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Prifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt
Verwendung von biologischen Photorezeptoren als direkt lichtgesteuerte lonenkanéle

Verwendung eines biologischen Photorezeptors als
lichtgesteuerten lonenkanal zur Verédnderung der lonen-
leitfahigkeit einer Membran mit Hilfe von Licht. Der ver-
wendete Photorezeptor umfasst ein Apoprotein und ein
kovalent an das Apoprotein gebundenes lichtsensitives
Polyen, das mit dem Apoprotein wechselwirkt und als
lichtempfindliches Tor fungiert.
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von biologischen Photorezeptoren als direkt lichtgesteuerte
Tonenkaniile.

[0002] Es ist seit lingerem bekannt, dass eine Vielzahl zentraler Vorginge in pflanzlichen und tierischen Zellen ganz
oder teilweise {iber Anderungen der intrazelluliren Konzentration bestimmter Tonen, beispielsweise der Protonenkon-
zentration, und Anderungen des Membranpotentials und der Ionengradienten {iber die Membran gesteuert wird. Dement-
sprechend ist die Aufkldrung von Mechanismen der intrazelluldren Ionen-Regulation, insbesondere der pH-Regulation,
und der Mechanismen von spannungsabhingigen Ionenkanilen und Ionentransportern Gegenstand ausgedehnter For-
schungsaktivitdten. Fiir solche Forschungen ist eine schnelle und leichte Messung und/oder Manipulation von intrazel-
luldren Ionenkonzentrationen, insbesondere Protonenkonzentrationen, sowie von elektrischen Gradienten und Ionengra-
dienten, insbesondere Protonengradienten, iiber Zellmembranen von groem Interesse.

[0003] Ein grundsitzlich sehr vorteilhafter Weg zur Ermoglichung solcher Messungen und/oder Manipulationen wire
die Finfiihrung eines lichtgesteuerten Ionenkanals in eine solche Membran, um gezielt das Membranpotential und/oder
den FluB bestimmter Ionen, z. B. Protonen, durch die Membran zu veridndern.

[0004] Im Stand der Technik sind eine Reihe lichtgesteuerter Tonentransportsysteme bekannt. Man unterscheidet dabei
zwischen passiven und aktiven Ionentransportsystemen. Bei den passiven Ionentransportsystemen stehen die eigentli-
chen Transportmolekiile, die sogenannten Ionenkanile, in Wechselwirkung mit separaten Photorezeptor-Komplexen und
werden indirekt iiber diese Photorezeptoren gesteuert. Beispiele fiir solche mit einem Ionenkanal wechselwirkenden
Photorezeptor-Komplexe sind die G-Protein aktivierenden Rhodopsine; s. z. B. Miiller, F., Kaupp, U. B., Signaltransduk-
tion in Sehzellen, Naturwissenschaften 85 (1998) 49-61. Da diese bekannten passiven Ionentransportsysteme das Zu-
sammenwirken mehrerer Proteine und anderer Komponenten erfordern, ist es problematisch, sie unter Beibehaltung ih-
rer Funktion, z. B. durch Co-Expression der entsprechenden Proteine in rekombinanten Systemen, in andere Zellen ein-
zufiihren.

[0005] Beispiele fiir lichtgesteuerte aktive Ionentransportmolekiile in einer Zellmembran sind die Rhodopsine aus Ar-
chaeen (Archaebakterien). Ein bekannter Vertreter eines Archaeen-Rhodopsins ist das Bakteriorhodopsin, bestehend aus
einer Proteinkomponente, dem Bakterioopsin, und einem iiber eine Schiff'sche Base gebundenen Retinal. Nach Anre-
gung durch Licht geeigneter Wellenldnge transportiert Bakteriorhodopsin Protonen durch die Membran aus dem Zellin-
neren nach aussen. Der Ionentransport verlduft in der Regel langsam (< 100 H*/Sekunde) und die Transportrichtung des
Bakteriorhodopsins kann nicht frei bestimmt werden. In vivo beftrdert Bakteriorhodopsin Protonen auch gegen einen
bestehenden elektrochemischen Gradienten, der sich aus einem pH-Gradienten und einem elektrischem Gradienten A
zusammensetzt. Eine solche lichtgesteuerte Protonenpumpe stellt ein vergleichsweise einfaches System dar. Bakterior-
hodopsin und verwandte Retinal-bindende Proteine wie die Chloridpumpe Halorhodopsin wurden bereits heterolog ex-
primiert und waren im heterogenen Wirt zum lichtgetriebenen aktiven Membrantransport von Ionen, z. B. H* oder C1, in
der Lage.

[0006] Fiir viele Zwecke sind die bekannten Systeme aufgrund ihrer Komplexitit bzw. der vorgegebenen Transport-
richtung jedoch ungeeignet.

[0007] Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein neues lichtgesteuertes passives Ionentransportsystem, d. h.,
einen lichtgesteuerten Ionenkanal, bereitzustellen, das bei der Inkorporation in eine Zellmembran die schnelle und
leichte Messung und/oder Manipulation von intrazelluldren Ionenkonzentrationen, insbesondere Protonenkonzentratio-
nen, sowie von elektrischen Gradienten tiber eine Zellmembran erlaubt.

[0008] Eine weitere Aufgabe ist es, ein System, das fiir das Hochdurchsatzscreening von biologischen Molekiilen, ins-
besondere von pH-regulatorischen Membranproteinen und spannungsabhingigen Membranproteinen geeignet ist, be-
reitzustellen.

[0009] Die vorliegende Erfindung 16st diese Aufgaben durch die Verwendung einer neuen Klasse von Photorezeptoren
mit bisher unbekannter Funktion, die direkt lichtgesteuerte passive Ionentransportsysteme (einen lichtgesteuerten Ionen-
kanal) darstellen. Dieser Photorezeptor umfasst ein Apoprotein, das eine Ionenleitfahigkeit vermittelt, und ein kovalent
an das Apoprotein gebundenes lichtsensitives Polyen, das mit dem Apoprotein wechselwirkt und als lichtempfindliches
Tor fungiert. Uberraschenderweise ist es erfindungsgemiB gelungen, die Vorteile eines relativ einfachen direkt lichtge-
steuerten Systems mit den Vorteilen eines passiven Ionenkanals zu verbinden.

[0010] Bei dem Apoprotein handelt es sich um ein Membranprotein mit mindestens 5 Transmembranhelices, das zur
Bindung eines lichtsensitiven Polyens fihig ist. Bevorzugt sind Transmembranproteine mit 6 oder 7 Transmembranheli-
ces. Transmembranproteine mit mehr als 7 Helices, beispielsweise 8, 9 oder 10 Transmembranhelices, sind von der Er-
findung jedoch ebenfalls umfasst. Dariiber hinaus umfasst die Erfindung Transmembranproteine, die zusétzlich zu dem
Transmembrananteil C- und/oder N-terminale Sequenzen enthalten, wobei die C-terminalen Sequenzen in das Innere des
von der Membran umschlossenen Lumens, beispielsweise das Cytoplasma einer Zelle oder das Innere eines Liposomes,
hineinreichen kénnen, oder auch an der Membranaussenoberfliche angeordnet sein kénnen. Das gleiche gilt fiir die ge-
gebenenfalls vorhandenen N-terminalen Sequenzen, die ebenfalls sowohl intraluminal angeordnet sein kénnen als auch
auf der dusseren Oberfldche der Membran. Die Linge der C- und/oder N-terminalen Sequenzen unterliegt im Prinzip kei-
ner Beschrinkung; bevorzugt sind jedoch Apoproteine mit C-terminalen, nicht in die Membran eingebetteten Sequenzen
mit 1 bis 1000 Aminosduren, bevorzugt 1 bis 500, besonders bevorzugt 5 bis 50 Aminoséuren. Unabhingig von der
Linge der C-terminalen Sequenzen umfassen die N-terminal angeordneten, nicht in die Membran eingebetteten Sequen-
zen bevorzugt 1 bis 500 Aminosiuren, besonders bevorzugt 5 bis 50 Aminos4uren.

