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Einleitung 1

1. Einleitung

Biologische Membranen sind fiir nahezu alle Lebensvorgédnge unerlisslich. Prozesse wie die
biologische Energiegewinnung durch Photosynthese und oxidative Phosphorylierung sind nur
zwei Beispiele einer Unzahl von Prozessen, die an Membransystemen ablaufen kénnen. Die
Signifikanz von Membranproteinen, die in eben diesen Prozessen eine Hauptrolle spielen,
kann deshalb nicht {iiberschitzt werden. Mehr als 25 % aller Genprodukte sind
Membranproteine, die in allen Zell- und Organellmembranen vorzufinden sind. Trotz der in
den letzten Jahren gemachten Fortschritte in der Strukturbiologie ist das Verstindnis {iber
Struktur und Mechanismen verschiedener Membranproteine immer noch wesentlich geringer
als das von l6slichen Proteinen.

Lichtaktivierbare Proteine, wie z.B. biologische Photorezeptoren, sind deshalb besonders dazu
geeignet, dynamische Verdnderungen in der Proteinstruktur in Relation zu ihrer Funktion zu
untersuchen. Denn diese Proteine konnen iiber Laser und Blitzlicht getriggert werden, was zu
einer exzellenten zeitlichen Aufldsung ihrer dynamischen Strukturverdanderung fiihrt. Da es
sich bei ithnen um signaltransduzierende Proteine handelt, sind oftmals groe Verdnderungen
in den Konformationsiibergingen, die zur Bildung des signaltransduzierenden Zustands
fiihren, zu erwarten. Einen weiteren Beitrag, den diese so genannten Photosensorproteine zur
strukturellen Aufkldrung von funktionellen Konformationsiibergéingen liefern konnen, liegt in
der Anwesenheit ihres Chromophors und damit ihrer spezifischen Lichtabsorption begriindet.
In der Literatur sind bereits viele verschiedene Photorezeptorproteine beschrieben und
klassifiziert worden. Dabei ist die einschligige Vorgehensweise eine Klassifizierung, die der
chemischen Struktur des lichtabsorbierenden Chromophors zugrunde liegt. Des Weiteren ist
ein vorangehender Sequenzabgleich unerldsslich, um die vielen Photorezeptorproteine
innerhalb einer Familie gliedern zu kénnen.

Die wohl wichtigsten bekannten Familien sind die Rhodopsine, Phytochrome, Xanthopsine,
Cryptochrome, Phototropine und die BLUF-Proteine (Abb. 1). Die primire Photochemie
dieser Proteinklasse resultiert in einer Konfigurationséinderung ihres Chromophors.

Die ersten drei in Abb.l gezeigten Familien, weisen als Konfigurationsdnderung eine
Trans/Cis-Isomerisierung auf. Doch neuerliche Ergebnisse liefern den Beweis fiir eine weitere
Form der Photochemie, wie die Cysteinyl-Addukt-Formation in der LOV-Doméne der
Phototropine. Beide Formen initiieren die durch Absorption eines Photons ausgeldste

Signalkaskade.
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Chromophore Photosensor-  Photochemie
Klassen Beispiel Strukturelemsant Familie
Telrapyrole Phytochromobilin N iﬂ _ Phytochrome Frars &= Ois
L e

Polyens Retinal bl i N Rhodopsing IFEny = Civ

o B :

Coumarinsaure s Xanthopsine frans  cis

5
Y = M H o
argmabsche [ [ i Cryptochrome Elekironentransfer
Gl
Flavin Phototropin Cyateny]-Adduk-
Formation
BLUF-Proteing Protonentransier

Abb. 1: Charakterisierung der verschiedenen Chromophorklassen und der dazu
gehorigen Photosensorfamilien (Van der Horst & Hellingwerf, 2004).

Abbildung 1 zeigt nur einen kleinen Auszug der bisher in der Natur entdeckten
Photorezeptorproteine. Auch wenn ein Grofiteil der im sichtbaren und infraroten
Spektralbereich agierenden Photorezeptorproteine bereits bekannt ist, gibt es dennoch einige
Systeme, die im UV-Spektralbereich fungieren. Es ist ungekldrt, ob diese Systeme
Chromophore wie Carotenoide, Chlorophylle und ihre Vorstufen oder Vitamin B12 benétigen.
Fast alle neu entdeckten Photosensoren werden deshalb mit einer der am besten erforschten
Photosensorproteinklassen verglichen. Es handelt sich hierbei um Retinalproteine, zu denen
die Rhodopsine zdhlen. Um ein genaueres Verstindnis fiir die Vielfdltigkeit der Rhodopsine
zu erhalten, werden die nachfolgenden Kapitel zundchst die Phototransduktion der

Vertebraten und anschlieBend die der Invertebraten beleuchten.
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1.1 Rhodopsine

Die retinyliden Proteine sind eine weit verbreitete Klasse von Chromoproteinen, deren
Vertreter sowohl in Prokaryonten (Bakteria und Archaea) als auch in Eukaryonten
nachgewiesen wurde. Das gemeinsame Merkmal dieser lichtumwandelnden Proteine ist die
prosthetische Gruppe, das so genannte Retinal oder dessen Derivate (Abb. 2)

Diese transmembranen Rezeptoren

[fLIa\x/% h,ﬂa\h/]%/—%%_ &VL\V? gehoren zu einer der am weitesten
- B i .
‘ 1.

verbreiteten  Proteinklassen, die
\, “ 5 2000 Mitglieder =~ umfassende

L Superfamilie der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren (GPCR).
Ihre Gemeinsamkeit besteht darin,

I8 1 » extrazelluldre Signale durch
4 ;Lﬁ -“:*J-fl‘bf“ﬁb TR . : ;
[/(\Ii ' Interaktion mit guanylnukleotid-

bindenden Proteinen (G-Proteinen)

Abb. 2: Retinalkonfigurationen und Isomerisierung in an das Zellinnere weiterzuleiten.
archaealen (links) und eukaryotischen Rhodopsinen .
(rechts), unten: Bezifferungsnomenklatur des Retinals Trotz der durch die

unterschiedlichen Funktionen
bedingten Diversitidt in der Sequenz, wird fiir alle Mitglieder dieser Proteinfamilie eine
typische Anordnung von sieben transmembranen Helices (TM) als gemeinsames strukturelles
Merkmal angenommen (Attwood & Findlay, 1994). Ihre Mitglieder {ibernehmen essentielle
Funktionen als Hormon- bzw. Neurotransmitter (Birnbaumer et al., 1990), als Geruchs- und
Geschmackssensoren (Buck & Axel, 1991) sowie die fiir diese Arbeit wichtige Aufnahme und
Weiterverarbeitung von Licht mittels eines Photorezeptorproteins, dem Rhodopsin (Hargrave
& McDowell, 1992). In den Rhodopsinen der Sduger wird die PSB-Bindung (protonierte
Schiff’sche Base) nach Isomerisierung unter Bildung des Apoproteins und freien all-trans
Retinals gelost. Reisomerisierung des Chromophors im Pigmentepithel und Rekonstitution
der 11-cis Isomers mit dem Opsin schlieBen den Zyklus (Wald. & Brown, 1958). Die Vorteile
dieses ,,offenen” Zyklus bestehen in zusidtzlichen Lichtadaptionsmechanismen, wie dem
regulierbaren Verhéltnis von Chromophor zu Opsin, tiber das der Anteil aktivierbarer

Lichtrezeptoren beeinflusst werden kann.
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1.2 Archaeale Retinalproteine

Fiir die Funktion als Lichtrezeptoren besitzen sowohl die eukaryontischen, als auch die
archeabakteriellen Rhodopsine als universelle prosthetische Gruppe einen Retinalchromophor.
Ebenfalls identisch ist die Photoisomerisierung des Chromophors als primdre Reaktion auf
den Lichtreiz. Wéhrend im Rhodopsin Typ-2 die Konformation des Retinals von 11-cis zu
all-trans wechselt, erfolgt diese Reaktion fiir archaebakterielle Rhodopsine (Typ-1) sowie fiir
die Rhodopsine einiger Protozoa, wie der einzelligen Griinalge Chlamydomonas reinhardtii
mit der Isomerisierung von all-trans zu 13-cis im fast umgekehrten Sinn. Ein weiterer
wesentlicher Unterschied besteht darin, dass bei den letztgenannten Rhodopsinen das Retinal
nach der Lichtanregung nicht vom Protein dissoziiert. So kann eine zyklische Reaktion mit
thermischer Reisomerisierung des Chromophors durchlaufen werden, ohne dass eine aktive
Regenerierung des Pigmentes erfolgen muss. Die Apoproteine beider Klassen, genannt
Opsine, zeigen zudem keine Sequenzhomologie. Auf der Basis der bisher erbrachten
strukturellen Informationen besitzen diese sieben Helices ein unterschiedliches Arrangement
zueinander.

Um die Vielfalt der archaealen Retinalproteine zu verdeutlichen werden nachfolgend die
Rhodopsine des wohl am Héufigsten untersuchten Vertreters der Archaea, dem
Halobacterium salinarum (frither H. halobium), beleuchtet.

Halobacterium salinarum gehort zu den halophilen Archaea, die mit den methanogenen und
thermoacidophilen Archaea eine dritte Domine im phylogenetischen Stammbaum der
Lebewesen bilden (Woese et al., 1990). Ihren Namen bekamen die Archaea aufgrund der
extremen Bedingungen, unter denen sie leben konnen, wie hohe Temperaturen, extreme pH-
Werte und hohe Salzkonzentrationen. Halophile Archaea leben in salzhaltigen Gewissern, in
denen die Salzkonzentration bis zur Séttigungsgrenze ansteigen kann. Fiir H. salinarum liegen
bei etwa 4.3 M NaCl optimale Bedingungen vor. Bei Wachstumstemperaturen von 40 — 50 °C
ist der Sauerstoffgehalt des Wassers niedrig. Neben der Energiegewinnung {iber die
Atmungskette haben halophile Archaea die Moglichkeit, durch Fermentation von Arginin
oder eine zweite Art der Photosynthese ATP zu synthetisieren. Letztere wird durch die
auswidrts gerichtete, lichtgetriebene Protonenpumpe Bacteriorhodopsin (BR) ermdglicht, die
zur Familie der Retinalproteine gehort und durch vektoriellen Transport von Protonen aus der
Zelle einen Protonengradienten an der Membran aufbaut, durch den die ATP-Synthese und
diverse Transportprozesse ermoglicht werden (Oesterhelt & Stoeckenius, 1971; Oesterhelt &

Stoeckenius, 1973).
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In H. salinarum werden neben BR noch drei weitere Mitglieder dieser Proteinfamilie
gefunden. Des Weiteren existieren die lichtgetriebene Anionenpumpe Halorhodopsin (HR),
die im Licht die Chloridaufnahme wihrend des Wachstums der Zellen unter isoosmolaren
Bedingungen gewidhrleistet (Schobert & Lanyi, 1982), sowie zwei Lichtrezeptoren,
Sensorrhodopsin I (SR T) und Sensorrhodopsin II (SR II).

Die Ahnlichkeit der beiden Pumpen konnte durch die Einfiihrung einer Punktmutation
experimentell bestitigt werden. Dabei wurde der Protonenakzeptor D85 in BR zum
entsprechenden Rest in HR (Threonin) mutiert, wodurch BR zu einer ebenfalls einwérts
gerichteten Chloridpumpe umgewandelt werden konnte (Sasaki et al., 1995). Durch
Absorption von zwei Photonen kann HR Protonen in die Zelle transportieren (Bamberg et al.,
1993).

Die Sensorrhodopsine SR I und SR II
unterscheiden  sich  von  diesen
Ionenpumpen durch ihre Funktion als
Photorezeptoren (SR I: Bogomolni und
Spudich, 1982; SR II: Takahashi et al.,
1985). SR I dient als Empféanger fiir UV
und oranges Licht, was in der Zelle eine
abstoBende bzw. anziehende Reaktion

auslost. Durch das Transducerprotein

Zytoplasmatische Seite Htrl wird eine Signalkaskade ausgelost,

T (W)
578 nm 568 nm |
R o bR

I (S RS

A

die die Drehrichtung des Geillelapparats
der Zelle édndert und so ein
Wegschwimmen vom blauen bzw.
Hinschwimmen zum orangen Licht
ermoglicht. SR II ist ein
Blaulichtrezeptor (490 nm) und 16st in

(AR N e
LY

| ‘ o der Zelle durch Absorption von blauem

Cy

Extrazellulare Seite

Licht eine Fluchtreaktion aus.

Abb.3: Schematische Darstellung der Retinalproteine in der Membran von H. salinarum
(modifiziert nach Oesterhelt, D, 1998); BR und HR: lichtgetriecbene Ionenpumpen
Bacteriorhodopsin und Halorhodopsin (H+ bzw. CI-), SR I/II: Lichtrezeptoren Sensorrhodopsin I
und II fiir UV und oranges bzw. blaues Licht, mit dem Transducerprotein Htr II, der fiir die
Weiterleitung des Lichtsignals in der Zelle sorgt. (Indizes zeigen die jeweiligen
Absorptionsmaxima der Pigmente an)
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1.2.1 Vergleich zwischen Bacteriorhodopsin und Sensorrhodopsin Il

Um die in den nachfolgenden Kapiteln gemachten Strukturannahmen des fiir diese Arbeit
wichtigen Rhodopsins, des Channelrhodopsin 2 aus Chlamydomonas reinhardtii , besser
verstehen zu konnen, werden in diesem Kapitel zunéchst die Strukturen von BR und SRII

(Sensorrhodopsin II) verglichen und erldutert.

Betrachtet man die Abfolge der in einem Photozyklus durchlaufenen Intermediate, wird die
Ahnlichkeit der grundlegenden photochemischen Reaktion archaebakterieller Rhodopsine wie
pSRII und BR deutlich. Dies gilt insbesondere fiir die bereits erlduterte initiale all-trans zu
13-cis Photoisomerisierung des Retinalchromophors sowie den Protonentransfer von der
Schiff’schen Base (SB) zu ihrem Gegenion (D75, pSRII/D85, BR) innerhalb der ersten 100
Mikrosekunden. Dieser folgt wiederum die Bildung des ,,M*“-Zustands (Engelhard et al., 1996;
Chizhov et al., 1996). Durch die Deprotonierung der SB ist das Absorptionsmaximum zu
etwa 390 nm hypsochrom verschoben. Simultan wird von einer komplexen Akzeptorgruppe

ein Proton an das periplasmatische Medium abgegeben.

PSRIl4ss

T =1000ms

T=30 s

Draprotoniarumg
vor Asp7s

Oss35

Pratonciietung
von Aspis

M 390

T =200ms

Abb. 4: Vereinfachtes Modell des Photozyklus von pSRII mit den wesentlichen
Schritten der Isomerisierungen des Chromophors und des Protonentransfers von
Schiff’scher Base zur Gegenladung Asp75.
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Im starken Gegensatz zu BR ist der weitere Photozyklus des pSRII durch einen langlebigen
»M“-Zustand (1ms-400 ms) stark verlangsamt und kehrt mit einer komplexen Kinetik iiber so
genannte ,,N“- und ,,0“-Zustidnde innerhalb von Sekunden in den Grundzustand zuriick
(Chizhov et al, 1998). Das Auftreten dieser Chromophorzustinde ist indikativ fiir die
Reprotonierung der SB von der zytoplasmatischen Seite sowie fiir die nachfolgende
Reisomerisierung des Chromophors. Gleichzeitig wird die Gegenladung der SB regeneriert,
indem das Proton von Asp75 an die oben erwédhnte Akzeptorgruppe abgegeben wird. Im
Vergleich zum pSRII durchlduft BR im gleichen Zeitraum etwa 100 dieser Prozesse. Es
konnte gezeigt werden, dass die Effizienz des BR in seiner Funktion als Protonenpumpe in
der hohen ,, Turnover-Zahl* begriindet ist (Fahr et al., 1981).

Was aber unterscheidet den Sensor pSRII von der Protonenpumpe BR? Durch
Mutationsanalysen und anhand hochauflosender Kristallstrukturen (Essen et al., 1998; Luecke
et al., 1999a) konnen eine Reihe von Aminosdureresten aufgefiihrt werden, die an den
Protonentransferreaktionen beteiligt sind und im pSRII so nicht zur Verfiigung stehen (vgl.
Abb. 5). Darunter fallen saure Reste an der zytoplasmatischen Oberfliche wie D36, E161,
E166 und die Schliisselpositionen D96 und T46, die eine wesentliche Rolle in der
Reprotonierung der SB spielen (Tittor et al., 1989). Im pSRII sind die korrespondierenden
Positionen durch hydrophobe Reste besetzt. Damit begriindet sich die hohe Lebenszeit des
»M“-Zustandes. Kompensiert man die letztgenannten Sequenzunterschiede durch Mutationen
oder Zugabe eines Protonendonors wie Azid kann ein Photostrom regeneriert und der Zerfall
des ,,M“-Zustandes beschleunigt werden (Takao et al., 1998; Schmies et al., 2000).

Weiterhin konnte die Protonenabgabe zur extrazelluldren Seite dadurch behindert sein, dass

A
13 1 11 21 31 41
BE = cccss=s MLE LLETAVEGVS QRAQITGREEY IWLALGTAIM GLGTLYFLVE GMGVIRE KFYAIWTLVE
EEHLL  ssisecmssd TEEE iEAEEE Sas MVGLTHL FW. . LGAIGM LVGTLAFAWA GROACEHSH.E RYYV G1S
g 13 2B 37
B C D

5l Gl 71 Bl 91 101 111
BR ATLAFTMYLSM LLGYGLTMVE FGGEQNEIYW ARY. FIT FLLLIELALL VIADOGTILA LVGADGIMIG
pSRII GIARVANAM ATGVGIVEV. ... AERTVFA FRYIRWILTT PLIVYRLGLT AGLDSEEFGI VITLHTVVIML

47 37 73 B3 o3 103

E F

121 131 141 151 161 171 131
BR TEGLVEALTKY Y3YRFVWWALI STAAMLYILY VLFFGETSFA RSHMEFEVAST FEVLRNVIVY LWSAYPVVHL
pSRIT AGFAGAMVPG IE.RYVALFGM GAVAFLGLVY YLWGFMTESA QRFJ.‘-‘ IKSL YVRELRNLTVI LWAIYPFIWL

113 142 131 141 151 1bl 171

G

191 201 211 221 231 241
BR IG AGIVE LNIETLLEMY LDV, LILLESRAIF GEREATEPSA GDGARATED
PSRIL LG%\/?J.T.T PTVEVALIVY LDL FIALDAMATL . PFAEHGESLA GVDTDAPAVA [

131 121 201 211 220 230 240

Abb. 5: Vergleich der Priméirsequenz von BR und pSRII. Identische Aminosduren sind
durch Fettschrift hervorgehoben, Positionen mit einer Beteiligung an der
Protonentranslokation dagegen sind schwarz hinterlegt. Transmembrane Helices sind durch
ein graues Rechteck mit Uberstrich gekennzeichnet.
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die der Glul194 (BR) korrespondierende Position durch ein Prolin besetzt ist (Balashov et al.,
1997). Diese augenfilligen ,,Mutationen®, aber auch subtilere Verdnderungen in Sequenz oder
Struktur, konnten, trotz der groBen Ahnlichkeiten, zur Differenzierung zwischen den
Hauptfunktionen einer Protonenpumpe und eines Sensors fithren. McCain et al. (1987)
zeigten, dass die phototaktische  Sensitivitdit durch die Lebensdauer der
Photozyklusintermediate und nicht durch die Haufigkeit der Photoreaktion bestimmt ist. Wird
SRI in vivo mit Retinalanaloga rekonstituiert, die die Reprotonierung der Schiff’schen Base,
also den Zerfall des ,,M“-Intermediats, verzogern, so verstidrkt sich proportional die
photophile Antwort gegeniiber orangenem Licht (Yan & Spudich, 1991). Als signalgebender
Zustand wird daher das ,,M‘“-Intermediat betrachtet. Das , M“-Intermediat des SRI ist aber
gleichzeitig Ausgangspunkt fiir eine photophobe Reaktion gegeniiber Blaulicht, die durch die
Absorption eines zweiten Lichtquants induziert wird. Der signalgebende Zustand der
photophoben Reaktion wird dem Photoprodukt des Zweiphotonenprozesses zugeschrieben
(Olson et al., 1995). Vergleichbare Untersuchungen am SRII lassen den Schluss zu, dass der
signalgebende Zustand ebenfalls durch Deprotonierung der Schiftf’schen Base erzeugt wird
und noch im folgenden Intermediat mit einer reprotonierten Schiff’'schen Base Bestand hat

(Yan et al., 1991).



Einleitung 9

1.3. Chlamydomonas reinhardtii und ihre spezifischen
Photorezeptorproteine

C. reinhardtii ist eines der bekanntesten Modellsysteme der Forschung, um photobiologische,
zell- und molekularbiologische Fragestellungen zu beantworten. Diese einzellige Griinalge
aus der Familie der Chlorophyceae ist nur 8-10 um grof3, besitzt eine Zellwand, einen
Chloroplasten, sowie als herausstehendes Merkmal einen rétlichen Augenfleck (Stigma), der

Phototaxis bzw. Photophobie vermittelt (Abb.6). Zur Fortbewegung besitzt dieser Protozoe
anterior ein Flagellenpaar. Durch die Schlagbewegung dieser zwei Flagellen konnen sich die

Zellen mit einer Geschwindigkeit von ca. 120 pm/s ,brustschwimmend®, d. h. mit den

Flagelle

Vacuole
",

Mitochondrium
.. Augenfleck

Kern

Chloroplast

Abb.6: A) Immuncytochemische Farbung von Chlamydomonas reinhardtii (Suzuki et
al., 2003). B) schematische Darstellung der Zelle (Hegemann & Fischer, 1999).
Flagellen voran, fortbewegen. Da letztere nicht genau in einer Ebene schlagen, resultiert eine
der Vorwirtsbewegung iiberlagerte Rotation um die eigene Léngsachse mit einer Frequenz
von ca. 2 Hz. Das Schwimmverhalten der Algen wird durch die Lichtverhiltnisse beeinflusst,
wobei man zwei verschiedene Reaktionsmuster unterscheiden kann.

Photophobische Reaktion: Bei plotzlicher starker Anderung der Lichtintensitit stoppen die

Zellen ihre Schwimmbewegung, schwimmen kurz riickwiérts und schlieBlich in eine andere
Richtung vorwérts weiter. Dieses Verhalten verhindert, neben der Gefahrdung durch zu starke
Lichteinstrahlung, dass die Alge allzu héufig von Orten intensiver Sonneneinstrahlung zu
schattigen Stellen schwimmt, so dass unnodtiges Umadaptieren des photosynthetischen

Apparates entfillt (Dieckmann et al., 2003).
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Positive/negative Phototaxis:

Bei Dauerbeleuchtung versucht die Zelle, moglichst giinstige Lichtbedingungen aufzusuchen,
indem sie so lange die Richtung wechselt, bis sie bei hoher Lichtintensitit von der Lichtquelle
wegschwimmt oder sich bei geringer Intensitdt daraufzu bewegt. Dies wird dadurch erreicht,
dass nur eine Flagelle ihr Schlagmuster kurzzeitig dndert. Das Photorezeptorsystem, das fiir
die Umwandlung der Lichtsignale in Flagellenbewegungen verantwortlich ist, ist im
Augenfleck lokalisiert. Abb. 6 zeigt eine schematische Darstellung der Augenfleckregion. Sie
macht etwa 1 % der Zelloberfldche aus und besitzt einen Durchmesser von 1 pm. Die rotliche
Farbe des ,,Auges® ist auf carotinoidhaltige Vesikel zuriickzufiihren. Sie sind in Schichten von
125 nm Dicke und Abstand angeordnet, was jeweils A/4 des Absorptionsmaximums des
Photorezeptors entspricht. Dank dieses Aufbaus wirkt der Augenfleck als Interferenzreflektor.
Elektronenmikroskopische Untersuchungen haben gezeigt, dass das Stigma einem

vielschichtigen ,,Membran-Sandwich* gleicht (Abb.7).

Die Plasmamembran befindet sich in

____i*_ 8 S enger Nachbarschaft zur

- s, Chloroplastenmembran  (Melkonian &

Robenek, 1980). Der Augenfleck von C.

. reinhardtii kann dabei bis zu acht

”_“L :# Schichten einer membrandsen Struktur

. . . *‘H" “ aufweisen. Diese spezielle  Struktur
ﬁwf#mb; : *.-: f.} #‘i > . E " ermoglicht dem Organismus, maximal

S, e S s

einfallendes Licht wahrzunehmen. Licht,

Abb.7: A) Interferenzkontrastbild einer
lebenden Chlamydomonas Zelle (MafBstab
10 um). B) Schematische Darstellung des | zugewandten Seite einstrahlt, wird an den
Apgegﬂeckapparatus. Die Pfeﬂe marklgren Vesikelschichten reflektiert und durch
die einzelnen Membranschichten (kleiner
Pfeil: Plasmamembran; groBe Pfeile: | positive Interferenz verstérkt, wihrend
Thylakoidmembran). C) Transmissions- Licht, das durch den Zellkorper einfillt,

Elektronenmicrogram (Malstab 300 nm)
(Schmidt et al., 2006) abgeschirmt wird. Aufgrund der Rotation

das von der dem optischen System

der Zelle wird der Photorezeptor, der sich
in der Plasmamembran an der Auflenseite des Augenflecks befindet, mit einer Frequenz von 2

Hz aktiviert.
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Chlamydomonas reinhardtii diente lange Zeit der Untersuchung von Photosyntheseprozessen
und Pigment-Protein-Komplexen. Diese Alge wichst heterotroph im Dunkeln durch
Metabolisierung von exogenem Azetat. Die im Dunkeln gewachsenen Zellen besitzen nach
wie vor eine intakte Chloroplastenstruktur und Pigmentierung und sind in der Lage, bei
anschlieender Illuminierung direkt in die photosynthetische CO,-Fixierung iiberzugehen.
Um dies genauer zu untersuchen, wurden erstmalig durch Sager (1960) genetische
Manipulationen an Chlamydomonas reinhardtii durchgefiihrt. Einige Jahre spdter riickten
jedoch mehr und mehr der Augenfleck und die Beschaffenheit seines Photorezeptorproteins in
das Blickfeld der Forschung. Bis dato gab es nur Spekulationen iiber den Aufbau dieses
Proteins. Schon vorangegangene Untersuchungen an dem phototaktischen Aktionsspektrum
der vegetativen oder Gametenzellen einzelliger Algen zeigte ein typisches Rhodopsinmuster.
SchlieBlich konnten Foster et al. 1984 durch Experimente mit Retinal-defizienten Zellen
zeigen, dass es sich bei dem Photorezeptor um ein Rhodopsin handelt. Durch einfache Zugabe
von Retinal konnte die Phototaxis wiederhergestellt werden. Weitere in vivo Experimente mit
Isomeren und Analoga des Retinals bewiesen, dass sowohl phototaktische als auch
photophobische Antworten nur auf eine all-trans—Konformation mit anschlieBender
Isomerisierung des Retinals an der C13-C14-Doppelbindung erfolgen kénnen (Takahashi et
al., 1991; Zacks et al., 1993). Zum finalen Beweis ist 1991 von Beckmann und Hegemann al/l-
trans-Retinal extrahiert und iiber HPLC bestimmt worden. Somit war C. reinhardtii der erste
Eukaryot, dem ein archaeales Retinalprotein (Typ-1) nachgewiesen werden konnte. Die
komplette ErschlieBung des C. reinhardtii Genoms machte es dann moglich, noch weitere
Gene, die fir Opsine codieren, ausfindig zu machen (Kateriya et al.,, 2004)
(http://www .biology.duke.edu/chlamy genome/search.html)(http://genome.jgi-
psf.org/chlamy/). Das Dendrogramm in Abbildung 10 zeigt die phylogenetische

Verwandtschaft dieser Opsine mit anderen Typ-1 Rhodopsinen.
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| Chlamydomonas opsin

Acop-1 Acop-2

Proteorhodopsin

AF279 106

AF290180
AF135663 (Hop-1)

ALDZEZ4

ME3123

23523 Fungal epsin

ZEB 198

Abb.8: Dendrogramm der phylogenetischen Verwandtschaft von Typ-1
Rhodopsinen. Als Indices sind die Accession-Nr zur Genomsuche
angegeben. Der Malstab reprisentiert die geschitzten Aminosdure-
Substitutionen pro Position (Suzuki et al., 2003).

