Horforschung

Heilen durch Licht

Cochlea-Implantate (CI)
werden bei Menschen,

die kaum oder gar nicht

mehr horen konnen, in die

Horschnecke eingesetzt.

Die anschlieBende Heilung ist

entscheidend fiir den Erfolg

der Operation.

Das Institut fiir Technische
Chemie (TCI) erforscht im

Rahmen des Exzellenzclusters

«Hearing4all” wie die
Einheilung von Cochlea-
Implantaten mittels

lichtgesteuerter Modulation

zelluldrer Funktionen

verbessert werden kann.
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Der Einsatz optogenetischer Proteinexpression bei Cochlea-Implantaten

Ein Horverlust kann unter-
schiedliche Ursachen haben.
Viele davon sind angeboren,
andere werden im Laufe des
Lebens erworben. Immer
kommt es zum Funktionsver-
lust der Haarsinneszellen in
der Horschnecke (Cochlea).
Diese Haarsinneszellen wan-
deln den Schall in elektrische
Signale um, die dann von den
Nervenzellen ins Gehirn gelei-
tet und dort zu einem Horsin-
neseindruck verarbeitet wer-
den. Dabei sind die Haarzellen
sehr empfindlich und tiber ein
weites Frequenzspektrum an-
sprechbar. Schadigende Fakto-
ren wahrend des Lebens kon-
nen zum Beispiel chronische
Larmbelastungen, Infektionen
oder durchblutungsbedingte
Schadigungen sein. Auch ver-

schiedene Medikamente kon-
nen unter Umstanden zum
Absterben der Haarzellen fiith-
ren (ototoxische Wirkstoffe).
Ein Verlust der Haarsinneszel-
len ist permanent, da die
Haarzellen nicht nachwach-
sen. Wenn die Leistung der
Haarzellen nicht mehr fiir eine
addquate Stimulation des Hor-
nervs ausreicht, konnen Hor-
hilfen diese Liicke schliefSen.
Bei starkem oder vollstandi-
gem Horverlust bleibt als Ulti-
ma Ratio das Einsetzen eines
Cochlea-Implantats in die Hor-
schnecke. Dann tibernimmt
das Implantat die Funktion
der Haarzellen, also die Um-
wandlung von Schall in ent-
sprechende elektrische Signa-
le, diese werden {iiber filigrane
Elektroden an den Hornerv in

der Cochlea weitergegeben
und ermoglichen so ein Horen.

Das Einsetzen eines Cochlea-
Implantats ist ein operativer
Eingriff, bei dem ein Elektro-
denbiindel in die Horschne-
cke eingefiihrt wird und Ope-
rationswunden entstehen.
Auch das innere Gewebe der
Cochlea wird beschadigt und
muss verheilen. Besonders
wichtig fiir die langanhaltend
gute Funktion des Cochlea-
Implantats ist die Heilung der
Nerven im Bereich des Coch-
lea-Implantats, da diese die Si-
gnale aufnehmen und weiter-
leiten miissen. Hier werden
im Rahmen von , Hearing-
4All” am Institut fiir Techni-
sche Chemie verschiedene
Strategien auf Basis der Opto-



genetik fiir die verbesserte
Einheilung der Cochlea-Im-
plantate erforscht.

Die Optogenetik setzt Licht
zur Modulation von zellula-
ren Funktionen ein und lasst
sich in zwei grofie Teilberei-
che aufteilen. Zum einen wird
eine Anderung des Membran-
potenzials der Zellen durch
Lichteinfluss angestrebt. Dies
geschieht durch spezielle Pro-
teine, die in der Zellmembran
sitzen, sogenannte Kanalrho-
dopsine. Diese Kanalrhodop-
sine stammen meist aus spezi-
ellen Einzellern und verbin-
den das Aufere und das
Innere ihrer Zelle durch eine

Pore, die sich 6ffnet, sobald
Licht der entsprechenden
Wellenldnge auf diese Kanal-
rhodopsine trifft. Anschlie-
end kommt es durch die of-
fene Pore zu einer freien Mig-
ration diverser Ionen und
damit zu einer Anderung des
elektrischen Potenzials an der
Membran. So konnen Neuro-
nen statt mit Strom zusatzlich
mit Licht erregt werden.

