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Zusammenfassung: Neurotransmittergesteuerte Rezep-

toren sind auf vielfältige Weise an der synaptischen Si-

gnalleitung und Modulation beteiligt. Am Beispiel der 

Glutamatrezeptoren wird schnell deutlich, dass diese 

Rezeptorfamilien eine enorme Diversität aufweisen und 

es daher eine große Herausforderung bleibt, die unter-

schiedlichen Funktionen nah miteinander verwandter 

Rezeptorsubtypen aufzuklären. Pharmakologische und 

genetische Methoden werden zunehmend durch optoge-

netische Ansätze ergänzt, welche es erlauben, das Rezep-

torsignaling mit Licht zu manipulieren. Am Beispiel der 

Glutamatrezeptoren lege ich dar, wie kovalent verankerte 

photoschaltbare Liganden genutzt werden können, um 

einzelne Rezeptorsubtypen mit hoher räumlicher und zeit-

licher Präzision in ausgewählten Zellen zu kontrollieren. 

Mit diesen und ähnlichen Techniken eröffnen sich neue, 

vielversprechende Möglichkeiten, die Funktion bestimm-

ter Rezeptoren im Nervensystem zu untersuchen.

Schlüsselwörter: G-Protein-gekoppelte Rezeptoren; Gluta-

matrezeptoren; ligandengesteuerte Ionenkanäle; Optoge-

netik; Optopharmakologie

Einleitung

Unser Nervensystem ist ein ausgesprochen komplexes und 

leistungsstarkes Organ. Seine Leistungsfähigkeit ist auf 

eine Vielzahl verschiedener molekularer Mechanismen, 

Zelltypen und Verbindungen zwischen spezialisierten 

Hirnregionen zurückzuführen. Diese Diversität zu erfas-

sen und zu katalogisieren, dürfte ein wichtiger Schlüssel 

für das Verständnis physiologischer und pathophysiologi-

scher Hirnfunktionen sein.

Aktuelle experimentelle Ansätze zielen darauf ab, 

dieser Komplexität auf allen Organisationsebenen gerecht 

zu werden, beispielsweise indem man versucht, die ver-

schiedenen Zelltypen und Verbindungen mithilfe geneti-

scher Methoden genauer zu kartieren. Ein wichtiger For-

schungsgegenstand bleiben auch die verschieden Formen 

der Signalprozessierung innerhalb einzelner Neurone und 

Synapsen. Zu diesem Zweck wäre es nicht nur hilfreich, 

die Transmission und Integration von Signalen auf der 

Ebene einzelner Synapsen messen und visualisieren zu 

können, d.  h. im Größenbereich einzelner Dornenfortsätze 

(<1  μm) und auf schnellen Zeitskalen (Millisekunden), 

sondern auch, diese Prozesse mit hoher Präzision manipu-

lieren zu können. In diesem Übersichtsartikel beschreibe 

ich, welche Herausforderungen mit der Untersuchung der 

an der synaptischen Transmission und Modulation betei-

ligten Rezeptoren einhergehen und erläutere, wie neue, 

lichtkontrollierte Werkzeuge genutzt werden können, 

um die Funktion einzelner Rezeptorsubtypen besser zu 

verstehen. Den Schwerpunkt lege ich auf lichtgesteuerte 

Glutamatrezeptoren (GluRs), die Fragestellungen und me-

thodischen Ansätze sind jedoch allgemein auf neurotrans-

mittergesteuerte Rezeptoren anwendbar.

Herausforderungen und klassische 
Methoden für die Funktionsunter
suchung neurotransmitter
gesteuerter Rezeptoren

Die molekularen Ereignisse, die der synaptischen Transmis-

sion, Integration und Plastizität zugrunde liegen, werden 

seit geraumer Zeit untersucht. Die Wirkung der verschie-

denen chemischen Neurotransmitter wurde früh erkannt, 

und mittels intensiver Klonierungsstudien konnten die  

Rezeptoren identifiziert werden, die diese Signale dekodie-

ren. Die meisten Neurotransmitter werden von zwei Rezep-

torklassen detektiert: erstens, ionotropen Rezeptoren, bei 
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denen es sich um ligandengesteuerte Ionenkanäle handelt, 

die einen Stromfluss vermitteln, und zweitens, metabotro-

pen Rezeptoren, die zur Klasse der G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren (GPCRs) gehören, welche über die Aktivierung 

von G-Proteinen Sekundärbotenstoffe kontrollieren. Ein 

typisches Beispiel ist Glutamat, der wichtigste exzitatori-

sche Neurotransmitter und ein wichtiger Neuromodulator 

im zentralen Nervensystem von Wirbeltieren, das von iono-

tropen GluRs (iGluRs) und metabotropen GluRs (mGluRs) 

detektiert wird (Abbildung  1A). Beide Rezeptorklassen 

umfassen eine Vielzahl verschiedener Subtypen und Iso-

formen mit unterschiedlichen Eigenschaften (Monyer et 

al., 1991; Hollmann und Heinemann, 1994; Traynelis et al., 

2010; Reiner und Levitz, 2018). Ihre funktionelle Diversität 

wird durch die Bildung von heteromeren Rezeptoren und 

die Assoziation mit akzessorischen Untereinheiten und 

Gerüstproteinen noch erhöht (Schwenk et al., 2012; Jacobi 

und von Engelhardt, 2017).

