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„The trick then is not to use the clumsy and inefficient tech-
niques of classical organic chemistry by themselves but to make
use of Nature’s tools.“„Der Trick ist demnach, nicht allein die klobigen und ineffizi-
enten Techniken der klassischen organischen Chemie zu ver-
wenden, sondern die Werkzeuge der Natur zu nutzen.“
Sir Francis Crick, 1999[1]

1. Einleitung

Die molekularen Maschinen der Natur sind in ihrer
Schçnheit, Effizienz und F�higkeit zur Integration in kom-
plexe Systeme nicht zu �bertreffen. Dies ist nicht �berra-
schend, wenn man bedenkt, dass sie sich �ber Millionen von
Jahren entwickelt haben. Im Unterschied dazu ist die orga-
nische Chemie als Fachgebiet erst ungef�hr zweihundert
Jahre alt. Die Synthese komplexer Molek�le hat kaum ein
Drittel dieses Alters und ist weit davon entfernt, eine ausge-
reifte Technik zu sein. Dennoch hat die Synthesechemie
w�hrend der letzten Jahrzehnte beachtliche Fortschritte ge-
macht und unz�hlige Molek�le hervorgebracht, die weder ein
strukturelles noch ein funktionelles Gegenst�ck in der Natur
haben.

Trotz allem liegen wir mit dem, was wir heute herstellen
kçnnen, weit hinter der Natur zur�ck. Die Wirkstoffe, die wir
synthetisieren, sind vergleichsweise einfache Molek�le, und

die molekularen Schalter, Motoren und Maschinen, die wir
erfinden, sind konzeptionell recht beeindruckend, verblassen
aber im Vergleich zu denen der Natur.[2] Letztere hat man in
den vergangenen Jahrzehnten mit diversen biophysikalischen
Methoden im Detail erforscht, und unser Verst�ndnis ihrer
Funktionsweise hat sich enorm verbessert. Einige bekannte
Beispiele molekularer Maschinen, die auf atomarer Ebene
gut untersucht wurden, sind die ATP-Synthase,[3] das Ribo-
som,[4] die RNA-Polymerase,[5] verschiedene molekulare
Motoren[6] und mehrere Ionenkan�le, die die Nervenaktivit�t
kontrollieren.[7] Obwohl diese Molek�le in einer Dimension
operieren, in der quantenmechanische Effekte zum Tragen
kommen, kçnnen sie oft mit recht einfachen und f�r Chemi-
ker intuitiven mechanischen Modellen beschrieben werden.

Transmembranrezeptoren ermçglichen die Kommunikation zwi-
schen Zellen und ihrer Umgebung. Die Stimuli, die diese Rezep-
toren aktivieren, treten in Form von �nderungen der Liganden-
konzentration (z. B. Hormone oder Neurotransmitter), der Tem-
peratur, des Drucks (z. B. Schallwellen oder Ber�hrungen), des
Transmembranpotentials oder der Lichtintensit�t auf. Viele
Transmembranrezeptoren sind heutzutage in atomarer Auflçsung
charakterisiert, und unser Verst�ndnis ihrer funktionellen Eigen-
schaften hat sich in vergangenen Jahren deutlich verbessert. Infol-
gedessen kçnnen diese hochentwickelten molekularen Maschinen
umprogrammiert und gegen�ber unnat�rlichen Reizen sensibili-
siert werden. In diesem Aufsatz zeigen wir, wie spannungs- und
ligandengesteuerte Ionenkan�le mit synthetischen Lichtschaltern
ausgestattet werden kçnnen. Die daraus resultierenden k�nstlichen
Lichtrezeptoren kçnnen genutzt werden, um neurale Aktivit�t mit
einer außergewçhnlichen zeitlichen und r�umlichen Pr�zision
optisch zu kontrollieren. Sie sind bereits erfolgreich in lebenden
Systemen eingesetzt worden und kçnnten in Zukunft bei der Wie-
derherstellung des Sehprozesses und der optischen Kontrolle an-
derer Sinneswahrnehmungen Anwendung finden. Die Kombina-
tion von synthetischen Photoschaltern und Rezeptorproteinen er-
weitert das Feld der Optogenetik. Dar�ber hinaus verleiht sie der
chemischen Genetik eine neue Dimension, weswegen wir vor-
schlagen, diesen Forschungsansatz „optochemische Genetik“ zu
nennen.
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Unser stark verbessertes Verst�ndnis der nat�rlich vor-
kommenden molekularen Maschinen ermçglicht es nun, ihre
Funktionsweise mithilfe der Synthesechemie zu manipulie-
ren. Genauso wie makroskopische Maschinen in ihre Ein-
zelteile zerlegt und „auffrisiert“ werden kçnnen, kçnnen auch
Nanomaschinen funktionell manipuliert und mit zus�tzlichen
Kontrollelementen ausgestattet werden. Diese Modifikatio-
nen kçnnen durch klassische Molekularbiologie, aber auch
durch das Verkn�pfen mit synthetischen Molek�len erreicht
werden. Entscheidend ist hierbei, dass die Synthesechemie
nicht alleine, sondern in Kombination mit den nat�rlichen
Rezeptoren zum Tragen kommt. Eine solche Herangehens-
weise schafft Hybridmaschinen, die mit nichtnativen Stimuli
kontrolliert und relativ einfach in hochkomplexe Systeme
integriert werden kçnnen. Damit funktionieren sie nicht nur
in isolierten Zellen, sondern auch in komplexen Nervenge-
weben und sogar in lebenden Tieren (d.h. in vivo).

In diesem Aufsatz wollen wir zeigen, wie eine solche
Kombination von nat�rlich vorkommenden molekularen
Maschinen und organischer Synthesechemie auf neurophy-
siologisch relevante Transmembranproteine angewendet
werden kann. Zu diesem Zweck werden wir zun�chst einen
�berblick �ber die elementare Maschinerie der Sinneswahr-
nehmung, der synaptischen �bertragung und der neuralen
Aktivit�t geben. Danach diskutieren wir, wie diese Maschi-

nerie so umprogrammiert werden kann, dass sie auf Licht
reagiert und damit zur �ußerst pr�zisen Untersuchung von
neuralen Netzwerken eingesetzt werden kann. Dies ist auch
das Ziel der „Optogenetik“, einer rasant wachsenden, jungen
Methode der Neurowissenschaften.[8] Wir wollen hier zeigen,
wie die Einf�hrung einer chemischen Komponente das Re-
pertoire der Optogenetik noch weiter vergrçßert und wie
diese Kombination als „optochemische Genetik“ bei der
Analyse und funktionellen Erweiterung von Nervensystemen
eingesetzt werden kann.[9]

2. Transmembranrezeptoren und ihre Rolle in der
Neurobiologie

Transmembranrezeptoren bilden die Grundlage der
elektrischen und chemischen Kommunikation zwischen Ner-
venzellen. F�r diesen Aufsatz definieren wir sie als Trans-
membranproteine, die auf Reiz�nderungen wie �nderungen
der Lichtintensit�t, des Drucks, der Spannung, der Tempe-
ratur oder der Ligandenkonzentration reagieren. Zu solchen
Rezeptoren z�hlen Ionenkan�le (ionotrope Rezeptoren), G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs, metabotrope Re-
zeptoren) und rezeptorgebundene Enzyme. Viele Jahre lang
galten diese Proteine als schwer zu untersuchen, vor allem
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durch Rçntgenstrukturanalyse. Dies �nderte sich schlagartig,
als die Forschergruppe um MacKinnon 1998 die Kristall-
struktur des K+-selektiven und pH-Wert-empfindlichen bak-
teriellen Kanals KcsA verçffentlichte.[10] Seit dieser bahn-
brechenden Arbeit wurden Vertreter nahezu aller Rezeptor-
klassen, z. B. GPCRs,[11] ionotrope Glutamatrezeptoren
(iGluRs),[12] trimere ATP-Rezeptoren (P2X),[13] spannungs-
gesteuerte Ionenkan�le[14] und pentamere ligandengesteuerte
Ionenkan�le (pLGICs)[15] auf atomarer Ebene charakteri-
siert. Diese Rezeptoren sind in Abbildung 1 gezeigt und ihrer
Symmetrie nach geordnet.

Mit Ausnahme von Rhodopsin[11b] ist keiner der in Ab-
bildung 1 gezeigten Rezeptoren lichtempfindlich. Drei Kan-
didaten – GluA2,[12] P2X4[13] und nAChR[15a] – sind ligan-
dengesteuerte Ionenkan�le, die auf Konzentrations�nderun-
gen von Neurotransmittern oder extrazellul�ren Metaboliten
reagieren. Spannungsgesteuerte Ionenkan�le wie Kv1.2
çffnen und schließen sich bei �nderungen des Transmem-
branpotentials.[16] Sie kçnnen jedoch auch von Liganden wie
Kanalblockern beeinflusst werden. Folglich kçnnen alle ab-
gebildeten Rezeptoren auf die eine oder andere Weise mit-

hilfe kleiner Molek�le reguliert werden. Durch chemische
Manipulation dieser Molek�le, die es ermçglicht, deren Ak-
tivit�t mit Licht zu kontrollieren, kçnnte somit der gesamte
Rezeptor-Liganden-Komplex in einen Photorezeptor umge-
wandelt werden.

Zun�chst ist es jedoch sinnvoll, sich vor Augen zu f�hren,
wie unsere Rezeptoren in die Generierung von Aktionspo-
tentialen (APs) involviert sind.[17] APs kçnnen mithilfe der
Elektrophysiologie untersucht werden, einer ausgesprochen
leistungsstarken Methode, die eine zeitliche Auflçsung im
Mikro- bis Millisekundenbereich ermçglicht. Die typische
Form eines AP und eine schematische Darstellung eines
Neurons sind in Abbildung 2 gezeigt. Ligandengesteuerte
Ionenkan�le wie ionotrope Glutamatrezeptoren (im Zen-
tralnervensystem, ZNS) oder nikotinische Acetylcholinre-
zeptoren (vor allem im peripheren Nervensystem) sind f�r die
anf�ngliche Depolarisation der postsynaptischen Membran
verantwortlich. Das Binden eines Neurotransmitters an den
jeweiligen Kanal f�hrt zu einer �ffnung der Kanalpore, was
zu einem Natrium- und Kaliumionenstrom f�hrt. Unter Be-
r�cksichtigung des Ruhepotentials der Nervenzelle und der

Abbildung 1. Transmembranrezeptoren unterschiedlicher Symmetrie, die mithilfe der Rçntgenstrukturanalyse und Elektronenmikroskopie charakte-
risiert wurden. Jeder Rezeptor ist in einheitlichem Maßstab in Seitenansicht und Aufsicht (von der extrazellul�ren Seite) abgebildet. Von links
nach rechts: Rhodopsin, ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor, der unseren Sehprozess ermçglicht (pdb-Code: 1U19). GluA2, ein glutamatgesteuer-
ter Ionenkanal, der eine große Rolle in der exzitatorischen Neurotransmission spielt (pdb-Code: 3KG2). P2X4, ein ATP-gesteuerter Kationenkanal,
der in der Schmerzwahrnehmung involviert ist (pdb-Code: 3H9V). Kv1.2, ein spannungsgesteuerter Kaliumkanal, der zellul�re Erregbarkeit kontrol-
liert (pdb-Code: 3LUT). nAChR, ein nikotinischer Acetylcholinrezeptor, der die Kommunikation zwischen Neuronen und Muskelzellen ermçglicht
(pdb-Code: 2BG9). Die gestrichelten Linien in dieser und anderen Abbildungen beschreiben die Grenzen zwischen dem Zellinneren, der Membran
und dem Raum außerhalb der Zelle.
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streng kontrollierten Verteilung von Natrium- und Kalium-
ionen f�hrt dies effektiv zu einem Einfluss von positiver
Ladung, was das Membranpotential ver�ndert (Abbildung 2).
Sobald dieses einen Wert von ca.�40 mVerreicht, çffnen sich
spannungsgesteuerte Natriumkan�le. Durch den Einfluss von
Natriumionen wird dann die Membran weiter depolarisiert,
und das Membranpotential wird positiv (bis zu + 50 mV). Da
sich die Natriumkan�le sehr z�gig inaktivieren und Kalium-
kan�le nach kurzer Verzçgerung çffnen, wird die Nervenzelle
jedoch schnell wieder repolarisiert. Sobald auch die Kalium-
kan�le geschlossen sind, wird das Ruhepotential der Zelle
durch Transporter und Pumpen, z. B. die Na/K-ATPase, wie-
derhergestellt.

Ionenkan�le kçnnen sowohl exzitatorische als auch inhi-
bitorische Wirkung auf Neuronen haben, je nachdem ob sie
das Membranpotential erhçhen oder verringern. Dies h�ngt
nicht nur von der Ladung des durchtretenden Ions ab, son-
dern auch von dessen relativer Konzentrationsverteilung
zwischen intra- und extrazellul�rem Raum. Unter physiolo-

gischen Bedingungen haben daher un-
selektive Ionenkan�le und Natriumka-
n�le einen depolarisierenden Effekt,
w�hrend Kaliumkan�le bei �ffnung re-
oder hyperpolarisierend wirken. Chlo-
ridkan�le, wie GABAA- oder Glycin-
rezeptoren, wirken generell inhibito-
risch auf neurale Aktivit�t.[17a]

Außer diesen prim�ren Ionenka-
n�len gibt es auch Rezeptoren, denen
eher eine modulatorische Rolle zu-
kommt und die die Form, Dauer und
Frequenz von APs beeinflussen. Diese
Rezeptoren kçnnen Ionenkan�le (z. B.
KCNQ)[18] oder (h�ufiger) G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren (GPCRs)
sein.[17a, 19] Im Vergleich zu Ionenkan�-
len reagieren GPCRs langsam, da ihre
Wirkung durch heterotrimere G-Pro-
teine, Enzyme, sekund�re Botenstoffe,
Transkriptionsfaktoren usw. vermittelt
wird. Interessanterweise kçnnen die
gleichen Neurotransmitter, z.B. Glut-
amat, Acetylcholin oder GABA,
sowohl an ionotropen als auch an me-
tabotropen Rezeptoren binden. Sogar
Neuromodulatoren wie Serotonin, die
prim�r metabotrope Rezeptoren
adressieren, interagieren gelegentlich
mit Ionenkan�len.[20]

3. „Mehr Licht“

Unter den verschiedenen denkba-
ren Signalen, die einen Rezeptor akti-
vieren kçnnen, nimmt Licht aus meh-
reren Gr�nden eine Sonderstellung
ein: Es kann in seiner Intensit�t inner-
halb von Femtosekunden moduliert

werden, kann auf eine sehr kleine Fl�che fokussiert werden
(in der Grçßenordnung seiner Wellenl�nge) und hat genug
Energie, um aufw�ndige molekulare Bewegungen, z. B. Iso-
merisierungen, zu bewerkstelligen. Damit ist Licht in seiner
zeitlichen und r�umlichen Pr�zision un�bertroffen und pr�-
destiniert, molekulare Maschinen, Werkzeuge und Netzwer-
ke (d. h. auch Nervensysteme) „fernzusteuern“.