Anfanglich wurden zwei Retinalproteine aus einer Chlamydomonas Augenfleck-
Membranpréiparation aufgereinigt und sequenziert (Hegemann & Deininger, 2001).
Erstaunlicherweise zeigten sie eine Homologie zu invertebraten Opsinen mit einer stark
konservierten Retinal-Bindungsstelle und einer G-Protein-Aktivierungsdoméne. Beide
Proteine wurden gemdl der gingigen Nomenklatur Chlamyopsin 1 (Cop-1 mit 236
Aminoséuren) und 2 (Cop-2, 243 Aminosduren) genannt. Es handelt sich bei diesen Proteinen
um eine lichtabhédngige Splicevariante des gleichen Gentranskripts. Durch die Antisense-
Methode konnten weder Cop-1 noch Cop-2 als die primdren Photorezeptoren der Phototaxis
zugeordnet werden. Weitere Untersuchungen an der Chlamydomonas-Gemomdatenbank
brachten zwei um Einiges grofere cDNA-Sequenzen hervor. Diese neuen Apoproteine
wurden Cop-3 (712 Aminosduren) und Cop-4 (737 As) genannt und weisen eine Homologie
zu bakteriellen Opsinen auf (Hegemann et al., 2001). Andere Arbeitsgruppen, die diese
Proteine fast zur selben Zeit entdeckten, benannten sie CSRA und CSRB (Sineshchekov et al.,
2002) sowie Acopl und Acop2 (Suzuki et al., 2003).
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Ein Sequenzvergleich mit Bacteriorhodopsin (Bop) zeigte eine Homologie mit diesem Protein

auf und legte die Funktion als ,,Jonen-Transporter* nahe (Abb.9). Die Aminosduren, die die

H'-Leitfihigkeit bestimmen, sind ebenfalls in Cop-3 und Cop-4 konserviert. Der iibrige Teil

der Sequenzen ist jedoch grundlegend anders.

Chopl.

Chep2

Chopl.
ChopZz.
Bop.

Chopl.

Chop2

Bop.

Chopl.
Chop2.
Bop.

Chopl.
ChopZz.
EBop.

Chopl.
Chop2.,
Bop.

Chopl.
Chep2.

Chopl.
Chop?2.
Chopl.
Chop2.

Chopl.
Chop2.,

Chopl.
ChopZz.

Chopl.
Chop2.

Chopl.
Chop2.
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Sequenzvergleich zwischen Cop-3 (Chopl), Cop-4 (Chop2) und
Bacteriorhodopsin (Bop) (Nagel et al., 2002).
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Um feststellen zu konnen, ob Cop-3 oder Cop-4 solch eine lonentransportfunktion ausiiben
konnen, wurde zundchst die mRNA von Cop-3 in Oozyten von Xenopus laevis exprimiert. An
diesem System konnte bereits zuvor gezeigt werden, dass mikrobielle Rhodopsine sich
funktionell exprimieren und elektrophysiologisch messen lassen (Nagel et al, 1995). Cop-3
exprimierende Oozyten zeigten daraufhin eine lichtabhiingige Stromantwort, die detailliert
durch Zwei-Elektronen-Spannungsklemme (TEVC) analysiert wurde. Die beobachtete
Transportaktivitit ist passiv und steht in direkter Abhingigkeit zur Membranspannung und
des H'-Konzentrationsgradienten. Auswirts gerichtete Strome konnten bei hohem
extrazelluldren pH oder niedrigem intrazelluldren pH beobachtet werden. Die Leitfahigkeit ist
dabei hoch selektiv fiir Protonen. Der Strom ist wéhrend der Lichteinstrahlung stabil und fallt
mit einer Zeitkonstante von T = 35 ms (19°C) nach Beenden des Lichtreizes ab. Die
Amplitude des Stroms erhdht sich mit der Lichtintensitit bis eine vollstdndige Séattigung
erzielt ist. Das Aktionsspektrum ist rhodopsingemiB mit einem Maximum bei 500 nm (griin)
ansdssig. Diese Experimente lieBen keinen Zweifel, dass es sich bei Cop-3 um einen
Tonenkanal mit einer lichtinduzierbaren H'-Leitfihigkeit handelt. Entsprechend seiner neu
erkannten Funktion ist dieses Photorezeptorprotein in Channelrhodopsin 1 (ChR1 oder Chopl)
umbenannt worden (Nagel et al., 2002). (Abb. 10).

Carolencid-Yesikal

Plasrma-Mermbran Retinal-

Schalter

ChR1 ._
. B ] - HJ.
H* 8

o
VGCC -

e
?

o a2t
Na+ H* Ca” —fRa |
//T. ¥
ChR2 :

s 1Z25nm -

120 . - N
SN
(204

Abb. 10: Schematische Darstellung der Augenfleckregion. Eine Schichtanordnung aus
carotinoidhaltigen Vesikeln wirkt als Interferenzreflektor und erméglicht die Detektion der Richtung des

einfallenden Lichts. Die Photorezeptoren Channelrhodopsin I und II sind an der AuBenseite des
Aucgenflecks lokalisiert und stellen lichtaktivierte Kationenkanéle dar (nach Kateriva & Hegemann. 2002
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1.4  Struktur und Funktion von Channelrhodopsin 2 (ChR2)

Auch die Funktion von Cop-4 sollte nun genauer identifiziert werden, weshalb ebenfalls die
cop4 mRNA in Xenopus laevis Oozyten injiziert wurde. Erstaunlicherweise zeigten die Cop-4
Messungen des Photostroms mittels der ,,Giant-Patch-Technik* eine Leitfahigkeit sowohl fiir
H" als auch fiir Na', K" und Ca®". Des Weiteren zeigten Versuche im so genannten zellfreien
oder losgelosten Patch, dass die Kanalaktivitdt weder von 16slichen Faktoren noch Proteinen
der Oozyten abhingig ist. Patch-Clamp Experimente an der humanen Zelllinie HEK293, die
ebenfalls zur Expression von Cop-4 herangezogen wurde, konnten dies bestétigen. Beziiglich
dieser Daten konnte Cop-4 als lichtgetriebener kationenselektiver lonenkanal identifiziert
werden und erhielt darauf den neuen Namen Channelrhodopsin 2 (ChR2 Abb. 11; Nagel et al.,
2003). Fiir die zeitlich hoher auflésende ,,Patch-Clamp-Technik* wurde zuerst ein ChR2-
Konstrukt mit verkiirztem C-Terminus kreiert (Abb. 15). Mit diesem 315 Aminosduren langen
ChR2-Konstrukt konnte gezeigt werden, dass die N-Terminale Hilfte des Proteins mit den
Transmembranhelices 1-7 fiir die lichtsensitive Kanalaktivitdt und damit fiir die Funktionalitat
von ChR2 ausreicht. Patch-Clamp-Messungen beider Konstrukte konnten belegen, dass

sowohl ChR2-737 als auch ChR2-315 dasselbe Strom-Spannungsverhalten zeigen.

EZ

ChR2

. - Abb. 12:  Zwei-Elektroden-
1Z H: Na, K’ Ca Spannungsklemme an ChR2-
315 exprimierenden QOozyten

Abb. 11: Transmembranmodel von g\I ?lgel ett 21111‘[.’ 5003%;. ]}?tei gra}ue
ChR2 (737 Aminosduren) Nagel et al., alken ste en Lichistimuius
2003 dar.

Beide zeigen ein einwirts-gleichrichtendes Verhalten bei kontinuierlichem Lichtreiz. Der
Photostrom weist einen schnellen transienten Anstieg des Signals (~200 us) mit einer

langsamen stationdren Komponente (,,steady-state” 20 ms bis zum geschlossenen Zustand)
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auf (Abb. 12). Dass sowohl beim Wildtyp als auch bei dem verkiirzten ChR2 kein
nachgeschaltetes Offnen endogener Ca’’- oder Chloridkanile beobachtet werden kann, legt
die Vermutung nahe, dass kein G-Protein gekoppelter Transduktionsmechanismus vorliegt.
Jedoch kann das Vorhandensein eines Transducerproteins &hnlich dem Htrl bei

Sensorrhodopsin I und II nicht ausgeschlossen werden.

(G) -1
(T) G N-term

'I'e

.. .' i ) -

E123"Das,

c]
134006 T Y]
6 0.0.0)

cw (1)

@ O
G C-Term (315)

Abb. 13: Topologiemodel von ChR2-315 (Wood, 2007)

Eingezeichnet sind Aminosduren mit bekannten Schliisselfunktionen in BR. D85
(Protonenakzeptor in BR; E123 in ChR2), D96 ( Protonendonor der Schiff’sche
Base, H134 in ChR2), Schiff’sche Base K216 (ChR2 K257).

Abbildung 12 zeigt, dass der ChR2 vermittelte Photostrom auf ein stationires Niveau abfallt.
Dies ist durch ein Umschalten auf einen weiteren Leitfdhigkeitszustand begriindet. Ist das
Gleichgewicht unter Licht erreicht, bleibt der stationdre Strom stabil. Dennoch erreicht ein
zweiter nach einer kurzen Dunkelphase folgender Lichtpuls nicht die gleiche ,,Peakhdhe®, wie
der vorausgegangene transiente Strom. Die Erholung des Spitzenstroms ist wiederum von
zweil Faktoren abhdngig. Sie ist erstens vom Membranpotential abhidngig und beschleunigt
sich bei negativeren Potentialen. Zweitens hiangt die Erholung vom inaktiven Zustand stark
vom extrazelluldren pH (pHo) ab. Sie ist langsamer bei hohem pHo und wird drastisch durch
niedrigen pHo beschleunigt. Dies zeigt, dass die Wiederherstellung des aktivierbaren
Kanalzustands von einer oder mehrerer Protonierungen extrazellulirer Aminosduren wie
z.B.E123 (Glutamat 123 ist synonym zum Protonenakzeptor D85 in BR, Abb. 13) begleitet

wird. Eine Mutation des E123 zu Glutamin (Q) hebt den transienten Photostrom vollig auf
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und reduziert den stationdren Photostrom um die Halfte (Nagel et al., 2003). Damit konnte
gezeigt werden, dass die Protonierung der Aminosdure E123 ausschlaggebend fiir die
Desensitisierung von ChR2 ist. Eine Mutation des moglichen Protonendonors H134 (D96 in
BR, Abb.13 und 14) zu Arginin fiihrt stattdessen zu einer Erhohung des stationdren Stroms,
da die Desensitisierung verlangsamt wird. Das Homologie-Model von ChR2 in Abb. 14 zeigt,
wie E123 moglicherweise als Protonenakzeptor nach Deprotonierung der Schiff’schen Base

dienen konnte.

Abb.14: Auf BR basierendes ChR2-Model.
In Magenta ist die Aminosdure E123 gezeigt, die als moglicher
Protonenakzeptor nach Deprotonierung der Schiff’schen Base dienen kann.
Der Chromophor ist wieder in seiner a/l-trans-Konfiguration.

Die elektrophysiologischen Messungen an Oozyten lieferten bei ChR2 zudem ein anderes
Aktionsspektrum als ChR1. Wéhrend ChR1 eher im griinen Bereich bei 500 nm absorbiert,
liegt das Absoptionsmaximum von ChR2 bei 460 nm (Abb. 15, Deniz Dalkara, MPI fiir
Biophysik, Frankfurt am Main, 2006). Erstaunlich ist auch die Tatsache das ChR2 in der Lage
ist, sogar Ionen in der GroBe von Tetramethylamonium (TMA") durchzulassen, da kiirzlich
gemachte Rauschanalysen eine Einzelkanalleitfdhigkeit von etwa ~20 fS ergeben (Katrin

Feldbauer, MPI fiir Biophysik; Frankfurt). Dass Channelrhodopsin 2 auch Ca® leitet, ist
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bereits am Anfang dieses Kapitels erwdhnt worden. Die Expression in HEK293-Zellen und
anschliefende elektrophysiologische Patch-Clamp-Untersuchungen im Strom geklemmten
Modus konnten daraufhin belegen, dass ChR2 die intrazellulire Ca’’-Konzentration
regulieren kann. Zusammen mit der ebenfalls belegten Na'-Leitfihigkeit kann somit das
Membranpotential der jeweilig verwendeten Expressionszelle beeinflusst werden. Viele
Arbeitsgruppen haben sich aus diesem Grund ChR2 zu Nutze gemacht. Exprimiert man
diesen lichtgetriebenen Kationenkanal z.B. in bestimmten Neuronen des Gehirns, kann durch
einen einfachen Lichtreiz gezielt ein Zelltyp angeregt werden. Damit ist ChR2 ein
hervorragendes Werkzeug zur Bestimmung neuronaler Verschaltungen (Petreanu & Svoboda,
2007).

In der Alge Chlamydomonas reinhardtii wird diese Membrandepolarisation von ChR2 und
ChR1 dazu genutzt, von phototaktischer Flagellenbewegung auf photophobische
umzuschalten. Zieht man nun die Versuche von Sineshchekov und Kollegen (2002,
Govorunova et al., 2004) hinzu, bei denen die zelluldre Konzentration an ChR1 und ChR2 in
Chlamydomonas selektiv durch RNAi reduziert wurde, zeigt sich folgendes Ergebnis.
Chlamydomonas denen ChR1 fehlte, zeigten bedeutend geringere Photostrome bei hohen
Lichtintensitdten, wihrend bei den ChR2 fehlenden Chlamydomonas die Strome bei niedriger
Lichtintensitét reduziert waren. Da das Sattigungsverhalten bei ChR1 und ChR2 identisch ist
(N. Adeishvili, MPI fiir Biophysik, 2006), kann angenommen werden, dass beide
Photorezeptoren sowohl fiir Phototaxis als auch fiir photophobische Antworten in Frage

kommen.
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Abb. 15: Aktionsspektrum von ChR1 und
ChR2. Normalisierte Werte des Einwertsstroms,
gemessen mit  verschiedenen  Breitband-
Interferenzfiltern (Dalkara, 2006).
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1.5 Die methylothrophe Hefe Pichia Pastoris als heterologes
Expressionssystem

Hefen bieten als Wirtsorganismen fiir die Uberexpression rekombinanter Proteine wesentliche
Vorteile: Die Kultivierung von Hefen ist in der Regel einfach. Sie stellen im Vergleich zu
Zelllinien hoherer Organismen geringe Anspriche an das Medium und die
Kultivierungsbedingungen. Hefen lassen sich im Wesentlichen in Riihrkessel-Bioreaktoren
mit Standardausstattung  kultivieren. Bei der  MablstabsvergroBerung  von
Produktionsprozessen kann auf jahrzehntelange Erfahrungen aus der Nahrungsmittelindustrie
zuriickgegriffen werden. Einzellige Organismen lassen sich leicht klonieren und erlauben
daher, mit wohldefinierten Genpools zu arbeiten. Zudem sind Hefen genetisch gut untersucht
und Protokolle zu ihrer Transformation etabliert. Wesentliche Fortschritte in der Aufkliarung
der genetischen Abldufe in Eukaryonten wurden an Saccharomyces cerevisiae gemacht
(Buckholz und Gleeson, 1991). Neben S. cerevisiae haben sich aber auch andere Hefen als

Expressionssysteme etabliert. Tabelle 1 nennt wesentliche Beispiele:

Tabelle 1: Beispiele fiir die Verwendung von Hefe als Expressionssysteme

Spezies Promotor Literaturstelle
Saccharvomyces cerevisiae GALzx (Galaktose-induziert)  (Clare und Romanos, 1995; Gellissen und
GAPDH (konstitutiv) Hollenberg, 1997: Muller er al.. 1998)

Schizosaccharomyces pombe

Pichia pastoris

Pichia stipitis

Pichia methanolica
Hansenula polvmorpha
Khnveromyces lactis
Schwanniomyces occidentalis
Candida boidinii

Yarrewia lipolvtica

NMT1 (konstitutiv)

AOX]1 (Methanol-1induziert)
GAP (konstitutiv)

XYL1 (Xylose-induziert)
AUGI (Methanol-induziert)
MOX (Methanol-induziert)
LAC4 (Lactose-induziert)
AMY1 (Stirke-induziert)
AQODI1 (Methanol-induziert)

TEF (konstitutiv), XPR2
(Pepton-induziert)

(Lu et al.. 1997)

(Sreekrishna erf al., 1997; Higgins und Cregg,
1998)

(Piontek er al., 1998)

(Raymond et al.. 1998)

(Gellissen und Hollenberg, 1997)
(Swinkels er al., 1993)

(Piontek e al., 1998)

(Sakai et al., 1996)

(Park et al.. 1997: Muller ef al.. 1998)

verandert, nach (Lin Cereghino und Cregg, 1999)

Mit den Vorteilen der einfachen Handhabbarkeit eines Einzeller-Systems verbindet sich bei
Hefen das Vorhandensein eines eukaryontischen Proteinsyntheseapparates. Hefen konnen die
notwendigen Schritte zur korrekten posttranslationalen Modifizierung von Proteinen hoherer
Organismen durchfiihren. Dazu gehoren proteolytische Prozessierung, Faltung, Bildung von
Disulfidbriicken und Glykosylierung (Luo ef al., 1995; Eckart und Bussineau, 1996; Ikegaya
et al., 1997; Miele et al., 1997; Lin Cereghino und Cregg, 1999; Markaryan et al., 1999). Die

methylotrophe Hefe Pichia pastoris hat in den letzten Jahren besondere Aufmerksamkeit als
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Abb. 16: Mikroskopische
Aufnahme einer knospenden
Pichia pastoris Zelle.

(Quelle: www.invitrogen.com)

Expressionssystem erhalten (Abb.16). Das urspriingliche Interesse der Forschung an Pichia
richtete sich auf die Produktion von Einzellerprotein auf der Basis von Methanol (Higgins und
Cregg, 1998). Die Entdeckung des extrem starken, methanol-abhingigen 4OX/-Promotors
fiihrte dann zur Entwicklung des Pichia pastoris Expressionssystems, das von Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA) kommerziell erhéltlich ist. Dieser Promotor steuert in Pichia die
Expression des ersten Enzyms in der Methanol-Verwertungskette, der Alkoholoxidasel, kurz
AOX1 (EC 1.1.3.13). Dieses Enzym katalysiert in besonderen Organellen, den Peroxisomen
die Oxidation von Methanol zu Formaldehyd. FAD dient dabei als Cofaktor, das anfallende
toxische Wasserstoffperoxid wird durch Katalase entgiftet. Das ebenfalls toxische Produkt
Formaldehyd wird iiber die Kopplung an Glutathion "entschérft" und weiter verwertet (Ellis
et al., 1985). Die Expressionsrate der Alkoholoxidasel in Pichia ist extrem hoch: Beim
Wachstum auf Methanol als einziger Kohlenstoffquelle hat AOX1 einen Anteil von 30% am
gesamten l6slichen Protein (Couderc und Baratti, 1980). Neben der Alkoholoxidasel existiert
die Alkoholoxidase2, die zwar weitgehend homolog ist, aber aufgrund eines schwécheren
Promotors in geringerer Menge exprimiert wird. Sie ermoglicht beim Ausfall des AOX1-Gens
trotzdem eine - wenn auch verlangsamte — Verwertung von Methanol (Ellis et al., 1985;
Cregg et al., 1989). Das Pichia-Expressionssystem basiert im Wesentlichen auf der
Verwendung des AOXI-Promotors, auch wenn mittlerweile einige andere Promotoren
untersucht worden sind (Tschopp et al., 1987; Waterham et al., 1997). Dabei werden im
Gegensatz zum haufig verwendeten autonom replizierten 2p-Plasmid bei Saccharomyces
cerevisiae integrative Vektoren verwendet. Die Klonierungsschritte und Amplifikation der
Plasmide werden in E. coli durchgefiihrt. Als Selektionsmarker dient in den meisten Féllen

das Gen der Histidinol-Dehydrogenase (H1S4), das im Wirtsstamm GS115 mutiert ist, so dass
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eine Histidin-Auxotrophie entsteht, die durch Integration des Vektors komplementiert wird
(Higgins und Cregg, 1998). Das kan'- Gen aus Tn903, das in P. pastoris Resistenz gegen das
Antibiotikum G418 (Geneticin) vermittelt, dient in einigen Vektoren zur Selektion auf die
Integration mehrerer Expressionskassetten. Eine direkte Selektion der Transformanten auf
G418-Resistenz ist allerdings nicht moglich. Zusétzlich wurden in den letzten Jahren
Vektoren entwickelt, die auf der Vermittlung einer Resistenz gegen das Antibiotikum Zeocin
basieren sowie Vektoren, die den konstitutiven GAP Promotor verwenden. Ublicherweise
existieren die Vektoren in Ausfiihrungen mit und ohne Sekretionssignal, wobei in erster Linie
das Sekretionssignal des S. cerevisiae Alpha-Paarungsfaktors verwendet wird. Einen

Uberblick iiber die kommerziell erhiltlichen, gebriuchlichen Vektoren gibt Tabelle 2.

Tabelle 2: Gebrauchliche Pichia-Exnressionsvektoren

Bezeichnung Selektions-  Promotor Bemerkungen
marker
pPIC3(K) his4 AOX] Intrazellulédre Expression. K: Multi-copv-Selektion tiber

G418-Resistenz méglich.

pPICO(K) his4 A0X] Enthalt o-Faktor Sekretionssignal aus S. cerevisige. K-
Multi-copy-Selektion iiber G418-Resistenz maglich.

pPICZ(cx) bie" AO0X] Kleiner als pPIC3/pPIC9-Vektoren. Mit und ohne -
Faktor Sekretionssignal. Direkte Selektion und Multi-
copy-Selektion iiber Zeocin-Resistenz.

pGAPZ(c) Ble" GAP Konstitutive Expression. Kleiner als pPIC3/pPIC9-
Vektoren. Mit und ohne «-Faktor Sekretionssignal.
Direkte und Multi-copy-Selektion itber Zeocin-Resistenz.

Die Charakteristika der kommerziell erhaltlichen Wirtsstamme sind in Tabelle 3
wiedergegeben:

Tabelle 3: Pichia-Wirtsstimme

Bezeichnung Genotyp Bemerkungen
GS115 hisd Standard-Wirtsstamm. Vektoren der pHIL, pPIC3- und pPIC9
Famuilien
sSMD1168 his4, pepd Protease-defizienter Wirtsstamm. Vektoren wie oben. Durch
SMD1163 Eliminierung von pep4 fallen weitere Proteasen aus, die durch pep4

aktiviert werden.

X33 Wildnp Vektoren der pPICz-Familie (Selektion auf Zeocin-Resistenz)
(Y-11430)
KM7T1 his4, aoxI:argd Langsame Verwertung von Methanol
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Mit dem Pichia-Expressionssystem sind in den letzten Jahren mehr als 800 Proteine
iiberexprimiert worden. Die Herkunft der exprimierten Gene umfasst dabei das gesamte
Spektrum der belebten Welt und die Art der exprimierten Proteine reicht von komplexen
Hepatitis-B Oberflichenantigenen (Cregg et al., 1987) iiber kleine Peptidhormone (Clare et
al., 1991b) bis hin zu industriellen Enzymen (Juge et al., 1996). Eine Reihe von Proteinen
konnte dabei im Grammbereich (bezogen auf 1 Liter Kulturvolumen) exprimiert werden.
Tabelle 4 fasst die bisher besten Expressionsergebnisse zusammen. Die in Tabelle 4
genannten Beispiele stellen die Obergrenze der bisher erzielten Expressionsraten dar. Fiir das
Gros der in Pichia exprimierten Proteine werden dagegen Expressionsraten im Bereich um 50
mg/L beschrieben. Am unteren Ende der Skala ist die Expression einer Reihe von Proteinen
im Bereich <1 mg-l-1 dokumentiert (Ohsawa et al., 1995; Weiss et al., 1995; Pflanz et al.,
1999),

Tabelle 4: Mit dem Pichia-Exnressionssvstem erzielte Ergehnisse

intrazelluliiv/  Produkt Expressionslevel  Literaturstelle
sekretiert (Herkunftsorganismus) [g-l'l]
I Tetanustoxin Fragment C 12 (Clare er al., 1991a)

(Clostridium tefani)
I Hvdroxynitril-Lyase 22 (Hasslacher et al., 1997)

(Hevea brasiliensis)

I Hillprotemn (HIV) 1.25 (Scorer ef al., 1993)

I Pertactin (Bordatella periussis) 3.0 (Romanos er al., 1991)

I Tumor-Nekrosefaktor (human) 10 (Sreekrishna er al.. 1989)

5 o-Amvlase (Bacillus licheniformis) 25 (Paifer et al., 1994)

S Koagnlationshemmer 1.7 (Larache ef al.. 1994)
(Ornithodoros moubata)

S Bm86 Antigen (Boophilus microplus) 1.5 (Rodriguez ef al., 1994)

S Invertase (Saccharomyces cerevisiae) 2.3 (Tschopp er al.. 1987)

S Kunitz Proteaseinhibitor (human) 1.0 (Van Nostrand ef al., 1994)

S Svnthetische Gelatine (Mus spec.) 14.8 (Werten et al., 1999)

5 scFv (a-CEA) 1.2 (Frevre ef al., 2000)

daneben existieren Fille, in denen gar keine Expression nachgewiesen werden konnte,
obwohl die Transkription im Northern-Blot nachweisbar war, so z. B. bei einem Konstrukt,
das die Vuund Cul Doménen eines humanen Antikorpers umfasst (M. Stassen, Universitét
Maastricht, personliche Mitteilung). Hinsichtlich ihrer qualitativen Eigenschaften

unterscheiden sich viele in Pichia tiberexprimierte Proteine nicht von den entsprechenden
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nativen Proteinen (Fierobe ef al., 1997; Nilsen et al., 1997; Murphy et al., 1998; Han und Lei,
1999; Sun et al., 1999). Bei einigen Proteinen verursachen Pichia-eigene Proteasen Probleme
durch Degradation des Produkts noch wihrend der Expression. Zum Teil lieBen sich diese
Probleme durch Expression bei niedrigem pH (Scorer et al., 1993; Werten et al., 1999),
Zusatz von Kasein-Totalhydrolysat (Clare et al., 1991b; Clare et al., 1998; Werten et al., 1999)
oder Verwendung des proteasedefizienten Wirtsstammes SMD1168 und SMD1163 (siche
Tabelle 3) (Brankamp et al., 1995; White et al., 1995) vermeiden, zum Teil waren solche
MalBnahmen aber auch erfolglos (Juge et al., 1996; Henry et al., 1997; Holmquist et al., 1997).
Auch beziiglich der Glykosylierung sind erhebliche Unterschiede zwischen verschiedenen
Proteinen gefunden worden: Pichia erkennt O- und N-Glykosylierungstellen (Heimo et al.,
1997) und ist in der Lage, Glykosylierungen durchzufiihren, die denen der nativen Proteine
sehr dhnlich sind (Holmquist et al., 1997; Murphy et al., 1998; Han und Lei, 1999; Sun et al.,
1999). Die in Pichia festgestellten Glykosylierungen waren in einigen Fillen unterschiedlich
von den in Saccharomyces beobachteten (Miele et al., 1997), da Pichia scheint weniger zur
Hyperglykosylierung zu neigen scheint. In einigen Féllen wurde aber auch
Hyperglykosylierung beobachtet (Scorer et al., 1993; Hellwig et al., 1999), die zum Teil dazu
fiihrte, dass das rekombinante Protein von Antikdrpern, die gegen das native Gegenstiick
erzeugt wurden, nicht erkannt wurde (Clare et al., 1998). Es ist in solchen Fallen moglich, die
Glykosylierungstellen auf genetischer Ebene durch ortsgerichtete Mutagenese auszuschalten
(Munshi et al., 1997). Die Fermentation von P. pastoris ist insofern einfach, als das der
Organismus prinzipiell keine besonderen Anspriiche an die Ausstattung des Reaktors stellt
und auf billigen synthetischen Medien wéchst (Zhu et al., 1995; Stratton et al., 1998). Mit
Glyzerin oder Methanol als Kohlenstoffquelle lassen sich im Zulaufverfahren extrem hohe
Zelldichten von bis zu 450 g Frischgewicht pro Liter Kulturvolumen erreichen (Siegel und
Brierley, 1989; Clare und Romanos, 1995; Kim et al., 1997). Die Fermentationsstrategie folgt
in der Regel den im Handbuch der Fa. Invitrogen gegebenen Vorschligen: Zunéchst wird im
ansatzweisen Verfahren mit Glyzerin als Kohlenstoffquelle fermentiert, bis die vorgelegte
Menge Glyzerin verbraucht ist, was am rapiden Ansteigen der Geldstsauerstoffkonzentration
erkennbar wird. Zu diesem Zeitpunkt wird Glyzerin im Zulaufverfahren in limitierender Rate
zugefiittert, entweder fiir eine bestimmte Zeit oder bis eine bestimmte Zelldichte erreicht ist.
AnschlieBend wird das Zulaufverfahren zur Induktion auf Methanol als einzige
Kohlenstoffquelle umgestellt. Die Zufuhrrate von Methanol wird dabei anhand von
Erfahrungswerten langsam gesteigert. Um zu verhindern, dass Methanol zu toxischen

Konzentrationen akkumuliert, wird die Methanolzufuhr in regelmifigen Abstinden gestoppt
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und die Zeit bestimmt, die bis zum Ansteigen der Gelostsauerstoffkonzentration verstreicht.
Liegt diese Zeit iiber einem Wert von 30-60 s, wird die Methanolzufuhrrate anschlieend
gesenkt. Mit dieser Strategie lassen sich Zufuhrraten, die in etwa im Bereich der kombinierten
Verbrauchs und Verdunstungsraten liegen, realisieren. Abweichend von diesen
Fermentationsstrategien sind vereinzelt Pichia-Fermentationen im kontinuierlichen Verfahren
(Ellis et al., 1985; Digan et al., 1989; Sreekrishna et al., 1989) und Fermentationen im
Zufuhrverfahren mit Mischungen von Glyzerin und Methanol in verschiedenen Verhéltnissen
beschrieben (Sreekrishna et al., 1989; Loewen et al., 1997, Sreekrishna et al., 1997; Katakura
et al., 1998). Diese Eigenschaften charakterisieren das Pichia Expressionssystem als ein
System, mit dem sich bestimmte Proteine speziell bei Einsatz etwas aufwendigerer
Fermentationstechnik durchaus in groBen Mengen produzieren lassen. Das Problem bei der
Erzeugung und Selektion von Expressorklonen fiir bestimmte Proteine liegt offensichtlich

aufgrund proteinspezifischer Eigenschaften auf posttranskriptionaler Ebene.
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1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Channelrhodopsin 2 ist seit seiner Entdeckung im besonderen Maf3e in das Rampenlicht der
Forschung getreten. Es ist der einzige Kationen-Selektive Ionenkanal, der lichtgetrieben ist
und mit dem es moglich ist, Zellen per Lichtanregung zu depolarisieren. Damit dient ChR2
vielen Arbeitsgruppen als Werkzeug zur gezielten Studie Neuronaler Netzwerke. Es liegen
demzufolge viele elektrophysiologische Grundkenntnisse tiber ChR2 vor. Bis jetzt ist es doch
nicht gelungen, ChR2 in hoher Rate funktionell zu exprimieren, um anschlieBende
spektroskopische Untersuchungen durchzufiihren. Expressionsversuche in FE.coli lieferten
bisher nur nicht korrekt gefaltetes Protein.