Die physiologischen Funktionen der einzelnen iGluR- 

und mGluR-Subtypen zu bestimmen, bleibt eine große He-

rausforderung. Viele Rezeptorsubtypen sind im Nervensys-

tem weit verbreitet und die meisten Neurone exprimieren 

verschiedene Rezeptoruntereinheiten, die sich auch inner-

halb einzelner Zellen unterschiedlich lokalisieren. So treten 

beispielsweise iGluRs, die dafür bekannt sind, erregende 

postsynaptische Depolarisationen zu erzeugen, auch in 

präsynaptischen Endungen und in Gliazellen auf, was auf 

zusätzliche Funktionen im Bereich der Neuromodulation 

und Gliotransmission hindeutet (Reiner und Levitz, 2018). 

Komplex wird die Situation auch dadurch, dass die Rezep-

torpopulationen und deren Zusammensetzung an den ein-

zelnen Synapsen nicht statisch, sondern variabel ist. Diese 

Anpassungsmechanismen ermöglichen die Integration 

verschiedener Signale und bilden somit die Grundlage für 

die synaptische Homöostase und Plastizität. Eine solche 

Komplexität ist nicht nur bei GluRs, sondern auch bei den 

meisten anderen neurotransmittergesteuerten Rezeptoren 

zu finden. Zusammenfassend kann festgestellt werden, 

dass wir oftmals keine genaue Kenntnis darüber haben, 

wie die einzelnen Subtypen einer Rezeptorfamilie zu den 

verschiedenen physiologischen Funktionen beitragen.

Für die funktionelle Analyse von neurotransmitter-

gesteuerten Rezeptoren stehen im Wesentlichen phar-

makologische und genetische Methoden zur Verfügung 

(Abbildung  1 B, C). Pharmakologische Wirkstoffe, also 

Agonisten, Antagonisten, allosterische Modulatoren und 

Blocker, erlauben es, die Rezeptoraktivierung zu beeinflus-

sen und somit auf die physiologische Funktion zu schlie-

Abb. 1: Neurotransmittergesteuerte Rezeptoren am Beispiel einer glutamatergen Synapse und experimentelle Untersuchungsmöglichkei- 

ten. A: Verschiedene ionotrope und metabotrope Glutamatrezeptorsubtypen, iGluRs (blau/grün) und mGluRs (violet), sind postsynaptisch, 

aber auch präsynaptisch und auf Gliazellen, hier einem Astrozyten, lokalisiert. Die Funktionen der einzelnen GluRs, die an der synaptischen 

Transmission, Homöostase und Plastizität beteiligt sind, sind daher nur schwer voneinander abzugrenzen. B: Pharmakologische Manipula-

tionen können zwischen einem Teil der verschiedenen Rezeptorsubtypen unterscheiden, aber nicht zwischen Rezeptoren in verschiedenen 

Zellen und synaptischen Kompartimenten. C: Genetische Methoden, wie z.  B. der Knockout von Rezeptoren, bieten hingegen höchstmög-

liche Spezifität, aber nur eine geringe Zeitauflösung.
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ßen. So wurden beispielsweise die iGluR-Agonisten AMPA 

(α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionsäure), 

Kainat und NMDA (N-Methyl-D-Aspartat) genutzt, um die 

entsprechenden iGluR-Unterfamilien zu unterscheiden 

und einzuteilen. Trotz intensiver Bemühungen, Substan-

zen mit hoher Selektivität für einzelne Rezeptorsubtypen 

zu entwickeln, ist es jedoch weiterhin nicht möglich, die 

verschiedenen iGluR-Subtypen getrennt voneinander 

zu aktivieren oder zu inhibieren (Traynelis et al., 2010). 

Ferner kann durch die Applikation pharmakologischer 

Substanzen nicht zwischen Rezeptoren in verschiedenen 

Zelltypen oder in verschiedenen synaptischen Komparti-

menten unterschieden werden (Abbildung  1B), um z.  B. 

prä- von postsynaptischen Effekten zu trennen.