[0011] Der Begriff der Transmembranhelix ist dem Fachmann bekannt. Generell handelt es sich um a-helicale Protein-
strukturen, die in der Regel 20 bis 25 Aminosiuren umfassen. Je nach Beschaffenheit der Membran, bei der es sich um
eine nattirliche Membran, beispielsweise eine Zell- oder Plasmamembran, oder auch eine synthetische Membran handeln
kann, koénnen die Transmembransegmente jedoch auch kiirzer oder ldnger sein. Beispielsweise konnen Transmembran-
segmente in artifiziellen Membranen bis zu 30 Aminosduren umfassen, andererseits aber auch nur wenige Aminoséuren,
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zum Beispiel 12 bis 16.

[0012] Der erfindungsgemiBe Ionenkanal kann prinzipiell dem passiven Transport aller physiologisch wichtigen Ionen
dienen. Die bekanntesten Ionentransportsysteme transportieren Na*, K*, Ca?*, H* oder CI". In einer bevorzugten Aus-
flihrungsform ist der erfindungsgemisse Ionenkanal ein Protonenkanal.

[0013] In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform umfasst der Protonenkanal als Apoproteinanteil ein Opsin-
Protein oder ein Derivat oder Fragment eines natiirlich vorkommenden Opsinproteins. Als Opsine werden hier Apopro-
teine bezeichnet, die kovalent mit einem Retinoid-Chromophor verbunden sind und Ionenleitfahigkeit aufweisen, sobald
sie Licht absorbieren. Ein Molekiil, das ein kovalent mit einem Opsin verbundenes Retinoid-Chromophor enthilt, wird
als Rhodopsin bezeichnet.

[0014] Ein Derivat eines natiirlich vorkommenden und als lichtgeschalteter Ionenkanal fungierenden Opsinmolekiiles
ist dem Original gegentiber durch einen Austausch einer oder mehrerer Aminosiuren, durch eine Insertion und/oder eine
Deletion einer oder mehrerer Aminoséuren an einer oder mehreren Positionen veridndert. Sowohl die natiirlich vorkom-
menden Opsinmolekiile als auch ihre Derivate sollten im Bereich der 5 Transmembranhelices, die den Helices 3 bis 7 im
Bakteriorhodopsin entsprechen, eine Identitdt von mindestens 15% mit der Sequenz des Bakteriorhodopsins aufweisen.
Eine Identitét von 20% oder mehr zwischen dem Derivat eines Opsins und Bakteriorhodopsin, bezogen nur auf den Be-
reich der Helices 3 bis 7 in Bakteriorhodopsin, ist dabei bevorzugt. Die Identitét in den Bereichen des Opsinderivates, die
nicht den Helices 3 bis 7 entsprechen, kann dagegen weitaus geringer sein.

[0015] Mit dem Begriff "Identit4t" wird dabei der Grad der Verwandtschaft zwischen zwei oder mehr Proteinsequen-
zen bezeichnet, der durch die Ubereinstimmung zwischen diesen Sequenzen bestimmt wird. Der Prozentsatz der Identitiit
ergibt sich aus dem Prozentsatz identischer Aminoséuren in zwei oder mehr Sequenzen unter Beriicksichtigung von Liik-
ken und anderen Sequenzbesonderheiten.

[0016] Die Identitit miteinander verwandter Protein-Molekiile kann mit Hilfe bekannter Verfahren bestimmt werden.
In der Regel werden spezielle Computerprogramme mit den besonderen Anforderungen Rechnung tragenden Algorith-
men eingesetzt. Bevorzugte Verfahren zur Bestimmung der Identitit erzeugen zunichst die groBte Ubereinstimmung
zwischen den untersuchten Sequenzen. Computerprogramme zur Bestimmung der Identitit zwischen zwei Sequenzen
umfassen, sind jedoch nicht eingeschrinkt auf, das GCG-Programmpaket, einschlieBlich GAP (Devereux et al., 1984);
Genetics Computer Group University of Wisconsin, Madison, (WI)); BLASTP, BLASTN und FASTA (Altschul et al.,
NCB NLM NIH Bethesda MD 20894; Altschul et al., 1990). Auch der bekannte Smith Waterman-Algorithmus kann zur
Bestimmung von Identitét verwendet werden.

[0017] Bevorzugte Parameter fiir den Sequenz- Vergleich umfassen die nachstehenden:

Algorithmus: Altschul et al., 1990 (Basic local alignment search tool, J Mol. Biol. 215, 403-410) (= BLAST)
Vergleichsmatrix: BLOSUM 62 (Henikoff and Henikoff, 1992, Amino acid substitutions from protein blocks. PNAS 89,
10915-10919)

Ubereinstimmung (matches) = variabel

Nichtiibereinstimmung (mismatch) = variabel

Liicken-Wert: open 10

Liickenldngen-Wert (Gap length penalty): 1

[0018] Das GAP-Programm ist auch zur Verwendung mit den vorstehenden Parametern geeignet. Die vorstehenden
Parameter sind die Standardparameter (default parameters) fiir Protein- Vergleiche.

[0019] Weitere beispielhafte Algorithmen, Liicken-Offnungs-Werte (gap opening penalties), Liickenausdehnungs-
Werte (gap extension penalties), Vergleichsmatrizen einschlieflich der im Programm-Handbuch, Wisconsin-Paket, Ver-
sion 9, September 1997, genannten, kénnen verwendet werden. Die Auswahl wird von dem durchzufiihrenden Vergleich
abhéngen und weiterhin davon, ob der Vergleich zwischen Sequenzpaaren, wobei GAP oder Best Fit bevorzugt sind,
oder zwischen einer Sequenz und einer umfangreichen Sequenz-Datenbank, wobei FASTA oder BLAST bevorzugt sind,
durchgefiihrt wird.

[0020] Fiir die aktive Protonenpumpe Bakteriorhodopsin ist bekannt, dass Asp(D)* eine fiir die Protonenpumpfunk-
tion essentielle Aminosdure ist. Weiter sind die folgenden 16 Aminosduren des Bakteriorhodopsins am Protonennetz-
werk beteiligt:

F*2, 7% y5T RS2 D8 T8 1,93, T107 Wis2 yl85 w80 glo4 [204 1212 1216 1219

[0021] Im erfindungsgemissen Ionenkanal ist an der dem D® der Bakteriorhodopsinsequenz entsprechenden Position
eine andere Aminosiure als "D". E?%4 ist vorzugsweise ausgetauscht durch S. In einer Ausfiihrungsform sind von den
weiteren 15 Aminosduren jedoch mindestens 8 identisch erhalten oder lediglich durch konservativen Austausch verdn-
dert. Bei den Aminosiduren, die moglichst identisch erhalten sein sollten, handelt es sich bevorzugt um T, Y37, R®, T%,
TI07 w182 E194 D212 ynd K216, Konservativ ausgetauschte Aminosiuren sind bevorzugt F2, D%, 173 Y8 W'# und
F?1% Der Fachmann weiR dabei, dass fiir einen auszutauschenden Aminoséure funktionell dhnlich ist. Dabei werden Aus-
tausche normalerweise innerhalb der folgenden Gruppen vorgenommen:

(a) Ala(A) Ser (S) Thr (T) Pro (P) Gly (G);
(b)  Asn (N) Asp (D) Glu (E) GIn (Q);

(¢) His (H) Arg (R) Lys (K)

(d) Met (M) Leu (L) lle (1) Val (V) und

(e) Phe (F) Tyr (Y) Trp (W).

