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Vorklinischer Machbarkeitsnachweis —, Horen mit Licht”

* optogenetische Manipulation der Spiralganglionneurone

* Optogenetische Wiederherstellung des Horens

o
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* Verbesserte Frequenzauflosung der optischen Kodierung

* Entwicklung von Medizinprodukt und Gentherapie
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Overview - Uberblick

eIntroduction - Ubersicht

ePowering the ear — Batterie im Ohr

eMechanoelectrical transduction and electromotility

eSynaptic sound encoding by heterogeneous ribbon synapses of inner hair cells

eSynaptic disease mechanisms and innovative approaches to hearing restoration -

Krankheitsmechanismen und innovative Ansatze zur Wiederherstellung des Horens



Wissen Uber das HOren: ein kurzer historischer Exkurs

450-350 v. Chr 1500-1570 1670-1690 1840-1890 1920-1960 1970-
Anatomie  Physiologie/  Physik/ Physiologie/ Genetik/Molekulare Physiologie und
Physik Anatomie  Anatomie/Physik  -Anatomie/Neurowissenschaften

yo S—

Empedokles Gehdr sei wie ein Glocke, empfange und erzeuge Schallschwingungen
Aristoteles Gehor sei ein luftgefulliter Raum im Kopf: Sinnesorgan fur Luft

Vesalius & Ingrassia Gehdrknochelchen
Eustachius & Falloppio Cochlea

Willis  Anregung verschiedener Nerven durch verschiedene Tone
DuVerney & Mariotte mechanische Spektralanalyse: tonotope Hortheorie

Ohm & Helmholtz ~ Spektralanalyse nach dem Fourierschem Theorem
Corti, Deiters, Hensen, Ketzius, Leydig Corti-Organ, Haarzellen, Stutzzellen
Mayer, Weber Psychoakustik

Held, Ter Kuile lebende Haarzellen, Mechanotransduktion, Tonotopieprinzip
Gold Verstarkungsfunktion und Schallabstrahlung postuliert
Bekesy Wanderwelle (Nobelpreis)
Tasaki erste Ableitung von Aktionspotenzialen
Engstrom & Lim  Elektronenmikroskopie
Kemp Nachweis der Schallabstrahlung
Brownell & andere Verstarkungsfunktion der Haarzelle
Friedman, Petit, Steele & andere Taubheitsgene
Dallos, Corey, Moser, Petit & andere molekulare Physiologie der Haarzelle




Horbereich des Menschen, wir horen von:

Schalldruckpegel (dB SPL): 0 (Horschwelle)-130 (Schmerzgrenze)
Frequenz (Hz): 20 - 20000

Schalldruckpegel [dB SPL] [Phon] = [dB SPL] bel 1kHz Lautheitspegel [Phon]
A 10000000 Diisentriebwerk
Schmerzwelle 130
1000000 Schuss, Donner 120
Unbehaglichkeitswelle 110
100000 lauter Industrielarm 100
90
10000 lauter StraBenlarm 80
70
1000 normales Gesprach 60
Hauptsprachbereich

50
100 leises Gesprach 40
30
10 landliche Ruhe 20
10
1 Bezugsschalldruck 0+ normale Horschwelle 4

Zunahme um Faktor 20 3I1 5 6|3 15_5 lel} 5(I)l} 10|l}ﬂ 20|00 4{)'00 Sl}lﬂo 15(|Jl}ﬂ

Frequenz [Hz]

Moser & Zenner, Physiologie des Menschen, 2019



Schwerhorigkeit: haufigste Sinnesbehinderung

haufigste Sinnesbehinderung 466 Mio weltweit

Hearing loss increases the risk for dementia three ways:
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Das Tonaudiogramm, so messen wir die Horschwelle in der Klinik
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normal Ohr verschlossen
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Aufbau des Ohrs
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Moser & Zenner, Physiologie des Menschen, 2019



Aufbau zentralen Horsystems
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Corpus genic. med.

Colliculus inferior

auditorischer Kortex . )
Lemniscus lateralis

im Gyrus temporalis

transversus Nucll. lemnisci later.
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Moser & Zenner, Physiologie des Menschen, 2019
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Center for
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Benedikt Grothe (2020) in: Audition, Elsevier



Mikromechanik der Cochlea: Wanderwelle - Frequenzzerlegung

Steigbiigel Kochlea Helikotrema

Trommel-
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A.J. Hudspeth, Rockefeller University



Haarsinneszellen und Hornervenzellen
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Die Schwerhorigkeit

\ . W |
Mittelohr Cochlea

AuReres Ohr Hornerv Gehirn

V

Schallleitungsschwerhdrigkeit Schallempfindungs- Zentrale Schwerhorigkeit
schwerhorigkeit




Mikrochirurgie des Mittelohrs:
wirksame Behandlung der Schallleitungsschwerhorigkeit

Passive Aktive
Mittelohrprothesen Mittelohrprothesen
L\ J‘HQQ

malleus incus

l : >

handle
of malleus

long process
of Incus
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sources: Kurzmed, MEDEL, Uni
Oldenburg, Wikipedia, Otologycolombia
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EinfUhrung: Was tun, wenn das Innenohr erkrankt?