Licht wurde von Lebewesen seit Urzeiten dazu eingesetzt,
Information aus der Umgebung zu gewinnen. Visuelle Sys-
teme entstanden in der Tat auf fast allen Ebenen der Evolu-
tion und wurden durch menschliche Technologie, z. B. in Form
von Mikroskopie, stark weiterentwickelt. Die Mikroskopie ist
weiterhin ein sehr aktives Forschungsfeld, in dem fortlaufend
neue bildgebende Verfahren entwickelt werden. Beispiele
daf�r aus j�ngerer Zeit sind die superauflçsende Mikrosko-
pie[21] und die Zweiphotonenmikroskopie.[22] Als Folge dieser
technischen Fortschritte kçnnen Neurone nun in beeindru-
ckendem Detail aufgelçst werden. Des Weiteren kçnnen APs
mit fluoreszierenden Calciumsensoren sichtbar gemacht

Abbildung 2. �berblick �ber die Neurotransmission. a) Das Aktionspotential: 1) Das Transmembranpoten-
tial eines Neurons im Ruhezustand; 2) ein Neurotransmitter bindet an einen ligandengesteuerten Ionenka-
nal, z.B. einen Glutamatrezeptor (iGluR), und ruft ein exzitatorisches postsynaptisches Potential hervor;
3) spannungsgesteuerte Natriumkan�le (NaV) werden geçffnet, depolarisieren die Membran weiter und
werden danach rasch inaktiv; 4) spannungsgesteuerte Kaliumkan�le (KV) werden geçffnet und repolarisie-
ren die Membran �ber das Ruhepotential hinaus (5); 6) Die Hyperpolarisation wird durch Ionenkan�le
und -pumpen aufgehoben und das Ruhepotential wiederhergestellt. b) Ein repr�sentatives Neuron des vi-
suellen Cortex. Dendriten, Soma und Axon sind klar zu erkennen. Das Soma liegt in Ebene 2/3 (L2/3) und
ist deutlich k�rzer als das Axon, das verschiedene Ebenen des Cortex durchspannt. c) Die wichtigsten
Neurotransmitter und Neuromodulatoren.
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werden, und Aktivit�t l�sst sich in neuralen Netzwerken
in vivo mit guter Zeitauflçsung beobachten.[23]

Licht erçffnet aber auch die Mçglichkeit, Information in
ein System zu �bertragen – vorausgesetzt, es gibt entspre-
chende Photorezeptoren. Wie in der Bildgebung kann dies
mit hervorragender zeitlicher und r�umlicher Pr�zision er-
folgen. Die methodischen Voraussetzungen sind weitgehend
identisch. Sofern die Intensit�t nicht zu hoch und die Wel-
lenl�nge nicht zu kurz sind, kann der Einsatz von Licht mit
minimaler Gewebssch�digung durchgef�hrt werden, zumin-
dest gegen�ber dem invasiven Einsetzen mehrerer Elektro-
den in elektrophysiologischen Experimenten. Der Nutzen
von Licht als Stimulus in der Neurowissenschaft wurde von
niemand geringerem als Sir Francis Crick erkannt, der 1999
schrieb: „The ideal signal [to study and control a brain] would
be light, probably at an infrared wavelength to allow the light to
penetrate far enough. This seems rather far-fetched but it is
conceivable that molecular biologists could engineer a parti-
cular cell type to be sensitive to light in this way (“Das ideale
Signal [um ein Gehirn zu studieren und zu kontrollieren] w�re
Licht, und zwar am besten von einer Wellenl�nge, die tiefes
Eindringen ermçglicht. Es mag ein wenig weit hergeholt klin-
gen, aber es ist durchaus vorstellbar, dass Molekularbiologen
einen bestimmten Zelltyp so konstruieren kçnnten, dass er
derart lichtempfindlich w�rde).„[1]

Es dauerte nicht lange, bis sich Molekularbiologen dieser
Herausforderung stellten, was letztlich zum neuen For-
schungsgebiet der Optogenetik („Optogenetics“) f�hrte.[8a,b]

Im Wesentlichen versucht die Optogenetik, neurale oder
zellul�re Aktivit�t durch genetisch kodierte Photorezeptoren
zu kontrollieren. Durch ihre genetische Komponente l�sst
sich Lichtempfindlichkeit in bestimmten Zellen lokalisieren.
Damit ist es nicht nçtig, den Lichtstimulus mit hoher Auflç-
sung im Gewebe zu fokussieren, und Lichtstreuung ist, zu-
mindest verglichen mit der Situation in der Mikroskopie, ein
geringes Problem.

Die Photosensibilisierung inh�rent „blinder“ Neuronen
mithilfe von k�nstlichen Photorezeptoren l�sst sich auf ver-
schiedene Weise erreichen. Historisch war „ChARGe“, das
aus den prim�ren Komponenten der visuellen Kaskade von
Drosophila besteht (Rhodopsin, das dazugehçrende G-Pro-
tein und Arrestin), das erste erfolgreich eingesetzte
System.[24] Nach heterologer Expression in hippocampalen
Neuronen kann dieses Mehrkomponentensystem bei Licht-
einstrahlung APs auslçsen. Kurz darauf folgte SPARK, ein
fr�hes optochemisches Verfahren, auf das wir im Verlauf
dieses Aufsatzes noch n�her eingehen werden. 2004 wurde
der nat�rliche Photorezeptor Kanalrhodopsin-2 (ChR2) zum
ersten Mal f�r die reversible Kontrolle von neuraler Aktivit�t
genutzt, was sich seither als die praktischste und popul�rste
Methode etabliert hat (Abbildung 3).[25] ChR2 ist ein exzita-
torischer Ionenkanal, der aus der Alge Chlamydomonas
reinhardtii isoliert wurde.[25a] Blaues Licht aktiviert den
Kanal, w�hrend er im Dunkeln automatisch inaktiviert. Diese
Prozesse sind sehr schnell und reversibel und somit bestens
f�r den Einsatz in der Neurobiologie geeignet.[25b] Wie bei den
Rhodopsinen ist Retinal hier der Photoschalter, doch im
Unterschied zu den Sehpigmenten der S�ugetiere wird es
nach dem Photoschalten nicht hydrolysiert, was den Schalt-

prozess von ChR2 reversibel macht. Als zus�tzlicher Vorteil
wird Retinal in vielen Geweben endogen produziert und muss
folglich nicht extern zugef�hrt werden.[26]

Kurz nach dem exzitatorischen Photorezeptorkanal ChR2
wurde ein inhibitorisches Pendant, eine lichtgetriebene
Chloridpumpe mit dem Namen Natromonas-pharaonis-Ha-
lorhodopsin (NpHR), vorgestellt.[27] NpHR wird mit gelbem
Licht aktiviert und ermçglicht die Hemmung neuraler Akti-
vit�t mit einer Auflçsung im Millisekundenbereich. Durch
ihre geringe spektrale �berlappung kçnnen ChR2 und
NpHR gleichzeitig in demselben Neuron exprimiert und un-
abh�ngig voneinander stimuliert werden.[8b, 27] Varianten von
ChR2 und NpHR mit modifizierten spektralen und kineti-
schen Eigenschaften werden weiterhin entwickelt,[28] und
auch andere genetisch kodierbare Systeme wie die k�rzlich
entdeckten lichtgesteuerten Protonenpumpen ermçglichen
eine hçchst pr�zise Steuerung neuraler Aktivit�t mit Licht.[29]

Seit dem Beginn des neuen Jahrtausends hat die Opto-
genetik mehrfach Anwendung bei der Entschl�sselung neu-
raler Schaltkreise gefunden und hat damit geholfen, funda-
mentale neurobiologische Fragen zu beantworten. Als
Zeugnis ihrer enthusiastischen Aufnahme in der Wissenschaft
wurde die Optogenetik als „Methode des Jahres 2010“ aus-
gezeichnet.[8a,c] �ber ihre Rolle in den Grundlagenwissen-
schaften hinaus hat die Optogenetik bereits erste Anwen-
dungen in der klinischen Forschung gefunden. ChR2 und
NpHR wurden z. B. genutzt, um den Wirkmechanismus tiefer

Abbildung 3. Optogenetik. a) Schematische Darstellung von ChR2,
einem lichtgesteuerten Ionenkanal. Der Chromophor 13-trans-Retinal
(hier als konjugierte Schiff-Base gezeigt) isomerisiert mit blauem Licht,
gefolgt von thermischer Relaxation, was den Kanal steuert. b) Beleuch-
tung von ChR2 mit blauem Licht f�hrt zu Depolarisation. c) Das Ver-
halten einer Maus wird mit blauem Licht kontrolliert. Ein Glasfaserka-
bel versorgt tiefliegendes Hirngewebe mit Licht.
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elektrischer Hirnstimulation zu untersuchen, die die Sym-
ptome von Morbus Parkinson mildern kann.[30] Eine zweite
Studie konzentrierte sich auf Retinitis Pigmentosa, eine
Krankheit, die den Verlust von Photorezeptorzellen in der
Retina bewirkt. Hier konnte die Lichtempfindlichkeit der
verbleibenden Retina durch Expression von NpHR in be-
stimmten Zellen wiederhergestellt werden. Dies ermçglichte
erblindeten M�usen, visuell gesteuertes Verhalten zu
zeigen.[31] In einer weiteren Anwendung von ChR2 und
NpHR konnten Schrittmacherzellen des Herzens von Ze-
brafischen optisch stimuliert oder gehemmt werden, was die
Kontrolle von Herzschlagmustern ermçglichte.[32]

4. Optochemische Genetik

Erstaunlicherweise lassen sich die Werkzeuge der Opto-
genetik, die haupts�chlich von Bakterien und Protozoen ab-
geleitet sind, gut in das Nervensystem von W�rmern, Fliegen
und sogar hçheren Tieren einsetzen. Deren Neurone sind von
Natur aus mit zahlreichen Rezeptoren ausgestattet, die leicht
zug�nglich, aber nicht inh�rent lichtempfindlich sind. Die
Frage ist, wie man solche endogenen Rezeptoren dazu
„�berreden“ kann, auf Licht zu reagieren.

Drei generelle Strategien haben sich etabliert, mit denen
man genau dies unter Zuhilfenahme kleiner synthetischer
Molek�le erreichen kann (Abbildung 4). Die einfachste und
�lteste Vorgehenssweise nutzt photoaktivierbare Molek�le
(caged ligands, CLs), die man auch als „Liganden hinter
Gittern“ bezeichnen kçnnte.[33] Hier wird ein Ligand mit
einer Schutzgruppe versehen, die ihn pharmakologisch inak-
tiv macht. Diese Schutzgruppe ist weniger ein molekularer
K�fig, sondern vielmehr eine photolabile Einheit, die eine f�r
die Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung essenzielle funktio-
nelle Gruppe des Liganden maskiert. Durch photochemische
Abspaltung der Schutzgruppe wird der aktive Ligand dann
freigesetzt und kann den gew�nschten biologischen Effekt
auslçsen.

Photoaktivierbare Molek�le gehçren heutzutage zum
Standardrepertoire der Neurobiologie. Einer ihrer wichtigs-
ten Vertreter ist das photoaktivierbare Glutamat, das schon
oft zur Aufkl�rung neuraler Fragen genutzt worden ist und im
Falle von Zweiphotonenanregung auch an einzelnen Synap-
sen eingesetzt werden kann.[34] Die Photosensibilisierung von
P2X2-Rezeptoren und TRPV1-Kan�len mithilfe von photo-
aktivierbarem ATP bzw. Capsaicin gehçrt zu den ersten
Versuchen, neurale Aktivit�t in vivo zu steuern.[35]

Photoaktivierbare Molek�le haben jedoch gewisse
Nachteile. Dazu z�hlt, dass die photochemische Spaltung ir-
reversibel ist. Des Weiteren ist der Ligand in der Freiset-
zungszone meist l�ngere Zeit pr�sent, sofern er nicht von
einer Pumpe oder einem Enzym entfernt bzw. abgebaut wird.
Dies f�hrt h�ufig zu lang anhaltenden (tonischen) Effekten,
die in der Regel unerw�nscht sind. Eine Ausnahme ist z. B.
der Ligand Glutamat, der aktiv aus dem synaptischen Spalt
entfernt wird. F�r die meisten selektiven synthetischen
Agonisten und Antagonisten trifft dies aber nicht zu. Dar�ber
hinaus kçnnen Nebenprodukte der Entsch�tzung wie �ber-
reste der Schutzgruppe toxisch wirken. Die Hintergrundfrei-

setzung des Neurotransmitters durch z.B. thermische Hy-
drolyse kann ein Problem sein, ebenso wie die Tatsache, dass
manche photoaktivierbare Molek�le Nebeneffekte wie ant-
agonistische Wirkung an anderen Rezeptoren haben kçnnen.

Einige dieser Nachteile kçnnen durch die Verwendung
photochromer Liganden (PCLs) �berwunden werden. Hier
tr�gt der Ligand eine photoschaltbare Seitenkette, die zwi-
schen zwei Konfigurationen mit unterschiedlicher Liganden-
affinit�t hin- und hergeschaltet werden kann. Indem der
Photoschalter abwechselnd einen der beiden Zust�nde ein-
nimmt, �ndert sich die biologische Effizienz des Liganden,
was den biologischen Effekt reversibel macht. Denkbar w�re
sogar, dass der Photoschalter in der einen Konfiguration als
Agonist und in der anderen als Antagonist wirkt.

PCLs haben alle Vorteile von niedermolekularen Wirk-
stoffen, einschließlich ihrer einfachen Applikation und
schnellen Verteilung im Gewebe. Genauso wie bei Arznei-
stoffen kann die Selektivit�t zwischen Rezeptorsubtypen ein
Problem sein, was allerdings oft durch systematische Varia-
tion des Molek�ls bew�ltigt werden kann. Hinzukommend
kçnnte man die Sorge haben, dass die Photoisomere relativ
kleine Unterschiede in ihrer Wirksamkeit haben. Unserer
Erfahrung nach funktionieren PCLs jedoch ausgesprochen
gut in komplexen Systemen wie neuralen Netzwerken. Dabei
kçnnen kleine �nderungen in der Aktivit�t eines Modulators
drastische Auswirkungen haben. Beispielsweise ist das AP
eine „alles oder nichts“-Antwort, die nur ausgelçst wird,
nachdem ein bestimmter Schwellenwert in einer komplexen
zellul�ren Integration erreicht wurde. Dementsprechend
kçnnen PCLs, die den Prozess der Integration auf subtile
Weise beeinflussen, recht ausgepr�gte Effekte haben.

Nat�rlich gibt es auch F�lle, bei denen hohe Selektivit�t
zwischen Rezeptorsubtypen oder verschiedenen Zelltypen
erw�nscht ist. In diesem Fall kann eine dritte Methode, die
wir „photoschaltbare angeleinte Liganden“ (photoswitchable
tethered ligands, PTLs) nennen, verwendet werden. Hier ist
der Ligand kovalent �ber eine „Leine“, die einen Photo-
schalter enth�lt, an den Rezeptor gebunden. Indem dieser
Schalter lichtabh�ngig zwischen einer langen und kurzen
Form hin- und hergeschaltet wird, ver�ndert sich die lokale
Konzentration und/oder die Effizienz des angeleinten Li-
ganden. Dies ermçglicht es, auf reversible Art biologische
Effekte auszulçsen. PTLs kçnnen genetisch kodiert werden,
da der Ankn�pfungspunkt in der Regel ein artifiziell einge-
f�hrtes Cystein ist. Weil der PTL kovalent angebunden ist, ist
seine lokale Konzentration in der aktiven Form des Photo-
schalters sehr hoch, was auch bedeutet, dass die Affinit�t des
freien Liganden keine besonders große Rolle spielt. Tat-
s�chlich sind weniger affine Liganden bevorzugt, um sicher-
zustellen, dass das Photoschalten den Liganden aus der Bin-
dungstasche wieder entfernen kann.

Die PTL-Methode ist eine Variante der Optogenetik, da
sie einen genetisch kodierbaren Rezeptor mit Lichtaktivie-
rung kombiniert, um damit neurale Aktivit�t zu kontrollie-
ren. Im Unterschied zur „klassischen“ Optogenetik wird hier
jedoch eine synthetische Komponente, d.h. eine reaktive
chemische Substanz, bençtigt, die nicht endogen produziert
wird. Die PCL- und CL-Strategien hingegen sind eher mit der
„chemischen Genetik“ verwandt.[36] Bei diesem Ansatz ver-
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sucht man, zu jedem Protein des Genoms einen selektiven
Liganden zu finden. Obwohl der gew�nschte pharmakologi-
sche Effekt recht schnell einsetzen kann, ist er dennoch f�r
viele Anwendungen in der Neurobiologie, in der h�ufig Mil-
lisekundenpr�zision vonnçten ist, zu langsam. Diese Ein-
schr�nkung kann dadurch �berwunden werden, dass die Li-
ganden unter Lichtkontrolle gestellt werden.

Zusammengenommen bilden die CL-, PCL- und PTL-
Methoden die Basis dessen, was wir „optochemische Gene-
tik“ nennen. Dabei handelt es sich um einen Versuch, neurale
Aktivit�t (oder jede beliebige Netzwerkaktivit�t) mit Licht

und lichtempfindlichen synthetischen Molek�len zu kontrol-
lieren, und zwar mit oder ohne eine genetisch determinierte
Komponente. Mit der chemischen Genetik teilt die optoche-
mische Genetik bis zu einem gewissen Grad das Bestreben,
die Nachteile konventioneller genetischer Manipulation zu
�berwinden, sie nutzt aber manchmal auch die gezielte Ex-
pression von Proteinen, deren Vorteile nicht zu leugnen sind.