Deshalb war die Zielsetzung dieser Arbeit zunédchst die funktionelle, heterologe Expression
von ChR2 in einem Host-System wie der methylotrophen Hefe Pichia pastoris. Von ihr ist
bekannt, dass sie eine hochstmdgliche Proteinausbeute liefern kann und in der Lage ist die
posttranslationale Modifikation einem eukaryontischen System entsprechend durchzufiihren
(siche vorangegangenes Kapitel).

Das gewonnene Protein sollte solubilisiert und mittels der Nickel-NTA-Chromatographie
("Nitrilo-triacetic acid") aufgereinigt werden. Das reine Protein sollte darauthin zur
funktionellen Analyse mittels lichtinduzierten Ladungstransportmessungen an planaren
Lipiddoppelschichten, der so genannten BLM-Technik, gemessen werden. Da
spektroskopische Messungen bei fast allen Rhodopsinen bis ins Detail durchgefiihrt wurden
und diese im besonderen MalBle Aufschluss iiber den Photozyklus und die Funktionsweise der
jeweiligen Rhodopsine lieferten, sollte in dieser Arbeit eine spektroskopische
Grundcharakterisierung von ChR2 anhand der Laser-Flash-Photolyse erfolgen. Mit dieser
Methode kann die zeitliche Absorptionskinetik mit den bereits detailliert erhobenen
elektrophysiologischen Daten korreliert werden. Die Zusammenfiihrung spektroskopischer
und elektrophysiologischer Daten in dieser Arbeit sollte dazu beitragen, ein molekulares

Verstindnis der Funktion von ChR2 zu ermoglichen.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien waren von p.A. Qualitdt und stammten von den Firmen
Sigma-Aldrich (Deisenhofen), Bio-Rad (Miinchen), Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt),
Roth (Karlsruhe), Roche (Penzberg).

Restriktionsenzyme wurden von der Firma New England Biolabs (Schwalbach) bezogen. Die
Polymerase-Kettenreaktion erfolgte mit dem Pfu-DNA Polymerase-System von Stratagene
(La Jolla, USA). Die TEV-Protease wurde von Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. Ligationen
wurden mit T4-DNA-Ligase-Kit von Roche (Penzberg) durchgefiihrt.

Der 1 kB DNA-Marker MassRuler™ DNA Ladder stammte von Stratagene (La Jolla, CA,
USA)

Die fiir die Zellanzucht verwendeten Antibiotika und das all-trans Retinal waren von Sigma-
Aldrich (Deisenhofen), Ndahrmedien (Trypton und Hefe-Extrakt) von Roth (Karlsruhe). Der
verwendete HMW-Proteinmarker SeeBlue™ (Invitrogen) enthielt Lysozyme (16 kDa),
Myoglobin Red (22 kDa), Carboanhydrase (36 kDa), Alkoholdehydrogenase (50 kDa),
Glutamatdehydrogenase (64 kDa), BSA (98 kDa), Phosphorylase (148 kDa) und Myosin (250
kDa). Proteinase Inhibitor Cocktail und RNase Inhibitor wurde von Roche (Penzberg)
bezogen. Lipide und Detergentien waren von Sigma (Steinheim) sowie Avanti Polar Lipids

(Alabaster, Alabama, USA).
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2.1 Allgemeine Chemikalien

Acrylamid-Fertiglosung fiir SDS-Gele
Agarose, electrophoresis Grade

Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin, Natriumsalz (Amp)

Bacto Agar
Bacto Tryptone
Bacto Yeast Extract

5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat,
Toluidinsalz (BCIP)

Bromphenol Blau

Calciumchlorid
Chloroform
Coomassie Brillantblau R-250

Desoxynukleosid-5’-triphosphate
dCTP, dGTP, dTTP)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

1,4-Dithiothreit (DTT)
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Forskolin (FSK)
Glutaraldehyd

Glycin

Imidazol

Kanamycin
Magermilchpulver “Alevita”
Magnesiumchlorid
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Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Bethesda Research Laboratories GmbH,
Neu-Isenburg

Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA

Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA

Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA

Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

E. Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg
Deutsche Pharmacia GmbH, Freiburg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Biotrend Chemikalien GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
E. Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Nestlé, Miinchen

Fluka/ Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen
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Magnesiumsulfat

-Mercaptoethanol
Methanol

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Natriumhydroxyd (NaOH)

Nitroblautetrazolium, Toluidinsalz (NBT)
Pepton

Phenol
Ponceau S

2-Propanol (Isopropanol)
Rinderserumalbumin (BSA)

Saccharose
Salzsédure 37%
Silbernitrat (AgNO3)

Tetracyclin-Hydrochlorid (Tet)

Tris-(hydroxylmethyl)-aminomethan
Tunicamycin

2.1.1 Protease Inhibitoren

Aprotinin
Bacitracin
Benzamidin
Chymostatin

®
Complete Proteaseinhibitor Cocktail, EDTA
free

Leupeptin
Pepstatin A
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
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Fluka/ Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

Koch-Light LTD, Haverhill, Suffolk, U.K.
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

E. Merck, Darmstadt
Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg
Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg

Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad
Soden

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg
Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
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2.1.2 Detergentien

3-[N-(3-Cholamidopropyl)-dimethyl-
ammonio]-1-propansulfonat (CHAPS)

Cholat, Natriumsalz

Polyoxyethylene-(20)-cetyl-ether (Cl16 /
20) Brij-58

CI12E8

LDAO (n-dodecyl-N,N-dimethylamin-N-
oxid)

Digitonin, wasserldslich
n-Decyl-B-D-maltosid (DM)

n-Dodecyl-B-D-maltosid (LM)
n-Octyl-B-D-glucopyranosid (OG)

N-dodecylphosphocholine, Fos12
N-hexadecylphosphocholine, Fos16
N-tetradecylphosphocholine, Fos14
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurat
(Tween)

Triton X-100

2.1.3 Saulenmatrizes

®
ImmunoPure Immobilized Monomeric

Avidin Gel

MicroSpinTM S-200 HR
Mini Q PC 1.6/3
Ni-NTA

Superose 6 PC 3.2/30
Superose 12 PC 3.2/30
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Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Sigma Taufkirchen

Sigma Taufkirchen
Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Serva GmbH & Co., Heidelberg
Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden

Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden

Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden

Anatrace, Maumee, OH, USA
Anatrace, Maumee, OH, USA
Anatrace, Maumee, OH, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Koch-Light LTD, Haverhill, Suffolk, U.K.

Koch-Light LTD, Haverhill, Suffolk, U.K.

Pierce/KMF Laborchemie Handels GmbH, St.
Augustin

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Qiagen GmbH, Hilden

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
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2.1.4 Allgemeine Puffer und Losungen

Agarosegel (1%)

Ampicillin-Stamml6sung 1000 x

AP-Puffer

Aprotinin 5000 x
Auftragsmix (DNS)

Auftragspuffer 4 x (Proteingele)

BCIP-Losung

Benzamidin (100 x)
Blotpuffer (Western Blot)

Chymostatin (100 x)

Coomassie-Farbelosung

Elektrophoresepuffer 10 x (fiir Proteingele)

30

1g Agarose
100 ml 1 x TAE Puffer
2,5 ul EtBr (10 mg/ml in HZO)

150 mg/ml in H2O
(sterilfiltriert, bei -20°C lagern)

100 mM Tris/HCI, pH 9,5
100 mM NaCl
5mM MgCl2

10 mg/ml in PBS

50 mM Tris/HCL, pH 7,4
5mM EDTA

50% (v/v) Glycerin

0,05% (w/v) Bromphenolblau

0,25M Tris/HCI, pH 6,8

8% (w/v) SDS

40% (w/v) Glycerin

20% (v/v) 2-Mercaptoehtanol
0,004% (w/v) Bromphenolblau

50 mg BCIP/ml DMF
Lagerung bei -20°C

100 mM in HZO

38 mM Glycin
10 mM Tris
20% (v/v) Methanol

6 mg/ml in DMSO
Lagerung bei -20°C fiir max. 1 Monat

1,25 g Coomassie Brillantblau R-250
200 ml HzO

50 ml Essigséure
250 ml techn. Ethanol
nach Ansetzen filtrieren

500 mM Tris
1,92 M Glycin
1% (w/v) SDS
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Entfarbelosung (Coomassie)

Entwickler (Silberfarbung)

Fixierlosung (Silberfarbung)

Hepes-Puffer

Konditionierlosung (Silberfarbung)

Leupeptin (500 x)

Lipidmix

NBT-Losung

PBS-Puffer

Pepstatin A (500 x)

PMSF (200 x)

Ponceau S Losung

Silberlosung (Silberfarbung)
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1 1 techn. Ethanol
1 leO

200 ml Essigsdure

2,5% Na2C03

0,04% (v/v) Formaldehyd
30% Ethanol

10% Essigsiure

20 mM HEPES, pH 7,4
100 mM NaCl
12 mM MgCl2

0,02% NaN3

400 mM Natriumacetat, pH 6,0
0,5% (v/v) Glutardialdehyd
0,1% (w/v) N.212$203

30% (v/v) Ethanol

0,25 mg/ml in mp HzO
Lagerung bei —20°C fiir max. 6 Monate

3% n-Dodecyl-B-D-Maltosid
0,6% Cholesterylhemisuccinat
1,5 % Phosphatidylcholin

50 mg NBT/ml 70% DMF
Lagerung bei —20°C

13,7 mM NaCl
2,7 mM KCl1
1,5 mM KH2P04

13 mM NazHPO4
1,5 mM NaN3 (fakultativ)

0,35 mg/ml in Methanol
Lagerung bei —20°C fiir max. 1 Monat

200 mM in Isopropanol
Lagerung bei —20°C fiir max. 6 Monate

0,2% (w/v) Ponceau S
3% (w/v) TCA

0,1% (w/v) AgNO3
0,025% (v/v) Formaldehyd
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TAE-Puffer 50 x

TBE-Puffer 10 x

TBS-Puffer

TBST-Puffer

2.1.5 Verwendete Kits und Antikorper

2M Tris
1M Essigsédure
50mM EDTA, Dinatriumsalz

0.9 M Tris
0,9 M Borsiure
20mM EDTA, Dinatriumsalz

50 mM Tris/HCL, pH 7,4
150 mM NaCl

10 mM Tris/HCI, pH 8,0
150 mM NaCl
0,05% Tween 20

e Quiagen PCR Purification Kit (Quiagen GmbH, Hilden)

e (Quiagen Gel Excision Kit

e Eppendorf Plasmid Mini-Kit (Eppendorf, Hamburg)

¢ Invitrogen Plasmid-Midi-Kit (Invitrogen, Karlsruhe)

e ECL-Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)

e TNT® Coupled Wheat Germ Extract Systems (Promega, Mannheim)

e TNT® Coupled Reticulocyte Extract Systems (Promega, Mannheim)
e Rapid Translation System RTS 500 E.Coli HY Kit (Roche, Penzberg)

e Dialyse Chamber 10 K (Pearce)
¢ BCA Protein Assay-Kit ( Biorad, Miinchen)
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Polyacrylamid-Gelelektrophoresen erfolgten mit dem Mini-PROTEAN II-System der Firma
Biorad (Miinchen), fiir radioaktive Proben wurden Einmal-Gelkassetten der Firma Invitrogen

(Carlsbad, CA, USA).

Antikorper: Anti-Polyhistidin His6 Peroxidase (mouse) (Roche), GFP-HRP-Conjugated

(Abcam)
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2.1.6 Vektoren und Stamme

e pPic9K (Invitrogen, Karlsruhe)

e pcDNA3.1 (Invitrogen, Karlsruhe)

e pBK-CMYV (Stratagene, La Jolla, USA)

e pUCBM20 (Roche)

e pGEMHE-RG (pGEMR) (Promega, Mannheim)
e pcDNAA4TO (Invitrogen)

Stimme zur Transformation in E.coli:

XL1-Blue (Stratagene, La Jolla, CA, USA):
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’ proAB laclyZ AMI15 Tnl0 (Tetr)]

Pichia pastoris

SMD 1163; Mut+, His-, proteasedefizient (his4, pep4, prb) Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Humane Zelllinie:

Human Embryonic Kidney-Zellen: HEK293 (Iongate, Frankfurt)

2.1.7 Primer

Es wurden nur zwei Primer bendtigt, da alle anderen Inserts direkt {iber den Verdau mit
Restriktionsenzymen gewonnen werden konnten.

SnaBI-ChR2-737: 5°-GGT TAC GTA ATG GAT TAT GGA GGC GCC-3’

GC-Anteil 51,9% T, 66,5°C, 93 pmol/ul

EcoRI-His9ChR2-737: 5’-CGC GAA TTC TTA GTG ATG GTG ATG GTG ATG GTG
ATG GTG CTC GCC AAG CTC GCG-3°

GC-Anteil 55% Tn: 75 °C, 30 pmol/pl

Die Annealingtemperatur belief sich schlielich auf 64 °C und wurde iiber eine Gradienten-

PCR bestimmt.
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2.1.8 Medien

E. Coli Stamm XL1-Blue: endA1, hsdR17(rk-, mk+), supE44, thi-1, h-, recAl, gyrA96, relAl,

A(lacZY A-argF) U169 [F’: proAB, lacl ZAM15, Tnl0(Tet)] (Bullock et al., 1987),
Stratagene GmbH, Heidelberg

LB-Medium

Bacto Trypton 10 g/l

Bacto Yeast Extract 5 g/l

NaCl 5 g/l

Bacto Agar 15 g/I (fiir Festmedium)

Mit NaOH auf pH 7,5 einstellen und im Autokalven sterilisieren

Medien fiir die Zellkultur:

Dulbecco’s Modified Eagel’s Medium/ Cell Concepts GmbH, Freiburg
Nutrient Mixture F-12 Ham (DMEM/F12)

Isocove’s Modified Dulbecco’s Medium Cell Concepts GmbH, Freiburg
(IMEM)

Glasgow  Minimum  Essential Medium Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
(GMEM)

Fotales Kélberserum (FKS) GibcoBRL, Life Technologies, GmbH
L-Glutamin (200mM) Cell Concepts GmbH, Freiburg
Penicillin-Streptomycin 100 x Solution Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Trypsin-EDTA Solution Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Tryptose Phosphate Broth Solution Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Medium fiir adhérente Zellen: 45% IMEM/F12

45% DMEM

10% FCS

2 mM Glutamin
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Kulturflaschen und —schalen:
Magnet-Riihrflaschen
Suspensionskulturen

fur

Micro Well™ Platten Nunclon™A: 96-
Wells

Multischalen Nunclon™A: 6/24-Wells
Zellkulturflaschen  Nunclon™A: 50

2 2 2
ml/24 cm , 260 ml/83 cm , 800/175 cm
Zellkulturschalen Nunclon™A: 5 ml/

2 2
21,5 cm , 35 ml/145 cm

Sonstige Materialien:
Autoklaven:

Systec V-150
MELAG-Dampfautoklav Typ 24

Hoch Druckdampfsterilisator
DSTLV-766-1 VP-DE

Brutschrank Heraeus BB 6060
Brutschrank Modell QWJ 500T

Einmalpipetten (serologisch,
steril)
Kryordhrchen 1 ml

Mikroskop Olympus IMT-2
Sterilbank Typ Nunc 20229

Trockenschrank Heraeus Typ T
5060 E
Zahlkammer, Neubauer

Zellschaber
Zentrifuge Universal 2S
Kulturrohrchen

Kuvetten
Petrischalen aus Polystyrol

PP-Réhrchen (15 ml/50 ml)
Schiittelinkubator, dreistdckig
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Spinner-System der Firma Techne Ltd, Cambridge,
U.K.

Cellspin Spinner-System der Firma INTEGRA
Biosciences/Tecnomara  Deutschland  GmbH,
Fernwald

Nunc GmbH, Wiesbaden-Biebrich

Nunc GmbH, Wiesbaden-Biebrich
Nunc GmbH, Wiesbaden-Biebrich

Nunc GmbH, Wiesbaden-Biebrich

Systec GmbH, Wettenberg
Bachofer GmbH, Reutlingen
Holzner, Nussloch

Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Nunc GmbH, Wiesbaden-Biebrich
Greiner GmbH, Frickenhausen

Nunc GmbH, Wiesbaden-Biebrich
Olympus Optical LTD., Japan
Nunc GmbH, Wiesbaden-Biebrich
Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Gesellschaft fiir Laborbedarf GmbH Wiirzburg
INTEGRA Biosciences GmbH, Fernwald

Bachofer Laboratoriumsgerite, Reutlingen
Gesellschaft fiir Laborbedarf GmbH, Wiirzburg

Biorad, Miinchen
Greiner und S6hne GmbH & Co. KG, Niirtingen

Sarstedt, Niimbrecht
Infors AG, Bottmingen, Schweiz
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Schiittelinkubator, Lab-Therm
®
Schiittler G10 Gyrotory Shaker

Tischzentrifuge Sigma-3K12

Ultrazentrifuge TL 100
Vortex VF2
Zentrifuge Sorvall RC 5B
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Adolf Kiihner AG, Schweiz
New Brunswick Scientific Co., Inc., Edsion, N J, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Beckman Instruments Inc., Palo Alto, USA
Janke & Kunkel, IKA Labortechnik
Sorvall, Bad Homburg

Medien und Zubehor fiir Pichia pastoris

Alle Medien und Geritschaften wurden detailgetreu aus dem Multi-Copy Pichia

Expression Kit (Version F 010302 25-0170) von Invitrogen {ibernommen und kénnen der

Homepage unter www.invitrogen.com entnommen werden.

e Zum Zellaufschluss wurde der BeatBeater von Carl-Roth (Karlsruhe) verwendet.
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

Die Anzucht des kompetenten XLI1-Blue E.coli-Stamms erfolgte, wenn nicht anders
angegeben, bei 37°C in LB-Medium. Entsprechende Antibiotika wurden dem Medium in der
gewiinschten Konzentration zugesetzt. Vorkulturen wurden mit Einzelkolonien von LB-
Agarplatten oder aus Glycerinkulturen angeimpft. Fiir eine gro3e E. coli-Kultur (50-250 ml)
wurden die Hauptkulturen in einem Verhéltnis von 1:100 mit den Vorkulturen angeimpft. Das
bakterielle Wachstum wurde durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm verfolgt. Zur
lingeren Lagerung von Bakterienstimmen wurden 700 pl einer Ubernachtskultur mit 700 pl
87%igem sterilem Glycerin vermischt, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei — 80°C

gelagert.

Klonierung

Folgende Konstrukte wurden hergestellt:

pPic9K-ChR2-315-TEV-YFP-His. Dazu wurde aus dem Vektor pPBK-CMV (Klon 229) das
gewiinschte ChR2-315-TEV-YFP-His-Insert iiber die Restriktionsenzyme BamHI und Notl
herausgeschnitten und nach 6ffnen des pPic9K-Vektors mit den gleichen Enzymen in diesen
hineinligiert. Das gleiche Prinzip wurde fiir das Konstrukt pPic9K-ChR2-315H134R-TEV-
YFP-His angewendet, fiir das als Ausgangsvektor pBK-CMV Klon 239 mit entsprechendem
Insert gewéhlt wurde. Fiir das Wildtyp-Konstrukt pPic9K-ChR2-MYC737-His wurde als
Ausgangsvektor pcDNA3.1-Myc-ChR2-737 verwendet (Leihgabe des MPI fiir Hirnforschung,
Dr. Bettina Himmel). Dazu mussten iiber PCR neue Schnittstellen eingefiihrt werden, so dass
das Insert Myc-ChR2-737 iiber SnaBI und EcoRI einligiert werden konnte. Der fehlende His-
tag wurde anschlieBend iiber eine weitere PCR mit EcoRI-His9x-Primer angefiigt. Der Vektor
pGem-ChR2-YFP (Klon 115) wurde zur Expression in Oozyten eingesetzt. Der pUCBM?20-
Vektor wurde fiir die zellfreie Synthese verwendet. Die Einklonierung erfolgte hier iiber

BamHI und HindIII.
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Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur Amplifizierung eines DNA-
Abschnittes mit Hilfe einer hitzestabilen DNA-Polymerase, in dieser Arbeit die Pfu-
Polymerase (Stratagene). Die drei Schritte der Reaktion sind die DNA-Denaturierung bei
94°C, Bindung und Hybridisierung eines Primer-Paares am 3’- und 5’-Ende des zu
amplifizierenden Abschnittes bei einer niedrigen Temperatur und schlielich die Synthese der
neuen DNA durch die hitzestabile DNA-Polymerase bei 72°C. Diese Reaktionsfolge wird 20-
30-mal wiederholt, so dass das gewlinschte DNA-Fragment in exponentiell steigender Menge
synthetisiert wird.

Zu Amplifizierung der DNA-Fragmente wurden 50 pmol des Templates mit 5 pl (1/10 Vol.)
10 x Polymerasepuffer, 2 pl ANTP-Mix (10 mM), 20 pmol pro Primer und 1 U Polymerase
gemischt. Der PCR Ansatz wurde anschlieBBend mit HZO auf ein Volumen von 50 ul aufgefiillt.

Die DNA-Amplifizierung wurde innerhalb von 30 Zyklen in einer PCR-Apparatur
durchgefiihrt. Die optimalen Reaktionsbedingungen (Inkubationszeit und Temperatur,
Konzentration der einzelnen Komponenten) sind von der jeweiligen Primer-Template-
Kombination abhédngig und miissen fiir jede Reaktion optimiert werden.

Der Erfolg der PCR wurde auf einem Agarosegel liberpriift. Die entstandenen DNA-
Fragmente wurden schlieBlich mit Hilfe von Qiaquick-Spinsdulen oder {iber eine priparative

Gelelektrophorese mit Hilfe des Gelextraktions-Kits der Firma Qiagen aufgereinigt.

PCR-Protokoll

Temperatur Zeit
94°C . N
1 min
Hotstart
94°C '
) 1 min
Denaturierung
: > 30 Zyklen
Den Primern entsprechende
1:15 min
Annealingtemperatur
72°C
. 2:30 min
Elongation J
Finale Elongation 8:00 min

Pause bei 4°C
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Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit dem Qiaexe Gel
Extraction Kit (Qiagen, Diisseldorf) nach Herstellerangaben. Das Agarosegel wird auf einem
UV-Schirm beleuchtet und das zu isolierende DNA-Fragment mit einem Skalpell
herausgeschnitten. In einem Eppendorfgefdll wird das Gewicht des Gelstiickchens bestimmt
und pro 100 mg Gel 300 pl QX1-Puffer zugesetzt, um die Agarose aufzulosen. Nach Zugabe
von 10 pl Glasmilch (QITAEX IT) wird die Losung 10 min bei 50 °C inkubiert, um die DNA an
die Glaskiigelchen zu adsorbieren, wobei die Losung alle 2 min geschiittelt wird. Das
Gemisch wird 30 s bei 14000 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgetrennt. Nach Waschen
mit 500 pl QXI1-Puffer und zweimal 500 pl Puffer PE (jeweils 30 s bei 14000 rpm
zentrifugiert) wird das Pellet an der Luft getrocknet und nach Zugabe von 20 ul H20
resuspendiert. Nach 5 min bei RT (bei Fragmenten > 4 kB 10 min bei 50 °C) wird erneut

zentrifugiert und der Uberstand mit der DNA in ein steriles Eppendorfgefif iiberfiihrt.

Spezifische Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Je nach Konzentration werden 1 - 5 ul Vektor-DNA mit 1 pl der Enzymlésung und 1/10 des
Endvolumens an Enzympuffer (10 x Puffer von New England Biolabs) auf ein Endvolumen
von 10 - 20 pl mit sterilem H20 verdiinnt und 1 - 2 h bei 37 °C bzw. bei der vom Hersteller
angegebenen Temperatur inkubiert.

Fiir die Linearisierung des pPik9k-Vektors mit Pmel wird der 10fache Ansatz mit einem

Endvolumen von 500 pl benétigt.

Ligation und Transformation

Die Ligation wurde mit dem Rapid-Ligation-Kit von Roche durchgefiihrt. Dafiir wurde zur
Kontrolle der Eigenligation des jeweiligen Vektors die restringierte Vektor-DNA wie folgt

eingesetzt.
g 7 Vektor + Insert
2 1 Vektor (100
ul Vektor (100 ng) 2 ul Vektor (~100 ng)
6 ul H,O

6 ul Insert (300 ng)

9 ul T4-Ligase-Puffer

2 ul DNA-Dilution-Puffer
1 ul T4-Ligase

9 ul T4-Ligase-Puffer
2 ul DNA-Dilution-Puffer
1 ul T4-Ligase
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Die Ligationsansitze wurden dann 5 min bei Raumtemperatur gehalten und anschlieBend kurz
auf Eis gestellt. Darauthin wurden jeder Probe 50 pl XL1-Blue E.coli hinzugefiigt und diese
10 min auf Eis gehalten. Der folgende 45 sec Hitzeschock bei 42°C gewihrleistet die
vollstindige Aufnahme der Fremd-DNA durch die kompetenten Zellen. Sie werden noch 2
min auf Eis gestellt und anschlieBend mit 500 pul LB-Medium versetzt (wahlweise auch
NZY'-Medium). Zur leichten Vorinkubation werden sie 30 min bei 37 °C auf einen
Brunswick-Schiittler gestellt. Nach der Vorinkubationszeit werden die Zellen auf
entsprechende Agarplatten (Ampicillin, Kanamycin etc.) ausgestrichen und iiber Nacht bei
37°C im Brutschrank (Heraeus) wachsen gelassen.

Am nidchsten Tag konnen die jeweiligen Klone in 3-50 ml LB-Medium {ibergeimpft und
wieder bei 37°C liber Nacht geschiittelt werden. Die gewachsenen Einzelkolonien kdnnen am
néchsten Tag fiir eine Mini- oder Midi-Plasmid-Praparation eingesetzt werden.

Die Mini-Plasmid-Priparation wurde gemé8 der Protokollvorschrift von Eppendorf
durchgefiihrt. Die jeweilige Midi-Plasmid-Praparation wurde mit einem Kit von Invitrogen
nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Die Reinheit und Konzentration der gewonnen Plasmid-DNA wurde mittels des NanoDrop-

Spektrometers (www.kisker-biotech.com) bei 260 nm bzw. 260/280 nm gemessen.

Eine AnschlieBende Kontroll-Restriktion mit den bereits zuvor verwendeten
Restriktionsenzymen gibt Aufschluss, iiber das Vorhandensein positiver Klone und damit
iber das Vorhandensein des gewiinschten Inserts.

