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Der lichtgesteuerte Fadenwurm

Einblicke in das Nervensystem von C. elegans

D er Fadenwurm Caenorhabditis
elegans ist nur etwa einen Milli-
meter lang und wird im Labor auf
kleinen Kulturplatten geziichtet F.
Trotz seines anatomisch relativ sim-
plen Nervensystems — bestehend
aus nur 302 Nervenzellen mit zirka
5000 chemischen Synapsen — ist
das »Gehirn« des Tiers in der Lage,
erstaunlich viele Funktionen zu er-
fiillen und zahlreiche einfache Ver-
haltensweisen zu regulieren. So
reagiert C. elegans auf Gerliche, Ge-
schmack, mechanische Reize sowie
die chemische Zusammensetzung,
die Temperatur und den Sauerstoff-
gehalt seiner Umgebung. Der
durchsichtige Fadenwurm bewegt
sich auf eine koordinierte und sehr
elegante Weise fort (daher der Na-
me), und die Mdnnchen zeigen ein
aktives Sexualverhalten. Selbst ein-
fache Formen von »Suchtverhal-
ten« sowie rudimentdre Formen
von Lernen und Gedachtnis kon-
nen unter geeigneten Bedingungen
untersucht werden. Beispielsweise
reagieren die Tiere auf ein Ansto-
Ben der Kulturplatte mit einem
Riickzugsreflex, der jedoch nach
haufiger Wiederholung ausbleibt.
Sie lernen also, die StoR8e zu igno-
rieren, weil sie keine Gefahr dar-
stellen. Interessanterweise kann
dieses Verhalten auch trainiert wer-
den, so dass die Tiere selbst nach 24
Stunden noch weniger hdufig auf
den Stimulus reagieren.

Das Nervensystem von C. elegans
ist bis ins kleinste Detail seiner Ana-
tomie durch hoch auflosende Elek-
tronenmikroskopie aufgeklart und
kartiert, und die 302 Zellen finden
sich mit exakt den gleichen Ver-
schaltungen in jedem Individu-
um H. Somit hegten einige For-
scher den Traum, dass man mit die-
sem Wissen liber die Struktur des
»Schaltkreises« das gesamte Ner-
vensystem von C. elegans im Com-
puter simulieren kénnte, um des-
sen Funktionieren genau zu verste-
hen. Jedoch stellte sich heraus, dass
dies ohne Informationen tiiber die
Funktion der einzelnen Zellen nicht
moglich ist. Nun ist die isolierte Be-
trachtung von Nervenzellen nicht
ohne weiteres machbar, da sie sich
untereinander in spezifischer Weise
zu kleinen Schaltkreisen »verschal-
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ten«. Selbst in einfachen Nerven-
systemen sind einzelne »Sub-
Schaltkreise« meist zu grofleren Or-
ganisationseinheiten zusammenge-
schlossen, die dann entsprechend
kompliziertere Vorgange kontrollie-
ren konnen und zum Beispiel ein
bestimmtes Verhalten des Versuchs-
tieres auslosen. Daher ist es von
grofem Interesse zu verstehen, wie
einzelne Nervenzellen oder Grup-
pen von Nervenzellen innerhalb ei-
nes neuronalen Netzwerks funktio-
nieren, um durch ihre Aktivitat
zum Auslosen eines bestimmten
Verhaltens (oder sonstigen neuro-
nalen »Outputs«) beizutragen.
Kleine Unterschaltkreise hat
man seitdem durch eine Kombina-
tion von Anatomie und funktionel-
len Experimenten aufkldren kon-
nen, indem man die einzelnen Zel-
len durch Laserbeschuss in einem
frithen Entwicklungsstadium zer-
stort. Dies erlaubt vor allem die
Aufklarung von Schaltkreisen, die
ein leicht zu beobachtendes Verhal-
ten steuern, wie etwa den Riick-
zugsreflex. So fand man, dass bei
Berlihrung der »Nase« des Wurms
Zellen angesprochen werden, die
auf mechanische Reize reagieren.
Diese aktivieren stromab Komman-
do-Neuronen, die wiederum die
Motorneuronen dazu anregen, eine
Riickwartsbewegung auszufiihren.