Der zweite Teilbereich der Op-
togenetik nutzt Licht, um an-
dere zellulare Funktionen zu
steuern. Zentrales Element
dieser Systeme sind Proteine,
die sich lichtabhéangig zusam-
menlagern. Diese Proteine
stammen haufig aus Pflanzen
und konnen andere Proteine
oder Proteinteile ,huckepack”
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tragen. Dadurch kénnen auch
diese Proteine lichtabhangig
zueinander in rdumliche Nihe
gebracht und zu einem funkti-
onalen Komplex zusammen-
gelagert werden. Dabei sind
sowohl die lichtabhangigen
Proteine als auch die Proteine,
die ,huckepack” getragen
werden, wie verschiedene
Bausteine wechselbar.

Im Institut fiir Technische
Chemie beschéftigt sich ein
Teil des AK (Arbeitskreises)
Blume (Prof. Dr. med. Corne-
lia Blume, Dr. Martin Witt,
Nina Wichert, M. Sc. und Sina
Christophers, M. Sc.) im Rah-
men des Exzellenzclusters

,Hearing4all” mit der lichtge-
steuerten Produktion speziel-
ler Proteine in Zellen. Dazu
wird die lichtabhéangige Inter-
aktion verschiedener Protein-
paare zum Beispiel PhyB und
PIF6 oder Cry2 und CIB aus
dem Acker-Schmalwand (Ara-
bidopsis thaliana) genutzt, um
via Geninduktion mit nachfol-
gender Proteinbiosynthese in
humanen Zellen den Zeit-
punkt und die Starke der Ziel-
proteinproduktion zu bestim-
men. Dabei tragt der eine
Partner des lichtabhangigen
Paares ein Protein, das an eine
spezielle DNA-Sequenz bindet
(hier Tet-R an TetO;3), und der
andere Partner ein Protein,
das in der Lage ist, durch die
Bindung einer Polymerase die
Produktion des Zielproteins
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Abbildung 1

(modifiziert nach [1], Miiller et al, Nucl. Acid Res. 2013). Gezeigt
wird exemplarisch das Funktionsprinzip eines optogenetischen Sys-
tems zur Steuerung der Proteinproduktion. Das Prinzip der optogene-
tischen Aktivierung stammt aus der Welt der Pflanzen, die fiir ihr
Uberleben auf die Sonne angewiesen sind und daher vielféltige licht-
sensitive molekulare Schalter entwickelt haben. Mittlerweile gibt es
synthetisch hergestellte optogenetische ,, Schalter”, die auch in huma-
nen Zellen genutzt werden konnen. Das Fusionsprotein aus Tet R und
PIF6 bindet an die TetO,; Sequenz der DNA, ist aber zundichst nicht
in der Lage mit der inaktiven Form des PhyB zu interagieren (oben).
Unter Einfluss von Rotlicht der Wellenlinge 660 nm ermdiglicht eine
Konformationsinderung der Bindungspartner das Zusammensetzen
eines Transkriptionsfaktorkomplexes (unten). Dadurch wird die Poly-
merase aktiviert und beginnt mit der Expression des Zielgens. Durch
Bestrahlung mit Infrarotlicht (740 nm) ldsst sich eine erneute Kon-
formationsinderung herbeifiihren, sodass der Transkriptionsfaktor-
komplexes wieder zerfillt. Die AG Blume befasst sich mit der Optimie-
rung dieses von einer Freiburger Forschergruppe entwickelten Tools
fiir humane Zellsysteme.