Welche Variante eingesetzt wird, h�ngt von der exakten
Fragestellung ab. F�r therapeutische Anwendungen, bei
denen geringe Selektivit�t toleriert werden kann oder sogar
w�nschenswert ist,[37] stellt der PCL-Ansatz zweifellos die

Abbildung 4. Drei Strategien der optochemischen Genetik. a) Ein Ligand bindet an einen allgemeinen Rezeptor (nicht notwendigerweise ein mu-
schelschalenartiger Rezeptor, wie hier angedeutet) und induziert eine biologische Antwort. b) Ein photoaktivierbares Molek�l (CL) wird mit Licht
gespalten und l�sst die aktive Form frei. c) Photoaktivierbares Capsaicin dient zur Stimulierung von TRPV1 Kan�len. d) Ein photochromer Ligand
(PCL) wechselwirkt reversibel mit einem Rezeptor. e) 4-GluAzo, ein PCL, der als „reversibles photoaktivierbares Glutamat“ agiert. f) Ein kovalent
gebundener photoschaltbarer Ligand (PTL) kann einen Rezeptor optisch regulieren. g) MAG-1, ein typischer PTL in nichtkonjugierter Form.
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Methode der Wahl dar. Andererseits bieten PTLs die Mçg-
lichkeit der Kartierung neuraler Schaltkreise mithilfe geziel-
ter genetischer Transfektion bestimmter Zellen. Der ent-
scheidende Vorteil, den die PTL-Strategie gegen�ber allen
anderen optogenetischen Methoden hat, liegt aber in der
selektiven Pharmakologie, die sie ermçglicht. Wegen der
�hnlichkeit von Rezeptorsubtypen ist es h�ufig unmçglich,
ihre individuelle physiologische Rolle mit traditioneller
Pharmakologie festzulegen. Durch den PTL-Ansatz kann
aber genau das erreicht werden, da die Selektivit�t durch die
kovalente Verkn�pfung mit genetisch determinierten Isofor-
men sichergestellt wird (Abbildung 5). Insgesamt hat der
PTL-Ansatz zur selektiven Pharmakologie eine gewissen

�hnlichkeit mit der Bump-Hole-Technik, die so erfolgreich
bei der Aufkl�rung des menschlichen Kinoms, also der
Summe aller menschlichen Kinasen, genutzt wurde.[38] In
beiden F�llen werden genetisch modifizierte Proteine benç-
tigt, und bei der Bump-Hole-Strategie kommt ein zus�tzli-
cher, orthogonaler Ligand hinzu. Die PTL-Methode liefert

aber nicht nur eine pr�zise Antwort auf die Frage nach dem
„wer“, sondern auch nach dem „wann“ und „wo“.

Photoaktivierbare Molek�le wurden haupts�chlich von
anderen Forschungsgruppen entwickelt und bereits ausgiebig
besprochen,[33] weswegen sich unsere Diskussion hier auf
synthetische Photoschalter, d.h. auf PTLs und PCLs, kon-
zentriert. Unter den verschiedenen denkbaren molekularen
Photoschaltern haben sich die Azobenzole als die vielf�l-
tigsten und verl�sslichsten herausgestellt.[39] Dies liegt an
mehreren funktionellen und strukturellen Merkmalen, die
Azobenzole von anderen Schaltern unterscheiden. Zum
Beispiel ist die Geometrie der cis- und trans-Isomere gut
definiert, und der Konformationsraum, den die Isomere ein-
nehmen kçnnen, �berlappt nur wenig. Substituenten in 4- und
4’-Position sind sich in der cis-Form wesentlich n�her als in
der trans-Form, ein Effekt, der durch entsprechende Substi-
tution des Azobenzols weiter verst�rkt werden kann. Azo-
benzole sind in ihrer cis-Form, die nicht planar, sondern he-
likal-chiral ist, wegen schneller Racemerisierung typischer-
weise nicht optisch aktiv. Hinzu kommt, dass sie keine Ste-
reozentren durch das Schalten zwischen der trans- und cis-
Form generieren.

Azobenzole weisen zudem hohe Extinktionskoeffizienten
und Quantenausbeuten auf, weswegen man sie auch bei re-
lativ geringer Lichtintensit�t photoisomerisieren kann. Dar-
�ber hinaus verl�uft das Photoschalten von Azobenzolen
�ußerst schnell, was die Bildung von Triplettdiradikalen ver-
hindert. Diese w�rden mit Triplettsauerstoff reagieren und
Singulettsauerstoff bilden, bei dem es sich um eine hochre-
aktive und zytotoxische Spezies handelt. Dabei kçnnte es
auch zur Sch�digung der Chromophore selbst kommen. Die
relativ große Photostabilit�t der Azobenzole ermçglicht es
daher, sie �ber viele Zyklen zu schalten. Ihre spektrale Ma-
nipulation durch entsprechende Substitution ist relativ ein-
fach und folgt gut bekannten Regeln. W�hrend die meisten
derzeit verwendeten Azobenzole mit UV-A- oder tief vio-
lettem Licht (315–380 nm) in ihre cis-Form geschaltet
werden, sind rotverschobene Versionen, die bei l�ngerer
Anwendung in Gewebe weniger sch�dlich sind, ebenfalls
bekannt (siehe Abschnitt 6). Letztlich sind Azobenzole ver-
gleichsweise einfach herzustellen und zu modifizieren, da
verschiedene Synthesestrategien einschließlich Diazonium-
kupplung, Mills-Reaktion und �bergangsmetall-katalysierte
Kreuzkupplungen verf�gbar sind.[40] Ein mçglicher Nachteil
ist ihre relativ geringe Lçslichkeit in Wasser, die allerdings in
den meisten F�llen durch entsprechende Substitution, vor
allem mit geladenen Substituenten, behoben werden kann.
Wichtig ist, dass die photostation�ren Zust�nde der Azo-
benzole eine Funktion der Wellenl�nge sind. W�hrend die
Molek�le zu 100 % in der thermodynamisch stabileren trans-
Form vorliegen kçnnen (im dunkel-adaptierten Zustand) und
ihr photostation�res cis/trans-Verh�ltnis bei kleinen Wellen-
l�ngen das Verh�ltnis 9:1 �bertreffen kann (Abbildung 6),[41]

ist es praktisch unmçglich, sie durch Bestrahlung vollst�ndig
in den cis-Zustand zu �berf�hren. Daher ist die Hinter-
grundaktivit�t des trans-Isomers in Betracht zu ziehen, was
allerdings angesichts der oben aufgef�hrten Eigenheiten
neuraler Netzwerke meist ein geringes Problem ist. Die
thermische Bistabilit�t von Photoschaltern kann durch ent-

Abbildung 5. Der PTL-Ansatz zur selektive Pharmakologie. a) Chemi-
sche Genetik und Pharmakologie zielen generell darauf ab, individuelle
Rezeptoren und Isoformen anzusprechen. Dies bençtigt Liganden, die
mit hoher Affinit�t und Selektivit�t binden. b) Mit optochemischer Ge-
netik kann diese Selektivit�t durch genetisch determinierte Biokonjuga-
tion erzielt werden. Zus�tzlich kann der photoaktive Ligand sogar ge-
ringe Affinit�t zum Rezeptor haben.
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sprechende Substitution weiter beeinflusst werden. PTLs, bei
denen ein Ende des cis-Azobenzols kovalent mit dem Protein
interagiert, relaxieren typischerweise langsam (zumindest auf
einer neurobiologischen Zeitskala). Im Unterschied dazu
relaxieren einige rotverschobene PCLs innerhalb von Milli-
sekunden in ihren dunkel-adaptierten Zustand.[42]

Sobald man sich f�r einen Photoschalter entschieden hat,
ist das Design der PCLs und PTLs unkompliziert, sofern es
Strukturdaten f�r den Rezeptor und/oder umfassende
Struktur-Aktivit�ts-Beziehungen f�r den Liganden gibt.
Letzteres ist h�ufig der Fall, denn die Neuropharmakologie ist
ein gut entwickeltes Feld. Man kann sich heutzutage auch
nicht �ber einen Mangel an Ersterem beklagen, denn rele-
vante Strukturen tauchen fast wçchentlich in der Literatur
auf.

Das Design von PTLs und PCLs geht Hand in Hand und
beginnt typischerweise mit einer Ligandenstruktur, die der
strukturbiologischen oder pharmakologischen Literatur ent-
nommen wird. Anhand dieser Daten ist es meist offensicht-
lich, wie der Photoschalter mit dem Liganden verkn�pft
werden muss und welche Konfiguration an dem Ankn�pf-
punkt gew�hlt werden sollte. H�ufig bietet sich die Synthese
eines so genannten „Testmodells“ (tether model) an, das
einen Phenylring des Azobenzols enth�lt und mit dem sich
die pharmakologische Vertr�glichkeit des erweiterten Li-

ganden untersuchen l�sst. Nach erfolgreicher Charakterisie-
rung wird der Ligand zu einem vollst�ndigen PCL, der den
gesamten Chromophor enth�lt, verl�ngert. Ein PTL kann
durch Einf�hrung einer elektrophilen Gruppe erzeugt
werden. Im Allgemeinen reichen umfangreiche Daten zur
Struktur-Wirkungs-Beziehung aus, um PCLs mit einer guten
Erfolgschance zu entwerfen, w�hrend f�r PTLs normaler-
weise Kristallstrukturen nçtig sind. Der PTL-Ansatz bençtigt
reaktive Cysteine, und deren Positionsermittlung kann ohne
Strukturkoordinaten sehr schwierig sein. In diesen Zusam-
menhang kommen immer h�ufiger speziell hierf�r entworfe-
ne Computerprogramme zum Einsatz.

Da es sich bei PTLs meist um cysteinreaktive Verbin-
dungen handelt, kçnnte man sich Sorgen wegen unspezifi-
scher Bindungen machen. Man sollte aber bedenken, dass
freie Cysteine auf der Zelloberfl�che vergleichsweise selten
sind. Hinzu kommt, dass die nichtkovalente Interaktion des
PTLs mit seiner Bindungsstelle meist der kovalenten Bin-
dungsbildung vorausgeht, was die Geschwindigkeit und Se-
lektivit�t des Markierens erhçht. Außerdem sind Zellen recht
tolerant gegen�ber Molek�len, die an ihrer Oberfl�che
h�ngen, solange sie keine wichtigen Zell-Zell-Interaktionen
beeintr�chtigen.[43]

Das Design von PTLs und PCLs ist eng mit ihrer Synthese
verzahnt. Manchmal ist diese Synthese der Photoschalter
enorm anspruchsvoll, da die Chemie der Photoschalter mit
der Chemie polarer und geladener Liganden kompatibel sein
muss, was h�ufig komplizierte Schutzgruppenoperationen
erfordert. Bei der Synthese von PTLs wird dementsprechend
eine sp�te Einf�hrung des Elektrophils in das Molek�l be-
vorzugt. Die Synthesen m�ssen praktisch und effizient genug
sein, um langwierige biologische Studien zu tragen, die In-
vivo-Versuche und letztlich auch Verhaltensstudien von
Tieren umfassen kçnnen.

In den folgenden Abschnitten zeigen wir, wie die opto-
chemische Genetik auf einige der wichtigsten in der synap-
tischen Transmission involvierten molekularen Maschinen
angewendet werden kann, n�mlich auf spannungsgesteuerte
Kaliumkan�le und ionotrope Glutamatrezeptoren. Dazu
geben wir jeweils zun�chst eine allgemeine Einf�hrung in ihre
Funktionsweise und Rolle im Nervensystem. Anschließend
wird beschrieben, wie diese Rezeptoren mit kovalent oder
nichtkovalent verkn�pften Azobenzolphotoschaltern in Hy-
bridphotorezeptoren �berf�hrt werden kçnnen. Danach
widmen wir uns anderen Zielstrukturen, z. B. nAChR und
dem P2X4-Rezeptor, bei denen dies ebenfalls bereits bis zu
einem gewissen Grade gelungen ist. Zum Abschluss werfen
wir noch einen Blick auf einige Rezeptoren, die noch nicht in
Photorezeptoren �berf�hrt wurden, aber bald an der Reihe
sein d�rften.

5. Spannungsgesteuerte Kaliumkan�le

Spannungsgesteuerte Natrium- (Nav) und Kaliumkan�le
(Kv) tragen entscheidend zur Kontrolle des neuralen Mem-
branpotentials bei und bestimmen damit den Ablauf von
Aktionspotentialen.[17c] Kv-Kan�le sind tetramere Trans-
membranproteine, die sich aus vier Polypeptidketten, so ge-

Abbildung 6. Die Logik von Azobenzolphotoschaltern. a) Azobenzole
�ndern ihre Konfiguration und L�nge bei Bestrahlung mit verschiede-
nen Wellenl�ngen. Sie kehren thermisch oder photochemisch in ihre
thermodynamisch stabilere Form zur�ck, typischerweise die trans-
Form. b) Das Mercaptoethanolkonjugat von MAG-1 als Modell f�r den
kovalent gebundenen PTL. c) Das photostation�re cis/trans-Verh�ltnis
des MAG-1-Konjugats als Funktion der Bestrahlungswellenl�nge.
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nannten a-Untereinheiten, zusammensetzen. Im menschli-
chen Genom kodieren 40 Gene zwçlf a-Untereinheitsfamili-
en (Kv1–Kv12).[44] Diese Diversit�t wird durch Kombination
von verschiedenen a-Untereinheiten noch erhçht, was eine
sehr große Zahl mçglicher Kv-Kan�le ergibt. Hinzu kommt,
dass einige Mitglieder der Kv1-Unterfamilie intrazellul�r mit
b-Untereinheiten assoziieren, die den Vorgang der Kanal-
çffnung beeinflussen.[45]

Bisher wurden mehrere Kaliumkan�le durch Rçntgen-
strukturanalyse auf atomarer Ebene aufgekl�rt. Den Anfang
machte KcsA, ein vergleichsweise einfacher bakterieller
Kanal aus Streptomyces lividans, dessen Verçffentlichung
1998 ein Meilenstein der Biophysik ist.[10] In den folgenden
Jahren wurden die Strukturen eines calciumaktivierten Kali-
umkanals (MthK),[46] mehrerer Einw�rts-Gleichrichter-Kali-
umkan�le (z. B. Kir3.1),[47] eines natrium- und kaliumper-
meablen Kanals (NaK)[48] sowie die Strukturen mehrerer
prokaryotischer und eukaryotischer spannungsgesteuerter
Kan�le verçffentlicht.[14b, 16] Die Struktur des in Abbildung 7
gezeigten Kv1.2-Kanals zeigt die Spannungssensoren, die
Kanalpore, den inneren Hohlraum und das �ußere Vestib�l.
[Die b-Untereinheiten sind hier nicht abgebildet, jedoch
sichtbar in Abbildung 1.[14b]] Jede a-Untereinheit umfasst

eine intrazellul�re Tetramerisierungsdom�ne, einen Span-
nungssensor (bestehend aus Helices S1–S4) und eine Poren-
dom�ne (Helix S5, kurze Porenhelix, Porenschleife und die C-
terminale Helix S6.[44]] Sowohl der N- als auch der C-Termi-
nus befinden sich im Cytosol, wobei der N-Terminus in der
gezeigten Struktur nicht aufgelçst ist.