Pharnyx (Mund)

El Lichtmikroskopi-
sche Aufnahme von C. elegans, zirka
100-fach vergroBert. Das durchsichti-
ge, ausgewachsene Tier ist im Origi-
nal nur etwa einen Millimeter lang.
Der Kopf mit dem Fressorgan (,,Pha-
rynx“) ist oben links zu sehen, in der
Korpermitte kann man etwa 15 Eier
erkennen, der Rest des Korpers ist
vom Darm ausgefllt.

Umgekehrt fiihrt Berithrung am
Schwanz zu einer beschleunigten
Vorwdrtsbewegung.

Eine genetische Anleihe
bei der Griinalge

Um die volle Information tiber die
Funktion einer beliebigen Nerven-
zelle zu haben, muss man sie gezielt
stimulieren konnen. Dies ist relativ
einfach zu erreichen, wenn es sich
um ein sensorisches Neuron han-
delt, da man dann den natiirlichen
Stimulus (chemische Substanz, Be-
rithrung, Temperaturdnderung)
nutzen kann. Andere Zellen kann
man elektrisch stimulieren, jedoch
mulf man dazu eine Glaselektrode
im mikroskopischen MafRstab in die

Anatomie des Fadenwurms C. elegans

H Unter der Haut von C. elegans befinden sich Muskelzellen (griine Streifen), die
sich entlang des ganzen Korpers erstrecken. Das Nervensystem des Tiers besteht
aus kleinen Nervenzellen mit langen Fortséatzen (rot, Zellkérper sind als Ovale darge-
stellt). Diese Fortsétze erstrecken sich von Kopf bis Schwanz, die meisten Nerven-
zellen befinden sich im Kopfbereich rund um das Fressorgan (»Pharnyx«), im
Schwanz und entlang der ventralen (»Bauch-«) Seite. Dort werden auch die meisten
Koérpermuskeln »innerviert« und so von den Nervenzellen in koordinierter Weise zu
Kontraktionen und Entspannungen angeregt. Dadurch entsteht die elegante wellen-
férmige Bewegung des Korpers. Eingesetzt sind originale Fluoreszenzmikroskopi-
sche Aufnahmen von Neuronen (rot) und Muskelzellen (griin) gezeigt, die ChR2 in

ihrer Zellemembran enthalten.
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El Ein genetisch
verandertes Tier,
das ChR2 in den
Kérpermuskeln
enthalt, vor der
Beleuchtung mit
blauem Licht
(links), und eine
halbe Sekunde
nach dem An-
schalten (rechts).
Der Koérper ist
kontrahiert, wie
sich anhand der
Fixpunkte (Kreu-
ze) erkennen
lasst.
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Néhe der entsprechenden Zelle
bringen oder diese damit direkt
kontaktieren. Dies ist aber in dem
nur einen Millimeter langen C. ele-
gans (und im Ubrigen auch in gro-
Beren Versuchstieren) ungemein
schwierig, insbesondere, da man die
Tiere dazu ruhig stellen und die Zel-
le »operativ« praparieren mul3. In
dem kleinen Fadenwurm ist dies
mit normalem Verhalten nicht ver-
einbar. Wie konnte man also auf
andere Art einen Stimulus an eine
beliebige Nervenzelle {ibertragen?
Da die Tiere vollkommen transpa-
rent sind, ist eine Moglichkeit die
Anregung mit Licht. Dies mag autf
den ersten Blick sehr ungewo6hnlich

wor der B

erscheinen. Gelingt es aber, die nor-
malerweise nicht lichtempfindli-
chen Zellen lichtsensitiv zu ma-
chen, so lassen sie sich durch Licht,
ohne mechanischen Einfluss und
»Operation« anregen.