Nichts desto trotz muss die gewonnene Plasmid-DNA erst durchsequenziert werden, um
genauere Aussagen iiber die Vollstindigkeit des gewiinschten Konstrukts machen zu konnen.
Die Sequenzierungen wurden von der Firma MWG-Biotech (Martinsried) durchgefiihrt. Dazu
wurde 1 pg DNA lyophilisiert und mit den entsprechenden Sequenzier-Primern an die Firma

geschickt.
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2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

Membranpriparation und Aufreinigsung von Oozyten

200 Oozyten wurden mit jeweils 42 nl des pGem-ChR2-315-YFP-Konstrukts injiziert und 3
Tage bei 18 °C im Brutschrank exprimiert. Es folgte eine Homogenisierung der ChR2
exprimierenden Oozyten mit 2 ml Homogenisierungspuffer (320 mM Sucrose, 50 mM Tris,
ImM EDTA und 1 mM Complete (Proteaseinhibitor von Roche, Penzberg) pH 7,4). Dies
wurde 15mal in einem Dounce-Homogenisator durchgefithrt. Das Homogenat wurde
anschlieend bei 3000 rpm fiir 10 min bei 4°C zentrifugiert, um grobe Zelldebris zu entfernen.
Dabei entstehen drei Schichten. 1. Das Eidotterpellet. 2. Der Homogenisierungspuffer mit
zytosolischen Komponenten und ChR2. 3. Eine obere Schicht mit weilllichen Lipiden. Es ist
wichtig, so wenig wie moglich Lipid in den nichsten Arbeitsschritt zu iiberfithren. Deshalb
muss das klare Lysat aus Punkt 2 besonders vorsichtig in ein Ultrazentrifugenréhrchen mit
Sucrosegradient tiberfiihrt werden. Der diskontinuierliche Sucrosegradient setzt sich wie folgt
zusammen: 2 M (2 ml), 1,3 M (3,2 ml), 1,0 M (3,2 ml) und 0,6 M (2 ml). Die Lésungen
wurden in TE-Puffer (50 mM Tris, ImM EDTA, 5 mM MgCl, pH 7,4) angesetzt. Das klare
Lysat wird vorsichtig iiber das letzte Sucrosekissen pipettiert. Der Gradient wird in einem
Beckman SW41 swing-out Rotor bei 40.000 rpm fiir 4 Stunden bei 4°C zentrifugiert. Die
entstandenen 1 ml Fraktionen werden von unten nach oben gesammelt und vierfach mit 1,5 M
Sucrose-TE-Puffer verdiinnt.

Jede Membranfraktion wird in einem Beckman SW 50.1 Rotor bei 48.000 rpm, 3 Stunden und

4°C pelletiert. Die gewonnenen Pellets werden in 80 pl TE-Puffer resuspendiert.



Material und Methoden 42

HEK?293-Membranpriparation

20 Nunclon™ 175 ¢cm?® Kulturflaschen (Nunc, Wiesbaden) wurden mit der stabilen HEK293-
Zellinie ChR2-315-YFP (Firma Iongate, Frankfurt Hochst) angezogen und mittels 1 pg/ml
Tetrazyklin induziert. Das Ernten erfolgte nach vollstindiger Konfluenz der Zellen. Dazu
wurde zundchst das Medium abgesaugt und die Zellen vollstindig in PBS aufgenommen.
Darauthin werden die gesamten Zellen 10 min bei 4°C und 2500 rpm pelletiert. Das Pellet
wird weitere 3-mal in PBS gewaschen und 2-3-mal schockgefroren. Nach dem letzten
langsamen Auftauen wird das Zellpellet nochmals 10 min bei 4°C und 2500 rpm zentrifugiert.
Anschlieend wird das Pellet in 5 ml HB-Puffer (> 250 mM Sucrose, 2mM EDTA, 10 mM
Tris, ImM Complete Proteaseinhibitor pH 7,4) aufgenommen. Es folgt eine 25-30-malige
Homogenisierung in einem auf Eis gehaltenen Dounce-Homogenisator. Das Homogenisat
wird 15 min bei 4°C und 2500 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wird neu in dem bereits oben
aufgefiihrten HB-Puffer resuspendiert (5ml) und 2-3 weitere Male homogenisiert. Nach einer
erneuten Zentrifugation bei 4°C und 2500 rpm fiir 5 min, wird der Uberstand in UZ-Rohrchen
tiberfiihrt und 90 min bei 33.000 rpm in einem Beckman Ti70 Rotor pelletiert. Das
gewonnene Membranpellet wird entweder in 2 ml HB-Puffer aufgenommen und zur
Dichtegradientenzentrifugation weiterverwendet (Sucrosegradienten sind im vorherigen
Kapitel erldutert) oder wird 1:10 in 130 mM NaCl, 2 mM EDTA, 10 mM Tris pH 7,4
aufgenommen und bei -20 °C eingefroren.

Eine Unterbrechung der N-Glykosylierung wurde durch Zugabe von 20 pg/ml Tunicamycin

erreicht.

Rapid Translation System RTS 500 E.coli HY (zellfreie Synthese)

Die zellfreie Synthese im priparativen Malistab erfolgte in einem RTS 500 Bioreaktor der
Firma Roche (Penzberg, Germany) nach Angaben des Herstellers unter Zusatz von 0.1 pg/ul
ungeschnittener Plasmid-DNA (RNase frei) und 4 mg/ml DOPC-Liposomensuspension in
DEPC-behandeltem Wasser im Reaktionsmix sowie je 1 uM all-trans Retinal in Ethanol im
Reaktions- und -Vorratsmix. Des Weiteren wurden zur 16slichen Expression folgende
Detergentien entsprechend ihrer CMC (critical micellar concentration) verwendet:

Brij58 (1,5 %), Ci2Es (1 %), DDM (0,1 %), DM (0,2 %), B-OG (0,75 %), CHAPS (0,75 %),
Fos12 (1 %), Triton X-100 (0,1 %), SDS (0,2 %).
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Um die Volumina im Reaktionsmix bei Zugabe der zusitzlichen Komponenten konstant zu
halten, wurde das E.coli Lysat mit 0.335 ml statt 0.525 ml Rekonstitutionspuffer rehydratisiert
und somit konzentrierter eingesetzt. Die Reaktion erfolgte iiber 24 Stunden bei 30°C und 250
rpm unter Lichtausschluss.

Danach wurde die Reaktion durch Zusatz von 50 mM EDTA pH 8.0 gestoppt. Nach der
Expression mit den jeweiligen Detergentien wurde der Reaktionsansatz 1:10 mit 20 mM Tris,
500 mM NaCl pH 7.4 verdiinnt, um die Detergentskonzentration zu verringern. Die
elektrophysiologische ~Charakterisierung des zellfrei dargestellten Genprodukts im
Reaktionsansatz erfolgte unmittelbar nach Beendigung der Reaktionszeit. Fiir die

spektroskopischen Untersuchungen wurde der Reaktionsansatz iiber Nacht bei 4°C gelagert.

Priparation von SUVs-Liposomen

Zur Herstellung von Liposomen wurden in der Regel 1 ml 20 mg/ml Lipid in
Chloroform/MeOH = 1:1 in einem 25 ml Kolben vorgegeben. Das Losungsmittel wurde in
einem leichten Stickstoffstrom am Rotationsverdampfer entfernt. Der zuriickbleibende
Lipidfilm wurde unter Stickstoff gesetzt und mit 1 ml DEPC-behandeltem Wasser hydratisiert
(entspricht einer 20 mg/ml Liposomensuspension). Nach einstiindiger Inkubation bei RT
wurde in Abstéinden von je 20 min geschiittelt, so dass eine triibe Suspension multilamellarer
Liposomen entsteht. Die Herstellung von ,,Small Unilamellar Vesicles (SUVs) erfolgte
mittels Ultraschallbehandlung in einem Ultraschallbad bis die Liposomensuspension klar
(opaleszent) erschien bzw. wurden durch 21-maliges Passagieren mit einem Liposofast (mit
einem Nucleopore-Filter der PorengréBBe 100 nm) erzielt. GroBere Lipidfragmente wurden

durch Zentrifugation (15 min, 15.000 rpm, Eppendorfzentrifuge, RT) abgetrennt.

Zellfreie Expression: mit dem TNT® Coupled Wheat Germ Extract System und dem
TNT® Coupled Reticulocyte Lysate System

Die Expression mit beiden TNT®-Systemen erfolgte nach Angaben des Herstellers Promega
(Mannheim). Auch hier wurden 1 uM all-trans-Retinal sowie 4 mg /ml DOPC-

Liposomenldsung dazugegeben und der Reaktionsansatz entsprechend angepasst.
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Membranpriparation und Aufreinigung in Pichia pastoris

Transformation:

Kompetente Pichiazellen werden durch das Pichia EasyComp™ Transformation Kit
hergestellt.

Auch die Nachfolgende Anleitung und die dazugehdrigen Losungen konnen diesem Kit
entnommen werden. Alle Medien und Anweisungen sind auch dem ,Multi-Copy Pichia
Expression Kit“ auf der Invitrogen-Homepage zu entnehmen.

Es werden 3 pg linearisierte (Pmel, Chloroform-/Phenol-Extraktion) DNA benétigt. Nicht
mehr als 5 ul DNA werden mit 50 ul der kompetenten Pichiazellen des Stammes SMD 1163
gemischt. AnschlieBend wird 1 ml Losung II dazugegeben und kurz gevortext. Nun muss 1
Stunde / 30°C akkurat alle 15 Minuten die Probe kurz gevortext oder mehrfach invertiert
werden (Heraeus Inkubator). Es folgt ein 10 min Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad.

Bei der anschlieBenden Pelletierung bei 3000 x g fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur, liegt
das Pellet in Form eines Streifens an der ReaktionsgefdBwand an.

Das Pellet wird in 1 ml Losung III resuspendiert. Dann folgt wieder eine Pelletierung bei
3000 x g fiir 5 Minuten bei RT. Das Pellet befindet sich auf dem Reaktionsgefd3boden und
wird in 100 pl Losung 111 aufgelost.

Jeweils zwei Ansdtze (200 pl) werden auf MD-Platten ausgestrichen und die Platten in den

Inkubator bei 30°C gestellt. Die Kolonien bendtigen 5-10 Tage zum Wachstum.

Herstellung von MD-Agar-Platten aus Minimal-Dextrose-Medium

1.34% YNB
4 x 10°% Biotin

2% Dextrose

800 ml Wasser und 15 g Agar fiir 20 Minuten autoklavieren.
Auf 60°C abkiihlen:

+ 100 ml 10 x YNB

+ 2 ml 500 x Biotin

+ 100 ml 10 x D

Platten direkt gieBen. 6 Monate haltbar.
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Selektion der ,,Multi-Copy-Inserts*

Um eine moglichst hohe Expression und damit Proteinausbeute erzielen zu kdnnen, miissen
die transformierten Zellen mittels Geneticin (G 418 Sulfat) selektiert werden. Vorab miissen
dazu YPD-Geneticin-Platten hergestellt werden.

Yeast Extract Peptone Dextrose Medium:

10 g Yeast Extract, 20 g Pepton, 20 g Agar auf 900 ml Wasser autoklavieren und
anschlieBend 100 ml 10 x Dextrose hinzufiigen.

Geneticin (Stock 100 mg/ml) wird nun in verschiedenen Konzentrationen zu den gerade
gegossenen Platten dazugegeben.:0,1 mg/ml; 0,2 mg/ml; 0,3 mg/ml; 0,5 mg/ml und 1 mg/ml.
Die Transformanten auf den MD-Platten werden nun mit 1 ml sterilem Wasser von der Platte
geschabt (Zellschaber) und werden auf den jeweiligen Geneticin-Platten ausgestrichen. Es
folgt eine Inkubation bei 30°C fiir mindestens 5 Tage.

Es werden dann die Klone der Platten mit der hochsten Geneticin-Konzentration verwendet.
Dabei ist zu erwdhnen, dass dies eine iibernommene Methode aus der Abteilung Molekulare

Membranbiologie ist (Prof. H. Michel, MPI fiir Biophysik; Frankfurt).

Anzucht der Pichia-Kulturen

Folgende Medien wurden jeweils in einem 5 Liter Schikanekolben angesetzt:
1 Liter BMGY (Buffered Glycerol-complex Medium) fiir die Vorkultur und 6 x 1 Liter oder 6
x 2 Liter BMMY (Buffered Methanol-complex Medium).

1. Tag 1: Eine Kleine Vorkultur von 50 ml BMGY wird mit einem Klon angeimpft und
24 h bei 30°C und 220 rpm inkubiert.

2. Tag?2: Die ODgg wird am Nanodrop bestimmt. Sie sollte mindestens bei 2 liegen!
Die Vorkultur (50 ml) wird in einen Kolben mit 1 Liter BMGY geben und ebenfalls
24 h bei 30°C und 220 rpm wachsen gelassen.

3. Tag 3: Die Kultur sollte nun eine ODgpp von 10 haben. Darauthin werden jeweils 150
ml dieser Kultur zu einem Kolben mit 1 Liter BMMY (Methanol induziert die
Proteinexpression von ChR2 aufgrund des AOX-Promotors) dazugegeben. Des

Weiteren muss jedem Kolben 1 pM all-trans-Retinal hinzugefiigt werden sowie
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zusitzlich 25 ml Methanol (2,5%) und 2 % DMSO. Die Kultur wird dann wieder in
den Schiittler gegeben und fiir 24 h bei30°C und 220 rpm geschiittelt.

4. Tag 4: Ernten. Dies erfolgt in einer grolen Beckman-Zentrifuge fiir 15 Minuten bei
3000 x g und 4°C.

Membranpriparation bei 4°C im Kiihlraum

Es werden hierfiir folgende Puffer bendtigt:

Breaking-Buffer: 11,3 ml einer 1 M NaH,POy (auf 1 Liter)
100 mM NacCl pH 7,4
1 mM EDTA
5% Glycerol

Membrane-Buffer: 50 mM Tris
120 mM NacCl
2 mM EDTA
10% Glycerol

pH 7,4

Das Pellet muss nach dem Ernten gewogen werden und wird zu 30% Feuchtgewicht in
Breaking-Buffer plus 200 mM PMSF Proteaseinhibitor resuspendiert Die Zellen werden dann
im ,,BeatBeater* aufgeschlossen.

Dazu wird das Plastikgefdl3 des Beaters mit 200 ml Glasperlen (0,5 mm Durchmesser) befiillt
und anschliefend 200 ml Zellen dariiber geschichtet. Die Zellen werden jeweils 2-mal fiir 3
Minuten aufgeschlossen und dazwischen immer gut gekiihlt, da sie aufgrund der Scherkréfte
schnell eine Temperatur tiber 20°C erreichen. Der Aufbruch wird mittels eines Mikroskops
begutachtet. Die aufgeschlossenen Zellen werden ein weiteres Mal zentrifugiert, um
Zelldebris zu entfernen. Dies erfolgt 5 Minuten bei 3000 x g und 4°C. Der Uberstand wird
nun in UZ-Ro6hrchen gegeben (SW 45 Ti, Fassungsvermdgen 75 ml) und genau austariert. Die
Zentrifugation erfolgt dann bei 43.000 rpm, 1h, 4°C.

Das Pellet wird dann zu 10% Feuchtgewicht in Membrane-Buffer + 200 mM PMSF
aufgenommen und mittels eines groen Keramik-Potters homogenisiert.

AnschlieBend erfolgt eine Proteinbestimmung am Nanodrop bei ODygy.
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Solubilisierung der Membranen

Solubilisierungspuffer am Beispiel von DM:

z.B. 1% DM (Decyl-Maltosid, (Critical Mycellar Concentration) CMC ist 1,6 m
100 mM NaCl
20 mM Hepes
10% Glycerol

pH 7,4

10 mM Imidazol ( zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen)

Die Membranen werden dem oben stehenden Puffer hinzugefiigt und 1 h bei 4°C im
Kiihlraum gertihrt.

Es folgt eine weitere Zentrifugation. 1 h 100.000 x g am Ti 70 oder 1:30 h am SW 45 Ti
( falls sehr viel Material vorliegt).

Der Uberstand wird dann zur Aufreinigung mit dem AKTA-Purifier (Amersham)
weiterverwendet.

Fiir die Aufreinigung miissen folgende Puffer hergestellt und entgast werden:
Solubilisierungspuffer ohne Imidazol mit 0,1% DM. Die Entgasung erfolgt vor der Zugabe
von DM. Elutionspuffer: Enthdlt dieselben Inhaltsstoffe wie der Solubilisierungspuffer plus
300 mM Imidazol und 0,1 % DM. Alle anderen Detergentien werden entsprechend ihrer CMC

nach gleicher Methode eingesetzt.

Aufreinisung mit dem Akta-Purifier

5 ml HisTrapTMHP (IMAC) (GE Healthcare Europe, Miinchen) wurden zunichst mit dem
Solubilisierungspuffer ohne Imidazol aber mit 0,1% DM equilibriert. Die UV-Zellen wurden
auf 280 nm, 480 nm (ChR2) und 513 nm (YFP) eingestellt. Das Solubilisierungslysat wurde
dann mittels der integrierten Probenpumpe des Akta-Purifiers mit einer Flussrate von 5 ml/
min auf die Ni-Sédule aufgetragen. Anschlieend wurde die geladene Sdule mit dem 10 mM
Imidazolpuffer (0,1 % DM) gewaschen, um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen.
Dies wurde so lange durchgefiihrt bis UV280 nm die Nulllinie erreicht hatte. ChR2 wurde
dann mittels eines linearen Imidazolgradienten von 0 mM bis 300 mM iiber 20
Probenvolumina eluiert. Die ChR2 enthaltenden Proben wurden gesammelt und anschlieBend

zur SDS-PAGE eingesetzt.
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TEV-Verdau

Um gegebenenfalls den angefiigten YFP-His-tag wieder entfernen zu kdnnen, ist zuvor eine
TEV-Schnittstelle (Tobacco-Etch-Virus mit der Aminosduresequenz E XX Y X Q (G/S))
einkloniert worden. Der tag konnte mittels Inkubation liber Nacht bei 4°C und unter
Beriicksichtigung der Konzentrationsangaben des Herstellers der TEV-Protease (Invitrogen)

entfernt werden.

Glykosylierungsassay

Pichia-Membranen wurden mit 2,5 U N-glycosidase F (New England Biolabs, Beverly MA,
USA; Roche, Penzberg) bei 4°C iiber Nacht inkubiert.

Tunicamycin wurde direkt zum Induktionsmedium BMMY hinzugegeben. 1 ml (1,5 mg/ml,
100x gelost in 0,1 M NaOH) wurde zu einer finalen Konzentration von 15 pg/ml dem
Medium beigemengt.

Gelfiltrations-Chromatographie

Die Gelfiltration dient dazu, Proteine der Grofle nach aufzutrennen. Dazu verwendet man ein
pordses Sadulenmaterial. Die Auftrennung erfolgt, weil kleinere Molekiile in die Poren
eindringen und ihre Passage durch die Sdule verzogert wird, wahrend groflere Molekiile, die
auf Grund ihrer Gréfe vom Eindringen in die Poren ausgeschlossen werden, schneller mit der
mobilen Phase durch die Séule hindurchwandern.

Zur Analyse der Dispersitit des gereinigten ChR2 wurde eine Gelfiltrationsuntersuchung in

™
einem Smart Chromatographiesystem (Pharmacia, Schweden) durchgefiihrt. Hierbei wurde

eine Superose® 6 PC 3.2/30 Saule verwendet. Als Puffer wurde Hepes-Puffer (100 mM NacCl,
20 mM Hepes, pH 7,4) mit 0,05-0,1% n-Decyl-B-D-Maltosid (DM) verwendet, die Flussrate
betrug 50 pl/min, die Temperatur 4 °C. Das Probenvolumen betrug 50 pl. Es wurden 100 pl
Fraktionen gesammelt und diese nach Auftrennung im SDS-PAGE durch Silberfiarbung

untersucht.

Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Durch die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli 1970) werden
Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. In dieser Arbeit wurden 10%ige Trenn-
und Sammelgele hergestellt (modifizierte Methode nach Fling & Gregerson, 1986). Folgende

Losungen wurden fiir die Herstellung von jeweils 6 Gelen verwendet:
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Trenngel: 10 ml 30% (w/v) Acrylamid/N,N’-Methylenbisacrylamid (37:1)
7,5 ml 3M Tris/HCI, pH8,85, 0,4%(w/v) SDS
9mlH O

2 milli

3 ml 70% (w/v) Saccharose
475 ul 10% (w/v) APS
25 ul TEMED

Sammelgel: 3,33 ml 30% (w/v) Acrylamid/N,N’-Methylenbisacrylamid (37:1)
5 ml 0,5M Tris/HCI, pH6,8, 0,4%(w/v) SDS
9,66 ml H20mi 1

2,04 ml 70% (w/v) Saccharose
317 wl 10% (w/v) APS
13 ul TEMED

Bei der Probenvorbereitung wurden die Ansidtze mit 1/4 ihres Volumens 4 x Laemmli-
Auftragspuffer versetzt. Die Proben diirfen auf keinen Fall erhitzt werden, da sonst das
Membranprotein aggregiert und in der Geltasche zuriick bleibt. Die Auftrennung erfolgte bei
einer konstanten Stromstdrke von 20 mA pro Gel. AnschlieBend wurde das Gel gefirbt oder

fiir Western blot-Analyse auf eine Nitrozellulosemembran elektrotransferiert.

Fiarbung von SDS-PA-Gelen

Coomassie-Farbung
Die Coomassie-Farbung dient der schnellen, unspezifischen Farbung von Proteinbanden im

SDS-Polyacrylamid-Gel. Nach der Elektrophorese wurde das Gel fiir 30 min in Coomassie-
Féarbelosung inkubiert. AnschlieBend wurde der nichtgebundene Farbstoff durch die
Entfarbelosung aus dem Gel herausgewaschen, bis die Proteinbanden ohne Hintergrund gut
zu sehen waren.

Silber-Fiarbung
Der Vorteil der Silberfirbung liegt in ihrer hohen Empfindlichkeit. Es wurde folgendes

Férbeprotokoll verwendet:
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Fixierung 16 min  30% (v/v) Ethanol, 10% Essigsiure

Konditionierung 16 min 2 ml 25% Glutaraldehyd, 0,1 g Natriumdithiosulfat ad 100 ml
mit 0,4 Natriumacetat, 30% (v/v) Ethanol

Waschen 3 x 10 O
. 2 bidest
min
Férben 20 min 0,1 g Silbernitrat, 25 pl Formaldehyd (37% (w/v)) ad 100 ml mit
ZObidest
Entwickeln 1-5 2,5 g Natriumcarbonat, 40 pl Formaldehyd (37% (w/v)) ad 100
min ml mit HZO bidest.
Stoppen > 10 50 mM EDTA, pH7,5

Western Blot Analyse

Die mittels Polyacrylamidgelelektrophorese getrennten Proteine wurden elektrochemisch auf
eine Nitrozellulosemembran {ibertragen. Die unspezifischen Bindungsstellen auf den
Membranen wurden durch Inkubation im Tween20-haltigen Puffer, der mit
Magermilchpulver angesetzt wird, abgeséttigt. Die Membran wurde mit dem Erstantikorper,
der gegen YFP oder His gerichtet ist, 1:1000 {iber Nacht bei 4°C inkubiert. Ein
Zweitantikorper wurde nicht eingesetzt, da der Erstantikorper bereits HRP (Horse-Reddish-
Peroxidase) gekoppelt war. Damit war am anderen Tag nach 20 min Waschen mit TBS-Puffer
eine Detektion des Proteins mittels der ECL-Methode (Enhanced-Chemiluminiscence,
Amersham) moglich. Dazu wurde die Membran mit der ECL-Lésung 1 und 2 fiir 1 min

inkubiert und auf Rontgenfilm (Kodak) aufgetragen und 20 sec belichtet.
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Massenspektrometrische Analytik

Die massenspektrometrischen Analyse von Membranproteinen mittels ESI-MS oder MALDI-
TOF erfolgte in einer modifizierten Form nach der Methode von Hufnagel P. et al.1996. Dazu
wurden 10 nmol Protein mittels Sephadex G25-Sdulenmaterial (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg) entsalzt auf 100 pl ankonzentriert (YM-50 Konzentratoren, Amicon,
Bedford, MA, USA) und das Protein mit 1.9 ml einer Losung aus 10 ml Aceton, 1 ml 25%
(v/v) Ammoniak, 100 mg TCA 30 min auf Eis gefillt. Das ausgefillte Protein wurde zuerst in
1 ml eiskaltem Aceton, dann in 500 pl n-Hexan gewaschen und an der Luft getrocknet. Fiir
die ESI-MS Messungen wurde das getrocknete Pellet in CHCI3/ MeOH/ Trifluorethanol/
Wasser/ Ameisensdure = 100:75:50:35:4 (v/v) resuspendiert. Fiir die MALDI-TOF Analytik
wurden 1 pl einer Probenverdiinnung und 1 pl Matrixlésung auf einer MALDI-TOF Platte
luftgetrocknet (Matrixlosungen: gesattigte Losungen von 2,5-Dihydroxybenzoesdure, o-
Cyanohydroxyzimtsdure oder Sinapinsdure in Acetonitril/ H20O/ TFA = 100:100:0.1 (v/v)).
Die Analyse und Durchfiihrung des Versuchs erfolgte durch die Arbeitsgruppe Prof. Karras
(Biozentrum, Frankfurt).

Rekonstitution

20 mg DOPC (1,2 Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin, 18:1 PC)(Avanti PolarLipids,
Alabaster, USA) in Chloroform wurden im Stickstoffstrom zu einem Film verblasen. Es
wurde 1 ml Puffer (100 mM NaCl, 20 mM Hepes, pH 7,4) hinzugegeben und zur
Hydratisierung mindestens 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Bildung der
Liposomen wurde die Suspension mittels eines Liposofasten 21-mal durch einen 100 nm
Nucleopore-Filter passagiert. Die Liposomenlosung nahm eine opaleszente Farbe an. Zu den
vorgeformten Liposomen wurde im Verhéltnis 1:5 aufgereinigtes ChR2 hinzugegeben. Zur
Entfernung des Detergens wurden 400 mg/ml (ca. 1/3 des Fliissigkeitsvolumens)
Polystyrolkiigelchen (BioBeads SM 2%, Biorad, Hilden) zugegeben. Nach Inkubation iiber
Nacht bei 4°C, lichtgeschiitzt und unter leichtem Riihren, wurden die alten BioBeads durch
die halbe Menge frische BioBeads ersetzt. Es folgte eine weitere Inkubation fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur (lichtgeschiitztes Riihren). Danach wurden die BioBeads durch
Zentrifugation bei 13.000 rpm 5 min abgetrennt. Die Proteoliposomenldsung wurde dann 5-

mal mittels Stickstoff schockgefroren und aufgetaut, und dann final bei -20 °C eingefroren.
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Bleichen von Retinalproteinen

Der Extinktionskoeffizient des Retinalchromophors in ChR2 kann mit Hilfe des bekannten
Extinktionskoeffizienten von Retinaloxim 33.600 M-1 cm-1 berechnet werden (Scharf, 1992).
Hierzu wurde solubilisiertes ChR2 in 10 mM Hepes/NaOH pH 10 mit 10 mM Hydroxylamin
versetzt und eine Stunde unter moderatem Riihren mit griinem Licht bestrahlt (Wolfram-
Kaltlichtlampe, 150 W, A > 480 nm). Um die Reaktion komplett auf die Seite des

Retinaloxims zu liberfiihren wurde mit konz. H,SO4 auf pH ~3 eingestellt.

Bestimmung des Retinal-Isomerenverhiltnisses von Retinalproteinen

Zur Bestimmung des Isomerenverhéltnisses von lichtadaptiertem ChR2 wurde das Retinal
nach der Methode von Scherrer et al. 1989 extrahiert und mittels Normalphasen-HPLC
getrennt (Sdule: Prontosil 120-3-OH, Bischoff Analysentechnik, Leonberg, Germany).
Laufmittel A: n-Hexan, B: EtOAc, Gradient: 80% (v/v) A 10 min, 80% A — 100% A in 2
min, 100% A 5 min, 100% A — 80% A 2 min, Flussrate 1 ml/min. Detektion bei 365 nm. Die
Probe wurde durch 10-miniitige Bestrahlung mit einer Kaltlichtlampe (Wolfram-

Kaltlichtlampe, 150 W, A > 480 nm) lichtadaptiert.

Herstellung von Pichia pastoris Protoplasten

Die Herstellung der Pichia Protoplasten wurde dem ,Multi-Copy Pichia Expression
Kit* entnommen (Invitrogen, Katalognr. K1750-01) und kann dort der Seite 33 entnommen

werden.
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2.2.3 Biophysikalische Methoden

Ladungstransportvorginge von ChR2-Membranen und -Proteoliposomen erfolgte an einer
»Black Lipid Membrane*“ (BLM) Apparatur. Der schematische Aufbau der Messapparatur
sowie die Anlagerung von Proteoliposomen an die BLM sind in Abb. 19 schematisch

dargestellt.

Compuler Oszilloskop

Spannungsgenerator

Verstarker "Black Lipid Membrane" s
________________________________ - Ge_
- - K

Ag/AgCl- - _ — — A ol +
Elektmde\l “ |_,, I_“ A T_F-

Laser ____? ______________ t____
473 nm v 7 If 1T h X
HBOIXBO- ~0..
Lampe =1 e
Teflonkuvette T
Protecliposomen  Faraday Kafig I(t)

Abb.17 : Schematische Darstellung der BLM-Apparatur. G, und G;j stellen die
Leitfahigkeiten der BLM und der Proteoliposomen dar. C, und C; sind deren
korrespondierende Kapazititen (nach Bamberg & Léuger, 1979).