Neubildung von Haarzellen bei
Vogeln

* Horgerate

* Cochlea Implantat

Keine Neubildung von Haarzellen der
Cochlea beim Saugetier

eGentherapie
eMedikamente

eStammzellen

www.iurc.montp.inserm.fr/cric/audition


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/3/33/HES51106.JPG

Innenohrschwerhaorigkeit: Mechanismen

Stria vascularis

Global cochlear
dysfunction

__SG.N//
Synaptopathy

Neuropathy

Amplifier defect

Moser and Starr, Nat Rev Neurol 2016
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Messung der Horfunktion: Physiologie
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Auditory Brainstem Responses (ABR)

www.babyhearing.org/newborn-hearing-screening-tests
Mohrle et al., Neurobiol Aging 2016



Von der Humangenetik zum molekularen Mechanismus und zurtick zum Patienten

¢ Generation Sequencing und Bioinforp .
Ne

Aufklarung des molekularen Mechanismus
bei der monogenen Schwerhdrigkeit



Kann man Schwerhorigkeit mit Gentherapie heilen?

Nicht-pathogene
Adeno-assoziierte
Viren

Moser Sci Transl Med 2015;7:295fs28

Hoffnung auf Heilung einiger Formen genetischer Taubheit: personalisierte Medizin



Cochlea Implantat (Cl) — erfolgreichste Neuroprothese

Die meisten der ca. 1Mio ClI-Trager verstehen Sprache in ruhiger Umgebung

medel.com
siehe auch:
cochlear.com
advancedbionics.com
oticonmedical.com




Warum eine grundlegende Innovation des CI?

T / Elektrisches CI:

» Flaschenhals: weite Ausbreitung
des elektrischen Reizes, daher
schlechte Frequenzauflosung

« 12-24 Kanale

Electrical
cochlear implant

B \;s\/

‘\‘,,

Optical
cochlear implant

Optisches CI

« raumlich begrenzte Reizung
* 64 Kanale geplant
» Gentherapie erforderlich

Institute for “"I
Auditor Neglr!lsgelnce i Dieter, Keppeler, Moser EMBO Mol Med 2020 ‘ll]_l}/ﬂm‘ OptoGenTech
Y Also: Kleinlogel et al., Physiol Rev 2020



Horen mit dem Cochlea Implantat — stark begrenzte Frequenzauflosung

Menschen mit einem elektrischen Cochlea-Implantat héren in etwa so:
Mit einem Cochlea-Implantat konnten sie in etwa so horen:

nstitute for ,.|I||"| OptoGenTech

A : » . L
A Ud\fOl’\/ Neuroscience “Il



Anwendung der Optogenetik zur Wiederherstellung der Sinnesfunktion

s 1}1’“‘ Klinische Studie geplant

des Horens

optogenetische Wiederherstellung

des Sehens 2 laufende klinische Studien




Overview - Uberblick

ePowering the ear — Batterie im Ohr



Batterie im Ohr — der cochledare Kalumkreislauf

tight Junction /

Scalamedia | [KENGi - 3Na*
K~g5- — -
KCNE1
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Stria vascularis

Stria
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Stu\zzel\e Connexin

Fibrozyten

Der Gefal3streifen (Stria vascularis) erzeugt
kaliumreiche Endolymphe (~ 140 mM) und das
endocochledre Potential (~ +85 mV)

Haarzellen nutzen K*-Einstrom am Haarbundel
(Transduktion) zur “Erregung” und K*-Ausfluss
an der Zellbasis zur “Abregung”

Arbeitsteilung zur Minimierung der
Stoffwechselkosten fir Haarzellen

Versagen dieses cochledaren Kalumkreislaufs
verursacht Schwerhorigkeit

Moser & Zenner, Physiologie des Menschen, 2019

+85 mV < media

S(J'] [Na*]

Haarzelle
[Na*]
K]
Scala
tympani



Overview - Uberblick

eMechanoelectrical and electromechanical transduction — Reizwandlung und Verstarkung



Mechanoelektrische Wandlung (Transduktion)

o

SANS
, it Harmonin

CDH23

PCDH15

Transduktions-
kanal e

TMC1

Moser & Zenner, Physiologie des Menschen, 2019

Kachar et al., 2000

TMC1-mCherry / Actin

Kurima et al. Cell Rep 2015



Mechanoelektrischer Transduktionkanal: TMC1

Patch-Clamp-Methode
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Elektromechanische Wandlung - elektrisch getriebene Bewegung der Haarzellen: Presto!