Die Idee dazu ging von Arbeiten
unserer Kollegen am Frankfurter
Max-Planck-Institut fiir Biophysik,
Prof. Dr. Ernst Bamberg und Prof.
Dr. Georg Nagel (inzwischen Uni-
versitdit Wiirzburg), aus. Sie experi-
mentierten mit einem lichtsensiti-
ven Ionenkanal-Protein aus einer
Griinalge (Nagel et al. 2003). Dieser
Sensor ermoglicht es der Alge, sich
im Wasser optimal nach dem fiir
die Photosynthese bendtigten Son-
nenlicht auszurichten. Das Protein,
genannt Channelrhodopsin-2
(ChR2), wird in normalerweise un-

durchlédssige Membranen der Zelle
eingebaut und 6ffnet, wenn es mit
blauem Licht bestrahlt wird, eine
intrinsische Ionenpore. Gelangt
ChR2 in die AuBenmembran von
Zellen, so lasst es nach Lichtabsorp-
tion positiv geladene Ionen in die
Zelle einstromen, wodurch diese sie
fiir die Reizleitung aktiviert (»depo-
larisiert«) wird (siehe »Reizleitung
zwischen Nervenzellen, S.55).
ChR2 funktioniert nach einem dahn-
lichen Prinzip wie die Lichtsensor-
Proteine in unserer Retina: Es bin-
det ein kleines Molekiil, Retinal,
das bei der Absorption von Licht
seine Struktur verdndert. Im Falle
von ChR2 iibertrégt sich diese An-
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derung dann so auf das Protein,
dass sie eine Offnung des ChR2-Ka-
nals in der Zellmembran bewirkt.

Blaues Licht steuert
Muskel- und Nervenzellen

Fiir unsere Experimente zur geziel-
ten Anregung einzelner Zellen bau-
ten wir das Gen fiir ChR2 in den
Fadenwurm C. elegans ein. Damit
die Synthese des kodierten ChR2-
Proteins nur in bestimmten Zellen
auftrat, stellten wir dem Gen regu-
latorische DNA-Sequenzen voran.
Zundchst brachten wir das Gen in
Muskelzellen des Wurms ein. Tat-
sachlich zogen sich die Muskelzel-
len nach Beleuchtung mit blauem
Licht zusammen, und die Tiere
schrumpften sofort entlang ihrer
gesamten Korperldange ein H. Zu-
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dem legten sie manchmal Eier ab,
da auch die fiir die Eiablage not-
wendigen Muskeln das ChR2-Pro-
tein enthielten. Wichtig ist hierbei
zu erwahnen, daf3 C. elegans norma-
lerweise keine direkte Reaktion auf
Licht zeigt, obwohl die Tiere intensi-
ves blaues (und vor allem ultravio-
lettes) Licht vermeiden. Sie begin-
nen sich dann schneller zu bewe-
gen, um aus dem Lichtkegel
herauszukommen. Kontraktionen
werden durch Licht unter normalen
Bedingungen jedoch nie ausgelost.

Zudem konnten wir durch eine
elegante Kontrolle zeigen, dass die
Reaktionen streng auf dem Vorhan-
densein von funktionsfahigem
ChR2 in den Zellen basiert: Ohne
das Retinal-Molekiil kann sich der
Ionenkanal nicht 6ffnen, und dieses
Molekiil kann C. elegans selbst nicht
in ausreichendem Male erzeugen,
so dass wir es mit der Nahrung zu-
geben missen. In Tieren, die zwar
das ChR2-Protein enthalten, jedoch
ohne Retinal kultiviert wurden, tra-
ten tiberhaupt keine lichtinduzier-
ten Kontraktionen auf. Die lichtin-
duzierten elektrischen Strome, die
durch das Protein flieSen, konnten
wir auch direkt durch elektrophy-
siologische Methoden nachweisen,
und auch diese traten nur auf,
wenn Retinal im Wachstumsmedi-
um vorhanden war.