Genetische Manipulationen stellen einen komple-

mentären Ansatz dar, um die Rolle neurotransmitterge-

steuerter Rezeptoren zu untersuchen. Sie erlauben es, die 

Expression einzelner Rezeptoruntereinheiten zu unter-

binden, zu verringern oder zu erhöhen, oder modifizierte 

Rezeptoruntereinheiten einzuführen (Luo et al., 2018). Die 

genetische Manipulation beschränkt sich auf die jeweilige 

Rezeptoruntereinheit und kann z.  B. durch Verwendung 

von bestimmen Treiberlinien, Promotoren oder stereo-

taktischen Injektionen auch auf ausgewählte Zellen oder 

Hirnareale beschränkt werden (Abbildung 1C). Transgene 

Tiere und virusbasierte Werkzeuge, die heute in großer 

Zahl zur Verfügung stehen, machen diesen Ansatz be-

sonders attraktiv. Nachteilig ist, dass genetische Manipu-

lationen oftmals relativ langsam sind, und damit auf der 

Zeitskala vieler physiologischer Prozesse nicht an- und 

abgeschaltet werden können.

Lichtbasierte Methoden und die 
Entwicklung der Optogenetik

Lichtbasierte Methoden bieten für die Untersuchung bio-

logischer Systeme eine Reihe an Vorteilen. Licht im sicht-

baren Bereich interferiert nur geringfügig mit den meisten 
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biologischen Prozessen und ist daher wenig invasiv. Rotes 

Licht und Licht im nahen Infrarotbereich kann dabei sogar 

tief in Gewebe eindringen. Ein vielleicht noch wichtigerer 

Vorzug lichtbasierter Methoden ist die hohe räumliche 

und zeitliche Auflösung, die im Vergleich zu pharmakolo-

gischen und genetischen Methoden erzielt werden kann. 

Diese Vorteile werden auch mit der umfassenden Anwen-

dung fluoreszenzbasierter Imagingverfahren deutlich, 

welche heute u.  a. in  vivo genutzt werden, mittels Zwei-

Photonen-Anregung eine hohe Auflösung in Geweben 

bieten, oder, im Falle super-auflösender Verfahren, Details 

im Bereich von zehn Nanometern auflösen können.

Licht erscheint daher nicht nur als ein ideales Werk-

zeug für die Beobachtung, sondern auch für die Manipu-

lation biologischer Prozesse. Eine häufig genutzte Technik 

ist das Photouncaging (Ellis-Davies, 2007), das Mitte der 

1980er zunächst auf Sekundärbotenstoffe und kurze Zeit 

später von George Hess auf Acetylcholin und Glutamat 

angewendet wurde. Die biologisch aktive Substanz wird 

dabei mit einer photospaltbaren Schutzgruppe modifiziert 

(maskiert), in dieser inaktiven Form zum biologischen 

Präparat gegeben, und bei Bedarf mithilfe von Licht frei- 

gesetzt. Diese Methode ist mithilfe von Laserlichtquellen 

experimentell leicht zu implementieren und erlaubt es, 

Substanzen innerhalb von Millisekunden und im Bereich 

von Mikrometern freizusetzen. Für alle wichtigen neuro-

transmittergesteuerten Rezeptoren stehen gecagte Ago-

nisten zur Verfügung, und zum Teil wurden auch gecagte 

Blocker und Neuropeptide entwickelt, oftmals mit unter-

schiedlichen spektralen Eigenschaften, z.  B. um eine ef-

fiziente Zwei-Photonen-Anregung zu ermöglichen (Ellis-

Davies, 2007; Reiner et al., 2015). Da das Photouncaging 

einen irreversiblen Schritt darstellt, bestimmt die Diffu-

sion (oder die Aufnahme) der freigesetzten Substanz, wie 

schnell das Signal abklingt.

Eine Alternative zum Photouncaging von Neurotrans-

mittern ist die Verwendung photoschaltbarer Analoga. 

Hierbei wird der gewünschte Ligand mit einer photo-

schaltbaren Gruppe modifiziert, zumeist einem Azoben-

zol. Azobenzole zeigen eine reversible, lichtinduzierte 

trans-cis-Isomerisierung, die in einer erheblichen Konfor-

mationsänderung des Liganden resultiert, und damit die 

Bindungsaffinität für den Zielrezeptor verändert. Licht 

bestimmter Wellenlängen kann somit genutzt werden, um 

den Liganden zwischen hoch- und niedrigaffinen Konfi-

gurationen zu schalten. Photoschaltbare Agonisten, Ant-

agonisten und Modulatoren wurden für eine Vielzahl an 

Rezeptoren entwickelt, so auch für iGluRs und mGluRs 

(Pittolo et al., 2014; Laprell et al., 2015; Barber et al., 2017).

Photouncaging und photoschaltbare Liganden bieten 

für die meisten Anwendungen eine ausreichend hohe 

zeitliche Auflösung im Bereich weniger Millisekunden. 

Die räumliche Auflösung wird nur durch die Diffusion des 

Liganden beschränkt. Die Wirkung der Liganden kann 

jedoch nicht auf spezifische Zellen beschränkt werden, 

wodurch es beispielsweise nicht möglich ist, zwischen 

prä- und postsynaptischen Effekten zu unterschieden. 

