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Die zeitliche und rdaumliche Kontrolle iiber chemische und biologi-  Aus dem Inhalt

sche Prozesse spielt eine Schliisselrolle im Leben, wo das Ganze oft

viel mehr ist als die Summe seiner Einzelteile. Trivialerweise bilden die ™ Einleitung 8573
Molekiile einer Zelle noch lange kein lebendiges System aus, wenn sie  , |..0.ersible

lediglich willkiirlich angeordnet werden. Wenn wir diese Zusammen- Photo(de)aktivierung 8573
hiinge und die Probleme, die durch Fehlfunktionen entstehen, verste-

hen wollen, benotigen wir Werkzeuge, mit denen wir komplexe Ex- 3. Reversibles Photoschalten 8586
perzmen{e fiir dzesje Frageste.llungei.i enth?keln kon“nen. Externe 4. Optogenetik 8504
Triggersignale, mit denen wir prizise bestimmen konnen, wo, wann

und in welchem Ausmayf ein Prozess gestartet oder gestoppt wird, sind 5. Ausblick 8597

dafiir duflerst wertvoll. Licht ist solch ein ideales Triggersignal: Es ist
hoch selektiv und bei richtiger Anwendung unschidlich. Es kann mit
gut etablierten Techniken erzeugt und manipuliert werden, und viele

Ansdtze existieren, um Licht in lebenden Systemen anzuwenden — von
Zellen bis zu hoheren Organismen. Dieser Aufsatz wird sich mit den
aktuellen Entwicklungen der letzten sechs Jahre befassen und die zu-
grundeliegenden Technologien sowie ihre Anwendungen diskutieren.

1. Einleitung

Auch wenn die Idee, Prozesse mit Licht zu regulieren, bei
weitem nicht neu ist, gab es in den letzten Jahren einen Boom
an verbesserten Technologien und neuen Anwendungen
sowie die Entwicklung einer vollig neuen Strategie: Es gibt
nun drei prinzipielle Ansétze fiir eine Regulierung mit Licht.
Entweder man verwendet photolabile Schutzgruppen fiir ir-
reversible Photo(de)aktivierung (,,uncaging, Abschnitt 2),
Photoschalter fiir ein reversibles Schalten (Abschnitt 3) oder
genetisch kodierte lichtgesteuerte Einheiten (Optogenetik,
Abschnitt 4). Jede dieser Strategien hat ihre Vor- und Nach-
teile, aber mit den jiingsten Entwicklungen in den einzelnen
Gebieten werden die Grenzen zwischen ihnen zunehmend
vage. Hier geben wir, ohne Anspruch auf Vollstindigkeit,
einen Uberblick iiber Entwicklungen in den letzten sechs
Jahren (der Schwerpunkt bei den erwidhnten Anwendungen
liegt vor allem auf biologischen Systemen). Fiir die Zeit davor
mochten wir auf frithere Ubersichtsartikel verweisen.!"
Mehrere Beitrdge mit ausgewihlten Schwerpunkten sind in
den letzten sechs Jahren ebenfalls erschienen.**?

2. Irreversible Photo(de)aktivierung

2.1. Konzepte
2.1.1. Photoaktivierbare Gruppen

Ein Weg, um molekulare Prozesse mit Licht zu regulieren,
ist die Verwendung von photolabilen Schutzgruppen an genau
der richtigen Stelle in einem Molekiil. Im Idealfall ist damit
die Aktivitdt des Molekiils vollstdndig blockiert, kann aber
durch Abspalten der Schutzgruppe mit Licht komplett wie-
derhergestellt werden. Diese Strategie ist von Natur aus ir-
reversibel. Erste Anwendungen dieses Prinzips reichen
zuriick bis in das Jahr 1978, als Hoffman et al. ein photo-
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aktivierbares Adenosin-5-Triphosphat (ATP) herstellten und
damit den Mechanismus der Na/K-Pumpe untersuchten.!’!
Kurz vor dieser Studie hatte Engels ein photoaktivierbares
cyclisches 3',5'-Phosphat von Adenosin (cAMP) syntheti-
siert.¥ Hoffman prigte den Begriff ,,caged* fiir biologisch
aktive Verbindungen, die mit einer photolabilen Gruppe
(,cage“ oder ,caging group®) inaktiviert wurden. Durch
dieses neue Konzept wurden Experimente moglich, die sonst
schwer oder gar nicht durchfiihrbar gewesen wiren. Der
Begriff ,,caging® ist allerdings nicht unproblematisch, weil er
oft missinterpretiert wird und suggeriert, dass das Molekiil
sich im Inneren eines Kifigs befindet, der durch Licht ge-
offnet werden kann. Dariiber hinaus sind Literaturrecher-
chen sehr komplex: Textsuchen ergeben zu viele Ergebnisse,
da das Wort ,,caged” in etlichen Kontexten erscheint. Das
gleiche gilt fiir eine Suche nach den photolabilen Gruppen,
die ebenso in vielen weiteren Kontexten vorkommen. Au-
Berdem besteht die Gefahr, neue Entwicklungen zu verpas-
sen, wenn man nur nach den bekannten Strukturen sucht. Das
Unbehagen iiber den Begriff ,,cage* hat dariiber hinaus eine
Vielfalt von Alternativen hervorgebracht, wie z.B. ,,photo-
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aktivierbar®, ,lichtgesteuert oder sogar ,,photogeschiitzt,
was eine Textsuche weiter verkompliziert. SchlieB3lich soll auf
den feinen Unterschied zwischen den Begriffen ,,uncaged®
(hiermit beschreibt man den Zustand eines ,,caged molecule*
nach dem Belichten) und ,,not caged*“ (das unmodifizierte
Molekiil selbst) hingewiesen werden. Auch wenn beide Be-
griffe im Idealfall denselben Zustand beschreiben, ist es
wichtig, in Berichten iiber Experimente zwischen den beiden
zu differenzieren, da das letztere die Positivkontrolle fiir das
erstere darstellt.

Die Anforderungen an gute photolabile Schutzgruppen
sind komplex: Sie sollten leicht einfithrbar, gut 16slich und
stabil unter physiologischen (auch intrazelluliren) Bedin-
gungen sein. Fiir eine effiziente Photoaktivierung sollten sie
einen grofen molaren Extinktionskoeffizienten ¢ besitzen.
Allerdings geniigt es nicht alleine zu beschreiben, wie viel von
dem aktivierenden Licht absorbiert wird (um eine unndotig
hohe Lichtdosis zu vermeiden), sondern auch der Anteil der
Molekiile im angeregten Zustand, die tatsdchlich die ge-
wiinschte Photoaktivierungsreaktion eingehen, ist wichtig.
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Dieser Anteil wird durch die Freisetzungsquantenausbeute @
beschrieben. Zudem sollte die Freisetzungsreaktion schnell
und nur entlang des gewiinschten Reaktionspfades verlaufen
(die primidre Photoreaktion ist iiblicherweise innerhalb von
Pikosekunden abgeschlossen). Zur Vermeidung von Licht-
schiden sollte die Freisetzungsreaktion bei Wellenldngen er-
folgen, bei denen die Probe transparent ist und keine uner-
wiinschten Nebenreaktionen ausgelost werden. AuBerdem
sollte die photolabile Schutzgruppe mit einer Vielzahl von
Abgangsgruppen kompatibel sein. Da bei der Photolyse
immer ein Nebenprodukt (das Abspaltprodukt der photo-
labilen Gruppe) erzeugt wird, ist es wichtig, dass das Ne-
benprodukt selbst nicht toxisch ist. Des Weiteren sollten diese
Nebenprodukte nicht mit den noch geschiitzten Verbindun-
gen um das Anregungslicht konkurrieren. Es kann aber auch
von Vorteil sein, wenn die Freisetzungsreaktion, z.B. durch
die Entstehung von Fluoreszenz, verfolgt werden kann.
SchlieBlich kann der Transport der modifizierten Substanz in
die Zelle ein Problem darstellen, wobei die photolabile
Schutzgruppe darauf sowohl einen positiven als auch negati-
ven Einfluss haben kann. Erfreulicherweise wurden viele
Antworten auf diese Anforderungen gefunden, und in der
Literatur der letzten 30 Jahre gibt es viele Anwendungen
dieses Prinzips. Auch existieren bereits viele gute Uber-
sichtsartikel (siche oben). Allein fiir die letzten sechs Jahre
haben wir iiber die Mechanismen der Photolyse oder neue
und verbesserte Versionen von photolabilen Schutzgruppen
rund 130 Arbeiten gefunden. Daher ist es nicht méglich, eine
umfassende Darstellung des Forschungsgebiets zu geben.
Stattdessen wollen wir uns im Folgenden auf zwei bestimmte
Bereiche konzentrieren, die in unseren Augen besonders in-
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Abbildung 1. Uberblick tiber verschiedene photoaktivierbare Schutzgruppen. X steht fiir die Verbindungen (meist tiber Alkohole, Amine oder Car-
bonsiuren verkniipft), die bei Lichtbestrahlung freigesetzt werden. Die angegebenen Literaturstellen sind durchaus keine vollstindige Auflistung
ihrer Verwendungen. Die photaktivierbaren Gruppen sind in Gruppen abgebildet.

teressant und konzeptionell zukunftstrachtig sind: Zweipho-
tonenaktivierung und wellenlédngenselektive Photospaltung.
Abbildung 1 gibt einen Uberblick iiber die photolabilen
Schutzgruppen, auf die wir in den folgenden Abschnitten
eingehen werden, und in Tabelle 1 sind typische photophysi-
kalische Eigenschaften zusammengefasst.

2.1.2. Zweiphotonenaktivierung

Eine sehr interessante Alternative zur normalen Ein-
photonenanregung einer photolabilen Schutzgruppe stellt die
Zweiphotonentechnik dar, bei der mit Licht etwa der dop-
pelten Wellenlinge angeregt wird.'!¥ Fiir eine photolabile
Schutzgruppe mit einem Absorptionsmaximum bei 365 nm,
kann man beispielsweise versuchen, Licht der Wellenlidnge
von 730nm zu verwenden. Da Zweiphotonenanregung
jedoch ein echter nichtlinearer optischer Effekt ist, findet sie
nur bei hohen Lichtintensitédten statt. Daher miissen spezielle
Laser-Lichtquellen eingesetzt werden — z.B. gepulste Titan-
Saphir-Laser. 80-MHz-Pulse mit einer Breite von 100 fs bei
einer mittleren Leistung von 10-25mW stellen mogliche
Bestrahlungsbedingungen dar. Selbst bei 10 mW entspricht
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dies einer Leistung von 1250 W fiir jeden ultrakurzen Puls.
Der Vorteil ist, dass die Wahrscheinlichkeit einer Zweipho-
tonenanregung proportional zum Quadrat der lokalen In-
tensitét ist. Daher ist es moglich, die Bestrahlungsbedingun-
gen so zu wihlen, dass Anregung gezielt nur im Fokus des
Laserstrahls erfolgt — womit der rdumlichen Auflosung des
Photolyse-Bereichs eine dritte Dimension hinzugefiigt wird
(siche Abbildung 2 links und in der Mitte). Das Volumen, in
dem die Anregungsbedingungen erfiillt sind, kann 1 fL. oder
weniger betragen (siche z. B. Lit. [19]). Mit einem geeigneten
optischen Aufbau war es durch Zweiphotonenbestrahlung
beispielsweise moglich, beliebig geformte Objekte durch
lichtinduzierte Polymerisation (Abbildung 2 rechts) zu gene-
rieren. Zweiphotonenanregung kann auch fiir die Zweipho-
tonenbildgebung eingesetzt werden, bei der Fluorophore,
ohne eine Photolysereaktion einzugehen, angeregt werden.
Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass das Infrarotlicht tiefer
in das Gewebe eindringen kann. Und aufgrund der genannten
dreidimensionalen Anregung ist es moglich, optische Schnitte
ohne Verwendung einer konfokalen Blende zu erhalten. Zu
beiden Anwendungsarten sind vor kurzem hervorragende
Ubersichtsartikel erschienen.®2*-!]
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Tabelle 1: Beispiele fiir optische Parameter einiger photolabiler Grup-
fal
pen.

Schutz- Amax € [ ed o Lit.

gruppe [nm] [M'em™] [MT'em™]  [GM]
(A [nm])

NPE 240 [22]
NDBF 18400 (330) 0.7 12880 06  [23]
MNI 0.085 0.06 [19,22]
CDNI 6400 (330) 0.6 3840 [24]
NV 5000 (350) 0.12 600 0.04 [22,25]
Bhc 14800 (365) 0.036 0.72  [26,27]
BHQ 2580 (365) 0.29 0.59  [26,28]
1 25000 (369) 0.05 1250 1.6 [29]

2 370 20000 (394) 0.03" 400 47" [30]
DMNPB 350 4500 (350) 0.26 017 [31]
PMNB 317 9900 (317) 0.1 990 0.45 [32]
BNSMB 400 39349 (400) 0.3 11800 09  [33]
BNSF 415 63960 (415) 0.25 16000 50  [33]
PENB 0.1 1000 3.7 [32,34]
CANBP 397 7500 (397) 0.15 1100 7.4 [35]
EANBP 397 7500 (397) 0.15 1100 M 135]
BCMACM 383 18500 (383) 0.06 36]
BCMCM 324 11000 (324) 0.06 36]

[a] Angegeben wurde der molare Extinktionskoeffizient ¢, die Quanten-
ausbeute @ und der Zweiphotonenwirkungsquerschnitt 0, (siehe Ab-
schnitt 2.1.2). Zu den Abkiirzungen fiir die Gruppen siehe Abbildung 1.
Es muss betont werden, dass ein Vergleich mit Vorsicht zu genieRen ist,
da die Parameter signifikant bei unterschiedlichen Abgangsgruppen X
oder Substituenten R abweichen und die Messbedingungen nicht ein-
heitlich sind. Diese Tabelle soll daher vielmehr zur groben Orientierung
dienen. [b] Fiir die primire E/Z-Isomerisierung.

Abbildung 2. Mit Zweiphotonenbestrahlung ist es méglich, dreidimen-
sional aufgeléste Anregungsspots (Mitte) zu erhalten, wihrend die An-
regung bei normaler Bestrahlung in einem Doppelkegel resultiert
(links): Eine Fluoresceinlésung wurde hier mit einem Laserstrahl von
365 nm (links) oder 730 nm (Mitte) angeregt. Nur im Fokus des 730-
nm-Strahls ist die Energie fiir einen nichtlinearen Effekt hoch genug.
Rechts: Mit Zweiphotonenanregungstechniken war z.B. die Polymeri-
sation dieser Stier-Figur méglich (Mafistab 2 um, Bild der Lit. [18] ent-
nommen).

Léngst nicht alle Chromophore eignen sich zur Zwei-
photonenanregung. Zur Charakterisierung einer Reaktion
kann der Zweiphotoneneffekt, entsprechend der Verwen-
dung des Extinktionskoeffizienten ¢ und vor allem des Pro-
dukts des Extinktionskoeffizienten mit der Quantenausbeute
e P (siche oben), iiber den Zweiphotonenquerschnitt d, bzw.
den Zweiphotonenwirkungsquerschnitt 6,=0,®, quantifi-
ziert werden. Dessen Einheit lautet Goppert-Mayer (GM),
wobei 1 GM 107 cm*s/Photon entspricht. Nach einigen
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Autoren ist fiir biologische Anwendungen ein Zweiphoto-
nenwirkungsquerschnitt von >0.1 GM wiinschenswert.””!
Eine NV-Gruppe verfiigt iiber einen Zweiphotonenwir-
kungsquerschnitt von 0.035 GM,"” wihrend eine NPE- oder
eine NPP-Gruppe noch einen geringeren Wert aufweisen (fiir
einen Uberblick iiber die photophysikalischen Eigenschaften
siche Tabelle 1, fiir die Abkiirzungen siche Abbildung 1).
Verbindungen mit niedrigen J, — wie z. B. MNI-Glutamat mit
0.06 GM - konnen trotzdem noch zur Zweiphotonenfreiset-
zung verwendet werden (siehe z.B. Lit. [38]), und es gibt
sogar Berichte von NV-geschiitzten Ostrogenrezeptorligan-
den mit nur 0.004 GM.®! In #hnlicher Weise konnte NV-
geschiitzte Retinsdure bei 0.025 GM erfolgreich innerhalb
von Zebrafischembryonen freigesetzt werden."” Interessan-
terweise gibt es Studien, in denen ein Zweiphotonenwir-
kungsquerschnitt von 0.23 GM fiir NV berechnet wurde. In
dieser Studie wurde ein Aminosédurebaustein vorgestellt, der
nach NV-Abspaltung durch eine intramolekulare Cyclisie-
rungsreaktion eine Spaltung des Peptids herbeifiihrt.*!] Die
Autoren vermuten, dass dieser hohe Wert auf der hohen Ef-
fizienz der nachfolgenden intramolekularen Reaktion beruht.
Abgesehen von diesem Einzelerfolg, haben auch systemati-
sche Studien in den letzten Jahren zur Entwicklung verbes-
serter Zweiphotonenschutzgruppen gefiihrt.

Goeldner et al. gelang es in einer Reihe von Studien, die
Zweiphotoneneigenschaften der NPP-Gruppe signifikant zu
verbessern: Beispielsweise zeigte die abgeleitete DMNPB-
Gruppe (fur 3-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)-2-butyl) be-
reits einen J,-Wert von 0.17 GM bei der Abspaltung von
Glutamat.®!! Eine Erweiterung des NPP-Chromophors
fithrte dann zu der Entwicklung der PMNB-Schutzgruppe (3-
(2-Propyl)-4'-methoxy-4-nitrobiphenyl), die ebenfalls zur
Freisetzung von Glutamat mit verbesserten 0.45 GM genutzt
werden kann.®? Auf der Hypothese aufbauend, dass eine
weitere Verldngerung des Chromophors und eine dipolare
oder quadrupolare Anordnung von Donor- und Akzeptor-
substituenten auf einem linearen Chromophor zu einer Ver-
besserung der nichtlinearen Eigenschaften fiihren, entwi-
ckelten sie weiterhin die ,,dimeren“ photolabilen Schutz-
gruppen BNSMB (4,4'-Bis-{8-[4-nitro-3-(2-propyl)-styryl]}-
3,3'-dimethoxy) und BNSF ((2,7-Bis-{4-nitro-8-[3-(2-propyl)-
styryl]}-9,9-bis-[1-(3,6-dioxaheptyl)]-fluoren). Diese Schutz-
gruppen zeigten nicht nur die erwartete Rotverschiebung,
sondern hatten auch vielversprechende Zweiphotonenwir-
kungsquerschnitte von 0.9 GM bzw. 5 GM.P Kiirzlich wurde
von Goeldner et al. die PENB-Gruppe (3-(2-Propyl)-4'-tris-
ethoxy(methoxy)-4-nitrobiphenyl) vorgestellt.”) An das fiir
zelluldre Bildgebung verwendete Acridinon — ein im Roten
emittierendes Fluorophor — konjugiert, wurde ein o,-Wert
von 3.7GM erhalten. In einer aktuellen Studie haben
Goeldner und Specht nun die bisher besten Zweiphotonen-
schutzgruppen prisentiert: die CANBP- und die EANBP-
Gruppe. Fiir letztere wurde der bemerkenswerte J,-Wert von
11 GM ermittelt.F™

In einem Versuch, die Zweiphotoneneigenschaften der
MNI-Schutzgruppe zu verbessern, entwickelten Ellis-Davies
etal. die CDNI-Gruppe und stellten CDNI-geschiitztes
Glutamat™ und GABA® her. Ersteres weist eine fiinfmal
hohere Freisetzungsgsrate als MNI-Glutamat auf (bestimmt
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durch Einphotonenphotolyse), allerdings wurden keine
klaren Angaben zum Zweiphotonenwirkungsquerschnitt ge-
macht. Ellis-Davies et al. konnten auch ein vielversprechen-
des neues Derivat der photolabilen NPE-Gruppe vorstellen,
das sie mit NDBF (fiir Nitrodibenzofuran) abkiirzten. In ihrer
ersten Studie benutzten sie NDBF zur Freisetzung des Se-
kundirbotenstoffs Ca** und ermittelten einen Zweiphoto-
nenwirkungsquerschnitt von 0.6 GM.?! In einer Folgestudie
wurde NDBF zur Maskierung eines anderen Sekundir-
botenstoffs — Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) - eingesetzt,
wobeli, verglichen mit bisherigen photoaktivierbaren Deri-
vaten, im Durchschnitt weitaus weniger Strahlungsenergie
zur indirekten Ca**-Freisetzung aus intrazelluldren Speichern
aufgewendet werden musste.™!

Die BHQ-Gruppe wurde von Dore et al. entwickelt und
kann Zweiphotonenwirkungsquerschnitte von 0.4 GM bis zu
0.9 GM aufweisen.” Eine systematische Studie iiber den
Einfluss von Substituenten zeigte hier auch wieder schon, wie
schwierig die Optimierung von photophysikalischen Eigen-
schaften ist. Zwar konnten in einigen Fillen Parameter ver-
bessert werden, allerdings immer nur auf Kosten anderer
wichtiger Parameter.*!