Als nédchstes brachten wir ChR2
in Nervenzellen ein, zuerst in me-
chanosensorische, also auf mecha-
nische Reize reagierende Zellen.
Hier konnten wir tatsachlich durch
Licht schnelle Fluchtreaktionen
auslosen, die sonst durch eine Be-
rithrung oder Erschiitterung ausge-
16st werden. Wiederum traten diese
nur auf, wenn die Tiere in Anwe-
senheit von Retinal kultiviert wur-
den und die Mechanorezeptorzellen
ChR2 enthielten. Diese Arbeiten
haben wir bereits 2005 veroffent-
licht (Nagel et al. 2005). Weitere er-
folgreiche Anwendungen waren die
Stimulation erregender beziehungs-
weise hemmender Motorneuronen,
die entweder Kontraktionen oder
vollstandige Entspannung der Mus-
keln auslosten. Auf diese Weise
konnen wir nicht nur untersuchen,
welche Nervenzellengruppen ein
bestimmtes Verhalten auslosen,
sondern auch die Funktionalitdt der
Synapsen in genetischen Mutanten
charakterisieren, in denen die
Kommunikation zwischen den Ner-
venzellen gestort ist. Das Ausmal}
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des jeweils induzierten Kontrakti-
ons- oder Relaxationsverhaltens ist
namlich ein direktes MaR fiir die
Menge an freigesetzten chemischen
Signalstoffen aus den Neuronen.

Entspannung durch
gelbes Licht

Um nun Neuronen durch Licht
nicht nur aktivieren, sondern auch
hemmen (inhibieren) zu konnen,
verwendeten wir kiirzlich ein wei-
teres in der Natur vorkommendes,
Licht-aktiviertes Protein. Es be-
wirkt, dass negativ geladene Teil-
chen in die Zelle einstromen (»Hy-
perpolarisation«, siche Kasten un-
ten). Erste Versuche zeigten, dass
die Aktivierung dieses optischen
»Hyperpolarisators« in Muskelzel-
len zu sofortigem Stillstand der Tie-
re und zu einer Entspannung aller
Muskeln fiithrt B, was sich auch in
einer Ausdehnung der Korperlange
widerspiegelt. Zudem konnten wir
die zugrunde liegenden Photostro-
me tiber die Muskelzellmembran
direkt messen. Vergleichbare Effek-
te lieBen sich auch in den Motor-

Reizleitung zwischen Nervenzellen

Die Funktion eines Nervensystems basiert auf einem Ge-

Gelblicht blockiert Schwimmbewegungen

Ohne Licht

neuronen erzielen. Interessanter-
weise liegt das Aktivierungsmaxi-
mum dieses »Hyperpolarisators« in
einem Wellenldngenbereich, der
gelbem Licht entspricht. Im Gegen-
satz dazu wird ChR2 mit blauem
Licht maximal angeregt. Dies eroff-
net die Moglichkeit, eine (Nerven-)
Zelle, die beide Proteine gleichzeitig
enthdlt, beispielsweise durch ab-
wechselnde Beleuchtung mit blau-
em und gelbem Licht zu aktivieren
und zu inhibieren. Tatsdchlich ist
uns genau dies gelungen: So konn-
ten wir die Muskelzellen (und so-
mit das gesamte Tier) abwechselnd

Anzeige

Mit Licht

kontrahieren und entspannen las-
sen.