Nichtsdestoweniger werden gecagte und photoschaltbare 

Liganden gerne genutzt, um endogene Rezeptorpopulati-

onen mit Licht zu aktivieren oder neuronale Schaltkreise 

funktionell zu kartieren.

Ein wichtiger konzeptioneller Schritt kam mit der 

Idee, genetische Methoden zu nutzen, um optische Kon-

trollwerkzeuge in ausgewählten Zellen zu exprimieren 

(Zemelman und Miesenböck, 2001), ein Konzept, das als 

Optogenetik bekannt geworden ist (Deisseroth und Hege-

mann, 2017; Kim et al., 2017; Reiner und Isacoff, 2013). Eine 

frühe Umsetzung dieses Konzeptes wurde durch Photoun-

cgaing von ATP oder Capsaicin in Kombination mit der he-

terologen Expression von ATP-gesteuerten P2X-Rezeptoren 

oder Capsaicin-sensitiven TRP-Kanälen erzielt (Zemelman 

et al., 2003). Kurze Zeit später wurden Opsine als ideale 

optogenetische Werkzeuge identifiziert, insbesondere, um 

die Aktivität von Neuronen zu kontrollieren (Boyden et al., 

2005; Li et al., 2005; Nagel et al., 2005). Die Familie der Op-

sinproteine umfasst lichtgesteuerte GPCRs, z.  B. Rhodop-

sine aus Vertebraten, lichtgetriebene Pumpen (Transpor-

ter) mikrobiellen Ursprungs, wie z.  B. Halorhodopsin und 

Bakteriorhodopsin, sowie Kanalrhodopsine (channelrho-

dopsines), bei denen es sich um lichtgesteuerte Ionenka-

näle handelt, die erstmals 2002 in Grünalgen identifiziert 

werden konnten (Nagel et al., 2002). Die Aktivierung wird 

in allen Fällen durch eine lichtinduzierte cis-trans- bzw. 

trans-cis-Isomerisierung des Retinalcofaktors vermittelt.

Viele Opsine werden in Neuronen gut exprimiert und 

können daher mit den vielfältigen genetischen state-

of-the-art Methoden kombiniert werden. Ein besonders 

häufig verwendetes Werkzeug ist Kanalrhodopsin, das 

sich gut eignet, um ausgewählte Neurone mit Blaulicht-

pulsen zu depolarisieren (aktivieren), und daher in einer 

großen Breite an experimentellen Systemen zum Einsatz 

kommt, Experimente im lebenden Tier eingeschlossen 

(Kim et al., 2017). Kanalrhodopsin und andere Opsine 

wurden zudem gezielt modifiziert, um deren kinetische 

und spektrale Eigenschaften zu optimieren, oder deren Io-

nenselektivität zu verändern (Deisseroth und Hegemann, 

2017; Wietek et al., 2017). Mit diesen Werkzeugen ist die 

lichtinduzierte Stimulation von Neuronen, und im gerin-

geren Maße auch die lichtinduzierte Inhibition (Wiegert et 

al., 2017), in vielen Teilgebieten der Neurowissenschaften 

zu einer Standardmethode geworden.
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Optogenetische Kontrolle von neu
rotransmittergesteuerten Rezepto
ren mithilfe kovalent verankerter 
photoschaltbarer Liganden

Opsine sind ideale Werkzeuge, um die neuronale Erreg-

barkeit zu modulieren. Parallel dazu wurden chemisch-

optogenetische Ansätze entwickelt, die es erlauben, auch 

Proteine, die natürlicherweise im Nervensystem vorkom-

men, mit Licht zu kontrollieren (Banghart et al., 2004; 

Volgraf et al., 2006). Ein solcher Ansatz ist die Verwen-

dung von photoschaltbaren Liganden, die kovalent an 

genetisch modifizierte Rezeptoruntereinheiten gebunden 

werden (Abbildung 2). Dieser Ansatz kann wahlweise für 

die Photoaktivierung oder die Photoinhibition von iGluRs 

und mGluRs verwendet werden (Reiner et al., 2015), und 

ist auch auf andere Rezeptorfamilien anwendbar (Fehr-

entz et al., 2011; Kramer et al., 2013).