Kv-Kan�le haben wie die meisten Ionenkan�le drei ele-
mentare Funktionen, die sich in ihren Proteindom�nen und
deren Bewegungen widerspiegeln: 1) das Aktivierungstor,
das mit dem Eingangssignal (d.h. der �nderung der Mem-
branspannung) wechselwirkt und den Kanal çffnet; 2) der
Selektivit�tsfilter, der die Permeabilit�t f�r Ionen bestimmt;
3) das „Inaktivierungstor“, dass f�r die Inaktivierung des
Kanals verantwortlich ist. Die Kanalaktivierung wird bei
einem Membranpotential von ca. �40 mV durch die Span-
nungsdetektionsdom�ne ausgelçst. Die S4-Spannungsdetek-
tionsdom�ne enth�lt mehrere positiv geladene Aminos�ure-
reste, typischerweise Arginine, die f�r ihre Bewegung durch
die Membran bei einer Depolarisation verantwortlich sind.
Diese Bewegung ist mechanisch mit der Verdrehung eines
Helixb�ndels (S6) in der Porendom�ne verbunden, die zur
�ffnung des Kanaltors f�hrt, durch das anschließend die
Ionen fließen kçnnen.[7, 44, 45] So kommt es zu einem Ionen-

strom entlang des elektro-
chemischen Gradienten, der
durch den Selektivit�tsfilter
kaliumspezifisch wird. Dieser
Selektivit�tsfilter besteht aus
einem Stapel von quadratisch
angeordneten Peptidcarbo-
nylgruppen, die die Hydrat-
h�lle der sich durch den
Filter bewegenden Kalium-
ionen ersetzen. Diese Kom-
pensation ist offenbar ener-
getisch g�nstiger f�r Kalium-
als f�r Natriumionen.[7]

Kv- wie auch Nav-Kan�le
haben zwei Mechanismen der
Kanalinaktivierung: die N-
Typ- und die C-Typ-Inakti-
vierung. Die N-Typ-Inakti-
vierung zeichnet sich dadurch
aus, dass das positiv geladene
Ende des N-Terminus wie ein
Stopfen an einer Kette agiert.
Bei einer �ffnung des Span-
nungstors folgt der N-Termi-
nus dem Kaliumausw�rts-
strom. Dieser Vorgang
dr�ckt den N-Terminus in
den inneren Hohlraum des
Kanals und blockiert damit
die Kanalpore.[49] Die lang-
same oder C-Typ-Inaktivie-
rung wird mit einer Kon-
formations�nderung nahe
der extrazellul�ren Porenre-
gion in Verbindung ge-

Abbildung 7. Struktur und Funktion von spannungsaktivierten Kaliumkan�len. a) Funktionszyklus und Kanal-
blockierung sind anhand einer schematischen Darstellung eines Kv-Kanals gezeigt. b) Eine einzelne Kv1.2-
Untereinheit zeigt das extrazellul�re S1-S2-Verbindungsst�ck, die spannungsdetektierende Dom�ne, die
Membranporendom�ne und die intrazellul�re T1-Dom�ne (pdb-Code: 3LUT). Die b-Untereinheit wurde ent-
fernt, und das Inaktivierungspartikel ist nicht in der Struktur aufgelçst. c) Zwei von vier Untereinheiten
zeigen die Architektur des Selektivit�tsfilters und des inneren Hohlraumes an. d) Vergrçßerte Sicht der TEA-
Bindungsseite des inneren Hohlraums und �ußeren Vestib�ls (pdb-Codes: 2BOB und 2BOC). e) Chemische
Strukturen von extrazellul�ren und intrazellul�ren Kaliumkanalblockern.
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bracht.[49a, 50] Physiologisch gesehen f�hren die schnelle Inak-
tivierung der Nav-Kan�le und die Strçme durch Kv-Kan�le zu
einer Repolarisaton der Nervenzelle und bestimmen damit
die Dauer und Frequenz der Aktionspotentiale.[51]

Kv-Kan�le kçnnen durch Cs+-Ionen, kleine organische
Kationen und Peptidgifte blockiert werden. Peptidgifte wie
Agitoxin-2 werden durch einige der gef�hrlichsten Tiere
produziert. Zu diesen gehçren der gelbe Mittelmeerskorpion,
bestimmte Seeanemonen und die Gr�ne Mamba.[45,52] Diese
Peptide binden an das �ußere Vestib�l des Kanals und ver-
stopfen seine Pore von der extrazellul�ren Seite mit einer
protonierten Lysinseitenkette. Typische organische Kv-Ka-
nalblocker sind quart�re Ammoniumionen wie Tetraethyl-
ammonium (TEA) und 4-Aminopyridin (4-AP; Abbil-
dung 7).[17c,53]

Interessanterweise haben Kv-Kan�le sowohl eine interne
als auch eine externe Bindungsstelle f�r quart�re Ammoni-
umionen.[54] Die externe TEA-Kv-Kanalblockierung �hnelt in
ihrer Wirkung der protonierten Lysinseitenkette des Agito-
xin-2. Intern wirkendes TEA �hnelt dem geladenem N-Typ-
Inaktivierungspropfen. Um zur Wirkung zu gelangen, benç-
tigt diese Art von Blockierung ein offenes Aktivierungstor.
Deshalb werden intern agierende, geladene Blocker auch
„offene Kanalblocker“ (open channel blocker) oder aktivi-
t�tsabh�ngige Blocker („use-
dependent blockers“) ge-
nannt.[17c] Genauere Einbli-
cke in die interne und exter-
ne TEA-Bindung wurden
durch KcsA-Kristallstruktu-
ren mit cokristallisierten
TEA-Analoga gewonnen.[54]

6. Lichtempfindliche
spannungsgesteuerte
Kaliumkan�le

Spannungsaktivierte Ka-
liumkan�le sind wegen der
Aufkl�rung ihrer Strukturen
und des guten Verst�ndnisses
ihrer Funktionsweise hervor-
ragende Kandidaten f�r op-
tochemische Genetik. Das
erste erfolgreich realisierte
System war SPARK (der
„synthetic photoisomerizable
azobenzene-regulated K+

channel“), ein Vertreter der
PTL-Strategie (Abbil-
dung 8).[55] Wegen seiner hy-
perpolarisierenden Eigen-
schaften wurde er sp�ter in
H-SPARK umbenannt. H-
SPARK besteht aus dem
Kanalblocker MAQ (Male-
imid/Azobenzol/quart�res
Ammoniumion), der kova-

lent mit einem genetisch eingef�hrten Cystein an einer ex-
trazellul�ren Proteinschleife eines Kanals vom Kv1-Typ ver-
kn�pft ist. Die geeignete Position (E422C) f�r die Cystein-
substitution konnte durch Kristallstrukturen und mithilfe
bereits bekannter molekularer Abstandsmessungen ermittelt
werden.[56] Sobald MAQ an das Cystein angekn�pft ist, wirkt
dieses als ein „angeleintes“ TEA, dessen Leine durch Licht
verl�ngert oder verk�rzt werden kann. MAQ blockiert den
Kanal in seinem ausgedehnten trans-Zustand, den es unter
500-nm-Lichteinwirkung oder in der Dunkelheit einnimmt.
Bei Einstrahlung von 380-nm-Licht wird MAQ in seinen
verk�rzten cis-Zustand �berf�hrt und die Kanalblockierung
wieder aufgehoben. Um H-SPARK zu einem effektiven
Modulator des Membranpotentials zu machen, wurde die
schnelle Inaktivierung des Kanals durch einen molekular-
biologischen Eingriff entfernt. Durch eine weitere Punkt-
mutation (L366A) wurde die Aktivierungsspannung von H-
SPARK von �35 auf �70 mV verschoben, was vor der ko-
valenten Bindung von trans-MAQ zu einem konstant geçff-
neten Kanal f�hrt. Nach der Verkn�pfung mit MAQ ist der
Kaliumkanal in Dunkelheit oder unter 500-nm-Lichteinwir-
kung blockiert. Bestrahlung mit 380-nm-Licht çffnet die Pore,
und der folgende Ausw�rtsstrom f�hrt zur Re- oder Hyper-
polarisation der Membran. SPARK funktionierte nicht nur in

Abbildung 8. SPARK, ein lichtempfindlicher Kaliumkanal. a) Eine schematische Darstellung von H-SPARK,
dem hyperpolarisierenden Kanal. b) Eine schematische Darstellung von D-SPARK, dem depolarisierendem
Kanal. c) Die chemische Struktur von MAQ, dem PTL des SPARK-Systems. d) Reversible Lichtkontrolle des
Kaliumstroms durch H-SPARK. Bestrahlung im UV-Bereich çffnet die Kan�le, wogegen 500-nm-Licht eine
Blockierung induziert. Ausw�rtsstrçme werden konventionell nach oben gezeichnet. e) Lichtgesteuerte Kon-
trolle neuraler Aktivit�t durch H-SPARK, exprimiert in hippocampalen Neuronen. Orginalgraphen der ersten
experimentellen Messungen.
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Xenopusoocyten, sondern auch in erregbaren Zellen, z. B. in
dissoziierten Neuronen.[55] Angemerkt sei, dass SPARK 2004
das erste System war, mit dem Neuronen auf lichtabh�ngige
Weise ruhiggestellt werden konnten.

Komplement�r zum inhibierenden H-SPARK wurde eine
depolarisierende SPARK-Version (D-SPARK) entwickelt.[57]

Eine einzelne Mutation (V443Q) reicht aus, um den kalium-
selektiven H-SPARK-Kanal in einen unselektiven Katio-
nenkanal zu �berf�hren. Mit dieser Mutation im Selektivi-
t�tsfilter �ndert sich das Permeabilit�tverh�ltnis von K+/Na+-
Ionen zu 0.7, wodurch der Na+-Einstrom in die Zelle das
Membranpotential dominiert. Nach dem kovalenten Ver-
kn�pfen von MAQ mit dem Kanal depolarisiert dieser die
Zellmembran unter UV-Licht, anstatt sie zu hyperpolarisie-
ren, was die neurale Aktivit�t der Zellen d�mpft. Dies ist ein
schçnes Beispiel f�r die einfache funktionelle Umpolung
(„sign inversion“), die so typisch f�r die Neurobiologie ist.

Die Diversit�t von Kaliumkan�len, der Mangel an selek-
tiver Pharmakologie und der Erfolg von H/D-SPARK liefer-
ten die Motivation, die PTL-Strategie auf andere Mitglieder
der KV-Familie zu erweitern.[58] Kv1.3 war der n�chste Kali-
umkanal, der durch die kovalente Verkn�pfung mit MAQ
lichtsteuerbar gemacht werden konnte. Physiologisch ist
Kv1.3 f�r die Repolarisation von Neuronen von Bedeutung,
und seine Blockierung ruft immunsuppressive Effekte hervor.
Seine geringe TEA-Affinit�t wurde durch eine Punktmuta-
tion (H401Y) erhçht. Sowohl Kv3.1 als auch Kv7.1 konnten in
analoger Weise in Photorezeptoren �berf�hrt werden. Die
schnelle Inaktivierung von Kv3.1 hat einen entscheidenden
Einfluss auf die hochfrequente neurale Aktivit�t im audito-
rischen Hirnstamm und im Kleinhirn. Schließlich wurde das
PTL-Konzept auf den schwach leitf�higen, intrazellul�ren,
ligandenempfindlichen und Ca2+-aktivierten SK2-Kanal an-
gewendet.[58] Zusammengenommen sind diese lichtgesteuer-
ten Kan�le eine erste Demonstration f�r den in Abbildung 5
diskutierten PTL-Ansatz zur selektiven Pharmakologie.

Alternativ zu den PTLs kann man auch PCLs verwenden,
um native Kv-Kan�le und damit neurale Aktivit�t mit Licht zu
kontrollieren. Dazu wurde die cysteinreaktive Maleimid-
gruppe von MAQ durch diverse Reste ersetzt, was zu einer
Serie von photochromen Blockern (XAQs) mit unterschied-
licher Pharmakologie und photophysikalischen Eigenschaf-
ten f�hrte.[59] Zu diesen Verbindungen z�hlen das Benzoat
BzAQ sowie die Propyl- und Acrylamidvariante PrAQ bzw.
AAQ (Abbildung 9). Detaillierte Studien zeigten, dass die
XAQs als aktivit�tsabh�ngige (use dependent) photochrome
Blocker fungieren.[59a] Dies trifft auch auf AAQ zu, das nicht,
wie zun�chst vermutet, kovalent mit der extrazellul�ren Seite
des nativen Kanals reagiert. Um ihre pharmakologische
Wirkung im inneren Hohlraum der Kan�le zu entfalten,
m�ssen die XAQs zun�chst die Membran durchqueren oder
durch die Patchpipette in das Zytosol geladen werden. Nach
externer Zugabe blockieren AAQ und BzAQ Kv-Kan�le in
ihrem trans-Zustand, den sie in der Dunkelheit oder unter
500-nm-Bestrahlung einnehmen. Bei Bestrahlung mit 380-
nm-Licht wird diese Blockierung wieder aufgehoben. Inter-
essanterweise blockiert PrAQ bevorzugt im cis-Zustand (d.h.
unter 380-nm-Bestrahlung), was ein weiterer Fall von funk-
tioneller Umpolung ist.[59a]

Abbildung 9. PCLs f�r spannungsaktivierte Ionenkan�le. a) Schemati-
sche Darstellung eines XAQ, der als geçffneter Kanalblocker an Kv-Ka-
n�len agiert. b) Die chemischen Strukturen von BzAQ, AAQ und PrAQ,
drei XAQs, die als PCLs an Kaliumkan�len wirken. c) AAQ blockiert re-
versibel Kaliumstrçme eines Kv1-Subtyps. d) Kontrolle von neuraler Ak-
tivit�t von hippocampalen Neuronen durch AAQ. e) Herzschlagkon-
trolle eines Blutegels durch AAQ.
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In ihrer Struktur und Funktion �hneln die XAQs dem
klassischen Lokalan�sthetikum Lidocain und seinem perma-
nent geladenen Verwandten QX-314. Die Affinit�t der XAQ-
Kopfgruppe l�sst sich jedoch, anders als bei klassischen
Wirkstoffen, zus�tzlich mit Licht steuern. Wie Lidocain
kçnnen XAQs einfach an Nervengewebe appliziert werden,
was sie f�r therapeutische Ans�tze interessant macht. Nach
einer kurzen Warteperiode kann man mit ihnen zuverl�ssig
die Nervenaktivit�t steuern (Abbildung 9). In Kleinhirn-
schnitten kontrolliert AAQ die Aktivit�t von Purkinje-Neu-
ronen, haupts�chlich durch seinen inhibitorischen Effekt auf
spezielle Interneuronen, die so genannten Basket-Neuro-
nen.[59b] AAQ wirkt auch auf das Herzschlagsmuster des
Blutegels Hirudo medicinalis.[59b] In diesen Tieren kontrol-
lieren so genannte HN-Interneurone die Frequenz der
Herzkontraktionen. Es konnte gezeigt werden, dass gewisse
K+-Kan�le beim „burst firing“ dieser HN-Neurone eine
große Rolle spielen. Dementsprechend konnte durch AAQ-
Anwendung die Aktivit�t von HN-Neuronen mit Licht mo-
duliert werden, wobei sich unter 380-nm-Belichtung die
Phasen hochfrequenter neuraler Aktivit�t verk�rzten und
unter 500-nm-Licht verl�ngerten.