Dies erlaubt nun eine zeitlich
sehr prazise Aktivierung und Inhi-
bition von Neuronen und ermdg-
licht die Steuerung von Teilen (bis
hinab zu einzelnen Zellen) von
Nervenschaltkreisen, um deren
Funktion im Detail aufzukldren.
Anwendungen, die wir in nachster
Zeit angehen wollen, sind die Auf-
klarung der Funktionen von einzel-
nen Nervenzelltypen im lokomoto-
rischen System von C. elegans, wel-
che die Bewegung regulieren.
Dabei interessiert uns sowohl, wie

E1 In Falschfarben
sind je funf auf-
einander folgen-
de Bilder der
Schwimmbewegun-
gen von C. elegans
aus einem Video-
film Ubereinander
gelegt. Sie wurden
im Abstand von je
80 Millisekunden
aufgenommen
(links). Hemmt
man die Muskeln
oder aktivierenden
Motorneuronen von
C.elegans durch
Lichteinstrahlung,
hort das Tier sofort
auf zu schwimmen
(rechts).

flecht von Nervenzellen, die untereinander Signale austau-
schen. Dabei setzt eine aktive Nervenzelle chemische Bo-
tenstoffe frei, die dann in einer stromab gelegenen Nerven-
zelle durch Rezeptoren wahrgenommen werden. Diese
Verbindungen werden (chemische) Synapsen genannt. In
der Folge stromen elektrisch positiv geladene Teilchen — To-
nen - in diese zweite Nervenzelle und verandern das elek-
trische Potenzial tiber ihrer Zellmembran (Depolarisation),
was wiederum eine Aktivierung dieser Zelle bedeutet. Es
gibt neben dieser aktivierenden Neurotransmission auch
eine inhibierende, die zu einer Inaktivierung der stromab
gelegenen Zelle fiihrt. In diesem Fall werden andere Bo-
tenstoffe und Rezeptoren verwendet, es stromen negativ
geladene Tonen in die Zellen ein, und dies fiihrt zu einer
Potenzialveranderung mit umgekehrten Vorzeichen (Hy-
perpolarisation).

Neuronale Endigungen, enthalten synaptische

Vesikel mit chemisizh%n Neurotransmittern

Acetylcholin,
GABA)

| 4

Q

Inhibitorische
Synapse

Exzitatorische
Synapse

Neurotransmitter-
Rezeptoren

post-synaptische Zelle
(Neuron oder Muskel)

Aktivierung Hemmung
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die Motorneuronen die wellenfor-
mige Bewegung des Korpers kon-
trollieren, aber auch, wie andere
iibergeordnete Zellen komplizierte-
re Bewegungsabldufe wie Rich-
tungswechsel und Fluchtverhalten
koordinieren. Eine weitere Anwen-
dung ist die Aufklarung der Funkti-
on von sensorischen Zellen, die das
Ausmal’ der Kérperbiegung wahr-
nehmen und entsprechend »gegen-
steuern« kénnen.

»Optogenetik«:
Vielseitige neurowissen-
schaftliche Anwendungen

Diese neuen Methoden zur Analyse
der Nervenzellfunktion (bereits als
»Optogenetik« bekannt) sind nicht
nur fiir die Untersuchung des Fa-
denwurms interessant, sondern ha-
ben breite Bedeutung und Anwend-
barkeit fiir die Neurowissenschaften
im Allgemeinen. So wird ChR2 be-
reits zu Untersuchungen im Ner-
vensystem der Maus eingesetzt
(Boyden et al. 2005; Miller 2006).
Deren Nervensystem ist dem
menschlichen sehr viel dhnlicher
als das des Wurms, wobei sich hier
natiirlich gewisse Schwierigkeiten
auftun, da die Maus nicht durch-