Abbildung 2

Beleuchtungsbox fiir optogenetische Zellkultur: Nina Wichert M. Sc.
beim Arbeiten in der LED-basierten Beleuchtungsbox. Diese ermdg-
licht eine gezielte Bestrahlung der optogenetisch verinderten humanen
Zellen mit Licht spezifischer Wellenlingen und verhindert eine Selbst-
aktivierung der Zellen durch Umgebungslicht. Wiihrend die Arme
iiber Armschlitze mit Armelhalter in die Box eingefiihrt werden, wird
das Handling der Zellen in der sonst dunklen Box iiber ein Tablet mit
Kamera beobachtet. Die Zellen sind auf einem hohenverstellbaren
Zellkulturgefifhalter und in einer erwirmten und mit CO, und
Wasserdampf equilibrierten Halterkammer (ibidi GmbH, Grifelfind,
Deutschland) positioniert.

zu vermitteln (hier VP16, ver-
gleiche Abbildung 1).

Die Hauptvorteile von opto-
genetischen Systemen im Ver-
gleich zu herkémmlichen
Verfahren zur Steuerung der
Proteinproduktion sind eine
wesentlich verbesserte rdum-




Abbildung 3

Schematischer Aufbau der pord-
sen Nanopartikel mit eingekap-
seltem Wirkstoff und Stéirkehiille
(a). Synthetisierte Partikel mit
Fluoreszenzfarbstoff zu spiteren
Lokalisierung der Partikel (b).
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liche und zeitliche Auflosung
im Mikromilieu zum Beispiel
von neuronalem Gewebe.

So kénnen Aktivierung und
Deaktivierung, je nach ver-
wendeten lichtabhdngigen
Proteinen, im Sekunden- bis
Minutenbereich durchgefiihrt
werden und der Einsatz von
fokussiertem Licht ermdglicht
eine starke Eingrenzung des
raumlichen Bereichs, zum
Beispiel im Innenohr eines
Kindes.

Fiir die Untersuchungen der
optimalen Lichtaktivierung
wurde in Kooperation mit
dem Institut fiir Mikroelektro-
nische Systeme bereits eine
Kultivierungsumgebung fiir
die Lichtaktivierung mittels
LED-Lampen gebaut (Abbil-
dung 2).

Eine hohere raumliche Auf-
16sung der Lichtaktivierung
wurde dagegen mit einer
punktgenauen Bestrahlung
mittels wellenlangenspezifi-
schen Lasern erreicht (Koope-
ration mit dem Institut fiir
Laseroptik der LUH, Prof. Dr.
A. Heisterkamp). Hierbei wird
das Zellprdparat maanderartig
punktbestrahlt, die Fithrung
des Lasers geschieht software-
gesteuert.

Die Einbringung der ver-
schiedenen Vektoren mit den
optogenetischen Sequenzen
und dem Zielgen geschieht
einerseits tiber zellschonende
transiente Verfahren (zum
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Beispiel Lipofektion), anderer-
seits {iber ein lentivirales Sys-
tem. Die Herausforderung
beim Gentransfer zum Bei-
spiel in undifferenzierte hu-
mane Stammzellen aus dem
menschlichen Fettgewebe (so-
genannte Ad-hMSCs) besteht
darin, dass neben dem opto-
genetischen Schalter auch das
Zielgen in einem bestimmten
stochiometrischen Verhiltnis
eingebracht werden muss.
Dies kann via Co-Transfektion

oder mittels diverser Genpro-
motoren auch auf einem Vek-
tor realisiert werden.

Neben der Erforschung der
Technologie an sich werden im
Rahmen des Excellenzclusters
,Hearing4all” auch direkte
Anwendungen untersucht. Zu-
sétzlich zu den einzelnen Bau-
steinen des optogenetischen
Systems kann auch das Ziel-
protein ausgetauscht werden,
oder es konnen mehrere Ziel-
proteine gleichzeitig einge-
setzt werden. Daher konnen
mit diesen , Lichtschaltern”
eine Reihe unterschiedlicher
Strategien fiir eine verbesserte
Einheilung von Cochlea-Im-
plantaten verfolgt werden.
Dazu arbeitet das Institut fiir
Technische Chemie beispiels-
weise mit dem Institut fiir An-
organische Chemie der Leib-
niz Universitat Hannover un-
ter Prof. Dr. rer. nat. Peter
Behrens zusammen. Hier wer-
den biokompatible Nanoparti-
kel mit verschiedenen Wirk-
stoffen beladen und mit einer

Hiille versehen, die fiir diese
Wirkstoffe zunéchst undurch-
dringlich ist (Abbildung 3).