[0022] Bezogen auf die oben angegebenen Aminosduren, sind bevorzugte Austausche die folgenden: F42Y, D8SE,
Y185F, W189F und F219W.
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[0023] In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform sind ein oder mehrere weitere der folgenden Positionen, bezo-
gen auf Bakteriorhodopsin, im erfindungsgemissen lonenkanal erhalten: Y3, W, PPl (5122 PI86 ypd G1%°.

[0024] In einer weiteren bevorzugten Ausfilhrungsform enthilt ein erfindungsgemisser passiver Protonenkanal ein
Apoprotein mit der Konsensussequenz L(DDxxxKxxW(EY). In Klammern angegebene Aminosduren kénnen jeweils
die vorhergehende Aminosdure ersetzen. Bei dieser Konsensussequenz handelt es sich um das die Retinal-bindende
Aminosdure Lysin umgebende Motiv. Im Bakteriorhodopsin entspricht das "K" an Position 6 der Konsensussequenz dem
K26 in der 7. Helix des Bakteriorhodopsins.

[0025] In einer bevorzugten Ausfithrungsform umfasst der Ionenkanal ein Apoprotein aus niederen Eukaryonten. Die
Gruppe der niederen Fukaryonten umfasst beispielsweise Algen, Protozoen, Ciliaten und Hefen.

[0026] Besonders bevorzugt sind dabei motile Griinalgen, insbesondere Chlorophyceen. Apoproteine aus Volvocales
sind dabei besonders interessant. In der am meisten bevorzugten Ausfithrungsform ist das Apoprotein ein Opsinprotein
aus Chlamydomonas reinhardtii. Weitere Griinalgen mit bevorzugten Ausfiihrungsformen sind zu finden unter den Ul-
vophyten wie Acetabularia und Ulva. Weitere bevorzugte Ausfithrungsformen sind Opsine aus Prasinophyceen, bei-
spielsweise Pyramimonas und Platymonas (Tetraselmis). Andere bevorzugte Formen stammen aus dem Konigreich der
Dinophyten mit der einzigen Klasse der Dinophyceaen und den beispielhaften Vertretern Gymnodinium splendens, Gy-
rodinium dorsum, Peridinium balticum und Gonyaulax.

[0027] In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform stammt das als lichtgesteuerter Ionenkanal fungierende Opsin
aus einem Protozoon, einem Bakterium oder einem Archaebakterium.

[0028] In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform stammt das als lichtgesteuerter Ionenkanal fungierende Opsin
aus Pilzen wie Neurospora crassa, Fusarium sporotrichioides and Leptosphaeria maculans, oder Chytridiomyceten wie
z. B. Allomyces reticulatus, oder aus Ciliaten wie Fabrea salina oder Paramecium bursaria oder aus Foraminiferen wie
Amphistegina radiata.

[0029] Erfindungsgemiss wurden aus Chlamydomonas reinhardtii zwei verschiedene Proteine mit bekannter Sequenz
funktionell exprimiert und erstmals als passive Ionentransportsysteme identifiziert. Dabei handelt es sich um das Chan-
nelopsinl (= CHOP-1; auch Chlamyopsin-3 = COP3 genannt) und das Channelopsin2 (= CHOP-2; auch Chlamyopsin-4
= COP4 genannt).

[0030] Das CHOP-1-Protein weist ein Molekulargewicht von 76 kD und eine Linge von 712 Aminoséduren auf. Es
wurde anhand von {iberlappenden partiellen cDNA-Sequenzen in einer C. reinhardtii-EST-Datenbank (Asamizu et al.,
DNA Research 7, 3057 (2000)) identifiziert. Seine Aminosduresequenz ist in Fig. 1 der vorliegenden Anmeldung dar-
gestellt. Das Core-Protein (Aminoséuren 76-309) umfasst 7 hypothetische Transmembran-Segmente mit 15-20% Ho-
mologie zu den sensorischen Archaeen-Rhodopsinen, den Ionentransportern Bakteriorhodopsin (BR) und Halorhodop-
sin (HR), sowie zu einem erst kiirzlich identifizierten Rhodopsin aus dem Pilz Neurospora crassa (NOP1). Diese Homo-
logiegrade sind zwar quantitativ relativ gering, es sind jedoch im Vergleich zu BR speziell diejenigen Aminoséuren kon-
serviert, welche die Retinal-Bindungsstelle und das H™-Transport-Netzwerk in BR definieren. Das beobachtete Konsen-
sus-Motiv LDxxxKxxW legt nahe, dass im CHOP-1 K? die Retinal-bindende Aminosdure ist. 9 von 22 Aminosiuren,
welche im Bakteriorhodopsin in direktem Kontakt mit dem Retinal stehen, sind in CHOP-1 identisch erhalten und 4 wei-
tere reflektieren lediglich konservative Anderungen ((Abb. 1); Nagel et al., in Vorbereitung).

[0031] Eingehende Untersuchungen der lichtgesteuerten Ionentransportfunktion des CHOP-1-Proteins in Oozyten von
Xenopus laevis zeigten, dass es sich bei den transportierten Ionen um Protonen handelt (Fig. 3), auerdem, dass der Io-
nentransport rein passiver Natur ist (Fig. 4a—c). Der induzierte Photostrom und damit der Ionentransport ist von der Wel-
lenldnge des Anregungslichtes abhingig und erreicht ein Maximum bei 500 nm (Fig. 4d).

[0032] Analoge Versuche mit zwei kiirzeren Fragmenten des CHOP-1-Proteins, welche die Aminoséuren 1-346 bzw.
1-517 umfassten, lieferten Ergebnisse, welche mit denjenigen des CHOP-1-Proteins vollstdndiger Linge im Wesentli-
chen identisch waren. Dies demonstriert, dass ein groBer Teil des carboxyterminalen Bereichs des CHOP-1-Proteins fiir
die Ionentransportfunktion nicht erforderlich ist.

[0033] Das CHOP-1-Protein aus C. reinhardtii stellt den ersten identifizierten Vertreter eines neuen direkt lichtgesteu-
erten passiven Ionentransportproteins dar. Strukturell und/oder funktionell dhnliche Rhodopsin-Proteine kommen auch
in anderen Mikroalgen sowie in Gameten und Zoosporen von Makroalgen und méglicherweise auch in anderen Organis-
men Vor.

[0034] Das zweite als lichtgeschalteter Ionenkanal identifizierte Protein ist Channelopsin2 (CHOP-2), dessen 737
Aminosduren umfassende Sequenz ebenfalls in Fig. 1 gezeigt ist: Es zeigt eine Homologie von 52.7% zu CHOP-1. Die
tiber die Homologie zwischen BR und CHOP-1 sowie Modellberechnungen identifizierten, fiir den Transport wichtigen
Aminosduren sind auch in CHOP-2 weitgehend konserviert. Auch fiir dieses Rhodopsin wurde eine lichtgeschaltete pas-
sive Protonenleitfdhigkeit durch Expression in Xenopus-Qocyten erstmalig nachgewiesen. CHOP-2 unterscheidet sich
von CHOP-1 hinsichtlich seiner Einheitsleitfahigkeit, seiner Inaktivierung im Dauerlicht und der Form der Strom-Span-
nungskurve.

[0035] Aufbauend auf der vorliegenden Erfindung ist der Fachmann in der Lage, Derivate der urspriinglichen Amino-
sduresequenz in Kenntnis der Nukleotid- und Aminosiuresduresequenz sowie der berechneten 3D-Struktur des nattirli-
chen CHOP-1- und CHOP-2-Proteins, durch Austausch und/oder Insertion und/oder Deletion von einer oder mehreren
Aminosdure(n herzustellen, welche die Ionentransporteigenschaften des urspriinglichen Proteins ganz oder teilweise be-
halten haben oder sich beziiglich Tonenspezifitit, Inaktivierung, Gleichrichtung etc. signifikant unterscheiden. Derivate
sind dabei wie oben angegeben definiert.