Die synthetischen, photoschaltbaren Liganden wer- 

den kovalent an den ausgewählten Rezeptoren verankert 

(Abbildung 2). Sie umfassen eine funktionelle Gruppe, die 

die Kopplung an eine definierte Position auf der Rezepto-

roberfläche ermöglicht, eine photoschaltbare Gruppe, die 

bei Bestrahlung mit Licht ihre Konformation ändert, und 

eine Kopfgruppe, die als Ligand dient. Für die optische Ak-

tivierung von GluRs können beispielsweise Maleimid-Azo-

benzol-Glutamat- (MAG) Photoschalter genutzt werden 

(Abbildung 2 A, B) (Volgraf et al., 2006; Gorostiza et al., 

2007; Levitz et al., 2013). Die Maleimidgruppe erlaubt es, 

den MAG-Photoschalter kovalent an eine genetisch ko-

dierte Cysteinseitenkette in der Nähe der Bindungs tasche 

zu koppeln. Azobenzol fungiert als photoschaltbare 

Gruppe, die mit Licht verschiedener Wellenlängen zwi-

schen der trans- und cis-Konfiguration geschalten werden 

kann, und die Glutamatkopfgruppe, im Fall von iGluRs ein 

4-Alkylderivat in L-Konfiguration (D für mGluRs), dient als 

hocheffizienter Agonist.

Abb. 2: Kovalent verankerte photoschaltbare Liganden ermöglichen es, Glutamatrezeptoren mit Licht zu kontrollieren. A: Schema, das die 

kovalente Kopplung photoschaltbarer Liganden (rot) an genetisch modifizierte Rezeptoruntereinheiten zeigt, die einen Cysteinrest (blau) in 

der Nähe der Ligandenbindetasche tragen. Durch Bestrahlung mit Licht kann der kovalent verankerte Ligand reversibel isomerisiert werden 

und somit den Rezeptor aktivieren (Photoagonismus). B: Chemische Struktur eines typischen MAG-Liganden (L-MAG1) der mit ~375 nm bzw. 

~488 nm Licht isomerisiert werden kann. Andere MAG-Photoschalter reagieren auf andere Wellenlängen oder zeigen ein schnelle, spontane 

cis-zu-trans Umwandlung. C: Aufgrund der genetischen Kodierung der Anknüpfungsstelle ist die Manipulation selektiv für den modifizierten 

Rezeptorsubtyp und kann auf ausgewählte Zellpopulationen beschränkt werden. D: Beispiel für die Photoaktivierung von iGluRs (voltage-

clamp Ableitungen). Links, reversibles An- und Abschalten von heterolog exprimierten GluK2(L439C) Kainatrezeptoren, die mit einem 

MAG0-Photoschalter modifiziert wurden. Bestrahlung mit 380 nm Licht (violette Balken) führt zu Photoagonismus (Einwärtsströme), der mit 

500 nm Licht (grüne Balken) wieder abgeschalten werden kann. Aufnahme in Gegenwart eines Desensitisierungsblockers. Rechts, schnelles 

Photoschalten mit kurzen Lichtpulsen hoher Intensität (Pfeile) führt zu Aktivierungs- und Desensitisierungskinetiken im Submillisekunden- 

bzw. Millisekundenbereich. Teilabbildung D wurde modifiziert aus Reiner und Isacoff, 2014a entnommen.
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Ein entscheidender Vorteil dieses Ansatzes ist, dass 

die Anknüpfungsstelle genetisch kodiert ist. Auf diese 

Weise wird unmittelbar Spezifität für den gewählten Re-

zeptorsubtyp erreicht, da nur Rezeptoren mit einer MAG-

modifizierten Untereinheit durch Licht angesprochen 

werden. Ferner wird es dadurch möglich, die Manipula-

tion auf bestimmte Zelltypen und synaptische Kompar-

timente zu beschränken (Abbildung  2C). Die räumliche 

Auflösung wird nur durch die Fokussierung des Lichtes 

auf die gewünschte Region beschränkt. Die Zeitauflösung 

wird im Wesentlichen durch die verwendete Lichtinten-

sität bestimmt, wobei mit kurzen, intensiven Laserpulsen 

die Ligandenbindung und Dissoziation im Millisekunden-

bereich kontrolliert werden kann (Abbildung 2D) (Reiner 

und Isacoff, 2014a). Mit dieser Geschwindigkeit wird es 

möglich, synaptische Aktivierungen präzise nachzubilden, 

sie kann aber auch benutzt werden, um neue Informatio-

nen über den Schaltmechanismus von iGluRs und mGluRs 

zu erhalten (Reiner und Isacoff, 2014a; Levitz et al., 2016a).

Lichtgesteuerte GluRs, wie z.  B. photoaktivierbare Va-

rianten des Kainatrezeptors GluK2, wurden in einer Viel-

zahl von experimentellen Systemen erfolgreich eingesetzt. 