Ein interessanter Ansatz zur Verbesserung des Zwei-
photonenwirkungsquerschnitts stammt von Pirrung und
Dore: Sie verwendeten zur Anregung den Sensibilisator
Thioxanthon mit einem Zweiphotonenquerschnitt von 5 GM,
wobei anschlieend die Energie auf eine NPP-Gruppe {iiber-
tragen wurde.! Intramolekular sensibilisierte Photofreiset-
zung, wenn auch nicht mittels Zweiphotonenbestrahlung, war
zuvor von Pfleiderer und Steiner®*! sowie von Corrie ge-
zeigt worden.*®*! In dem Beitrag von Pirrung und Dore war
der Sensibilisator jedoch nicht kovalent mit der photolabilen
Gruppe verkniipft worden. Dies resultierte in einem Zwei-
photonenwirkungsquerschnitt von 0.86 GM, also einem
deutlich hoheren Wert als fiir die NPP-Gruppe alleine. In
einer dhnlich gearteten Studie konnten Li et al. eine NPE-
Gruppe von einem Cumarin-Derivat mit einem d,-Wert von
0.4-1 GM abspalten.”>!l Hierbei sollte das Cumarin zur
zelluldren Bildgebung freigesetzt werden. Offensichtlich
wurde die Abspaltungseffizienz der NPE-Gruppe durch
Wechselwirkungen zwischen dem Cumarin-Teil des Molekiils
und der NPE-Gruppe um eine GroéBenordnung erhoht. In
einer anderen Studie konnte allerdings bei der Kombination
eines Cumarins mit der photolabilen DMNPB-Gruppe nur
0.21 GM erhalten werden.”?

Jullien et al. haben Zweiphotonenaktivierung zur Kon-
trolle der Proteinaktivitdt in Zellkulturen und Zebrafisch
verwendet. Sie benutzten die NV-Gruppe sowie die photo-
labilen Cumarin-Schutzgruppen Bhe und DEACM fiir die
Modifizierung von 4-Hydroxycyclofen, einem photostabilen
Derivat des Ostrogenrezeptorliganden 4-Hydroxytamoxi-
fen.* In einer weiteren Studie untersuchten Jullien et al. die
Verwendung der  3,5-Dibrom-2,4-dihydroxyzimtsiure-
Schutzgruppe (1), von der Alkohole und Amine aus ihren
Estern und Amiden freigesetzt werden konnen.” Bei Be-
strahlung isomerisiert die Doppelbindung, und iiber einen
intramolekularen Angriff wird ein (fluoreszierendes) Cuma-
rin-Derivat gebildet, wobei die geschiitzte Verbindung mit
einem O,-Wert von 1.6 GM freigesetzt wird. In einer nach-
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folgenden Studie konnten sie die photolabile Schutzgruppe
erfolgreich optimieren und erhielten fiir die primére E/Z-
Isomerisierung der Verbindung 2 Zweiphotonenwirkungs-
querschnitte von bis zu 4.7 GM.P"

In einer aktuellen Studie von del Campo et al. wurde ein
[Ru(bpy),(PMe;)]-Komplex als photolabile Schutzgruppe fiir
ein Aminosilan verwendet, das zur Oberflichenstrukturie-
rung verwendet wurde. Die Aminogruppe konnte durch Be-
strahlung bei 460 nm oder 900 nm erhalten werden, es wurden
aber keine expliziten Werte fiir den Zweiphotonenwir-
kungsquerschnitt angegeben (in anderen Studien war fiir
ghnliche Komplexe ein J,-Wert von 0.14 GM festgestellt
worden).P!

So gab es in den letzten Jahren eine interessante Reihe
von Entwicklungen, die zu verbesserten photolabilen
Schutzgruppen fiir die Zweiphotonenanregung gefiihrt
haben. Auch ,Design-Prinzipien“ bzw. Leitlinien fiir ein
verbessertes nichtlineares optisches Verhalten sind diskutiert
worden.®?33] Doch wihrend es schon schwierig genug ist,
Absorptionseigenschaften genau vorherzusagen, ist es noch
deutlich schwieriger, Reaktionswege und somit Quantenaus-
beuten fiir die Freisetzung zu prognostizieren. Dabei ist zu
beachten, dass viele weitere Moglichkeiten als nur die beab-
sichtigte Reaktion zur Abfiihrung der Energie in dem System
existieren. Wéhrend zwar einige der zitierten und auch
nichtzitierten Studien Erkldrungen bieten, bleibt (nicht-
lineares) optisches Verhalten zu hiufig immer noch eine
,,Black Box“, und einige Studien zeigen explizit, wie schwierig
es ist, photophysikalische Eigenschaften zu optimieren.™
Daher ist dieses Forschungsgebiet bei weitem nicht ausgereift
und die néchsten Jahre werden voraussichtlich noch einiges
an Erkenntnisgewinn bringen.

2.1.3. Wellenliingenselektive Photospaltung

Nach dem vorigen Abschnitt iiber Zweiphotonenaktivie-
rung wollen wir nun eine andere interessante Entwicklung zu
dem simplen Prinzip der Photospaltung und gleichzeitig einen
relativ neuen Trend diskutieren: Zwar ist die lichtinduzierte
Freisetzung eine leistungsfihige Methode zur Gewinnung
induzierbare Systeme, und es ist relativ leicht, ein gutes bi-
nédres An/Aus-Verhalten zu erreichen. Allerdings bleibt die
Photospaltung von Natur aus irreversibel. Mit diesem Prinzip
konnten aber weitaus komplexere lichtinduzierte Szenarien
dargestellt werden. Dazu miisste es moglich sein, mit meh-
reren photolabilen Schutzgruppen in einem System zu ar-
beiten, wenn diese individuell mit Licht unterschiedlicher
Wellenlédngen angesprochen werden konnten.

Friithe Vorarbeiten dazu stammen aus der Gruppe von
Bochet, die als erste die Freisetzung von Estern aus den
Schutzgruppen 3 bzw. NV-Carbamat studierten und beim
Vergleich von Proben mit jeweils nur einer der beiden Ver-
bindungen Geschwindigkeitskonstanten im Verhiltnis von
30:1 bei 254 nm und 1:100 bei 350 nm feststellten.” Das
Verhiltnis verschlechterte sich jedoch, wenn beide Verbin-
dungen zusammen in einer Losung untersucht wurden. Dieses
Phénomen der Interaktion wurde jedoch nur mit einem
Schutzgruppenpaar beobachtet. Untersuchungen mit Wel-
lenliingen von 254 nm bis 419 nm bei alleinigem Andern des
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Substitutionsmusters an photolabilen o-Nitrobenzyl-Schutz-
gruppen fiithrten nur zu bescheidenen Verhéltnissen der Ge-
schwindigkeitskonstanten. Daher stellte Bochet die folgen-
den Regeln auf, dass fiir die wellenldngenselektive Photo-
spaltung a) die intrinsische Stabilitét jeder Schutzgruppe bei
verschiedenen Wellenldngen sehr unterschiedlich sein sollte,
b) die Energielibertragung zwischen einem angeregten
Chromophor und seinem Nachbarn im Grundzustand unter-
driickt werden sollte und c) die Spaltung bei hoher Energie
(z.B. bei 254 nm) sehr schnell erfolgen sollte, um Photo-
reaktionen von ansonsten empfindlichen Gruppen zu ver-
meiden.”® In der Tat konnte beim Vergleich von Mischungen
aus einem NV-Ester mit einem Ester der Benzoin-artigen
BNZ-Schutzgruppe Selektivititen von 90:10 (bei 254 nm)
und 15:85 (bei 420 nm) in einer Acetonitrillosung erreicht
werden. Es war sogar moglich, diese beiden Gruppen selektiv
im gleichen Molekiil abzuspalten. In Analogie zur ,,chemi-
schen Orthogonalitdt“ wurde der Begriff ,,chromatische Or-
thogonalitit“ vorgeschlagen.””! Giese und Bochet fanden
dann mit der NV-Gruppe und dem fert-Butylketon-Derivat 4
ein weiteres selektiv photospaltbares Paar und konnten es in
einer Festphasenpeptidsynthese anwenden, wobei 4 Teil des
Linkers war.”® Hierbei diente NV als transiente Schutz-
gruppe, die bei 360 nm entfernt wurde, wihrend der Linker
bei 305 nm gespalten wurde. Das Modell-Pentapeptid Leu-
Encephalin konnte somit unter nahezu neutralen Reak-
tionsbedingungen synthetisiert werden. Mithilfe eines kine-
tischen Isotopeneffekt war eine weitere Feinabstimmung
moglich: Die Photolyse von o-Nitrobenzylgruppen verlauft
durch Anregung der Nitrogruppe in den Triplett-Zustand
iiber eine y-Abstraktion des benzylischen Wasserstoffatoms.
Wegen der erhohten Stabilitdt der C-D-Bindung gegeniiber
der C-H-Bindung blieben daher o-Nitrobenzyl-geschiitzte
Ester mit zwei benzylischen Deuteriumatomen in der Ge-
genwart von undeuterierten Analoga unversehrt bei der
Photolyse mit 420 nm (Selektivititen bis 8:1)." Dieser
Effekt konnte durch Desymmetrisierung mit unterschiedli-
chen Substituenten an den beiden o-Nitrobenzylgruppen
noch verbessert werden."”! Die Ergebnisse bis zu diesem
Zeitpunkt wurden auch in zwei detaillierteren Ubersichts-
artikeln zusammengefasst.®!-¢!

Das NV/BNZ-Paar wurde von del Campo und Jonas fiir
die Photostrukturierung von Glas- und Quarzoberflichen mit
orthogonal photosensitiven Silanen verwendet.”! Spiter
fiihrte del Campo, wiederum zur Photostrukturierung, das
NV/DEACM-Paar fiir sequenzielle Spaltungen ein — zuerst
die DEACM-Gruppe bei 412 nm und anschlieBend die NV-
Gruppe bei 345 nm.™! Bei diesem Paar werden zwar beide
Schutzgruppen bei 345 nm gespalten, aber es ist ein schones
Beispiel dafiir, dass eine sequenzielle Adressierbarkeit vollig
ausreichend sein kann. Fin anderes Paar zur sequenziellen
Spaltung wurde mit den Schutzgruppen S und 6 fiir Carbo-
nylgruppen von Wang et al. untersucht. Bestrahlung mit Licht
von >350 nm fithrte zu einer sauberen Photospaltung der
letzteren, wihrend beide gleichzeitig mit einer Pyrex-gefil-
terten Hg-Lampe gespalten werden konnten.*”

In einer duBerst interessanten Studie gelang Hagen et al.
die wellenlédngenselektive Photospaltung von peptidischen
Thiolgruppen in Wasser. Dies wurde moglich durch die Ein-
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filhrung der neuen Cumarin-Schutzgruppen BCMACM und
BCMCM sowie des NPE-Derivats C4MNB, das eine ver-
besserte Wasserloslichkeit aufweist.* Die beiden neuen von
Cumarin abgeleiteten photolabilen Gruppen wurden iiber
einen Oxycarbonyllinker mit dem Thiol verkniipft. Wihrend
die BCMACM-Gruppe noch eine signifikante Absorption bei
450 nm aufwies, war die Absorption der BCMCM-Gruppe bei
360 nm bereits sehr niedrig. Zum Beispiel konnte bei der
Kombination von C4MNB und BCMACM im gleichen Te-
tradecapeptid letztere Schutzgruppe durch Bestrahlung mit
Licht >430 nm entfernt werden und die andere danach bei
Licht von > 325 nm.

Ellis-Davies et al. kombinierten Zweiphotonenabsorption
mit dem Ansatz der wellenlingenselektiven Photospaltung
und konnten mit CDNI-modifiziertem Glutamat und
BCMACM-geschiitzter y-Aminobuttersdure (GABA) Zwei-
farben-Zweiphotonen-Spaltung in Hirnschnitten der Ratte
zeigen.'! Die CDNI-Gruppe konnte bei 720 nm photolysiert
werden, wihrend die BCMACM-Photoschutzgruppe bei
830 nm abgespalten wurde. Somit konnte die Freisetzung von
zwei Neurotransmittern mit Kontrolle iiber Raum, Zeit und
Dosis orthogonal gesteuert werden. In einer dhnlichen Studie
haben Lawrence et al. BCMACM-geschiitztes 8-Brom-cAMP
in Gegenwart der o-Nitrobenzyl-geschiitzter Proteinkinase
PKG (an einem Cysteinrest modifiziert) verwendet. Entwe-
der wurde die Cumaringruppe selektiv bei 440 nm oder aber
beide zusammen bei 360 nm photolysiert.””) Somit gelang es
ihnen, zwei verschiedene Knotenpunkte eines Signalweges
wellenldngenselektiv zu adressieren.

In unseren eigenen Beitrédgen zu diesem Thema haben wir
das Prinzip der wellenldngenselektiven Photospaltung auf
Nukleinsduren iibertragen und konnten zeigen, dass es mog-
lich ist, NDBF-geschiitztes Desoxyadenosin oder Cytidin
sowie DEACM-geschiitzte Desoxyguanosin-Reste in Ge-
genwart ihrer NPE- bzw. NPP-Analoga bei >400nm zu
photolysieren.®®! In letzterem Beispiel konnten fiir die se-
quenzielle Freisetzung Selektivitdten von bis zu 80 erhalten
werden.

Bochet und del Campo gingen vor kurzem der Frage nach,
wie viele funktionelle Ebenen bei der wellenlédngenselektiven
Photospaltung moglich sind.”” Sie konnten mit den photo-
labilen Schutzgruppen NV, NPP, BNZ, DEACM, DNI, BNI
und PHP auf Amin-, Thiol- oder Carbonsiure-terminierten
Silanen zur Modifizierung von Oberfldchen zeigen, dass mit
dem Stand der Technik bis zu vier verschiedene und unab-
hingig adressierbare Funktionsebenen realisiert werden
konnen. Allerdings wurden in dieser Studie auch Wellenlédn-
gen unterhalb von 300 nm eingesetzt, und es ist fraglich, wie
gut diese in einem biologischen System anwendbar sind. Auch
wenn diese Vielfalt schon erstaunlich ist, ist es sicher richtig
zu sagen, dass das Konzept der wellenlangenselektiven Pho-
tospaltung nach wie vor ein aufstrebendes Gebiet ist, das erst
in jiingster Zeit bei Anwendungen auf Oberflichen oder
Biomolekiilen verwirklicht wurde, und es wird wiederum
spannend sein, den Fortschritt in den kommenden Jahren zu
beobachten.

Angew. Chem. 2012, 124, 8572 - 8604


http://www.angewandte.de

Biochemische Photoschalter

2.2. Photoaktivierbare kleine Molekiile
2.2.1. Verbindungen fiir die Genexpression

Die Regulation der Genexpression spielt eine wichtige
Rolle in mehreren Forschungsgebieten, wie z.B. in der mo-
lekularen Systembiologie, und photolabile Verbindungen er-
moglichen die Kontrolle dieser Prozesse auf einer weiteren
Ebene — ndmlich mit rdumlicher und zeitlicher Auflésung.
Methoden zur Regulierung der Genexpression mit kleinen
Molekiilen sind derzeit fiir fast alle Zelltypen vorhanden.
Ansitze, diese Systeme durch photoaktivierbare Verbindun-
gen zu kontrollieren, wurden auch auf mehreren Wegen er-
reicht. Young und Deiters setzten z. B. Nitropiperonal ein, um
eine photoaktivierbare Version von Isopropyl-p-p-thio-
galactosid (IPTG) herzustellen, welches eine Freisetzung des
Laktose-Repressors vom Lac-Operator bewirkt und daher
Gentranskription ermoglicht (Abbildung 3). In Escherichia
coli ermoglichte die Anwendung dieser Verbindung somit
lichtinduzierte Expression eines Reportergens.”

: OH ~ N - o
A A_OH 6.°
NG NH P
: NH, ©0
(:)H J ‘ SN H o
OHO 0”0 0 Ho Ny Po
_0 M o NH 'OH
e o
~
o NO, 0. .0 0
photoaktivierbares Doxycyclin, NO
Cambridgel’273 2
NO.
0\ O-_SiPr 2
o o “OH photoaktivierbares photoaktivierbares
< Toyocamycin, Glucosamin-6-
o} OH Deiters!”

phosphat (GIcN6P)

(761
photoaktivierbares IPTG, Deiters”") Mayer und Heckel

Abbildung 3. Uberblick iiber photoaktivierbare Verbindungen zur Regu-
lation der Genexpression mit Licht.

Cambridge et al. verwendeten fiir die Erzeugung licht-
induzierter eukaryotischer Genexpression das berithmte Te-
tracyclin-on-System (Tet-on) und synthetisierten eine
DMNPE-geschiitzte Version von Doxycyclin (Abbildung 3).
In Eierstocken des chinesischen Hamsters, in Maus-
Embryonen und Xenopus-laevis-Kaulquappen konnten sie
durch Zweiphotonenaktivierung von Doxycyclin die Ex-
pression von griin fluoreszierendem Protein (GFP) in einer
Auflosung von einzelnen Zellen induzieren.>”) Nach einem
dhnlichen Ansatz benutzten Koh etal. NV-geschiitztes
Doxycyclin, um Ephrin A5 in NIH-3T3-Zellen zu exprimie-
ren und damit die Anordnung von Zellen in einer lebenden
Zellmonoschicht zu steuern (Abbildung 3).1*

Nicht nur kleine Molekiile als Effektoren von Proteinen,
sondern auch Verbindungen, welche die Aktivitdt von Ribo-
zymen regulieren, wurden untersucht, um lichtinduzierte
Genexpression zu erreichen. Ribozyme sind z.B. sich selbst
schneidende RNA-Elemente und konnen bei Integration in
eine mRNA verwendet werden, um die Genexpression zu
kontrollieren. Deiters et al. synthetisierten eine dioxolanartig
ONB-geschiitzte Version von Toyocamycin, einem Inhibitor
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des Hammerhead-Ribozyms (Abbildung 3).”! Photofreiset-
zung des Toyocamycins in HEK-293T-Sédugetierzellen, denen
ein Plasmid mit dem Reportergen der Luciferase — allerdings
unter der Kontrolle des Hammerhead-Ribozyms — transfiziert
worden war, fiihrte zu einer Erhohung der Luciferase-Akti-
vitdt. In unserem eigenen Beitrag nutzten wir das Ribozym
glmS zur Steuerung der GFP-Translation in Retikulozyten-
Lysaten und konnten mit einer NPP-geschiitzten Version des
Ribozym-Cofaktors Glucosamin-6-phosphat Lichtregulation
der GFP-Produktion erreichen.” Die Anwendung dieses
Ansatzes beschrénkt sich derzeit auf zellfreie Systeme, da der
hochpolare Cofaktor nicht die Lipid-Doppelschicht von eu-
karyotischen Zellen passieren kann.

2.2.2. Verbindungen fiir die Neurobiologie und fiir Signaltrans-
duktionswege

Neuronen kommunizieren mithilfe der Aminosdure
Glutamat und anderer Effektormolekiile iiber Synapsen
miteinander. Vor allem Glutamat wurde schon mit verschie-
denen photolabilen Schutzgruppen versehen. Insbesondere
die Kommerzialisierung von MNI-Glutamat hat verschiedene
Untersuchungen in den Neurowissenschaften mittels Zwei-
photonenanregung, selbst fiir Wissenschaftler ohne Synthe-
selabor, ermoglicht.”* Bemerkenswert war eine Anwen-
dung von MNI-Glutamat in vivo, bei der rdumlich-zeitliche
Struktur-Funktions-Beziehungen von im Neocortex lokali-
sierten dendritischen Dornfortsdtzen aufgezeigt werden
konnten.”® Mit einer riumlichen Auflosung fiir die Photo-
freisetzung von 0.8 pm konnten einzelne Nervenzellausldufer
mit Glutamat angeregt werden, was zu einem voriiberge-
henden Strom im lebenden Gehirn der Maus fiihrte.