Das “Motorprotein” Prestin vermittelt Elektromotilitat: Aufklarung von Struktur und Funktion

Electro-
motility

Outer hair cell
lateral membrane

Prestin/CI-

Contracted Expanded

Promenade around the cochlea Ge et al. Cell 2021



Aktive Mikromechanik: aulRere Haarzellen verstarken und dampfen

Verstarkung und Scharfung der
Wanderwelle auf der Membran

Hohe Schallempfindlichkeit und
prazise Frequenzabstimmung
der Hornervenzellen

Schallabstrahlung aus dem Ohr:
otoakustische Emissionen informieren
Uber die Funktion der Haarzellen
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Nobili et al., TINS 1998
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Fettiplace and Hackney, 2006

Kharkovets et al. EMBO J 2006



Overview - Uberblick

eSynaptic sound encoding —Synaptische Schallkodierung



Schallkodierung an Band-Synapsen von inneren Haarzellen und Hornervenzellen

a b c synaptische Vesikel

Stereocilia

synaptisches Band

Stimulation

innere Haarzelle

!

Spiralganglion-
neuronen

Moser & Zenner, Physiologie des Menschen, 2019

—revised -



Schallkodierung an Band-Synapsen von inneren Haarzellen und Hornervenzellen

Schall /V\/\ »///

‘||\j\‘l\‘|‘]\‘w!!”1 (l‘lllm““;“\m“\"}‘ ’
N‘I‘.‘”\t”‘l“wmlh Hl.!l‘um‘n‘lhi,m,‘k_’ it 2

Rezeptor-
Potenzial

Synapse:
Kontaktstelle zweier Zellen an der Information lGbertragen wird

Frequenz: Ortskode und
Zeitcode

Intensitat: Feuerkode
Spitzenraten: bis 1000 Hz
Adaptierte Raten: bis 300 Hz
Submillisekunden-Prazision
der Kodierung

Spike Jr! ...alles angetrieben von einer einzigen prasynaptischen aktiven Zone



Schallkodierung an spezialisierten Synapsen von inneren Haarzellen und Hornervenzellen
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Retina

Rod photoreceptor synapse
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Moser et al., Physiol Reviews 2019



Schallkodierung an Synapsen von inneren Haarzellen und Hornervenzellen

-18mV

IHC voltage

-58mV
command

Lina Jaime HC Ca?*

current
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Schallkodierung an Synapsen von inneren Haarzellen und Hornervenzellen

Tone burst @CF
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/ 200 - 300 sp/sec schnelle Vesikelbereitstellung und nachfolgende Freisetzung

Average instantaneous rate (sp/sec)
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Schallkodierung an Synapsen von inneren Haarzellen und Hornervenzellen

Aktive Mikromechanik Adaptive Schallkodierung Diversitat im Hornerv
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Diversitat von Synapsen und Hornervenzellen
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Ultraprazise zeitliche Verarbeitung von Schall in Hirnstamm-Schaltkreisen

Youtube

Institute for -I|||""|II|I|
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Ultraprazise zeitliche Verarbeitung von Schall in Hirnstamm-Schaltkreisen

) o

A

Monaural cues Interaural time difference Interaural level difference
“spectral notches” ITD ILD

s r/'“/\«./\
""’ T

Benedikt Grothe et al.

Frequ. [kHz] 20



Ultraprazise zeitliche Verarbeitung von Schall in Hirnstamm-Schaltkreisen

Cochlea Cochlea Cochlea Cochlea

Benedikt Grothe et al.



Ultraprazise zeitliche Verarbeitung von Schall in Hirnstamm-Schaltkreisen

Vogel & Reptilien Sauger

Ty Y3 2

r i —@?3: Re {9 =
multiple hemispheric oL

\ \ Z;‘:g‘;‘élds p0pula€cions / i W 3

lines“)
-500 -200 0 200 500 20 10 o 10 20
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Grothe et al. (2010) Physiol Rev

Benedikt Grothe et al.