[0036] Aktive Systeme konnen von passiven Systemen elektrophysiologisch eindeutig und zweifelsfrei unterschieden
werden, wie nachfolgend ausgefiihrt. Passive lichtgesteuerte Ionenkanile, die Gegenstand der Erfindung sind, erh6hen
im Licht die Leitfdhigkeit von Membranen, in die sie eingebaut sind, gegeniiber dem Dunkelzustand. Die Ionenstrome,
die bei Belichtung auftreten (Photostréme), werden von der Ionenspezies getragen, die von dem lichtgesteuerten Ionen-
kanal geleitet wird. Bei gleicher Konzentration der geleiteten Ionen (in den Féllen von CHOP-1 und CHOP-2 Protonen)
auf beiden Seiten der Membran (symmetrische Bedingungen) wird die Richtung des Photostroms allein durch das ange-
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legte Membranpotential bestimmt. Im Falle eines positiven Ladungstrégers erfolgt bei negativem Potential (in der Zelle
negativ) ein Einwértsstrom unter Bewegung der positiv geladenen Ionen in die Zelle, bei positivem Potential (innen po-
sitiv) ein Auswirtsstrom unter Bewegung der positiv geladenen Ionen aus der Zelle heraus. Die Strom-Spannungskurven
eines erfindungsgemiBen lichtgesteuerten Ionenkanals gehen bei symmetrischer Verteilung des transportierten lons im-
mer durch den Nullpunkt (Umkehrpotential Fyy = 0). Die Strom-Spannungskurven der erfindungsgeméBen lichtgesteuer-
ten Ionenkanile sind jedoch nicht notwendigerweise linear. In der bevorzugten Ausfithrungsform von CHOP-1 zum Bei-
spiel wird der Strom in Einwirtsrichtung besser geleitet als in Auswirtsrichtung (Einwiértsgleichrichter, s. Abb. 2 und 3).
[0037] Im Gegensatz dazu geht bei allen aktiven Transportsystemen (wie z. B. Bakteriorhodopsin) die Strom-Span-
nungskuve bei symmetrischer Ionenverteilung nie durch Null. Die Einstellung einer Ungleichverteilung der geleiteten
Tonen zwischen innen und auflen hat eine Verschiebung der Strom-Spannungskurven entlang der Spannungsskala ent-
sprechend der Nernst'schen Gleichung zur Folge, d. h. um 58 mV bei monovalenten Ionen, um 29 mV bei divalenten Io-
nen.

[0038] Durch Untersuchung der Strom-Spannungskurven kann daher fiir jeden lichtgesteuerten Ionenkanal festgestellt
werden, ob es sich um ein passives oder aktives System handelt.

[0039] Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch Derivate und Fragmente der CHOP-Proteine, welche die Ionen-
transporteigenschaften des urspriinglichen Proteins ganz oder teilweise behalten haben oder sogar in gesteigertem MaBe
aufweisen, sowie strukturell und funktionell dhnliche Opsine aus anderen Organismen, natiirlicher Herkunft oder durch
Anwendung rekombinanter Techniken modifiziert, wenn sie die genannten biophysikalischen Eigenschaften aufweisen
und wie CHOP-1 und CHOP-2 zu den genannten Zwecken eingesetzt werden konnen.

[0040] Das erfindungsgemisse passive Ionentransportsystem enthélt ein lichtsensitives Polyen. Dabei kann es sich bei-
spielsweise um p-Hydroxyzimtsédure, Retinal oder ein Retinalderivat handeln. Bevorzugte Retinalderivate sind aus der
folgenden Gruppe ausgewdhlt: 3,4-Dehydroretinal, 13-Ethylretinal, 9-dm-Retinal, 3-Hydroxyretinal, 4-Hydroxyretinal,
Naphthylretinal; 3,7,11-Trimethyl-Dodeca-2,4,6,8,10-Pentaenal; 3,7-Dimethyl-Deca-2,4,6,8-Tetraenal; 3,7-Dimethyl-
Octa-2,4,6-Trienal; sowie 67, oder 10-11-rotations-blockierte Retinale mit 4, 5, 6 oder 7-Ringverbriickungen. Beson-
ders bevorzugt ist jedoch ein 10-12-Fiinfring-verbriicktes Retinal (Takahashi et al. FEBS Lett. 314, 275-279).

[0041] Nach Lichtabsorption und Isomerisierung der Polyene kommt es in den erfindungsgemifen lichtgesteuerten lo-
nenkanilen zu einer strukturellen Anderung im Protein (Opsin) und damit zur Offnung des Tonen-leitenden Kanals, der
die intrazelluldre Seite der Membran mit der extrazelluldren verbindet. Dieses Ereignis unterscheidet sich grundsétzlich
von der Situation in den bekannten Ionenpumpen, bei denen der extrazellulire protonenleitende Halbkanal (EC) mit dem
intrazelluldren Halbkanal (IC) nie leitend verbunden ist. Im Bakteriorhodopsin ist die Schiff'sche Base des Retinal im
frithen M-Intermediat des Reaktionszyklus (Photozyklus) mit der extrazelluldren Seite leitend verbunden, im spéten M-
Zustand dagegen ist sie mit der intrazelluldren Seite verbunden.

[0042] Die erfindungsgeméssen lichtgesteuerten Ionenkanile kénnen in eine Membran, beispielsweise die Plasma-
membran einer Zelle, eingebaut und dazu verwendet werden, das Membranpotential durch Belichtung schnell und defi-
niert zu veréndern, was zur Aufkldrung der Mechanismen von spannungsabhéngigen Ionenkanélen oder Ionentranspor-
tern sehr hilfreich ist. Ferner ergibt sich so die Moglichkeit, mit einem lichtgesteuerten gezielten Ionentransport die in-
trazelluldren Niveaus dieser Ionen schnell und definiert zu verdndern.

[0043] Im Falle des CHOP-1-Proteins bedeutet dies eine gezielte nicht-invasive Veridnderung des intrazelluldren pH-
Werts, was zur Aufklirung der Mechanismen der intrazelluldren pH-Regulation bzw. des Einflusses von transienten pH-
Anderungen auf zelleigene Proteine von Nutzen ist.

[0044] Durch die Messung des Umkehrpotentials der lichtinduzierten CHOP-1-vermittelten Protonenleitfahigkeit
kann der intrazelluldre pH-Wert direkt unterhalb der Membran, bzw. ein pH-Gradient iiber die Membran bei Kenntnis
des extrazelluldren pHs schnell und genau gemessen werden. Hierzu wird mit der in Abb. 2—4 genannten "Voltage
Clamp" Messung das Umkehrpotential bestimmt und damit die Zellen geeicht. Nachfolgend kann die Modulation des
Membranpotentials und/oder des intrazelluldren pH-Werts mit Licht tiber den erfindungsgemaissen lichtgesteuerten Io-
nenkanal nicht-invasiv erfolgen. Die entsprechenden Messungen erfolgen schnell und definiert und eignen sich so in
idealer Weise fiir moderne HTS (High-Throughput-Screening)-Gerite, mit denen sich beispielsweise pH-regulierte
spannungsabhéngige Membranproteine wie Ionenkanile in Screeninganwendungen mit hohem Durchsatz testen lassen.
Spannungs- oder pH-Spriinge lassen sich in Zelllinien, die CHOP-1 oder verwandte Rhodopsine enthalten, mit Licht in-
duzieren.