CDNI-Glu und CDNI-GABA, also die zweite Generation
Nitroindolinyl-geschiitzter Neurotransmitter, haben sich als
effektivere Aktivierer bzw. Blockierer von Aktionspotentia-
len in Neuronen des Hippocampus erwiesen. Die Verwen-
dung beider photoaktivierbaren Neurotransmitter erlaubten
es Ellis-Davies et al., durch Zweiphotonenanregung bei einer
axialen Auflésungen von etwa 2 pm in lebenden Hirnschnit-
ten der Ratte eine hochaufgeloste Kartierung der funktio-
nellen GABA-A- und AMPA-Rezeptoren zu erstel-
len.?*#2348] Dank der CDNI-Gruppe wurde durch Kombi-
nation von CDNI-Glu mit DCAC-GABA die multimodulare
optische Kontrolle des Membranpotentials einer einzelnen
Synapse ermoglicht. Dabei wurde ersteres bei 720 nm und das
zweite bei 830 nm demaskiert.® Vor kurzem haben Goeldner
et al. neue photoaktivierbare Derivate von GABA, CANBP-
und EANBP-GABA, synthetisiert, die bei 800 nm photo-
aktiviert werden konnen und zur GABA-Freisetzung in
Hirnschnitten verwendet wurden.™

Vanilloid-Derivate konnen eine Membrandepolarisation
von nozizeptiven Neuronen durch wirmeempfindliche
Transduktionskanile induzieren. Verschiedene photoaktiv-
ierbare Liganden des Vanilloid-Rezeptors wurden syntheti-
siert, um diese Ereignisse mit ortlicher und zeitlicher Auflo-
sung zu untersuchen. Kao et al. demonstrierten extrazellulire
Rezeptor-Aktivierung durch Zweiphotonenanregung
(720 nm) der NV-Variante.® In #hnlichen Experimenten er-
reichten Frings et al. eine reduzierte intrazelluldre Rezeptor-
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Empfindlichkeit durch Photospaltung der BCMACM-Vari-
ante.™”

Cyclische Nukleotide sind Botenstoffe, die an vielen ver-
schiedenen Signalwegen beteiligt sind und daher intensiv
untersucht wurden. Photoaktivierbare Versionen konnen seit
mehr als einem Jahrzehnt kommerziell erworben werden und
haben dazu gefiihrt, dass vor allem photoaktivierbares cGMP
zu einer Standardmethode fiir Signalstudien geworden ist.
Kiirzlich konnten Kaupp etal. durch Photospaltung von
DEACM-cGMP Spannungsantworten in cyclischen Nukle-
otid-gesteuerten Kanilen des Spermien-Flagellums von wir-
bellosen Meerestieren induzieren. Durch diese Anwendung
einer photoaktivierbaren Verbindung konnten somit bahn-
brechende Erkenntnisse iiber die Signalwege von Lockstoffen
gewonnen werden.’®®!

Phosphoinositole (IPs) stellen wichtige Komponenten des
intrazelluldren Signaltransduktionsnetzwerkes dar und
weisen verschiedene Phosphorylierungsmuster auf. Eine
NPE-geschiitzte Variante von 1,4,5-1P; ist kduflich erhiltlich
und NV-geschiitztes IP, wird fiir die Untersuchung von in-
trazelluldren Signaliibertragungen seit mehr als einem Jahr-
zehnt eingesetzt. Durch bioaktivierbare Schutzgruppen
konnen diese Phosphoinositol-Derivate zellmembranper-
meabel gemacht werden. In den vergangenen Jahren haben
Ellis-Davies und Mitarbeiter neue photolabil geschiitzte Va-
rianten von 1,4,5-IP;, NV-IP; und NDBF-IP; herge-
stellt.’2¥] Mit dem ersten konnten durch Zweiphotonen-
anregung (720 nm) neue Einblicke fiir das Verstdndnis der
Synapsenkommunikation von Astrozyten erhalten werden.
Fiir das zweite konnte eine filnfmal hohere Quantenausbeute
als fiir NV-IP; festgestellt werden und fithrt daher eventuell
zu einer erhohten Calcium-Mobilisierung in Nervenzellen.

Schultz et al. haben DEACM-geschiitzte Versionen der
Phosphatidylinositol-3-phosphate PtdIns(3)P und PI(3,4,5)P;
hergestellt (Abbildung 4).°*”) Diese Verbindungen werden,

o
0, A
)k O\P\:O M
O o OBt o Q" "CsH¢s O:ﬁ |I~O
i} 1] 2 AMO™" 0" 0
OF O‘,P/O\Q’O‘P\/O\/\/OYQHW OANM

- om0 ANO. .0
OBt OAM

L

R2
photoaktivierbares Ptdins(3)P (R',R2=0Bt)I®!]
photoaktivierbares PI(3,4,5)P3 (R',R2=0P(0)(0AM),)I
Schultz
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Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3)
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Abbildung 4. Uberblick tiber photoaktivierbare Phosphoinositole fiir
das lichtinduzierte Triggern zelluldrer Signalwege. AM = Acetoxymethyl,
fiir den Zelltransport, Bt=Butyroyl.

dhnlich wie andere photoaktivierbare Phosphoinositide,
durch weitere Schutzgruppen membranpermeabel, wobei bei
der Metabolisierung durch endogene Enzyme diese Schutz-
gruppen abgespalten werden. Photoaktivierbares PtdIns(3)P
wurde verwendet, um die endosomale Fusion in HelLa-Zellen
rdumlich und zeitlich zu regulieren, wobei Phosphatidyl-
monophosphat sich als ein Bindeglied zwischen dem endo-
somalen und dem Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase-Signal-
weg herausstellte.
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Diacylglycerol ist neben IP; ein weiterer Sekundér-
botenstoff, der durch die Phospholipase C hydrolysiert wird.
Die Rolle von Diacylglycerol in T-Zellen, bei der transienten
Ausrichtung des Mikrotubuli-organisierenden Zentrums hin
zu einer Antigen-présentierenden Zelle, wurde von Huse und
Mitarbeitern mit einer Bhe-geschiitzten Version unter-
sucht.™

Calcium ist der wichtigste chemische Informationstriager
und reguliert ein breites Spektrum an Zellfunktionen. Vor
allem in der Neurobiologie werden schon seit Jahrzehnten
photoaktivierbare chelatisierende Liganden eingesetzt, die
Ca®"-Ionen durch Bestrahlung freigeben. Ein umfassender
Ubersichtsartikel zu diesen Liganden und ihren Funktion ist
kiirzlich erschienen./*”

Bittman et al. haben DEACM- und 4-Bromo-5-hydroxy-
2-nitrobenzhydryl-geschiitzte Varianten von Ceramid und
Ceramid-1-phosphat, die wichtige Komponenten in der
Zellmembran und Signalmolekiile sind, synthetisiert./*>*!
Diese Sphingolipide wurden von Makrophagen aufgenom-
men, und nach ihrer Freisetzung mit Licht konnte Zellproli-
feration beobachtet werden.

Die von Rapamycin eingeleitete Heterodimerisierung des
FK-506-bindenden und FKBP-Rapamycin-bindenden Prote-
ins wurde in mehreren Studien mit NV-geschiitztem Rapa-
mycin untersucht. Woolley et al. konnten durch Photoakti-
vierung des Rapamycins die Wechselwirkung von FKBP und
mTORCI1 zeitlich aufgelost induzieren und unterbanden
damit mTORCI-Signalweiterleitung in HeLa-Zellen.””
Umeda et al. fusionierten YFP und Tiaml, einem spezifi-
schen Guaninaustauschfaktor fiir Rac, mit FKBP."®! Die Di-
merisierung des FK-506-bindenden Proteins mit YFP-FKBP-
Tiam1, durch die Freisetzung von Rapamycin mit Licht ge-
triggert, ermoglichte eine lokale Rac-Aktivierung und Fal-
tungsbildung in NIH-3T3-Zellen. Deiters und Mitarbeiter
benutzten in einem &dhnlichen Ansatz diese Heterodimeri-
sierung zur Lichtaktivierung einer konstruierten Protein-
kinase.”” Sie verbanden diese Proteinkinase mit einer modi-
fizierten Version von FKBP und konnten durch Photoakti-
vierung von Rapamycin die lokale Kontrolle der Faltungs-
bildung in HeLa-Zellen erreichen.

2.2.3. Verbindungen mit hormonellen Funktionen

Hormone und ihre Rezeptor-bindenden Analoga regu-
lieren vielféltige Funktionen in lebenden Systemen. Photo-
aktivierbare Versionen mehrerer Vertreter dieser Klasse
wurden zur Regulation der Genexpression hergestellt. Vor
kurzem haben Jullien und Mitarbeiter eine DMACM-ge-
schiitzte Version der Retinsdure hergestellt, die wéhrend der
Embryogenese ein wichtiges Signalmolekiil ist.*”! Die Frei-
setzung der Verbindung durch Zweiphotonanregung fiihrte in
Zebrafischembryonen zu einer Fehlbildung der Retina. Die
gleiche Gruppe stellte auch eine NV-geschiitzte Variante des
Induktors der Ostrogenrezeptorliganden-Bindungsdomine
(ER™) 4-Hydroxytamoxifen her.”” ER™ wurde mit GFP
fusioniert und durch einen Chaperonkomplex inaktiviert.
Durch Ein- oder Zweiphotonenfreisetzung des Liganden
konnte Fluoreszenz im Embryo induziert werden. Koh et al.
stellten ein NV-geschiitztes Vitamin-D-Analogon her.l™
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Durch Freisetzung des Liganden mit Licht konnte Vitamin-
D-Rezeptor-vermittelte Luciferasereporteraktivierung in
HEK-293T-Zellen beobachtet werden. Bhe-geschiitztes Pro-
gesteron wurde zur Untersuchung seines raschen nicht-ge-
nomischen Effekts auf humanes Sperma eingesetzt.'®!! Ein-
und Zweiphotonenspaltung verursachte eine Ca*"-Ionenfrei-
setzung und eine Anderung im Schwimmverhalten der Sper-
mienzellen.

2.2.4. Andere Verbindungen

Neben der Freisetzung stabiler Molekiile aus geschiitzten
Vorldufern wurden photoaktivierbare Verbindungen auch zur
Erzeugung von Spezies wie Stickstoffmonoxid (NO) oder
Wasserstoffperoxid (H,0,), welche an oxidativen Prozessen
beteiligt sind, verwendet. Miyata et al. haben tiber die NO-
Bildung durch Zweiphotonenanregung von mit 2,6-Dime-
thylnitrobenzol verkniipftem Fluorescein berichtet.'”” Chang
et al. stellten photoaktivierbares 1,2,4-Trihydroxybenzol her,
das molekularen Sauerstoff zu Superoxid reduziert und somit
H,0, bildet.'" H,0, aktiviert Cofilin — ein Faktor, der die
Depolymerisierung von Aktinfilamenten in HeLa-Zellen
bewirkt. Photoaktivierung von 1,2,4-Trihydroxynitrobenzol
setzte diese Reaktion in physiologisch ausreichenden Mengen
in Gang, was mit GFP-fusioniertem Cofilin beobachtet
werden konnte.

Die klasisschen photoaktivierbaren Verbindungen
werden kovalent mit einer photolabilen Schutzgruppe ver-
bunden. Mokhir und Mitarbeiter haben ein beachtenswertes
System zur Photofreisetzung eines Zielmolekiils entwi-
ckelt."™ Sie verkniipften zwei sich gegenseitig quenchende
Fluorophore iiber den Singulett-Sauerstoff('O,)-sensiblen
Linker 1,9-Dialkoxyanthracen. Belichtung mit Licht erzeugte
in vitro einen Photosensibilisator aus Triplett-Sauerstoff 'O,,
was zur Spaltung des Linkers und zur Freisetzung der Fluo-
rophore fiihrte. Mit dem System wurden 'O,-Konzentratio-
nen in HeLa-Zellen iiberwacht.

2.3. Photo(de)aktivierbare Peptide und Proteine
2.3.1. Photoaktivierbare Peptide

Peptide werden in der molekularen Biologie meistens zur
Aktivierung bzw. Inhibierung von Proteinfunktionen einge-
setzt. Photoschutzgruppen konnen verwendet werden, um das
Binden oder die natiirliche Funktion der kurzen Aminoséu-
resequenzen an ihrem Ziel zu verhindern. Kinasen phos-
phorylieren infolge spezifischer Aktivierungssignale ihre
Zielsubstrate. Bresnick, Lawrence und Mitarbeiter nutzten
diesen Tatbestand zur Aktivierung eines Peptidsubstrats fiir
die Proteinkinase C (PKC), das durch Phosphorylierung seine
Fluorszenz indert.'””] Eine DMNB-Gruppe an einem be-
stimmten Rest des Peptids verhinderte Phosphorylierung.
Somit konnte durch Photospaltung die PKC-Aktivitit in
PtK2-Zellen wihrend der Mitose zeitaufgelost beobachtet
werden.

In einem ausgekliigelten Ansatz entwickelten Lawrence
und Mitarbeiter ein Kinase-inhibierendes Photoaktivie-
rungsreagens. Dieses Reagens bestand aus zwei Teilen, die
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iber einen photospaltbaren DMNPE-Linker verbunden
waren.'’") Der eine Teil dieses Reagens enthielt eine Malei-
midgruppe und einen TAMRA-Fluorophor. Die andere
Hilfte enthielt einen Quencher und ein inhibierendes Peptid,
das an das aktive Zentrum der PKC bindet. Uber das Ma-
leimid wurde das gebundene inhibierende Peptid intramole-
kular mit der PKC verkniipft. Bestrahlung in REF52-Zellen
fithrte zu einer Spaltung des Konstrukts und so zu einer
Freisetzung des inhibierenden Peptids und des Quenchers.
Somit wurden PKC-Aktivitdt und Fluoreszenz (als Erken-
nungssignal dafiir) wiederhergestellt.

Das Fibronectin Epitop RGDS (Arginin-Glycin-Aspar-
tat-Serin), ein kurzes Peptid, das die Integrin-vermittelte
Zelladhision fordert, wurde auf verschiedene Weisen pho-
toaktivierbar gemacht, um die Zelladhédsion an Oberfldchen
mit Licht zu steuern. Stupp et al. synthetisierten ein RGDS-
Peptid mit einem Palmitoylschwanz und einer ONB-Gruppe
am N-Terminus.'””! Das Molekiil lagerte sich zu Nanokugeln
zusammen, bildete nach UV-Bestrahlung aber Nanofasern.
Mit diesem photoaktivierbaren Peptid inkubierte NIH/3T3-
Fibroblasten von Mausembryonen zeigten nach Bestrahlung
als Anzeichen fiir eine erhohte Bioaktivitdt eine erhohte
Expression des Zytoskelettproteins Vinculin, das in Adhasi-
onsplaques vorkommt. In einem &hnlichen Ansatz von del
Campo et al. wurde ein DMNPB-geschiitztes Apsartat in ein
cyclisches RGD-Peptid eingebaut und dieses Peptid iiber
einen difunktionellen Tetra(ethylenglycol)-Linker auf einer
Siliciumoberfliche immobilisiert."™ Cao et al. bauten eine
RGDS-Variante mit einem ONB-geschiitzten Glycinrest in
ein Hyaluronsiure-Gel ein."® In beiden Fillen fiihrte die
Photospaltung zu einer Adhésion von Fibroblasten.

Kikuchi und Mitarbeiter verwendeten ein bakterielles
Liposom als Molekiilfreisetzungssystem, das durch ein Lipo-
som-abbauendes antimikrobielles Peptid (AMP) geoffnet
werden konnte.""! Der dreizehnte Aminosiurerest dieses
AMP, ein Lysin, wurde mit Bhe geschiitzt. Unilamellare
Vesikel, gefiillt mit Carboxyfluorescein, konnten somit
schnell durch AMP-Freisetzung mit UV-Licht abgebaut
werden.

Kuner etal. verwendeten ebenfalls einen geschiitzten
Lysinrest in einem inhibierenden Peptid des N-Ethylmale-
imid-sensitiven Faktors, um den zeilichen Ablauf der Neu-
rotransmitterfreisetzung zu untersuchen."!! Mikroinjektion
des Peptids in das prasynaptische Ende der Tintenfisch-Rie-
sensynapse und Photolyse der ((5-Carboxymethoxy-2-nitro-
benzyl)oxy)carbonyl-Schutzgruppe mit UV-Licht fiihrten zu
einer Inhibierung der Bildung des SNARE-Komplexes (so-
luble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment receptor).

2.3.2. Photospaltbare Peptide

Die Funktionalisierung eines Peptides mit einer photo-
labilen Gruppe kann nicht nur in einer Inhibierung seiner
Funktion und anschliefenden Reaktivierung durch Bestrah-
lung resultieren. Es konnen auch photoaktivierbare Peptide
mit intakter Funktion erzeugt werden, bei denen Photospal-
tung zu einem Funktionsverlust fithrt (Abbildung 5). Kron
et al. fithrten das Nitrophenylaminosdurederivat (2-Nitro)-f3-
phenylalanin in das Riickgrat des Pheromon-a-Faktors von
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Abbildung 5. Zwei Ansitze fiir photospaltbare Peptide mit einer NPE-
(oben)M* ™ oder einer Bhe-basierten Strategie (unten).'® Die photo-
spaltbare Bindung ist mit einem Pfeil markiert.

Saccharomyces cerevisiae ein.''? Dieses photospaltbare

Peptid aktivierte wie die unmodifizierte Version Paarungs-
signalwege und hielt den Zellzyklus in der G1-Phase fest. Wie
mit einem a-Faktor/Nocodozol-Trap-Assay und Flusszyto-
metrie gezeigt wurde, bewirkte UV-Bestrahlung eine Aufhe-
bung der G1-Arretierung.

Ovaa, Schumacher und Mitarbeiter synthetisierten eine
Version des groBen Histokompatibilitits-I-Komplexes
(MHC) mit einer von ONB abgeleiteten Aminosiure.!'’!
Dieses photospaltbare Peptid aus neun Aminosduren hielt
den biotinylierten MHC in der stabilen Peptid-gebundenen
Form. UV-Bestrahlung loste diesen Komplex auf und er-
moglichte die Assoziation biologischer Zielliganden mit dem
MHC. Dieses Neubeladen mit verschieden wéhlbaren Epi-
topen ermoglichte die Verfolgung Antigen-spezifischer T-
Zell-Antworten in einem Hochdurchsatz-Screening.

Piehler et al. stellten lichtfragmentierbare Oligohistidin-
Peptide her, um die Position von His-Tagged-Proteinen auf
Oberflichen mit Licht zu regulieren.* Das Peptid, in dem
eine von ONB abgeleitete photospaltbare Aminosdure ein-
gebaut war, blockierte tris-NTA-funktionalisierte Oberfla-
chen. Durch Bestrahlung konnten die His-Tag-bindenden
Einheiten aber freigesetzt werden.

Lawrence et al. enwickelten einen zweiwertigen photo-
spaltbaren Inhibitor fiir das aktive Zentrum sowie fiir die
regulatorische Domine (SH2) der Src-Tyrosinkinase.!'!
Photolyse der beide Doménen verbindenden ONB-Gruppe
fiihrte zu einer Wiederherstellung der Src-Kinase-Aktivitét
in vitro.

Fiir eine hohere photolytische Effizienz bauten Naga-
mune und Mitarbeiter die Bhe-Gruppe als einen Linker in
Modellpeptide ein (Abbildung 5).'*! Im Vergleich zu ONB-
geschiitzten Linkern konnte die Photosensitivitdt deutlich
gesteigert werden. Smith, Hochstrasser und Mitarbeiter
stellten ein cyclisches Peptid mit einem Tetrazin-Linker
her."! Dieser ultraschnelle chemische Trigger konnte kom-
plett mit Blitzbelichtung bei 256 nm und auch — langsamer —
mit sichtbarem Licht abgespalten werden, womit frithe Er-
eignisse in der Peptidfaltung initiiert werden konnen.
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2.3.3. Photoaktivierbare genetisch kodierte Proteine

Die Entwicklung neuer orthogonaler Aminoacyl-tRNA-
Synthetase/tRNA-Paare hat die Einfithrung verschiedener
photoaktivierbarer Aminoséuren in Proteine durch Ande-
rung des genetischen Codes von Escherichia coli, Hefe und
Sdugetierzellen ermoglicht.'™® Vor kurzem wurden Anwen-
dungen fiir ONB-geschiitztes Tyrosin und Fluorotyrosin,
DMNB-geschiitztes Serin und NPOM-geschiitztes Lysin be-
richtet.