Im Falle der lichtgetriebenen Protonenpumpe BR ist die Orientierung, bei der die
extrazelluldre Seite des BR zur BLM zeigt, bevorzugt. Durch die kapazitive Kopplung der
proteinhaltigen Proteoliposomen mit der BLM lassen sich mit dieser Anordnung die
Photostrome analysieren. Der kapazitive Strom I(t) kann durch folgende Gleichung

beschrieben werden:

C und T:C +C

It)=1, exp[ —=| . mit I, =1, —"— Tm T
ST ‘ T ° P C_+C G +G

Iy ist der Anfangsstrom, der im Falle einer lonenpumpe exponentiell in einen stationiren
Photostrom Ip0 abfillt, welcher durch die Aktivitdt des Proteins und der Kapazitdt der BLM
(Cn) sowie der proteinhaltigen Membran (C;) bestimmt wird. T stellt die Systemzeitkonstante

dar, die von Cm, Ci und deren korrespondierenden Leitfahigkeiten Gm und Gi abhéingt.
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Bei der verwendeten Messapparatur liegt der Wert von t bei 0,9 — 1 sec. Stationire
Photostrome konnen bei dieser Anordnung nur detektiert werden, wenn die Leitfahigkeit der
BLM durch Zugabe von Entkopplern, wie dem elektroneutralen Na+-Ionophor Monensin
oder dem Protonophor 1799, von ~10-9 S/cm2 auf ~10-6 S/cm2 vergroBert wird bzw. wenn
ChR2-Proteoliposomen mittels eines Gradienten iiber die Vesikel zur Fusionierung mit der
BLM getrieben werden.

Zur Messung von Photostromen wird eine Teflonkammer mit zwei Fenstern verwendet,
welche in zwei Hilften geteilt ist, die durch eine kreisrunde Offnung (~ 1 mm Durchmesser)
miteinander verbunden sind. Beide Kammerhilften sind jeweils iiber Agar- Salzbriicken mit
einer Ag/AgCl-Elektrode verbunden, die in eine 100 mM NaCl-Losung taucht. Eine Elektrode
ist mit einem Spannungsgenerator gekoppelt, die andere ist liber einen Verstirker, der die
Daten an einen Rechner iibermittelt, mit einem Oszilloskop verbunden. Zur Herstellung der
BLM wurden die Offnung beidseitig mit je 5 ul 1.5 % Diphytanoylphosphatidylcholin in n-
Dekan benetzt und getrocknet. Beide Seiten wurden mit 1.3 ml des Messpuffers gefiillt und
mit 3 pl Lipidmischung (1.5 % Diphytanoylphosphatidylcholin/ Octadecylamin 60:1 (v/v) in
n-Decan) versetzt. Die eingebrachte Lipidmischung verschlieBt die Kammerdffnung filmartig.
Bei erfolgreicher Ausbildung der BLM wurde die Leitfdhigkeit G und die Kapazitdt C {iber
das Anlegen einer Spannung von 100 mV bzw. einer Dreiecksspannung von = 5 mV bestimmt.
Leitféahigkeit G und Kapazitit C der BLM lagen etwa bei G = 0,01-0,05 nS und C = 3 nF.
BLM-Messungen mit ChR2 wurden durch Zugabe von 25 pl rekonstituiertes Protein (OD4gy=
0,5) in eine der beiden Kammern und etwa 60 min moderates Riithren durchgefiihrt bzw. es
wurden 20 pl Membranfragmente (Img/ml) hinzugegeben. Nach erfolgreicher Anlagerung
der Membranfragmente an die BLM konnten die kapazitiven Photostrome durch Belichtung
der Kammer mittels einer XBO-Lampe (cis) (2 W/cm2) ermittelt werden. Die
Wellenlidngenselektion erfolgte durch Filter. Zur Ermittlung der stationdren Signale wurden
der Protonophor 1799 (2,6-Dihydroxy-1,1,1,7,7,7-hexafluoro-2,6-bis-trifluoromethylheptan-
4-on, 4 uM) und der elektroneutrale Na'/H -Antiporter Monensin (4 pM) zugesetzt. Durch
den Einsatz beider lonophore wird die Leitfdhigkeit der BLM je nach Messbedingung auf
etwa

G =1 -50 nS erhoht.
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Incorporation von ChR2-Proteoliposomen

1976 entwickelten Miller und Racker eine Technik Kanalproteine in planare
Lipiddoppelschichten einzulagern, indem Vesikel, die das Protein enthielten, mit der BLM
fusionierten. Basierend auf dieser Grundlage wurde mittels eines osmotischen Gradienten ein
Innendruck in den Vesikeln aufgebaut, der diese zum Schwellen und damit zur Fusion mit der
BLM brachte. Thre Hypothese besagt, dass das Anschwellen zu einer Ausdehnung der
Vesikelmembran fiihrt, welches eine Umordnung der Lipide und damit ein Verschmelzen mit
der BLM ermoglichen kann.

Um dies zu erreichen wurden beide Kiivettenkompartimente zunédchst mit 100 mM NaCl, 10
mM Hepes pH 7,4 befiillt. AnschlieBend wurden zu dem Kompartiment, zu dem nachher die
Proteoliposomen dazugegeben werden, 100 pl Losung entfernt und umgehend durch 100 pl

4 M NaCl, 10 mM Hepes, 2mM CaCl,, pH 7,4 ersetzt und leicht geriihrt. Zu diesem
osmotischen Gradienten werden durch gleichzeitiges Belichten des Kompartiments (20 %
Graufilter) 20 pl ChR2-Proteoliposomen hinzugegeben. Die Innenldsung der Liposomen
bestand aus 100 mM NaCl, 10 mM Hepes pH 7,4. Dies fiihrte nach ca. 60 min zu einem
Einbau der ChR2-Proteoliposomen.

Fiir die pH-Abhéngigkeitsmessungen wurden jeweils 2 pl einer konzentrierten Salzsdure in
das Kompartiment eintitriert. Nach Ende der Messung wurde der pH-Wert ein weiteres Mal
mit einer Mikro-pH-Elektrode liberpriift.

Das Aktionsspektrum wurde mittels Breitband-Interferenzfiltern erfasst und die gemessenen

I (A
Werte auf den gleichen Quantenfluss normiert. I, ()= peat (4)
peak J (t ) . /1

Die Lichtzufuhr bei Einsatz der XBO-Lampe wurde tliber ein Shuttersystem zeitlich geregelt.

Bei Einsatz des 473 nm Lasers wurde hierfiir ein Funktionsgenerator verwendet.

Spektroskopie

Die statischen Absorptionsmessungen wurden an einem Doppelstrahl Spektrophotometer

durchgefiihrt (U3000, Hitachi, Japan). Es wurde ein 100 pl Micro-Quarzkiivette verwendet.
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Zeitaufgeloste Laserblitz-Absorptionsspektroskopie

Die transienten Absorptionsdnderungen von ChR2 erfolgten mit einer rechnergesteuerten
Messanordnung, deren schematischer Aufbau in Abbildung 20 wiedergegeben ist. Mit einem
Laserpuls (Excimer-Farbstoff-Pumplaser 320 nm (RDP-1, Radiant Dye Laser Accessoires,
Germany), 10 ns Pulsdauer, 2 mJ/cm2) wird die Probe photochemisch angeregt. Im rechten
Winkel zum Laserpuls durchtritt ungefiltertes Licht einer Halogenlampe (Osram-XBO-75 W,
12 V) die Probenkiivette (Quarzglas, Schichtdicke 0,5 cm) und wird durch einen
Monochromator (mini-chrom, Optometrics, Ayer, USA)) selektiert und von einer Photodiode
(UV-005, OSI, Optoelectronics, Hawthorne, USA) detektiert und nochmals durch einen
Verstérker gefiltert (SR 560, Stanford Research Systems, Sunnyvale, USA). Die Signale des
Detektors werden in einem digitalen Oszilloskop (Integra 10, Nicolet, USA) mit zwei linearen
Zeitfenstern gespeichert und zur Datenverarbeitung an einen Rechner weitergeleitet. Hierbei

werden pro Wellenlidnge 16 Signale gemittelt.
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Abb. 18: Schematischer Aufbau der Laserblitzabsorptions-Apparatur
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Datenverarbeitung und Analyse

Die Analyse der absorptionsspektrokopischen Daten erfolgt nach der Methode von Chizhov &
Hess, 1996 deren Grundlage das Lambert-Beersche Gesetz fiir i=1...n absorbierende Spezies

ist: |
A=log—=> ¢ -c,-d

l, 5

Da sich im Falle der Photozyklusmessungen, die gemessene Absorptionsdnderung immer aus
den Beitrigen mehrerer Intermediate additiv zusammensetzt, ist die Daten-Interpretation
entsprechend erschwert. Die verwendete Methode setzt damit an, die experimentell
bestimmten differentiellen Absorptionsinderungen AA(A,t) mathematisch durch eine Summe

von Exponentialfunktionen der allgemeinen e ™ Form zu beschreiben.

AA(Rt)=>"b,(r)-e™
i
Die Absorptionssignale wurden in zwei einander {iberlappenden Zeitfenstern gespeichert, die
die Kinetik des Photozyklus 100 ns nach Anregung der Probe durch den Laserpuls bis zur
vollstdndigen Riickbildung des Grundzustandes erfassen. Die Zahl der Messdaten wurde nach
einer von Miiller K.H. und Plesser T. 1991 beschriebenen Methode auf eine logarithmische
Zeitskala reduziert (250 Datenpunkte) und deren Standardabweichung anhand des Fehlers des
Grundsignals abgeschitzt. Des Weiteren wurde die Absorptionsinderung {ber die
Intermediatkonzentration P; und ihre spektrale Differenz Ag; bestimmt und mit dem

Grundzustand verglichen. Beide Parameter kdnnen iiber das unten dargestellte lineare Model

des Photozykluses berechnet werden. (Nagle, 1991; Chizov & Hess, 1996).

p,—2> p —H 5 p L5 po...P Y P,

n

Abs (At )= A, -e* = Ae (1) P (1)
i=1 i=1

wobei Ajund k;i* die Amplituden und -Relaktionskonstanten darstellen, respektive aus der Fit-

Routine. Die Daten wurden mittels Origin 7.5 (OriginLab) oder Mathcad 12 (PTC) analysiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Expression von ChR2-315-YFP in Xenopus laevis Oozyten

In vorangegangenen Arbeiten wurde hdufig E. coli als am besten geeignetes
Expressionssystem fiir Membranproteine verwendet. Es zeigte sich jedoch, dass aufgrund der
fehlenden posttranslationalen Modifikationsmaschinerie E. coli fiir eine eukaryontisches
Membranprotein wie ChR2 ungeignet ist (Kateriya et al., 2001). Aus diesem Grund wurde
zunichst eine Expression von ChR2-315-YFP (pGem-HE-Vektor) in Oozyten durchgefiihrt,
da hier bereits eine funktionelle Expression anhand von Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp
(TEVC) Experimenten nachgewiesen wurde (Nagel et al., 1998). YFP wurde zur visuellen
Kontrolle der Expression mit ChR2-315 fusioniert. Damit lassen sich ebenfalls sehr einfach
fluoreszenz-spektrophotometrische Messungen durchfiihren. Um eine genaue Determinierung
der Expression von ChR2-315-YFP in Plasmamembran (PM), Golgi und endoplasmatischem
Retikulum (ER) zu ermdglichen, wurde nach der Membranpraparation eine Sucrose-
Dichtegradientenzentrifugation durchgefiihrt. Eine Western-Blot Analyse mittels eines GFP-
Antikorpers konnte zeigen, dass ChR2 vermehrt in der PM vorliegt, aber auch zu @hnlichen
Anteilen in Golgi und ER vorzufinden ist (Abb.19). Es wurden jeweils 10 pug Protein auf das
SDS-Gel aufgetragen. Der Western-Blot zeigt die ChR2-315-YFP-Banden bei ~60 kDa. Da es
sich um ein Fusionsprotein handelt, ist das Molekulargewicht ein Produkt aus 32 kDa ChR2-
315 und 29 kDa YFP. Trotz Einsatz von 200 ChR2-315-YFP-injizierten Oozyten, konnte
mittels BCA-Proteinbestimmung nur eine ChR2-Konzentration von 100 pg/ml erzielt werden.
Damit konnte das Ziel einer spektroskopischen Grundcharakterisierung von ChR2 nicht

durchgefiihrt werden.
PM Golgi ER kDa

|
|
l
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Abb.19: Dichtegradientenzentrifugation aus Chr2-315-YFP-injizierten Xenopus
laevis OQozyten. A) Fluoreszenzaufnahme einer ChR2-315-YFP-Oozyte 40x
VergroBerung. B) Schema der Membranauftrennung in einem UZ-Rohrchen nach
Dichtegradientenzentrifugation. C) Western-Blot mit einem GFP-HRP-Antikorper. Die
Banden bei ~60 kDa zeigen Chr2-315-YFP-Expression in der Plasmamembran (PM),
Golgi und Endoplasmatischem Retikulum (ER).
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3.2 ChR2-315-YFP-His in einer stabil-transfizierten HEK293-Zelllinie

Da sich ChR2-315-YFP zwar funktionell in Oozyten exprimieren lie3, die Proteinausbeute
jedoch zu gering fiir spektroskopische Untersuchungen ist, wurde ChR2-315-YFP mittels des
pcDNA4TO-Vektors stabil in eine HEK293-Zellinie transfiziert (durchgefiihrt durch die
Firma Iongate, Frankfurt). Damit war es moglich die Proteinsynthese von ChR2-315-YFP-His
durch Zugabe von 1 pg/ml Tetrazyklin (auf konfluente Zellen) zu induzieren. Das Neue
Konstrukt erhielt zusétzlich einen 9xHis-tag, um eine anschlieBende Aufreinigung iiber eine
Ni-NTA-Sdule zu ermdglichen. Um Information iiber das Vorhandensein und die
Notwendigkeit einer N-Glykosylierung von ChR2 zu erhalten, wurden die exprimierenden
HEK?293-Zellen mit 10 pg/ml Tunicamycin behandelt. Tunicamycin ist ein von Streptomyces
lysosuperificus synthetisiertes Nukleosid-Antibiotikum, das den ersten Syntheseschritt der N-
Glykosylierung hemmt. Anschlieend wurde eine Membranpréparation aus 20 Nunclon™ 175
cm’ Kulturflaschen angefertigt, die ein 4 g Zellpellet lieferten. Dies wurde daraufhin iiber eine
Ni-NTA-Sdule (Qiagen, Hilden) aufgereinigt und zu 10 pg/ul auf ein SDS-Gel aufgetragen.
Der anschlieBende Western-Blot mit einem Anti-His-HRP-Antikorper konnte zeigen, dass
Tunicamycin-behandelte ChR2-315-YFP-His-Zellen, zusétzlich zu ihrer glykosylierten 60
kDa-Bande, eine unglykosylierte Bande bei ca. 54 kDa aufweisen (Abb.20). BLM-Messungen
dieser Tunicamycin-behandelten Zellen konnten zusétzlich zeigen, dass nicht-glykosyliertes

ChR2 nur noch geringe Photostrome aufweist. (siche Kapitel 3.5.1, S.76).

Tunicamygin K 1 2 3
b | 64 kDa
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Abb.20: Western-Blot zur Analyse der N-Glykosylierung von ChR2. A)
Konfokalmikroskopie zweier stabil-transfizierter HEK293-Zellen;100x VergroBerung
im Immersionsobjektiv. B)Bande 1 zeigt, dass Tunicamycin-behandelte HEK293-
Zellen unglykosyliertes ChR2 exprimieren, welches sich in einer weiteren Bande bei
ca. 54 kDa &duBert. K zeigt eine Kontrolle aus transient transfizierten HEK293. Die
Banden mit den Ziffern 1-3 zeigen stabil-transfizierte HEK293 ohne Tunicamycin.
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Die Aufreinigung aus der stabil-transfizierten HEK293-Zellinie liefert eine ChR2-315-YFP-
His-Ausbeute von 500 pg /ml nach BCA-Bestimmung. Damit ist erstmalig die Aufnahme
eines Absorptionsspektrums moglich. Die Absorptionsmessung wurde im 100 pl Ansatz in
einer Micro-Quarzkiivette durchgefiihrt. Zu sehen ist die ChR2-Absorption bei 480 nm und
die Absorption von YFP bei 513 nm (Abb.21).
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Abb.21: Spektrophotometrische Messung von Chr2-315-YFP-His aus stabil-

transfizierten HEK293-Zellen. ChR2 zeigt eine Absorption bei 480 nm, wihrend
YFP bhei 513 nm absorhiert

3.3 Zellfreie Expression von ChR2-315-YFP

Die Membranpréparation und anschlieBende Aufreinigung von ChR2-315-YFP-His bietet den
ersten Ansatz, eine anndhernd ausreichende Proteinmenge fiir spektrale und
elektrophysilogische Funktionsmessungen (BLM-Technik) zu erhalten. Da diese Art der
Proteingewinnung jedoch sehr zeitaufwendig und kostspielig ist, wurde der Ansatz der
zellfreien Expression von ChR2-315-YFP gewdhlt.

Die zellfreie Proteinsynthese wurde 1964 von Holland J.J. & McCarthy B.J. beschrieben und
von Zubay G. 1973 weiterentwickelt. Ausgehend von prokaryotischen oder eukaryotischen
Zell-Lysaten, welche alle Komponenten des ribosomalen Translationsapparats besitzen,
konnen Proteine mit einer RNA-Matrize oder im gekoppelten Transkriptions-
/Translationssystem mit DNA hergestellt werden. Grundsétzlich konnen aus jedem
Organismus Extrakte fiir die zellfreie Synthese gewonnen werden. Kommerziell sind zellfreie

Syntheseextrakte aus E.coli, Weizenkeimen oder Reticulozyten erhiltlich (Abb.22).
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Abb.22: Schema der ,,Continuous-exchange cell-free technology (CECF). Gezeigt
sind das obere Replikationskompartiment mit seinem Reaktionsmix (RM) bestehend aus
T7-RNA-Polymerase, E.coli-Extrakt und ChR2-315-YFP. Das so genannte ,,Feeding
Kompartiment* enthélt alle wichtigen Precursor zur Umsetzung der Synthese (all-trans-
Retinal, Lipid, Detergens, Nukleotide, tRNA etc). nach Roche, Penzberg

Neuerliche Publikationen haben zudem gezeigt, dass die zellfreie Synthese sich auch
besonders fiir schwer zu exprimierende Membranproteine wie z.B. GPCR’s eignet (Klammt et
al., 2007). Rekombinante Proteine konnen mit dieser Methode im mg-Bereich exprimiert
werden, und das in einem 1 ml Reaktionsvolumen iiber nur wenige Stunden.

Die in dieser Arbeit verwendeten Kits beruhen auf der ,,Continuous-exchange cell-free
technology (CECF). Dies bedeutet, dass das Replikationskompartiment (Reaktionsmix (RM)
bestehend aus T7-RNA-Polymerase, E.coli-Extrakt und ChR2-315-YFP) und das so genannte
,Feeding Kompartiment® (enthilt alle wichtigen Precursor zur Umsetzung der Synthese (all-
trans-Retinal, Lipid, Detergens, Nukleotide, tRNA etc)) durch eine semipermeable Membran
voneinander getrennt sind. Durch kleine Magnetriihrer in beiden Kompartimenten wird ein
standiger Austausch gewdhrleistet. Das RTS—System (Rapid-Translation-System) von Roche
basiert auf E.coli-Lysat, wihrend die anderen beiden Kits auf Weizenkeimextrakt und
Reticulocyten-Lysat basieren (TNT® Coupled Systems, Promega, Mannheim). Als Vektor fiir
die zellfreie Synthese wurde der ,,High-Copy*“ pUCBM20-Vektor (Roche) verwendet. ChR2-
315-YFP und Bacteriorhodopsin(BR, Kontrolle) wurden aus dem pGem-HE-Vektor {iber
BamHI und HindIII einkloniert (Abb.23)
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Der Western-Blot in Abb.24a zeigt, dass sich ChR2-315-YFP in allen drei zellfreien
Synthesesystemen in hoher Konzentration (1-2mg/ml nach BCA) exprimieren ldsst. Jedoch
liefert das Reticulocyten-System eine weitere Bande bei 54 kDa, die vermuten ldsst, dass
ChR2-315-YFP hier zu einem groBen Prozentsatz unglykosyliert vorliegt. Auch BR, das als
Kontrolle diente, konnte mit einer Konzentration von 2,4 mg/ml mit dem RTS-System von
Roche synthetisiert werden (auch gezeigt durch Kalmbach et al., 2007). Die Lokalisierung auf
dem Western-Blot erfolgte im Falle von ChR2-315-YFP iiber einen GFP-HRP-Antikorper.
BR wurde iiber einen His-HRP-Antikorper detektiert. Abb. 26b zeigt eine fluorimetrische
Messung der CECF-Probe aus dem RTS (Hitachi Fluorescence Spektrophotometer F-4500).
Die Emission von YFP liegt bei 527 nm. Keine der ChR2-315-YFP-Proben liel eine
Absorptionsmessung zu, noch konnten die Proben an der BLM auf ihre Funktionalitit hin
untersucht werden. Die BR-Kontrolle lieferte jedoch eine Absorption bei 568 nm und zeigte
auch den charakteristischen Pumpstrom an der BLM (Abb. 24¢/d). Damit war ausgeschlossen,
dass die Synthese moglicherweise nur teilweise vollzogen wurde. Eine Ursache fiir die nicht-
funktionelle Synthese konnte eine Aggregation des Proteins, sowie das Fehlen von all-trans-

Retinal sein.
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Abb.24: a) Western-Blot nach der zellfreien Synthese. b) Fluoreszenzmessung der CECF-
ChR2-315-YFP-Probe. ¢) Absorption von zellfrei synthetisiertem BR bei 568 nm. d)
Photostrom von BR (gleiche Probe wie c).
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Aus diesem Grund wurde ein modifizierter CECF-Ansatz versucht. Es wurde dem Feeding-
Kompartiment zusdtzlich 1 pM all-trans-Retinal, 4 mg/ml DOPC-Liposomen sowie

entsprechend ihrer CMC die Detergentien DDM, DM, Fos12, C,Es, SDS, CisEz0, OG, Chaps

K DDM DM C12E8 SDS OG Chaps  TX-100
Fos12 C16E20

64 kDa .
— . I

50

36

Abb.25: Einsatz verschiedener Detergentien zur Verbesserung
der zellfreien Synthese. Western-Blot mit einem GFP-HRP-
Antikorper. 10 pg Protein pro Bande.

und Triton-X hinzugegeben. Trotz einer verbesserten Synthese durch den Einsatz der neuen
Komponenten (Proteinkonzentration liegt nun bei bis zu 3,5 mg/ml fiir C;sE)), konnte

dennoch kein funktionelles ChR2-315-YFP gewonnen werden.
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3.4 Expression von ChR2-315-T-YFP-His in der methylotrophen Hefe

Pichia pastoris

Vorausgegangene Expressionsansitze haben gezeigt, wie schwierig es ist ChR2 funktionell zu
exprimieren. Dies liegt in erster Linie an der oftmals fehlenden posttranslationalen
Modifikation des Proteins. Pichia pastoris ist ein Hostsystem, das besonders fiir
eukaryontische Proteine geeignet ist, da es diese Maschinerie besitzt. Viele Publikationen
haben gezeigt, dass es sich besonders zur Expression von schwierigen Membranproteinen,
wie z.B. GPCRs eignet (Andre” und Reinhart, 2006). Aus diesem Grund wurde das bereits
bestehende ChR2-315-TEV-YFP-His-Konstrukt in den auch kommerziell erhiltlichen
pPic9K-Vektor iiber BamHI und Notl einkloniert (Abb.26). Der Vektor besitzt einen
speziellen Methanol-Promotor. Dieser Promotor steuert in Pichia die Expression des ersten
Enzyms in der Methanol-Verwertungskette, der Alkoholoxidasel, kurz AOX1 (EC 1.1.3.13)
und induziert somit die Proteinexpression. Zusitzlich besitzt er ein Sekretionssignal, den a-
Faktor, der die Insertion des rekombinanten Proteins in die Membran ermdoglicht
(Sekretionssignal des S. cerevisiae Alpha-Paarungsfaktors).

Der hier verwendete pPic9K-Vektor ist eine Modifikation von Dr. Christoph Reinhart und
enthdlt zusétzlich N-Terminal einen FLAG-tag und einen HislOx-tag sowie eine TEV-
Schnittstelle. Dieser modifizierte Vektor wurde in erster Linie ausgewéhlt, da er nach der
TEV-Schnittstelle eine BamHI-Schnittstelle aufweist. Bereits vorher durchgefiihrte Versuche
haben gezeigt, dass sich der vorhandene N-Terminale His-tag nicht zur Aufreinigung eignet.
Dies ldsst vermuten, dass der N-Terminus von ChR2 nicht gut zuginglich ist. Die

Aufreinigung von ChR2-315-T-YFP-His erfolgt demnach nur iiber den C-Terminalen His-tag.

alpha- TEV

Aox1 Factor _
Promotor 10x His
BamH|

l FLAL:"' / ;} TEV

= ‘ ChR2-315/ ChR2-315-H134R m

Abb.28: Schema des ChR2-315-T-YFP-His-Konstrukts im pPic9K-Vektor. BamHI und
Notl sind die Restriktionsschnittstellen zur Einklonierung der codierenden Sequenz. TEV
(Schnittstelle der Tobacco Etch Virus Protease ) die Mutante H134R (synonym zu D96N in
BR,Abb.15) wurde ebenfalls iiber BamHI und Notl einkloniert.
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Die Fusion mit dem Yellow-Fluorescence-Protein (YFP, mutiertes GFP aus Aequoria victoria,
Clontech) dient weiterhin der visuellen Kontrolle der Expression von ChR2.

Nach der Herstellung des Konstrukts, und seiner Uberpriifung durch Sequenzierung, fand eine
Transformation mit dem Pichia-Stamm SMD 1163 auf Minimal-Dextrose-Platten statt. Er
zeichnet sich durch eine Proteasedefizienz aus. Darauf folgte eine Selektion der ,,-multi-copy-
inserts durch Geneticin (G418).

Es wurde Klon 3 mit einer Geneticin-Resistenz von 1 mg/ml gewéhlt und durch ihn eine
Expressionsreihe aus einer 1 Liter Kultur erstellt. Dabei wurde die Expression sowohl visuell,
als auch durch Western-Blot-Analyse bestimmt. Der Pichia-Kultur wurden bei 9, 12, 24, 32,
und 48 Stunden Proben entnommen. Des Weiteren wurde auch die Expression ohne Zugabe
von all-trans-Retinal untersucht. Der Western-Blot in Abb. 29a zeigt, dass die Expression bei
24h am hochsten ist. Ohne Zugabe von all-trans-Retinal ist sie im gleichen Zeitraum um die
Hilfte verringert. Abbildungen 27 b-d zeigen Fluoreszenzaufnahmen der Probe bei 24

Stunden.
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Abb.27: a) Expressionsreihe von ChR2-315-T-YFP-His in Pichia pastoris.
Western-Blot mit einem Anti-His-HRP-Antikorper. Chr2-T-YFP-His liegt bei etwa
60 kDa. b) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Probe bei 24 h, 20x
VergroBerung. ¢) 40 x VergroBerung, Durchlicht + Fluoreszenz. D) 100 x
Vergroferung.
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Tests zur Optimierung der Kulturlosung haben gezeigt, dass BMGY (Buffered Glycerol-
complex Medium) das beste Medium fiir eine optimale Expressionsrate ist. YPD (Yeast
Extract Peptone Dextrose) und YPG (+Glycerol) erzielen eine etwas schlechtere Expression

(Abb.28).
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Abb.28: Wachstum von Pichia pastoris Klon 3 in verschiedenen Medien im
Schiittelkolben. Die Kolben wurden zum Zeitpunkt t = 0 jeweils 1%ig aus der
gleichen Vorkultur (in BMGY) angeimpft. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden
Proben gezogen und das Wachstum anhand der Bestimmung der Optischen Dichte
verfolgt.