Diese umfassen kultivierte Zellen (Reiner und Isacoff, 

2014b), primäre Neuronen- (Szobota et al., 2007) und As-

trozytenkulturen (Li et al., 2012), Hirnschnitte (Berlin et 

al., 2016), Studien an der Retina ex vivo und in vivo (Gaub 

et al., 2014), an Fliegen (Kauwe et al., 2013), lebenden Ze-

brafischen (Wyart et al., 2009) und in Mäusen (Levitz et 

al., 2016b). In allen Fällen wurden keine Nebenwirkungen 

beobachtet und die Photoaktivierung blieb über lange 

Zeiträume robust und reversibel. Die erste Generation 

an MAG-Photoschaltern kann effizient mit 375  nm und 

488 nm Licht kontrolliert werden. Durch Modifikation des 

Azobenzolschalters konnten aber auch MAG-Varianten 

erzeugt werden, die auf einzelne Blaulichtpulse (MAG
460

) 

(Kienzler et al., 2013) oder auf rotes Licht (Rullo et al., 

2014) ansprechen. Einige MAG-Varianten sind auch für 

Zwei-Photon-Anregung geeignet (Carroll et al., 2015). Ein 

Überblick über die derzeit verfügbaren MAG-Photoschalter 

für iGluRs ist in Levitz et al., 2016b zu finden.

MAG-Photoschalter wurden an einer Reihe verschie-

dener iGluR und mGluR Untereinheiten eingesetzt. Ein 

aktuelles Beispiel ist die optische Kontrolle verschiedener 

NMDA-Rezeptoruntereinheiten, die, neben anderen Funk-

tionen, postsynaptische Ca2+-Signale erzeugen und die 

Plastizität von Synapsen kontrollieren. Mehrere MAG-An-

knüpfungspositionen wurden etabliert, um einerseits 

Photoagonismus (Aktivierung) an GluN2A- und GluN2B-

Untereinhieten zu erzielen, und andererseits um Photoan-

tagonismus (Inhibition) an der GluN2A-Untereinheit, oder 

auch der GluN1-Untereinheit, die allen NMDA-Rezeptoren 

gemeinsam ist, zu erreichen. Berlin, Szobota et al. haben 

photoaktivierbare GluN2A-Untereinheiten in organotypi-

schen Hippocampuskulturen exprimiert (Berlin et al, 

2016), in welchen diese mit endogenen GluN1-Untereinhei-

ten assemblieren und funktionelle NMDA-Rezeptoren 

bilden (Abbildung  3). Dabei zeigte sich, dass die lokale 

Lichtaktivierung der MAG-markierten GluN2A-Unterein-

heiten ausreichend war, um Ca2+-Signale in einzelnen, 

dendritischen Dornenfortsätzen zu erzeugen, und dass  

die Aktivierung dieser postsynaptischen GluN2A-Rezepto-

ren ausreichend war, um ein Anschwellen der Dorne zu 

induzieren (Abbildung 3 C, D), was als Hinweis auf eine 

erfolgte Langzeitpotenzierung gedeutet werden kann. Die 

Aktivierung von präsynaptischen NMDA-Rezeptoren und 

anderen GluRs war offenkundig nicht notwendig, um 

diese Antwort hervorzurufen. Auf ähnliche Wiese hat die 

Verwendung photoantagonistischer Varianten gezeigt, 

dass eine partielle Inhibition der GluN1/GluN2A – Unter-

einheiten ausreichend ist, um ein Anschwellen der Dorne 

und die Induktion der Langzeitpotenzierung an hippo-

campalen CA3-CA1 – Synapsen zu unterbinden.

Der Erfolg der MAG-Liganden hat auch das Interesse an 

alternativen Markierungsstrategien geweckt. So wurde für 

mGluRs kürzlich ein SNAP-basierter Ansatz implementiert 

(Broichhagen et al., 2015). In diesem Ansatz wird extrazel-

lulär an den gewünschten Rezeptor eine SNAP-Domäne 

fusioniert, die mit einem Benzylguanin-Azobenzol-Gluta-

mat- (BGAG) Photoschalter modifiziert werden kann. Das 

SNAP-Labeling bietet, im Vergleich zu Cysteinmodifika-

tionen, eine höhere Spezifität, erfordert geringere Ligan-

denkonzentrationen und ist möglicherweise einfacher auf 

neue Rezeptorsubtypen zu übertragen. Durch die Kombi-

nation von SNAP- und CLIP-Tags wird es auch möglich, 

zwei verschiedene Rezeptorpopulationen im gleichen Prä-

parat zu steuern (Levitz et al., 2017). Alternativ wurde auch 

eine affinitätsbasierte Kopplung beschrieben, die nicht 

genetisch kodiert ist und es somit ermöglicht, endogene 

Rezeptoren zu manipulieren (Izquierdo-Serra et al., 2016).

