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zur gentherapeutischen Anwendung im 
Menschen [6]. Mit OptoAAV ist es möglich, 
selektiv einzelne Zellen durch die Beleuch-
tung mit zellverträglichem rotem Licht 
 niedriger Intensität zu transduzieren.

Aufbau des OptoAAV-Systems
Die OptoAAV-Technologie besteht aus einem 
modifi zierten AAV-Vektor (OptoAAV) und 
einem Adapterprotein, das für die lichtab-
hängige Rekrutierung des OptoAAVs an die 
Zielzelle verantwortlich ist (Abb. 1). Bei dem 
viralen Vektor haben wir dessen natürlichen 
Tropismus für Heparansulfat-Proteoglykan, 
das auf der Oberfl äche von Zellen vorkommt, 
durch zwei Punktmutationen in den viralen 
Kapsidproteinen entfernt. Damit kann der 
virale Vektor selbst nicht bzw. nur noch sehr 
ineffi zient an Zellen binden. Zudem haben 
wir an das virale Kapsidprotein VP2 eine 
gekürzte Version des Phytochrom-Interakti-
onsfaktor 6 (PIF6) fusioniert. Das Adapter-
protein besteht aus einem DARPin, das an 
ein ausgewähltes Protein auf der Zelloberfl ä-
che bindet, und einer gekürzten Version von 
Phytochrom B (PhyB). DARPins (designed 
ankyrin repeat protein) sind kleine künstli-
che Proteine, die wie Antikörper spezifi sch 
an ausgewählte Antigene binden und mit 
hoher Ausbeute im Bakterium Escherichia 
coli produziert werden können [7]. In dem 
OptoAAV-System haben wir uns die Eigen-
schaft der Proteine PhyB und PIF6 aus der 
Pfl anze Arabidopsis thaliana (Ackerschmal-
wand) zunutze gemacht, dass diese unter 
Beleuchtung mit rotem Licht (Wellenlänge 
ca. 660 nm) innerhalb von Sekunden inter-
agieren. Dadurch kommt es durch das Adap-
terprotein zur Rekrutierung des OptoAAVs 
an die Oberfl äche der Zelle und damit zu 
deren Transduktion. Ein weiterer Vorteil 
dieses natürlichen pflanzlichen Rotlicht-
rezeptorsystems ist, dass die Interaktion 
beider Proteine durch die Beleuchtung mit 
dunkelrotem Licht (Wellenlänge ca. 740 nm) 
innerhalb von Sekunden gestoppt werden 
kann. Somit kann die Transduktion von mit 
dunkelrotem Licht beleuchteten Zellen ver-
hindert werden.
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ó Fortschritte in der Einzelzellsequenzie-
rung sowie in multimodalen Einzelzell-
Omics-Ansätzen ermöglichen ein neues, 
faszinierendes Verständnis der Heterogeni-
tät von Zellen in multizellulären Organismen 
[1]. Das Wissen über Prozesse auf Einzelzell-
ebene wächst kontinuierlich, katalysiert 

durch kostengünstigere und einfacher zu 
handhabende Techniken zur Einzelzellana-
lyse. Im Gegensatz zu dieser Entwicklung 
hinken Technologien zur genetischen Mani-
pulation von Einzelzellen hinterher. Ein opti-
males System hierfür würde folgende Eigen-
schaften aufweisen: (i) die Kontrolle über 
den Gentransfer sollte außerhalb der Zelle 
liegen, um Nebenwirkungen auf andere Zel-
len zu vermeiden, (ii) die Technik sollte so 
wenig wie möglich invasiv sein und (iii) 
mehrfach anwendbar sein, um innerhalb 
einer Kultur verschiedene Gene in verschie-
dene Zellen einbringen zu können. (iv) 
Zudem sollte der Gentransfer mit einer Stan-
dardlaborausrüstung durchführbar sein und 
(v) einen hohen Durchsatz erlauben. (vi) 
Schlussendlich sollte der Gentransfer sowohl 
in unmodifi zierten Zelllinien als auch Pri-
märzellen möglich sein. Etablierte Verfahren 
zum gezielten Gentransfer, wie z. B. die Ein-
zelzellinjektion oder die lichtinduzierte Per-
meabilisierung der Zell- oder Endosomen-
membran, sind entweder langwierig, benöti-
gen komplizierte Geräte oder sind mit einer 
hohen Toxizität für die Zielzelle verbunden 
[2–4]. Mit der hier vorgestellten OptoAAV-
Technologie überwinden wir diese Ein-
schränkungen [5]. Dieses System basiert auf 
Adeno-assoziierten viralen (AAV) Vektoren, 
einem Standardwerkzeug für den Gentrans-
fer in Zellkultur und Tiermodellen bis hin 