Eine erste kleine Membranprdparation aus einer 500 ml Kultur liefert bereits 12g
Gesamtprotein. Darauf folgten eine Solubilisierung mit DDM (N-Dodecyl-Maltosid oder auch
LM) und eine anschlieBende spektrophotometrische Analyse. Die Messung einer Absorption
bei 480 nm fiir ChR2 und 513 nm fiir YFP zeigt, dass Pichia pastoris in der Lage ist
funktionelles ChR2 zu exprimieren (Abb.29). Spitere elektrophysiologische Messungen an
der BLM konnen dies unterstreichen (siche Kapitel ab S.79).
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Da die Solubilisierung mit DDM ein erster Versuch war, sollten noch weitere Detergentien
auf eine mogliche bessere Micellbildung mit ChR2 hin untersucht werden. Entsprechend ihrer
CMC wurden 1% DM, DDM, Triton X-100, SDS, CHAPS, C12E8, LDAO, Fos12 und OG
getestet. Pichia-Membranen, die ChR2-315-T-Y-H exprimiert haben, wurden fiir 1 Stunde bei
4°C unter stetigem Riihren solubilisiert. AnschlieBend wurden sofort Proben fiir die
Spektroskopie und zur Western-Blot-Detektion entnommen. Abb. 30a zeigt die
spektrophotometrischen Daten, aus denen hervorgeht, dass DM und DDM besonders gut
solubilisieren. Der Western-Blot in Abb.30b bestétigt dieses Ergebnis. Aus diesem Grund
werden alle nachfolgenden Solubilisierungen mit DM durchgefiihrt. Dazu wird DM zunéchst
auf seine Absorptions-Stabilitdt in einem Zeitraum von 0 bis 48 Stunden und nach 1 Woche
hin getestet. Abb.31 demonstriert, dass DM auch nach 1 Woche ein noch stabiles ChR2-315-
T-Y-H-Spektrum aufweist.

——DM

0,82 - —— DDM

] ~ TX-100
0.80 1 — DS
0,78 CHAPS

1 ——— C12E8
078 LDAO 3
0741 ‘ . Fos12 | ENEESETTRS - 36
072 A E=ee Abb.30: a) Spektro-
0.70 - photometrische  Analyse der
068 - Solubilisierungsqualitit einzelner
0,66 Detergentien. b)  Western-Blot-
0,64 1 Analyse der einzelnen Solubilisate.
062 Detektion erfolgte mit einem Anti-
0,60 His-HRP-Antikorper.

-— 7
400 420 440 460 480 500 520 540 560
Wellenlange [nm]

Zeitliche Stabilitdt von ChR2-YFP nach Aufreinigung mit 1% DM ggo h

] ——1h
090 7 —2h
0,88 4 h
0,86 —6h

] 10 h
084 —16h
0,82 ——20h
0,804 ——36h

] ——48h
078 ] —— 1 Woche
0,76 gy ee
0.74.] Abb.31:  Stabilititsanalyse
072 yvon ChR2-315-T-YFP-His
0.70 ] nach Solubilisierung mit 1%
0,68 DM. Die Absorption von
0,66 - ChR2 liegt bei 480 nm, YFP

T T T T T T T T T T T T T T T T !
400 420 440 460 480 500 520 540 560 bei 513 nm
Wavelength [nm]



Ergebnisse 68

Deglykosylierungstest

Zu den Solubilisierungstest wurde bei Pichia pastoris die Fahigkeit zur N-Glykosylierung
getestet, da dies eine wesentliche Voraussetzung fiir ein funktionelles ChR2 ist. Dabei wurden
Pichia-Membranen mit 2,5 U N-glycosidase F (PNGase F, Flavobacterium meningosepticum)
behandelt. Sie hydrolysiert alle Typen von Asparagin-gebundenen N-Glycanen der
Glycoproteine. Des Weiteren wurde 15 pg/ml Tunicamycin zum Induktionsmedium BMMY
dazugegeben. Tunicamycin ist ein von Streptomyces lysosuperificus synthetisiertes
Nukleosid-Antibiotikum, das den ersten Syntheseschritt der N-Glykosylierung hemmt. Es
wurde bereits in Kapitel 3.2 bei HEK293-Membranen eingesetzt. Abb.32 zeigt, dass bei
fehlender N-Glykosylierung durch N-glycosidase F und Tunicamycin eine zusitzliche Bande
bei ca. 54 kDa auftritt. Dies ist nicht der Fall bei der Kontrolle ChR2-315-T-YFP-His. Pichia
pastoris ist damit in der Lage, die erforderliche N-Glykosylierung bei ChR2 zu vollziehen.

+ Tunica- ChR2-315 +N-Glyco- s
mycin  T-Y-H sidase F

-

50

Abb.32: Hydrolyse der N-Glycane durch N-glycosidase F und
Tunicamycin bei ChR2-315-T-YFP-His in Pichia pastoris. Western-Blot mit
einem Anti-His-HRP-Antikorper. ChR2-315-T-YFP-His liegt bei 60 kDa.
Nach der Deglykosylierung entsteht eine zweite Bande bei ca. 54 kDa.
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3.4.1 Aufreinigung von ChR2-315-T-YFP-His und der Mutante H134R

Ein weiteres Konstrukt beinhaltet die ChR2-Mutante H134R (Abb.26). Sie entspricht der
Mutante D96N in Bacteriorhodopsin. Patch-Clamp Untersuchungen konnten zeigen, dass sie
im Gegenzug zu D96N keine verlangsamte Kinetik aufweist, sondern grofere stationire
Strome liefert. Aus diesem Grund war es interessant auch diese Mutante aufzureinigen und
sowohl anhand kinetischer Absorptionsmessungen, als auch elektrophysiologisch mittels der
BLM zu charakterisieren. Dass die Mutante H134R ebenfalls funktionell in Pichia pastoris
exprimiert werden kann, zeigt das Absorptionsspektrum in Abb.33 nach Solubilisierung mit
1% DM und Aufreinigung tiiber eine Ni-NTA-Sdule. Es ist identisch mit dem
Ausgangskonstrukt (Abb. 29) und weist keine spektrale Verschiebung auf. Die zusitzliche
Absorption bei 410 nm stellte eine Verunreinigung durch eine Cytochromoxidase dar. Dies

konnte mittels Reduktion durch Dithionit belegt werden.

Abs H134R
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Abb.33: Absorptionsspektum der aufgereinigten ChR2-H134R-Mutante.
Das Spektrum wurde nach Aufreinigung iiber eine Ni-NTA-Sédule
aufgezeichnet. ChR2 absorbiert bei 480 nm und YFP bei 513 nm.
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Die nachfolgenden Abbildungen 34a und b zeigen die Chromatogramme von ChR2-315-T-
YFP-His und ChR2-315-H134R-T-YFP-His. Beide Proteine wurden mittels des Amersham
Akta-Purifier im automatisierten Verfahren aufgereinigt. Es handelt sich hierbei um die
immobilisierte Metallchelat-Affinititschromatographie (IMAC). Der Akta-Purifier besitzt
eine integrierte UV-Zelle, die es mdglich macht, unmittelbar wahrend des Elutionsvorgangs
mit Imidazol die Wellenldngen 280 nm (Proteinkonzentration), 480 nm (ChR2) und 513 nm
(YFP) aufzuzeichnen. Der verkiirzte ChR2-Wildtyp liefert nach der Aufreinigung bis zu 7,5
mg/ml Protein (Abb.35), wihrend die Expression und Aufreinigung der Mutante H134R sogar
bis zu 10 mg / ml Protein liefert.
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Abb.34: a) Akta-Chromatogramm von ChR2-315-T-YFP-His. Die Elution erfolgte bei
150 mM Imidazol. Magenta: YFP, Rot: ChR2, Blau: Proteinabsorption. b) Chromatogramm
der Elution von Mutante H134R.
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Abb. 35: a) Proteinbestimmung des aufgereinigten ChR2-315-T-YFP-His. b) Eluat nach
der Aufreinigung. Rechts befindet sich die ChR2-315-T-YFP-His-Probe, links Puffer.
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Um die Reinheit der Probe bei einer Elution iiber einen Imidazolgradienten zu verfolgen,
wurde eine SDS-PAGE durchgefiihrt und anschlieBend ein Western-Blot erstellt (Abb.36 a/b).
Die Proben 5 bis 7 zeigen den hochsten ChR2-315-T-YFP-His-Anteil. Hier liegt der
Imidazolgehalt zwischen 100-200 mM. Der mit einem Anti-His-HRP-Antikorper
durchgefiihrte Western-Blot spiegelt dies wider. Die Banden bei ca. 70 kDa zeigen eine
Verunreinigung durch eine Cytochromoxidase. Sie kann durch nochmalige Aufreinigung liber
eine Anionenaustauschchromatographie eliminiert werden.

Die Ionenaustauschchromatographie ist eines der wichtigsten
flissigkeitschromatographischen Trennverfahren fiir die praparative Biochemie. Grundlegend
basiert ihr Prinzip auf der Interaktion von geldsten positiv oder negativ geladenen Teilchen
mit einer  entgegengesetzt  geladenen festen Tragermatrix. Bei einer
Anionenaustauschchromatographie (AEX) besteht die Trigermatrix aus positiv geladenen
Gruppen (hier Diethylaminoethan, DEAE Sepharose). Diese Gruppen liegen iiber einen
weiten pH-Bereich protoniert und damit positiv geladen vor. Das negativ geladene Gegenion
ist Chlorid (Cl-). Unter Austausch dieses Gegenions kann ein negativ geladenes Molekiil, in
diesem Fall ChR2 nach Verdau mit der TEV-Protease, an die Matrix gebunden werden. ChR2
hat einen ermittelten pl (isoelektrischen Punkt) von pH 11 und weist damit eine negative

Nettoladung auf (ermittelt durch www.expasy.org/Multildent) (Abb. 37a).
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Abb.36: a) SDS-Gel-Coomassie verschiedener Imidazol-Elutionsschritte.
Imidazolkonzentration von 0-300 mM. b) Western-Blot der Eluate. Anti-His-
HRP-Antikérper. ChR2-315-T-YFP-His liegt bei etwa 60 kDa
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Um vollstindig reines ChR2 zu erhalten, wurde danach ein Verdau mit der TEV-Protease
durchgefiihrt und YFP-His abgespalten. Anschlieend wurde das verdaute Protein {iber eine
DEAE Sepharose  Fast Flow-Séule gereinigt. Abb. 37b zeigt ein Coomassie gefirbtes SDS-
Gel bei dem ChR2 in einer Hohe von ca. 32 kDa lduft. Der Verdau und die nochmalige
Reinigung iiber einen Anionenaustauscher resultiert in einem starken Verlust an Protein. Die
Konzentration von ChR2 betrdgt nur noch etwa 800 ug/ml, nach Einsatz von 200 ml. Dies

liegt in der geringen Bindungseffizenz dieses Systems begriindet.

H OH™
a ;'l b

® /@ O\ me
. il € (il ™—=» Moleki n
Molekil Molekl @ﬂChRE ChR2 ChR2 TEV

bindetan T-¥-H T-¥-H
|An!onenaustausmar
- Sl g8
Nettoladung .
o ChR2-T-Y-H e
Proteins Y ’ ChR2
Y — -
50
I | [~ | B i e |
1 2 3 45 6 10 11 12 13 14
| pH 36 1
| a o
bindat an _BL‘ o
Kationenaustauscher . —

Abb.37: a) Schema der Nettoladung von ChR2. b) SDS-Gel-Coomassie.

ChR2 liegt bei 32 kDa, ChR2-315-T-Y-H bei 60 kDa, TEV mit His-tag bei
33 kDa
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3.4.2 Durchfuhrung einer Gelfiltration und MALDI-TOF-Analyse

Durch die Gelfiltration werden Substanzen nach Molekulargewicht getrennt. Fiir die
Gelfiltration werden quervernetzte Polymere als Gelfiltrations-Medien verwendet. Aufgrund
eines Ausschlusseffekts eluieren grofe Molekiile vor kleineren. Dies ermoglicht eine
zusitzliche Reinigung des Proteins und gibt Aufschluss iiber etwaige Aggregation oder
Dimerisierung des Proteins. Das gereinigte ChR2-315-T-YFP-His wurde mit Hilfe der
Gelfiltration iiber eine Superose 6-Sdule bei 280, 480 und 513 nm analysiert. Das
Retentionsprofil in Abb. 38a zeigt ein Absorptionsmaximum fiir alle drei Wellenldngen bei
einem Retentionsvolumen von 1,18 ml. Daraus ldsst sich erschlieBen, dass ChR2 als
Monomer vorliegt. Zudem zeigt ChR2 keine Aggregation nach der IMAC-Aufreinigung. Das
SDS-Silbergel in Abb. 38b bestitigt die zusétzlich gewonnene Reinheit.
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Abb.38: a) Retentionsprofil (Superose 6) des gereinigten Rezeptors (Eluat
der Ni-NTA-Séule). Blau: Absorption bei 280 nm, Magenta: 513 nm, Tiirkis:
480 nm. b) SDS-Silbergel des Eluats aus der Gelfiltration
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MALDI-TOF

Wie andere Massenspektrometer auch, besteht das MALDI-TOF Massenspektrometer im
Wesentlichen aus drei Komponenten: der Ionenquelle, dem Analysator und dem
Detektorsystem. In der Ionenquelle wird die Probe mittels eines Lasers ionisiert und die
entstechenden lIonen werden in einem elektrischen Feld beschleunigt. In dem Analysator
werden sie nach ihrer Flugzeit aufgetrennt und anschlieBend von einem Detektorsystem
registriert. ChR2-315-T-YFP-His wurde wie bereits beschrieben nach der Methode von
Hufnagel P. et al.1996 fiir die MALDI-TOF-Analyse eingesetzt. Mit dieser Methode ldsst sich
eindeutig kldren, ob es sich hier tatsdchlich um ChR2 handelt und nicht wie schon oft
geschehen, ein histidinreiches endogenes Protein aufgereinigt wurde. Abb. 39 zeigt den so
genannten ,Fingerabdruck von ChR2-315-T-YFP-His nach tryptischem Verdau und
Erkennung der einzelnen signifikanten Peptidfragmente. Ein Screaning mit dem Mascot-
Programm (www.expasy.org) konnte das Massenspektrogramm als ChR2-315-T-YFP-His
identifizieren (siehe S. 75).
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Abb.39: MALDI-TOF Massenspektrogramm von gereinigtem
ChR2-315-T-YFP-His nach tryptischem Verdau.
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3.5 Untersuchung der elektrogenen Eigenschaften und Uberprufung der
Funktionalitat von ChR2-315-T-YFP-His und der Mutante H134R

3.5.1 Ladungstransportmessungen von ChR2-315-T-YFP-His aus
HEK293-Membranen an der BLM

ChR2 ldsst sich wie bereits in Kapitel 3.2 beschrieben, auch in HEK293-Zellen exprimieren.
Um die Erhaltung der Funktionalitéit, elektrogenes Verhalten und die Lichtabhidngigkeit
studieren zu konnen, wurden HEK293-Zellmembranen mittels der BLM-Technik (,,Black
Lipid Membrane‘ BLM) analysiert.

Modellmembranen bieten eine wichtige Moglichkeit, prinzipielle Transportmechanismen oder
die Rolle einzelner elektrischer Membranparameter gezielter zu untersuchen, als das an
biologischen Membranen mdglich wére. So sind der passive lonentransport durch die
Lipidmatrix oder der Wirkungsmechanismus rekonstituierter Membranproteine ohne deren
Beeinflussung durch andere Transportsysteme mit Hilfe von Modellmembranen untersuchbar.
Dieses Modellsystem ermoglicht demnach eine isolierte Betrachtung aktiver und passiver
Transportmechanismen. Mit einer hohen zeitlichen Auflosung (Ketterer & Léauger, 1971) ist
diese Methode ebenfalls zur Untersuchung schneller Mechanismen, wie dem Ubergang eines
Proteinzustandes in den Nichsten geeignet (Babes & Fendler, 2000).Allerdings diirfen
Ergebnisse, die mit Modellmembranen gewonnen werden, auf keinen Fall unkritisch auf
biologische Membranen iibertragen werden, da die oftmals verdnderten physiologischen
Bedingungen zur Denaturierung und Aggregation oder zu Artefakten (z.B.Lichtartefakt)
fiihren konnen.

Fiir lichtinduzierbare Ionenpumpen oder —Kandle wie ChR2 eignen sich besonders
Ladungstransportmessungen an planaren Lipiddoppelschichten, um eine detaillierte
Charakterisierung der elektrogenen Eigenschaften zu erhalten. Die BLM-Messungen finden
unter ,,Steady-state” oder Fliessgleichgewichts-Bedingungen statt (vergl. Abschn. 2.2.3). Die
Probe wird hierzu iiber die gesamte Messdauer mit Licht einer bestimmten Wellenldnge
bestrahlt und der resultierende Photostrom detektiert. Im Gegensatz dazu stellen die
zeitaufgelosten spektroskopischen Messungen des Photozyklus von ChR2 ,,Single-Turnover*-
Experimente dar (Kapitel 3.6.2). Diese konnen auch anhand von Strommessungen an der
BLM durchgefiihrt werden. Sie sind in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht durchgefiihrt

worden. Die nachfolgenden Seiten beziehen sich nun zundchst auf transiente Strome
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(aufgrund der kapazitiven Kopplung), da mit den Hek293-Membranen kein Einbau in die
BLM erzielt werden konnte.

Nach Anlagerung von HEK293-Membranen mit ChR2-315-T-YFP-His bei pH 7,4 wird ein
500 ms Lichtblitz (Lichtquelle XBO-Lampe) auf die Verbundmembran gegeben. Unmittelbar
mit dem Lichtreiz erfolgt ein schneller transienter Photostrom (Abb. 40).

Der negative transiente Strom mit einer maximalen Amplitude von bis zu 0,65 pA/mm klingt
innerhalb von wenigen Millisekunden monoexponentiell auf die Grundlinie ab und zeigt den
sehr schnellen proteininternen Ladungstransport. Reine HEK293-Membranen zeigen keinen

Strom bei gleicher Belichtung.
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Abb. 40: Transienter Photostrom von Chr2-315-T-YFP-His in
HEK?293-Zellmembranen bei pH 7,4. An- und abschalten der
Lichtquelle ist durch gelben Balken gekennzeichnet (XBO-Lampe).
Pufferbedingungen: 100 mM NaCl. 10 mM Henes.
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Messungen zur Wellenldngenabhéngigkeit mit verschiedenen Breitband-Interferenzfiltern
(Abb. 41a) zeigen deutlich ein nahezu identisches Aktionsspektrum (Abb. 41b), wie sie
vorausgegangene TEVC-Messungen bereits gezeigt haben (Kapitel 1.5, Abb. 15). Das
Aktionsmaximum liegt bei 480 nm und stimmt damit mit dem spektroskopischen

Absorptionsmaximum iiberein (Kapitel 3.2, Abb. 22).
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Abb. 41: a Schema des spektralen Einsatzbereiches von Breitband-Interferenzfiltern. b)
Aktionsspektrum von ChR2-315-T-YFP-His in Hek293-Zellmembranen. BLM-Messung bei
pH7,4, XBO-Lampe, Breitband-Interferenzfilter, Puffer: 100 mM NaCl, 10 mM Hepes.

Es folgten nun Messungen zur pH-Abhédngigkeit von ChR2-315-T-YFP-His. In der
Publikation von Nagel et al., 2003 wurde bereits gezeigt, dass sich die Erholung zum
Grundzustand bei niedrigem externen pH erhoht und dies in einem groferen Photostrom
resultiert. Auch dies konnte anhand der BLM-Messungen belegt werden. Bei pH 2 wird der
hochste Photostrom mit 110 pA erreicht (Abb. 42 a/b). Bei pH 8,5 ist ein Photostrom kaum
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Abb. 42: a) pH-Abhéngigkeit von ChR2-315-T-YFP-His in HEK293-Zellmembranen.
BLM-Messung von pH 2- pH 9. 1 sec Belichtung (XBO-Lampe). Puffer: 100 mM NaCl.
pH mit konz. Salzséure bzw. NaOH eintitriert. b) Photostrom bei pH 2.
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noch zu messen, da das Protein bereits zu aggregieren begann.

Wie in Kapitel 3.2 bereits gezeigt wurde, ist die Glykosylierung von ChR2 wichtig fiir die
Funktionalitét dieses Proteins. Dies belegt auch Abbildung 43, in der eine BLM-Messung von
Tunicamycin behandelten HEK293-Membranen dargestellt ist. Das Signal zeigt aufgrund
einer anderen BLM-MeBapparatur eine Ausrichtung nach ,oben“. Trotz gleicher
Messbedingungen (siehe oben) konnte nur ein Photostrom von 2 pA gemessen werden. Diese
Messungen wurden mit einem n = 12 durchgefiihrt und lieferten stets das gleiche Resultat.
Das Signal beruht demnach nicht auf eine mogliche schlechte Membrananlagerung an die
BLM. Eine direkte Zugabe von Tunicamycin wiahrend des Anlagerungsprozesses war nicht
moglich, da dies zum Reilen der BLM fiihrte.

Zusammengenommen kann belegt werden, dass ChR2 funktionell in HEK293-Zellen
exprimiert werden kann und auch nach einer Membranpriparation noch funktionell vorliegt.
Die vorhandenen BLM-Messungen zeigen demnach transiente Strome die moglicherweise auf
einen proteininternen Ladungstransport hinweisen. Dass dies nicht nur auf das HEK293-
Préaparat zutrifft, belegt das nachfolgende Kapitel ,,Ladungstransportmessungen von ChR2-
315-T-YFP-His aus Pichia pastoris an der BLM*.

P-pﬁ\l
/ 1 sec

Abb. 43: Tunicamycin behandelte HEK293-Zellmembranen zeigen
die Erforderlichkeit einer N-Glykosylierung. Der ChR2-315-T-YFP-
His basierenden Photostrom ist nur noch bei 2 pA. Belichtung 1 sec
(XBO-Lampe), 100 mM NacCl, 10 mM Hepes, pH 7,4.
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3.5.2 Ladungstransportmessungen von ChR2-315-H134R-T-YFP-His aus
Pichia pastoris an der BLM

Membranen sowie Membranvesikel aus Pichia pastoris konnen aufgrund ihrer Zellwand nicht
ohne weiteres flir BLM-Messungen eingesetzt werden, wie vorangegangene Messungen
belegen konnten (hier nicht gezeigt). Zuvor muss die Zellwand mit Zymolyase verdaut
werden. Zymolyase hydrolysiert Glucosepolymere an ihren B-1,3-Bindungen. Eine komplett
verdaute Zellwand ist in der EM-Abbildung 44 zu erkennen. Pichia pastoris Protoplasten
wurden dann, wie bereits im Methodenteil beschrieben, in einer Membranpriparation
aufgearbeitet und zur funktionellen Analyse an der BLM eingesetzt. Nachfolgend werden
Messungen des ChR2-315-H134R-Konstrukts beschrieben. Die Mutante H134R entspricht
der bereits detailliert untersuchten Mutante D96N in Bacteriorhodopsin (Tittor & Bamberg,
1989). Hier ist der mogliche Protonendonor (H134) zur Reprotonierung der Schiff’schen Base
gegen ein Arginin ausgetauscht worden. Elektrophysiologische Patch-Clamp-Messungen an
HEK293-Zellen, die diese Mutante exprimierten, konnten zeigen, dass sie einen erhdhten
stationdren Strom liefert.

Untersuchungen der H134R Mutante aus dem Pichia pastoris Expressionssystem sollten

deshalb weiteren Aufschluss iiber diese Mutante geben.

Abb. 44: Pichia pastoris Protoplast nach
Zellwandverdau mit Zymolyase.

Gezeigt ist ein EM-Bild (Gefrierbruch-
Technik, ,,Freeze-Fracture®). Malstab 2
pum.
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Nach dem Verdau und der anschlieBenden Membranpriparation lassen sich die H134R-
Membranen unter den gleichen Bedingungen wie zuvor die HEK293-Zellmembranen, an die
BLM anlagern und messen. Abb. 45 zeigt zwei BLM-Messungen zur pH-Abhingigkeit. Bei
Einschalten des Lichts bei pH 7,4 folgt unmittelbar ein transienter Strom, der in wenigen
Millisekunden monoexponentiell auf die Grundlinie abfillt. Das zweite negativ-transiente
Signal, das auf eine zweite Belichtung nach einer weiteren Sekunde anschlief3t, erreicht nicht
den Ausgangsstrom des ersten Signals von 220 pA. Dieses Verhalten wurde bereits in Nagel
et al., 2003 beschrieben. Geht man nun zu pH 4 iiber, erhoht sich der Photostrom auf bis zu
450 pA mit gleichbleibendem Verhalten. Abb. 46a legt deutlich dar, dass die Mutante H134R
bedeutend groBere Strome bei niedrigeren pH-Werten liefert. Allerdings weist die Mutante
H134R schon bei pH 7,4 einen groferen Strom auf als der Wildtyp (nicht gezeigt, da identisch
mit der HEK293-Messung auf S.78).

Zusétzlich ist ein positiver Strom nach Beenden des Lichtreizes auszumachen. Hierbei handelt
es sich um eine kurzfristige Entladung der Verbundmembran nach Abschaltung des Lichtes.
Das Aktionsspektrum der Mutante weist das gleiche Maximum bei dem Breitband-
Interferenzfilter K45 auf. Lediglich die Stréme sind auch hier nach Normierung auf den

gleichen Quantenfluss der jeweiligen Breitband-Interferenzfilter hher (Abb. 46b).

pH 7,4 pH 4

I [pA]
’

Abb. 45: Erhohung des Photostroms von angelagerten Pichia pastoris-Membranen
mit ChR2-315-H134R-T-YFP-His bei niedrigem pH. An- und abschalten der
Lichtquelle ist durch einen blauen Balken gekennzeichnet (XBO-Lampe). Puffer: 100 mM
NaCl, 10 mM Hepes. Messung erfolgte bei pH 7,4 und 4.



I [PA]

Ergebnisse 82

—u— ChR2-315-T-Y-H
o a —eo— ChR2-315-H134R-T-Y-H b

o] B
N T
] \ ] . \

Aktionsspektrum

60

] N é
200 i\ £
i \\ —° 40
100 S S ]
% % §\%\§\% % .\. 20
] \§\ ]
04 E 04 [ ] —
T — T T — T T — T T — T T T T T T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 K36 K40 K45 K50 K55 K60 K65
pH Breitbandfilter

Abb. 46: a) pH-Abhéingigkeit der Mutante H134R im Vergleich mit dem Wildtyp. Die
Mutante (rot) zeigt groBere Strome als der Wildtyp (schwarz). b) Aktionsspektrum der
Mutante H134R. Gemessen mit Breitband-Interferenzfiltern. Maximum: K45. Puffer bei a
und b: 100 mM NaCl, 10 mM Hepes.

Bei den auf der vorherigen Seite abgebildeten Signalen liegt aufgrund einer reinen
Anlagerung der Membranen kein stationdrer Strom vor. Dies kann jedoch durch Herstellung
von Membranvesikeln mittels der ,,Freeze-Thaw-Technik® und Anlegen eines Gradienten
iber die Vesikel bewirkt werden. Abb. 47a zeigt deutlich einen stationéren Strom von 16 pA.
Die Leitfdhigkeit betrdgt 900 pS, der Spitzenstrom liegt bei 342 pS. Beachtet man jedoch die
geringe Einzelkanalleitfahigkeit von ca. 20 fS fiir ChR2 und einen Einbau der nicht gerichtet
ist, so konnen diese niedrigen Werte durchaus zustande kommen. Der negative

Amplitudenstrom zeigt nun eine Abklingkonstante von T =70 ms.

a b,
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Abb. 47: a) Photostrom nach Einbau der H134R-Membranvesikel in die BLM. An- und
Abschalten der Lichtquelle ist durch einen blauen Balken gekennzeichnet (XBO-Lampe).
Puffer: 100 mM NaCl, 10 mM Hepes. Messung erfolgte bei pH 7,4. b) Strom-
Spannungskennlinie der Mutante H134R.
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Diese Zeitkonstante der Mutante H134R ist langsamer als die veroffentlichte Zeitkonstante
des Wildtyps von 20 ms (Nagel et al., 2003). Die Strom-Spannungskennlinie des transienten
Stroms in Abb. 47b ist nahezu linear. Der Strom kehrt sich nicht um.

3.5.3 BLM-Ladungstransportmessungen an aufgereinigten ChR2-315-T-
YFP-His-Proteoliposomen aus Pichia pastoris

Mit Hilfe der Gefrierbruchelektronenmikroskopie kann der Zustand von Proteoliposomen und
die Lokalisierung der darin enthaltenen Membranproteine untersucht werden. Diese Methode
wurde bereits haufig zur Charakterisierung von natiirlichen oder kiinstlichen Membranen mit
BR verwendet (Gulik-Krzywicki et al., 1987, Sternberg et al., 1992 und 1993, Usukura et al.,
1981). In Abb. 51a ist das Schema einer Gefrierbruch-Membran mit Proteinen dargestellt.
Zunichst wird eine Zellsuspension auf einem Tridger rasch in fliissigem Propan oder
Stickstoff gefroren und in einer Gefrierbruchapparatur im Vakuum (p < 10-6 bar) bei tiefen
Temperaturen  aufgebrochen.  AnschlieBend  erfolgt die  Untersuchung  am
Elektronenmikroskop. Abb. 49b zeigt einen intakten Proteoliposomen aus 20 mg/ml DOPC
mit ChR2-315-T-YFP-His im Verhiltnis 1:5 (Gefrierbruch-EM angefertigt durch Dr.
Winfried Haase; MPI fiir Biophysik, Frankfurt). Die einheitliche Verteilung der Proteine
innerhalb des Liposomen ldsst darauf schlieBen, dass keine Aggregation von ChR2-315-T-
YFP-His vorliegt.