Ein Hauptziel unseres Programms besteht darin, die
Absorptions- und Aktionsspektren der PTLs und PCLs in den
roten Wellenl�ngenbereich zu verschieben, was eine bessere
Gewebsdurchdringung ermçglichen w�rde und die Phototo-
xizit�t minimieren sollte. Dies kann durch relativ einfache
Abwandlungen der Azobenzolchromophore erzielt werden.
Zum Beispiel lieferte die Einf�hrung von elektronenschie-
benden Substituenten XAQs, die durch blaues Licht in ihren
cis-Zustand �berf�hrt werden kçnnen. Als zus�tzlicher Vor-
teil relaxieren diese Verbindungen im Dunkeln in den trans-
Zustand innerhalb von Millisekunden und schalten sich damit
von selbst ab (Abbildung 10). Deshalb muss man nicht mehr
zwischen zwei verschiedenen Einstrahlungswellenl�ngen
wechseln. Ein Beispiel dieser Verbindungsklasse ist DENAQ,
dessen Aktionsspektrumsmaximum bei 480 nm liegt. Inter-
essanterweise agiert die analoge Verbindung PhENAQ nicht
als trans-Blocker, sondern als cis-Blocker (wiederum „Um-
polung“). Blaues Licht f�hrt hier zum blockierenden Zu-
stand, der in Dunkelheit automatisch in den inaktiven Zu-
stand zur�ckkehrt. Dementsprechend kann neurale Aktivit�t
durch Einstrahlen von blauen Licht ausgelçst und in Dun-
kelheit wieder unterbunden werden.[42]

7. Ionotrope Glutamatrezeptoren

Ionotrope Glutamatrezeptoren (iGluRs) spielen eine
zentrale Rolle bei der synaptischen Signal�bertragung.[17a,60]

Diese prim�r in der postsynaptischen Membran lokalisierten,
ligandengesteuerten Ionenkan�le werden durch den Neuro-
transmitter Glutamat aktiviert, der aus Vesikeln an der pr�-
synaptischen Membran freigesetzt wird. Die Bindung von
Glutamat an iGluRs erzeugt einen depolarisierenden Strom,
der zum exzitatorischen postynaptischen Potential (EPSP)
f�hrt. Durch den wesentlichen Beitrag der iGluRs zur neu-
ralen Kommunikation ist es nicht �berraschend, dass sie mit
einer Vielzahl von neurologischen Krankheiten, wie Alzhei-

mer, Epilepsie und den Folgesch�den eines Gehirnschlags in
Zusammenhang gebracht und zu wichtigen neuropharmako-
logischen Zielen wurden.[61]

IGluRs lagern sich in hçheren Tieren als Tetramere zu-
sammen. Ihre Leitf�higkeit zeigt bez�glich einwertiger Ionen
geringe Selektivit�t, und in Einzelf�llen sind sie auch calci-
umpermeabel. Aufgrund von funktionellen Unterschieden
und ihrer Empfindlichkeit gegen�ber gewissen synthetischen
Liganden lassen sie sich in N-Methyl-d-aspartat(NMDA)-
Rezeptoren und Nicht-NMDA-Rezeptoren einteilen. Letz-
tere werden weiter in AMPA, Kainat und d-Rezeptoren un-
terteilt.[51, 62]

AMPA-Rezeptoren, die nach einem selektiven Agonisten
benannt wurden, bilden homo- und heteromere Kan�le aus,
die aus GluA1-GluA4-Untereinheiten bestehen.[51, 62] Sie
vermitteln die anf�ngliche Depolarisation postsynaptischer
Zellen nach pr�synaptischer Glutamatfreisetzung, und ihre

Abbildung 10. Rotverschobene photochrome XAQs. a) Die chemische
Struktur von DENAQ und PhENAQ, zwei rot verschobenen XAQs.
b) Aktionsspektrum von DENAQ. c) Kontrolle neuraler Aktivit�t mit
PhENAQ.
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Aktivierungs- und Inaktivierungskinetiken liegen im Milli-
sekundenbereich. Dies macht AMPA-Rezeptoren zu den
Akteuren bei der schnellen exzitatorischen synaptischen
Reiz�bertragung.[51, 62]

Kainatrezeptoren haben im Unterschied zu AMPA-Re-
zeptoren einen eher modulatorischen Einfluss auf die neurale
Aktivit�t.[62, 63] Ihre genaue Funktionweise ist nicht so gut
verstanden wie die der AMPA-Rezeptoren. Homo- und he-
teromere Kainatrezeptoren lagern sich aus GluK1-GluK5-
Untereinheiten zusammen. Eine weitere Unterklasse von
Nicht-Glutamatrezeptoren, die d-Rezeptoren, bestehen aus
GluD1- oder GluD2-Untereinheiten. Die Funktion dieser
Rezeptoren ist jedoch ebenfalls unbekannt.[62]

NMDA-Rezeptoren bilden immer Heterotetramere aus
sieben mçglichen Untereinheiten. Die Aktivierung der
Kan�le erfolgt durch gleichzeitige Koordination von Glut-
amat und Glycin (oder d-Serin) und bençtigt zus�tzlich ein
erhçhtes Membranpotential von mindestens �30 mV. Dies
macht NMDA-Rezeptoren zu Detektoren der gleichzeitigen
pr�synaptischen Neurotransmitteraussch�ttung und Depola-
risation der postsynaptischen Zelle (coincidence detec-
tor).[51, 62] Dar�ber hinaus leiten NMDA-Rezeptoren nicht nur
Na+- und K+-, sondern auch Ca2+-Ionen. Diese sind f�r die
Aktivierung von intrazellul�ren Proteinen, z. B. der Ca2+/
Calmodulin-abh�ngigen Proteinkinase II (CamKII), verant-
wortlich. Daher spielen NMDA-Rezeptoren eine wichtige
Rolle im Prozess der Synapsenverst�rkung, die mit Lern- und
Ged�chtnissprozessen in Zusammenhang gebracht wird[51,64]

Die einzelnen iGluR-Untereinheiten umfassen jeweils
eine extrazellul�re aminoterminale Dom�ne (NTD), eine
Ligandenbindungsdom�ne (LBD), eine Transmembrando-
m�ne (TMD) und eine intrazellul�re carboxyterminale
Dom�ne (CTD). Die NTD spielt eine Rolle bei der subtyp-
spezifischen Zusammenlagerung und Modulation des Re-
zeptors, w�hrend die LBD eine Bindungsstelle f�r Agonisten
(oder Antagonisten) enth�lt. Zwei mit D1 und D2 bezeich-
neten Unterdom�nen der LBD bilden eine muschel�hnliche
Struktur. Die TMD besteht aus drei Transmembranhelices
(M1, M3 und M4) und einer Porenhelix (M2). Die CTD spielt
eine Rolle bei der r�umlichen Positionierung, der Stabilisie-
rung und dem Abbau des Kanals.[51, 62]

Die ersten kristallographischen Studien an iGluRs
wurden mit lçslichen LBD-Muschelschalendom�nen durch-
gef�hrt, die aus dem Gesamtkanal durch kluges Protein-En-
gineering herausgelçst wurden.[63] Um ein klares Verst�ndnis
f�r die Wechselwirkung zwischen Ligand und Ligandbin-
dungsdom�ne zu bekommen, wurden diverse Agonisten,
Antagonisten und Verbindungen, die die Desensibilisierung
beeinflussen, cokristallisiert.[63] Diese Studien zeigten unter
anderem, dass die Bindungsseite von Glutamat in allen
Glutamatrezeptoren konserviert ist und der Grad des Zu-
klappens der LBD mit der Aktivit�t des Liganden als eines
partiellen oder vollen Agonisten korreliert.[62, 65] In �berein-
stimmung damit binden Antagonisten, z.B. DNQX, derart,
dass es zu keinem vollst�ndigen Zuklappen der Liganden-
bindungsdom�ne kommt und dementsprechend der biologi-
sche Effekt ausbleibt.[61] Dieser „Fuß in der T�r“-Mechanis-
mus f�r Antagonismus erkl�rt, warum eine kleine chemische

�nderung der Agonistenstruktur einen Antagonisten her-
vorbringen kann.

Ein entscheidender biophysikalischer Durchbruch gelang
2009, als die Kristallstruktur des homomeren GluA2-Rezep-
tors mit einer Auflçsung von 3.6 � gelçst wurde (Abbil-
dung 11b).[12] Dieser AMPA-Rezeptor wurde mit einem
hochaffinen Antagonisten cokristallisiert, was den Kanal in
seinen geschlossenen, nicht leitenden Zustand �berf�hrte.
Die Struktur best�tigte, dass sich der Rezeptor als Dimer von
zwei Dimeren, mit einer auf den gesamten Rezeptor bezo-
genen C2-Symmetrie, bildet. Die Architektur der TMD erin-
nert an einen „umgedrehten“ Kaliumkanal, der statt mit
einem Spannungssensor mit einem Ligandensensor (der
LBD) verbunden ist.

Der Aktivit�tszyklus der Glutamatrezeptoren kann in
drei Phasen unterteilt werden: einen inaktiven, ruhenden
Zustand; einen aktivierten, nicht desensibilisierten Zustand;
und einen inaktiven, desensibilisierten Zustand. Die LBDs
der vier Untereinheiten sind so arrangiert, dass sich jeweils
zwei LBDs entlang der C2-Achse mit dem „R�cken“ zuein-
ander befinden. Koordination von Glutamat an die LBD des
inaktiv ruhenden Rezeptors f�hrt zum Schließen der LBD.
Die Bewegung der unteren H�lfte der LBD (D2) �bt eine
Zugkraft auf das Verbindungsst�ck zwischen der LBD und
der TMD aus, was den Kanal mechanisch çffnet. Allerdings
erzeugt dieser aktivierte, nicht desensibilisierte Zustand me-
chanische Spannung an der Grenzfl�che zwischen den LBDs.
Diese mechanische Spannung kann durch die Dissoziation
der Agonisten oder durch eine Verdrehung der LBD-
Grenzfl�chen, die zum inaktivierten Zustand f�hrt, abgebaut
werden.[62]

8. Lichtempfindliche ionotrope Glutamatrezeptoren

Genauso wie das �ußere Vestib�l der Kaliumkan�le einen
passenden Ansatzpunkt f�r MAQ lieferte, ermçglichte die
strukturell gut charakterisierte Ligandenbindungsdom�ne
der Glutamatrezeptoren den Einsatz von photoschaltbaren
angeleinten Liganden (d.h. PTLs). Anstelle von Kanalblo-
ckern oder Antagonisten entschieden wir uns in diesem Fall
aber f�r Agonisten. Diese Wahl lieferte den lichtgesteuerten
ionotropen Glutamatrezeptor, LiGluR, der sich aus einem
genetisch modifizierten Kainatrezeptor (GluK2) und dem
PTL MAG-1 zusammensetzt (Abbildung 12).[66] MAG-1 be-
steht aus einem Maleimid f�r die kovalente Verkn�pfung,
einem Azobenzol und einem substituierten Glutamat als Li-
ganden. Nach der kovalenten Verkn�pfung von MAG-1 mit
einem Cystein der LBD (L439C) resultiert die lichtinduzierte
cis/trans-Isomerisierung des Azobenzols in reversibler Bin-
dung des angeleinten Agonisten, wodurch sich der Kanal
çffnet oder schließt.

Das Design von LiGluR basiert auf der Kristallstruktur
der geschlossenen GluK2-LBD, an die der Agonist (2S,4R)-4-
Methylglutamat gebunden ist (pdb-Code: 1SD3).[63] Diese
Struktur sprach f�r das Vorhandensein eines kleinen
„Fluchttunnels“, der vom gebundenen Liganden bis zur
Oberfl�che der geschlossenen LBD reicht. Dieser Tunnel
sollte es ermçglichen, dass ein Ligand kovalent an die externe
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LBD gebunden ist und trotzdem als Agonist oder partieller
Agonist den Rezeptor aktiviert. Um diese Hypothese zu un-
termauern, wurde ein „Testmodell“ (T-Mod) synthetisiert.
Durch Calciumbildgebung an HEK293-Zellen konnte gezeigt
werden, dass das T-Mod und sp�ter MAG-1 tats�chlich als
Agonisten wirken.[66] Weitere Kristallstrukturen, wie jene des
partiellen Agonisten Domoins�ure, gebunden an GluK2
(pdb-Code: 1YAE), halfen zus�tzlich passende PTLs zu
finden.[67]

Nach dem Erfolg des Testmodells wurde das Molek�l
durch die Installation eines Azobenzols und Addition eines
Maleimides zu MAG-1 erweitert. Um die passende Ver-
kn�pfungsposition f�r das Maleimid zu finden, wurden
mehrere Cysteinmutanten von GluK2 durch Mutagenese
generiert. Nach Testen von einem guten Dutzend Mutanten
zeigte sich, dass die Mutante L439C die g�nstigste Position f�r
die kovalenten Verkn�pfung mit MAG-1 zur lichtempfindli-
chen Kontrolle der Kanalaktivit�t war.[66]

Da von vornherein nicht klar war, ob und bis zu welchem
Ausmaß das Protein die Photophysik des Azobenzols beein-
flussen w�rde, wurden die optimalen Aktivierungs- und In-
aktivierungswellenl�ngen experimentell bestimmt (Abbil-
dung 12).[66] Es zeigte sich, das Einstrahlung von 380-nm-
Licht in einem maximalen Strom resultierte, wogegen 500-
nm-Licht am schnellsten zur Inaktivierung des Kanals f�hrte.
Interessanterweise stimmen diese Befunde gut mit den pho-
tostation�ren Zust�nden von MAG-1 in freier Lçsung �ber-
ein (Abbildung 12). Eine weitere interessante Eigenschaft
des LiGluR-Systems ist die gegen�ber derjenigen der freien
Lçsung verlangsamte thermische Relaxtion von cis-MAG-
1.[41] Ein mçglicher Grund kçnnte die nichtkovalente Wech-
selwirkung des Glutamatliganden mit der LBD sein, die den
cis-Zustand stabilisiert.

Nach Expression in Neuronen, die die gesamte Maschi-
nerie zur Generation von Aktionspotentialen enthalten, kann
man mit LiGluR neurale Aktivit�t mit einer Auflçsung im
Millisekundenbereich kontrollieren.[68] Bei einer gegebenen

Abbildung 11. Ionotrope Glutamatrezeptoren. a) Schematische Darstellung des �ffnungsvorganges eines Glutamatrezeptors. b) Kristallstruktur
einer einzelnen GluA2-Untereinheit mit markierter TMD (inklusive M1-4), extrazellul�re LBD und NTD. c) Der komplette GLuA2-Kanal cokristalli-
siert mit einem Antagonisten (gelb; pdb-Code: 3KG2). d) Vergrçßerte Ansicht der LBD von GLuA2, cokristallisiert mit Glutamat (pdb-Code: 1FTJ).
e) Chemische Strukturen verschiedener iGluR-Agonisten und -Antagonisten.

Optochemische Genetik
Angewandte

Chemie

12377Angew. Chem. 2011, 123, 12362 – 12390 � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


Intensit�t ermçglicht es das System, mit kurzen sich ab-
wechselnden Lichtpulsen (1–5 ms) von 380 und 500 nm re-
produzierbare Aktionspotentialmuster zu generieren. In dis-
soziierten hippocampalen Neuronen kçnnen Aktionspoten-
tiale mit einer Frequenz bis zu 50 Hz ausgelçst werden, ohne
einen einzigen Takt auszulassen (Abbildung 12).[68] Die cis-
Stabilit�t von MAG ermçglicht es außerdem, mit einem ein-
zelnen, wenige Millisekunden langen 380-nm-Lichtpuls
mehrere Sekunden lang neurale Aktivit�t zu induzieren. To-

xische Effekte durch lange Bestrahlungsdauern kçnnen so
vermieden werden.[68, 69]

LiGluR weist einige fundamentale funktionelle Unter-
schiede zu SPARK auf. So sind f�r die �ffnung des SPARK-
Kanals sowohl die Bestrahlung als auch die Depolarisation
der Zelle nçtig (was einem AND-Logikgatter entspricht). Im
Unterschied hierzu reicht freies Glutamat oder Lichteinwir-
kung f�r die Aktivierung von LiGluR aus (einem OR-Lo-
gikgatter entsprechend). LiGluR kann als eine lichtbetrie-

Abbildung 12. LiGluR, ein lichtschaltbarer Glutamatrezeptor. a) Schematische Darstellung von LiGluR. b) Chemische Struktur von 4-Methylglut-
amat und dem „Testmodell“ (T-Mod), zwei wichtigen Meilensteinen auf dem Weg zu LiGluR. c) Chemische Struktur von MAG-0, MAG-1 und
MAG-2. d) Das Aktionsspektrum von LiGluR. Konventionell sind Einw�rtsstrçme nach unten gezeichnet. Die Stromst�rke weist eine deutliche
Abh�ngigkeit von der Wellenl�nge auf. e) LiGluR kontrolliert neurale Aktivit�t mit Millisekundenpr�zision. Bedingt durch die cis-Stabilit�t des Sys-
tems reicht eine kurze UV-Bestrahlung aus, um dauerhaft neurale Aktivit�t auszulçsen. f) LiGluR ermçglicht es, einzelne Aktionspotentiale mit
einer Frequenz von bis zu 50 Hz auszulçsen. g) Lichtkontrollierter Fluchtreflex von Zebrafischen.
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bene molekulare Maschine interpretiert werden, bei der die
Energie der Photoisomerisierungsenergie in die bei der Li-
gandenbindung freiwerdende Energie umgewandelt wird.
Dies f�hrt zum Schließen der LBD und �ffnung des Kanals.
Der Vorgang kann durch thermische Relaxation oder Ein-
strahlung l�ngerwelligen Lichts r�ckg�ngig gemacht werden.
SPARK ist dagegen eher ein passives System, da der ange-
leinte lichtschaltbare Blocker eher als extrazellul�rer Tor-
w�chter fungiert und selbst keine grçßeren Konformations-
�nderungen des Kanals auslçst. Diese werden stattdessen
durch die Membrandepolarisation bewirkt, die eine Bewe-
gung der Spannungsdetektoren auslçst und das Spannungstor
çffnet.