Deiters et al. fithrten in Escherichia coli genetisch ko-
diertes ONB-geschiitztes Tyrosin in die Hydrolase -Galac-
tosidase und die DNA-Polymerase 1 von Thermus aquaticus
ein. Dadurch wurde lichtinduzierbare DNA-Polymerisation
und B-Galactosidase-Aktivitit erhalten.!"*?) Mit dem glei-
chen Expressionssystem konnten die Topoisomerase Cre-
Rekombinase, die T7-RNA-Polymerase und eine Zinkfinger-
Nuklease mit photolabil geschiitzten Aminosdureresten er-
zeugt werden, diesmal in HEK-293T-Sédugetierzellen. Daher
konnten GFP-Fluoreszenz, vermittelt durch die wiederher-
gestellte Rekombinase-Aktivitidt, T7-Promoter-vermittelte
Gentranskription und dank der Zinkfinger-Proteasen positi-
onsspezifische Doppelstrangbriiche beobachtet werden, die
zu einer Reportergenaktivitit fiihrten.!'*'%]

AuBlerdem wurde ein Pyrrolysyl-tRNA-System entwi-
ckelt, mit dem NP-geschiitztes Lysin in HEK-293T-Zellen
kodiert werden konnte. Der Tumorsuppressor p53 und die
Mitogen-aktivierte Proteinkinase 1 (MEK-1) wurden mit
dieser photoaktivierbaren Aminosdure in ihren aktiven
Zentren exprimiert. Dadurch konnte nach Bestrahlung die
Lokalisation von EGFP-fusioniertem p53 beobachtet werden
und die Aktivitdit von MEK-1 durch extrazelluldr signal-
regulierte Kinasephosphorylierung gemessen werden.!2*1%°]

DMNB-geschiitztes Serin wurde von Schultz und Mitar-
beitern in den Transkriptionsfaktor Pho4 in Saccharomyces
cerevisiae eingebaut.*! Photolyse bei 405 nm fiihrte zu einer
Phosphorylierung von Pho4 durch den Cyclin-Cyclin-
abhéngigen Kinasekomplex und zu einem Transport aus dem
Nukleus in das Cytosol. Nicht nur proteinogene Aminosiu-
ren, funktionalisiert mit photolabilen Gruppen, wurden ver-
wendet. Das Aminoacyl-tRNA-Synthetasesystem akzeptiert
auch andere modifizierte photoaktivierbare Aminosduren,
was Deiters, Cropp und Mitarbeiter dazu genutzt haben,
durch Expression in E. coli positionsspezifisch ein Fluor-
tyrosin in EGFP einzufithren, um die elektronischen Eigen-
schaften des Chromophors zu éndern.!'”

2.3.4. Photomodulation von Protein-Spleifien

Als Protein-Spleilen bezeichnet man das autokatalyti-
sche Herausschneiden interner Proteindominen (Int) aus
einer Peptidsequenz, gefolgt von der Ligation der angren-
zenden Regionen (Ext).l"™ Muir et al. haben eine Version des
getrennten Inteins (split intein) Ssp DnaE mit einem NV-Rest
an der a-Aminofunktion von Ser35 synthetisiert.'” Nach
Abspaltung der Gruppe mit UV-Licht konnte in vitro das
SpleiBprodukt dhnlich effektiv wie bei unmodifizierten Pro-
teinen gebildet werden, wie eine Western-Blot-Quantifizie-
rung ergab (Schema 1). Camarero verwendete einen dhnli-
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Schema 1. Strategie fur das lichtregulierte Spleifien von Proteinen.

chen Ansatz, in dem er eine NV-Gruppe in das Peptidriick-
grat des Inteins einfiihrte.'*"! Die lichtkontrollierte Bildung
des Maltose-bindenden Proteins als Modellsystem durch
Proteinspleien konnte mithilfe einers Fluorophor-Markie-
rung am Intein durch Messung von Anderungen der Fluo-
reszenzanisotropie verfolgt werden. Mootz et al. stellten ein
Intein mit N'V-geschiitzter Diaminopropansédure her, die iso-
ster zu Cystein ist."™ Durch die Verwendung von Pro-
thrombin als Extein konnten sie die Blutgerinnung in huma-
nem Blutplasma mit Licht induzieren.

2.3.5. Andere Anwendungen

Fiir die raumlich und zeitlich gesteuerte Adressierung von
Fluorophoren in bestimmten Proteinen, z.B. fiir Mikrosko-
pieanwendungen, fusionierten Johnsson und Mitarbeiter die
O°-Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase ~ (SNAP-Tag) mit
einem Zielprotein und eine SNAP-Tag-reaktive Einheit mit
einem photoaktivierbaren Fluorophor. Durch Photospaltung
eines Linkers zwischen dem Fluorophor und einem Quencher
oder durch Photolyse eines photolabil geschiitzten Fluoro-
phors, konnte ein fluoreszierendes SNAP-markiertes Protein
sowohl in Sdugetierzellen als auch im Zebrafisch erzeugt
werden, 32134

Untersuchungen zur Ubiquitinylierung von Protei-
nen sind fiir das Verstdndnis von Zellprozessen, wie dem
proteosomalen Proteinabbau oder der Gentranskrip-
tionsregulierung, essentiell. Daher haben Muir und
Mitarbeiter ein gut durchdachtes exprimiertes Protein-
ligationsystem entwickelt, das fiir eine positionsspezifi-

sche Ubiquitinylierung ein photospaltbares Ligations- a)

auxiliar enthilt."* ! Ein C-terminales Peptid des His-
tons H2B wurde mit ONB-Gruppen geschiitzt, und
Ubiquitin wurde positionsspezifisch durch Auxiliar-ver-
mittelte exprimierte Proteinligation angehédngt. Danach
wurden die Schutzgruppen mit Licht abgespalten, und
der N-Terminus des H2B-Proteins wurde an das Peptid
ligiert. Mit diesem auf chemische Weise ubiquitinylier-
tem H2B (uH2B) konnten sie die direkte Stimulation der
K79-spezifischen Methyltransferase hDOTIL durch
uH2B nachweisen, die eine Histon-H3-Methylierung
katalysiert.

In einigen der bisher beschriebenen Ansitze wurde
das Zielprotein an einer Aminosdure, die in das aktive
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Zentrum ragt und durch ihren natiirlichen Aktivator phos-
phoryliert werden soll, modifiziert. Imperiali und Mitarbeiter
wihlten einen anderen Ansatz, indem sie iiber Festphasen-
synthese direkt photoaktivierbare phosphorylierte Amino-
siduren in Peptide und Proteine einfiihrten.'”’”! Sie bauten
DEACM- und NPE-geschiitzte Versionen von phosphory-
liertem Serin in ein Substrat und einen Inhibitor der Wipl-
Phosphatase ein, womit sie wellenldngenselektive Aktivie-
rung und Inaktivierung des Phosphorylierungsweges zeigen
konnten.'*®! Weiterhin wurde ein NPE-geschiitztes phos-
phoryliertes Serin in die leichte regulatorische Kette von
Myosin eingefiihrt, wodurch mit Photolyse die Freisetzung
von aktiviertem Myosin raumlich kontrolliert in COS7-Zellen
erzielt werden konnte.*!

2.4. Photo(de)aktivierbare Oligonukleotide

Photoaktivierbare Derivate von DNA, RNA und ihrer
Analoga wurden im Gegensatz zur reversibel photoschalt-
baren DNA erst relativ spét entwickelt. Fiir eine Ubersicht
iber diese Anfinge verweisen wir auf unseren fritheren
Ubersichtsartikel."! Verstindlicherweise gab es daher in den
letzten sechs Jahren eine Reihe an Neuanwendungen.
Grundsitzlich kann die photolabile Schutzgruppe entweder
an der Nukleobase zur Verhinderung der Watson-Crick-
Basenpaarung, an der Ribose, dem Phosphodiester-Riickgrat
oder als interner photospaltbarer Linker eingefiihrt werden
(Abbildung 6). Der Effekt der Nukleobasenmodifizierung
auf die Duplexstabilitit wurde systematisch untersucht.*!
Ein photospaltbarer Linker kann auch an dem 5'- oder 3'-
Ende eingesetzt werden. Wihrend die Modifikationen des
Typs (a), (b) und (d) (Abbildung 6) normalerweise mit ge-
eigneten Bausteinen in der Festphasensynthese hergestellt
werden, wird Typ (c) durch eine (unspezifische, statistische)
Alkylierung der Oligonukleotide mit einem Diazoderivat der
Schutzgruppe erhalten.

k—@

A cage)
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Abbildung 6. Uberblick iber die Konzepte zur Photoaktivierung von DNA
oder — wie hier — RNA. Die photolabile Gruppe kann entweder a) die Watson-
Crick-Basenpaarungsstellen, b) die 2'-OH-Gruppen der RNA,"! ¢) Reste des
Phosphodiester-Riickgrates blockieren oder d) als photospaltbarer Linker zwi-
schen zwei Nukleosiden bzw. am 5'- oder 3"-Ende sitzen.
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2.4.1. Lichtregulation der Genexpression

Die Mehrheit der Studien hat sich mit der Regulation der
Genexpression befasst und wurde schon zusammenfassend
diskutiert."*>%) Eine der wahrscheinlich interessantesten
Arten zur Genregulation ist die Verwendung der RNA-
Interferenz, bei der kurze RNA-Stringe (small interfering
RNA:s, ,,siRNAs*) die Hauptakteure darstellen. Wie in un-
serem eigenen Beitrag gezeigt, konnen sie etwa durch das
Schiitzen der Nukleobasen im Zentrum des sogenannten
Fiihrungsstranges lichtregulierbar gemacht werden.['”
Friedman et al. hatten als erste lichtinduzierbare siRNAs
durch Modifizierung des Phosphatriickgrates hergestellt
(Abbildung 6¢),!"* allerdings wurde kein vollstindiges An/
Aus-Verhalten erzielt. In dem Versuch, dies zu verbessern,
modifizierten sie das 5'-Ende des Fiithrungsstranges mit einer
photolabilen Gruppe, erreichten aber erneut nur unvollstédn-
diges An/Aus-Verhalten.'"*) Das stand im Gegensatz zur da-
maligen Literatur, in der davon ausgegangen wurde, dass jede
5’-Modifikation RNAi-Aktivitdt verhindert. In einer weiteren
Studie beziiglich der Modifizierung von Oligonukleotiden mit
Diazoderivaten fanden sie heraus, dass — entgegen der Er-
wartungen — die terminalen Phosphatgruppen deutlich ein-
facher zu modifizieren sind als interne Phosphodiester.!™"
Zur Optimierung ihres Ansatzes der terminalen Photoakti-
vierung wechselten sie zur sterisch anspruchsvolleren Gruppe
CD-DMNPE und erzeugten somit ein verbessertes licht-
reguliertes Verhalten.'’!! Da die Stabilitit des photoaktiv-
ierbaren Konstrukts bis zur Aktivierung ebenfalls eine Rolle
spielt, stellten sie photoaktivierbare siRNAs mit Phosphor-
othioatbriicken her, die eine erhOhte Serumstabilitit auf-
wiesen.'™ Eine #hnliche Studie fiihrten Monroe et al. mit 2'-
Fluor-modifizierten siRNAs durch — sowohl in der Zellkultur
als auch in Zebrafischembryonen.'> Die Blockierung des 5'-
Endes im Antisense-Strang wurde von McMaster et al. als
Strategie verfolgt. Sie konnten erfolgreich — sogar dosis-
abhidngig — und ohne Nebenwirkungen eine Anzahl von
Genen herunterregulieren.!'>¥

Der traditionellere Ansatz zur Regulation der Gen-
expression nutzt Antisense-Oligonukleotide, die entweder
die mRNA blockieren oder das Schneiden durch die
RNAse H induzieren. In mehreren Studien stellten Dmo-
chowski et al. lichtaktivierbare Antisensereagentien her, z. B.
durch Modifizierung des Antisense-Oligonukleotids gegen
die c-myb-RNA mit einem photospaltbaren Linker und
einem zum Teil komplementiren Sense-Strang (Abbil-
dung 7a). Durch Photospaltung dieser intramolekularen
Haarnadel konnte das Antisensereagens wieder freigesetzt
werden.” 13151 Mokhir et al. stellten fiir eine derartige An-
wendung einen mit rotem Licht spaltbaren Linker vor, dessen
Funktionsweise auf der Erzeugung von Singulett-Sauerstoff
durch einen Sensibilisator beruhte.'"™ Deiters et al. wieder-
um nutzten an den Nukleobasen modifizierte Phosphor-
othioat-Antisenseverbindungen, die in Mausfibroblasten nur
nach Photospaltung mit der Ziel-mRNA hybridisierten.['>!
Spéter wiesen sie mit einem Konstrukt aus Oligonukleotid,
einem photospaltbaren Linker und Polyethylenglycol (PEG)
die lichtregulierte Desaktivierung einer Antisenseverbindung
nach.'! Das PEG schiitzte die DNA-Antisenseverbindung
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Abbildung 7. Einige Anwendungen photo(de)aktivierbarer Oligonukleo-
tide: a) Lichtregulation der Genexpression mit photoaktivierbaren Anti-
senseoligonukleotiden; b) Regulation der Aptameraktivitit; c) photo-
aktivierbare Molecular Beacons.

bis zur Photospaltung vor Exonukleasenabbau. ,,Morpho-
linos® stellen eine spezielle Sorte von Antisensereagentien
dar, in denen fiir eine erhohte Stabilitit in Zellen die Ribose
durch einen Morpholinring ersetzt wird. Chen et al. fithrten
lichtaktivierbare Morpholinos ein, die ebenfalls aus einem
Antisense-Strang und einem photospaltbaren Linker be-
standen.!'"1%] Mit diesem System konnten sie das ,,n0 tail“-
Gen in Zebrafischembryonen mit Licht regulieren. Deiters
und Yoder zeigten anhand der Regulierung der chordin-Ex-
pression in Zebrafischen, dass es auch tiber eine Photoakti-
vierung von Nukleobasen funktioniert.l*

»Antimirs“ stellen Antisense-Oligonukleotide gegen
microRNAs (miRNAs) dar. Durch Verwendung eines pho-
tospaltbaren Linkers stellten Li et al. erfolgreich die ersten
photoaktivierbaren Antimirs her und wendeten sie in C. ele-
gans an.'! Transkriptionsfaktor-regulierte Gene konnen
auch mit ,,Kodern“ reguliert werden — zusétzlichen Kopien
der Bindungsstelle des Transkriptionsfaktors an der dsDNA.
Deiters et al. wiesen durch das Schiitzen der Nukleobasen
Inaktivierung der Koder nach, und regulierten die Aktivie-
rung von NF-kB durch Photospaltung.'® Die Translation
eines Plasmids konnte von Nagume durch die positionsspe-
zifische Einfiihrung eines photoaktivierbaren Restes wihrend
der PCR-Reaktion reguliert werden.'s”! Durch das Verbinden
zweier kurzer Antisense-Stringe {iber einen photospaltbaren
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Linker erzeugten Dmochowski et al. ,,RNA bandages*, die
die ribosomale Translation blockierten.!'® Photospaltung des
Linkers setzte die Translation wieder in Gang.

2.4.2. Lichtregulation von Aptameren

Eine andere sehr niitzlich Anwendung von Oligonukle-
otiden ist ihre Verwendung als Aptamere, etwa zur Regula-
tion der Proteinfunktion.'®! Aptamere werden in einem
evolutiondren Selektionsprozess, der SELEX, erzeugt, indem
die Zielsubstanz mit einer umfangreichen DNA- oder RNA-
Bibliothek inkubiert wird. Ohne dass Hintergrundwissen
dazu notwendig ist, wie die Zielsubstanz gebunden wird,
werden Aptamere durch mehrere Zyklen, in denen unge-
bundenes Material weggewaschen und gebundenes iiber PCR
amplifiziert wird, identifiziert. Aptamere konnen unter an-
derem auch in der Diagnostik Verwendung finden. Daher ist
es von Interesse, ihre Funktion mit Licht zu steuern. Das erste
lichtaktivierbare Aptamer wurde von unseren Gruppen vor-
gestellt:'"""l Wir wiesen nach, dass die Aktivitit des HD1-
Aptamers, das eine G-Quadruplexstruktur bildet und die
Serinprotease Thrombin inhibiert, durch die Modifizierung
einer einzelnen bei der Strukturbildung beteiligten Thymidin-
Nukleobase mit Licht reguliert werden kann (Abbildung 7b).
Molekulardynamiksimulationen klarten den FEinfluss der
photolabilen Gruppe auf."”"! Guo und Shi zeigten spiter am
gleichen Aptamer, dass eine Modifizierung des Riickgrats
ebenso funktioniert.'’”>1™ Da dieses Aptamer als Blutgerin-
nungshemmer von therapeutischem Interesse ist, zeigten wir
anschlieBend die Moglichkeit auf, dass die Aktivitidt dieses
Aptamer auch mithilfe einer intramolekularen Antisense-
(Antidot)-Strategie ausgeschaltet werden kann." Nach der
Freisetzung mit Licht zerstort der Antisense-Strang durch
Basenwechselwirkungen mit der Aptamersequenz die aktive
G-Quadruplex-Konformation. Es stellte sich als sehr wichtig
heraus, ob der Antisense-Strang an das 5'- oder 3'-Ende an-
gefiigt wird, und letzteres fithrte sogar zu einer verstiarkten
Blutgerinnungshemmung — ein Effekt, der noch nicht ganz
verstanden ist.'”! Zwar war es hilfreich, eine Kristallstruktur
von HD1 und Thrombin zu haben, zur Auffindung geeigneter
Modifizierungspositionen ist dies aber nicht notwendig. Ein-
fache sekundére Strukturbestimmungen kénnen vollkommen
ausreichend sein, wenn man die aktive Konformation eines
Aptamers mit einer photoaktivierbaren Nukleobase verhin-
dern mochte.' Da Aptamere gegen verschiedene regula-
torische Proteindoménen erzeugt werden konnen, konnten
wir auch doménenspezifische Lichtregulation der Protein-
funktion, durch die Verwendung zweiwertiger Aptamere mit
photolabilen Schutzgruppen in den verschiedenen funktio-
nellen Aptamerhilften, zeigen.'”! In einem kiirzlich er-
schienenen Beitrag verwendeten wir photoaktivierbare Ap-
tamere zur funktionellen Detektion von Proteinen in einem
Prozess, der apta-PCR genannt wird und daraus besteht, ein
diagnostisches Aptamer, nach Freisetzung von seiner Ziel-
verbindung, mit quantitativer PCR zu quantifizieren und zu
analysieren.l”!
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2.4.3. Andere Anwendungen

Eine neuere Entwicklung stellen photoaktivierbare Mo-
lecular Beacons dar.' Als Molecular Beacons bezeichnet
man diagnostische Oligonukleotide, die eine Stammschlei-
fenstruktur aufweisen und an je einem Ende einen Quencher
und ein Fluorophor tragen. In diesem Zustand fluoresziert
der Beacon durch den FRET-Effekt (resonanter Fluores-
zenzenergietransfer) nicht. Die Anlagerung einer Ziel-
mRNA an die Schleifenregion fiihrt jedoch zu einer Offnung
der Stammschleife, und der Beacon fluoresziert — als Anzei-
chen fiir die Anwesenheit der gesuchten RNA. Photoakti-
vierbare Molecular Beacons bendétigen fiir diesen Vorgang
einen zusitzlichen Lichttrigger. Dadurch konnen sie in le-
benden Zellen zur Einzelmolekiildetektion in Echtzeit von
RNA mit minimalem Hintergrundrauschen verwendet
werden, indem sie nur an gewiinschten Stellen mit einem
fokussierten Laser zur RNA-Erkennung aktiviert werden.
Dafiir gibt es bisher zwei Ansitze (Abbildung 7): Tan et al.
zeigten, dass ein solcher Effekt durch das Verkniipfen der
Beacon-Enden mit einem photospaltbaren Linker verwirk-
licht werden kann."®! In unserem Beitrag konnten wir diesen
Effekt durch den Erhalt eines fast vollstindigen bindren An/
Aus-Verhaltens optimieren, indem in der Schleifenregion
mehrere Nukleobasen mit photolabilen Gruppen versehen
wurden, die trotzdem effizient abgespalten werden konn-
ten.'"®] Abe und Ito et al. konnten einen dhnlichen Effekt mit
einem photoaktivierbaren Fluorophor erreichen.'s? Aller-
dings leuchtete hier die Probe auch in der Abwesenheit der
Ziel-RNA.

Die Echtzeitsequenzierung zdhlt zu den vielen Ansédtzen
fiir Sequenzierungstechnologien der zweiten Generation.!'*]
Sie stellt eigentlich eine Primerverldngerungstechnologie dar,
bei der durch reversible Terminatoren in jedem Zyklus ein
(fluoreszierender) Rest eingefiigt wird. Welche Base das dann
ist, kann an der eingebauten Farbe erkannt werden. An-
schlieend werden der reversible Terminator und das Fluo-
rophor entfernt und der néchste Zyklus startet. Natiirlich
stellt die Photoaktivierung dafiir eine elegante Methode dar.
In einem Beitrag von Metzker et al. wird gezeigt, dass eine
Modifizierung der exocyclischen Aminofunktion von Ade-
nosin schon fiir eine effektive reversible Termination der
Primerverlingerung ausreicht.'® Das Triphosphat konnte
von mehreren Polymerasen eingebaut werden, die Verlédn-
gerung war aber erst nach der Photospaltung moglich. In
einer anderen Studie nutzten sie ONB-geschiitztes 5'-Hy-
droxymethyl-2’-desoxyuridintriphosphat (HOMedUTP).['*"]
Dieses Thymidin-Analogon lief3 sich ebenfalls als ein photo-
spaltbarer am 3'-OH nicht-blockierter reversibler Terminator
verwenden. In einer aktuellen Studie konnten sie nun ihr Set
an photoaktivierbaren reversiblen Terminatoren vervoll-
standigen.[']

In mehreren Studien verwendeten Komiyama und
Kuzuya et al. das Konzept der Nukleobasen-modifizierten
Nukleotide fiir PCR-Reaktionen. So konnten sie mit einem
photoaktivierbaren dT™* im DNA-Templat die Primerver-
langerung des Gegenstranges an der Position gegeniiber der
modifizierten Base stoppen. Damit konnten sie nach der
Photolyse Doppelstriange mit Einzelstrangiiberhangen (sticky
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ends) herstellen, die direkt zur Ligation in einen Plasmid-
vektor verwendet werden konnten." ' Deiters et al. er-
weiterten den Anwendungsbereich, indem sie zeigten, dass
auf diese Weise elegant positionsspezifische Mutationen oder
Deletionen in Plasmid-DNA erzeugt werden konnen.'® Sie
konnten auch die PCR-Reaktion auf unterschiedliche Weise
mit Licht kontrollieren: Zur Lichtaktivierung der Primer-
hybridisierung verwendeten sie Primer mit drei photoakti-
vierbaren Gruppen, die die Anlagerung des Templats ver-
hinderten. Eine Deaktivierung der PCR-Reaktion konnte
durch die Verwendung von Primern mit photolabil ge-
schiitzten Antisenseregionen, die nach Bestrahlung Haarna-
delstrukturen bildeten und somit die Dehybridisierung vom
Templat bewirkten, erreicht werden.['”?)