Overview - Uberblick

eSynaptic disease mechanisms and innovative approaches to hearing restoration -

Krankheitsmechanismen und innovative Ansatze zur Wiederherstellung des Horens



Innenohrschwerhaorigkeit: Synapsenschwerhaorigkeit - Synaptopathie

Global cochlear Stria vascularis

dysfunction

IHC K
__SG.N//
Synaptopathy Amplifier defect

Neuropathy

nstitute for .||II||"|II |||_‘ . Modified from Moser et al., Otol & Neurotol 2013
Auditory Neuroscience I See also Moser and Starr, Nat Rev Neurol 2016



Genetische Synaptopathie durch Defekte im Otoferlin Gen
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Yasunaga et al., Nat Genet 1999
Rodriguez-Ballesteros et al., Human Mol Genetics 2008
From Pangrsic et al., TINS 2012
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Otoferlin ist essentiell fur die synaptische Schallkodierung

Synaptic vesicle

Otoferlin Otoferlin Otoferlin/AP2  Dynamin
\ \ . N
('Caz"' fcazf # o ® .
¥ : Priming Fusi s % AZ cl End i
— usion oo clearance ndocytosis

Released glutamate

from Moser & Starr, Nat Rev Neurol 2016
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Gentherapie der Synaptopathie: Machbarkeitsnachweis in Mausen

Otoferlin
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Rankovic, Vogl et al., Front Mol Neurosci 2021



Larmebedingte Synaptopathie: verborgener Horverlust — hidden hearing loss
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Henry and Mulroy, Hear Res 1995
Kujawa and Liberman, J Neurosci 2009

Lin et al.,, JARO 2011 Moser and Starr, Nat Rev Neurol 2016



Entwicklung des optischen Cochlea
Implantats




Proof of concept —

ChR-EYFP

AAV-vermittelte
Gentherapie des Spiralganglions

nstitute for .||||||
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Hernandez ... Moser, J Clin Invest 2014
Wrobel ... Moser, Science Trans Med 2018
Keppeler ... Moser, EMBO J 2018

Mager ... Moser, Nature Commun 2018
Dieter ... Moser, Nature Commun 2019
Keppeler ... Moser, Science Trans Med 2020

Reviews:

Jeschke & Moser, Hear Res 2015
Moser, Curr Opin Neurobiol 2015
Kleinlogel ... Moser, Physiol Rev 2020
Dieter ... Moser, EMBO Mol Med 2020



Horen mit Licht: optisch-evozierte Hirnstamm-Potenziale
(optically-evoked auditory brainstem response, oABR)

1ms

18.7 mW

9.0 mW I e ':‘{ ‘.“‘. > Z ==
6.8 MW | T
4.9 mW * Lichtpulsdauer: 1 ms
* Wiederholungsfrequenz: 10Hz
W * Reizsynchrone elektrische

2.9 mwW _
Ableitung von der Haut

W 1.6 mW ° Mltt6|ung Uber 500-1000 Trials

N T T 074 mW
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Wrobel, Dieter et al., Science Translat Med, 2018
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Proof of concept — Verbesserte
Frequ@mzeaUﬂOSU ng .O.p;s::h.e; R Electrisches

Horen Cochlea Implantat Cochlea Implantat
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Measured activity in the auditory midbrain upon stimulation in the cochlea:
Precise optical stimulation for improved hearing restoration. Hermandez ... Moser, J Clin Invest 2014

Dieter ... Moser, Nat Commun 2019
Dieter ... Moser, EMBO Mol Med 2020
Keppeler ... Moser, Sci Trans Med 2020



Horen mit Licht: Roadmap ™ coman: UMG MBEL v OptoGentech

Cluster of Ex cellence

2021 | 2022 [ 2023 | 2024 | 2025 | 2026 | 202/ | 2028 | 2029

OptoGenTech GmbH Klinische Studie Klinische Studie Zulassung
Phase I/Il Phase Il EMA

Projektstart

Current intensity

Wi OptoGenTech




Zusammenfassung

vvvvv

*Spezialisierte molekulare Maschinen vermitteln ——
Transduktion, Verstirkung und Kodierung im Ohr | 7 ’

*Haarzellen nutzen heterogene Synapsen um Horinformation liber
verschiedene Neurone zu lGbertragen und den weiten
Dynamikbereich hoérbaren Schalls abzudecken.

*Die Schallkodierung durch Haarzellensynapsen kann sowohl
durch Gendefekte als auch durch Larm, Hypoxie und
Medikamente gestort werden.

*Optische Cochlea-Implantate der Zukunft versprechen ein
verbessertes Horen fir Schwersthorige.
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