Eine wichtige allgemeine Eigenschaft von unseren Sys-
temen – und besonders von LiGluR – ist ihre große Variabi-
lit�t und F�higkeit zur Feinjustierung. Dies trifft sowohl auf
den Photoschalter als auch auf das Protein zu. So wurden
außer MAG-1 noch weitere Derivate, n�mlich MAG-0 und
MAG-2, mit unterschiedlicher L�nge und Flexibilit�t syn-
thetisiert. Auf Proteinebene wurden durch Mutagenese wei-
tere Cysteinmutanten f�r die kovalente Verkn�pfung zu den
MAG-Derivaten geschaffen. Die Kombination dieser Vari-
anten lieferte einige interessante Resultate. Zum Beispiel
zeigte MAG-0 mit der Mutante L439C die hçchste effektive
Konzentration in Konkurrenz mit dem Antagonisten DNQX.
Dagegen waren unser erster PTL MAG-1 und MAG-2 we-
niger effektiv.[69]

In einem weiteren Fall von „Umpolung“ fanden wir, dass
der Ankn�pfungspunkt des PTLs bestimmen kann, ob er den
Kanal im cis- oder trans-Zustand des Photoschalters aktiviert
(Abbildung 13).[69] MAG-0 wirkt in Kombination mit der
Mutante L439C als ein cis-Agonist, in Kombination mit
L486C dagegen als trans-Agonist. Dieser Befund war etwas
�berraschend, da der Abstand der beiden Cysteinmutations-

positionen in der GluK2-Kristallstruktur nur wenige �ng-
strçm betr�gt. Als Konsequenz dieser umgedrehten Wellen-
l�ngenempfindlichkeit lçst man in Neuronen, die mit L486C
transfiziert wurden, bei Bestrahlung mit 500-nm-Licht neu-
rale Aktivit�t aus, aber nicht wie zuvor bei 380 nm.

In Analogie zur Umwandlung von H-SPARK zu D-
SPARK kann LiGluR in einen hyperpolarisierenden Kanal
namens „HyLighter“ �berf�hrt werden.[70] Dies gelang wie
zuvor durch Ver�nderung der Ionenselektivit�t mithilfe ge-
netischer Manipulationen. Anstelle einer einzelnen Punkt-
mutation musste im Fall von HyLighter eine ganze Protein-
dom�ne ausgetauscht werden. HyLighter besteht aus der
lichtempfindlichen Dom�ne von LiGluR, bei dem die
Transmembrandom�nen (TMDs) durch die kaliumselektive
TMD des prokaryotischen Glutamatrezeptors SGLuR0,[71]

die ein GYG-Motiv der Kaliumkan�le enth�lt, ausgetauscht
wurde. Die Expression von HyLighter in hippocampalen
Neuronen ermçglicht eine lichtabh�ngige Hemmung von
neuraler Aktivit�t bei Bestrahlung mit 380-nm-Licht, die bei
500 nm wieder aufgehoben werden kann (Abbildung 13). Ein
Vorteil des HyLighter-Systems gegen�ber anderen, genetisch
voll kodierbaren hyperpolarisierenden Systemen liegt in der
thermischen Stabilit�t des an die LBD koordinierenden cis-
MAG-1. In Analogie zu LiGluR reicht ein einzelner, wenige
Millisekunden langer 380-nm-Lichtpuls aus, um die Aktivit�t
von Neuronen f�r Sekunden bis hin zu Minuten zu hemmen.

Eine der großen �berraschungen bei der Entwicklung
optochemischer Systeme war, wie schnell sie in Tieren ein-
gesetzt werden konnten, um Verhalten zu steuern.[68, 70] Die
ersten In-vivo-Experimente mit LiGluR wurden in den
Larven des Zebrafisches durchgef�hrt.[68] Der Zebrafisch ist
in diesem Entwicklungsstadium nahezu vollst�ndig transpa-
rent, was es ermçglicht, neurale Schaltkreise mit Licht zu
beeinflussen. Die LiGluR-Variante iGluK2-L439C wurde in
bestimmten Neuronengruppen, die in der Ber�hrungssenso-
rik eine Rolle spielen und im Kopf und Rumpf lokalisiert
sind, exprimiert. Die Verkn�pfung mit dem PTL gelang durch
einfache Inkubation der Fische in einer MAG-1-haltigen
Lçsung. Danach konnte ein Fluchtreflex, der durch Ber�h-
rung des Rumpfes mit einer Pipette ausgelçst wird, mit
LiGluR optisch kontrolliert werden. Durch kurze Bestrah-
lung mit 365-nm-Licht wurde der Fluchtreflex der Fische
unterdr�ckt, w�hrend er bei 488-nm-Bestrahlung wieder
hergestellt werden konnte.[68] HyLighter konnte auf �hnliche
Art eingesetzt werden.[70]

In darauffolgenden, anspruchsvolleren Studien am Ze-
brafisch wurde LiGluR gezielt in Kolmer-Agduhr-Neuronen
exprimiert, deren physiologische Rolle mehr als 75 Jahren
lang ungekl�rt war. Dank LiGluR konnte gezeigt werden,
dass diese Zellen im fr�hen Entwicklungsstadium von Ver-
tebraten als zentrale Taktgeber (central pattern generators)
fungieren.[72]

Außer den PTLs ließen sich auch PCLs auf Glutamatre-
zeptoren anwenden (Abbildung 14). Ihr Design basierte auf
der umfangreichen Pharmakologie von iGluR-Agonisten,
-Antagonisten und -Blockern und wurde zus�tzlich von
Kristallstrukturen verschiedener iGluR LBDs gest�tzt. Das
Ersetzen der Naphthyleinheit des bekannten GluK1- und
GluK2-Agonisten LY339434 mit einem Azobenzol lieferte 4-

Abbildung 13. Umpolung durch Variation von LiGluR. a) MAG-0 in
Kombination mit der Mutante 439C lçst neurale Aktivit�t unter 380-
nm-Licht aus, MAG-0 in Kombination mit der Mutante 486C dagegen
neurale Aktivit�t unter 500-nm-Beleuchtung. b) Schematische Darstel-
lung von HyLighter, einem hyperpolarisierenden lichtschaltbaren Glut-
amatrezeptor. c) HyLighter kann zur Hemmung neuraler Aktivit�t ge-
nutzt werden. Ausgelçste APs kçnnen unter 380-nm-Bestrahlung un-
terbunden und unter 500-nm-Bestrahlung wieder induziert werden,
was die Bistabilit�t des Systems demonstriert.
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GluAzo. Diese Verbindung erwies sich als ein hocheffektiver
photochromer Agonist f�r Kainatrezeptoren.[73] Bei Anwen-
dung auf in HEK-Zellen exprimierte GluK1- und GluK2-
Kan�le kann man Einw�rtstrçme reversibel mit Licht kon-
trollieren. 4-GluAzo zeigte eine leicht erhçhte Selektivit�t f�r
GluK1 gegen�ber GluK2, und beide Rezeptoren wurden
bevorzugt von der trans-Form des Azobenzols aktiviert. In
dissoziierten hippocampalen Neuronen wirkte 4-GluAzo wie
ein „reversibel photoaktivierbares Glutamat“.[73] Das Feuern
von Aktionspotentialen konnte durch wechselnde Bestrah-
lung von 380- und 500-nm-Licht induziert bzw. gehemmt
werden.[73] In folgenden Arbeiten konnte das phasenweise
Feuern der Purkinje-Neuronen des Kleinhirns durch 4-
GluAzo effektiv gesteuert werden.[74]

Zahlreiche Fragen �ber den genauen Wirkungsmecha-
nismus von 4-GluAzo und anderen PCLs bleiben offen. Ins-
besondere w�re es interessant zu verstehen, ob die PCLs
w�hrend der Photoisomerisierung an die Bindungsseite ko-
ordiniert sind oder ob sie abdissoziieren m�ssen, bevor es zum
Schalten kommen kann. Rçntgenkristallstrukturen kçnnten
auch wichtige Einblicke in den Bindungsmodus von PCLs
und PTLs liefern und damit deren weitere Entwicklung er-
leichtern.

9. Pentamere ligandengesteuerte Ionenkan�le

Pentamere ligandengesteuerte Ionenkan�le (pLGICs)
spielen eine wichtige Rolle bei der synaptischen Reiz�ber-

tragung.[51] Im Unterschied zu den Glutamatrezeptoren von
S�ugetieren kçnnen pLGICs einen erregenden oder hem-
menden Einfluss auf postsynaptische Neuronen und Mus-
kelzellen nehmen. Zur Klasse der pLGICs gehçren die ni-
kotinischen Acetylcholinrezeptoren (nAChR), die g-Amino-
butters�urerezeptoren (GABAA und GABAC), der 5-HT3-
Rezeptor (ein Serotoninrezeptor) und die Glycinrezeptoren
(GlyRs).[75] S�mtliche pLGIC-Untereinheiten weisen in einer
konservierten extrazellul�ren Region eine Disulfidbr�cke
auf, die den pLGICs zus�tzlich den Namen „Cys-Schleifen-
Rezeptoren“ gegeben hat. GABAA und GABAC sind chlo-
ridselektive Ionenkan�le, die f�r die schnelle Inhibition von
neuraler Aktivit�t im Gehirn und in der Retina verantwort-
lich sind.[76] Der Seretoninrezeptor 5-HT3 ist ein exzitatori-
scher Kationenkanal, der die Neurotransmitterfreisetzung
beeinflusst. Wie die GABAA-Rezeptoren haben die GlyRs
einen inhibitorischen Effekt auf die neurale Kommunikation.
Sie sind ligandengesteuerte Chloridkan�le, die haupts�chlich
im R�ckenmark und im Hirnstamm zu finden sind (Abbil-
dung 15).[77]

Die nikotinischen Acetylcholinrezeptoren sind exzitato-
rische Kationenkan�le, die im gesamten Nervensystem und
an den motorischen Endplatten auftreten.[78] F�nf unter-
schiedliche Untereinheiten des Muskel-Typ-nAChR – a1, b1,

g, e und d – bilden einen pentameren Kanal mit der Stç-
chiometrie (a1)2b1gd.[51, 78b] Die neuralen nAChRs bestehen
aus den Untereinheiten a2-a10 und b2-b4. Sie bilden sowohl
homomere (z. B. (a7)5) als auch heteromere Kan�le (z. B.
(a4)2(b2)3). Interessanterweise bilden ausschließlich die a7-,
a8- und a9-Formen homomere Rezeptoren, wenn sie hetero-
log exprimiert werden.[78b, 79]

Jede Untereinheit der nAChRs besteht aus einer extra-
zellul�ren, N-terminalen Ligandenbindungsstelle, einer
Transmembranregion mit vier Transmembranhelices und
einer intrazellul�ren Region (Abbildung 15). Sowohl der N-
als auch der C-Terminus befinden sich im extrazellul�ren
Raum. Die Transmembranhelices der f�nf einzelnen Unter-
einheiten bilden die Pore des Ionenkanals. Der (a1)2b1gd-
Rezeptor an den neuromuskul�ren Endplatten hat zwei Li-
gandenbindungsstellen, die sich zwischen den a-g- und den a-
d-Untereinheiten befinden. Beide Koordinationsstellen
haben eine unterschiedliche Affinit�t f�r den Neurotrans-
mitter Acetycholin (ACh), wobei f�r die �ffnung der Ka-
nalpore beide Koordinationsstellen mit Ach besetzt sein
m�ssen.[51, 78b]

Die Strukturbiologie von nAChR hat eine lange Ge-
schichte, da dieser Kanal noch vor dem Aufkommen des
molekularen Klonierens und der heterologen Expression im
elektrischen Organ des Rochens Torpedo californica entdeckt
wurde und folglich leicht zug�nglich war.[17c,51] Durch Elek-
tronenmikroskopie konnte ein Strukturmodell des Torpedo-
nAChR mit einer Auflçsung von 4 � konstruiert wer-
den.[15a,80] Vor wenigen Jahren wurden die Kristallstrukturen
von zwei bakteriellen homologen – ELIC und GLIC – die in
ihrem geschlossenen bzw. geçffneten Zustand kristallisiert,
was ein detailliertes Bild der pentameren Anordnung ergab
und zum Verst�ndnis des �ffnungsvorgangs (gating) von
pLGICs beitrug.[15b,c] Leider wurden keine der oben genann-

Abbildung 14. Anwendung der PCL-Strategie auf ionotrope Glutamat-
rezeptoren. a) Schematische Darstellung des Wirkmechanismus eines
PCL an einem Glutamatrezeptor. b) Strukturen von LY-339434 und 4-
GluAzo, einem Kainatrezeptor-PCL. c) Aktivit�tskontrolle von hippo-
campalen Neuronen durch 4-GluAzo.
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ten Rezeptoren zusammen mit Agonisten und Antagonisten
kristallisiert.

Die Kristallstrukturen des Acetylcholinbindungsproteins
der Seeschnecken Limnia stagnalis (l-AChBP) und Aplysia
californica (A-AChBP) vertieften das Verst�ndnis der
Wechselwirkung von pLGICs mit ihren Liganden.[81] Diese
lçslichen Proteine sind homolog mit der extrazellul�ren Lig-
andenbindungsdom�ne der pLGICs, enthalten aber nicht die
Transmembrandom�ne. Ein Sequenzvergleich von l-AChBP
mit verschiedenen pLGICs zeigte eine 20–24-prozentige
�bereinstimmung mit den nAChR-Untereinheiten und eine
15–18-prozentige �bereinstimmung mit den 5-HT3-,
GABAA-, GABAC- und Glycin-Rezeptoruntereinheiten.[81b]

Die Kristallstruktur von l-AChBP, cokristallisiert mit Niko-
tin und Carbachol, zeigte, dass diese kationischen Liganden

zwischen zwei Untereinheiten in einem „aromatischen
Kasten“ koordinieren, der haupts�chlich aus Tyrosin- und
Tryptophanseitenketten besteht. Damit konnte die Bedeu-
tung von Kation-p-Interaktionen best�tigt werden, die zuvor
auf Grundlage ausgefeilter biophysikalischer Studien vorge-
schlagen worden waren, bei denen markierte Aminos�uren
zum Einsatz gekommen waren.[81c] Eine Seitenwand der
Ligandenbindungsstelle wird durch die so genannte C-
Schleife gebildet, die beim Binden eines Agonisten wie eine
Klappe schließt. Diese flexible C-Schleife tr�gt auch eine
Cysteindisulfidbr�cke, die jedoch nicht mit der so genannten
Cys-Schleife verwechselt werden sollte, die sich n�her an der
Membran befindet.

Zus�tzlich wurden andere Liganden f�r pLGICs, z. B.
Epibatidin (ein Agonist von nAChR),[81d] Lobelin (ein ge-

Abbildung 15. Pentamere ligandengesteuerte Ionenkan�le (pLGICs). a) Schematische Ansicht des nAChR-�ffnungsvorganges. b) Kristallstruktur
des Acetylcholinbindungsproteins (AChBP), cokristallisiert mit Nikotin (pdb-Code: 1UW6). c) Eine einzelne Untereinheit eines pLGIC umfasst die
Transmembrandom�ne, die extrazellul�re Ligandbindungsdom�ne und die Cys-Schleife (pdb-Code: 3P4W). d) Endogene Liganden, die pLGICs
aktivieren. e) Weitere bekannte Liganden der pLGICs, die mit dem AChBP cokristallisiert wurden.
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mischter Agonist/Antagonist von nAChR)[81d] und Strychnin
(ein Antagonist von GlyR)[82] mit A-AChBP cokristallisiert.
Diese Strukturen zeigten, dass die C-Schleife tats�chlich als
Sensor f�r Liganden fungiert, wobei der Grad der Schließung
des Zwischenraumspalts davon abh�ngt, ob ein Agonist oder
Antagonist gebunden hat. Wie diese Bewegung mechanisch
mit dem �ffnen des Kanals gekoppelt ist, bleibt aber immer
noch Gegenstand einer intensiven Debatte.