[0045] Eine besonders interessante Anwendung ist die optoelektrische Kopplung durch lichtgesteuerte Modulation des
Membranpotentials. Diese Anwendung beruht auf einer Kombination des lichtgesteuerten passiven Ionenkanals mit ei-
nem lichtgesteuerten aktiven Ionentransportsystem, z. B. einer Ionenpumpe, wobei zur Lichtsteuerung des passiven Io-
nenkanals vorzugsweise eine andere Wellenldnge als zur Lichtsteuerung des aktiven Ionentransportsystems eingesetzt
wird. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird Licht einer Wellenldnge von 650 nm zur Aktivierung der Protonen-
pumpe Bakteriorhodopsin und zum Aufbau eines Membranpotentials eingesetzt und anschlieBend Licht einer Wellen-
linge von 440 nm, das auf Bakteriorhodopsin inhibitorisch wirkt, zur Aktivierung des CHOP-1-Protonentransportsy-
stems und zur schnellen Dissipation des Potentials eingesetzt.

[0046] Lichtregulierte Ionenkanile kénnen auch bei der Signaliibertragung von neuronalen Netzwerken auf Mikro-
elektrodennetze eingesetzt werden. Hierbei wird versucht, elektrische Impulse von Neuronen auf Mikrocomputer zu
tibertragen ("Interfacing von Nervenzellen und Halbleitern": Fromherz (2001), Physikalische Blitter 57, 43—-48). Bislang
muBten die Neuronen entweder {iber Neurotransmitter oder direkt mit Mikropipetten stimuliert werden. Neuronen, die
CHOQOP-1 oder verwandte lichtgesteuerte Ionenkanéle exprimieren, kénnten iiber Licht gesteuert werden.

[0047] Eine weitere Anwendung ist die Therapie von blinden Tieren oder letztendlich Menschen. Es gibt einige Krank-
heiten, bei denen die natiirlichen Sehzellen nicht mehr funktionieren, aber alle Nervenverbindungen weiterhin arbeiten
konnen. Heute wird in verschiedenen Forschungszentren versucht, diinne Filme mit kiinstlichen keramischen Photozel-
len auf der Netzhaut zu implantieren (E. Zrenner (2002) Science 295, 1022-1025.) Diese Photozellen sollen dazu dienen,
die sekundéren noch intakten Zellen der Retina zu depolarisieren und damit einen Nervenimpuls auszulsen (bionische
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Augen). Die gezielte Expression von lichtgesteuerten Rhodopsinen wie CHOP-1 in diesen Ganglionzellen, Amacrinzel-
len oder bipolaren Zellen wiirde eine sehr viel elegantere Loésung darstellen und eine hohere rdumliche visuelle Auflo-
sung ermoglichen.

[0048] Der Einbau des erfindungsgeméssen Rhodopsin-Ionentransportsystems in die Membran von Zellen, welche das
entsprechende Opsin-Protein in der Natur nicht exprimieren, kann z. B. in einfacher Weise dadurch erfolgen, dass die fiir
dieses Opsin kodierende DNA unter Anwendung bekannter Verfahren der rekombinanten DNA-Technologie zuerst in ei-
nen geeigneten Expressionsvektor, z. B. ein Plasmid, ein Cosmid oder ein Virus, eingebaut wird, damit anschlieBend die
Zielzellen transformiert werden und das Protein in diesem Wirt exprimiert wird. Anschliefend werden die Zellen in ge-
eigneter Weise z. B. mit Retinal behandelt, um die Verbindung einer Schiff'schen Base zwischen Protein und Retinal zu
erméglichen.

[0049] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform geschieht dieses in verschiedenen Hefen wie Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris wie bereits fiir aktive Rhodopsine wie Bakteriorhodopsin und/oder Rin-
derrhodopsin erfolgreich durchgefiihrt (Hildebrandt V, et al. (1989)) Genetic transfer of the pigment bacteriorhodopsin
into the eukaryote Schizosaccharomyces pombe. FEBS Lett 243(2): 137-40, Najmoutin G. et al. Heterologous expres-
sion of bovine opsins in Pichia pastoris Meth. Enzymol. (2000) 315, 3—11)

[0050] Die Expression kann auch in bestimmten S#ugerzellsystemen erfolgen. Dieses geschieht entweder mit episo-
malen Vektoren als transiente Expression, vozugsweise in COS-Zellen (generiert durch Infektion von "African green
monkey kidney CV1" Zellen) (Oprian et al. (1987) Proc Natl. Acad. Sci USA 84, 8874ff) oder human embyonic kidney
(HEK?293 Zellen, Reeves et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci USA 84, 11487 ff) oder "baby mamster kidney" Zellen
(BHK), oder in Form einer stabilen Expression (durch Integration ins Genom) in chinese hamster ovyry cells (CHO),
myeloma Zellen oder Madine-Darby canine kidney (MDCK) Zellen (Ubersicht in: Makrides SC (1999) Prot. Expr Purif,
17, 183-202) oder in durch Baculoviren infizierte Sf9 Insekten Zellen (Jansen et al. (1988) Mol Biol. Rep. 13, 65 ff).
[0051] Zur Gewidhrleistung oder Optimierung der Expression kann die kodierende DNA auch in geeigneter Weise mo-
difiziert werden, beispielsweise durch Verkniipfung mit geeigneten regulatorischen Sequenzen und/oder durch Anpas-
sung der kodierenden DNA-Sequenz an die bevorzugte Codonverwendung des gewihlten Expressionssystems.

Figurenbeschreibung

[0052] Fig.1

[0053] Fig. 1A Aminosduresequenz des Channelopsinl (Chopl) SEQ ID NO: 1 (AF385748)

[0054] Fig. 1B Aminosiuresequenz des Channelopsin2 (Chop2) SEQ ID NO: 2 (AF461397)

[0055] Fig. 1C Aminosiuresequenz des Bacterioopsins (Bop) aus Halobaterium salinarium (BR). Mit kleinen Buch-
staben wird die Leadersequenz angezeigt, die in vivo abgespalten wird und aus historischen Griinden bei der Nummerie-
rung der Aminosduren nicht mitgezéhlt wird. In fetten Buchstaben sind die fiir die Protonenleitung essentiellen Amino-
sduren gezeigt.

[0056] Fig. 1D Vergleich der Aminosduresequenzen von CHOP-1 (SEQ ID NO: 1, AF385748) und CHOP-2 (SEQ ID
NO: 2, AF461397) aus Chlamydomonas reinhardtii mit der von Bakteriorhodopsin aus Halobacterium salinarum. Ami-
nosduren, von denen fiir BR (Liicke et al. (1999) Science 286, 255-260 und darin erwihnte Literatur) bekannt ist, dass
sie direkt mit dem Retinal wechselwirken, sind durch Sterne angezeigt. Aminoséurepositionen, die in mindestens zwei
Sequenzen gleich sind, sind hellgrau unterlegt. Aminosduren, die zu dem H*-leitenden Netzwerk in BR beitragen und die
diesen entsprechenden Aminoséduren in den anderen Opsinen sind weifl auf schwarzem Grund. Fiir das His 173 von
CHOQOP-1 wurde im Rahmen der Erfindung gezeigt, dass es an der Protonenleitung beteiligt ist. # indiziert die Position des
Retinal-bindenden Lysins. Die unterstrichenen Aminoséuren zeigen die 7 Transmembran-Helices des Core-Proteins an.
[0057] Fig. 2 Photostrome, die wihrend der Belichtung von Qozyten mit griinem oder rotem Licht (500 + 25 nm bzw.
700 + 25 nm, 10% Photonen, m s ") registriert wurden. Haltepotential (Vy) =100 mV, Lichtpuls durch den Balken an-
gezeigt.

Badlosung = 96 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 5 mM MOPS, pH 7,5. A) Eine Oozyte, der keine
CHOQOP-1-RNA injiziert wurde, bestrahlt mit griinem Licht B) eine CHOP-1-Oozyte, bestrahlt mit griinem Licht; C) die-
selbe Qozyte wie in B), bestrahlt mit rotem Licht.