sichtig ist. Jedoch lassen sich winzi-
ge Lichtleiterfasern auch tief in das
Sdugergehirn einpflanzen, wo sie
dann mit einer gewissen Reichwei-
te bestimmte Nervenzellen illumi-
nieren kénnen. Diese Methode
stellt auch eine schonende und spe-
zifischere Alternative zur elektri-
schen Reizung von Nervenzellen im
Sdugerhirn dar. Beim Menschen
wird diese bei bestimmten Formen
von Schizophrenie oder Depression
auch therapeutisch eingesetzt. Hier
ist natiirlich noch viel Entwick-
lungsarbeit nétig, insbesondere, da
man bestimmte Nervenzellen im
Gehimn kiinstlich, etwa durch so-
matische Gentherapie, erst einmal
dazu bringen muf3, ChR2 herzustel-
len. Auch erste Versuche, ChR2 als
Heilungsmethode fiir bestimmte
Formen fortschreitender Erblin-
dung einzusetzen (zundchst im
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Mausmodell), wurden im vergange-
nen Jahr von Zhuo-Hua Pan und
Kollegen an der Wayne State Uni-
versity in Detroit, USA, publiziert
(Bi et al. 2006). Hier wurde das Pro-
tein in Neuronen in der Retina ein-
gebracht, die normalerweise den ei-
gentlichen Photorezeptorzellen
nachgeschaltet sind, aber deren Sig-
nale ans Gehirn weitergeben. Tat-
sachlich konnten in Mdusen, denen
die Photorezeptoren fehlen und die
dadurch vollkommen blind sind,
durch ChR2 wieder Lichtsignale in
der Retina ausgelost und durch den
Sehnerv in das Gehirn weitergelei-
tet werden. Momentan sind aber
die hierfiir benotigten Lichtintensi-
taten noch zu hoch, als dass unter
normalen Tageslichtbedingungen
von einer nennenswerten Licht-
empfindung ausgegangen werden
kann. 2

Juniorprofessor Dr. Alexander Gottschalk, 37, ist seit Dezember 2003 am Institut
fir Biochemie. Er studierte Chemie in Frankfurt und Marburg und promovierte tiber
Nukleinsaure-Protein-Komplexe, die an der Genexpression beteiligt sind. Seine
Postdoktorandenzeit verbrachte er in San Diego, USA, mit Untersuchungen zur Wir-
kung von Nikotin auf das Nervensystem von Caenorhabditis elegans. Dies und die
im Artikel beschriebenen Anwendungen zur Licht-vermittelten Steuerung von Ner-
venzellen sind die Forschungsschwerpunkte der Arbeitsgruppe, die er am Institut fir

Biochemie leitet.

Typisch mannlich? Eindeutig weiblich?

Uber die Wechselwirkung zwischen Wirklichkeit und Klischee —
Wie Werbesprache Stereotype fortschreibt

e

it der Headline »Women and
en like different things«
wirbt die US-amerikanische Firma
Seagram's fiir ihre alkoholischen
Erfrischungsgetranke H . Diesem
Slogan bleibt die Firma im Laufe

der Kampagne treu — lediglich die
Bildillustration variiert von Anzeige
zu Anzeige. Jeweils zwei einander
gegeniibergestellte Bilder veran-
schaulichen, was Frauen und was
Manner »mogen«: ein und dieselbe

El Die Werbekampagne »Women and Men
Like Different Things« der Firma Sea-

gram's stellt stereotypisch weibliche und
mannliche Vorlieben einander gegeniber,
um so hohere Verkaufserfolge zu erzielen.

Toilette, auf dem rechten Bild ist die
Klobrille hochgeklappt, auf dem lin-
ken jedoch nicht; oder zwei Torten-
bilder — aus einer Torte ragt eine
leicht bekleidete Stripperin, das lin-
ke Bild zeigt eine Hochzeitstorte mit
Miniaturfiguren eines Brautpaars.
Die Botschaft erschlief3t sich unmit-
telbar: Manner klappen die Klobril-
le nach oben, wenn sie die Toilette
benutzen; Frauen wollen heiraten,
Mainner genieBen ihr Junggesellen-
dasein.

Warum ist es spannend, diese
altbekannten Stereotype genauer
zu betrachten? Dahinter steckt das,
was Gender-Forscherlnnen als »Er-
gebnisse eines normativen Kon-
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