10. Lichtempfindliche pentamere ligandengesteuerte
Ionenkan�le

Der nikotinische Acetylcholinrezeptor ist in den letzten
Jahrzenten intensiv studiert worden, da er der erste ligan-
dengesteuerten Ionenkanal war, der als Protein isoliert und
charakterisiert werden konnte.[17c] Er tritt in hoher Konzen-
tration in den elektrischen Organen bestimmter Fischarten
auf, z. B. im Rochen Torpedo electroplax oder dem Aal
Electrophorus electricus, weshalb er mit biophysikalischen
Methoden studiert werden konnte, die auf andere Rezeptor-
typen mangels Material einfach nicht anwendbar waren.
Vermutlich ist das auch der Grund, warum nAChR der erste
Rezeptor war, der lichtempfindlich gemacht werden konnte,
und zwar sowohl mit PCLs als auch mit PTLs.[83] Erstaunli-
cherweise gelang dies schon in den fr�hen 1970er Jahren,
lange bevor molekulares Klonieren, heterologe Expression,
moderne Strukturbiologie oder die Patch-Clamp-Elektro-
physiologie eingef�hrt worden waren. Drei Jahrzehnte
mussten vergehen, bevor dies auch mit anderen Rezeptoren
gelang!

Der PCL, der in diesem Fall verwendet wurde, heißt Bis-
Q und besteht aus einem Azobenzol, flankiert von zwei
quart�ren Ammoniumionen (Q). Dieses einfache und sym-
metrische Molek�l fungiert als lichtschaltbares Derivat des
nat�rlichen Agonisten Acetylcholin.[83] trans-Bis-Q aktiviert
nAChRs des Electrophorus electricus, w�hrend das entspre-
chende cis-Isomer eine geringere Wirkung hat. Die Aktivit�t
der beiden Isomere wurde durch Messungen des Membran-
potentials von Electrophorus-Elektroplaques bestimmt. Das
System wurde sp�ter auch genutzt, um �ffnungs- und
Schließkinetiken von nAChRs zu messen.[84]

Das entsprechende PTL-System konnte durch sorgf�ltige
�berlegungen und ein wenig Gl�ck etabliert werden, denn
der native Rezeptor konnte ohne molekularbiologische Ein-
griffe verwendet werden. Zuf�lligerweise haben die a-Un-
tereinheiten der nAChRs an der C-Schleife eine Disulfid-
br�cke, die in unmittelbarer N�he der Ligandenbindungs-
stelle liegt (Abbildung 16). Diese Disulfidbr�cke kann ohne
allzu großen Einfluss auf die Rezeptorfunktion reduziert
werden, was Thiole f�r die Ankn�pfung des PTL liefert.[83]

Der PTL war ein Azobenzolbenzylbromid QBr, das auch das
f�r die Rezeptoraktivierung nçtige quart�re Ammoniumion
tr�gt. Praktischerweise ließ sich QBr durch eine kleine Mo-
difikation der f�r die Herstellung von Bis-Q verwendeten
Vorschrift synthetisieren. Nach kovalenter Verkn�pfung von
QBr mit nAChRs ließen sich Electrophorus-Electroplaques,
Froschmuskeln und sph�rische Muskelzellverb�nde (myo-
balls) aus Ratten mit Licht stimulieren.[85]

Nat�rlich konnte man in den 1970er und 1980er Jahren
den lichtaktivierten nAChR nicht heterolog exprimieren und
mit genetischen Methoden adressieren, weshalb er nie f�r die
Kontrolle von APs verwendet wurde. Bis-Q wurde haupt-
s�chlich als ein Werkzeug zum Studium der inh�renten Ei-
genschaften von nAChRs angesehen und weniger als ein
praktisches Hilfsmittel zur Kontrolle von Nervenaktivit�t und
dem Verhalten von Tieren. Nun, da moderne Methoden der
Molekularbiologie und detaillierte Kristallstrukturen ver-
f�gbar sind, ist es aber sehr wahrscheinlich, dass lichtemp-
findliche Acetylcholinrezeptoren bald wieder in der Literatur
auftauchen werden und in der optochemischen Genetik ein-
gesetzt werden. Dar�ber hinaus sollte man PCLs und PTLs
auch f�r andere pLGICs entwickeln.

11. Eine F�lle von Targets

Nach dem bisher Gesagten ist klar, dass bereits Rezep-
toren aus diversen Strukturklassen mit PCLs und PTLs
lichtempfindlich gemacht werden konnten. Die große Mehr-
zahl mçglicher Ziele, die strukturell und pharmakologisch
ausreichend charakterisiert worden sind, ist diesbez�glich
aber noch nicht untersucht worden. Dementsprechend gibt es
reichlich Gelegenheit, die optochemische Genetik dieser
Targets zu entwickeln. Beispielsweise erçffnen die struktu-
rellen und funktionellen �hnlichkeiten zwischen spannungs-
gesteuerten Kalium- (KV) und Natrium- (NaV) sowie Calci-
umkan�len (CaV) die Mçglichkeit, PCLs auch f�r letztere zu

Abbildung 16. Der lichtschaltbare nikotinische Acetylcholinrezeptor.
Schematische Darstellung eines a) PTL, der reversibel die nAChR-Akti-
vit�t steuert, und b) eines PCL, der nAChRs kontrolliert. c) Struktur des
PTL QBr und d) des PCL Bis-Q.

D. Trauner et al.Aufs�tze

12382 www.angewandte.de � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2011, 123, 12362 – 12390

http://www.angewandte.de


generieren. Zudem haben NaV- und CaV-Kan�le ihre eigene
spezielle Pharmakologie, die bei der Entwicklung selektiver
PCLs genutzt werden kçnnte. Die langerwartete Kristall-
struktur eines NaV-Kanals wurde vor Kurzem verçffentlicht
und kçnnte das Design entsprechender PTLs sehr erleich-
tern.[86]

Selbst wenn man sich auf Rezeptoren mit muschelscha-
lenartigen LBDs beschr�nkt, g�be es eine Vielzahl interes-
santer Kandidaten. Muschelschalenartige Ligandenbin-
dungsdom�nen sind bereits fr�h in der Evolution entstanden
und bieten ein hervorragendes Beispiel daf�r, wie ein er-
folgreiches Strukturmotiv immer wieder in unterschiedlichen
funktionellen Zusammenh�ngen eingesetzt wurde.[87]

Urspr�nglich entwickelten sich die muschelschalartigen
LBDs als bakterielle periplasmatische Bindeproteine (z. B.
das Maltosebindungsprotein oder Aminos�urenbindungs-
proteine). Im Laufe der Evolution wurde sie dann als funk-
tionelle Dom�nen in prokaryotische und eukaryotische
Transmembranproteine integriert. Zuerst wurden sie wohl
von bakteriellen ABC-Transportern, die mit lçslichen peri-
plasmatischen Proteinen zun�chst auf nichtkovalente Art
interagierten, eingefangen. Anschließend etablierten sich die
muschelartigen LBDs als Komponenten von Ionenkan�len,
z. B. ionotropen Glutamatrezeptoren. Dazu gehçren diverse
prokaryotische glutamatgesteuerte Kan�le,[71] ein pflanzlicher
Rezeptor[88] und ein Rezeptor, der k�rzlich in einem eu-
karyotischen R�dertierchen gefunden wurde.[89] Wie in Ab-
schnitt 7 diskutiert, haben Glutamatrezeptoren schließlich
eine entscheidende Rolle in der schnellen synaptischen
Transmission hçherer Tiere eingenommen. Die Muschel-
schalen-LBD tritt ebenfalls in metabotropen Glutamatre-
zeptoren (mGluRs) auf, die zur GPCR-Familie C gehçren.[90]

Diese große GPCR-Klasse hat viele neurophysiologische
Funktionen und umfasst neben den metabotropen Glu-
tamatrezeptoren auch GABAB-Rezeptoren[91] sowie T1R-
Geschmacksrezeptoren.[92] Die LBDs mehrerer mGluRs
wurden rçntgenkristallographisch im Detail untersucht, und
ihre Pharmakologie ist sehr gut entwickelt (Abbildung 17).[93]

Daher sind die mGluRs logische Ziele f�r die n�chste Phase
der optochemischen Genetik. Schließlich wurden muschel-
schalenartige LBDs auch in bestimmten rezeptorgebundenen
Enzymen gefunden. Diese sind neben den Ionenkan�len und
GPCRs die dritte große Klasse von Rezeptoren in der Si-
gnaltransduktion. Ein Beispiel daf�r ist der ANP-Rezeptor,
dessen LBD mit dem atrialen natriuretischen Peptid cokris-
tallisiert wurde (Abbildung 17).[94] Selbst unter den Rezep-
tortyrosinkinasen gibt es Mitglieder, die eine muschelartige
LBD aufweisen.[95]

Bisher wurde noch keine gesamte Rçntgenstruktur eines
zur Familie C gehçrigen GPCRs, die auch die Transmem-
brandom�ne enth�lt, publiziert (Abbildung 18). Dagegen gibt
es seit neuestem mehrere Strukturen von GPCRs der Fami-
lie A. Diese Rezeptoren entsprechen der grçßten Klasse von
GPCRs und enthalten eine Ligandenbindungstasche, die
mehr oder weniger tief in die Membran eingebettet ist. Zu
ihnen gehçren wichtige pharmakologische Targets wie die
adrenergen Rezeptoren (z.B. b2A),[96] die Adenosinrezepto-
ren (z.B. A2A, der von Koffein antagonisiert wird)[11c] und die
Dopaminrezeptoren (z.B. D3).[11d] Ein weiterer prominenter

Vertreter dieser Familie ist der nat�rliche Photorezeptor
Rhodopsin, dem eine entscheidende Rolle im tierischen
Sehprozesses zukommt.[11b] Der Photoschalter Retinal ist
darin in seiner inaktiven 11-cis-Form an Rhodopsin kovalent
gebunden. Durch einfallendes Licht photoisomerisiert Reti-
nal zu seiner aktiven all-trans-Form, woraufhin es hydroly-
siert und rezykliert wird, anstatt reversibel zu binden. In ge-

Abbildung 17. Muschelschalenartige LBDs als mçgliche Ziele f�r die
optochemische Genetik. a) Das Maltosebindungsprotein, ein typisches
periplasmatisches Bindungsprotein (pdb-Code: 1ANF). b) Die extrazel-
lul�re LBD von mGluR3 mit einem Agonisten (pdb-Code: 2E4X). c) Die
extrazellul�re LBD von mGluR1 mit einem Antagonisten (pdb-Code:
3KS9). d) Die LBD des ANP Rezeptors, ein rezeptorgebundenes Enzym
(pdb-Code: 1YK0). e) Die chemischen Strukturen von Liganden f�r
muschelschalenartige LBD-Rezeptoren.
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wisser Weise �hnelt es damit einem PTL. Prinzipiell ist damit
denkbar, dass gut charakterisierte Liganden f�r Rezeptoren
der Klasse A durch PTLs oder PCLs ersetzt werden kçnnten,
womit man die GPCRs in Photorezeptoren umbauen kçnnte.

Trimere Ionenkan�le sind in physiologischer Hinsicht eine
�ußerst interessante Klasse, die auch bereits teilweise kris-
tallographisch untersucht wurde (Abbildung 19). Zu ihnen
gehçren die purinergen Rezeptoren (P2X-Rezeptoren), die
s�uredetektierenden Rezeptoren (ASICs) und die epithelia-
len Natriumkan�le (ENaCs). Die ionotropen P2X-Rezepto-
ren sind nichtselektive Kationenkan�le, die durch extrazel-
lul�res Adenosin-5’-triphosphat (ATP) aktiviert werden. Sie
sind im Nerven- und Immunsystem weit verbreitet und in
zahlreichen neurologischen Funktionen wie der Schmerz-
wahrnehmung involviert.[97]

Die erste Kristallstruktur von einem P2X-Rezeptor,
n�mlich von P2X4 aus dem Zebrafisch, wurde in der ge-
schlossenen Form mit einer Auflçsung von 3.1 � gelçst.[13]

Diese Struktur best�tigte die trimere Kanalarchitektur und
lieferte wichtige Einblicke in die Kanalpore. Die Position der
ATP-Bindungstasche wurde jeweils zwischen zwei Unterein-

heiten auf der extrazellul�ren Seite des Rezeptors vermutet.
Jedoch wurde die P2X4-Struktur ohne ATP oder einen Ant-
agonisten (z. B. das Azobenzol PPADS) aufgekl�rt, sodass der
genaue Ligandenbindungsmodus ungekl�rt bleibt.

Ein P2X-Rezeptor, n�mlich P2X2, spielte eine besondere
Rolle bei der Entwicklung der optochemischen Genetik.
Nach heterologer Expression in Neuronen konnte dieser
Kationenkanal mit photoaktivierbarem ATP optisch stimu-
liert werden, wodurch neurale Aktivit�t ausgelçst wurde.
Diese 2003 publizierte Arbeit steht damit ganz am Anfang
der Optogenetik. Da ATP schnell hydrolysiert wird, sogar im
extrazellul�ren Raum, konnte die Photostimulation mit guter
zeitlicher Auflçsung wiederholt eingesetzt werden. Nebenbei
sei angemerkt, dass photoaktivierbares ATP einer der ersten
Vertreter seiner Art war.[35]

ASIC-Kan�le gehçren zur Degenerin/epithelialer-Natri-
umkanal(Deg/ENaC)-Familie. Es handelt sich bei ihnen um
ligandengesteuerte trimere Kationenkan�le, die von extra-
zellul�ren Protonen aktiviert werden und eine zehnfach
hçhere Leitf�higkeit von Natrium gegen�ber der von Kalium
zeigen. ASIC-Isoformen sind im zentralen und peripheren

Abbildung 18. Familie-A-GPCRs als mçgliche Ziele der optochemischen Genetik. a) Rhodopsin, ein nat�rlicher Photorezeptor mit einem kovalent
gebundenen Photoschalter (pdb-Code: 1U19). b) Der b2-adrenerge Rezeptor mit dem inversen Agonisten Carazolol (pdb-Code: 2RH1). c) Der A2A-
Adenosinrezeptor mit dem Agonisten UK-432097 (pdb-Code: 2QAK). d) Der D3-Dopaminrezeptor mit dem Antagonisten Eticloprid (pdb-Code:
3PBL). Proteindom�nen, die nur f�r die Kristallisation angef�gt wurden, sind hier ausgeblendet. e) Chemische Strukturen der cokristallisierten
und endogenen Liganden der oben abgebildeten Rezeptoren. f) Isomerisierung von 11-cis-Retinal zu all-trans-Retinal in Rhodopsin.
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Nervensystem von S�ugetieren anzutreffen. Sie �ben wichtige
physiologische Funktionen aus, z. B. bei der Detektion von
Gewebsazidosen, die bei mangelnder Durchblutung auftre-
ten.[98] Zwei Kristallstrukturen von homotrimeren ASIC-Ka-
n�len wurden in den letzten Jahren verçffentlicht.[99]

Leider gibt es keine kristallographischen Daten zum
ENaC-Kanal, der einen heterotrimeren Kanal bildet. Unter
physiologischen Bedingungen ist er konstitutiv geçffnet und
�ußerst selektiv f�r Natriumionen. Er spielt eine Schl�ssel-
rolle in der Wahrnehmung des Salzgeschmacks und in der
Natriumreabsorption, was ihn zum pharmakologischen Ziel
vielverwendeter Diuretika wie Amilorid macht.[100]

Transientes-Rezeptor-Potential-Kan�le (TRP-Kan�le)
wurden als wichtige molekulare Akteure in der Sinneswahr-
nehmung identifiziert.[101] Sie bilden tetramere Kationenka-
n�le, die durch eine Reihe verschiedener Reize, einschließlich
Temperatur und Liganden, aktiviert werden. Ein bekanntes
Mitglied dieser Rezeptorfamilie ist TRPV1, der durch Hitze
und Capsaicin, die scharfe Komponente der Chillischote,
aktiviert wird.[102] In einer der ersten Anwendungen der op-
tochemischen Genetik wurde TRPV1 heterolog in Neuronen
exprimiert und durch Bestrahlung von photoaktivierbarem
Capsaicin stimuliert (Abbildung 4b,c).[35]