[0058] Fig. 3 Abhingigkeit des lichtinduzierten Einwiértsstroms von den Ionenbedingungen und der Spannung.

a: Ergebnisse mit einer (von fiinf) charakteristischen CHOP-1-Oozyte, in der Reihenfolge der Messung (etwa 150 s
Intervall), dargestellt, Vi, =100 mV, griines Licht wie in Fig. 2. Die Losungen sind mit 5 mM MOPS (pH 7,5) oder
MES (pH 6) oder Citrat (pH 5 und 4) gepuffert. Konzentration in mM:

: 100 NaCl, 2 CaCl,, pH 7,5

: 100 Na(l, 2 CaCl,, pH 6,0 (Referenz)

: 100 Na-Aspartat, 2 CaCly, pH 6,0

: 100 NMG-(, 2 CaCl,, pH 6,0

wie 2

: 100 NaCl, 2 EGTA, 2 MgCl,, pH 6,0

: 200 Sorbit, 5 EGTA, pH 5,0

: 200 Sorbit, 5 EGTA, pH 4,0

: Strom-Spannungs- Verhiltnisse der Photostréme von Fig. 3a, Konzentrationen siehe oben.

T RN AW~

[0059] Fig. 4 Photostrome, die unter Variation des duBeren und inneren pH-Werts aufgezeichnet wurden, und deren
Abhiéngigkeit von der Wellenldnge

a: Photostrom bei V}, = +40 mV. Ergebnisse von einer (von fiinf) charakteristischen CHOP-1-Oozyten in einer Bad-
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16sung von NaCl (100 mM, Spur A: rotes Licht; Spur B: griines Licht; 10?2 Photonen m 2s™') oder Natriumbutyrat
(40 mM, +60 mM NaCl, Spur C: griines Licht) von pH 7,4

b: Strom-Spannungs- Verhiltnisse von Photostromen in verschiedenen Badlosungen, die immer 100 pM undissozi-
ierte Buttersdure enthielten:

H, 60 mM NaCl + 40 mM Na-Butyrat, pH 7,4; A, 84 mM NaCl + 16 mM Na-Butyrat, pH 7,0; w, 93,6 mM NaCl
+ 6,4 mM Na-Butyrat, pH 6,6; ¢, 97,4 mM NaCl + 2,6 mM Na-Butyrat, pH 6,2;

c: pH-Abhingigkeit von Umkehrpotentialen aus b. Die punktierten Linien zeigen die theoretische Beziehung fiir ei-
nen konstanten pHj von 6, 6 bzw. 6,8 und 58 mV/pH. Die gestrichelte Linie zeigt die erwartete Beziehung fiir eine
Steigung von —48 mV/pH-Differenz und pH; = 6,8 bei pH, = 7.4. Die Steigung von —48 mV/pH entspricht einem
langsam abnehmenden pH; (um 0,17 Einheiten pro pH,-Abnahme von einer Einheit). B, pH-Abhéngigkeit von
Umkehrpotentialen aus Versuchen mit 5,4 mM undissoziierter Essigsdure (n = 3). Die punktierte Linie zeigt die
theoretische Beziehung fiir einen konstanten pH; von 5,5 und —58 mV/pH.

d: Wellenldngenabhingigkeit des lichtinduzierten Einstromes bei pH, 5,5 und — 40 mV. Die Photostréme wurden
fiir einen gleichen Photonenstrom normiert.

[0060] Die folgenden Beispiele erldutern die vorliegende Erfindung, ohne diese jedoch darauf zu beschrénken.
BEISPIEL I
Amplifizierung von CHOP-1-DNAs und Expression von funktionsfahigen CHOP-1-Photorezeptoren in Xenopus laevis

[0061] Eine CHOP-1-DNA vollstindiger Linge, kodierend fiir die Aminosduren 1-712, und zwei kiirzere CHOP-1-
DNAs, kodierend fiir die Aminosiuren 1-346 bzw. 1-517 von CHOP-1, wurden von einer cDNA-Matrize vollstindiger
Linge mittels PCR unter Verwendung einer Polymerase mit Korrekturfunktion (pfu, Promega) und zwei Startoligonu-
kleotiden (Primern), die BamHI- und HindII-Restriktionsstellen enthielten, amplifiziert. Die Produkte wurden in den
Vektor pGEMHE (Liman et al., Neuron 9, 861-71 (1992)) inseriert und in E. coli kloniert. Nach Uberpriifung der Se-
quenzen wurden die CHOP-1-DNAs in vitro transkribiert (Ambion) und 20 bis 30 ng cRNA in Oozyten von Xenopus
laevis injiziert, wie bereits fiir Bakteriorhodopsin beschrieben (Nagel et al., FEBS Letters, 377, 263-266 (1995). Die Oo-
zyten, die das CHOP-1-Protein exprimierten, wurden mit einem all-trans-Retinal (1 uM) in Ringer'scher Lésung zwei bis
flinf Tage lang inkubiert.

BEISPIEL I
Charakterisierung des CHOP-1-Photorezeptors

[0062] Zur Untersuchung der angenommenen Ionentransportfunktion wurden die CHOP-1-exprimierenden Qozyten
unter Anwendung einer Zweielektroden-Spannungsklemmen-Technik, die bereits fiir Bakteriorhodopsin verwendet wor-
den war (Nagel et al. FEBS Letters, 377, 263-266 (1995); Nagel et al., Biophysical Journal 74, 403-412 (1998)) ver-
schiedenen Experimenten unterworfen. Griines Licht, nicht jedoch rotes Licht, induzierte einwérts gerichtete Stréme bei
Qozyten, die eine der CHOP-1-RNAs exprimierten (Fig. 2). Das Auftreten von Photostrémen auch bei den kiirzeren
CHOP-1-RNDs demonstrierte, dass ein grofler Teil des carboxyterminalen Bereichs von CHOP-1 fiir diese Funktion
nicht erforderlich ist. Bei pH 6 und einer Transmembranspannung zwischen —100 und +40 mV waren die Photostréme
immer einwirts gerichtet (Fig. 3b). Der Ersatz von Chlorid durch Aspartat in der Losung hatte keine nachweisbare Wir-
kung auf die Amplitude des Photostroms (Fig. 3a) oder dessen Strom-Spannungsverhiltnis (Fig. 3b), ein Ergebnis, das
CI als transportiertes Ion ausschloB. Der Ersatz von Natrium durch N-Methyl-D-glucamin (oder von NaCl durch Sorbit,
Daten nicht gezeigt) filhrte zu einem #hnlichen einwirts gerichteten Strom (Fig. 3a) ohne Verdnderung des Strom-Span-
nungsverhiltnisses (Fig. 3b), was anzeigt, dass Na* von CHOP-1 nicht transportiert wird. GleichermaBen ergab der Er-
satz von Ca?* durch Mg?* keine Verinderung der Photostrome, ein Ergebnis, welches zeigte, dass Ca* ebenfalls nicht
das transportierte Ion war (Fig. 3a, b).

[0063] Dagegen fiihrte eine Erhohung der Protonenkonzentration in der Badldsung, [H*],, auf pH-Werte von 5 bzw. 4
bei Potentialen zwischen —100 und +40 mV zu deutlichen Anstiegen der einwirts gerichteten Photostrome (Fig. 3a, b).
[0064] Die bisher erhaltenen Ergebnisse verweisen somit auf H*-Ionen als Ladungstriager der lichtinduzierten Stréme.
Aufgrund der eingangs erwédhnten Sequenzhomologien zwischen dem CHOP-1-Protein und der Protonenpumpe Bakter-
iorhodopsin lag zunéchst die Annahme nahe, dass auch das CHOP-1-Protein Bestandteil eines aktiven Ionentransportsy-
stems, namlich einer Protonenpumpe wie Bakteriorhodopsin, wire.