Chemo-optogenetische Ansätze sind nicht auf die 

Kontrolle von GluRs beschränkt. Ähnliche photoschalt-

bare Liganden wurden auch für weitere Rezeptorfami-

lien entwickelt, einschließlich nikotinischer Acetylcho-

linrezeptoren (Tochitsky et al., 2012), GABA
A
-Rezeptoren 

(Lin et al., 2015; Lin et al., 2018) und Dopaminrezeptoren 

(Donthamsetti et al., 2017). Auf ähnliche Weise erlauben 

es photoschaltbare Porenblocker, diverse Kaliumkanalty-

pen zu kontrollieren (Banghart et al., 2004; Sandoz und 

Levitz, 2013). Ferner können Azobenzolphotoschalter zur 

allosterischen Kontrolle von Rezeptoren genutzt werden, 

z.  B. durch die Modifikation der Porenregion in Purin-sen-

sitiven P2X Rezeptoren (Browne et al., 2014; Habermacher 
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et al., 2016), oder, im Falle von NMDA-Rezeptoren, durch 

den Einbau einer Azobenzolaminosäure mittels Stopco-

donsuppression (Klippenstein et al., 2017). Andere nicht-

natürliche, photosensitive Aminosäuren wurden auch für 

die selektive Inaktivierung von Rezeptoren genutzt (Klip-

penstein et al., 2014).

Weitere Ansätze, um synaptische 
Signalleitungsproteine mit Licht zu 
kontrollieren

Zahlreiche weitere optogenetische Ansätze wurden ent-

wickelt, die für die Manipulation synaptischer Signallei-

tungsprozesse genutzt werden können. Ein frühes und 

wichtiges Beispiel ist die Kontrolle von Sekundärboten-

stoffen mithilfe des Rhodopsins aus Wirbeltieren, einem 

GPCR, der durch die Aktivierung von G
i/o

-Proteinen span-

nungsgesteuerte Kalziumkanäle inhibiert und Kalium-

kanäle der GIRK-Familie aktiviert (Li et al., 2005). Rho-

dopsine wurden zudem genutzt, um ligandengesteuerte 

GPCRs zu emulieren, indem chimäre Rezeptoren generiert 

wurden, die die intrazellulären Regionen umfassen, die 

die Signalleitungs- und Traffickingeigenschaften bestim-

men. Dies wurde erstmals mit einer Chimäre aus Rhodop-

sin und einem β2-Adrenozeptor gezeigt (Kim et al., 2005), 

und später dann unter der Bezeichnung Opto-XRs auch 

für die Verwendung in Neuronen weiterentwickelt (Airan 

et al., 2009). Ein ähnliches Vorgehen wurde genutzt, um 

einen lichtgesteuerten GPCR zu konstruieren, der den 

Serotoninrezeptor 5-HT
1a

 nachbildet (Oh et al., 2010), ein 

Vorgehen, welches inzwischen auch auf weitere Sero-

toninrezeptorsubtypen und die Verwendung von Opsinen 

der Sehzäpfchen sowie Melanopsin ausgeweitet wurde 

(Masseck et al., 2014; Spoida et al., 2014). Dieser Ansatz 

wurde kürzlich auch genutzt, um die Signalleitung von 

„orphan GPCRs“ zu untersuchen, also solchen GPCRs, für 

die noch kein Ligand identifiziert werden konnte (Morri et 

al., 2018).

Zahlreiche weitere optogenetische Ansätze nutzen 

lichtsensitive Proteindomänen, um zelluläre Prozesse 

zu kontrollieren. Viele dieser Ansätze greifen auf LOV-

Domänen oder Phytochrome zurück, welche es erlauben, 

Konformationsänderungen zu induzieren, oder die Asso-

ziation und Lokalisation von Proteinen zu kontrollieren 

(Möglich und Moffat, 2010). Beispiele dafür sind optoge-

netische Werkzeuge, die es ermöglichen, die Transkrip-

tion, das Vesikeltrafficking (van Bergeijk et al., 2015), das 

Proteinscaffolding (Sinnen et al., 2017), oder die Aggrega-

tion (Lee et al., 2014), Inaktivierung und den Abbau von 

Proteinen zu kontrollieren, die alle auch für die Untersu-

chung des Rezeptorsignalings genutzt werden könnten.

Ausblick

Die Kombination von genetischen und optischen Me-

thoden sollte es erlauben, einige der lange bestehenden 

Fragestellungen anzugehen, die mit dem Studium syn-

aptischer Signalleitungsprozesse verbunden sind. Einige 

Beispiele: Die gezielte Anregung von Rezeptoren in den 

verschiedenen synaptischen Kompartimenten kann 

genutzt werden, um die Interaktion zwischen Neuronen 

und Gliazellen zu untersuchen. Die hohe Zeitauflösung 

optischer Methoden sollte es erlauben, die funktionellen 

Abb. 3: Die Photoaktivierung postsynaptischer GluN2A NMDA-

Rezeptoren führt zu einem Kalziumeinstrom und einem Anschwellen 

der Dornenfortsätze. A: Organotypischer Hirnschnitt des Hippocam-

pus, in dem CA1-Neurone den rot-fluoreszierenden Calciumsensor 

R-GECO1 (rot), GFP (grün) und die photoaktivierbare NMDA-Rezep-

toruntereinheit GluN2A(V713C) exprimieren. B: Markierung der 

GluN2A(V713C)-Untereinheiten mit einem MAG-Photoschalter und 

transiente Photoaktivierung mit 405 nm Licht führt im stimulierten 

Dorn (Region 1) zu einem ausgeprägten Kalziumeinstrom (Fluores-

zenzzunahme von R-GECO1), aber nicht in den benachbarten Dornen 

(Region 2–4), und nur zu einem geringen Anstieg im Dendriten. 