TRP-Kan�le sind nicht nur f�r die Wahrnehmung von
W�rme und K�lte verantwortlich, sondern sind mçglicher-
weise auch in die Druckwahrnehmung involviert.[101] Damit
spielen sie vermutlich beim Ber�hrungssinn, dem Gleichge-

wichtssinn, der Schmerzwahrnehmung, der Blutdruckregula-
tion und dem Hçrprozess eine wichtige Rolle.[103] Die optische
Kontrolle von Drucksensoren kçnnte in der Tat von großem
Interesse sein. Eine solche Kontrolle ist noch nicht mit TRP-
Kan�len erreicht worden, aber dass dies im Prinzip mçglich
ist, konnte mit einem vergleichsweise einfachen bakteriellen
Rezeptor aus Mycobacterium tuberculosis gezeigt werden
(Abbildung 20).[104] Dieser homopentamere Kanal wurde in

seiner geschlossenen Form rçntgenkristallographisch analy-
siert.[105] Sobald die mechanische Spannung der den Kanal
umgebenden Membran einen bestimmten Wert �bersteigt,
çffnet dieser eine sehr große Pore, was wie ein Ventil wirkt
und den osmotischen Druck im Bakterium abbaut. F�nf hy-
drophobe Aminos�urereste bilden im geschlossenen Zustand
einen Ring, der die Pore veschließt und keinen Strom von
Ionen und anderen Stoffen zul�sst. Detaillierte biophysikali-
sche Studien zeigten, dass der Austausch dieser hydrophoben
Aminos�uren gegen geladene Aminos�uren einen konstitutiv
offenen Kanal generiert, was vermutlich auf elektrostatische
Abstoßung zur�ckzuf�hren ist.[106]

In einem ersten Experiment zur Photosensibilisierung von
MsCL wurde eine der hydrophoben Aminos�uren durch ein
Cystein ersetzt. Anschließend wurde eine photoaktivierbare
Carbons�ure kovalent mit diesem Cystein verkn�pft. Durch
Bestrahlung mit UV-Licht wurde die Schutzgruppe abge-

Abbildung 19. Trimere Ionenkan�le als mçgliche Ziele f�r die optoche-
mische Genetik. a) Der ASIC1-Kanal (pdb-Code: 3HGC). b) Der P2X4-
Rezeptor (pdb-Code: 3H9V). c) Wirkstoffe, die an trimeren Ionenkan�-
len wirken. Amilorid: Blocker von ASIC- und ENaC-Kan�len. PPADS:
ein Antagonist von purinergen Rezeptoren. Photoaktivierbares ATP: ein
CL f�r P2X2-Rezeptoren.

Abbildung 20. Photosensibilisierung eines bakteriellen mechanoemp-
findlichen Ionenkanals. a) Die Struktur von MsCL in seiner geschlosse-
nen Form in Seiten- und Aufsicht (pdb-Code: 2OAR). b) Eine photoak-
tivierbare S�ure, die verwendet wird, um MsCL zu çffnen. c) Die SP-
und MC-Form des Lichtschalters, mit dem MsCL reversibel lichtge-
steuert werden kann.
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spalten, sodass die resultierende freie Ladung den Kanal
çffnete. In einem zweiten Schritt wurden die photoaktivier-
baren S�uren durch einen kovalent gebundenen Spiropyran/
Merocyanin(SP/MC)-Photoschalter ersetzt. Durch Schalten
zwischen dem nichtpolaren SP und dem hochpolaren MC
konnte der Kanal geçffnet und geschlossen werden, was f�r
einige Zyklen mçglich war.[104] Dieses System wurde als
„Nanoventil“ f�r Wirkstofflieferung entwickelt und ist eine
schçne Demonstration eines Rezeptors, der sowohl mit PCLs
als auch mit PTLs optisch kontrolliert werden kann. Im
Hinblick auf die Neurobiologie hat dieser Ansatz jedoch
keine weitere Bedeutung. Interessanterweise wurden in einer
anderen Studie photoschaltbare Lipide verwendet, um die
mechanische Membranspannung mit Licht zu �ndern und
damit den MsCL-Kanal zu çffnen.[107] In der Tat kçnnten sich
photoschaltbare Lipide als ein weiteres allgemeines Verfah-
ren erweisen, mit dem man Transmembranproteine durch
Licht kontrollieren kann.

12. Zusammenfassung und Ausblick

Aus den obigen Betrachtungen wird deutlich, dass es
keinen Mangel an Proteinen gibt, die sich mit optochemischer
Genetik manipulieren ließen. Dies gilt auch f�r die nat�rlich
auftretenden Photorezeptoren, z.B. die Kanalrhodopsine,
deren spektrale Eigenschaften durch k�nstliche Photoschal-
ter optimiert werden kçnnten. Allerdings kçnnte man sich
auch viele Varianten synthetischer Molek�le ausdenken, die
man mit nat�rlicherweise „blinden“ Rezeptoren verbinden
kann. Die bisher pr�sentierten PTLs und PCLs waren immer
Agonisten oder Kanalblocker, aber es sollte auch mçglich
sein, sie zu Antagonisten bzw. Kanalçffnern umzubauen.
Zus�tzlich ist es denkbar, Vernetzungsagentien zu entwerfen,
die an zwei Cysteinen angebracht werden kçnnten.[108] Dies
wurde mit Erfolg dazu verwendet, den Helixanteil von Pep-
tiden zu steuern[108b, 109] und konnte bereits zur Kontrolle eines
Proteins eingesetzt werden.[110] Denkbar w�re die �bertra-
gung dieses Ansatzes auf Transmembranrezeptoren, was eine
weitere Methode zur optischen Kontrolle neuraler Aktivit�t
liefern w�rde.

Andere Photoschalter, wie Hemthioindigos oder die Spi-
ropyran-Merocyanine kçnnten im Hinblick auf eine Anwen-
dung bei neurobiologischen relevanten Rezeptoren systema-
tisch untersucht werden. Aber selbst wenn die Azobenzole
die Photoschalter der Wahl blieben, g�be es viele Wege, ihre
photophysikalischen und thermischen Eigenschaften zu op-
timieren. Es besteht z. B. Bedarf, das Aktionsspektrum der
rotverschobenen Kv-Kanalblocker in Abbildung 10 noch
weiter in den roten Wellenl�ngenbereich zu verschieben.
Vielleicht kçnnte man die Absorption von substituierten
Azobenzolen sogar bis in den Nahinfrarotbereich verr�cken,
wodurch man dem von Sir Francis gesteckten, anspruchsvol-
len Ziel n�her k�me. Selbst wenn dies nicht gel�nge, kçnnte
man als Alternative – anstelle eines Photoschalters, der �ber
ein einzelnes Photon aktiviert wird – einen Zweiphotonen-
schalter entwerfen, der auch die Aktivierung in sehr kleinen
Volumina ermçglichen w�rde. Zweiphotonenschalter kçnn-
ten z. B. dazu genutzt werden, einen einzelnen dendritischen

Dorn (dendritic spine) zu stimulieren, der simultan mit
Zweiphotonenfluoreszenzbildgebung visualisiert werden
kçnnte.

Licht ist jedoch nicht den einzige nichtnat�rliche Stimu-
lus, der f�r die Aktivierung von Transmembranrezeptoren
infrage kommt. Eine weitere Mçglichkeit besteht darin, einen
ligandengesteuerten Ionenkanal so umzuprogrammieren,
dass er nur von einem orthogonalen Liganden aktiviert wird,
der sonst keine pharmakologische Wirkung zeigt. Diese
Strategie kam bereits mit Erfolg an Kinasen und G-Proteinen
zum Einsatz und sollte auch auf andere Rezeptoren �ber-
tragbar sein.[111] Man kann sogar �ber Rezeptoren spekulie-
ren, die durch elektromagnetische Wechselfelder oder durch
statische Magnetfelder tief im Gewebe aktiviert werden
kçnnten.

F�r die absehbare Zukunft wird jedoch Licht weiterhin
die entscheidende Rolle f�r die Kontrolle neuraler Aktivit�t
einnehmen. Techniken, die es ermçglichen, in k�rzester Zeit
Wellenl�ngen und Intensit�ten von Licht zu modulieren,
wurden bereits entwickelt. Auf dem Weg der Entwicklung
befinden sich Methoden, die es ermçglichen, tief in ver-
schiedene Gewebe einzudringen, um mit hoher zeitlicher und
r�umlicher Auflçsung mit Licht zu bestrahlen und zu detek-
tieren. Zu diesen Techniken gehçren z.B. „digital micromir-
ror arrays“[112] und die Optische-Glasfaser-Mikroendoskopie
(fiber-optic microendoscopy).[113] Gleichzeitig wird das ge-
websspezifische Kodieren von genetischer Information durch
virale Transfektion immer pr�ziser und effektiver, wovon vor
allem die PTL-Strategie profitieren wird. Diese Entwicklun-
gen lassen darauf schließen, dass in Zukunft viele neurobio-
logische Fragen mithilfe der optochemischen Genetik be-
antwortet werden kçnnen.

Vieles kçnnte man z.B. �ber die Rolle von Rezeptoren
und ihren Isoformen lernen, denn die optische Kontrolle ge-
netisch definierter Rezeptorsubtypen kçnnte Ihre individu-
ellen Beitr�ge zu physiologischen Prozessen kl�ren (siehe
Abbildung 5). Bisher wurde diese Stragtegie nur ansatzweise
f�r verschiedene KV-Kanalsubtypen verfolgt (siehe Ab-
schnitt 6). Wir gehen aber davon aus, dass der optochemische
Ansatz noch viel breitere Anwendung finden kann. Die tra-
ditionelle Pharmakologie scheitert oft an der fehlenden
Subtypselektivit�t, und genetische Knockout-Strategien lie-
fern nicht selten unbrauchbare Ergebnisse infolge kompen-
satorischer Effekte. Deshalb w�ren Knock-in-Tiere, bei
denen der endogene Rezeptor durch eine Cysteinmutante
zum Anbringen von PTLs ersetzt wird und dann konditionell
mit Licht aktiviert werden kann, von großem Nutzen.

�ber neurobiologische Grundlagenforschung hinaus, in
der es darum geht, vorhandene Systeme durch systematische
Stçrung aufzukl�ren, kçnnte man die optochemische Genetik
auch dazu nutzen, eine Art „synthetischer Neurobiologie“ zu
schaffen. Hier liegt das Schwergewicht auf der Neuverdrah-
tung des Nervensystems und der Ver�nderung seiner Kom-
ponenten, um damit neue Formen der neuralen Verrechnung
und Sinneswahrnehmung zu kreieren. Zum Beispiel kçnnte
man die molekularen Rezeptoren, die f�r das Empfinden von
Temperatur und Schmerz verantwortlich sind, zu Photore-
zeptoren umprogrammieren. Die Mechanorezeptoren, die f�r
unseren Hçrsinn und unseren Gleichgewichtssinn verant-
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wortlich sind, kçnnte man genauso ver�ndern. Vielleicht ist
der Tag nicht fern, an dem Geschmacks- und Geruchsrezep-
toren mit Licht stimuliert werden kçnnen!

Dies mag ein wenig befremdlich klingen, aber eine solche
Herangehensweise kçnnte durchaus zu n�tzlichen medizini-
schen Therapien f�hren. Ein prim�res therapeutisches Ziel ist
dabei die Retina, die mit Licht, Viren und kleinen Molek�len
leicht zu erreichen ist. Bei vielen Formen von Blindheit, z. B.
bei Retinitis Pigmentosa, sterben die Photorezeptorzellen,
d.h. die St�bchen und Zapfen, ab, aber die restlichen Zell-
schichten bleiben weitgehend intakt. Deren Neuronen ex-
primieren viele Rezeptortypen, die mit PTLs und PCLs dazu
„�berredet“ werden kçnnten, lichtempfindlich zu werden. In
der Tat waren erste Versuche, die optochemische Genetik zur
Wiederherstellung des Sehprozesses zu nutzen, erfolgreich
(Abbildung 21). In einer aktuellen Studie wurden retinale
Ganglienzellen von blinden M�usen mit LiGluR durch einen
adenoassozierten Virus (AAV) transfiziert. Nach der Injek-
tion von MAG-0 in den Glaskçrper konnte die Aktivit�t
dieser Neuronen (Kommunikation mit dem Gehirn �ber den
optischen Nerv) durch Licht kontrolliert werden.[114] Diese
Information wurde an die Sehrinde weitergegeben, und als
Konsequenz wurden der Pupillenreflex und ein nat�rliches

Lichtmeidungsverhalten wiederhergestellt. Erste Erfahrun-
gen mit PCLs sind ebenfalls vielversprechend und lassen
klinische Anwendungen erhoffen.

Wir finden es erstaunlich, dass wir uns nur sieben Jahre
nach den ersten Versuchen, alten Rezeptoren neue Tricks
beizubringen, mit der Wiederherstellung des Sehprozesses
besch�ftigen. Dieses Tempo wird sich wahrscheinlich sogar
beschleunigen, da immer neue molekulare Targets auftau-
chen und sich immer mehr Neurobiologen, Biophysiker und
Chemiker diesem Feld widmen. Wir sind davon �berzeugt,
dass dieses ausgesprochen interdisziplin�re Forschungsgebiet
noch viele weitere n�tzliche Techniken hervorbringen wird,
mit denen sich neurale Netzwerke studieren oder Krankhei-
ten des Nervensystems heilen lassen. Aber �ber ihre schlichte
N�tzlichkeit hinaus wird die optochemische Genetik immer
auch eine faszinierende intellektuelle �bung bleiben – und
ein schçnes Beispiel daf�r, wie sich die Komplexit�t des
Lebens mit vergleichsweise einfacher Synthesechemie
z�hmen l�sst (Abbildung 22).

13. Addendum (10. November 2011)

Die in Abschnitt 12 erw�hnten orthogonalen Liganden
wurden k�rzlich f�r pentamere ligandengesteuerte Ionenka-
n�le vorgestellt.[115]

14. Abk�rzungen

AMPA 2-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropan-
s�ure

AP Aktionspotential
Cav spannungsgesteuerter Calciumkanal
CL photoaktivierbarer Ligand
GABA g-Aminobutters�ure
GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor
Kv spannungsgesteuerter Kaliumkanal
MscL Mechanoempfindlicher Kanal aus M. Tuberculo-

sis mit großer Leitf�higkeit

Abbildung 21. Wiederherstellung von visuellen Antworten mit syntheti-
schen Photoschaltern. a) Querschnitt eines Mausauges mit seiner
Retina (orange) b) Schematisches Diagramm der Retina, das ihren ge-
schichteten Aufbau zeigt. RGC: retinale Ganglienzellen, AC: amakrine
Zellen, BP: bipolare Zellen, HC: horizontale Zellen, PH: Photorezep-
torzellen (St�bchen und Zapfen). c),d) Elektrische Aktivit�t von mit
LiGluR transfizierten RGCs vor (c) und nach Zugabe von MAG-0 (d).

Abbildung 22. Das Leben an die Leine nehmen. a) Ein Hund (ein na-
t�rliches Geschçpf, leicht modifiziert durch Zucht) an einer Hundelei-
ne (ein recht krudes Mittel, um sein Verhalten zu kontrollieren – mit
gemischten Erfolg). b) LiGluR (ein komplexer Rezeptor, leicht modifi-
ziert durch genetische Manipulation) an einer vergleichsweise einfa-
chen synthetischen Leine.

Optochemische Genetik
Angewandte

Chemie
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Nav spannungsgesteuerter Natriumkanal
NMDA Methyl-d-aspartat
pLGIC pentamerer ligandengesteuerter Ionenkanal
PTL photoschaltbarer angeleinter Ligand
PCL photochromer Ligand
SPMC Spiropyran/Merocyanin-Photoschalter
TEA Tetraethylammoniumion
TRPV1 Transientes-Rezeptor-Potential-Kanal, z.B. der

Subtyp V1
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Flannery (UC Berkeley) und Xiang Zhang (UC Berkeley) f�r
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