Extrazelluläre Optogenetik

Rotlicht-gesteuerter viraler 
Gentransfer mit Einzelzellaufl ösung

˚ Abb. 1: OptoAAV-Funktionsweise. Die 
Rotlicht (660 nm)-induzierte Interaktion von 
Phytochrom B (PhyB) und PIF6 führt zur 
Re krutierung des modifi zierten Adeno-asso-
ziierten viralen Vektors (OptoAAV) an die 
Zelloberfl äche und damit zur Transduktion. 
Der DARPin ist ein antikörperähnliches syn-
thetisches Protein, das gegen ein zelluläres 
Oberfl ächenprotein gerichtet ist und modu-
lar ausgetauscht werden kann. Angepasst 
aus [5].
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Zusammenfassung und Ausblick
Die OptoAAV-Technologie ermöglicht eine 
hochspezifi sche Transduktion von Zielzellen. 
Die Spezifi zität wird über zwei Mechanismen 
sichergestellt; einerseits wird ein spezifi -
sches Adapterprotein verwendet, um mögli-

proteins mScarlet hin untersucht. Hierbei 
konnten wir in 60 Prozent aller Experimente 
eine Transduktion der beleuchteten Zelle 
beobachten, während von allen nicht 
beleuchteten Zellen nur ein Prozent eine 
mScarlet-Fluoreszenz aufwiesen.

Örtlich und zeitlich kontrollierte 
Transduktion
Da die Transduktion von Zellen durch das 
OptoAAV-System präzise örtlich und zeitlich 
kontrolliert werden kann, ermöglicht es die 
Technologie, verschiedene Gene in verschie-
dene Zellen einer Kultur ortsaufgelöst einzu-
bringen. Um dies zu zeigen, haben wir eine 
Kultur der humanen Epidermoid-Karzinom-
Zelllinie A-431 für zehn Minuten mit einem 
Adapterprotein, das spezifi sch an den EGF-
Rezeptor auf A-431-Zellen bindet, unter 
Beleuchtung mit 740-nm-Licht inkubiert 
(Abb. 2). Nach einem Waschschritt zum Ent-
fernen des ungebunden Adapterproteins 
haben wir einen OptoAAV, der ein Gen für 
das grüne Fluoreszenzprotein GFP trägt, zu 
den Zellen gegeben und die Kultur ortsaufge-
löst mithilfe einer Fotomaske für neun 
Sekunden mit 660-nm-Licht niedriger Inten-
sität (0,3 mW cm-2) beleuchtet. Nach einer 
Inkubation von zwei Stunden im Dunkeln 
haben wir die Kultur gewaschen und das 
eben beschriebene Prozedere mit einer zwei-
ten Fotomaske und einem OptoAAV, der für 
das rote Fluoreszenzprotein mScarlet codiert, 
wiederholt. Die anschließende Analyse der 
Expression der beiden Fluoreszenzproteine 
mittels Fluoreszenzmikroskopie nach zwei 
Tagen hat gezeigt, dass wir erfolgreich orts-
aufgelöst unterschiedliche Zellen in der-
selben Kultur mit verschiedenen Genen 
transduzieren konnten.

