zycia na ziemi. Po-
step ten odbywa sie rowniez dzigki rozwo-
jowi takich nauk jak bioinformatyka, fizyka,
matematyka i statystyka, pozwalajacych na
zautomatyzowana analize ogromnych zaso-
bow danych, projektowanie nowych biatek,
analize kinetyki ich reakcji czy badanie po-
krewienstwa ewolucyjnego. Postep w bada-
niach biologicznych odbywa sie nie tylko
dzieki nowym narzedziom w tych gateziach
nauki, ale takze dzieki dokonanym juz od-
kryciom w dziedzinie biologii i wykorzystaniu
narzedzi dostarczonych przez sama nature.
Narzedzi takich jak polimeraza DNA, pla-
zmid Ti do transformacji genetycznej roslin,
zjawisko interferencji RNA do wyciszania ge-
now czy np. systemy do precyzyjnej mody-
fikacji genéw na bazie bialek TALE Iub na
bazie CRISPR/Cas. Wszystkie te narzedzia
stworzytla natura, a czlowiek nauczyl sie je
wykorzystywac do wilasnych celow. Réwniez
opsyny i wiele innych biatek efektorowych i
receptorowych oraz ich ligandy wymienione
w niniejszej pracy sa tego przykladem. To
wlasnie odkrycia narzedzi natury i ich ada-
ptacjie do celow naukowych prowadzily w
ostatnich stu latach do najwiekszych prze-
loméw w dziedzinie biologii. Czy optogene-
tyka jest takim przelomem? Metoda ta nie-
watpliwie jest kamieniem milowym w neuro-
biologii. Umozliwia manipulacje aktywnoscia
komorek nerwowych z dokladnoscia, specy-
ficznoscia i kinetyka nieosiagalng dla zadne-
go z wczeSniejszych systemow regulujacych
potencjaly czynnosciowe blony komoérkowe;.
Jest to metoda obecnie szeroko stosowa-
na w badaniach nad ukladem nerwowym i
trudno sobie wyobrazi¢ dzisiejsza neurobio-
logie w oderwaniu od tej techniki. Optoge-
netyka umozliwilta badania ukladu nerwo-
wego, ktérych przeprowadzenie bylo nie do
zrealizowania przed jej powstaniem, takich
jak optogenetyczne przywolywanie pamieci
czy stymulacja aktywnosci pojedynczych ko-
morek. Metoda ta byla réwniez podstawa i
inspiracja innych metod powstalych podznie;:
optoXR, LITEs i metod z wykorzystaniem
nanoczasteczek. Jednoczesnie sama histo-
ria rozwoju technik manipulacji aktywnoscia
komorek nerwowych stanowi cenna lekcje.
Uczy, ze narzedzia natury moga przyjS¢ nie-
oczekiwanie z pomoca w rozwiazaniu pew-
nych technicznych probleméw. Roéwniez
istota samej optogenetyki i poszukiwania
nowych opsyn powinny nas skloni¢ do re-
fleksji. To dzieki skromnym archebakteriom,
algom i grzybom zamieszkujacym bagna, sa-

dzawki czy slone jeziora, mamy dzisiaj takie
potezne narzedzie jak optogenetyka. Dowo-
dzi to wagi zachowania ekosystemow i ich
bioréznorodnosci, ktoéra w ostatnich latach
stala sie¢ powaznie zagrozona przez niekon-
trolowane, wywolane przez czlowieka zmiany
klimatyczne.

Streszczenie

Sterowanie czynnoscia elektryczng wy-
branych, specyficznych grup komoérek ner-
wowych lub nawet pojedynczej komorki w
moézgu pozwala na zrozumienie tego, jak
sieci neuronowe przetwarzaja i koduja infor-
macje. Mozliwos¢ manipulacji aktywnoscia
neuronéw jest niezbedna w badaniu obwo-
dow neuronalnych, ich funkcji i roli w zdro-
wym i chorym mézgu. Obecnie istnieje wiele
metod regulacji aktywnosci komérek nerwo-
wych wykorzystujacych rézne podejscia i na-
rzedzia. Techniki te roznig sie bardzo pod
wzgledem specyficznosci komorkowej, kine-
tyki i kierunku zmiany aktywnosci komor-
kowej (aktywacja/hamowanie). W niniejszej
pracy wymieniamy rézne metody kontrolowa-
nia aktywnosci neuronéw poczynajac od lat
60. ubiegltego wieku, a konczac na techni-
kach XXI w. Najwiecej miejsca przeznaczamy
na opis opsyn i rozwoju metod zastosowania
optogenetyki. Oddzielny rozdzial poswiecamy
charakterystyce metod powstalych w ostat-
nich latach, ktére wykorzystuja nanocza-
steczki i optyczna manipulacje transkrypcja
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