[0065] Wihrend Bakteriorhodopsin jedoch bei allen getesteten Membranpotentialen von -60 mV bis +40 mV (siehe
z. B. Nagel et al., Biophysical Journal 74, 403—412 (1998)) auch gegen einen bestehenden pH-Gradienten Protonen im-
mer nach aufen transportiert, war die Transportrichtung des CHOP-1-Systems abhéngig von dem iiber die Membran vor-
liegenden pH-Gradienten und dem Membranpotential (Fig. 4a, b, ¢). Die gemessenen Umkehrpotentiale bei verschiede-
nen Ausgangs-pH-Gradienten (Fig. 4b, c¢) belegen eindeutig, dass die lichtinduzierten Stréme rein passiver Natur sind.
Aus den beobachteten hohen Photostromen ist zu schlieen, dass der Protonentransport nicht nur durch eine erleichterte
Diffusion der Protonen durch die Membran vonstatten geht, sondern dass das CHOP-Protein ein Protonenkanal ist.
[0066] Die Abhingigkeit des lichtinduzierten einwirts gerichteten Photostroms bei pH 5,5 und 40 mV von der Wel-
lenlédnge des Lichts ist in Fig. 4d dargestellt. Das Maximum in der N#he von 500 nm entspricht den Aktionsspektren fiir
Photorezeptorstrome, fiir Phototaxie- und Photoschock-Reaktionen intakter C, reinhardtii-Zellen.
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SEQUENZPROTOKOLL

V.

<120> Verwendung von biologischen Photorezeptoren als direkt

lichtgesteuerte Ionenkandle

<130>
<1l60> 3
<170>
<210> 1
<211> 712
<212> PRT
<213>
<220>

pP33838-019

PatentIn version 3.1

Chlamydomonas reinhardtii

<223> Aminosduresequenz von CHOP-1
Chlamydomonas reinhardtii

<400> 1

Met Ser

1

Ala Ala

Val Ala

Arg Met

Ile Cys
65

Arg

Gly

Thr

35

Leu

Ile

Arg Pro Trp
5

Ser Ala Gly
20

Gln Asp Gly

Phe Gln Thr

Pro Asn Asn
70

Leu

Ala

Pro

Ser

55

Gly

Leu

Ser

Asp

Tyr

Gln

Ala

Thr

25

Tyr

Thr

Cys

(AF385748)

Leu Ala

10

Gly Ser

Val Phe

Leu Glu

Phe Cys
75

Leu

Asp

His

Asn

60

Leu

aus

Ala

Ala

Arg

45

Asn

Ala

Val

Thr

30

Ala

Gly

Trp

Ala

15

Val

His

Ser

Leu

Leu

Pro

Glu

Val

Lys
80



Ser

Ile

Thr

Glu

Ala

145

Ala

Leu

Val

Lys

Ile

225

Thx

Leu

Pro

Ala

Phe

305

Arg

Asn

Thr

Trp

Met

130

Val

Glu

Thr

Ser

Gly

210

Tyr

Val

Tyr

Glu

Ile

290

Leu

Lys

Gly

Phe

Lys

115

Ile

Ile

Trp

Gly

Asp

185

Tyr

Thr

Pro

Phe

Gly

275

Leu

Arg

Lys

Thr

Ala

100

Ser

Lys

Tyr

Leu

Leu

180

Ile

Val

Phe

Lys

Cys

260

Phe

Asp

Val

Gln

Asn

85

Leu

Thr

Phe

Ser

Leu

165

Ala

Gly

Arg

Phe

Gly

245

Ser

Gly

Leu

Lys

Lys

Ala

Ser

Cys

Ile

Ser

150

Thr

Asn

Thr

Val

Asn

230

Ile

Trp

His

Ala

Ile

310

Val
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Glu Lys Leu

Ala

Gly

Ile

135

Asn

Cys

Asp

Ile

Ile

215

Ala

Cys

Ala

Ile

Ser

295

His

Asn

Leu

Trp

120

Glu

Gly

Pro

Tyr

Val

200

Phe

Ala

Arg

Met

Asn

280

Lys

Glu

Val

Cys

105

Glu

Tyr

Asn

Val

Asn

185

Trp

Phe

Lys

Asp

Phe

265

Gln

Asn

His

Ala

Ala

90

Leu

Glu

Phe

Lys

Ile

170

Lys

Gly

Leu

Val

Leu

250

Pro

Phe

Ala

Ile

Gly

Ala

Met

Ile

His

Thr

155

Leu

Arg

Thr

Met

Tyr

235

Val

Val

Asn

Trp

Leu

315

Gln

Asn

Phe

Tyr

Glu

140

Val

Ile

Thr

Thr

Gly

220

Ile

Arg

Leu

Ser

Ser

300

Leu

Glu

Ile

Tyr

Val

125

Phe

Trp

His

Met

Ala

205

Leu

Glu

Tyr

Phe

Ala

285

Met

Tyr

Met

Leu

Gly

110

Ala

Asp

Leu

Leu

Gly

190

Ala

Cys

Ala

Leu

Leu

270

Ile

Met

Gly

Glu

Gln

95

Tyr

Thr

Glu

Arg

Ser

175

Leu

Leu

Tyr

Tyr

Ala

255

Leu

Ala

Gly

Asp

Val

Trp

Gln

Ile

Pro

Tyr

160

Asn

Leu

Ser

Gly

His

240

Trp

Gly

His

His

Ile

320

Glu
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Ser Met Asn Ala Gly Met Thr Gly Gly Met Gly Gly Ala Ser
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Chlamydomonas reinhardtii

Aminosduresequenz von CHOP-2 (AF461397) aus
Chlamydomonas reinhardtii
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Halobacterium salinarum

Halobakterium salinarum
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Ala Tyr Pro Val Val Trp Leu Ile Gly Ser Glu Gly Ala Gly Ile
195 200 205

Pro Leu Asn Ile Glu Thr Leu Leu Phe Met Val Leu Asp Val Ser
210 215 220

Lys Val Gly Phe Gly Leu Ile Leu Leu Arg Ser Arg Ala Ile Phe
230 235 240

Glu Ala Glu Ala Pro Glu Pro Ser Ala Gly Asp Gly Ala Ala Ala
245 250 255

Ser Asp

Patentanspriiche

1. Verwendung eines biologischen Photorezeptors als lichtgesteuerten Ionenkanal zur Verénderung der Ionenleitfs-
higkeit einer Membran mit Hilfe von Licht. Der vewendete Photorezeptor umfasst ein Apoprotein und ein kovalent
an das Apoprotein gebundenes lichtsensitives Polyen, das mit dem Apoprotein wechselwirkt und als lichtempfind-
liches Tor fungiert.

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Apoprotein ein Transmembranprotein mit 5
oder mehr Transmembranhelices ist.

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das Ionentransportsystem ein Protonen-
transportsystem ist.

4. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass das Apoprotein ein Opsin-Protein
oder ein Derivat oder Fragment eines natiirlich vorkommenden Opsin-Proteins ist.

5. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass das Opsin-Derivat oder -Fragment das Ergebnis ei-
nes Austausches und/oder einer Insertion und/oder Deletion von einer oder mehreren Aminosdure(n) in der natiirli-
chen Aminoséduresequenz des Opsin-Proteins ist.

6. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die dem Bakteriorhodopsin-Asp®®
entsprechende Aminoséure eine andere Aminosédure als Asp ist und in dem Apoprotein mindestens 8 der weiteren
16 Aminoséuren, die im Bakteriorhodopsin am Protonentransportnetzwerk beteiligt sind, identisch erhalten oder
durch konservativen Austausch veréndert sind.

7. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens die Aminos4uren, die
im Bakteriorhodopsin den Aminosduren T# y57 R T8 TLO7 wls2 212 K216 entsprechen, an der entsprechen-
den Position identisch erhalten sind.

8. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass das Apoprotein die Konsensusse-
quenz L(DDxxxKxxW(FY) enthilt.

9. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass das Apoprotein aus niederen
Pflanzen stammt.

10. Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die niederen Pflanzen Algen sind.