C: Anschwellen eines einzelnen Dorns nach MAG-GluN2A(V713C) 

Photoaktivierung für 1–2 min (t = 0), sichtbar gemacht durch 

die Koexpression von rot-fluoreszierendem tdTomato. D: Das 

An schwellen der Dorne ist auf die Photoaktivierung zurückzuführen, 

da dieses nicht in benachbarten Dornen und nicht unter Kontroll-

bedingungen beobachtet wird. Nach der initialen Expansion bleiben 

die Dorne für mind. 45 min vergrößert. Die Abbildung wurde modi-

fiziert aus Berlin et al., 2016 entnommen.
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Konsequenzen verschiedener Aktivierungsmuster heraus-

zuarbeiten, sowohl auf kurzen Zeitskalen, welche z.  B. für 

die Spikezeit-abhängige Plastizität bedeutsam sind, als 

auch auf langen Zeitskalen, die für Entwicklungsprozesse 

von Bedeutung sind. Die Möglichkeit verschiedene Rezep-

torsubtypen getrennt voneinander ansprechen zu können, 

ermöglicht es, deren individuelle Funktion, aber auch 

deren Zusammenspiel zu untersuchen (Reiner und Levitz, 

2018). Die Manipulation von Rezeptoren in ausgewählten 

Zellpopulationen im lebenden Tier sollte es schließlich 

ermöglichen, genauer zu definieren, welche Rezeptorsub-

typen und Hirnareale für therapeutische Interventionen 

in Betracht gezogen werden sollten. Die Entwicklung und 

Nutzung dieser Techniken dürfte uns somit spannende, 

neue Einblicke liefern  – von einzelnen Synapsen, über 

die Funktion von Netzwerken, bis hin zu Kognition und 

Verhalten.

Glossar

5HT
1A

Rezeptor Serotonin (5-Hydroxytryptamin)-Rezeptor 

1A (G
i
-gekoppelter GPCR)

AMPARezeptoren iGluR-Unterfamilie, benannt nach dem 

Agonisten α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazolpropionsäure

Azobenzol eine chemische Gruppe, die einer lichtindu-

zierten trans-cis bzw. cis-trans-Isomerisie-

rung unterliegt und häufig als Photoschalter 

Verwendung findet

BGAGPhotoschalter Benzylguanin-Azobenzol-Glutamat-

Photoschalter für die optische Kontrolle 

von iGluRs (ermöglicht die Anknüpfung an 

SNAP-Tags)

GABA
A
Rezeptor γ-Aminobuttersäurerezeptor A (ligandenge-

steuerter Chloridkanal)

GIRKKanäle G protein-coupled inwardly-rectifying 

potassium channels (G-Protein-gekoppelte 

einwärtsgleichrichtende Kaliumkanäle)

GluK2 Untereinheit 2 der Kainatrezeptorfamilie 

(ehemals iGluR6)

GluNx Untereinheiten der NMDA-Rezeptorfamilie

GPCR  G-Protein-gekoppelter Rezeptor

iGluR ionotroper Glutamatrezeptor (ligandenge-

steuerter Ionenkanal)

LOVDomänen light-oxygen-voltage-sensing Domänen, 

eine Familie flavinhaltiger Proteindomänen, 

die bei Bestrahlung ihre Konformation 

ändern

MAGPhotoschalter Maleimid-Azobenzol-Glutamat-Photoschal-

ter für die optische Kontrolle von GluRs 

(ermöglicht die Anknüpfung an Cystein-

reste)

mGluR metabotroper Glutamatrezeptor (GPCR)

NMDARezeptoren iGluR-Unterfamilie, benannt nach dem 

Agonisten N-Methyl-D-Aspartat

P2XRezeptoren Bezeichnung für ionotrope, purinerge 

Rezeptoren (ATP-gesteuerte Kationenka-

näle)

SNAP/CLIPTags Proteintags, die mit O6-Benzylguaninderiva-

ten (SNAP) bzw. O2-Benzylcytosinderivaten 

(CLIP) reagieren, und daher zur kovalenten 

Anknüpfung entsprechender Farbstoffe und 

Photoschalter genutzt werden können

TRPKanäle transient receptor potential channels, eine 

Klasse von Kationenkanälen, die u.  a. durch 

Liganden aktiviert werden können
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