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Fremtiden er lys!

Hvilke forskningsteknikker vil vaere viktige det neste tiaret? To nye gjennombrudd muliggjer forskning
pa levende dyr, og begge benytter seg av et noksa grunnleggende forskningsverktgy - lys.

Moderne medisin har flere viktige verktoy
til bildeundersgkelser av levende pasienter,
blant annet magnetisk resonanstomografi
(MR), computertomografi (CT) og posi-
tronemisjonstomografi (PET). Dessverre
mangler alle disse teknikkene opplesning
til & studere enkeltceller og subcellulaere
hendelser (1).

Lys- og elektronmikroskopering har
oppnadd heyere oppleselighet ved & bruke
kortere belgelengde, men det innebarer at
vevet tilfores hoyere energi og lettere blir
skadet. Mange elektron- og lysmikroskop

kan derfor ikke brukes pé levende individer.

Lys og gener

Mikroskoper trenger kontrast for «& se». En
av de mest populare metodene for a oppna
kontrast til lysmikroskopi er & tilfere vevet
fluorokromer — molekyler som absorberer
lysenergi og sender tilbake lys med en litt
lengre belgelengde enn det som kom inn
(fluorescens). Oppdagelsen av at man

kan klippe ut gener som koder for fluore-
scerende proteiner hos manet, og lime dem
inn i arvematerialet til for eksempel mus, ga
grunnlaget for forskningsfeltet optogene-
tikk. Det forte frem til Nobelprisen i kjemi
12008 (2).

Man har nylig utviklet metoder for ikke
bare & se pa subcellulare prosesser, men
ogsa pavirke dem direkte med lys. En av de
mest komplekse proteinfamiliene i naturen
er den lysfolsomme opsinfamilien. Opsiner
finnes i bakterier, Archaea og eukaryote
organismer, ofte som ionekanaler som dpner
eller lukker seg nar de blir stimulert av lys.
Hos mennesker og andre pattedyr finnes det
bare opsinproteiner i netthinnen (rodopsin
i staver, 2—3 fotopsiner i tapper og mela-

nopsin i ganglieceller involvert i regulering
av degnrytme) og en etterlevning etter evo-
lusjonen i corpus pineale (melanopsin) (3).

Opsin fra alger er via lentivirus blitt satt inn
i nerveceller hos mus, og man kan pé den

«Kombinasjonen opto-
genetikk og tofoton-

mikroskopi har vist seg
a apne nye muligheter»

maten via lys depolarisere cellen (4). Dette
representerer et gjennombrudd fordi man
kan stimulere eller hemme enkeltceller
i levende dyr direkte og se hva som skjer.
Etter hvert har man ogsa utviklet metoder
for & lysstimulere fritt bevegende mus med
fiberoptiske kabler eller sma subkutant
implanterbare lyskilder med tradles sender,
slik at musene kan fjernstyres (5, 6). Pa
denne maten kan optogenetikk ogsa ha
viktige terapeutiske applikasjoner, ved for
eksempel & aktivere immunceller eller sti-
mulere tilheling i et lite omrade. Man har
ogsé laget lyssensitive G-protein-koblede
reseptorer og kalsiumindikatorproteiner som
muliggjer manipulasjon og maling av sub-
cellulere hendelser i «sanntid» med milli-
sekunders noyaktighet (7).

Kvantefysiske knep

De fleste relevante lysfolsomme eller fluore-
scerende proteinene krever lys med noksé
hey energi for & bli stimulert (blatt-gront).
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Det medferer varmeskade i vevet og begren-
ser hvor dypt vi kan «se» (< 50 um eller ett
par cellelag).

11990 ble det mulig & utvikle lasere
som var kraftige nok til & oppna den kritiske
«fotonkonsentrasjon» for a stimulere et
molekyl med to eller flere lyspartikler
samtidig (8). Laserne pulserer med ultra-
korte (femtosekund) pakker med hay tetthet
av lyspartikler, og kalles derfor ofte femto-
sekundlasere. Nér to eller flere fotoner tref-
fer et fluorokrom pé likt, slar energien seg
sammen, og det medferer at man kan bruke
lyspartikler som enkeltvis har lav energi
(lang belgelengde, rad og infrared farge).
Dermed reduseres vevsskaden, samtidig
som dybden pé hva vi kan se, eker ekspo-
nensielt (vanligvis 500 til 1 000 pum, siden
lysspredning er eksponentielt korrelert med
mindre belgelengde). Teknikken kalles
tofoton- eller multifotonmikroskopi, og har
i likhet med konvensjonell lysmikroskopi
hey oppleselighet i tid (under 100 ms) og
rom (under 1 um). Det muliggjor blant
annet studier av enkeltsynapser i hjernen.

Andre gjennombrudd innen optiske bilde-
teknikker, slik som akustooptiske modulatorer
(AOM) er ogsa i senere tid blitt kombinert
med tofotonmikroskopi. Dette har okt hastig-
heten pa bildeopptaket fra tre per sekund til
tusener og gjor det mulig & avbilde elektriske
enkeltimpulser (9). De sékalte femtosekund-
laserne som brukes til slik forskning, kan
ogsa brukes til & skjeere med mikrometers
presisjon dypt i vev, slik som hornhinne
eller linse, uten & skade strukturer pa vei inn.
Denne teknikken star for noen av de siste
giennombruddene innen operativ korreksjon
av brytningsfeil og fjerning av gra steer (sékalt
femto-LASIK, SMILE og FLACS) (10).
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Figur 1 Bildeopplasning og metoder for § oppna bildekontrast ved hjelp av optogenetikk. Venstre panel: Bildeopplasning i tid, rom [x, y] og dybde [dybdepenetrasjon] for
noen av de vanligste teknikkene. Forkortelser: elektronmikroskopi (Elektron), superresolusjonsmikroskopi med lys (Supperres.], konfokalmikroskopi (Konfokall, tofoton-
mikroskopi (Tofoton], «optical coherence tomography» (OCT), ultralyd (UL). Hayre panel: Her er genet for «enhanced green fluorescent protein» (eGFP] «limt inn» etter
promoteren for genet Glt1, slik at stattecellene i hjernen fluorescerer gront
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Figur 2 Fjernstyring av mus med optogenetikk. Genet for Channelrhodopsin 2 [ChR2] «klippes ut» av alger, og «limes inn» i hjerneceller hos mus ved hjelp av en lenti-
virusvektor. Musene kan da fjernstyres ved hjelp av en fiberoptisk kabel som appliserer blatt lys til en spesifikk hjerneregion (premotor cortex her]. Nar lyset slgs pa,
vil Na* stramme inn i nervecellene, og det gjor at musen laper rundt buret. Forkortelser: «yellow fluorescent protein» (YFP, her brukt som en reporter]

Nye optiske knep har gitt flere uante
muligheter. De har muliggjort visualisering
av fyrende nerveceller i hjernebarken pa
mus som beveger seg i en virtuell labyrint
(11), og har belyst spersmal om hvordan
minner lagres (12, 13) og hvordan epilep-
tiske kramper oppstér (14, 15).

Nye muligheter

Droyt 200 4r etter at den franske fysikeren
Augustin-Jean Fresnel (1788—1827) beskrev
lys som en bglge, byr naturen fortsatt pa nye
optiske knep og muligheter. Kombinasjonen
optogenetikk og tofotonmikroskopi har vist
seg & apne nye muligheter for forskning,
diagnostikk og potensielt behandling. Frem-
tiden kan med rette sies & vere lys.
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