Gentransfer in einzelne Zellen
Die lokale Beleuchtung von Zellen mithilfe 
von Fotomasken erlaubt nur eine relativ 
geringe örtliche Aufl ösung in der Größenord-
nung von mehreren 100 Mikrometern, 
sodass nur Zellverbände und keine Einzel-
zellen einer Kultur damit spezifi sch beleuch-
tet werden können. Die örtliche Aufl ösung 
kann jedoch durch die Nutzung eines her-
kömmlichen Konfokalmikroskops einfach 
bis in den Mikrometer-Bereich erhöht wer-
den. Um eine beleuchtete Zelle nach zwei 
Tagen wieder identifizieren zu können, 
haben wir ein Prozent der Zellen einer 
A-431-Zellkultur mit dem Fluoreszenzfarb-
stoff CFSE markiert und auf einem Deckglas 
mit einem beschrifteten Rastergitter ausge-
sät (Abb. 3). Nach sequenzieller Zugabe des 
Adapterproteins und OptoAAVmScarlet unter 
740-nm-Beleuchtung haben wir eine ausge-
wählte CFSE-positive Zelle für 120 Milli-
sekunden mit dem 633-nm-Laser des Mikro-
skops beleuchtet und die Kultur nach zwei 
Tagen auf die Expression des Fluoreszenz-

˚ Abb. 2: Örtlich aufgelöste Transduktion einer Zellkultur mit zwei Transgenen. Eine Kultur von 
A-431-Zellen wurde nacheinander mit PhyB-DARPinEGFR und OptoAAVGFP inkubiert und lokal durch 
Fotomaske 1 mit 660-nm-Licht beleuchtet. Anschließend wurde die Prozedur mit Fotomaske 2 
und OptoAAVmScarlet wiederholt und nach zwei Tagen die Transduktion mittels Fluoreszenzmikros-
kopie analysiert. Maßstabsleiste: 1 mm. Angepasst aus [5].

˚ Abb. 3: Transduktion einer ausgewählten Einzelzelle. Eine A-431-Zellkultur mit ein Prozent 
CFSE-gefärbten Zellen (zur Wiedererkennung der Zellen bei der Analyse) wurde nacheinander mit 
PhyB-DARPinEGFR und OptoAAVmScarlet inkubiert und anschließend eine CFSE-positive Zelle mit 
dem 633-nm-Laser eines Konfokalmikroskops beleuchtet (rote Markierung). Die Analyse der 
Transduktion erfolgte nach zwei Tagen mittels Fluoreszenzmikroskopie. Maßstab: 100 μm. Ange-
passt aus [5].
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che Zielzellen zu markieren, andererseits 
wird die Transduktion über die lichtge-
steuerte Aktivierung des Fotorezeptors PhyB 
auf der Zielzelle vermittelt. Diese Technolo-
gie komplementiert die Fortschritte in der 
Einzelzellanalyse und ermöglicht, durch das 
gezielte Einbringen von genetischer Informa-
tion, synthetisch eine Heterogenität herbei-
zuführen. Dies stellt eine aussagekräftige 
Methode dar, um Hypothesen zu testen oder 
vorhergehende Analysen über einen synthe-
tischen Ansatz zu bestätigen. Darüber hinaus 
bietet OptoAAV im Bereich des Tissue Engi-
neerings neue Möglichkeiten zur orts- und 
zeitaufgelösten Kontrolle des Wachstums 
und der Differenzierung von Zellen durch das 
gezielte Einführen von entsprechenden 
Expressionskassetten. Ebenso ist die Weiter-
entwicklung von OptoAAV für therapeuti-
sche Anwendungen vielversprechend. So 
wurde z. B. vorgeschlagen, über diese Tech-
nologie bei blinden Menschen gezielt lichtab-
hängige Ionenkanäle in Retinazellen einzu-
fügen, um wieder eine Lichtwahrnehmung 
zu ermöglichen [8]. Dank des modularen 
Aufbaus ist eine Anpassung der OptoAAV-
Technologie für diese und andere Anwendun-
gen in der grundlagenorientierten sowie der 
angewandten Forschung zielgerichtet und 
effi zient möglich.
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