Deiters et al. wiesen auch nach, dass die Aktivitdt von
Ribozymen mit Licht gesteuert werden kann: Ribozyme sind
katalytisch aktive RNA-Molekiile, die z.B. das Schneiden
einer Phosphodiesterbindung katalysieren. Verschiedene
Substratspezifititen und weitere Funktionen kénnen maf-
geschneidert werden, wie z.B. das Erkennen von kleinen
Molekiilen. Theophyllin ist ein derartiges Molekiil, das eine
kiinstliche Variante des Hammerhead-Ribozyms reguliert.
Fiir ein lichtaktivierbares Ribozym synthetisierten Deiters
etal. nun ein photolabil geschiitztes Theophyllin."* Zwar
hitte diese Studie im Abschnitt 2.2 zu photoaktivierbaren
kleinen Molekiilen erwdhnt werden kdonnen, aber die Auto-
ren fuhren dann fort mit der Einfithrung Nukleobase-ge-
schiitzter Reste in zwei DNAzymen (besteht aus DNA, statt
aus RNA) und konnten damit die Kontrolle ihrer Funktion
mit Licht zeigen.'”*!*) Mit einem Antisense-Ansatz konnte
die Photoregulation von DNAzymen ebenfalls verwirklicht
werden.'”! Dabei wurde ein photolabil geschiitztes DNA-
Analogon (Koder) der zu schneidenden RNA eingesetzt.
Nach der Photoaktivierung band es an das DNAzym, stellte
aber kein Substrat zum Schneiden dar. Ein derartiger ge-
schiitzter Antisense-Strang kann auch als intramolekulare
Verldangerung des DNAzyms vorliegen. In einem &hnlichen
Ansatz schalteten Dmochowski et al. ein 10- bis 23-DNAzym
mit Licht an oder aus, indem sie einen photoschaltbaren
Linker als Rest in das DNAzym einfiihrten, der das DNAzym
entweder durch Schneiden deaktivierte oder durch das Ab-
spalten blockierender DNA-Striinge mit Licht aktivierte."”!
Jaschke et al. verwendeten eine photolabil geschiitzte Nu-
kleobase fiir die Photoaktivierung eines ganz anderen Ribo-
zyms, das in dem Fall die Diels-Alder-Reaktion zweier kleiner
organischer Molekiile katalysierte.[']

All diese Ansitze konnen nur mit einem tieferen Ver-
standnis der DNA- und speziell der RNA-Faltung verbessert
werden. Schwalbe et al. filhren eine Reihe von Studien an, in
denen Laserlichtquellen fiir detaillierte Struktur- und Dyna-
mikuntersuchungen von Nukleinsduren an die NMR-Spek-
troskopie gekoppelt werden. Zum Beispiel wurde die Mg**-
Abhingigkeit der Hammerhead-Ribozym-Aktivitdt unter-
sucht und ein Mechanismus zur Verbesserung der katalyti-
schen Effizienz vorgeschlagen."®! Das reversible konforma-
tive Schalten von RNA ist speziell fiir die Aktivitdt von RNA-
Schaltern (,,riboswitches*) wichtig — regulatorischen RNA-
Elementen, die die Translation kontrollieren und vielleicht zu
den schonsten und kompliziertesten Anwendungen der
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RNA-Faltung gehoren. Auch hier sind konformative Gleich-
gewichte, etwa zwischen bistabilen RNAs, wichtig und
wurden mit lichtaktiviert zeitaufgeloster NMR-Spektrosko-
pie von Schwalbe und Pitsch untersucht.?™ ! Fiir weitere
Details verweisen wir auf zwei exzellente Ubersichtsarti-
kel.[202’203]

In der DNA-basierten Nanotechnologie® ist das Er-
zeugen verschiedener funktioneller Zustidnde ein wichtiges
Forschungsfeld. Oft werden die entwickelten ,,Walker“ und
Motoren durch eine manuelle Anderung der Umgebungs-
bedingungen oder durch Zugabe von Kontroll-Oligonukle-
otiden gesteuert. Da solche Energiequellen zu ,,Verunreini-
gungen* fithren, ist die Verwendung von Licht zur Erzeugung
der zu den Anderungen treibenden Zustinde verlockend.
Wihrend mit reversibel photoschaltbaren Oligonukleotiden
in den letzten Jahren schon ausgekliigelte Ansitze entwickelt
wurden (siche Abschnitt 3.4), gibt es nur wenige Studien mit
photoaktivierbaren Oligonukleotiden. So verfolgten Luke-
man et al. einen Ansatz, bei dem die Kontroll-Oligonukleo-
tide an einer Oberfldche durch dichte Immobilisierung tiber
5'-photospaltbare Linker und die Bildung einer intramole-
kularen Haarnadel abgeschirmt wurden.”™ Mit Licht konn-
ten verschiedene Kontrollstridnge freigesetzt werden und be-
trieben cyclisch eine Modellmaschine. In unserem Beitrag
wurden photoaktivierbare Einzelstrangiiberhénge zur Licht-
regulation der Wechselwirkungen von DNA-Ringen ver-
wendet.?"]

3. Reversibles Photoschalten

Photoschalter haben gerade an der Grenzfliche von
Lebens- und Materialwissenschaften eine breite Anwendung
gefunden,® 2% und eine umfassende Ubersicht wiirde den
Rahmen dieses Aufsatzes sprengen. Themen wie Zelltrans-
port, Oberflichenregulierung, lichtsensitive Polymere oder
photoregulierte Katalysatoren, sowie die grole Menge an
Literatur zu sterisch gehinderten Alkenen (die nach unserem
Wissen bisher auch noch keine Anwendung in einem biolo-
gischen Kontext gefunden haben) werden hier nicht disku-
tiert.

3.1. Konzepte

Bereits in der zweiten Hilfte des 19. Jahrhunderts wurde
das Phéanomen der lichtinduzierten Farbénderung beobach-
tet.?™ Hirshberg prigte 1950 den Begriff Photochromie fiir
dieses Verhalten.”"! Aber erst wihrend der letzten 20 Jahre
wurden bistable, photoschaltbare Verbindungen mehr und
mehr als niitzliche Werkzeuge fiir die Adressierung biologi-
scher Fragestellungen wahrgenommen. Man kann organische
photochrome Systeme in verschiedene Klassen unterteilen:
Entweder wird eine Isomerisierung von Doppelbindungen
oder eine unimolekulare pericyclische Reaktion durchlaufen
(Schema 2). Sie konnen auch nach der Art der Anderung, die
durch Licht bewirkt wird, klassifiziert werden. Die Azoben-
zol-, Stilben-, Spiorpyran- und Hemithioindigo(HTI)-Syste-
me erzeugen durch das Schalten sterische Anderungen, und
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Schema 2. Uberblick iiber bistabile Photoschalter basierend auf Azo-
benzol (X=N), Stilben (X=C), Hemithioindigo, Spiropyran, Diaryl-
ethen, Fulgid (Y=0) und Fulgimid (Y=N) (von oben nach unten).

speziell Azobenzole und Spiropyrane eignen sich gut, um
reversibel eine sterische Stérung hevorzurufen. Eine Ande-
rung in der konformativen Flexibilitdit kann durch das
Schalten des Diarylethen(DET)- oder des Fulgid-Systems
erzeugt werden. Die photochemischen Eigenschaften dieser
Schalter in organischen Losungsmitteln wurden wihrend der
letzten 50 Jahre ausfiihrlichst untersucht. Allerdings konnen
diese Eigenschaften und auch die Stabilitdt der Photoschalter
enorm durch die wissrigen und teilweise reduzierenden Be-
dingungen, die in biologischen Systemen vorherrschen, ver-
andert werden. Daher soll im folgenden Abschnitt ein
Uberblick iiber diese Systeme und ihr Verhalten unter wiss-
rigen Bedingungen gegeben werden.

3.1.1. Von Azobenzol abgeleitete Photoschalter

Die bei weitem am meisten verwendete Klasse von Pho-
toschaltern basiert auf Azobenzol, das eine lichtinduzierte
cis-trans-Isomerisierung der N=N-Doppelbindung eingeht.
Dies resultiert in einem Wechsel von dem stabileren und
planaren trans-Azobenzol zu cis-Azobenzol, bei dem die
beiden Hailften des Molekiils um 55° zueinander gekippt
sind.>#11212l Ebenso erfolgt dabei eine Anderung des Dipol-
moments von 0.5 D zu ca. 3.1 D und eine Verkleinerung des
End-zu-End-Abstandes um ca. 3.5 A" Die Isomerisierung
von trans zu cis erfolgt tiblicherweise bei 350 nm (7-7v*-
Ubergang), wihrend cis in trans entweder bei 450 nm (n-m*-
Ubergang) oder thermisch iiberfiihrt werden kann. Da sich
die UV/Vis-Spektren beider Spezies deutlich iiberlagern, ist
eine vollstindige Uberfithrung von trans zu cis photoche-
misch nicht moglich, und in der Regel wird durch Bestrahlung
ein photostationédrer Zustand mit nicht mehr als 80 % cis er-
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zeugt. Umgekehrt kann bei der Photoisomerisierung von cis
zu trans nur bis zu 95% des trans-Isomers erhalten
werden.”'>2Y Demgegeniiber kann eine thermische Riick-
isomerisierung >99.99% des trans-Isomers liefern.”"”! Bei
Raumtemperatur stellt sich bei unmodifizierten Azobenzo-
len®¥ diese thermische Relaxation innerhalb von 3 bis
4 Tagen ein, allerdings héngt sie stark von verschiedenen
Parametern ab. Da der Ubergangszustand der Isomerisierung
einen dipolaren Charakter aufweist,”'® verkiirzt eine hohe
Polaritdt des Losungsmittels die Halbwertszeit fiir die ther-
mische Relaxation.'’*'! Ebenso wird die thermische Iso-
merisierung durch niedrigen pH beschleunigt, da eine Pro-
tonierung der Azobindung die Aktivierungsbarriere ernied-
rigt.”*! Elektronengebende und/oder elektronenzichende
Gruppen in para-Position stabilisieren durch Verringerung
des N=N-Doppelbindungscharakters den Ubergangszustand
und fithren somit zu einer beschleunigten Relaxation.??!!
Woolley und Mitarbeiter haben dies zur Maximierung der
Schaltungsgeschwindigkeit verwendet, indem thermische
Relaxation zum Zuriickschalten eingesetzt wurde. Die Azo-
benzolderivate 7" und 8?2 wiesen Halbwertszeiten von ca.
25 ms bzw. 1 s auf (Abbildung 8). Auerdem konnten fiir die
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H,N MeO
9a:4,4-APB Moroderl?26] 10
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Abbildung 8. Strukturen einiger von Azobenzol abgeleiteter Photo-
schalter, die sich durch zum Teil rotverschobene Absorptionseigen-
schaften fiir das trans-Isomer bzw. erhéhte thermische Stabilititen fur
das cis-lsomer auszeichnen.

Absorptionsbanden der trans-zu-cis Umwandlung Rotver-
schiebungen mit A, bei 480 nm fiir Azobenzol 7 und ca.
450 nm fiir Azobenzol 8 erreicht werden, was die Nutzung
weniger schéddlicher Wellenlédngen mit erhohter Penetrations-
tiefe in Zellen ermoglicht. Als nachteilig erwies sich, dass
hohe Strahlungsintensitédten, die zu Zell- oder Gewebeschi-
den fithren konnen, verwendet werden mussten, um cis-
Azobenzol in ausreichenden Konzentrationen zu erhalten.
Der cis-Zustand kann durch Substitutionen in den ortho-
oder meta-Positionen stabilisiert werden. Fiir ein 2,2'-Dime-
thyl-substitutiertes Azobenzol haben Asanuma et al. iiber
Halbwertszeiten fiir die thermische Relaxation von >200 h
bei 37°C berichtet (siehe 23 in Abbildung 14).”*! Diese Sta-
bilisierung beruht auf einer sterischer Hinderung durch die
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raumausfiillenden ortho-Substituenten, was eine Inversion
bzw. Rotation der Azogruppe wihrend der cis-trans-Isome-
risierung erschwert. AuBlerdem wird angenommen, dass die
ortho-Substituenten eine hydrophobe Tasche um die Azo-
gruppe bilden, die zum einen die cis-Struktur stabilisiert und
zum anderen den polaren Ubergangszustand destabili-
siert.”??! Eine meta-Substitution reduziert mesomere
Wechselwirkungen des Substituenten mit der Azogruppe.”*!
Daher wurden deutlich unterschiedliche Halbwertszeiten fiir
die von Azobenzol abgeleiteten w-Aminosduren 4,4-APB
((Aminophenylazo)benzoyl) 9a (¢,,~ 10 min)®* und 3,3'-
APB 9b (t,, ~ 42 h)?*" in DMSO berichtet. Das Azobenzol-
derivat 10, substituiert mit Methoxygruppen in allen vier
ortho-Positionen, ist erst kiirzlich von Woolley et al. vorge-
stellt worden.” Dieses Substitutionsmuster resultierte in
einem thermisch stabilen cis-Isomer mit einer Halbwertszeit
von 2.4 Tagen in wéssriger Losung. Ein anderer interessanter
Effekt bestand in einer starken Rotverschiebung der n-m*-
Bande des trans-Isomers, was eine Trennung der n-m*-Banden
beider Isomere zur Folge hatte. Somit konnte trans-zu-cis-
Photoschaltung bei blauem Licht (530-560 nm) und die
Riickschaltung bei 460 nm erreicht werden, also ohne jegli-
ches UV-Licht. Leider wurde aber eine verminderte Stabilitét
gegeniiber Reduktion (Glutathion) festgestellt.

Da Azobenzole anfillig fiir eine Reduktion durch Thiole
sind, wurde ihre Stabilitit gegeniiber Reduktion durch das fiir
das intrazellulire Redoxpotential verantwortliche Tripeptid
Glutathion (GSH)®* diskutiert. Moroder et al. haben die
Reduktion einer auf Azobenzol basierenden w-Aminosédure
durch GSH genauer studiert®™ und einen Mechanismus
vorgeschlagen, in dem die Thiolgruppe von GSH die Azo-
bindung angreift. Interessanterweise erfolgt dieser Angriff
hauptsédchlich am cis-Isomer, bei dem die Azobindung durch
die nicht-planare Sturktur weniger resonanzstabilisiert ist.
Daher stabilisieren elektronenziehende Reste Azobenzol
gegeniiber einer Reduktion durch GSH.”??* Unabiingig
davon wurde gezeigt, dass die Anwesenheit von GSH eine
Beschleunigung der thermischen Relaxation bei weniger
elektonenreichen Azobenzolen induziert.”"*! Daher un-
tersuchten Woolley und Mitarbeiter die Eignung von Azo-
benzol fiir intrazelluldre Photoregulation in lebenden Orga-
nismen, indem sie ein mit Azobenzol vernetztes fluoreszie-
rendes Reporterpeptid in Zebrafischembryonen injizierten.
Die Azobenzol-Isomerisierung konnte durch Aufnahme der
durch das Schalten induzierten Fluoreszenzdnderung beob-
achten werden. Mindestens 30 Schaltzyklen konnten ver-
lustfrei ausgefiihrt werden, und das Fluoreszenzsignal blieb
2 Tage stabil in vivo. Es wurden auch keine toxischen Ne-
benwirkungen in der Entwicklung des Embryos beobach-
tet.?

Gerade bei der Kontrolle der Sekundérstruktur und
Funktion von Peptiden und Proteinen spielt die photoche-
misch induzierte Anderung des End-zu-End-Abstands eine
wichtige Rolle fiir die funktionellen Verédnderungen im
Zielmolekiil. Deshalb gab es Bestrebungen, diesen End-zu-
End-Abstand, ohne zuviel Flexibilitidt in das Molekiil einzu-
filhren, zu vergrofern. Eine Strategie zur Maximierung des
Isomerisierungseffekts, die VergroBerung des Schalters mit
Acetyleneinheiten, wurde von Moroder und Mitarbeitern
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Abbildung 9. Azobenzol-Photoschalter mit einem erweiterten End-zu-
End-Abstand.

vorgestellt (Verbindung 11 in Abbildung 9).%*! Woolley et al.
haben durch die Enfithrung starrer Phenylethinyl-Einheiten
an beiden Seiten einen wasserloslichen Schalter mit einem
End-zu-End-Abstand von 13 A entwickelt (12).2* Leider
war die photochemische Umwandlung von trans zu cis wohl
wegen elektronischer Wechselwirkungen mit den Phenyl-
ethinyl-Einheiten stark vermindert. Die Einfiithrung von Bi-
phenyl-Einheiten wurde als eine weitere Strategie zur Ver-
groBerung des End-zu-End-Abstands von Standaert und Park
verfolgt.”! Thr Derivat 13 zeigte gute photochemische Ei-
genschaften und Molecular Modeling ergab eine Anderung
des End-zu-End-Abstandes von 13 A. In einer aktuellen
Studie haben Woolley et al. zwei Azobenzol-Einheiten iiber
eine Biphenyl-Briicke verkniipft, was in einer Vergroflerung
des End-zu-End-Abstandes von maximal 23 A resultierte.**’
Da Bestrahlung aber sowohl cis/trans-Isomere als auch cis/cis-
Isomere erzeugt, ist es schwieriger, konformative Auswir-
kungen dieser Schalter auf ein Zielmolekiil vorherzubestim-
men. Mit ihrem BPDPS-Derivat 14b (Abbildung 9) mit Sul-
fonsduregruppen in ortho-Position konnten sie allerdings bis
zu 80 % cis/cis im photochemischen Gleichgewicht erreichen.
Einer aktuellen Studie von Hecht et al. zufolge beruht dies
auf einem durch die ortho-Substituenten vergroBerten Di-
ederwinkel zwischen den Azobenzol-Einheiten.* Das di-
rekte Aneinanderreihen von Azobenzol-Einheiten in para-
Position fithrt normalerweise durch eine erweiterte elektro-
nische Konjugation zu einer drastischen Abnahme der Pho-
toreaktivitidt des Schalters”” Durch die Einfithrung eines
groflen Diederwinkels konnen die beiden Einheiten jedoch
elektronisch entkoppelt werden, was zu einer deutlichen
Verbesserung der photochemischen Eigenschaften fiihrt
(Abbildung 9). Ein ausfiihrlicher Ubersichtsartikel zu Azo-
benzolen als Photoschalter fiir Biomolekiile ist kiirzlich von
Beharry und Woolley erschienen, den wir ausdriicklich
empfehlen wollen.”!
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Stilbene zeichnen sich im Vergleich mit Azobenzolen
durch einige Vorteile aus, wie thermische Stabilitét des cis-
Isomers und Stabilitidt gegeniiber reduzierenden Bedingun-
gen.¥ Allerdings ist die Notwendigkeit von UV-Licht
sowohl fiir die trans —cis- (300 nm) als auch fiir die cis —trans-
Umwandlung (280 nm) ein groBer Nachteil fiir den Einsatz
von Stilbenen in biologischen Anwendungen.