Plane of
fracture

ooooooooooooooooo

Transmefbrane Freeze-Fracture
Protein

Abb. 49: a) Schema eines Gefrierbruch-EM-Bildes. b) Gefrierbruch-EM-Bild eines
ChR2-315-T-YFP-His Proteoliposomen. 20 mg/ml DOPC in 100 mM NaCl, 10 mM
Hepes, pH 7,4 im Verhéltnis 1:5 mit ChR2-315-T-YFP-His versehen. Methode siehe S.
55. Malistab: 100 nm
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ChR2-315-T-YFP-His-Proteoliposomen wurden wie bereits im Methodenteil beschrieben
mittels eines Gradienten, und darauf folgendem osmotischen Druck auf die Liposomen zur
Fusion mit der BLM gebracht.

Die transienten Strome, die nach Einbau und Belichtung gemessen werden konnen, sind
kleiner als die Strdme von eingebauten Membranvesikeln. Dies begriindet sich
moglicherweise durch eine zu niedrige Proteinkonzentration in den Proteoliposomen. Das
molare Mischungsverhéltnis von Protein zu Liposomen betrug 1:5 und konnte aufgrund der
erhohten Aggregation des Proteins nicht verdndert werden. Abb. 50 a zeigt den ChR2-315-T-
Y-H-Photostrom bei pH 7,4 und bestitigt somit die Funktionalitit des aufgereinigten und
rekonstituierten ChR2-315-T-YFP-His aus Pichia pastoris. Bei pH 7,4 wird ein negativ-
transienter Strom von 60 pA erreicht, bei einer Belichtungszeit von 6 sec. Der stationére
Strom liegt bei 21 pA. Die Zeitkonstante des Abklingens betridgt T = 70 ms. Bei pH 2 (Abb.
50b) kann sogar ein Strom von 170 pA gemessen werden. Der stationdre Strom liegt nun bei
30 pA. Aber erst durch Anlegen einer negativen Spannung zeigt sich eine Erhohung des
stationdren Stroms auf fast 45 pA (Abb. 51a). Die Erhohung des stationdren Stroms ist bei
niedrigen pH-Werten sogar noch groBer (Abb. 51b). Die Abklingkonstante fillt bei pH 2 auf

T =40 ms ab.

e A

20 pA‘ 40 pA

1s 4s

Abb. 50: a/b: Einbau von aufgereinigten ChR2-315-T-YFP-His-Proteoliposomen in die
BLM. a) pH 7,4, b) pH 2. Die blauen Balken deuten die Belichtungszeit an (XBO-Lampe).
Puffer: 100 mM NaCl. 10 mM Hepes in cis und trans sowie in den Proteoliposomen. Gradient
erzeugt durch Zugabe von 100 nl 4 M NaCl, 10 mm Hepes, 2mM CaCl, trans.
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Abb. 51: a) Erhohung des stationiren Stroms bei niedrigem pH und negativer
Spannung. b) Strom-Spannungskennlinie des stationdren Stroms bei pH 7,4 und
pH 2. Puffer: 100 mM NaCl. 10 mM Hepes in cis und trans sowie in den
Proteoliposomen. Gradient erzeugt durch Zugabe von 100 pul 4 M NaCl, 10 mm Hepes,
2mM CaCl, trans. Blauer Balken: Belichtungszeit 2 sec (XBO-Lampe).

Im Patch-Clamp konnte an HEK293-Zellen, die ChR2-315-YFP exprimieren, gezeigt werden,
dass bei Belichtung mit blauem Licht (473 nm Laser) und zusitzlichem Einschalten von
griinem Licht (540 nm XBO-Lampe) eine weitere Aktivierung des stationdren Stroms erzielt
werden kann. Dieser Versuch wurde daraufhin auch an der BLM durchgefiihrt (Abb. 52). Die
Messung erfolgte bei pH 4 und -60 mV Spannung. Sie bestétigt das mogliche Vorhandensein
eines Intermediates im Wellenldngenbereich von 520-540 nm, das den Photozyklus &hnlich
dem Zerfall des O-Zustandes bei BR ,,kurzschlie3t (siche auch spektroskopische Daten S.90
und folgende) (Toth-Boconadi & Stoeckenius, 2003).

oty A A

100 pA

25

Abb. 52: Photostrom nach Doppelilluminierung mit blauem und griinem Licht. Blauer
Balken: Belichtung mit einem 473 nm Laser fiir 4 sec. Griiner Balken: Belichtung bei 540 nm,
XBO-Lampe nach 1 sec Blaulicht (Dauer 1 sec). Puffer: 100 mM NaCl, 10 mM Hepes pH 4,
-60 mV Spannung.
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Verhalten des stationiren Stroms nach Zugabe der Ionophore 1799 und Monensin

Weiterhin interessant ist das Verhalten des stationdren Stroms nach Zugabe von 1 uM 1799
(Protonophor) und 1 uM Monensin (Na'/H'-Antiporter). Die Zugabe von Ionophoren zur
Probe, fiihrt, wie der Einbau auch, zu einer Entkopplung des elektrochemischen Gradienten
der BLM-Membran und der daran angelagerten Proteoliposomen. Aus diesem Grund wird
unter diesen Bedingungen ausschlieBlich ein aktiver Transport von Ladung beobachtet. Nach
Zugabe der Entkoppler erhoht sich die Leitfihigkeit von ~10” S/cm2 auf ~10° S/cm2. Der
stationdre Strom steigt auf nahezu 40 pA zu Beginn der Zugabe (Abb. 53a). Messungen bei
verschiedenen Lichtintensitdten konnten zeigen, dass zu einem GroBteil nur der transiente

Strom von der Intensitét des Lichtes abhédngig ist (Abb. 53b).

2,5 % Graufilter
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Abb. 53: a) Stationdrer Strom nach Zugabe von Ionophoren. 1 pyM 1799 und 1 uM
Monensin wurden cis und trans zu den Kompartimenten dazugegeben. Blauer Balken
entspricht 2 sec Belichtung (XBO-Lampe). b) Verhalten des stationéiren Stroms bei 2,5%

Lichtintensitiit. Einsatz verschiedener Graufilter. Puffer: 100 mM NaCl, 10 mM Hepes, pH
74

Im Gegensatz zu Messungen ohne lonophoren liegt das Umkehrpotential des stationdren

Stroms bei -30 mV. Der transiente Strom ldsst sich zu keiner Zeit umkehren (Abb. 54 a und b).
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Abb. 54: a) Der stationdre Strom kehrt bei —30 mV um. b) Strom-
Spannungskennlinie des stationiiren Stroms. Zugabe von 1 pM Monensin und 1 uM
1799. Belichtung (blau) 2 sec. Puffer: 100 mM NaCl, 10 mM Hepes pH 7,4.
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3.6 Untersuchungen der spektroskopischen Eigenschaften von ChR2

3.6.1 HPLC-Analyse der Retinalisomeren von ChR2

In einem Retinalextraktionsexperiment von Scherrer et al, 1989 konnte das
Retinalisomerenverhéltnis von BR bestimmt werden. Dabei zeigte sich, dass der
Retinalchromophor im  spektroskopischen Grundzustand als Gemisch von zwei
Isomerisierungszustdnden /3-cis und all-trans vorliegt. In dieser Arbeit wurde nach gleichem
Prinzip eine Extraktion des lichtadaptierten ChR2 mit anschlieBender HPLC-Analyse bei 365
nm und 4°C durchgefiihrt. Da die cis-Isomere des Retinals im Allgemeinen eine kleinere
Oberflache im Vergleich zur all-trans Konfiguration besitzen, eluieren diese schneller vom
Sdulenmaterial. Deshalb kann anhand der Retentionspeaks und ihrer Zeiten aus Abb. 57a
geschlossen werden, dass sich der erste Elutionspeak aus /3-cis-Retinal zusammensetzt und
der groflte Peak aus all-trans-Retinal. Dies ergibt ein Retinalisomerenverhéltnis von 1:5 13-
cis/all-trans Retinal. Bei dunkel adaptiertem ChR2 konnte mittels der HPLC nur all-trans-
Retinal identifiziert werden (Abb. 55b).
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Abb. 55: a) Normalphasen HPLC-Chromatogramm der Retinalisomere von
lichtadaptiertem und b)  dunkeladaptiertem ChR2 nach  organischer
Losungsmittelextraktion bei 4°C. Puffer: ChR2 in 100 mM NaCl, 10 mM Hepes in DOPC-
Liposomen, pH 7.,4.
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3.6.2 Zeitaufgeldste Laser-Absorptionsmessungen von ChR2

Bevor zeitaufgeloste Laser-Absorptionsmessungen durchgefithrt werden konnten, wurde
zunichst von der verwendeten Probe ein Absorptionsspektrum, sowie ein Anregungsspektrum
von ChR2 und YFP aufgezeichnet (Abb. 56 a uns b). Das Anregungsspektrum in Abb. 56b
wurde am Fluorimeter nach Abspaltung des YFP durch eine TEV-Protease durchgefiihrt. Sie
1aBt sich mit dem vorher gemachten ChR2-YFP-Absorptionsspektrum in Deckung bringen
(YFP > 513 nm, ChR2 > 480 nm). Das YFP-Spektrum zeigt eine kleine Schulter bei 490 nm.
Aus diesem Grund kann angenommen werden, dass ChR2 mdglicherweise ein leicht
verschobenes Absorptionsmaximum hat und dies bedingt durch YFP. Das ChR2-
Anregungsspektrum zeigt deshalb ein Maximum bei ca 468 nm (Abb. 56b).

|—— chR2-YFP

YFP -Anregung

044 u Aktionsspektrum
| Summation '

alnm

Abb. 56: a) Summation der Spektren von ChR2-315-YFP aufgereinigt aus Pichia pastoris.
b) Anregungsspektrum von ChR2-315 nach Abspaltung von YFP durch TEV-Protease. b)
Fluorimetermessung. Puffer: 100 mM NaCl, 20 mM Hepes, 0,2 % DM, pH7.4.

Die Laser-Blitzlicht-Photolyse bietet nun die Mdglichkeit einzelne ChR2-Zustdnde und ihre
jeweiligen Intermediate zu analysieren. Die nachfolgenden Messungen wurden mit Hilfe von
Dr. Christian Bamann (MPI fiir Biophysik, Frankfurt) durchgefiihrt

Zunichst wurde der Grundzustand der ChR2-315-YFP-Probe mit einer OD4gp nm = 0,25 mit
einem kurzen Laserpuls von 10 ns angeregt. Abb. 57a zeigt Messungen zur

Absorptionsidnderung bei zehn verschieden Wellenldngen (400 - 595 nm). Das Bleichen des
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Grundzustandes wurde bis zu einer Wellenlinge von 400 nm verfolgt. Bei lidngeren
Wellenldangen konnte die Formierung und der Zerfall eines spektral gesonderten Intermediats
ausgemacht werden. Es liegt bei einer Wellenlédnge von 541 nm (Abb. 57b). Die Formierung
des Signalbeginns konnte durch die limitierende Zeitauflosung des Systems (~ 10 ps) nicht
beobachtet werden. Deshalb kann die Formierung besonders friiher Intermediate im

anfianglichen Mikrosekundenbereich nicht ausgeschlossen werden.
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Abb. 57: a) Absorptionskinetik von ChR2-315-YFP bei verschiedenen Wellenléingen.

b) Laser-Blitzlichtinduzierte Absorptionsinderungen. Anregung bei 480 nm Excimer
Farbstofflaser. Werte wurden 16-fach gemittelt. Die roten Linien in a) zeigen die kalkulierten
Kurven aller zehn Wellenldngen nach Ermittlung durch einen globalen Fit.

Die Kinetik der spektralen Unterschiede wurde iiber einen globalen Fit aus allen
Wellenldngensignalen ermittelt. Die dariiber erhaltenen Daten liefern vier verschiedene
Relaxationsprozesse, die sich zeitlich gut voneinander trennen lassen (58a). Die Information

aus den Amplituden und Relaxationsratenkonstanten wurden weiterhin dazu benutzt, die
Absorptionsédnderungen beziiglich ihrer Intermediatenkonzentration P;j(t) und deren spektrale
Differenz Ag, in Relation zum Grundzustand zu setzen (58b). Dabei wurde ein lineares
Modell mit irreversiblen Schritten angefertigt, welches eine Anordnung abnehmender
Relaxationsratenkonstanten beinhaltet (Abb. 60). Dies liefert die exakte Losung im Hinblick
auf die Zeitabhingigkeit der Intermediate. Hierbei sind die Ratenkonstanten der Ubergiinge
von einem Intermediat zum néichsten, mit den Relaxationsratenkonstanten der globalen ,,Fit-
Routine* gleichzusetzen. Wie aus dem Zeitverlauf der Absorptionsdaten zu erkennen ist,

umspannt das Auftreten der Intermediate acht Groenordnungen in der Zeit und reicht bis in
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den Sekundenbereich hinein (Abb. 58b). Der Grund hierfiir ist die langsame Relaxation von

Intermediat P4 zum Grundzustand.
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Abb. 58: a) Relative spektrale Verinderungen des Grundzustands. b) Relative
Konzentration der Intermediate in Anlehnung an ein lineares Model. Die Daten
wurden aus drei verschiedenen Messungen mit drei verschiedenen Proben erhoben.

Das Differenzspektrum in Abb. 58a zeigt deutlich die spektralen Unterschiede der
Intermediate verglichen mit dem Grundzustand. Die ersten drei Intermediate haben eine
dhnliche Charakteristik mit einem Wellental um 450 nm und einem Peak bei 520 nm. Sie
iiberlagern sich zu einer einzelnen Spezies, die gegeniiber dem Grundzustand von ChR2
rotverschoben ist. Obwohl vier Relaxationszeiten nétig sind, um den Zeitverlauf der
Absorptionsidnderung zu beschreiben, gibt es nur eine Spezies mit einem unterschiedlichen
visuellen Spektrum bei 540 nm. Eben solche spektroskopisch nicht sichtbaren Uberginge
einiger Intermediate (,,spectrally silent”) wurden bereits fiir Bacteriorhodopsin beschrieben

(Chizhov & Hess, 1996). Nichtsdestotrotz sind kleine Verdnderungen der Intermediate

beziiglich ihrer Ag, Grofenordnung erkennbar.
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Diese spektroskopischen Daten ermdglichen nun im Einklang mit den elektrophysiologischen
Ergebnissen eine Identifikation der funktionellen Zustinde von ChR2. Korreliert man den
Zeitverlauf der spektralen Intermediate mit den Kanalcharakteristiken wie Offen-Zustand und
Geschlossen-Zustand, so ergeben sich folgende Kanalzustinde und Zeiten. Der Kanal 6ffnet
mit einer Zeitkonstante von 200 ps und schliet mit einer Relaxationszeit von ~10 ms. Des
Weiteren zeigt ein Vergleich der Intermediate P2 und P3 mit einer Patch-Clamp-Messung des
Offen-Zustands bei 480 nm, sowie anschlieBende Summierung dieser Intermediate, dass beide
Zustinde zur Kationenleitfdhigkeit des Kanals beitragen (Abb. 59). Daraus ldsst sich ein
Kanalzustandsmodell mit vier Zustidnden ableiten (Abb. 60). Py ist der geschlossen-anregbare
Zustand von ChR2. Nach Anregung mit Licht der Wellenldnge 480 nm folgen die frithen
moglichen Intermediate M, N (540 nm und dem N-Zustand bei BR &hnlich) bzw. O (dem
Zustand von pSRII). ChR2 befindet sich damit im angeregten Zustand P1 (200 ps). Es folgen
die Offen-Zustinde P2 und P3, die die Kationenleitfahigkeit ermoglichen. Der abschlieende
Zustand P4 stellt den offenen, aber nicht mehr anregbaren Zustand dar und ist der limitierende

Schritt des Zyklus(Relaxation von 10 ms und mehr).

Abb.59: Vergleich des Photostroms bei -20
mV Haltepotential mit der relativen
Intermediatenkonzentration der Zustiande
P2 und P3. Intermediate sind Abb. 61b zu
entnehmen. Der Strom wurde 10 kHz
Lowpass gefiltert.
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Abb. 60: 4-Zustands-Model der ChR2 Kanalcharakteristik.
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Absorptionskinetik der ChR2-Mutante H134R

Zum Abschluss wurde ein Vergleich der Absorptionskinetik von ChR2-315-T-YFP-His und
der Mutante H134R durchgefiihrt. Es handelt sich, wie in den Versuchen zuvor, um
aufgereinigtes Protein aus Pichia pastoris mit einer OD4go von 0,3.

Elektrophysiologische Messungen konnten bereits zeigen, dass die Mutante H134R einen
grofleren stationdren Strom liefert. Anhand von Messungen der Absorptionskinetik sollten
nun mogliche Unterschiede zum Wildtyp untersucht werden.

Es wurden zunichst die zwei spektral gesonderten Wellenldngen bei 460 nm und 517 nm
betrachtet. In Abb. 62 ist zu erkennen, das die Mutante H134R (460 nm > blau und 517 nm >
tiirkis) eine Relaxationszeit von bis zu 100 ms erreicht. Der Wildtyp hat eine Relaxationszeit
von nur 12 ms. Der rot umrandete Bereich stellt den Zerfall vom offenen Kanalzustand zum
geschlossenen Zustand hin dar.tzey ist dabei bei der Mutante HI34R in den Bereich um
mehrere 100-200 ms hin verschoben. Der Wildtyp hat eine Zerfallskonstante von T = 20 ms.

Dies mag ein Grund fiir den erhdhten stationdren Strom der Mutante sein.
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Abb. 62: Vergleich der Absorptionskinetik von ChR2-315-YFP und der Mutante H134R.
Messungen wurden an der Laser-Blitzlicht-Photolyse durchgefiihrt. Puffer: 100 mM NacCl, 20
mM Hepes, 0,2% DM, pH 7,4. Schwarz und Rot: ChR2-YFP, Blau und Tiirkis: H134R.
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4. Diskussion

4.1. Heterologe Expression von ChR2 und seine N-Glykosylierung

Die Reaktion archaebakterieller Organismen auf Lichtreize wird durch die Kombination
zweier unterschiedlicher Signaltransduktionswege vermittelt. Die Verkniipfung der
Lichtrezeption durch Photorezeptorproteine wie Rhodopsine, die ihre strukturelle
Entsprechung bei eukaryontischen G-Proteinen finden, mit der Transduktion {ber
prokaryontische Rezeptoren kann daher als allgemeines Modellsystem fiir transmembrane
Signalgebung verstanden werden. Channelrhodopsin 2 als eukaryontischer, lichtgetriebener
und kationenselektiver Ionenkanal stellt eine Besonderheit dar. Seine funktionelle Expression
ist daher wichtig fiir die ErschlieBung neuer Informationen {iber die verschiedenen
Signaltransduktionswege von Membranproteinen. Die Schwierigkeit, Membranproteine, und
im Besonderen Photorezeptorproteine wie ChR2, in heterologen Expressionssystemen
funktionell zu exprimieren, liegt in der korrekten Faltung des jeweiligen Proteins und in der
ausreichenden Bindung des Chromophors Retinal begriindet. ChR2 als eukaryontisches
Protein aus der einzelligen Griinalge Chlamydomonas reinhardtii ist aus diesem Grund auf
eine Expression in Eukaryonten angewiesen, da hier die notwendige posttranslationale
Modifikation, wie die N-Glykosylierung, stattfinden kann. Fiir eukaryotische Zellen ist die so
genannte N-Glykosylierung kennzeichnend. Sie beginnt an der zytoplasmatischen Seite der
ER-Membran, wo Schritt fiir Schritt zwei N-Acetylglucosamin- und fiinf Mannose-Molekiile
auf ein Dolicholphosphat {iibertragen werden Abb. 63(1). Ein noch nicht bekannter
Mechanismus sorgt dafiir, dass der ganze Komplex anschliessend in das Lumen des ER flippt
Abb. 63(2), wo ihm vier weitere Mannose-Reste und zugleich auch noch drei Glucose-
Molekiile hinzugefiigt werden Abb. 63(3). Unter Freisetzung des Dolicholphosphats wird
dann das Olisaccharid 'en bloc' auf die Asparaginreste von Polypeptidketten, die im Begriff
sind, sich zu einem Protein zu falten, {ibertragen Abb. 63(4). Wihrend sich das Protein in die
richtige Konformation faltet, werden die drei Glucose-Reste und ein Mannose-Molekiil durch
den Einsatz verschiedener Enzyme wieder entfernt Abb. 63(5, 6, 7). Das Glykoprotein wird
darauf mittels Vesikeln in den Golgi-Apparat eingeschleust Abb. 63(8), wo es zuséitzliche
Verianderungen erfiahrt. Nochmals werden Mannose-Reste entfernt, dafiir kommen

schrittweise drei N-Acetylglucosamin-Molekiile dazu Abb. 63(9, 10, 11, 12). Abschliessend
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wird der Komplex mit Hilfe verschiedener Enzyme mit einem Fucose-Molekiil und drei

Galaktose- und Sialinsdure-Molekiile vervollstindigt Abb. 63(13, 14).
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Abb. 63: Die Biosynthese von Glykoproteinen am Beispiel der N-

Glykosylierung. Schritte 1-14 sind im Text erldutert.

Wie auf Seite 68 bereits gezeigt werden konnte, ist die N-Glykosylierung ein wichtiger
Bestandteil der posttranlationalen Modifikation von ChR2. Ist diese vorsitzlich gestort, so z.B
durch Hinzugabe von PNGase F oder Tunicamycin oder aber auch einfach fehlend, durch
Einsatz eines prokayontischen Expressionssystems wie E. coli, fiihrt dies zu einer fehlerhaften
Faltung und damit zu keiner Insertion von ChR2 in die Plasmamembran.

Die Mechanismen einer korrekten Proteinfaltung sind bis heute noch teils ungeklart. Fakt ist,
dass eine korrekte Faltung stark durch Faktoren wie Temperatur, pH, Detergentien und Salze
beeinflusst werden kann. Der Faltungsmechanismus vieler integraler Membranproteine ist ein
komplexer Prozess, der enzymkatalysiert aber auch spontan ablaufen kann. Beide Prozesse
finden in der Regel kotranslational statt, d.h. dass sich die wachsende Polypeptidkette,
wihrend sie am Ribosom synthetisiert wird, in die Membran faltet.

Ein weiterer nicht zu verkennender Punkt bei der heterologen Expression von
Membranproteinen ist deshalb ihre Insertion in die Membran und damit ihre Expressionsrate.
Oftmals liegt das Protein in so genannten ,Inclusion Bodies* vor und wird nicht in die
Plasmamembran inseriert. Des Weiteren kann das Protein iiberwiegend im ER und Golgi-
Apparat vorliegen. Um dies klidren zu konnen,

ist eine Membranprdparation mit

anschlieBender Dichtegradientenzentrifugation mittels eines Sucrosegradienten unabdingbar.
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Aus diesem Grund wurde ChR2, wie in Kapitel 3.1 (S.58) beschrieben, zunédchst in Xenopus
laevis  Oozyten exprimiert und anschlieBend eine Membranpriparation mit
Dichtegradientenzentrifugation durchgefiihrt. Oozyten stellen neben Pichia pastoris ebenfalls
ein einfaches eukaryontisches Expressionssystem dar, mit dem Vorteil der direkten
Funktionsanalyse des Proteins {iber elktrophysiologische TEVC-Messungen (Zwei-
Elektroden-Spannungsklemme). Sie eignen sich deshalb besonders als Etablierungssystem fiir
neu zu exprimierende Proteine, wie ChR2, bei denen die Bedingungen zur erfolgreichen
Expression noch vollig unklar waren. Da in unserem Labor zudem elektrophysiologische
Daten iiber funktionelles ChR2, welches in Oozyten exprimiert wurde, vorlagen ((Nagel et al.,
2003), war eine erste Abschitzung der Expressionsbedingungen in diesem Expressionsystem
naheliegend.

Anhand der Dichtegradientenzentrifugation und anschlieBender Antikorperdetektion im
Western-Blot konnte gezeigt werden, dass ChR2 zwar zu einem Grofteil in der
Plasmamembran vorliegt, aber auch Golgi und ER nahezu 40 % der Expression ausmachen.
Demnach sind bei ChR2 eine hohe Expressionsrate und damit optimale Expressionsparameter
aullerordentlich wichtig. Fiir die Expression in Oozyten wurde zusétzlich erstmalig ein ChR2-
Fusionskonstrukt mit YFP getestet. Damit konnte das Expressionsniveau schon vor
Durchfiihrung aufwendiger Pridparationen visuell bestimmt werden, da die Zellen griin
fluoreszieren. Da aus Oozyten wenig ChR2 gewonnen werden kann, wurde das nichst hohere
Expressionssystem gewéhlt. Kapitel 3.2 belegt, dass ChR2-315-YFP funktionell in HEK293-
Zellen exprimiert werden kann. Hier konnte erstmalig ein Absorptionsspektrum von ChR2
aufgezeichnet werden. Es zeigt, dass ChR2 bei 480 nm absorbiert. Zusitzlich konnte an
diesem Expressionssystem der eingangs erwihnte Glykosylierungstest entwickelt werden, der
klar demonstriert, dass ChR2 glykosyliert wird. Eine Deglykosylierung resultiert auch hier in
einer inaktiven ChR2-Form, die nicht mehr absorbiert. Das Protein wird nicht mehr in die
Membran inseriert. Funktionsstudien an der BLM konnen dieses Resultat untermauern, da nur
noch ein Photostrom von wenigen pA gemessen werden kann (S.79). Die Expression in
HEK?293-Zellen liefert demnach funktionelles Protein, jedoch ist auch hier die Ausbeute zu
gering, um aufgereinigtes ChR2 elektrophysiologisch und absorptionskinetisch hinlédnglich zu
charakterisieren. Auch bei diesem Expressionssystem liegt der klare Vorteil in einer direkten
Analyse funktioneller Eigenschaften mittels der Patch-Clamp-Technik. Zur Herstellung von
isoliertem ChR2 ist es jodoch nach wie vor zeitintensiv, kostspielig und resultiert in einer zu

geringen Proteinausbeute.
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Zellfreie Expression von ChR2-315-YFP

Die zellfreie Proteinsynthese wurde 1964 von Holland J.J. & McCarthy B.J. beschrieben und
von Zubay G. 1973 weiterentwickelt. Ausgehend von prokaryotischen oder eukaryotischen
Zell-Lysaten, welche alle Komponenten des ribosomalen Translationsapparats besitzen,
konnen Proteine mit einer RNA-Matrize oder im gekoppelten Transkriptions-
/Translationssystem mit DNA hergestellt werden. Grundsitzlich konnen aus jedem
Organismus Extrakte fiir die zellfreie Synthese gewonnen werden. Kommerziell sind zellfreie
Syntheseextrakte aus E.coli, Weizenkeimen oder Reticulozyten erhiltlich (Abb.22, S.61).
Neuerliche Publikationen haben zudem gezeigt, dass die zellfreie Synthese sich auch
besonders fiir schwer zu exprimierende Membranproteine wie z.B. GPCRs eignet (Klammt et
al., 2007). Aus diesem Grund sollte dieses System, trotz Verwendung von prokaryotischem
Lysat, fiir die Expression von ChR2 getestet werden. Die Ergebnisse in Abbildung 24 (S.62)
konnten darlegen, dass sich ChR2 mit dieser Methode im mg-Bereich exprimieren ldsst. Eine
Funktionalitit konnte jedoch nur in der Kontrolle mit Bacteriorhodopsin nachgewiesen
werden, was die grundsitzlich korrekte Handhabung und Verwendung der Materialien
nahelegt. Deshalb wurde anschlieBend ein modifizierter zellfreier Syntheseansatz gewihlt.
Dem Feeding-Kompartiment wurden 1 uM all-trans Retinal, 4 mg/ml DOPC-Liposomen und
verschiedene Detergentien entsprechend ihrer CMC hinzugefiigt. Dennoch konnte kein
funktionelles ChR2 gewonnen werden. Es muss deshalb geschlossen werden, dass aufgrund
der fehlenden posttranslationalen Modifikation durch die jeweiligen Lysate keine korrekte
Faltung des Proteins stattgefunden hat. Vermutlich ist auch die all-trans-Retinal-Bindung
gestort. Die Schwierigkeit der in vitro Expression besteht demnach darin, dass sich das
Genprodukt spontan in die Membran faltet. Der Mechanismus der spontanen Faltung eines
integralen Membranproteins in eine hydrophobe Umgebung verlduft dabei iiber zwei Stufen
(Huang & Khorana, 1981). Ist diese gestort, kommt es, wie in dieser Arbeit geschehen, zur
Aggregation des Proteins, welches anhand der Elektonenmikroskopie nachgewiesen werden

konnte (Bilder nicht gezeigt).
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4.2 Expression von ChR2-315-TEV-YFP-His in der methylotrophen Hefe
Pichia pastoris

Hefen bieten als Wirtsorganismen fiir die Uberexpression rekombinanter Proteine wesentliche
Vorteile: Die Kultivierung von Hefen ist in der Regel einfach. Sie stellen im Vergleich zu
Zelllinien hoherer Organismen geringe Anspriiche an das Medium und die
Kultivierungsbedingungen. Des Weiteren lassen sich Hefen im Wesentlichen in Riihrkessel-
Bioreaktoren mit Standardausstattung kultivieren. Mit den Vorteilen der einfachen
Handhabbarkeit eines Einzeller-Systems verbindet sich bei Hefen das Vorhandensein eines
eukaryontischen Proteinsyntheseapparates. Hefen konnen die notwendigen Schritte zur
korrekten posttranslationalen Modifizierung von Proteinen hoherer Organismen durchfiihren.
Dazu gehdren proteolytische Prozessierung, Faltung, Bildung von Disulfidbriicken und
Glykosylierung (Luo et al., 1995; Eckart und Bussineau, 1996; Ikegaya et al., 1997; Miele et
al., 1997; Lin Cereghino & Cregg, 1999; Markaryan et al., 1999). Die methylotrophe Hefe
Pichia pastoris hat in den letzten Jahren besondere Aufmerksamkeit als Expressionssystem
erhalten, da sich auch schwer zu exprimierende Membranproteine wie GPCRs funktionell und
mit einer hohen Konzentration exprimieren und iiber ein zusétzliches Sekretionssignal (a-
Faktor) besonders erfolgreich in die Membran inserieren lassen (Andre & Reinhart, 2006).
Die Ergebnisse auf S. 65 zeigen, dass ChR2 bereits nach 24h Expression in Pichia pastoris
eine Expressionsrate von 90% erreicht. Abb. 29 auf Seite 66 belegt zudem die Funktionalitit
des exprimierten ChR2 anhand seiner spezifischen Absorption bei 480 nm. Auch nach der
Aufreinigung mittels der immobilisierten Metallchelat-Affinititschromatographie (IMAC)
blieb die Funktionalitdt erhalten. Tests mit verschiedenen Detergentien konnten zeigen, dass
DM (n-decylmaltosid) das am besten geeignete Detergens zur Aufreinigung ist, da es die
Stabilitidt des Proteins gewihrleistet. Der anschlieBende Deglykosylierungstest lieferte den
bereits erwdhnten Beweis fiir die Notwendigkeit einer N-Glykosylierung fiir die
Funktionalitit und erfolgreiche Insertion von ChR2 in die Membran. Zudem konnte der Test
belegen, dass Pichia pastoris in der Lage ist, die erforderliche Glykosylierung durchzufiihren
(S.68). Abb. 37b auf Seite 72 sowie das Anregungsspektrum von ChR2 auf Seite 88 (56b)
beweisen zudem, dass sich YFP und His-tag problemlos von dem Protein entfernen lassen
und das Protein dennoch seine Funktinalitét behilt. Dies geht jedoch mit einem hohen Verlust
an  isoloriertem  ChR2  einher, da trotz mehrfacher = Modifizierung  der

Aufreinigungsbedingungen der immobilisierten Metallchelat-Affinititschromatographie
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(IMAC) zur Entfernung des Tags und des YFP’s auch bereits isoliertes ChR2 auf der Sdule
blieb.