Die Zellen werden dann so
programmiert, dass sie nach
Lichtbestrahlung ein Enzym
fiir den Abbau der Partikel-
Hiille produzieren, so werden
die Wirkstoffe zeitlich gesteu-
ert aus den Partikeln frei-
gesetzt.

Ein direkterer Ansatz zur Ver-
besserung der Implantat-Ein-

heilung ist die Produktion des
Wachstumsfaktor BDNF
(,Brain-derived neurotrophic
factor”; dt. etwa: ,Vom Gehirn
stammender neurotropher
Faktor”). Dieser Wachstums-
faktor schiitzt bereits beste-
hende Nervenzellen und sti-
muliert das Wachstum neuer
Synapsen. Bei einer Produkti-
on von BDNF in der Ndhe
eines Cochlea-Implantats wird
also eine wesentliche verbes-
serte Einheilung nach der Im-
plantation und eine gesteiger-
te Uberlebensfahigkeit der
geschddigten Nervenzellen
erwartet.

Neben der Forschung an An-
wendungen, die spéter direkt
den Patienten zukommen sol-
len, ist die lichtgesteuerte Pro-
duktion von Proteinen auch
eine gute Methode fiir die Un-
tersuchung der Proteinfunkti-
on innerhalb der Zelle und im
komplexen Organismus. Von
dem Membranprotein Claudin
14 ist bekannt, dass verschie-
dene Mutationen durch Mem-



brandestabilisierung zum Ab-
sterben der Haarsinneszellen
innerhalb weniger Wochen
nach der Geburt fithren. Auch
wenn Claudin 14 gar nicht
mehr gebildet wird, sterben
die Haarzellen im Innenohr
nach kurzer Zeit ab. Werden
die Haarzellen dagegen vor
dem Absterben entnommen
und im Labor weiter kulti-
viert, sind diese weiter lebens-
fahig. Diese Diskrepanz zwi-
schen der Situation im Innen-
ohr und im Labor ist noch
immer nicht geklart und da-
her Gegenstand aktueller Un-
tersuchungen. Dazu soll nun
die gute zeitliche Auflésung
der optogenetischen Systeme
genutzt werden, um eine ge-
nauere Vorstellung der Funk-
tionen von Claudin 14 zu er-
halten. Ein Mausmodell, bei
dem die Expression eines be-
stimmten Gens fiir das Memb-
ran-Protein Claudin 14 inakti-
viert wurde (Knock-Out
Maus-Modell fiir Claudin 14)
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von der Universitat Olden-
burg (AG Prof. Dr. rer. nat.
Nothwang) dient als Quelle

fiur KO-Zellen aus dem Innen-

ohr der Mduse (Entnahme
und Kultivierung durch die
AG von PD Dr. med. Athana-
sia Warnecke, Klinik f. HNO-
Heilkunde der MHH). Die
Gensequenz von Claudin 14
wird von der AG Blume zu-
sammen mit dem optogeneti-
schen Schalter in neuronale
und neuron-unterstiitzende

Zellen via Transfektion einge-

bracht und die kultivierten,
transfizierten Zellen morpho-
logisch beschrieben.

Sollte es gelingen, die Synthe-
se bestimmter Faktoren in hu-

manen Zelltypen {iber optoge-

netische Systeme zeitlich und
raumlich optimiert zu etablie-
ren und auch eine effiziente
Proteinsynthese und lichtge-
steuerte Wirkstofffreisetzung
nachzuweisen, waren optoge-
netisch manipulierte Zellen
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ein Mittel, welches in Zukunft
auch in klinischen Therapien
eingesetzt werden konnte.
Cochlea-Implantate kénnten
beispielsweise mit optogene-
tisch verdnderten menschli-
chen Stammzellen vor der Im-
plantation ummantelt werden.
Nach der Implantation kann
dann die gezielte und langfris-
tige Aktivierung den Einhei-
lungsprozess zu verbessern.
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