3.1.2. Andere Photoschalter

Die Gruppe der Hemithioindigo(HTI)-basierten Photo-
schalter konnte sich zu einer vielversprechenden Alternative
zu den Azobenzolen entwickeln. Isomerisierung des ther-
modynamisch stabileren Z-Isomers zum FE-Isomer erfolgt
durch Bestrahlung bei 400 nm in Ausbeuten um die 80%.
Beide Isomere besitzen eine planare und spannungsfreie
Struktur.”™ Daher besitzt das E-Isomer grundsitzlich auch
eine hohere thermische Stabilitédt als cis-Azobenzol. Reiso-
merisierung zum Z-Isomer erfolgt bei Wellenlingen um
480 nm. Die Z/E-Absorptionbanden sind mehr separiert als
bei Azobenzolen, und in organischen Losungsmitteln wurden
hohere photochemische Stabilitidten als fiir Azobenzole und
Fulgide festgestellt.?**?*l HTI-basierte w-Aminosduren mit
sehr hohen Isomerisationsgeschwindigkeiten < 10 ps wurden
vorgestellt.???*] Bisher hat aber die Labilitit der HTTs ge-
geniiber typischen Bedingungen fiir die Peptidfestphasen-
synthese ihren Einsatz als konformative Schalter fiir Peptide
stark beeintrichtigt.[%245-247]

Vom Spiropyran abgeleitete Photoschalter wurden neben
den Azobenzolen bisher am meisten in biologischen An-
wendungen eingesetzt. Zwar ist ihr photochemisches Ver-
halten schwerer vorherzusagen und auch mehr durch die
Umgebung beeinflussbar als bei Azobenzolen. Dafiir sind die
durch das Photoschalten bewirkten Anderungen in der
Geometrie und Polaritit deutlich ausgeprégter als fiir Azo-
benzole. Konjugation an ein Biomolekiil erfolgt meistens
iber das N-Atom der Indolhilfte eines Spiropyrans, aller-
dings konnen auch andere Stellen des Molekiils modifiziert
werden, was eine Orientierungskontrolle des Schalters im
Biokonjugat zulisst.”*! UV-Bestrahlung eines Spiropyrans
iiberfithrt durch Ringéffnung die rdumlich anspruchsvolle,
farblose Spiroform (SP) in die planare und farbige Mero-
cyaninform (MC). Die groBe sterische Anderung wird von
einer Zunahme der Polarisation von 2-5 D fiir die SP-Form zu
20 D fiir das offene Merocyanin begleitet.”**% Am Spiro-
kohlenstoff besitzt die SP-Form ein chirales Zentrum, wo-
durch mehrere stabile Isomere durch cis/trans-Isomerisierung
um die zentrale Doppelbindung fiir die MC-Form moglich
sind. Auflerdem kann fiir die offene Form neben der zwit-
terionischen auch eine chinoide Grenzstruktur formuliert
werden, die vor allem in unpolarer Umgebung vorliegen soll
(Schema 3). Der Ringschluss erfolgt, abhidngig vom Lo-
sungsmittel, thermisch nur sehr langsam, wird hingegen durch
Bestrahlung mit sichtbaren Licht (ca. 550 nm) deutlich be-
schleunigt. Wegen der gut getrennten Absorptionsbanden der
SP- und der MC-Form, ist ein sauberes Schalten zwischen
beiden Isomeren moglich. Normalerweise stellt die ge-
schlossene SP-Form die thermodynamisch stabilere Form dar,
allerdings konnen polare Substituenten wie Carboxy-, Nitro-
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Schema 3. |somerisierung eines Spiropyrans und mesomere Grenz-
strukturen der Merocyanin-Form.

oder Sulfonatgruppen und eine polare Umgebung — vor allem
wiassrige Losungsmittel — die MC-Form dermalien stabilisie-
ren, dass sie die thermodynamisch begiinstigte Form im
Dunklen darstellt (negative Photochromie).”® 22l Einige
andere Aspekte miissen beim Gebrauch von Spiropyranen
unter wissrigen Bedingungen beachtet werden: Die Quan-
tenausbeute fiir den SP-zu-MC-Ubergang nimmt mit zuneh-
mender Polaritit des Solvens ab,?! aber auch die direkte
Umgebung in biologischen Systemen hat grofen Einfluss auf
die Schalteffizienz. So wurden Quantenausbeuten, die mit
Werten in hydrophoben Losungsmitteln vergleichbar sind, fiir
auf einer Proteinoberfliche immobilisierte Schalter ermit-
telt.>*»5 Andererseits haben Koger et al. von einer redu-
zierten Schalteffizienz eines in ein Kanalprotein integrierten
Spiropyrans berichtet.™ Die Konjugation eines Nitrospiro-
benzopyrans an ein Oligonukleotid — entweder iiber einen
Linker an das 5-Ende®”! oder intern an ein 2'-OH®®! (siche
28 in Abbildung 14) - resultierte in einem Verlust der Pho-
toaktivitit fiir das Schalten der SP- in die MC-Form. Dem-
gegeniiber beobachteten Andréasson et al. nicht nur Photo-
reaktivitit, sondern nach UV-Bestrahlung auch Interkalation
der MC-Form in eine DNA-Doppelhelix, wenn sie Kalb-
Thymus-DNA mit einem Nitrospirobenzopyran-Derivat in-
kubierten.”! Daher kann es schwierig sein, das photoche-
mische Verhalten von Spiropyranen vorherzusagen. Weiter-
hin wird die Hydrolysestabilitdt von Spiropyranen als nach-
teilig fiir biologische Anwendungen angesehen, da fiir Spi-
ropyrane ein schneller Abbau bei 60°C in wissrigem
Puffer®” und unter wissrig-basischen Bedingungen!®”->¥
festgestellt wurde. Hydrolyse erfolgt hauptsichlich an der
offenen Merocyanin-Form in einer Retroaldolreaktion. Al-
lerdings legen andere Studien, in denen reversibles Photo-
schalten von Spiropyranen mehr als zehnmal ohne erkenn-
baren Abbau sowohl in vitro®* als auch in vivoP®! gezeigt
wurde, nahe, dass diese Rate wohl auch sehr umgebungsab-
hingig ist. Eine aktuelle Studie von Giordani et al.’® hat sich
mit der Toxizitdt von Spiropyranen beschéftigt und ergab,
dass mikromolare Spiropyran-Konzentrationen nur geringe
zelltoxische Auswirkungen auf verschiedene Zelllinien
hatten. Im Gegensatz zur polaren MC-Form kann die hy-
drophobe SP-Form durch Zellmembranen diffundieren. %24
Marriott et al. haben berichtet, dass es effizient moglich ist,
die SP-Form von Nitrospirobenzopyranen mit Zweiphoto-
nenanregung bei 720nm in die MC-Form zu {berfiih-
ren.?2 Dies ist ein wichtiger Unterschied zu den Azo-
benzolen, die nur geringe Zweiphotonenquerschnitte haben,
und konnte eine Anwendung von Spiropyran-basierten Pho-
toschaltern in Gewebeproben und Tieren ermdglichen.
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Diarylethene und Fulgide/Fulgimide sind Hexatrienderi-
vate, die lichtinduziert reversible elektrocyclische Ring-
schluss- bzw. Ringoffnungsreaktionen eingehen.””2%%l Beide
Klassen zeichnet vernachldssigbare thermische Relaxation
und hohe Ermiidungsresistenz aus, letzteres besonders bei
den Diarylethenen. Erst seit kurzem riicken Diarylethene
und Fulgimide in den Fokus fiir biologische Anwendungen —
die Diarylethene vor allem fiir hochauflésende Mikroskopie.
Dank sehr unterschiedlicher Absorptionsspektren der beiden
Isomere von Diarylethenen, sind fiir die Uberfithrung der
farblosen und flexiblen offenen in die wegen Delokalisation
der Elektronen tieffarbigen und starren geschlossenen Form
Schaltraten von iiber 90 % tiiblich.?*! Cyclisierung und/oder
Cycloreversion kann bei manchen Diarylethenen zusétzlich
elektrochemisch induziert werden,”™ und das synthetisch
unkomplizierte spektrale Einstellen mit unterschiedlichen
Substituenten erméglicht das Verschieben der Wellenlidnge
fiir die Cycloreversion in einem Bereich von etwa 500 nm bis
700 nm.?"Y

Aktuelle Studien belegen, dass die exzellente Ermii-
dungsresistenz und hohe thermische Stabilitdt von Diaryl-
ethenen ebenfalls im Wissrigen erhalten bleiben.?’>?"! Al-
lerdings kann die geringe Wasserloslichkeit ein Problem
darstellen. Daher wurden Diarylethene mit amphiphilen
Seitenketten hergestellt,?’#?™! die aber zu einer Aggregation
der Molekiile in wéssrigen Losungen fiithrten. Vor kurzem
haben Hell et al. das wasserlosliche Diarylethen 15 vorge-
stellt, das gute Schalteigenschaften aufweist und die Mog-
lichkeit zur Konjugation mit anderen gewiinschten Molekii-
len iiber eine sekundire Aminofunktion bietet (Abbil-
dung 10).27

N o)
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Abbildung 10. Wasserlssliche Diarylethen- und Fulgimid-basierte Pho-
toschalter.

Bei Fulgiden durchlduft durch UV-Bestrahlung das farb-
lose Isomer in der E-Konformation einen Ringschluss zur
farbigen geschlossenen Form, die sich durch ein ausgeweite-
tes -System und eine fast planare Struktur auszeichnet.?%%2""]
Durch UV-Bestrahlung kann auch E/Z-Isomerisierung der
Doppelbindung auftreten. Da der Ringschluss aber nur vom
E-Isomer aus erfolgen kann, ist das ein Nachteil bei Fulgiden.
Vollstdndige Cycloreversion wird durch Bestrahlung mit
sichtbarem Licht bei 500 nm erreicht und erfolgt, wie auch
der Ringschluss, in einem Zeitrahmen von ps. In polaren
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Losungsmitteln fallen die Quantenausbeuten allerdings
niedriger aus.”*?! Fulgide werden im Wissrigen wegen
ihrer Anhydrid-Struktur hydrolysiert, weswegen vorzugs-
weise die Hydrolyse-resistenten Fulgimide fiir biologische
Anwendungen eingesetzt werden. Dank der Succinimid-
Einheit kann der Photoschalter auch leicht funktionalisiert
werden. Noch gibt es aber nur wenige Studien zu den Ei-
genschaften von Fulgimiden im Wiéssrigen. In einer frithen
Studie modifizierten Willner et al. Concanavalin A mit einem
Fulgimid-Derivat, das in wissriger Losung bei 25°C fiir 48 h
stabil war und zweimal hin und her geschaltet werden
konnte.”®"1 2004 zeigten Rentzepis und Mitarbeiter, dass ein
in der offenen Form fluoreszierendes Indolylfulgid durch
Zellmembranen diffundieren konnte.””® Hin- und Herschal-
ten konnte mindestens siebenmal invivo durchgefiihrt
werden. Erst vor kurzem unternahm die Arbeitsgruppe von
Lees Anstrengungen, Fulgimide fiir wissrige Systeme zu op-
timieren.”*22 Fulgimid 16 zeigte beispielsweise in Puffer bei
37°C eine hervorragende thermische Stabilitdt mit nur ca.
3% Abbau der offenen und ca. 20% Zersetzung der ge-
schlossenen Form nach 500 h. Photochemisch induzierte
Cyclisierung der Verbindung 16 erzeugte bis zu 87% des
geschlossenen Isomers, und der Zyklus konnte 80-mal wie-
derholt werden, bevor das Molekiil zu 20 % abgebaut war.
Obwohl Fulgimide noch keine breite Verwendung finden,
zeigen diese Beispiele durchaus ihre Eignung fiir Anwen-
dungen in einem biologischen Kontext.

3.2. Photoschaltbare kleine Molekiile

Molekiile zur reversiblen Regulation der Enzymaktivitét
mit Licht wurden fiir die M6glichkeit einer differenzierteren
Kontrolle von Organismen entwickelt. Kuhn und Mitarbeiter
erkannten die Ahnlichkeit eines Hemithioindigos mit einigen
Inhibitoren der 12/15-Lipoxygenasen (LOXs). Die inhibie-
rende Wirkung des E-Isomers auf Hasen-12/15 LOX erwies
sich als 33-mal hoher als fiir das Z-Isomer. Wegen des hohen
1C5,-Wertes (0.021 mm) fiir das E-Derivat war es allerdings
nur begrenzt als LOX-Inhibitor einsetzbar.”®* Alac-Aceto-
genin, ein Inhibitor des Komplexes I in der mitochondrialen
Atmungskette, wurde mit Azobenzol modifiziert (17, Abbil-
dung 11).% Es konnten reversible Anderungen in der En-
zymaktivitdt beobachtet werden, jedoch war es wegen der
unvollstdndigen cis-trans-Isomerierung nicht moglich, die
Aktivitdat wieder komplett herzustellen. Das reversible Pho-
toschalten eines an einer Oberfldche verankerten Azoben-
zols, das mit einem von Phenylalanin abgeleiteten Trifluor-
methylketoninhibitor modifiziert war, ermoglichte lichtregu-
liertes Binden von a-Chymotrypsin an der Oberfliche.[*!
Fischer et al. konnten zeigen, dass der Einfluss der Bestrah-
lung auf die Inhibierungseffizienz eines mit Azobenzol mo-
difizierten immunosuppressiven Cyclosporin A durch Ver-
groferung der strukturellen Anderungen zwischen den pho-
toschaltbaren Konformeren mithilfe der ,,protein borrow-
ing“-Strategie optimiert werden kann.”***”l Benzolsulfon-
amid, der Inhibitor der humanen Carboanhydrase I (hCAI),
und ein Cu**-Iminodiacetat(IDA)-Komplex, der an Histi-
dinreste in der Nihe des aktiven Zentrums des Enzyms
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Abbildung 11. Photoschaltbare Inhibitoren und Regulatoren.

bindet, wurden iiber einen DET-Schalter miteinander ver-
bunden (18).?"* Durch Uberfiihrung der geschlossenen in die
offene Form mit sichtbarem Licht, konnte in vitro wiederholt
der ICs-Wert um das 55-fache auf 8 nm gesenkt werden. Das
DET-Derivat 19 wurde in einer anderen Studie von Branda
etal. C. Elegans oral verabreicht und behielt seine Photo-
aktivitdt innerhalb der Nematoden fiir mindestens drei
Zyklen bei. Wegen ihres niedrigeren Reduktionspotentials,
das wohl zu einer Storung des metabolischen Elektronen-
flusses fiihrte, verursachte die geschlossene Form eine Para-
lyse der Nematoden. Die Beweglichkeit der Organismen
konnte aber durch Schalten zur offenen Form wieder herge-
stellt werden.®*¥

Trauner und Mitarbeiter haben sich der Regulierung der
Zellkommunikation mit Azobenzolen zugewandt.® > Sie
entwickelten eine ganze Klasse von nicht-kovalent ver-
kniipften photochromen Liganden (PCLs), um das Aktions-
potential ionotroper Glutamatrezeptoren und spannungsge-
steuerter K*-Kanile zu regulieren. Mit einem mit Azobenzol
substituierten Glutamatagonisten konnten sie die Aktivie-
rung von iGluR5- und iGluR6-Rezeptoren in HEK293-
Zellen lichtabhingig steuern.”" Die Klasse der membran-
permeablen, mit einer quartiren Ammoniumgruppe verse-
henen Azobenzole, die das Derivat QX-314 des Analgeti-
kums Lidocain imitieren, bindet an die interne Tetraethyl-
ammonium(TEA)-Bindungsstelle des Kanalproteins und
funktioniert somit als Offene-Kanal-Blocker (siehe Abbil-
dung 11). Die Schalter konnen entweder in trans (AAQ,*”
BzAQ,” DENAQ™Y) oder in cis (PrAQ,”* PAENAQ™)
blockieren. Damit lief3 sich die photochemische Kontrolle
iiber K*-Kanile in HEK293-Zellen, Purkinje-Neuronen und
in Interneuronen des zentralen Mustergenerators (HN-
Zellen), die die Frequenz der Herzkontraktion regulieren,
erreichen.”

Die Funktion von Oligonukleotiden héngt stark von ihrer
Sekundérstruktur ab. Daher wurden Photoschalter zur Bin-
dung an DNA oder RNA und zur Modulierung ihrer Struktur
verwendet. Baigl et al. entwickelten eine Gruppe von grenz-
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flichenaktiven kationischen Azobenzolen als sequenz-
unabhiingige Kondensationsvermittler fiir DNA 2! die in
trans ein Verdichten und in cis ein Entfalten der DNA be-
wirken sollten. Mit diesen Molekiilen konnte in vitro die
Regulation sowohl der Transkription als auch der Translation
von GFP gezeigt werden.”” Liganden, die bestimmte Fehl-
paarungen erkennen, wurden von Nakatani und Mitarbeitern
als reversible molekulare Kleber fiir die DNA-Hybridisierung
eingesetzt (Abbildung 12). Diese Liganden bestehen aus zwei
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Abbildung 12. Photoschalten der DNA-Hybridisierung mit dem mole-
kularen Azobenzol-Kleber NCDA (n=2,3,4).[2%-%

iiber ein Azobenzol verkniipften basenerkennenden, von
Naphthyridinen und eventuell Azachinolonen abgeleiteten
Elementen. In der cis-Form kann der Ligand durch die An-
lagerung an GG- oder GA-Fehlpaarungen Hybridisierung
der Stringe bewirken. Ein Schalten zu trans-Azobenzol
andert die Orientierung der basenbindenden Einheiten und
resultiert in einer Dehybridisierung.?**=*"! Mit dem Ziel, re-
versible lichtschaltbare Genelemente zu entwickeln, wurden
Selektionsstudien fiir kurze Oligonukleotide, die eines der
beiden Isomere eines Photoschalters binden — sogenannte
Aptamere!'® — im SELEX-Verfahren!'®”! durchgefiihrt. Es
konnten zwar Aptamere fiir Nitrospirobenzopyran,* ein
Arginin-substituiertes AzobenzolderivatP*®! und Dihy-
dropyren®™ gewonnen werden, aber die erhaltenen K-
Werte lagen leider noch im niedrigen pm-Bereich. Im letzten
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Fall wurde das Aptamer auch in das Hammerhead-Motiv
eingebaut, um ein lichtregulierbares Ribozym zu erhalten.

3.3. Photoschaltbare Peptide und Proteine

Photoschalter, vor allem Azobenzole, wurden viel fiir die
Analyse des Faltens und Entfaltens von Peptidkonformatio-
nen mittels CD-, NMR-, zeitaufgeloster optischer Spektro-
skopie und MD-Simulationen eingesetzt.>***" Neue Ar-
beiten zur Regulierung von [}-Haarnadelstrukturen sind seit
2006 dazugekommen. Moroder und Mitarbeiter untersuchten
mit Azobenzol 20, das in der cis-Form eine f-I'-Kehre nach-
ahmt, die Faltung der -Haarnadel des Tryptophan-Zipper-
Motivs (Abbildung 13).7%3% Mit diesem Azobenzol-Linker

o
RITKPTGEGTFTTDT

20 Moroderi308-310] 21 Rick-Brauni®'331

Abbildung 13. Von Azobenzol abgeleitete Aminosaure fiir die Analyse
der B-Haarnadelfaltung und ein die PDZ-Doméne imitierendes Peptid
zur Photoregulation der NO-Synthase/Synthropin-Wechselwirkung.

konnte auch die Gruppe von Hilvert die Haarnadelfaltung
eines 36er Derivats des pankreatischen Polypeptids von
Vogeln effizient regulieren.® Durch die Vernetzung der
Thiolgruppen eines Kollagenpeptids mit der rigiden Azo-
benzolklammer 11 konnten Moroder et al. das Falten und
Entfalten einer Tripelhelix mit Licht regulieren.”>3%
Riick-Braun und Beyermann haben Azobenzol in ein
cyclisches Peptid eingebaut, das das p-Finger-Motiv der
neuronalen NO-Synthase imitiert (sieche Abbildung 13).
Dieses Motiv ist fiir die Wechselwirkung mit der PDZ-
Doméne von a-1-Syntrophin notwendig. trans-21 besal3 keine
Affinitét fiir die PDZ-Doméne, wihrend nach Isomerisierung
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zu cis eine beachtliche Affinitit des Peptids zu Syntrophin
festgestellt werden konnte (Kp=10.6 um).”" Die Inhibie-
rung der Wechselwirkung zwischen der NO-Synthase und
Synthropin durch cis-21 ermoglichte, durch eine Verminde-
rung der NO-Abgabe der Skelettmuskelzellen, eine licht-
kontrollierte Muskelfaserkontraktion, was auch eindrucks-
voll in vivo gezeigt werden konnte.['

2009 bewiesen Woolley etal. anhand der FynSH3-
Domine, dass das Screening von Proteinkristallstrukturen
nach geeigneten Stellen zur Mutation und Vernetzung eine
sehr effektive Methode fiir die Regulation groferer Peptide
oder sogar globuldrer Proteine mit einem Azobenzolschalter
sein kann.*™ In der Gruppe von Trauner werden ebenfalls
haufig Vernetzungsstellen (cross-linking sites) in spannungs-
gesteuerte lonenkanéle oder ionotrope Glutamat-Rezepto-
ren eingebaut, um die Rezeptorfunktionen eindrucksvoll mit
Agonisten, die iiber einen Azobenzol-Linker kovalent ver-
kniipft wurden, mit Licht zu regulieren. Zu diesem Thema
verweisen wir auf einen Ubersichtsartikel, der kiirzlich von
der Gruppe veroffentlicht wurde.®!® Pingoud et al. stellten
photoschaltbare =~ Varianten  der  Restriktionsenzyme
scPvull®”! und SsoIT®™® her. Durch Einfiihrung eines Ma-
leimidoazobenzols in der Nidhe des aktiven Zentrums konnte
durch Bestrahlung fiir Pvull eine 16-fache Zunahme an
DNA-Schneidaktivitdt erreicht werden. Driessen, Feringa
und Mitarbeiter beschrieben eine reversible Regulierung der
Proteintranslokation mit Licht, indem sie die laterale Pforte
(lateral gate) des Kanalproteins SecYEG mit einem Azo-
benzol-Linker vernetzten.P"!