11. Verwendung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass das Apoprotein ein Opsin-Protein aus Chlamy-
domonas reinhardtii ist.

12. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass es mindestens die Aminosduren
61 bis 310 des Channelopsinl (Chop1) gemiss SEQ ID NO: 1 (AF385748) (National Center for Biotechnology In-
formation, NCBI) umfasst.

13. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass es mindestens die Aminosduren
24 bis 268 des Channelopsin2 (CHOP2) gemiss SEQ ID NO: 2 (AF461397) umfasst.

14. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass das Opsin-Protein von Proto-
zoen stammit.

15. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass das Opsin-Protein von Bakterien
oder Archaeen stammt.

16. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis §, dadurch gekennzeichnet, dass das Opsin-Protein aus Pilzen
stammt.

17. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass das lichtsensitive Polyen ein
Retinal oder Retinalderivat ist.

18. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass das Retinalderivat aus der folgenden Gruppe
ausgewdhlt ist: 3,4-Dehydroretinal, 13-Ethylretinal, 9-dm-Retinal, 3-Hydroxyretinal, 4-Hydroxyretinal, Naphthyl-
retinal; 3,7,11-Trimethyl-Dodeca-2,4,6,8,10-Pentaenal; 3,7-Dimethyl-Deca-2.4,6,8-Tetraenal; 3,7-Dimethyl-Octa-
2,4,6-Trienal; sowie 6-7 oder 8-9, oder 10-11-Rotations-blockierte Retinale.

19. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 18 zur lichtgesteuerten Verinderung der Protonenleitféhigkeit der
Membran.
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20. Verwendung eines lichtgesteuerten Ionenkanals nach einem der Anspriiche 1 bis 18 zur lichtgesteuerten Ver4n-
derung des Membranpotentials einer Zelle.

21. Verwendung nach einem der Anspriiche 1820, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei der Membran um die
Zellmembran einer Hefe (z. B. Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris) handelt.
22. Verwendung nach einem der Anspriiche 1820, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei der Membran um die
Zellmembran einer Saugetierzelle (z. B. COS, BHK, HEK293, CHO, Myeloma-Zellen, MDCK, Baculovirus infi-
zierte sf9-Zellen) handelt.

23. Verwendung nach einem der Anspriiche 18 bis 20 zur lichtgesteuerten Erhchung oder Erniedrigung der intra-
zelluldren Konzentration von Ionen.

24. Verwendung nach Anspruch 23 zur lichtgesteuerten Erhthung oder Erniedrigung der intrazellulédren Protonen-
konzentration.

25. Verwendung nach einem der Anspriiche 15 bis 18 zur Messung der intrazelluldren Protonenkonzentration di-
rekt an der Plasmamembran oder eines Protonenkonzentrationsgradienten iiber der Plasmamembran mit Hilfe von
Strom-Spannungskurven, wobei der Protonenkonzentrationsgradient aus der Differenz der Strom-Spannungskur-
ven mit und ohne Belichtung aus dem Umkehrpotential direkt ermittelt werden kann.

26. Verwendung eines lichtgesteuerten Ionenkanals nach einem der Anspriiche 1 bis 18 zum Hochdurchsatzscree-
ning von biologischen Molekiilen.

27. Verwendung nach Anspruch 26 zum Hochdurchsatzscreening von pH-regulierten Membranproteinen.

28. Verwendung nach Anspruch 26 zum Hochdurchsatzscreening von spannungsabhingigen Membranproteinen.
29. Verwendung nach einem der Anspriiche 18 bis 28, dadurch gekennzeichnet, dass der lichtgesteuerte Ionenkanal
in Kombination mit einem lichtgesteuerten aktiven Ionentransportsystem eingesetzt wird.

Hierzu 7 Seite(n) Zeichnungen
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Offenlegungstag: 30. Oktober 2003

MSRRPWLLALALAVALAAGSAGASTGSDATVPVATQDGPDYVFHRAHERMLFQTSY
TLENNGSVICIPNNGQCFCLAWLKSNGTNAEKLAANILQWITFALSALCLMFYGYQTW
KSTCGWEEIYVATIEMIKFIIEYFHEFDEPAVIYSSNGNKTVWLRYAEWLLTCPVILIHLS
NLTGLANDYNKRTMGLLVSDIGTIVWGTTAALSKGYVRVIFFLMGLCYGIYTFFNAAKV
YIEAYHTVPKGICRDLVRYLAWLYFCSWAMFPVLFLLGPEGFGHINQFNSAIAHAILDL
ASKNAWSMMGHFLRVKIHEHILLYGDIRKKQKVNVAGQEMEVETMVHEEDDETQKV
PTAKYANRDSFIIMRDRLKEKGFETRASLDGDPNGDAEANAAAGGKPGMEMGKMTG
MGMGMGAGMGMATIDSGRVILAVPDISMVDFFREQFARLPVPYELVPALGAENTLQL
VQQAQSLGGCDFVLMHPEFLRDRSPTGLLPRLKMGGQRAAAFGWAAIGPMRDLIEG
SGVDGWLEGPSFGAGINQQALVALINRMQQAKKMGMMGGMGMGMGGGMGMGM
GMGMGMAPSMNAGMTGGMGGASMGGAVMGMGMGMQPMQQAMPAMSPMMTQ
QPSMMSQPSAMSAGGAMQAMGGVMPSPAPGGRVGTNPLFGSAPSPLSSQPGISP
GMATPPAATAAPAAGGSEAEMLQQLMSEINRLKNELGE

Fig. 1A
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MDYGGALSAVGRELLFVTNPVVVNGSVLVPEDQCYCAGWIESRGTNGAQTASNVLQ
WLAAGFSILLLMFYAYQTWKSTCGWEEIYVCAIEMVKVILEFFFEFKNPSMLYLATGH
RVQWLRYAEWLLTCPVILIHLSNLTGLSNDYSRRTMGLLVSDIGTIVWGATSAMATGY
VKVIFFCLGLCYGANTFFHAAKAYIEGYHTVPKGRCRQVVTGMAWLFFVSWGMFPIL
FILGPEGFGVLSVYGSTVGHTIIDLMSKNCWGLLGHYLRVLIHEHILIHGDIRKTTKLNIG
GTEIEVETLVEDEAEAGAVNKGTGKYASRESFLVMRDKMKEKGIDVRASLDNSKEVE
QEQAARAAMMMMNGNGMGMGMGMNGMNGMGGMNGMAGGAKPGLELTPQLQP
GRVILAVPDISMVDFFREQFAQLSVTYELVPALGADNTLALVTQAQNLGGVDFVLIHP
EFLRDRSSTSILSRLRGAGQRVAAFGWAQLGPMRDLIESANLDGWLEGPSFGQGILP
AHIVALVAKMQQMRKMQQMQQIGMMTGGMNGMGGGMGGGMNGMGGGNGMNN
MGNGMGGGMGNGMGGNGMNGMGGGNGMNNMGGNGMAGNGMGGGMGGNGM
GGSMNGMSSGVVANVTPSAAGGMGGMMNGGMAAPQSPGMNGGRLGTNPLFNAA
PSPLSSQLGAEAGMGSMGGMGGMSGMGGMGGMGGMGGAGAATTQAAGGNAEA
EMLQNLMNEINRLKRELGE

Fig 1B
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MiptavegvsgAQITGRPEWIWLALGTALMGLGTLYFLVKGMGVSDPDAKKFYAITTLVPAIAFT
MYLSMLLGYGLTMVPFGGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADQGTILALVGADG
IMIGTGLVGALTKVYSYRFVWWAISTAAMLYILYVLFFGFTSKAESMRPEVASTFKVLRNVT
VVLWSAYPVVWLIGSEGAGIVPLNIETLLFMVLDVSAKVGFGLILLRSRAIFGEAEAPEPSAG
DGAAATSD

Fig. 1C
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