Auch die Mutante H134R (homolog zu D96N in BR) ldsst sich ohne weiteres in Pichia
pastoris funktionell exprimieren und aufreinigen (S.69 und 70). Vergleicht man nun
zusitzlich die Proteinmengen, die nach einer Aufreinigung vorliegen (Oozyten 100 pg/ml;
HEK293 > 500 pg/ml- 1 mg/ml, aber sehr kostspielig und zeitaufwéndig; zellfreie Synthese >
kein funktionelles Protein; Pichia pastoris > 7 mg/ml aufgereinigtes Protein, beweist das
Pichia pastoris Expressionssystem, dass es effizient funktionelles ChR2 in hoher
Konzentration produzieren kann. Des Weiteren liegt das isolierte ChR2 so vor, dass durch
weitere Erhohung der Proteinausbeute erstmalig kristallographische Untersuchungen an ChR2

zur Strukturanalyse in Betracht gezogen werden konnen. (S. 72/73).

4.3 Ladungstransportmessungen von ChR2 an der BLM

Es konnte nun gezeigt werden, dass Pichia pastoris das geeignete Expressionssystem zur
funktionellen Expression von ChR2 ist. Doch nicht nur die statischen Absorptionsmessungen
haben die Funktionalitit bestdtigt. Bei ChR2 aus HEK293-Zellen konnten bereits die ersten
BLM-Messungen mit Membranfragmenten durchgefiihrt werden (S.76-79). Doch erst mit
Zymolyase behandelten Membranfragmenten und aufgereinigtem ChR2 aus Pichia pastoris
wurden ausreichend groe Strome erzielt. Die Membranfragmente scheinen sich dhnlich wie
bei BR mit der extrazelluldren Seite an die BLM anzulagern. Dies resultiert in einem negativ
transienten Signal, welches innerhalb weniger Millisekunden monoexponentiell auf die
Grundlinie abfdllt. Bei diesem Signal liegt nur eine pH-Abhéngigkeit vor. Andere Kationen
beinflussen den Photostrom nicht. Der Photostrom folgt unmittelbar mit dem Lichtreiz. Sein
Aktionsspektrum ist mit dem von vorangegangenen TEVC-Messungen identisch und zeigt ein
Absorptionsmaximum bei 480 nm. Die Fusionierung von Proteoliposomen mit der BLM
ermoglichte Messungen des stationdren Stroms von ChR2 (S.83 und folgende). Dabei war es
entscheidend, welches Lipid zur Vesikelherstellung verwendet wurde. Erst das ungesittigte
C18:1 Phospholipid DOPC ermoglichte die Fusionierung von ChR2-Proteoliposomen mit der
BLM (Abb.50). Fiir die erfolgreiche Insertion von ChR2 ist die Dicke der Lipiddoppelschicht
von erheblicher Bedeutung. DOPC bildet eine Membrandicke von 27,1 A aus und bildet
damit eine dickere Schicht als andere Phospholipide (Nagle & Tristram-Nagle, 2000). So
haben z.B. strukturelle Daten von BR gezeigt, dass BR in einer Lipidumgebung eine

hydrophobe Dicke von 35 A besitzt (Luecke et al., 1999). Geht man nun davon aus, dass ein
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dhnlicher Fall bei ChR2 aufgrund seiner Homologie zu BR vorliegt, so ist auch hier eine
dickere Lipidschicht von Vorteil. Aus diesem Grund wird ChR2 durch die dickere DOPC-
Membran (siche Formel unten) im Vergleich zu anderen Lipiden, wie z.B. POPE (5,32 nm),
zusitzlich stabilisiert und die Insertion ermoglicht.
8,8542-107"2 A5 510 2
D, = V. mA =1,288-10"m =12,88nm (fiir 1,5 % DOPC in Dekan)
1375107 7S

 Avamti Polar Lipids

Abb. 64: 3D-Modell und Struktur des ungesiittigten Phospholipids

Nach erfolgreicher Fusionierung von ChR2 in die BLM konnten erstmalig stationdre Strome
gemessen werden. Thr Verhalten und das des transienten Stroms entsprechen jedoch nicht den
bisherigen Daten aus TEVC- und Patch-Clamp-Experimenten, da keine Einwirts-
Gleichrichtung vorliegt. Auch das Umkehrpotential liegt nicht bei 0 mV. Der transiente Strom
zeigt ein lineares Strom-Spannungsverhalten und kehrt sich nicht um. Dies ist auch bei der
Mutante H134R der Fall (S.81) Der stationdre Strom kehrt sich beim Wildtyp hingegen bei 90
mV um (S.85), wihrend er bei der Mutante H134R bei 20 mV umkehrt.

Bei pH-Verdnderungen zeigen beide Strome wieder ein identisches Verhalten. Wie in der
Publikation von Nagel et al., 2003 beschrieben, zeigt ChR2 ein charakteristisches Verhalten
bei Absenkung des ,externen“ pH-Wertes. Bei niedrigen pH-Werten wird die
»Recovery” zum Grundzustand beschleunigt, was wiederum zu grofleren Stromen fiihrt. Dies
legt die Protonierung einer oder mehrer Aminoséduren nahe. Im Falle von BR wire dies

Aspartat 96. Synonym dazu in ChR2 ist dies Histidin H134 auf der Transmembrandoméne 3
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(TM3). Die Mutante H134R zeigt sogar eine groflere pH-Abhéngigkeit, da hier das Histidin
durch das noch stirker polare Arginin ausgetauscht wurde (S.82). Dies mag ein Indiz fiir die
entsprechende Protonierung sein. Ein weiteres Merkmal der Mutante sind die groferen
Spitzenstrome (S.81). Dies ist vermutlich das Resultat eines verldngerten ,,Offen-
Zustandes™ und kann durch die Absorptionskinetik auf Seite 92 bestitigt werden. Des
Weiteren legt es die Vermutung nahe, dass die Aminosduren der TM3 zur Ionenleitfahigkeit
des Kanals beitragen.

Die Zeitkonstanten des Wildtyps und der Mutante H134R sind ebenfalls unterschiedlich. Der
ChR2 Wildtyp-Kanal 6ffnet mit einer Zeitkonstante t; = 200 ps und schlieft mit einer
Relaxationszeit von ca. 10 ms. Die Mutante schliefit mit ca. 70 ms. Dies bestdtigt zusdtzlich

den verldngerten ,,Offen-Zustand* des Kanals.

Doppelilluminierung mit blauem und griinem Licht

Dass bei retinalen Proteinen, wie z.B. BR, einzelne Intermediate des Photozyklus
eigenstindige Photoreaktionen durchlaufen kdnnen, ist hinlanglich bekannt (Balashov & Ebry,
2001). Bereits 1977 stellten Ormos & Karvaly in umfassenden Experimenten fest, dass das
M-Intermediat aus BR durch Absorption von blauem Licht in der Lage ist, den Photozyklus
direkt in den Grundzustand zu iiberfithren. Dabei fehlt jedoch der ansonsten stattfindende
vektorielle Protonentransport. Dieses Phdnomen wird als ,,Blaulicht-Effekt™ bezeichnet. Der
Photozyklus wird quasi ,.kurzgeschlossen®. Im Falle von ChR2 konnte kein Blaulicht-Effekt
festgestellt werden. Dies muss jedoch nicht das Fehlen eines M-Intermediats bedeuten. Viel
mehr liegt der Aufbau und Zerfall des M-Intermediats in einem Zeitbereich unter 10 ps, der
iber die in dieser Arbeit aufgefiihrten Methoden der BLM und Blitzlichtspektroskopie nicht
aufgelost werden konnte. Die Laser-Blitzlichtspektroskopie konnte jedoch ein spektral
deutlich verschiedenes Intermediat im Wellenldngenbereich von 540 nm auflosen (S.89 und
90). Aus diesem Grund wurde ein Doppelilluminierungsversuch mit blauem (480 nm) und
griinem (540 nm) Licht an der BLM durchgefiihrt (S.85). Wie in vorangegangenen Voltage-
Clamp-Experimenten bereits gezeigt, konnte durch zusitzliche Illuminierung mit griinem
Licht eine Erhohung des stationdren Stroms verzeichnet werden. Dies bestitigt das
Vorhandensein des rotverschobenen Intermediats elektrophysiologisch. Des Weiteren zeigt
der Versuch, dass dhnlich wie beim Blaulicht-Effekt bei BR, der Photozyklus kurzgeschlossen

bzw beschleunigt werden kann.
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4.4 Spektroskopische Eigenschaften von ChR2

Der spektroskopische Grundzustand von ChR2 liegt, wie die Resultate belegt haben, bei 480
nm (S.66 und S.88). Damit ist er dem Grundzustand von Sensorrhodopsin II (SRs II und pSR
1) aus Halobacterium salinarum und Natronobacter pharaonis weitaus dhnlicher als dem von
BR (Abb.65). Das gilt auch fiir die initiale all-trans zu 13-cis Photoisomerisierung des
Retinalchromophors. In Versuch 3.6.1 auf Seite 87 konnte gezeigt werden, dass sich ChR2
aus einem Retinalisomerenverhéltnis von 1:5 /3-cis/all-trans Retinal zusammensetzt.

Der Protonentransfer von der Schiff’schen Base (SB) zu ihrem Gegenion (D75, pSRII / D85,
BR) verlduft bei pSRII innerhalb der ersten 100 Mikrosekunden, um den ,,M“-Zustand zu
erzeugen (Engelhard ef al., 1996; Chizhov et al., 1996). Durch die Deprotonierung der SB ist
das Absorptionsmaximum zu etwa 390 nm hypsochrom verschoben. Simultan wird von einer

komplexen Akzeptorgruppe ein Proton an das periplasmatische Medium abgegeben.
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Abb.65: Vereinfachtes Modell des Photozyklus von pSRII mit den wesentlichen
Schritten der Isomerisierungen des Chromophors und des Protonentransfers von
Schiff’scher Base zur Gegenladung Asp75.

Betrachtet man Abbildung 57b auf Seite 89, so ist auch hier eine schnell zerfallende Spezies
mit einer positiven Absorption bei 400 nm auszumachen. Dies mag ein Indikator fiir das M-
Intermediat und damit fiir die Deprotonierung einer Schiff’schen Base sein.

Im starken Gegensatz zu BR ist der weitere Photozyklus des pSRII durch einen langlebigen
»M“-Zustand (1ms-400 ms) stark verlangsamt und kehrt mit einer komplexen Kinetik {iber so
genannte ,,N“- und ,,0“-Zustidnde innerhalb von Sekunden in den Grundzustand zuriick

(Chizhov et al., 1998). Das Auftreten dieser Chromophorzustinde ist indikativ fiir die
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Reprotonierung der SB von der zytoplasmatischen Seite sowie fiir die nachfolgende
Reisomerisierung des Chromophors. Gleichzeitig wird die Gegenladung der SB regeneriert,
indem das Proton von Asp75 an die oben erwdhnte Akzeptorgruppe abgegeben wird. pSRII
besitzt keinen Donor wie BR (D96), an dieser Stelle befindet sich ein Tyrosinrest. Dies erklart
die Langlebigkeit des M-Intermediats (Brown & Spudich, 2001).

Der mogliche Protonendonor der Schiff’schen Base liegt bei ChR2 an Stelle 134 und wird
durch ein Histidin (H134) reprisentiert. Das aus der mdglichen Deprotonierung stammende
Proton wird bei ChR2 auf ein Glutamat an Stelle 123 iibertragen (E123, Abb. 66). Dieser
Akzeptor ist sowohl bei BR als auch bei pSRII ein Aspartat (D85/D75).

Abb. 66: 3D-Model von ChR2. Hervorgehoben sind der Protonendonor H134
(Griin), der Protonenakzeptor E123(Magenta) und die Schiff’sche Base K257
(Gelb). Die Roten Pfeile markieren die Lage des Chromophors all-trans-Retinal

Kurz nach der Lichtanregung ist bei ChR2 ein rotverschobenes Intermediat bei 540 nm zu
erkennen (S.89). An dieser Stelle des Photozyklus wiirde die Schiff’sche Base reprotoniert
werden (Lanyi, 2004). Auch dies ist dem Zyklus von pSRII sehr dhnlich, da es dort mit dem
O-Intermediat vergleichbar ist (siche vorherige Seite). Bei BR wire dies das sogenannte N-
Intermediat, welches bei 530 nm absorbiert. Dies geht einher mit der Riickbildung des
Grundzustandes und ist durch die Isomerisierung des Retinals und die Herstellung des

urspriinglichen Protonierungszustandes determiniert. In einem von Spudich (1998)
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vorgeschlagenen allgemeinen molekularen Modell fiir Photorezeptoren wird der Salzbriicke
zwischen protonierter Schiff’scher Base und ihrer Gegenladung eine Schliisselrolle
zugesprochen. Der Mechanismus fordert, dass das Aufbrechen dieser Salzbriicke, die Helices
G und C verkniipft, eine Auswértsbewegung der F-Helix im friihen Photozyklus bewirkt.
Simultan zum ,,0%“-Zerfall wird die Gegenladung der reprotonierten Schiff’schen Base durch
Deprotonierung von Asp75 bei pSRII, Asp85 bei BR und E123 bei ChR2 wiederhergestellt.
Dabei ist bei pSRII der M-Zustand der Signalgebende, wihrend bei ChR2 der Anstieg in der
Leitfahigkeit nach der Reprotonierung der Schiff’schen Base beginnt.

Betrachtet man nun die einzelnen ,,turnover Events auf Seite 90 (Abb. 58a) und korreliert die
spektroskopischen Eigenschaften von ChR2 mit den Kanal-Charakteristika, so kristallisieren
sich klar vier Intermediate heraus. Wahrend die Photochemie des Retinals die Leitfahigkeit
der Kationen triggert, ist der Prozess, der zur Selektivitit und Permeabilitit fiihrt, weiter
unbekannt. Im Gegensatz zum oben beschriebenen vektoriellen Transport der anderen
Rhodopsine ist bei ChR2 das Retinal moglicherweise kein Teil der ionenleitenden Pore. Das
Protein ist deshalb in der Lage strukturelle Unterschiede zu durchlaufen, die sich von den
spektralen Verdnderungen unterscheiden und moglicherweise den elektronischen Zustand des
Chromophors storen. Die Offnung des Kanals geht mit der Bildung der Spezies P2 einher. Die
signifikanten Absorptionsdnderungen sind zu diesem Zeitpunkt bereits vollzogen und durch
den Vergleich von Ag; und Ag; ersichtlich (S.90, Abb. 58a) (Bamann et al, JMB 2007 in
Press). Der Ubergang von P; zu P, ist direkt mit dem ,,Offen-Zustand** des Kanals verkniipft
und birgt das N- bzw. O-Intermediat.

Verglichen mit den einzelnen ,,turnover* Events ergibt sich bei stationdren Lichtbedingungen
ein weitaus komplizierteres Modell des Photozyklus von ChR2. Wie in der Publikation von
Nagel et al., 2003 bereits beschrieben, kann stationires Licht den Ubergang der Spezies P4
zum Grundzustand drastisch beschleunigen. Dies mag einen ,,Zwei-Photonen-

Prozess* implizieren.

Der gesamte Photozyklus kann damit, wie im Doppelilluminierungsversuch auf Seite 85
gezeigt, durch zusétzliches Griinlicht kurzgeschlossen und womoglich beschleunigt werden.
Spezies P3 geht somit direkt in den Grundzustand iiber und umléuft somit den kinetisch
limitierenden Zustand P4. Nimmt man nun diese einzelnen ,turnover® Events zusammen,

fiihrt dies zu der Erhebung des nachfolgenden Photozyklus (Abb. 67).
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4.5. Der Photozyklus von ChR2

Mit den vorliegenden Ergebnissen kann ein moglicher Photozyklus von ChR2
zusammengestellt werden (Abb.67). Spektroskopische Daten, die im Resultateteil dieser
Arbeit nédher erldutert wurden, konnten das bisher gangige Drei-Zustands-Modell (Nagel et al.,
2003) zu einem Modell mit vier Zustinden erweitern. Dabei ist Py der ,,geschlossen-
aktivierbare Zustand, in dem das Retinal in der all-trans-Konformation vorliegt. Wird nun
ein Photon absorbiert, geht der Kanal in wenigen ps (< 200 ps) iiber die /3-cis-Isomerisierung
des Retinals in einen ,,Offen-Zustand“ (P1) iiber. Diesem folgen zwei kationenleitfdhige
Zustidnde (P2 und P3) im Bereich < 1 ms. An dieser Stelle sind die signifikanten spektralen
Unterschiede bereits durchlaufen worden (S.90). Das N/O Intermediat ist dabei fiir das Offnen
des Kanals verantwortlich. Im Zustand P3 schlieBt sich ChR2 wieder. P4 ist ein inaktiver und
langlebiger Zustand, der den kinetisch limitierenden Faktor des Zyklus darstellt und spektral
nicht vom Grundzustand zu unterscheiden ist. Der Ubergang von P4 zu PO kann unter
stationdren Lichtbedingungen durch ein weiteres Photon drastisch beschleunigt werden.

Anschlielend befindet sich der Kanal wieder in seiner Ausgangsposition, dem Grundzustand.

ChR,[R]—"—XM) —>N/O'[Rl——N/0'[B](*)—>N/O0"[B](*)——>ChR,,[ B]——>ChR,[F]
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5. Zusammenfassung

Chlamydomonas reinhardtii ist eines der bekanntesten Modellsysteme der Forschung, um
photo-, zell- und molekularbiologische Fragestellungen zu untersuchen. Die phototaktischen
Reaktionen dieser einzelligen Griinalge werden durch mikrobielle Rhodopsine, sogenannte
Photorezeptoren initiiert, deren Chromophor a/l-trans-Retinal ist. Eines dieser Rhodopsine ist
Channelrhodopsin 2 (ChR2). Ein Sequenzvergleich mit anderen mikrobiellen Rhodopsinen
aus Archaebakterien, wie z.B. der lichtgetriebenen Protonenpumpe Bakteriorhodopsin, zeigt
eine Homologie von bis zu 20 %. Aus diesem Grund kann angenommen werden, dass die
hydrophobe N-terminale Hailfte mit circa 300 von 737 Aminosduren ebenso aus einem
Siebentransmembranhelixmotiv besteht, wie dies fiir Rhodopsinmolekiile typisch ist.

Seit der Entdeckung 2003 durch Nagel ef al. ist bekannt, dass es sich bei ChR2 um einen
lichtgetriebenen, kationenselektiven lonenkanal handelt, der in dieser Form bisher nicht
bekannt war. Diese biophysikalische Charakteristik konnte durch detaillierte
elektrophysiologische Daten erhoben werden. Sie lieferten zudem die Erkenntnis, dass ChR2
als ,,Werkzeug® in der Neurobiologie verwendet werden kann, da die lichtinduzierte
Depolarisation zum Feuern von Aktionspotentialen in ChR2-exprimierenden Neuronen fiihrt.
Die vorliegende Arbeit sollte dazu beitragen, die molekularen Mechanismen von ChR2
aufzukldren, indem elektrophysiologische, spektroskopische und biochemische Daten
miteinander korreliert wurden. Dazu wurde ChR2 funktionell in der methylotrophen Hefe
Pichia pastoris exprimiert. Ein Glykosylierungstest konnte belegen, dass Pichia pastoris in
der Lage ist, die fiir ChR2 erforderliche N-Glykosylierung durchzufiihren. Mit einer 90%igen
Expression war es somit mdglich, ausreichend Protein fiir eine Metallchelat-
Affinititschromatographie zu gewinnen. Weiterhin konnte die bestehende Funktionalitdt nach
der Isolierung von ChR2 nachgewiesen werden. Dies erfolgte zum einen iiber Messungen des
charakteristischen Photostroms mittels der BLM-Technik. Zum anderen konnte dies durch
spektroskopische Messungen der spezifischen Absorption von ChR2 bei 480 nm bestétigt
werden. Die  zeitaufgeloste  Laserblitzabsorptionsspektroskopie  lieferte ~ zudem
Differenzspektren des isolierten ChR2, die erstmalig das Vorhandensein eines spektral
verschiedenen Intermediats bei 540 nm zeigten. Zusammen mit dem Zeitverlauf aller vier
korrespondierenden Intermediate und der Hinzunahme elektrophysiologischer Daten konnte
somit ein linearer Photozyklus bestehend aus vier Zusténden erstellt werden (erstellt durch Dr.
Christian Bamann). Die ersten drei Intermediate des Photozyklus P1-P3 werden demnach

durch die rotverschobene Spezies beschrieben, mit einer Relaxationszeit von unter einer
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Millisekunde. Dieses rote Intermediat spiegelt die Konformationsédnderung des Retinals wider
und geht mit dem Offnen des Kanals einher. Die Zustinde P2 und P3 konnten beide als
kationenleitende Zustinde identifiziert werden. Das SchlieBen des Kanals wird durch den
Ubergang von P3 zu P4 (spektral mit dem Grundzustand gleich) vermittelt. Das Zuriickkehren
in den Grundzustand folgt einem langsamen Prozess im Bereich von mehreren Sekunden.
Biochemische, spektroskopische und elektrophysiologische Daten haben damit erfolgreich zur
weiteren Aufklidrung der molekularen Funktionsweise von ChR2 beigetragen. Mit diesen
Ergebnissen ist nun die ErschlieBung neuer Informationen iiber die verschiedenen

Signaltransduktionswege von Membranproteinen moglich.
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7. Anhang

AbbKkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung
APS Ammoniumperoxodisulfat
bp Basenpaare
BR Halobacterium salinarum Bakteriorhodopsin
BSA Rinderserumalbumin
cDNA Komplementédre DNA
CHAPS 3-[N-(3-Cholamidopropyl)-dimethyl-ammonio]-1-propansulfonat
ChR1 Channelrhodopsin 1
ChR2 Channelrhodopsin 2
CMC Kritische Mizellenkonzentration
DEPC Diethyl-pyrocarbonat
DM n-Decyl-B-D-maltosid
DDM N-Dodecyl- 5 -D-maltosid
DMEM Dulbecco’s Modified Eagel’s Medium
dNTP Desoxynukleosidtriphosphat
DNA Desoxyribonukleinséure
DOPC C18:1-Dioleoylphosphatidylcholin
DOPE /POPE C18:1-Dioleoylphosphatidylethanolamin
DTT 1,4-Dithiothreitol
E. coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraessigsiure
ER Endoplasmatisches Retikulum
FSK Forskolin
g Zentrifugalbeschleunigung; 1g = 9,81 m/s_2
GPCR G-Protein gekoppelter Rezeptor
G-Protein Guaninnukleotid-bindendes Protein
h Stunden
HEK Human Embryo Kidney
N Durch eine Milli-Q-Plus-Anlage (Millipore) gereinigtes Wasser
Hepes N-(2-Hydroxyethyl)-Piperazin-N’-(2-ethylsulfonsiure)
Htrll Transducer des Sensor Rhodopsin II

IMAC Metallchelat-Affinitdtschromatographie



Anhang

kDa

LB

LM
Maldi-TOF
min
Ni-NTA
ODx
oG
PAGE
PCR
PMSF
RNA
mRNA
rpm

RT

S

SB

SDS
SRI
SRII
pSRII
SUVs
Tab.
TEMED
Tris
YFP

Ex

M

T

119

Kilodalton

Luria Bertani

n-Dodecyl-B-D-maltosid

Matrix-assisted Laser Desorption/Ionisation detection by Time-of-Flight
Minute

Nickel-Nitrilotriessigsdure

Optische Dichte bei Wellenldnge x nm
n-Octyl-B-D-glucopyranosid
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Polymerase Kettenreaktion
Phenylmethylsulfonylfluorid

Ribonukleinsdure

Messenger RNA

Umdrehungen pro Minute

Raumtemperatur

Sekunde

Schiff sche Base

Natriumdodecylsulfat

Halobacterium salinarum Sensorisches Rhodopsin |
Halobacterium salinarum Sensorisches Rhodopsin II
pharaonis Sensor-Rhodopsin II

Small Unilamellar Vesicles

Tabelle

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Trimethoxyaminomethan

Gelb fluoreszierendes Protein

Extinktionskoeffizient bei Wellenldnge x nm
Wellenlidnge des Lichts bei Wellenldnge x nm
Halbwertszeit beim exponentiellen Abbau eines elektrischen Feldes
Zeitkonstante

Fiir die vier Nukleotide wurde der Einbuchstabencode, fiir die 20 natiirlichen Aminosiuren der
Dreibuchstaben oder Einbuchstabencode verwendet.
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CHR2-TEV-YFP-His9x

MDYGGALSAVGRELLFVINPVVVNGSVLVPEDQCYCAGWIESRGTNGAQTASNVLQWLAA
GFSILLLMFYAYQTWKSTCGWEEIY VCAIEMVKVILEFFFEFKNPSMLYLATGHRVQWLRYA
EWLLTCPVILIHLSNLTGLSNDYSRRTMGLLVSDIGTIVWGATSAMATGY VKVIFFCLGLCYG
ANTFFHAAKAYIEGYHTVPKGRCRQVVTGMAWLFFVSWGMFPILFILGPEGFGVLSVYGSTV
GHTIIDLMSKNCWGLLGHYLRVLIHEHILIHGDIRKTTKLNIGGTEIEVETLVEDEAEAGYVQS
AATMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWP
TLVTTFGYGLQCFARYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTL
VNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADH
YQONTPIGDGPVLLPDNHYLSYQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYHHHHH
HHHHLYK

FLAG-Tag: N-Terminus: DYKDDDDK-
TEV-Cleavage site: ENLYFQG
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