3.4. Photoschaltbare Oligonukleotide und Nukleinsduren

In den meisten Féllen wurde Azobenzol zur reversiblen
Photoregulation von Oligonukleotiden verwendet. Vor allem
das System von Asanuma und Komiyama, bei dem Azoben-
zol iiber p-Threoninol als Riickgrat in DNAF? und RNAF!
(22, Abbildung 14) eingebaut werden kann, hat weite Ver-
wendung gefunden, wie z.B. zur Lichtregulation der Tran-
skription®*3! oder DNA-Ligation.’”! Der Baustein fiir die
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NN

0 24
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M |
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o
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OH .O G-Quadruplex-Bildung!®37]

Ogasawara & Maeda 26

0]

; ﬁ*@@

O

OH
29 |tol3%]

Abbildung 14. Reversibel photoschaltbare Nukleotidersatz-Bausteine zur Photoregulation der Oligonukleotid-Hybridisierung.
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Festphasensynthese von Oligonukleotiden ist inzwischen
kommerziell erhéltlich. Der Ansatz basiert auf der zusitzli-
chen Einfiigung des Restes 22 in die Basenstapelung, ohne die
anderen Reste zu verdriangen. Wihrend trans-Azobenzol den
DNA-Duplex durch Stapelwechselwirkungen stabilisiert,>!
fithrt eine Isomerisierung in die cis-Form zu einer Duplex-
Destabilisierung, was an einer erniedrigten Schmelztempe-
ratur fiir den Duplex erkannt werden kann. Fiir eine effizi-
ente Regulation der Duplex-Dissoziation mit Licht miissen
mehrere Reste eingefiihrt werden (z.B. 9 Reste fiir ein 20-
meres Oligonukleotid).*®! Asanuma et al. haben fiir die UV-
Isomerisierung auch die Bedeutung der Temperatur hervor-
gehoben, da die Photoisomerisierungsraten fiir die einge-
bauten Schalter nur moderat ausfallen. Arbeitstemperaturen,
die zwischen den Schmelztemperaturen des Duplex in der
trans- und der cis-Form liegen, optimieren die Effektivitit.*?")
Tan et al. stellten eine andere Strategie vor, um die Effizienz
der Photoisomerisierung zu steigern. Die Zugabe von Silber-
Nanopartikeln erhohte fiir ihren mit 22 modifizierten DNA-
Nanomotor™! die Umwandlung von geschlossen nach offen
von 20% auf bis zu 85%.°*! Durch die Verwendung eines
2',6'-Dimethylazobenzol-Restes (23) anstatt des unmodifi-
zierten Azobenzols konnten Asanuma und Mitarbeiter die
Halbwertszeit der cis-Form um das zehnfache (siche Ab-
schnitt 3.1) und auch AT,, um das dreifache erhchen.??!

Es wurden auch Versuche unternommen, andere photo-
schaltbare Systeme zur reversiblen Regulation der Duplex-
Hybridisierung zu nutzen. Von Ogasawara und Maeda
stammen photoschaltbare Desoxyguanosin-Derivate, die am
C8 mit Arylvinyl-Substituenten modifiziert sind (24-26, Ab-
bildung 14). Damit werden bei diesem Ansatz keine zusétz-
lichen Reste in ein Oligonukleotid eingefiigt. Die VergroBe-
rung der aromatischen Substituenten ergab eine vorteilhafte
Rotverschiebung fiir die trans/cis-Isomerisierung. Allerdings
fiihrte schon das Derivat 24 mit einem Styryl-Substituent in
der trans-Form zu einer leichten Duplex-Destabilisierung.?*!
Das Diarylethen-funktionalisierte 7-Deazaadenosin-Derivat
27 wurde von Jaschke et al. hergestellt, aber noch nicht fiir
den Einbau in DNA verwendet.®™ Uber Klick-Chemie
gelang Beyer und Wagenknecht die Einfithrung eines Spi-
ropyrans in DNA (28, Abbildung 14), allerdings zeigte es kein
photochemisches Verhalten mehr.*®!

Stafforst und Hilvert konnten mit Azobenzol-modifizier-
ten Peptidnukleinsduren (PNAs) die PNA/DNA-Hybridisie-
rung regulieren. Mit triplexbildenden PNAs gelang ihnen die
lichtregulierte Inhibierung der DNA-Transkription.* Es
wurden auch zwei neue interessante Ansitze zum reversibel
mit Licht regulierten Schneiden von RNA veroffentlicht.
Komiyama und Kuzuya wiesen nach, dass das durch Acridin
unterstiitzte Schneiden von RNA durch Lu**-Ionen mit Licht
reguliert werden kann, indem Acridin und benachbart Azo-
benzol in den Gegenstrang integriert werden.”! Stapel-
wechselwirkungen des Acridins mit dem Azobenzol in trans
verringerten die positionsselektive Aktivierung der RNA,
durch ein Schalten zum cis-Isomer wurden diese Wechsel-
wirkungen jedoch aufgehoben. Dadurch konnte eine ca. 14.5-
fach hohere intrinsische Akktivitidt fiir das cis-Isomer be-
stimmt werden. Vollstdndiges An- und Ausschalten des RNA-
Schneidens mit Licht gelang Asanuma und Mitarbeitern mit
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einem anderen Design.”*! Sie fiigten an beide Enden eines
DNAzyms komplementire Azobenzol-haltige Sequenzen an.
Durch Hybridisierung bildeten diese Stridnge einen verkeilten
Duplex, der die Schneidstelle des DNAzyms maskierte.
Durch trans-cis-Isomerisierung der Azobenzolreste wurde
dieser Duplex geoffnet und die Aktivitit des DNAzyms
wieder hergestellt.

Ogasawara und Maeda konnten die mRNA-Translation
von GFP effizient mit einem photoreaktiven 8-Naphthyl-
vinylguanosin-5'-Cap regulieren.’! In der trans-Form unter-
driickte dieses Cap vollstindig die Translation, da der sub-
stituierte Rest das aktive Zentrum des eukaryotischen In-
itiationsfaktors 4E blockierte. Nach Erzeugung der cis-Form
mit Licht von 410 nm erfolgte die GFP-Translation mit der
gleichen Effizienz wie mit einem normalen 5'-Cap.

Lichtreaktive Oligonukleotide eignen sich auch zur
Kontrolle von G-Quadruplex-Strukturen und wurden daher
fiir die Regulierung eines Thrombin-bindenden DNA-Apta-
mers verwendet (siche auch Abschnitt 2.4.2). Dieses Apta-
mer bildet in seiner aktiven Form ein G-Quadruplex und in-
hibiert die Thrombin-vermittelte Koagulation durch Binden
an dessen Exosite 1. Tan et al. konjugierten einen komple-
mentdren Azobenzol-modifizierten DNA-Strang iiber einen
Polyethylen-Linker an die Aptamersequenz.®* In trans hy-
bridisierte die komplementidre Doméine mit der Aptamerse-
quenz, wodurch die G-Quadruplex-Struktur und somit die
Funktion des Aptamers zerstort wurde. Durch das Schalten
der Azobenzole in die cis-Form wurde die Aptamerstruktur
wieder hergestellt und die Blutgerinnung unterdriickt. Durch
Substitution eines dG in der Quadruplexstruktur mit 8-Flu-
orenylvinyl-2'-desoxyguanosin 26 konnten Ogasawara und
Maeda ebenfalls die Thrombin/Aptamer-Wechselwirkung
reversibel mit Licht regulieren.*”

In einem interessanten Beitrag benutzten Ito et al. statt
des natiirlichen ATP fiir die In-vitro-Selektion eines RNA-
Aptamers gegen Hidmin das photoreaktive Adenosintri-
phosphat 29.5%! Mit der Isolierung einer Hamin-bindenden
Aptamersequenz wiesen sie nach, dass Verbindung 29 ein
geeignetes Substrat fiir die T7-RNA-Polymerase darstellt und
die resultierende RNA auch als Templat fiir reverse Tran-
skription dienen kann. Allerdings lie3 sich das Bindungsver-
halten nur méBig mit Licht regulieren, was auf eine unvoll-
stindige trans-cis-Isomerisierung zuriickgefiithrt wurde.

DNA als selbstorganisierendes (self-assembling) Material
ist auch zunehmend interessanter fiir die Entwicklung
»smarter Nanostrukturen und Nanomaschinen geworden.
Normalerweise muss, um strukturelle Anderungen oder
dreidimensionale Bewegungen in diesen Systemen zu bewir-
ken, ein externer Trigger, wie z. B. DNA-Kontrollstridnge oder
die Hydrolyse von ATP, zugefiigt werden, was ungiinstiger-
weise Abfall produziert. Als Losung dieses Problems, und
wegen ihrer hohen rdumlichen und zeitlichen Regulierbar-
keit, wurden auch hierfiir photoreaktive Oligonukleotide
eingesetzt. Tanaka und Mitarbeiter stellten lichtkontrollier-
bare DNA-Kapseln her, indem sie Azobenzole in die Ein-
zelstrangiiberhidnge von dreizackigen Sternmotiven einbau-
ten. Diese Kapselstrukturen wurden durch Stapelwechsel-
wirkungen der Azobenzole stabilisiert, brachen jedoch durch
Lichtisomerisierung zusammen.” Tan et al. konnten durch
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das lichtregulierte Binden eines Azobenzol-modifizierten
Einzelstrangs an eine im Tetraeder interne Haarnadelstruktur
die Erweiterung und Kontraktion einer tetraedrischen DNA-
Struktur kontrollieren.** Die gleiche Gruppe wies auch
nach, dass mit der lichtregulierten Hybridisierung komple-
mentédrer Azobenzol-modifizierter Oligonukleotide die Ori-
entierung und der Abstand von Enzymverbiinden moduliert
werden konnen. Dies wurde beispielshaft fiir das Glucose-
oxidase/Meerrettichperoxidase(HRP)-Multienzym-System
und fiir die Verkniipfung der Glucoseoxidase mit dem HRP-
DNAzym demonstriert.**

Ein weiterer Schritt zur Entwicklung hochkomplizierter
photoschaltbarer Nanomaschinen gelang kiirzlich Asanuma
et al.’*! Sie kombinierten zwei unterschiedlich substituierte
Azobenzole in einem DNA-Nanokonstrukt, mit dem sie
durch Bestrahlung bei verschiedenen Wellenldngen wippende
Bewegungen erzeugen konnten (Abbildung 15). Nach unse-
rem Kenntnisstand ist das hiermit das erste Beispiel fir wel-
lenldngenselektives Schalten verschiedener Azobenzole in-
nerhalb einer Probe.

370 nm m :r‘r‘r\W‘
l
450 nm Y
Y S
5
Chy
o 0
/
Hl NQAO nm o/m
EAb Y4
390 nm ‘
Abbildung 15. In einer mit Licht betriebenen DNA-Nanomaschine
konnten Schaukelbewegungen durch den Einbau zweier unterschiedli-
cher Azobenzole induziert werden. Die trans-2,6-Dimethyl-4-(methyl-
thio)azobenzol-4'-carbonsiure photoisomerisiert mit sichtbarem Licht,
wihrend fir die unsubstituierte trans-Azobenzol-4'-carbonsiure UV-

Licht benétigt wird. Vollstandige Dissoziation und Rehybridisierung er-
folgten mit Licht bei 370 nm und 450 nm.*

”2”_—H$H

4. Optogenetik

Die Optogenetik vereint eine Reihe von in den letzten
Jahren entwickelten Techniken, mit denen zum einen durch
Licht (,,Opto*) und zum anderen mithilfe von genetisch ko-
dierten photosensitiven Triggerproteinen (,,Genetik*, Abbil-
dung 16) die Kontrolle iiber Zellaktivitdten, vor allem in
Nervenzellen, erlangt werden kann. Dies steht im Gegensatz
zu den in den Abschnitten 2 und 3 beschriebenen Methoden,
fiir die chemische Synthese notwendig ist. Allerdings wurde
diese Abgrenzung durch den Ansatz der ,,optochemischen
Genetik“, die quasi eine Kombination beider Welten dar-
stellt, aufgeweicht. Fiir eine tiefere Auseinandersetzung mit
diesem Thema verweisen wir auf aktuelle Ubersichtsarti-
kel.B1%3%3] Aufgrund ihres vollkommen unterschiedlichen
Ansatzes macht die Optogenetik deutlich andere Bereiche
zugédnglich. Zum Beispiel erlaubt die Optogenetik, bei sich
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kein Effekt

Aktivierung
Aktionspotential
Transmitter-Freisetzung

Abbildung 16. Prinzip der Optogenetik: Heterologe Zellen, zum Teil
Nervenzellen, die normalerweise nicht auf Licht reagieren (links),
werden durch die gezielte Expression eines photosensitiven Proteins
heterologen Ursprungs (,Genetik") lichtsensitiv (,Opto*, rechts) ge-
macht. In dem Fall hier verursacht ein lichtaktivierter Kationenkanal
durch Depolarisation der Zelle das Feuern eines Aktionspotentials und
als Folge die Freisetzung eines Transmitters.

frei verhaltenden Tieren die Rolle einzelner Nervenzellen
oder neuronaler Ensembles fiir die Kontrolle des Verhaltens
oder dessen Aspekte zu ermitteln. Die Féahigkeit der geneti-
schen Kodierung lichtsensitiver Proteine gestattet es, spezi-
fisch nur die Zellen von Interesse, ja sogar einzelne in einem
dichten Netzwerk von Neuronen eingebettete Nervenzellen
anzusprechen. Auch wenn es durch Gentechnik nicht méglich
sein sollte, das optogenetische Protein nur in der Zielzelle zu
exprimieren, ermoglicht der technische Fortschritt, die Be-
strahlung auf diese Zelle oder Zelltyp zu beschranken bzw.
das Licht mit Mikrofasern tief ins Gewebe zu transportieren.
Es sollte nicht unerwéhnt bleiben, dass auch die Bildgebung
von Zellaktivititen mit genetisch kodierten Photosensoren
héufig zu dem Konzept der Optogenetik gezdhlt wird. Da
Bildgebung allerdings nicht in diesem Aufsatz behandelt
wird, verweisen wir den Leser auf eine Reihe exzellenter
Ubersichtsartikel zu diesem Thema.P*-34)

Die Grundidee zur Optogenetik wurde von mehreren
Forschern verfolgt, und mehrere Ansétze zur Losung des
Problems wurden entwickelt.?**37-3] Dije prominentesten
und wegen ihrer Einfachheit am hiufigsten verwendeten
Werkzeuge fiir die Kontrolle des Membranpotentials stellen
natiirliche Photosensorproteine der Rhodopsin-Familie dar.
Vor allem das Kanalrhodopsin-2 (ChR2), ein durch blaues
Licht gesteuerter Kationenkanal,®* und die durch gelbes
Licht gesteuerte Cl-Pumpe Halorhodopsin®®*! werden ein-
gesetzt, um Photodepolarisation bzw. Photohyperpolarisation
zu erhalten (Abbildung 17). Nachdem deutsche Wissen-
schaftler in 2002 und 2003 die ersten Beweise dafiir lieferten,
das Kanalrhodopsine direkt durch Licht gesteuerte Ionen-
kanile sind,P*®! erschienen 2005 die ersten technischen
Grundlagenuntersuchungen, die die Niitzlichkeit von ChR2
zur Depolarisation von Neuronen in der Zellkultur™ sowie
in lebenden Tieren,*>3% bei denen sogar ein Verhalten ver-
ursacht werden konnte,*! zeigten. Inzwischen werden diese
Werkzeuge, vor allem in den Neurowissenschaften, weitver-
breitet angewendet und weiter modifiziert (siche unten). In
einer Anzahl von Veroffentlichtungen wurden zusétzliche
optogenetische Werkzeuge zur Beeinflussung des Membran-
potentials, von Protein-Protein-Wechselwirkungen oder der
intrazelluliren Signalgebung eingefiihrt.?*>%! Wie schon
zuvor erwihnt, werden bei dem komplementidren Ansatz der
,optochemischen Genetik“ mithilfe der chemischen Biologie
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ChR2
Zytosol

Na*

Abbildung 17. Kanalrhodopsin (ChR2) und Halorhodopsin (NpHR)
sind hiufig verwendete mikrobielle Rhodopsine, um exogene multimo-
dale Kontrolle iiber neuronale Aktivitit zu erlangen. Der Kationenkanal
Kanalrhodopsin, der unter physiologischen Bedingungen vor allem
Na* transportiert, bewirkt eine Blaulicht-vermittelte Photodepolarisati-
on (links). Dagegen ist Halorhodopsin eine durch gelbes Licht getrie-
bene, einwirts gerichtete CI™-Pumpe und erméglicht somit Photo-
hyperpolarisation. Beide benétigen all-trans-Retinal als Chromophor.

lichtschaltbare Liganden an genetisch modifizierte Ionenka-
néle angebracht, um eine optische Kontrolle zu erhalten — gut
beschrieben in aktuellen Ubersichtsartikeln®'****) und nicht
Teil dieses Abschnitts. Als Essenz hat die Optogenetik also
kein geringeres Ziel als das Verstdndnis der Rolle von Neu-
ronen in Schaltkreisen, bei der Beeinflussung des Verhaltens
oder im Rahmen hoherer Gehirnfunktionen, durch die Sti-
mulierung bzw. Inhibierung bestimmter Neuronen oder
Neuronenverbdnde mit Licht, und zwar im Wesentlichen
nicht-invasiv und auf neuronalen Zeitskalen. Die Beobach-
tung neuronaler Aktivitdt mithilfe genetisch kodierter Sen-
soren erlaubt das parallele Aufzeichnen der Aktivitét vieler
Neuronen und kann zum Teil mit optischen Methoden zur
Manipulation der Zellaktivitit kombiniert werden. Daher hat
die Optogenetik in den letzten Jahren die Forschung in den
Neurowissenschaften (bzgl. der Ubertragung an Synapsen,
neuronaler Schaltkreise, ganzer Nervensysteme und des
Verhaltens) und auch dariiber hinaus in der allgemeineren
Zellbiologie revolutioniert. Veroffentlichungen, in denen
optogenetische Techniken verwendet werden, nehmen rasant
zu (>300 zum Zeitpunkt des Verfassens dieses Aufsatzes).
Daher ist hier eine umfassende Beschreibung des Gebiets
nicht moglich und wir bitten daher alle Kollegen, deren
Arbeit eventuell unerwihnt bleibt, um Nachsicht.

4.1. Methoden zur Stimulation oder Inhibition von Neuronen
durch Anderung des Membranpotentials mithilfe genetisch
kodierter Sensoren heterologen Ursprungs

4.1.1. Die Drosophila-Photorezeptor-Kaskade und das Phototrig-

gern von Liganden fiir orthogonale Rezeptoren

Miesenbock und Mitarbeiter brachten 2002 eine Verof-
fentlichung heraus, die vielleicht als die Geburt der Optoge-
netik, wie wir sie heute verstehen, betrachtet werden kann.”*
Sie ,transplantierten” die Photorezeptorkaskade aus den
Augen von Drosophila in Wirbeltierneurone. Bei den ersten
Versuchen wurden 10 verschiedene Gene transferiert, wih-
rend man spéter das zur Stimulierung von Zellen notwendige
Set auf die Coexpression von Arrestin, Rhodopsin und der
zugehorigen a-Untereinheit des heterotrimeren Gq-Proteins
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(,,chARGe*) einschrinken konnte. In Wirbeltierneuronen
reagierte dieses System auf Licht mit der Aktivierung von
Rhodopsin, welches dann das Drosophila-Gog-Protein zu-
sammen mit den Wirbeltier-Gf3- und -y-Untereinheiten re-
krutierte. Die aktivierten G-Proteine induzierten wohl durch
Kopplung an die Phospholipase C die Erzeugung der Se-
kundirbotenstoffe Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP;) und Di-
acylglycerol (DAG), die einen Membranstrom (Depolarisa-
tion der Zelle) und eine Erhohung der intrazelluldren Ca®"-
Konzentration bewirkten und damit die Ausschiittung sy-
naptischer Transmitter triggerten. Diese bahnbrechende
Arbeit demonstrierte zum ersten Mal das Prinzip der Opto-
genetik. Allerdings fand das System noch keine breite Ver-
wendung und war, mit der Erzeugung neuronaler Pulse erst
nach einigen Sekunden, noch vergleichsweise langsam. Auch
ebbte die neuronale Aktivitit in der Dunkelheit nur langsam
ab. Um diese Méngel zu tiberwinden und trotzdem Licht als
einen schnellen Trigger fiir Nervenzellen zu verwenden, sowie
die genetische Kodierbarkeit zu erhalten, exprimierten Mie-
senbock und Mitarbeiter fremde ligandengesteuerte Ionen-
kandle in den Wirtorganismus (Wirbeltierneurone und
Fruchtfliegen). Hierbei handelt es sich um purinerge P,X,-
Rezeptoren oder Vanilloid-Rezeptor-Kanéle der TRP-Fami-
lie (TRPV), und sie setzten dann die Liganden dieser Kanile
(ATP bzw. Capsaicin) mit Licht frei. Damit konnten Akti-
onspotentiale und sogar Verhalten rasch hervorgerufen
werden.P®?3] Da es allerdings notwendig ist, die photolabil
geschiitzten Liganden in lebende Tiere einzubringen, ist die
Anwendbarkeit dieser Methode beschrinkt.

4.1.2. Mikrobielle Rhodopsine

In 2002 und in 2003 wiesen Nagel, Hegemann, Bamberg
und Mitarbeiter nach, dass mikrobielle Rhodopsine von
Chlamydomonas reinhardtii, wegen ihrer Bedeutung fiir die
Phototaxis dieser griinen Algen bekannt, direkt als lichtge-
steuerte Kationenkanile arbeiten.?**'! Daher wurden die
zwei Proteine in Kanalrhodopsine (ChRs) umgetauft; ChR1
zeigte eine hohere Durchléssigkeit fiir Protonen und ChR2
zeigte zusitzlich eine deutliche Leitfdhigkeit fiir Na* und zu
geringen Teilen fiir Ca**, wobei beide am besten mit blauem
Licht aktiviert werden konnten (ChR1~500nm; ChR2
~470 nm). Wihrend diese Funde zunéchst auf groBe Skepsis
stieen, wurde doch schnell ihre Bedeutung erkannt, da sie
das gesamte Gebiet der Optogenetik erst breit anwendbar
und experimentell leicht durchfithrbar machten. Besonders
ChR2, das auch nach Kappung bei Aminosdure 315 als li-
gandengesteuerter Kanal agiert, lie3 sich gut in heterologen
Zellen exprimieren. Nagel und Mitarbeiter konnten dann
auch fir ,fremde“ Systeme wie Xenopus-Oocyten und
HEK?293-Zellen zeigen, dass sie durch die Expression von
ChR2 photo-depolarisierbar gemacht werden kénnen (Ab-
bildung 17).5*! AuBerdem benstigen ChRs einzig all-trans-
Retinal als Cofaktor, von dem sich herausstellte, dass er in
Séugetierzellen ausreichend vorhanden ist oder leicht dem
Kulturmedium fiir Zellen oder ganze Tiere (Nematoden,
Fliegenlarven) zugefiigt werden kann. Daher prognostizier-
ten Nagel et al. schon 2003, dass ,,... expression of ChR2 in
oocytes or mammalian cells may be used as a powerful tool to
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increase cytoplasmic Ca’* concentration or to depolarize the
cell membrane, simply by illumination.“P*!

Die groBe Niitzlichkeit von Kanalrhodopsin-2 zur Pho-
tostimulation von Neuronen wurde von mehreren Forschern
in den Neurowissenschaften erkannt, und die ersten erfolg-
reichen Anwendungen in Nervenzellen erschienen in 2005:
Boyden und Deisseroth publizierten einen Beitrag im
Sommer 2005,%? in dem sie von einer Photodepolarisation
von Nagetierneuronen, die die Zellen zum Feuern veran-
lasste, sowohl in der Zellkultur als auch in Gehirnschnitten
berichteten. Im Dezember 2005 zeigten Hegemann, Land-
messer und Herlitze in Neuronen des Hippocampus, aus dem
Riickenmark von Hiithnern und sogar in Embryonen, einen
dhnlichen Effekt und sogar die Erregung von Muskel-
zuckungen,®3 und Nagel, Bamberg und Gottschalk konnten
ebenfalls im Dezember 2005 mit ChR2 die Lichtkontrolle von
Muskeln, Neuronen und des Verhaltens in dem Nematoden
C. elegans demonstrieren.’>! 2006 bewiesen Yawo und Mit-
arbeiter, dass die Photoaktivierung von ChR2 zu einer De-
polarisierung von Neuronen in der lebendigen Maus fithren
kann,*** und Pan und Mitarbeiter gelang die Expression von
ChR2 in den inneren Retinalneuronen (bipolare Zellen und
retinale Ganglienzellen) eines Mausmodells der Retinitis
pigmentosa.’® Diese Tiere sind aufgrund der Degeneration
ihrer Photorezeptorzellen blind. Durch die Anwendung von
Licht in der ChR2-transgenen Retina wurden allerdings Si-
gnale zum optischen Cortex weitergeleitet, was auf eine teil-
weise Wiederherstellung der optischen Signaltransduktion in
das Zentralnervensystem schlieen lie3. Die erste Anwen-
dung von ChR2 in Drosophila-Larven, ebenso 2006, zeigte
die Moglichkeit auf, durch Optogenetik Lernverhalten zu
induzieren,®® und 2008 wurden in einer Publikation von
Engert und Mitarbeitern ChR2-induzierte Verhaltensweisen
in Zebrabirblingen nachgewiesen. )

Weitere bedeutende Anwendungen von ChR2 im Na-
gerhirn folgten. 2007 berichtete Feng et al. von einer trans-
genen Maus, die ChR2 in verschiedenen Nervenpopulationen
exprimierte, und von der ersten Anregung von (olfaktori-
schen) Neuronen in einer lebenden Maus.”®! Svoboda und
Mitarbeiter benutzten ChR2 zur Stimulierung von Neuronen
in Mausehirnschnitten, um weitreichende funktionelle Ver-
bindungen zu kartieren,”® und Oertner et al. konnten mit
Licht synaptische Plastizitit bewirken.F"! Weiterhin wurde
von einer Anwendung zu Stimulierung von Neuronen des
primédren Motorcortex berichtet, bei der unter der Verwen-
dung von Mikofasern das Licht in den Tierschiddel gebracht
wurde — mit spektakuldren Effekten: Auf wenig verstandene
Weise fiihrte die Photoaktivierung von Zellen der rechten
Hemisphire des Motorcortex dazu, dass die Maus sich im
Uhrzeigersinn drehte, wihrend eine Bestrahlung der linken
Hemisphére solange eine Drehung gegen den Uhrzeigersinn
verursachte, bis die Bestahlung beendet wurde.*”"!

2007 wurde ein weiterer Meilenstein fiir die Optogenetik
beschrieben: Zwei Berichte, einer von Boyden et al.,*™ der
andere als Ergebnis einer gemeinsamen Studie der Gruppen
von Bamberg, Gottschalk und Deisseroth,”” zeigten den
Nutzen von Halorhodopsin (NpHR) aus Natronomonas
pharaonis, einer durch gelbes Licht regulierten Cl™-Pumpe,
zur Hyperpolarisierung von Neuronen in Kultur, in Hirn-
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schnitten und in lebendigen C. elegans. Hierdurch lieBen sich
unmittelbar durch das Neuron bewirkte Verhaltensweisen
blockieren (Abbildung 17). Weiterhin wurde gezeigt, das
NpHR und ChR2 gleichzeitig, jedoch unabhingig voneinan-
der, zur Hyper- bzw. Depolarisation ein- und derselben Zelle
genutzt werden konnen, und somit bidirektionale Kontrolle
ermoglichen. Halorhodopsin wurde seitdem in mehreren
eleganten Studien eingesetzt, z.B. bei der Erzeugung einer
transgenen Maus, die permanent eine Halorhodopsin-Vari-
ante mit verbesserter Membraninsertion exprimiert,”” sowie
in der Retina von Retinitis-pigmentosa-Mausen, wo NpHR
eine Hyperpolarisation der iibrig gebliebenen Photorezepto-
ren bewirkte und somit die natiirliche Reaktion auf Licht
nachstellte.’”! Als eine Erweiterung des Sets an hyperpola-
risierenden optogenetischen Werkzeugen wurde von der
Boyden-Gruppe die Verwendung von mikrobiellen auswarts
gerichteten Protonenpumpen etabliert, im Speziellen Ar-
chaerhodopsin (,,Arch®) aus Halorubrum sodomense, sowie
die Protonenpumpe des Pilzes Leptosphaeria maculans
(»,Mac*).P SchlieBlich wurden auch optogenetische Werk-
zeuge fiir die Expression in Primaten erzeugt, die neuronales
Feuern aktivieren oder inhibieren konnen, aber bisher keine
makroskopischen Verhaltensinderungen bewirkten.?’*377)

Die Niitzlichkeit dieses optogenetischen Riistzeugs hat
groBen Eindruck hinterlassen, sodass viele Forscher anfingen,
es fiir verschiedene Zwecke, nicht nur zur Zellaktivierung,
sondern auch zur Untersuchung der synaptischen Plastizi-
titt" oder der chemischen Ubertragungen an Synap-
sen, P31 einzusetzen. Bei der Verwendung mikrobieller
Rhodopsine wurde schnell erkannt, dass dieses Set nicht
perfekt ist und dass weitere Werkzeuge niitzlich wiren. Daher
haben einige Forscher im Fundus der Natur nach weiteren
Rhodopsinen, mit z.B. anderen spektralen Eigenschaften
gesucht, um eine Rotverschiebung der Anregung zu errei-
chen.P* 31 Weiterhin wurde ChR2 modifiziert und mutiert,
um Proteine mit anderen Kinetiken,?** Jonenleitfsihig-
keiten fiir z. B. Ca?* "%l oder einer verbesserten Leitfahigkeit
bzw. Expression zu erhalten.®® Vor kurzem konnte die
funktionelle Fusion zweier Rhodopsine verwirklicht werden,
die hochprézise die optische Anregung und Inhibierung in der
gleichen Zelle erlaubt, da die relativen Expressionsmengen
der Ausloser der De- und Hyperpolarisation konstant blei-
ben.’® Die kiirzlich veroffentlichte Kristallstruktur einer
Chimire aus ChR1 und ChR2 diirfte die Entwicklung wei-
terer ChR-Varianten, mit verdnderten Ionenleitfdhigkeiten
oder -spezifititen bzw. spektralen und kinetischen Eigen-
schaften, beforden.*!

Viele technisch versierte Berichte befassen sich mit ver-
schiedenen Aspekten der Nutzung von Optogenetik basie-
rend auf Rhodopsinen: Die Einbringung von Licht bei Neu-
ronen in tiefen Bereichen des Nagergehirns wurde durch
Implantierung diinner Lichtfasern®"*"! sowie komplizierte-
rer Apparaturen, die Licht an verschiedene Stellen und
Tiefen im Gehirn transportieren kénnen,™! erméglicht. Um
tiefer in lebendes Gewebe einzudringen, wire eine Anregung
mit Rot- oder IR-Licht wiinschenswert, daher befassen sich
einige Arbeiten mit der Zweiphotonenanregung von
ChR2.*>31 Andere Wissenschaftler haben Methoden zur
Anregung individueller Neuronen in frei beweglichen trans-
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parenten Nematoden erarbeitet, um (einzel-)zellspezifische
Verhaltenseffekte hervorzurufen.”**3* Komplexe Belich-
tungsmuster wurden in S&dugetierneuronen verwendet, um
nur Teile einer Zelle zu stimulieren oder um so viele Re-
zeptoren wie moglich in der kleinen Flidche des Zellkorper
einer Nervenzelle anzuregen,[¥3%3%

SchlieBlich wurden die therapeutische Anwendbarkeit
von Rhodopsinen und ihre Brauchbarkeit als Werkzeuge fiir
die medizinische Forschung untersucht. Erste Versuche, eine
visuelle Prothese auf Kanal- oder Halorhodopsin basierend in
dem Modell von Retinitis pigmentosa zu entwickeln, wurden
vorgestellt.”*>3+3%1 Mithilfe von optogenetischen Mitteln
konnten Neuronen identifiziert werden, mit deren Stimula-
tion im Nagermodell die Milderung von Parkinson-Sympto-
men,P® die Wiederherstellung der Atmung nach Riicken-
marksverletzungen®™! und die Frequenzsteuerung von
Herzmuskelgewebe mit Licht!*"! gezeigt werden konnten.

4.2. Methoden zur Beeinflussung intrazellulérer Signalwege und
von Sekunddrbotenstoffen

Der anféngliche Erfolg der Optogenetik mit Rhodopsinen
und anderen lichtsensitiven Proteinen heterologen Ursprungs
entfachten eine Suche nach weiteren natiirlichen Proteinen,
mit denen zellulire Prozesse in heterologen Zellen beein-
flusst werden konnen. Sekundérbotenstoffe und ihre Signal-
wege spielen eine entscheidende Rolle fiir unzéhlige Prozesse
in der Zellbiologie, von der Einstellung des Membranpoten-
tials, von Ionenkonzentrationen und der Zellmotilitét, bis hin
zur Genexpression und dem Wachstum bzw. der Teilung der
Zelle. Dies geschieht meist als Reaktion auf exogene Sig-
nalmolekiile. Daher wurden diese Signalwege mit optogene-
tischen Methoden untersucht. G-Protein-gekoppelte Rezep-
toren (GPCRs) aktivieren in der Regel intrazelluldre hete-
rotrimere G-Proteine, die dann zur Erzeugung von Sekun-
darbotenstoffen Effektorproteine aktivieren. Rhodopsin, der
natiirliche Photosensor der Retina, zidhlt zu den GPCRs.
Daher wurde es benutzt, um in Zellen, die diesen Photo-
rezeptor normalerweise nicht besitzen, Signalwege zu regu-
lieren, die auf eine Aktivierung durch das gleiche Ga(G;,)-
Protein reagieren, an welches auch Rhodopsin koppelt.’*!
Spiter wurde dieses Konzept erweitert: Die cytosolischen
Rhodopsindoméinen wurden mit entsprechenden Doménen
weiterer GPCRs, die an andere G-Proteine koppeln, ausge-
tauscht, wodurch sogenannte ,opto-X-Rs“ erzeugt
wurden.P*®

Ein anderer optogenetischer Ansatz benutzt lichtakti-
vierbare Enzyme, die direkt Sekundérbotenstoffe, ndmlich
cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP), erzeugen. Diese
photoaktivierbare Adenylatcyclase (PAC) wurde zum Indu-
zieren neuronaler Antworten in der Fruchtfliege und zum
Verstirken der synaptischen Ubertragung in C. elegans ver-
wendet. Im Unterschied zu der starken Photostimulation
durch ChR2 wird dabei bemerkenswerterweise das ,,intrinsi-
sche® Programm des Nervensystems nicht komplett iiberla-
gert, sondern nur verstiarkt, was somit eine zusitzliche Qua-
litiit an optogenetischer Kontrolle darstellt.****7 Inzwischen
wurde eine wirksamere photostimulierte Adenylatcyclase
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entdeckt und in Sdugetierneuronen verwendet.*!! Ein #hn-
liches Enzym fiir die Produktion von cGMP konnte erzeugt,
aber noch nicht in Tierzellen getestet werden.[**!

Intrazelluldare Signalwege, die als Antwort auf extrazel-
luldre Liganden in Gang gesetzt werden, involvieren hiufig
Protein-Protein-Wechselwirkungen. Solche Wechselwirkun-
gen konnten lichtregulierbar gemacht werden, indem die
entsprechende Protein-Wechselwirkungsdoméne mit einer
konformationell photoschaltbaren Proteindoméne, der LOV-
Domine (light, oxygen, voltage) maskiert wurde.’™ Diese
kleine Proteindoméne enthilt einen durch blaues Licht an-
regbaren Flavin-Chromophor, der durch Bestrahlung eine
Konformationsdnderung bewirkt, bei der die Bindung einer
a-Helix an die Flavin-Bindungsdoméne aufgehoben wird.
Dies kann z.B. dazu dienen, eine Wechselwirkungsdoméne
bei einem Protein freizulegen, das iiber diese a-Helix mit der
LOV-Doméine fusioniert wurde. So konnten die kleinen G-
Proteine rac und cdc42, die beide an der Steuerung der
Zellbeweglichkeit und dem Umbau des Zytoskeletts beteiligt
sind, adressiert werden, wodurch eine Kontrolle iiber zellu-
lire Bewegungen und Struktur erreicht wurde.”! Auch
wurde dieser Ansatz erfolgreich benutzt, um ein lichtregu-
liertes Einkomponenten-Genexpressionssystem zu erhal-
ten.*”! Zudem wurden andere photosensitive, genetisch ko-
dierte Systeme erzeugt, die die Kontrolle von Protein-Pro-
tein- und Protein-Ligand-Wechselwirkungen in vivo erlau-
ben.[360‘361]

5. Ausblick

Wie wir gezeigt haben, gibt es drei grundlegend ver-
schiedene Strategien fiir die Regulation von (bio)molekula-
ren Prozessen mit Licht, und alle haben ihre eigenen Vor- und
Nachteile. Photoaktivierung (,,uncaging®) ist zumindest
theoretisch einfach zu realisieren, jedoch inhédrent irreversi-
bel. Wenn man jedoch die funktionellen Gruppen in einem
Molekiil, die fiir dessen Aktivitidt verantwortlich sind, voll-
stindig mit photolabilen Schutzgruppen modifiziert, und
wenn deren Abspaltung gut funktioniert, sind hervorragende
An/Aus-Verhiltnisse moglich. Photoschalten ist reversibel,
aber es ist schwierig, fiir die Einfiihrung des reversiblen
Photoschalters genau das richtige Konzept zu finden, denn
dieser muss mit seiner Photoisomerisierung die zu regulie-
rende Aktivitdt vollstindig dominieren. Ferner wurde der
ideale Photoschalter vermutlich noch nicht gefunden. Ein
solcher konnte ohne Ermiidungserscheinungen in Wasser ar-
beiten, konnte vollstdndig zwischen den beiden Photoisome-
ren hin und her geschaltet werden, und die beiden Isomere
hitten groBe Unterschiede in ihrer Polaritét, Leitfdhigkeit
oder ihren mechanischen Eigenschaften z.B. als Scharnier.
Trotz dieser Probleme auf beiden Feldern wurden bereits
ausgekliigelte Experimente durchgefiihrt, wie wir hoffentlich
hier zeigen konnten. Dariiber hinausgehend wurden gerade in
den letzten Jahren intelligente Konzepte entwickelt, die die
Grenzen zwischen diesen Ansédtzen anfangen aufzuheben — so
wie wir es in den Abschnitten 2.1.2 und 2.1.3 zu den Themen
Zweiphotonen- und wellenlédngenselektive Photoaktivierung
gezeigt haben. Der Optogenetik-Ansatz ist insofern vollig
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anders, als er nicht auf chemische Synthese sondern auf en-
dogen exprimierbaren Systemen aufbaut. Vorteile sind, dass
optogenetische Proteine Zell(typ)-spezifisch adressierbar
sind und kaum andere zelluldre Prozesse behindern. Aller-
dings lassen sich optogenetische Werkzeuge nicht auf be-
stimmte Zellkompartimente beschrianken, weswegen die er-
zeugten Signaleffekte sich deutlich von Signalen unterschei-
den konnen, die von endogenen, lokalisierten Ionenkanélen
vermittelt werden. Da die Optogenetik sich nicht nur auf
Ionenkanile oder -pumpen beschrinkt und die Natur auBler-
ordentlich reich an lichtsensitiven Proteinen ist, wartet diese
Ressource geradezu darauf, in neuen optogenetischen An-
sdtzen Verwendung zu finden. Auch was die Optogenetik
betrifft, wurden die Grenzen zu den anderen beiden Gebieten
durch Ansétze wie die optochemische Genetik aufgeweicht.
Es wird spannend sein, zu sehen wie weitere dieser verbrii-
ckenden Konzepte in der Zukunft entwickelt werden, so wie
z.B. in einer sehr neuen Studie von Moore et al. Photoakti-
vierung ,,ohne Licht“ tief in einem Organismus durch Che-
renkov-Strahlung von 2-Desoxy-2-["*F]-p-glucose realisiert
wurde."™ Die groBe Herausforderung in allen drei Dominen
liegt unserer Meinung nach in deren Interdisziplinaritit, und
sie sind alle auf einen intensiven Austausch zwischen theo-
retischen Vorhersagen, Optik und Spektroskopie, praparati-
ver Chemie, Biochemie, Biologie oder sogar Medizin ange-
wiesen. Da diese Spanne schwer zu iiberbriicken ist, bleiben
allzu oft brillante Konzepte nach einer Grundsatzstudie
stehen. Es ist unsere Hoffnung, dass dieser Aufsatz dazu
beitragen kann, dass der Faden solcher Studien wieder auf-
genommen wird. Auf jeden Fall sind wir davon iiberzeugt,
dass wir in eine leuchtende Zukunft blicken, mit sténdig raf-
finierter und subtiler werdenden Werkzeugen fiir das Studium
von (biologischen) Prozessen.
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